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RESUMO 
 
 

SANTOS, Juliana Franzoni dos, M.Sc. Universidade Estadual de Maringá, 
dezembro de 2008. Heterozigosidade em ciclos de seleção no composto CMS-43 
de milho pipoca (Zea mays L.) utilizando marcadores microssatélites. 
Orientadora: Claudete Aparecida Mangolin. Conselheiros: Maria de Fátima Pires da 
Silva Machado e Maria Claudia Colla Ruvolo Takasusuki. 

 

A variedade BRS Angela foi desenvolvida a partir do composto CMS-43 após sete 
ciclos de seleção recorrente intrapopulacional, a partir de quatro ciclos de 
recombinação de 33 materiais de grãos brancos do Banco Ativo de Germoplasma 
(BAG). Este composto foi produzido pela Empresa Brasileira de Pesquisa 
Agropecuária (EMBRAPA) Milho e Sorgo (Centro Nacional de Pesquisas em 
Milho e Sorgo - CNPMS) de Sete Lagoas, Minas Gerais. Para o presente estudo 
foram avaliados os oito ciclos de seleção realizados para o composto CMS-43 e 
denominados de ciclos C0, CI, CII, CIII, CIV, CV , CVI e CVIB. Para a avaliação 
genética foi extraído o DNA genômico das folhas das plantas de cada um dos ciclos 
de seleção. Para a avaliação da variabilidade e distância genética foi utilizado o 
marcador microssatélite; para a escolha dos marcadores polimórficos entre as 
linhagens avaliadas, foram testados 100 microssatélites já mapeados para milho 
comum. Destes marcadores foram selecionados 20 pares de primers. Com estes 
primers foram produzidos 52 alelos com um número médio de alelos por locus 
polimórfico igual a 2,6. Para o ciclo CVIB foi observada a perda de 5 alelos (46 
alelos), caracterizando uma redução de 9,80% para os alelos em relação ao ciclo C0 

(51 alelos). A heterozigosidade observada entre os ciclos de seleção variou de 
20,67% para o ciclo CVIB a 34,29% para o ciclo CIII. Dos 20 loci, dois (Umc2261 e 
Umc1318) apresentaram valores negativos de Fis os valores para os dois loci foram 
de -0,0868 e -0,2745 respectivamente, indicando um excesso de heterozigotos 
mesmo frente aos processos de seleção recorrente. Para os 20 loci de microssatélites 
avaliados neste trabalho, nove deles apresentaram-se em equilíbrio de Hardy-
Weinberg no último ciclo de seleção (CVIB). Este resultado indica que apesar da 
grande pressão de seleção exercida para as características desejáveis estes loci 
continuam comportando-se como se os cruzamentos estivessem ocorrendo 
casualmente. Tal fato chama atenção, pois este resultado indica possibilidade de 
ocorrer ganho de seleção efetuado em novos ciclos de seleção recorrente para a 
variedade BRS Angela. 
 
Palavras-chave: Microssatélites, Ciclos de Seleção Recorrente, Milho Pipoca. 
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ABSTRACT 

 
 

Santos, Juliana Franzoni dos, M.Sc. State University of Maringá, December, 2008. 
Cycle of Selection heterozigosity at popcorn compound CMS-43 (Zea mays L.) 
using microsatellite markers. Adviser Professor: Claudete Aparecida Mangolin. 
Commitee members: Maria de Fátima Pires da Silva Machado and Maria Claudia 
Colla Ruvolo Takasusuki. 
 

The BRS Angela variety was developed from the compound CMS-43 after seven 
intrapopulational recurrent selection cycles, from four recombination cycles from 
33 materials of white grains from the Active Germoplasm Bank (BAG). This 
compound was produced by the Brazilian Empress of Agropecuary Research 
(EMBRAPA) Maize and Sorghum (National Center of Maize and Sorghum 
Research - CNPMS) of Sete Lagoas, Minas Gerais. To the present study eight 
selection cycles was assessed to the compound CMS-43 and named C0, CI, CII, CIII, 
CIV, CV , CVI and CVIB. To the genetic evaluation the genomic DNA was extracted 
from the leaves of the plants in each of the selection cycles. For the assessment of 
variability and genetic distance the microsatellite marker was used; for the choice of 
the polymorphic markers between the evaluated lines, 100 microsatellites that have 
been mapped to common maize were tested. From those markers 20 pairs of 
primers were selected. With these primers 52 alleles were produced with an average 
number of alleles per polymorphic locus equal to 2.6. At CVIB cycle it was noticed 
the loss of 5 alleles (46 alleles), featuring a reduction of 9.80% to the alleles in 
relation to the C0 cycle (51 alleles). The observed heterozygosity between cycle 
selections ranged from 20.67% at CVIB cycle to 34.29% at CIII cycle. Of the 20 loci, 
two (Umc2261 e Umc1318) had negatives values to Fis index, and the values for the 
two loci were -0.0868, -0.2745 respectively indicating an excess of heterozygotes 
even in the face of the recurrent selection process. For the 20 microsatellite loci 
evaluated in this study, nine of them presented Hardy-Weinberg equilibrium at the 
last selection cycle (CVIB). This result indicates that, despite the great selection 
pressure exerted to the desirable characteristics, these loci still is behaving as if the 
crosses were occurring randomly. This result indicates that it is still possible to 
occur to selection gains made in new recurrent selection cycles to the BRS Angela 
variety. 
 
Key-words: Microsatellite, Recurrent Selection Cycle, Popcorn.
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1. INTRODUÇÃO 

 

O milho pipoca é uma monocotiledônea pertencente à família Poaceae, da 

tribo Maydeae, do gênero Zea e da espécie Zea mays (Zea mays L., 2n=20), assim 

como o milho comum. De acordo com Kerr (1969), o milho pipoca e o milho 

comum têm o mesmo número de cromossomos (x = 10) e se cruzam dando produtos 

férteis. Esse tipo de milho tem despertado a atenção dos melhoristas, visando o 

desenvolvimento de variedades melhoradas, que atendam à demanda e às exigências 

em qualidade, por parte do mercado consumidor (Zinsly e Machado, 1987). 

Conforme Alexander e Creech (1977), as principais características das plantas e dos 

grãos que merecem atenção para o melhoramento genético são a alta produtividade, 

o baixo acamamento e quebramento das plantas, a alta resistência a doenças e às 

pragas, a alta capacidade de expansão e boas características organolépticas como 

maciez, sabor e aroma da pipoca. 

Um dos objetivos dos programas de melhoramento genético do milho 

pipoca tem sido a exploração do vigor do híbrido. Para isso, inicialmente há a 

necessidade de obtenção de linhagens homozigóticas, e para a obtenção destas 

linhagens é realizada a autofecundação artificial. Uma das conseqüências deste 

procedimento é a depressão por endogamia. Desta forma, o valor de uma população 

como fonte de linhagem é dependente da depressão por endogamia para várias 

características, principalmente para rendimento de grãos, dificultando assim a 

obtenção de linhagens vigorosas para a posterior obtenção de híbridos (Lima et al., 

1984).  

Outra metodologia importante empregada para o melhoramento de milho é 

a seleção recorrente; sendo este um processo cíclico de seleção que visa aumentar 

de forma progressiva e contínua a freqüência dos alelos favoráveis e, 

simultaneamente, manter a variabilidade genética em níveis adequados para os 

próximos ciclos seletivos (Destro e Montalván, 1999). As seleções são repetidas até 

que a freqüência de alelos favoráveis na população atinja níveis satisfatórios. A 

seleção recorrente pode ser conduzida visando o melhoramento das populações per 

se (intrapopulacional) ou da geração F1 (híbrido interpopulacional), resultante do 
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cruzamento entre duas populações (seleção recorrente recíproca ou 

interpopulacional) (Destro e Montalván, 1999). O emprego da seleção recorrente, 

especialmente na cultura do milho, tem sido expressivo ao longo dos anos. 

Desde a década de 90, alguns autores consideraram que seria muito 

importante, o desenvolvimento de um método simples, eficiente, com baixo custo e 

viável tecnicamente para predizer a heterose, e inclusive se esta heterose está ou não 

sendo mantida ao longo dos ciclos de seleção, antes que os testes de campo sejam 

realizados. Esta predição permitiria o investimento em cruzamentos promissores a 

posteriori, reduzindo os trabalhos de polinização e o tamanho dos experimentos de 

campo (Xiao et al., 1996). Assim, os marcadores moleculares têm sido propostos 

como ferramentas para auxiliar os métodos de melhoramento, uma vez que estes 

podem fornecer medidas confiáveis da diversidade genética, que pode ser utilizada 

para determinação do grau de parentesco entre linhagens e variedades (Borém e 

Miranda, 2005). Dentre os vários marcadores moleculares estabelecidos, Hedrich 

(2001) ressalta que a descoberta de loci altamente variáveis como os loci SSR 

(Simple Sequence Repeat), também conhecidos como microssatélites, é bastante 

promissora para determinar as diferenças entre grupos de espécies.  

Os microssatélites consistem de um número variável de unidades de 

repetições em tandem (cada repetição com 1 a 6 pares de bases) e representam uma 

classe de DNA repetitivo que é comumente encontrada em genomas de organismos 

eucariotos (Tautz e Renz, 1984). Eles são caracterizados por grande abundância 

(Condit e Hubbell, 1991; Röder et al., 1995), alta variabilidade (Schug et al., 1998), 

e ampla distribuição ao longo de genomas de muitas espécies (Liu et al., 1998; 

Taramino e Tingey, 1996; Röder et al., 1995). Os microssatélites são tipicamente 

locus multi alélicos e que apresentam mais que cinco alelos, sendo comumente 

observados em plantas (Senior et al., 1996) e animais (MacHugh et al., 1997). Além 

disso, técnicas automatizadas baseadas em PCR (Polymerase Chain Reaction) têm 

sido desenvolvidas para os microssatélites, e isto possibilita a obtenção de grande 

quantidade de dados, e boa resolução analítica e com baixo custo (Mitchell et al., 

1997). Em razão destas características, os loci, microssatélites têm sido os 
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marcadores genéticos preferidos para estudos de diversidade genética em plantas e 

animais.  

Os microssatélites têm sido usados como ferramenta para medir a 

diversidade e a distância genética em estudos evolutivos (Goldstein, 1995); isto é 

possível graças à alta diversidade alélica, ocorrida em função da alta taxa de 

mutação devido às derrapagens no processo de replicação do DNA presente nas 

repetições (Levinson e Gutman, 1987). Estudos realizados utilizando microssatélites 

em milho têm mostrado que estes marcadores são abundantes e altamente variáveis 

(Senior e Heun, 1993; Chin et al., 1996; Taramino e Tingey, 1996), sendo poderosa 

ferramenta para mapeamento, genotipagem de indivíduos, e avaliação de 

germoplasma (Smith et al., 1994; Senior et al., 1996). Alguns microssatélites de 

milho são aplicáveis para teosinte (Lübberstedt et al., 1998).  

Assim, a proposta do presente estudo foi utilizar os primers de loci SSR 

previamente isolados de milho comum, para selecionar os mais adequados e 

amplificar seqüências de microssatélites no DNA de populações de milho pipoca 

(Zea mays L.). Esses primers permitem avaliar as mudanças na variabilidade 

genética nos sete ciclos de seleção recorrente na população CMS-43, realizados 

para a obtenção da variedade de milho pipoca BRS Angela (Pacheco et al., 1998). A 

análise dos loci SSR para os sete ciclos de seleção recorrente (C0 – CVIB) na 

população CMS-43 é importante, pois permite monitorar a heterozigosidade média 

e a estrutura genética das populações formadas no decorrer dos ciclos, verificando 

se a variabilidade genética das populações de cada ciclo está sendo preservada.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Importância do milho pipoca 

Segundo Zinsly e Machado (1987), as plantas de milho pipoca diferem em 

alguns aspectos do milho comum, constituindo uma planta mais sensível; elas 

apresentam colmos mais finos e fracos, sendo mais suscetíveis ao acamamento; 

maior suscetibilidade à doenças e menor produtividade. Isto se deve ao fato de, em 

milho pipoca, os caracteres agronômicos serem considerados menos importantes 

que os caracteres de qualidade da pipoca, e por isso, o milho pipoca sofre menor 

pressão de seleção. 

De acordo com os mesmos autores, as plantas de milho pipoca resultam de 

supressão, condensação e multiplicação de várias partes da anatomia básica das 

gramíneas; estas são plantas anuais, eretas podem medir de um a quatro metros de 

altura, com um sistema radicular geralmente superficial que consiste de raízes 

primárias e laterais com extensão de um a três metros de comprimento. Os colmos 

são cilíndricos, compactos e mais finos que os do milho comum e terminam em um 

pendão, as folhas estão dispostas aleatoriamente ao colmo e em menor número 

quando comparadas ao milho comum, e originam mais espigas por planta. A 

característica monóica ocorre devido à evolução pelo aborto dos órgãos pistilados 

da inflorescência (pendão) e dos órgãos estaminados (espiga), e os grãos que são a 

parte da planta usada para estimar o valor comercial desta são pequenos e duros. 

Estes grãos apresentam a capacidade de estourar quando aquecidos em torno de 

180ºC; neste evento o óleo e a umidade exercem pressão sobre o pericarpo, até que 

ele se rompa, formando pipoca e diferenciando-se, deste modo, do milho comum 

(Sawazaki et al, 2001). Os grãos também podem apresentar variações quanto ao 

formato (redondo, chato, pontiagudo) e a coloração (rosa, creme, vermelha, roxa, 

preta, azul, etc.), sendo as cores, branca e amarela, as mais comuns (Zinsly e 

Machado, 1987). 

Historicamente, o milho é uma das poucas plantas de interesse econômico 

que possui origem americana. De fato, o que se sabe é que o milho pipoca teve 

importante papel no desenvolvimento pré-histórico do milho no continente, pois 
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segundo relatos de Zinsly e Machado (1987) a evolução teria ocorrido no sentido do 

milho pipoca para os demais tipos de milho, sendo sua participação essencial para o 

desenvolvimento desta espécie (Pereira, 2004). 

No Brasil, o milho pipoca é um alimento bastante apreciado, seu consumo 

vem aumentando a cada ano, mas seu plantio comercial é bastante modesto. Em 

1998 foram importadas aproximadamente 61 mil toneladas de grãos dos Estados 

Unidos e da Argentina, e a produção nacional foi em torno de 20 mil toneladas. A 

grande importação deve-se, sobretudo à baixa qualidade da pipoca disponível no 

mercado brasileiro devido a limitação de cultivares de alta qualidade e tecnologia de 

produção adequada (Scapim et al, 2002). Desta forma pode-se dizer que o produto 

nacional apresenta qualidade inferior ao importado, dificultando o desenvolvimento 

do seu comércio e o interesse produtivo no Brasil. De acordo com Galvão et al. 

(2000) ainda há escassez de informações sobre a área semeada, produtividade, e 

quantidade importada.  

Na safra de 2004/05, houve uma inversão no panorama nacional e isto 

ocorreu em razão da entrada do híbrido simples modificado IAC-112. Neste período 

a importação foi de 20 mil toneladas, assim o país começou a diminuir a 

dependência de sementes importadas (Scapim et al., 2006). Nesse contexto, alguns 

autores (Scapim et al., 2006) têm ressaltado a necessidade de que novos programas 

de melhoramento sejam iniciados, tanto por empresas públicas como privadas. Por 

outro lado, para alcançar sucesso nestes investimentos, os referidos autores 

destacam que será necessária introdução de populações com alta variabilidade 

genética. 

 

2.2. Melhoramento de milho pipoca 

A qualidade do milho pipoca no Brasil tem sido considerada por alguns 

autores (Pacheco et al., 1996) como baixa, em relação à qualidade dos milhos 

selecionados na América do Norte e em outros países da América do Sul; o cultivo 

comercial do milho pipoca ainda é limitado no Brasil e poucas empresas trabalham 

com este tipo de milho. Entre as instituições públicas que desenvolvem novas 

cultivares, o IAC (Instituto Agronômico de Campinas) tem no mercado os híbridos 
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IAC 112 e IAC 125, e a EMBRAPA Milho e Sorgo (Centro Nacional de Pesquisas 

em Milho e Sorgo - CNPMS), possui uma única variedade: a BRS Angela, lançada 

em 2000 e que apresenta alta produtividade de grãos, estabilidade de produção e 

bom índice de capacidade de expansão (Rocha, 2007).  O melhoramento de milho 

pipoca no Brasil é uma atividade relativamente recente; esta atividade está 

registrada como tendo sido iniciada na década de 90. Entre as principais 

características de plantas e grãos que são alvos de melhoramento genético estão a 

alta produtividade, o baixo acamamento e quebramento das plantas, a alta 

resistência às doenças e pragas, a alta capacidade de expansão, e as características 

desejáveis ao consumidor, tais como maciez, sabor, aroma e coloração da flor da 

pipoca (Alexander e Creech, 1977). As populações de milho com potencial para 

serem utilizadas como genitoras em programas de melhoramento intrapopulacionais 

devem possuir altas médias e ampla variabilidade genética para as características de 

interesse (Hallauer e Miranda Filho, 1988). No melhoramento de milho pipoca, 

diferentes germoplasmas têm sido utilizados a fim de aumentar o valor das 

características de interesse comercial. 

Em 1992, no mercado de sementes de milho pipoca foram lançados 

híbridos intervarietais. Dos 15 tratamentos incluídos no Ensaio Nacional de milho 

pipoca (92/93), por exemplo, 10 foram cultivares e 5 foram híbridos intervarietais 

experimentais. O melhoramento genético de milho pipoca tem sido considerado 

uma atividade difícil porque o produto do melhoramento deve ser simultaneamente 

adequado para os produtores (maior produção de grãos, plantas eretas, com boas 

características agronômicas, e resistentes a pragas), e para os consumidores (maior 

capacidade de expansão dos grãos proporcionando pipocas grandes e macias). O 

valor comercial do milho pipoca é maior que o do milho comum, o que justifica, 

inclusive, a aplicação de recursos do governo Federal nos programas de 

melhoramento vegetal (Sawazaki, 2001). Dessa forma, segundo Sawazaki (2001), 

os programas de melhoramento que desenvolvem variedades e híbridos devem ser 

incentivados. 

Estudos realizados em germoplasma tropical de milho pipoca indicaram que 

a capacidade de expansão é uma característica poligênica, com as estimativas de 
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herdabilidade variando de 70% a 90% (Lira, 1983; Linares, 1987; Andrade, 1995; 

Pacheco et al., 1998; Pereira e Amaral Júnior, 2001). Sawazaki et al. (2001) e 

Galvão et al. (2000) obtiveram bons resultados de produtividade e capacidade de 

expansão em São Paulo e Minas Gerais. Nesses ensaios, a capacidade de expansão 

média variou de 32 a 36 mL.g-1 e o rendimento de grãos ficou acima de   

4.000kg.ha-1. Os resultados foram obtidos na avaliação de híbridos de linhagens 

Guarani e IAC-64, obtidos no Instituto Agronômico de Campinas, SP (IAC). Os 

materiais apresentaram boa adaptação à região e seus resultados se aproximam aos 

obtidos com os melhores híbridos norte-americanos. Apesar dos avanços já 

alcançados no melhoramento de milho pipoca, o número reduzido de cultivares tem 

sido limitante para expansão da cultura no Brasil, uma vez que as empresas 

empacotadoras não trabalham com o milho pipoca nacional devido a pouca oferta 

no mercado, decorrente, por sua vez, da falta de sementes.  

 

 

2.3. Ciclos de seleção em milho pipoca 

Segundo Destro e Montalván (1999), a seleção recorrente foi proposta na 

década de 1940 para plantas alógamas. O emprego desta técnica, especialmente na 

cultura do milho, tem sido expressivo ao longo do tempo. Várias estratégias têm 

sido utilizadas pelos pesquisadores em cada uma das três etapas básicas do 

programa de seleção recorrente (obtenção da população base, avaliação de famílias, 

e recombinação das famílias selecionadas para formar o ciclo seguinte). A 

expectativa com a seleção recorrente é a contínua melhoria na expressão do caráter 

sob seleção, sem com isto reduzir a variabilidade genética para se continuar obtendo 

ganhos futuros. O composto de milho pipoca CMS-43, por exemplo, foi produzido 

pela EMBRAPA Milho e Sorgo (Sete Lagoas, MG). As progênies obtidas a partir 

deste composto têm sido selecionadas e avaliadas desde 1990, tanto para o aumento 

da produção de grãos como para o aumento do volume de expansão dos grãos, e 

para isso tem sido usado o método de seleção recorrente com cruzamentos entre e 

dentro das famílias CMS-43 (Pacheco et al., 1998), determinando assim, vários 

ciclos de seleção. 



 

8 

Em famílias S1, a principal limitação do melhoramento intrapopulacional é 

a redução significativa da variabilidade genética depois de poucos ciclos de seleção, 

particularmente quando um baixo número de progênies (por exemplo, dez 

progênies) é recombinado para gerar o próximo ciclo de seleção (Hallauer e Sears, 

1973; Benson e Hallauer, 1994). Uma medida simples da variação genética em uma 

população é a quantidade de heterozigosidade observada; muitas vezes descrita para 

um só locus ou como uma média de vários loci. A freqüência de heterozigosidade 

em um locus na população refere-se à freqüência de heterozigosidade na população 

amostrada (Weir, 1996). 

A pressuposição básica requerida nesse tipo de avaliação é de que todos os 

genótipos precisam ser selecionados de forma equitativa. No entanto, isso nem 

sempre é feito. Stuber e Moll (1972), Stuber et al. (1992), Kahler (1985) e Pollak et 

al. (1984) encontraram associações significativas entre freqüências alélicas para 

isozimas e características agronômicas em programas de melhoramento envolvendo 

seleção. Essas associações nem sempre são consistentes quando são avaliados 

diferentes germoplasmas (Pollak et al., 1984). As alterações nas freqüências alélicas 

devido à seleção poderiam causar um viés nas suas estimativas, bem como, uma 

redução de polimorfismo de alelos neutros e na heterozigosidade esperada (Stephan 

e Langley, 1992). 

No decorrer dos vários ciclos de seleção, os melhoristas selecionam para o 

aumento da expressão das características desejadas (obtendo os ganhos de seleção) 

estabelecendo retro-cruzamentos (autofecundações) ou cruzamentos entre plantas 

irmãs ou meio-irmãs. Tais cruzamentos entre plantas irmãs ou meio-irmãs, que 

caracteriza o método de seleção recorrente, têm sido usados em populações de 

milho pipoca para evitar a depressão por endogamia (Lima et al., 1984), porque 

evita drástica alteração da variabilidade genética das novas populações formadas. A 

manutenção da variabilidade genética, que pode ser mensurada pela estimativa da 

proporção de heterozigotos nas populações, é um fator importante para garantir o 

progresso das seleções das características de interesse no melhoramento (Pinto, 

2003), portanto, esta deve ser investigada e monitorada, bem como os ciclos de 

seleção devem ser acompanhados.  
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2.4. Composto CMS-43  

A variedade BRS Angela é o resultado de seis ciclos de seleção recorrente 

intrapopulacional no composto de milho pipoca CMS 43, de grãos brancos, 

redondos, formado a partir de quatro ciclos de recombinação de 33 materiais (28 

predominantemente brancos e cinco amarelos), do Banco Ativo de Germoplasma 

(BAG) da Embrapa Milho e Sorgo, selecionados para tolerância a 

Helminthosporium tursicum e Puccinia spp, em 1979. Em 1982, no terceiro ciclo de 

recombinação, o composto foi dividido em dois grupos: um de grãos brancos 

pontudos (tipo alho) e o outro de grãos brancos redondos (tipo americano). Em 

1984, foram obtidas progênies S1 dentro do composto de grãos redondos. Essas 

progênies foram avaliadas fenotipicamente em 1985 e as mais vigorosas foram 

recombinadas duas vezes. O melhoramento da versão de grãos pontudos foi 

paralisado. Em 1988, para melhorar a qualidade da pipoca, a CMS 43 foi cruzada 

com a população Ângelo (BRA 065901). No inverno de 1989, na primeira 

recombinação da geração F1 do cruzamento CMS 43 x Ângelo, foram obtidas 300 

progênies de meios-irmãos (PMI), que foram avaliadas na safra 1989/90. As 56 

PMI selecionadas com base no peso das espigas foram recombinadas em agosto de 

1991, pelo método Irlandês modificado, com a obtenção simultânea de 196 novas 

PMI, completando-se o primeiro ciclo de seleção entre e dentro de PMI, que foi 

denominado de ciclo 0.As 196 PMI, avaliadas em Sete Lagoas, na safra 1991/92, 

foram as primeiras progênies em que se determinou a capacidade de expansão. A 

grande capacidade produtiva da CMS 43 permitiu que a seleção das dez melhores 

PMI fosse feita praticamente com base no índice de capacidade de expansão (ICE), 

seleção truncada, de modo que, das PMI em ordem decrescente de seu ICE, foram 

descartadas as progênies com médias muito elevadas de acamamento, quebramento 

e de espigas doentes (Pacheco et al., 1998). Fez-se uma mistura de 80 sementes 

remanescentes de cada uma das dez PMI, para plantio de um campo de polinização, 

onde foram obtidas 196 progênies de irmãos-completos (PIC), com forte seleção 

para tolerância a helmintosporiose, completando-se o ciclo I de seleção. A seleção 

entre PIC foi feita em Sete Lagoas, MG, no verão de 1992/93, e as progênies 

selecionadas foram recombinadas em 1993, em Janaúba, MG, quando foram obtidas 



 

10 

novas PMI, que foram avaliadas e recombinadas no verão de 1993 e no inverno de 

1994, respectivamente. Com uma mistura das espigas colhidas nas fileiras 

femininas desse lote isolado, foi semeado um campo de 3 ha, para multiplicação na 

safra de 1996/ 1997, visando o lançamento, mas, na avaliação do campo, optou-se 

por fazer uma seleção fenotípica (323 indivíduos) com base em características de 

planta e espiga. Depois do teste de expansão, foram selecionadas 40 espigas, 

completando-se o ciclo IV de seleção. Da recombinação dessas espigas, foram 

obtidas 169 novas PMI, ciclo V, que foram avaliadas na safra 1997/ 1998. Para 

reduzir a freqüência de grãos amarelados e limão, foram autofecundadas cinco 

plantas dentro de cada PMI, na segunda repetição do ensaio de avaliação. A análise 

estatística foi feita com base nas características anotadas nas PMI, mas, na 

recombinação, foram usados os grãos mais brancos selecionados da melhor espiga 

S1 no lugar das sementes remanescentes das 14 melhores PMI. Foi estabelecido um 

sistema de pedigree, relacionando as progênies S1 (PS1) com as novas 169 PMI 

obtidas, após dois ciclos de recombinação, pelo método irlandês modificado, como 

sugerido por Pacheco et al. (1997). As espigas das 169 PMI foram avaliadas para 

ICE e selecionadas as 67 melhores, das quais uma amostra balanceada foi semeada 

em lote isolado, para obtenção de novas 121 PIC e de 10 kg de semente genética do 

ciclo VI de seleção, que foi multiplicado no inverno de 2000, em Janaúba. Um 

sumário do processo seletivo a que foi submetida a CMS 43, relacionando os 

métodos de seleção empregados e a evolução da qualidade e produtividade, pode ser 

visto no Quadro 1. O sexto ciclo de seleção recebeu o nome comercial de BRS 

Angela, que foi lançada comercialmente em vinte de outubro de 2000. Embora os 

resultados da Tabela 1 mostrem que foram conseguidos ganhos na capacidade de 

expansão sem afetar a produtividade e que todos os cuidados tenham sido tomados 

para que a variedade fosse também melhorada para outras características 

agronômicas importantes, como altura de planta e espiga, porcentagem de plantas 

acamadas e quebradas e porcentagem de espigas doentes, os ciclos ainda não foram 

avaliados nas mesmas condições ambientais, para estimar os ganhos realizados com 

a seleção. É comum verificar, por esse tipo de ensaio, que os ganhos realizados não 

só podem ser muito menores que os ganhos esperados com a seleção (Arriel et al, 
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1993), como podem ser negativos em um ciclo ou outro. Como cada ciclo de 

seleção é obtido em uma condição ambiental, uma das explicações para essa 

oscilação é a seleção de diferentes grupos gênicos, chegando-se, mesmo, conforme 

a variação ambiental, a se selecionar contra o grupo de genes cuja freqüência havia 

sido elevada no ciclo anterior (Gardner, 1961). Com isso, a substituição da versão 

comercial por um novo ciclo de seleção tem importância especial, porque a nova 

população pode ser pior que a que está sendo substituída. Uma das maneiras de se 

evitar isso é avaliar os dois ciclos em ensaios de competição e só fazer a 

substituição se o ciclo novo for melhor que o anterior na maioria das características 

importantes.  

 

Quadro 1 - Resumo dos resultados obtidos com o processo seletivo da população de 
milho pipoca CMS- 43 (Adaptado de Pacheco et al, 2005) 
 

Ciclo Safra Método Nº de progênies 
Entre/Dentro 

ICE 
ml ml-1 

Geral   Selec. 

Massa de espigas 
(kg.ha-1) 

Geral     Selec. 
0 1990/91 SED PMI 300/56   2593 4246 
I 1991/92 SED PMI 196/10 16,85 22,21 3591 3821 
II 1992/93 

1993 
SE PIC  
SD PIC 

196 
20 

18,68 
20,81 

21,90 
25,27 

4924 
- 

5580 
- 

III 1993/94 SED PMI 100/16 22,47 24,16 4969 5381 
IV 1996/97 Massal 323/40 23,65 30,26 50482 49252 
V 1997/98 

1998/99 
1999 

Entre PMI 
Dentro PMI1 

2ª rec. PMI 1 

169 
14 

169/67 

21,98 
26,14 

24,99 
29,67 

4958 
- 
- 

50,54 
- 
- 

VI 2000 SEPIC 121 - - - - 
SED: seleção entre e dentro; SE: seleção entre; SD: seleção dentro; PMI: progênies de meio-irmãos; PIC: 
progênies de irmãos-completos; ICE: índice de capacidade de expansão; Geral: média geral das progênies; Selec.: 
média das progênies selecionadas. 
1PMI – avaliação de PMI com recombinação de progênies S1. 
2 Média estimada com base no peso médio das espigas selecionadas. 

 

2.5. Marcadores moleculares 

Agarwall et al. (2008) têm definido um marcador molecular como sendo 

um segmento particular de DNA que pode ser usado para comparar e representar 

diferenças em nível genômico. Esses marcadores podem ou não ser correlacionados 

com a expressão fenotípica de uma característica, além de oferecerem numerosas 

vantagens em relação às alternativas convencionais baseadas no fenótipo, já que são 

estáveis e detectados em todos os tecidos independentemente do estágio fisiológico 

do organismo (crescimento, diferenciação, desenvolvimento) ou estágios de defesa 
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da célula; portanto, não são confundidos com efeitos ambientais, pleiotrópicos ou 

epistáticos.  

Os marcadores moleculares apresentam vantagens sobre os marcadores 

morfológicos porque fornecem um número ilimitado de polimorfismos distribuídos 

aleatoriamente ao longo de todo o genoma, permitindo a identificação precisa e 

precoce dos genótipos de interesse. O número reduzido de marcadores fenotípicos 

disponíveis, a ausência de ligação destes com caracteres de importância econômica 

e os efeitos deletérios das mutações restringem a sua utilização (Guimarães e 

Moreira, 1999). Os marcadores moleculares, ou técnicas baseadas em DNA como 

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), Random Amplified 

Polymorphic DNA (RAPD), Simple Sequence Repeat (SSR) e Amplified Fragment 

Length Polymorphism (AFLP) são freqüentemente utilizados em estudos de 

ecologia, evolução, taxonomia, filogenia e estudos genéticos em plantas (Agarwall 

et al, 2008). Nos últimos anos os marcadores de DNA baseados no comprimento da 

seqüência amplificada, têm sido desenvolvidos usando a metodologia de 

Polymerase Chain Reaction (PCR), para facilitar o melhoramento de plantas 

(Tanksley et al., 1989); os estudos baseados em metodologia de PCR reúnem tanto 

os requerimentos técnicos quanto genéticos para a caracterização de recursos 

genéticos animal e vegetal. Inicialmente RFLP foi proposto e usado para 

mapeamento genético em um grande número de espécies vegetais. Vários outros 

marcadores moleculares baseados em PCR, incluindo RAPD e SSR foram 

sugeridos e utilizados (Gupta et al., 1996). Hoje os marcadores microssatélites estão 

sendo utilizados e certamente terão seu uso aumentado no futuro para mapear 

genomas, quantificar a diversidade genética, caracterizar acessos em coleções de 

germoplasma de plantas e dinâmica de população (Thomas e Scott, 1993; Yang et 

al., 1994; Rongwen et al., 1995; Gupta et al., 1996). 

Durante várias décadas, a variação na seqüência de DNA tem sido 

extensivamente explorada, para produzir marcadores para análise do genoma de 

organismos eucariotos. A disponibilidade de um grande número de marcadores em 

nível de DNA tem produzido uma mudança radical na capacidade de mapear 

genomas, com conseqüentes aplicações para genética humana e para a agricultura 
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(Ferreira e Gratapaglia, 1996). Os recursos genéticos em plantas são um importante 

componente de biodiversidade, sendo a base da variabilidade genética que permite 

que cultivares novos e melhorados sejam desenvolvidos. Numerosas coleções de 

germoplasma têm sido estáveis, e esta estabilidade é importante para que tais 

coleções sejam representativas e acessíveis para os melhoristas e os biotecnologistas 

(Gama et al, 2000).  

 

2.6. Microssatélites 

Os marcadores moleculares denominados de SSR (Simple Sequence 

Repeat) ou também conhecidos por microssatélites, tratam de uma classe de 

marcadores moleculares baseada em PCR, e foi desenvolvida por Litt e Luty (1989) 

e simultaneamente por Weber e May (1989). Os microssatélites têm sido 

extensivamente usados graças a sua abundância, hipervariabilidade no comprimento 

de seus alelos, distribuição casual nos diversos genomas e à pequena quantidade de 

DNA que é usada para a amplificação e subseqüente análise (Kun-Sheng e 

Tanksley, 1993). Eles ocorrem freqüentemente e casualmente em toda a extensão do 

DNA de eucariontes examinados (Beckmann e Soller, 1990), e representam vasta 

fonte de marcadores altamente informativos (Zhao e Kochert; 1992, 1993). A 

abundância e polimorfismo de microssatélites foram primeiramente demonstrados 

no genoma humano e de outros eucariontes por Hamada et al. (1982) e 

Weissenbach et al. (1992). 

Os microssatélites são repetições de poucos pares de bases de DNA (2 – 6 

pb) em seqüências, onde as seqüências mais abundantes são os dinucleotídeos 

(repetições de 2 pares de bases). Estas seqüências são distribuídas aleatoriamente 

através do genoma (Jacob et al., 1991; Agarwall et al, 2008). 

As seqüências de DNA que flanqueiam os microssatélites ou loci SSRs são 

conservadas, e são utilizadas para construir as seqüências de primers, para serem 

usados para a amplificação dos loci de microssatélites usando a PCR. Quando um 

par de primers construído para as regiões flanqueadoras é utilizado para amplificar 

o locus SSR em vários genótipos, este poderá revelar polimorfismo no referido 

locus. Este polimorfismo é observado na forma de diferença no comprimento do 
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segmento de DNA produzido pela reação de amplificação, ou produto amplificado 

(Weber e May, 1989; Litt e Luty, 1989). Cada segmento ou seqüência de DNA que 

é produto da amplificação, separado por meio de eletroforese em gel de 

poliacrilamida (Kun-Sheng e Tanksley, 1993), ou em gel de agarose de alta 

qualidade (Becker e Heun, 1995), representa um alelo do locus (Gupta et al., 1996). 

As diferenças no tamanho dos microssatélites são atribuídas à variação no 

número de unidades de repetição em um locus de SSR em particular. Os 

microssatélites são muito importantes para a evolução em função de sua extrema 

alta taxa de mutação. É 10.000 vezes mais provável um microssatélite ganhar ou 

perder uma repetição de uma geração para a próxima, do que o gene para 

hemoglobina sofrer uma mutação em única base promovendo a desordem anemia 

falciforme. Os microssatélites podem retornar ao seu estado de comprimento 

original dentro de poucas gerações (Moxon e Wills, 1999). A hipervariabilidade de 

microssatélites não é totalmente entendida, e pode ser originada através de crossing-

over desigual ou deslizamento de seqüências durante a replicação do DNA. É um 

marcador codominante, existindo muitos alelos em uma população, o nível de 

heterozigosidade para este marcador tem sido considerado como extremamente alto. 

De acordo com Röder et al. (1995), este marcador é muito importante para o 

mapeamento genético de espécies com pouco polimorfismo intraespecífico, tais 

como a maioria das espécies endogâmicas. Os estudos realizados indicaram que os 

tipos de motivos de repetições abundantes, e o grau de polimorfismo podem variar 

de uma espécie para a outra. Nas plantas, a freqüência estimada é 0,85% em 

Arabidopsis e 0,37% em Zea mays, enquanto nos peixes é de 3,21%; em Tetraodon 

nigroviridis é de 2,12%.  

As espécies de plantas autógamas, em particular, apresentam uma 

deficiência no número de loci polimórficos quando marcadores do tipo RFLP são 

usados. Para o arroz, o valor de heterozigosidade foi significativamente maior com 

microssatélite do que com RFLP (Kun-Sheng e Tanksley, 1993). Outra 

característica importante deste marcador é que ele é herdado de forma Mendeliana, 

assim pode ser usado para análise de ligação.  
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Enquanto os microssatélites são amplamente utilizados como fonte 

alternativa de polimorfismo para mapeamento do genoma de mamíferos, o seu uso 

em estudos de espécies vegetais teve início mais recentemente (Bell e Ecker, 1994; 

Morgante et al., 1994; Cregan et al., 1994). O primeiro estudo publicado utilizando 

microssatélite em plantas foi realizado por Condit e Hubbell (1991), neste trabalho 

foi descrita a alta ocorrência deste marcador em genoma de espécies de plantas. Em 

trigo (Röder et al., 1995) e cevada (Shagai-Marrof et al., 1994) observou-se 

abundância em microssatélites, e estes foram altamente polimórficos. 

Este marcador tem sido usado para análise genética em espécies de 

mamíferos (Riley e Krieger, 2008), em outras espécies de eucariontes como insetos 

(Miao et al., 2008), aves (Johansson, 2008), peixes (Cheng et al., 2007; Pardo et al., 

2007), e plantas (Tsilo et al., 2008; Xu et al., 2008; Perera et al., 2008; Ofori et al., 

2008).  

Pesquisas em bases de dados indicaram que microssatélites são cinco vezes 

menos abundantes nos genomas de plantas do que em animais e que a abundância 

dos diferentes motivos de microssatélites em plantas e animais diferem 

consideravelmente. A repetição (CA)n é uma das que ocorre com maior freqüência 

em humanos e muitos mamíferos (Hamada et al., 1982; Beckmann e Weber, 1992), 

mas é comparativamente menos freqüente em plantas (Lagercrantz et al., 1993). As 

repetições (AT)n são os dinucleotídeos mais comuns em microssatélites de plantas. 

Entretanto a maior abundância da repetição (GA)n do que da (CA)n parece ser um 

aspecto consistente de genoma de plantas (Akkaya et al., 1992; Bell e Ecker, 1994). 

Esta repetição é a mais abundante no genoma de arroz (Kun-Sheng e Tanksley, 

1993) e também em trigo (Panaud et al., 1995; Röder et al., 1995). Em Pinus 

radiata os di-nucleotídeos (CA)10 e (GA)10 foram os microssatélites mais 

abundantes (Smith e Devey, 1994). Em milho a relativa abundância de diferentes 

motivos repetitivos variou consideravelmente, e todos os possíveis tipos de motivos 

de di e tri-nucleotídeos foram observados. As mais abundantes repetições 

observadas por Chin et al. (1996) foram (AG/CT)n, (CCT/GGA)n e (CCG/GGC)n. 

Os motivos com tri-nucleotídeos e tetra-nucleotídeos são também encontrados em 
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genomas de plantas; os mais freqüentes deles são (AAG)n e (AAT)n (Lagercrantz et 

al., 1993; Wang et al., 1994). 

A variação no número de repetições de nucleotídeos da seqüência em 

tandem em um locus SSR, entre os diferentes genótipos, fornece as bases para o 

polimorfismo que pode ser usado em estudo de genética de plantas (Condit e 

Hubbell, 1991). Existe uma boa relação linear entre o número de alelos detectado 

em um locus, e o comprimento do microssatélite. Quanto maior o número de 

repetições em um microssatélite, maior é o número de alelos detectados (Gupta et 

al., 1996). 

A aplicação de SSR em pesquisas com plantas é muito mais recente do que 

o emprego para estudos com animais (Bell e Ecker, 1994; Morgante et al., 1994; 

Cregan et al., 1994). Em poucos anos, loci de microssatélites têm sido 

documentados em uma grande variedade de espécies de vegetais, havendo um 

aumento no desenvolvimento e identificação de primers para loci SSRs para várias 

espécies tais como: soja (Rongwen et al., 1995); arroz (Zhao e Rochert, 1993; Wu e 

Tanksley, 1993; Panaud et al., 1996); milho (Taramino e Tingey, 1996; Senior et 

al., 1996; Chin et al., 1996); Brassica (Langercrantz et al., 1993); trigo (Röder et al., 

1995); Arabidopsis (Bell e Ecker, 1994); árvores tropicais (Condit e Hubbell, 

1991); uva (Thomas e Scott, 1993); cevada (Shagai-Maroof et al., 1994); Pinus 

radiata (Smith e Devey, 1994) e em tomate (Vosman e Arens, 1997). Ribaut et al. 

(1997) ressaltaram que uma das necessidades nos programas de melhoramento é a 

capacidade de separar uma grande população segregante para um traço desejável. 

Estes autores destacaram que muitas vezes esta separação é difícil, e crescer uma 

grande população de plantas até o estágio adulto para mera seleção, necessita de 

espaço para plantio, um grande trabalho para o cuidado das plantas até o estágio 

adulto e gasto financeiro. Desta forma, por meio de seleção assistida por 

marcadores moleculares, a escolha de genótipos para cruzamentos de plantas 

poderia ser facilitada, e a seleção poderia ser feita em estágio de plântulas. Tanto os 

loci SSR como as Sequence Tagged Site (STS), têm sido usados como ferramenta 

molecular para separar populações segregantes, envolvidas em esquema de 

retrocruzamento por meio de seleção assistida por marcadores. Desde que a 
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avaliação pode ser aplicada a uma população muito grande, a pré-seleção aumenta a 

pressão de seleção em cada geração de retrocruzamento. Estas técnicas são rápidas e 

reproduzíveis, podendo ser utilizadas de forma mais eficiente e com menos custo 

(Ribaut et al., 1997).  

Os microssatélites também podem ser usados durante o processo de 

introgressão de genes. Neste programa, o híbrido F1 é retrocruzado repetidamente 

ao parental receptor, com o objetivo de restaurar o seu genoma com o traço 

introgredido, incluído nele. O número de retrocruzamento neste programa pode ser 

reduzido (Gupta et al., 1996). 

Durante os últimos 10 anos, mapas moleculares baseados em marcadores de 

DNA têm sido preparados para várias espécies de plantas. Genes para muitos traços 

fenotípicos têm também sido adicionados a estes mapas, formando um mapa 

composto, possuindo tanto marcadores moleculares como também genes para traços 

específicos. A disponibilidade de um mapa genético saturado para um cereal, 

permite a clonagem baseada neste mapa, e subseqüente isolamento de genes (Gupta 

et al., 1996). Os loci SSRs apresentam um alto nível de polimorfismo sendo 

numerosos em genomas de plantas, estes aspectos facilitaram grandemente a 

construção de mapas genéticos, parecendo ser um dos mais promissores 

marcadores. O enriquecimento de mapas genéticos de planta com marcadores 

moleculares permitiu a localização tanto de monogenes como de Quantitative Trait 

Loci (QTLs), capacitando subseqüente clonagem posicional de vários genes. Yu et 

al. (1994) descreveram o primeiro mapeamento de um gene de soja que confere 

resistência à doença em plantas, usando como marcador microssatélite. Zhang et al. 

(1994) usaram microssatélites de arroz para identificar regiões cromossomais que 

estão correlacionadas com produção. 

Os microssatélites também foram escolhidos para a identificação de 

indivíduos e para teste de paternidade (Ferreira e Gratapaglia, 1996). A alta 

sensibilidade de análises de microssatélites baseado em PCR foi de grande benefício 

também para as investigações forenses e, além disso, abriu completamente novas 

áreas de pesquisa, tais como as análises de amostras com quantidade limitada de 

DNA, ou com DNA degradado (Schlötterer, 2000). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1. Descrição do composto CMS-43 

Para o presente estudo foram utilizadas oito populações, a saber: CMS-43 - 

C0 Ciclo original e os sete ciclos subseqüentes (CI, CII, CIII, CIV, CV , CVI e CVIB). 

 

3.2. Germinação das sementes 

Trinta sementes de plantas de cada um dos ciclos de seleção (C0, CI, CII, 

CIII, CIV, CV , CVI e CVIB ), foram germinadas em balaios contendo terra e mantidas à 

temperatura ambiente. Para a extração de DNA e avaliação da variabilidade e 

distância genética foram utilizadas folhas jovens de 15 plantas de cada um dos 

ciclos de seleção, totalizando 120 amostras. 

 

3.3. Extração de DNA das amostras de milho pipoca 

A extração de DNA das amostras foi realizada utilizando o protocolo 

descrito por Hoisington et al. (1994). Para a extração de DNA, cada planta foi 

considerada um indivíduo dentro de cada um dos ciclos de seleção, sendo estes 

representados por cada microtubo de extração. Em um microtubo (2mL, tubo 1) 

foram adicionados 300mg de tecido de folha previamente pulverizada com 

nitrogênio líquido e 800uL de tampão de extração contendo CTAB (preparado com 

Tris-HCl 1M pH 7,5; NaCl 5M; EDTA 0,5M pH 8,0; CTAB 1% e 140 mM de β-

mercaptoetanol). Os tubos foram agitados para homogeneização e incubados em 

banho-maria com 65ºC durante 1 hora, realizando-se agitações suaves a cada 5 

minutos. Após os tubos serem retirados da incubação em banho-maria, eles foram 

deixados por 5 minutos em temperatura ambiente para esfriar. Em seguida, foram 

adicionados 800µL de clorofórmio-álcool isoamílico (na proporção 24:1) com 

agitação suave durante 5 minutos. Após uma centrifugação com 12.000r.p.m. por 5 

minutos em temperatura ambiente, o sobrenadante foi recuperado, coletado e 

transferido para um microtubo (2mL) limpo (tubo 2) e adicionado 800µL de 

clorofórmio-álcool isoamílico 24:1 com agitação durante 5 minutos, centrifugado 

com 12.000r.p.m. por 5 minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi 
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novamente coletado e transferido para outro microtubo (1,5mL) limpo (tubo 3) e 

foram adicionados 0,6 volumes de isopropanol em relação ao sobrenadante 

recuperado. Após a adição de isopropanol os tubos foram levemente vertidos por 1 

minuto, e mantidos em -20 ºC por 30 minutos. Após este período foi efetuada uma 

centrifugação com 12.000r.p.m. por 5 minutos em temperatura ambiente, e o 

sobrenadante foi descartado. O DNA precipitado foi lavado com 1mL de etanol 

70% gelado, este foi adicionado e misturado levemente por inversão por 1 minuto. 

Foi realizada uma nova centrifugação com 12.000r.p.m. por 5 minutos em 

temperatura ambiente, e o sobrenadante foi descartado; o pellet foi seco e foi 

adicionado 400µL de TE (0,001M Tris/HCl e 0,0001M EDTA) para ressuspender o 

DNA. Para a digestão do RNA foram adicionados 2µL de RNAse a 20ng/µL, e os 

tubos foram mantidos em temperatura ambiente por 2 horas. Após este período 

foram adicionados 200µL de fenol e 200µL de clorofórmio-álcool isoamílico 

(24:1); esta mistura foi agitada durante 5 minutos e centrifugada com 12.000r.p.m. 

por 5 minutos em temperatura ambiente. A fase aquosa (fase superior) foi 

transferida para microtubo limpo (tubo 4), e foi adicionando 400µL de clorofórmio–

álcool isoamílico (24:1); esta mistura foi agitada durante 5 minutos e centrifugada 

com 12.000r.p.m. por 5 minutos em temperatura ambiente. A fase aquosa (fase 

superior) foi transferida novamente para um microtubo de 1,5mL limpo (tubo 5), 

foram adicionados 250µL de isopropanol e 25µL de NaCl 5M, e misturado 

levemente por inversão por 1 minuto. O microtubo foi colocado em -20ºC por 30 

minutos. Após este tempo foi centrifugado com 12.000r.p.m. por 5 minutos em 

temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 

1mL de etanol 70% gelado, misturando por inversão por 1 minuto. Após efetuar 

uma centrifugação com 12.000r.p.m. por 5 minutos em temperatura ambiente, o 

sobrenadante foi descartado, o pellet foi seco e ressuspendido em 100µL de TE. 

 

3.4. Quantificação do DNA 

A quantificação do DNA extraído foi feita por análise através de 

eletroforese em gel de agarose 0,8% com tampão TAE 1X (Tris-Acetato 0,04M e 

EDTA 0,001M) e 80 Volts por aproximadamente 1 h (Hoisington et al., 1994). O 
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DNA extraído de cada amostra foi comparado com soluções de DNA padrão (Fago 

λ) de concentrações gradativas e conhecidas de 50, 100 e 150 ng, respectivamente. 

Após a eletroforese o gel foi corado em solução de brometo de etídio contendo 0,5 

µg.mL-1, e a imagem foi capturada com Ultraviolet Transilluminador High 

Performance - Edas 290 utilizando o programa Kodak 1D 3.5. 

 

3.5. Amplificação do DNA 

Para a escolha dos marcadores polimórficos entre as populações a serem 

avaliadas, foram testados 100 microssatélites já mapeados para milho comum. 

Todos os microssatélites utilizados foram obtidos a partir do banco de dados 

MaizeGDB (http://www.maizegdb.org/ssr.php, acesso em 22 de outubro de 2008).  

A PCR (Polimerase Chain Reaction; reação em cadeia da polimerase) foi 

preparada em microtubos de 0,2ml, usando um termociclador Techne TC-512. Para 

a reação foi utilizado 25ng de DNA, 2,0µl de tampão de reação 10X, 2,5mM de 

MgCl2, 0,8µM de cada dNTP, 1U de Taq-DNA Polimerase (Invitrogen), e 0,4µM 

de cada um dos primers F e R específicos para um volume final de 20µl (Quadro 2). 

 

Quadro 2 - Concentrações dos reagentes estoques e utilizados nas reações de 
amplificação do DNA de milho-pipoca 
 

Reagentes    Concentração 
Estoque dos 
Reagentes 

Concentração Final dos 
Reagentes/reação 

µL/20µL de       
reação 

H2O   12,1 
Tampão 10 X 1 X 2 
MgCl2 25 mM 2,5 mM 1,6 
DNTPs 2,5 mM/cada 0,1 mM/cada 0,8 
Primer (F) 10 µM 0,3 µM 0,4 
Primer (R) 10 µM 0,3 µM 0,4 

Taq-DNA Polimerase 5 U/ µL 1 U 0,2 
DNA 10 ng/ µL 25ng 2,5 
Total   20 µL 

 

Para a amplificação dos microssatélites, inicialmente foi utilizado o 

programa Touchdown PCR (Don et al., 1991), descrito no Quadro 3. Os produtos 

das amplificações foram separados em gel de agarose ms-8 a 4%  de concentração, 
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usando tampão TBE 0,5X ( Tris-borato 0,045M e EDTA 0,001M), e o gel foi 

preparado com 50% de agarose ms-8 e 50% de agarose comum. A eletroforese foi 

realizada com 60 Volts por 4 horas. Após a eletroforese os géis foram corados em 

solução com brometo de etídio contendo 0,5µg.ml-1 e a imagem foi capturada com 

Ultraviolet Transilluminador High Performance - Edas 290 utilizando o programa 

Kodak 1D 3.5. Para definir o tamanho dos fragmentos amplificados foi utilizado o 

marcador de peso molecular 100pb DNA Ladder (Invitrogen). 

 

Quadro 3 - Seqüência do programa Touchdown utilizado para amplificação do DNA 
das diferentes plantas de milho pipoca dos diferentes ciclos de seleção 
 

PASSO ETAPA TEMPERATURA TEMPO 

1 Desnaturação inicial 94ºC 1 Min. 

2 Desnaturação 94ºC 1 Min. 

3 Anelamento 65ºC (-1ºC/Ciclo) 1 Min. 

4 Extensão 72ºC 2 Min. 

5 Voltar ao passo 2 - 9 vezes ------ ------ 

6 Desnaturação 94ºC 1 Min. 

7 Anelamento 55ºC 1 Min. 

8 Extensão 72ºC 2 Min. 

9 Voltar ao passo 6 – 19 vezes ------- ------ 

10 Extensão Final 72ºC 2 Min. 

12 Imersão 10ºC ∞ 

 

3.6. Análise dos dados 

Os loci SSR polimórficos foram analisados para estimar, o número médio 

de alelos por locus, a heterozigosidade média observada (Ho) e a esperada (He) 

foram avaliadas para a plantas de cada ciclo de seleção estudado. O afastamento do 

equilíbrio de Hardy-Weinberg foi examinado para cada locus, para cada ciclo. 

Usando a estatística F, de Sewall Wright, o déficit de heterozigotos (FIT) e a 

diversidade genética entre os ciclos foram estimados empregando-se o programa 

POPGENE 1.32 (Yeh et al., 1999).  O coeficiente F de Wright (Wright, 1951) é 

definido como a correlação entre os alelos nos gametas que formam um zigoto. A 

estatística F baseia-se na probabilidade de se obter o mesmo alelo por amostragem 
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em uma população diplóide finita com N indivíduos.  Essa probabilidade é de 

1/(2N). 

Wright descreveu os seguintes coeficientes de endogamia, aplicáveis a uma 

população com nível hierárquico de subdivisão: 

 

F : desvio das freqüências genotípicas da população em relação ao equilíbrio de 

Hardy – Weinberg. 

θ : coeficiente de ancestria, representando a probabilidade de que dois indivíduos 

pertencentes a subpopulações diferentes possuam um alelo idêntico por 

descendência 

 f : probabilidade de que os dois alelos presentes no mesmo indivíduo sejam 

idênticos por descendência (ou seja, a endogamia em nível de indivíduo). 

Para a análise da variância genética, usando o componente s2
subpopulações obtido por 

meio da análise de variância feita com genótipos codificados, o coeficiente Fst é 

estimado por: 

 

 

O coeficiente Fit pode ser estimado com base nas freqüências observadas 

(Ho) e esperadas (He) de genótipos heterozigotos, ou seja: 

  

 

 

E a significância pode ser testada por X 2 . 

Usando o método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group 

Method Using an Arithmetic Average) foi gerada uma matriz de similaridade e os 

agrupamentos em um dendrograma. O método UPGMA é um método de 

agrupamento hierárquico aglomerativo, pois opera diretamente sobre a matriz das 

distâncias genéticas, dispensando o retorno à matriz dos dados originais (Dias, 

1998). Nesse método, o critério utilizado para formação dos grupos é a média das 
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distâncias entre todos os pares de itens que formam cada grupo, como a própria 

denominação informa. A distância intergrupo é a média das distâncias pareadas dos 

membros dos dois grupos, algebricamente, a distância entre os itens i e j para i ≠ j é 

dada por:   

. 

A distância do item k em relação ao primeiro grupo formado por i e j com k ≠ i, j, fica 

definida por: 

 

 

e a distância entre dois grupos (ij) e (kl), com i, j ≠ k, l é dada por (Alfenas, 1998): 

 

 

 Para essa análise, foi utilizado o programa POPGENE 1.32 (Yeh, et al., 

1999) e foi utilizado o complemento aritmético da distância genética de Nei (Nei, 

1972). A distância de Nei é a mais conhecida das medidas de distância genética 

(Dias, 1998). Essa metodologia pressupõe uma medida de intensidade genética (I) 

definida por:  

 

onde JP=Σpi, JQ=Σqi e JPQ=Σpiqi, sendo pi  e  qi  as freqüências respectivas do i-ésimo 

alelo considerado nas populações P e Q. Uma vez obtido o estimador da identidade 

genética, à distância D é dada pelo cologaritmo neperiano de I, tal que: 

 

D = -ln (I) 

 A base teórica da distância de Nei reside na pressuposição de que, se 

duas populações quaisquer não possuem alelos em comum, então JPQ = I = 0. No 

entanto, se ambas têm os mesmo alelos em idênticas freqüências, então JP = JQ = JPQ 

= I = 1.  

 

 

QP

PQ

xJJ
J

I =
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
  

A quantificação do DNA genômico das folhas das plantas de cada um dos 

ciclos de seleção, foi realizada pela comparação visual da intensidade das bandas de 

DNA do fago λ em gel de agarose. Com a metodologia utilizada para a extração do 

DNA foi possível realizar uma extração de qualidade para a amplificação e com 

quantidade, que variou de 10 a 40 ng.µL -1 (Figura 1). 

 
Figura 1 - Gel de Agarose 0,8% usado para a quantificação das amostras de DNA 
de milho pipoca. Amostras 1, 2 e 3 são DNAs de fago λ utilizadas como padrão de 
concentração com 50, 100 e 150 ng, respectivamente. As amostras 4 - 11 são de 
DNA de milho pipoca extraídos de diferentes plantas dos diferentes ciclos de 
seleção. 

 
Dos 100 pares de primers de microssatélites isolados para milho comum e 

testados para milho pipoca, 76 produziram fragmentos de DNA amplificados para 

os ciclos C0 – CVIB produzidos a partir do composto CMS-43. Destes primers, 21 

foram considerados polimórficos conferindo um aproveitamento de 21% dos 

primers desenvolvidos para milho comum, e neste trabalho foram utilizados 20 

desses primers para estudar a variabilidade genética em milho pipoca; estes 

primers, suas seqüências, repetições flanqueadas, número de alelos e localizações 

nos cromossomos estão apresentadas no Quadro 4.  

 
Quadro 4 - Sequências dos primers de microssatélite, repetição da sequência, nº de 
alelos detectados para cada primer  e localização destes nos cromossomos usados na 
estimação da diversidade genética dos ciclos de seleção em milho pipoca  
 

Lócus Seqüência de Nucleotídeos Repetição Número de Alelos Cromossomo 

Umc 1354 GATCAGCCCGTTCAGCAAGTT(F) (CCG)5 3 1 

Umc 1354 GAGTGGAGGCGGAGGATCTG(R)    

 

    λ50        λ100     λ150          4             5            6            7             8            9             10          11 
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Quadro 4, cont. 
Bnlg 1083 ACAGTCTGTTGGGGAACAGG   ((F) AG(29) 3     1   

Bnlg 1083 CAACGCTGGTTTGTCGTTTA(R)   

Bnlg 1063 GGAGACAACCCCGACGAC(F) AG(42) 3 3 

Bnlg 1063 GGTACCAGAGCCACAGATCC(R)    

Umc 2245 CGTCGTCTTCGACATGTACTTCAC (F)  (CAA)7 3 2 

Umc 2245 GCCCTGTTATTGGAACAGTTTACG (R)     

Umc 1292 GAAGTGGGGAACATGGTTAATGTC (F) (TGG)6 3 1 

Umc 1292 TCACGGTTCAGACAGATACAGCTC(R)    

Umc 2261 ACCAGTCCACCAGGAACATCTTTA (F) (GAAGAG)4 2 3 

Umc 2261 GTCGAAAGACGGAGAGAGGAAAAG (R)    

Umc 2343 GACTGACAACTCAGATTTCACCCA (F) (TGTGTGTG)4 3 9 

Umc 2343 TCATCTTCCCCACAAATTTTCATT (R)    

Umc 2115 CTGTCTGTCTACCCAACCCAACAG(F) (TGCCA)5 3 5 

Umc 2115 GGGGATAGGCGTGTGTATGTACTG(R)    

Umc 1071 AGGAAGACACGAGAGACACCGTAG (F) (TACGA)5 3 1 

Umc 1071 GTGGTTGTCGAGTTCGTCGTATT(R)    

Umc 2116 GTCACTGCACGATCCATCACAT(F) (GCGACT)4 2 1 

Umc 2116 CTCAGCTACAGGAGCGAAGAGG(R)    

Umc 2262 TCTGTTCGGGATTCTTCTTCAGTC(F) (CATCT)5 2 3 

Umc 2262 CGTTCCCTGGTACCCTGTCTATAA(R)    

Umc 2237 CGTTCCCTGGTACCCTGTCTATAA (F) (CATCT)5 3 3 

Umc 2237 TCTGTTCGGGATTCTTCTTCAGTC (R)    

Umc 1336 CTCTGTTTTGGAAGAAGCTTTTGG (F) (ACCAG)4 3 10 

Umc 1336 GTACAAATGATAAGCAAGGGGCAG (R)    

Umc 2226 AGCTTCACGCTCTTCTAGACCAAA   (F) (TGG)6 2 1 

Umc 2226 TGCTGTGCAGTTCTTGCTTCTTAC(R)    

Umc 1245 TGGTTATGTGCATGATTTTTCCTG(F) (AGCAG)4 2 1 

Umc 1245 CATGCGTCTGATCTTCAGAATGTT (R)    

Umc 1318 ACTTCGTCTAGTGTCCCTCCGTT(F) (GTC)5 3 10 

Umc 1318 TGCCAGATTAAAAGCAACACAAGA(R)    

Umc 1077 CAGCCACAGTGAGGCACATC(F) (CA)15(CGCA)12 3 10 

Umc 1077 CAGAGACTCTCCATTATCCCTCCA(R)    

Umc 1737 ATGCTTCTCTTCAGAAGCCATCC(F) (AGA)7 2 1 

Umc 1737 TAGCTAGGTAGTGATGTGCGTGCT (R)    

Umc 1906 ACCTTTGCTGCTGCTACTGTGTC(F) (AGA)6 2 1 

Umc 1906 CTAAAGAGGAATCGGTGAAGGTCC (R)    

Umc 1656 GTACGAGCAGGCCATTAACCC ( R ) (CGGT)7 3 6 

Umc 1656 AGTTTTGACCGCGCAAAAGTTA ( L )    

 

Dentre os 20 primers polimórficos utilizados no presente estudo, 12 

apresentaram 3 alelos (Umc1354, Bnlg1083, Bnlg1063, Umc2245, Umc1292, 
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Umc2343, Umc2115, Umc1071, Umc2237, Umc1336, Umc1077 e Umc1656), 

enquanto que 8 apresentaram dois alelos (Umc2261, Umc2116, Umc2262, 

Umc2226, Umc1245, Umc1318, Umc1737 e Umc1906). 

Com estes primers foram identificados 52 alelos, com um número médio de 

alelos por locus polimórfico igual a 2,6 (Figura 2 e Quadro 5) mesmo após seis 

ciclos de seleção entre e dentro de progênies de meio irmãos na população de milho 

pipoca CMS- 43.  

O polimorfismo nos 20 loci SSR avaliados para os ciclos de seleção da 

população CMS-43 de milho pipoca foi menor quando comparado com os valores 

registrados na literatura para populações de polinização aberta e também para 

linhagens de milho comum (Liu et al., 2003; Vigouroux et al., 2005), também foi 

menor do que o polimorfismo observado para o milho Dentado do Corn Belt 

(Smith, 1986), Flint do Norte e Dentado do Sul (Labate et al., 2003). O fato dos 

primers de microssatélites terem sido construídos originalmente a partir do genoma 

de milho comum, e selecionados não casualmente a partir da biblioteca genômica 

do milho comum, pode ser um dos fatores que contribuiu para a menor diversidade 

genética verificada na população CMS-43. Alguns autores têm registrado que os 

microssatélites são mais variáveis na espécie original, a partir da qual estes foram 

construídos, do que nas espécies intimamente relacionadas com a espécie original 

(Matsuoka et al., 2002). O milho pipoca é da mesma espécie que o milho comum, 

porém, em estudos que comparam a diversidade genética nos loci SSR de linhagens 

e populações de polinização aberta de milho comum, de outras espécies do gênero 

Zea, e de milhos especiais tais como o milho pipoca e milho doce, o milho pipoca 

tem apresentado um número de alelos por locus menor e valores de 

heterozigosidade média também menor do que os verificados para o milho comum 

(Liu et al., 2003). 

O outro aspecto que pode estar contribuindo para o reduzido número de 

alelos nos 20 loci SSR estudados nos ciclos de seleção da população CMS-43 de 

milho pipoca, é que somente 20% dos locus SSR (4 locus) são formados por 

repetições de di-nucleotídeos. Nos loci Umc 1354, Umc 1063, Umc 2343, e Umc 

1077 foram detectados 3 alelos por locus (Quadro 4), enquanto para os demais 16 
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loci, formados por três ou mais repetições de pares de bases, foram detectados 2,57 

alelos por locus com tri-nucleotídios e 2,55 alelos por locus com mais de três 

nucleotídeos. Valores altos para a diversidade genética, estimados a partir de loci 

SSR, tem sido obtidos quando a maior proporção dos loci analisados é formada por 

di-nucleotídeos (Vigouroux et al., 2002; Liu et al, 2003). A heterozigosidade média 

esperada em sete linhagens de milho pipoca em loci SSR de di-nucleotídeos foi 

registrada por Liu et al. (2003) como sendo igual a 0,56 e para loci com 3 ou mais 

repetições como sendo igual a 0,45. O valor de heterozigosidade média esperada na 

população de CMS-43, onde 80% dos loci SSR são formados por 3 ou mais 

repetições de nucleotídeo, foi igual a 0,40 no ciclo C0.A freqüência dos alelos nos 

20 loci SSR foi diferente e variável nos diferentes ciclos de seleção no ciclo CVIB foi 

observado a perda de 5 alelos (46 alelos), caracterizando uma redução de 9,8% para 

os alelos em relação ao ciclo C0 (51 alelos). Para a maioria dos loci a mudança na 

freqüência dos alelos deve ocorrer por conta de processos estocásticos como, por 

exemplo, em função de deriva genética. Loci de microssatélites representam regiões 

repetitivas do genoma e não codificantes; de acordo com Heath et al. (1993), 

aparentemente estas regiões não estão sujeitas a fortes pressões de seleção. 

Entretanto estas regiões seletivamente neutras podem estar ligadas aos loci que 

estão sofrendo seleção intencional, e desta maneira podem também estar sujeitas à 

pressão de seleção. A aparente falta de neutralidade para loci moleculares já foi 

observada em programas de seleção recorrente recíproca por Labate et al. (2003). 

Estes autores observaram que 17% dos loci de RFLP distribuídos ao longo do 

genoma de milho apresentaram seleção associada aos loci que estavam sofrendo 

seleção para a característica de interesse econômico. Pinto et al. (2003) e Hyrkas e 

Carena (2005) descreveram que sob alta pressão de seleção, drástica redução na 

variabilidade genética é esperada em curto tempo, deste modo reduzindo as 

possibilidades de seleção a médio e longo prazo. Entretanto, mais alta pressão de 

seleção em pequenas populações pode resultar em problemas relacionados com o 

tamanho efetivo da população, aumentando a possibilidade de perda de alelos 

importantes devido à deriva genética. Muitos autores detectaram que mudanças na 

freqüência de alelos podem estar associadas com a seleção para produção e também 



 

28 

com outras características de interesse agronômico. Labate et al. (2003) utilizando 

marcadores moleculares examinaram os efeitos de seleção para produção sobre a 

freqüência dos alelos em duas populações de milho submetidas à seleção recorrente 

recíproca. Estes autores concluíram que as mudanças na heterozigosidade devido à 

endogamia são confundidas com mudanças resultantes de seleção e de deriva. 

Pollak et al. (1984) também detectaram correlações entre freqüências de alelos dos 

loci Acp-1(fosfatase ácida-1), Got-1(glutamato oxalacetato transferase-1), Prx-1 

(Peroxidase-1) e Adh-1 (álcool desidrogenase-1) com produção, maturação, e 

variáveis foliares.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2 - Gel de amplificação do primer UMC1336 concentrado a 4% (50% 
agarose comum e 50% agarose ms-8). No gel estão apresentadas as plantas do ciclo 
C0 e os sete ciclos de seleção (CI – CVIB); a primeira amostra de cada pente é o 
ladder 100pb (Invitrogen). 
 

Stuber et al. (1980) relataram correlações entre o produto dos loci Acp-1, 

Pgm-1, Glu-1, Mdh-1 e produção. Labate et al. (1999) afirmaram que a produção de 

    Co       CI 

CII              CIII      CIV 

 

  CV                      CVI                                     CVIB 
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grãos é controlada por um grande número loci distribuídos ao longo de todo o 

genoma, e a relação entre marcadores moleculares e produção de grãos pode ser um 

sensível indicador do nível de heterosigozidade de uma população. Neste trabalho 

foram realizados sete ciclos de seleção recorrente intrapopulacional no composto de 

milho pipoca CMS-43. A seleção foi realizada para capacidade de expansão (CE) 

um caráter importante para o milho pipoca (Pacheco et al., 2005). Os melhoristas de 

milho tem freqüentemente usado seleção recorrente baseando-se em famílias de 

meio-irmãos, irmãos completos e progênies S1 ou S2 (Flint-Garcia et al., 2003; 

Carena, 2005). A seleção recorrente é um método de melhoramento que aumenta os 

alelos favoráveis enquanto mantém a variação genética. Os alelos são rapidamente 

fixados; e tanto alelos deletérios quanto homozigotos são expostos e eliminados no 

início da seleção (Doerksen et al., 2003). Como é possível observar no quadro 5, a 

seleção recorrente imposta para o composto de milho pipoca CMS-43 não é 

refletida no conjunto de alelos estudados para os 20 loci de microssatélites 

avaliados, não foi possível observar variações alélicas associadas com a 

característica capacidade de expansão (CE) e nem para o rendimento de peneiras, 

características alvo deste processo de seleção, apesar de parecer haver tendência 

para futura fixação de alelos para alguns loci, como por exemplo para o alelo c do 

locus Umc1354 observado no Quadro 5. 

 
Quadro 5 - Frequência dos alelos para os diferentes loci de microssatélites 
analisados para os sete ciclos de seleção de milho pipoca 

 
Locus/ 

População 
C0 CI CII CIII CIV CV CVI CVIB 

Umc1354 
Alelo A 
Alelo B 
Alelo C 

 
0,1333 
0,2333 
0,6333 

 
-------- 
0,2143 
0,7857 

 
--------- 
0,7143 
0,2857 

 
-------- 
0,2857 
0,7143 

 
--------- 
0,1429 
0,8571 

 
---------- 
0,2143 
0,7857 

 
---------- 
0,1429 
0,8571 

 
0,0667 
-------- 
0,9333 

Bnlg1083  
Alelo A 
Alelo B 
Alelo C 

 
0,0667 
0,5667 
0,3667 

 
0,2857 
0,4286 
0,2857 

 
--------- 
0,3571 
0,6429 

 
0,2857 
0,2143 
0,5000 

 
0,0714 
0,2857 
0,6429 

 
0,1429 
0,7143 
0,1429 

 
--------- 
0,7143 
0,2857 

 
---------- 
0,5000 
0,5000 

Bnlg1063  
Alelo A 
Alelo B 
Alelo C 

 
0,2667 
0,6667 
0,0667 

 
0,6429 
0,2857 
0,0714 

 
0,1429 
0,5000 
0,3571 

 
0,2143 
0,7857 
-------- 

 
0,1429 
0,5714 
0,2857 

 
0,1429 
0,5714 
0,2857 

 
---------- 
0,7857 
0,2143 

 
--------- 
0,0800 
0,2000 

Umc2245  
Alelo A 
Alelo B 
Alelo C 

 
0,4667 
0,4000 
0,1333 

 
0,4286 
0,5714 
-------- 

 
1,0000 
--------- 
--------- 

 
0,8571 
0,1429 
--------- 

 
0,1429 
0,2143 
0,6429 

 
0,2143 
0,5714 
0,2143 

 
-------- 
0,8571 
0,1429 

 
0,8667 
0,1333 
--------- 
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Quadro 5, cont. 
 

Umc1292 
Alelo A 
Alelo B 
Alelo C 

 
0,0333 
0,8667 
0,1000 

 
0,0714 
0,7143 
0,2143 

 
--------- 
0,7143 
0,2857 

 
0,2857 
0,2143 
0,5000 

 
0,4286 
0,4286 
0,1429 

 
0,4286 
0,5714 

---------- 

 
0,1429 
0,5714 
0,2857 

 
0,1333 
0,7000 
0,1667 

Umc2261  
Alelo A 
Alelo B 

 
0,9333 
0,0667 

 
1,0000 
--------- 

 
0,8571 
0,1429 

 
0,8571 
0,1429 

 
0,8571 
0,1429 

 
1,0000 

---------- 

 
0,9286 
0,0714 

 
0,7667 

  0,2333 
Umc2343 
Alelo A 
Alelo B 
Alelo C 

 
0,2667 
0,1333 
0,6000 

 
0,2857 
0,6429 
0,0714 

 
0,2857 
0,7143 
-------- 

 
0,2857 
0,7143 
--------- 

 
0,2143 
0,5714 
0,2143 

 
0,2143 
0,5000 
0,2857 

 
0,5714 
0,3571 
0,0714 

 
0,6667 
0,2667 
0,0667 

Umc2115  
Alelo A 
Alelo B 
Alelo C 

 
0,1333 
0,6333 
0,2333 

 
--------- 
0,8571 
0,1429 

 
0,2143 
0,6429 
0,1429 

 
0,3571 
0,4286 
0,2143 

 
0,1429 
0,7143 
0,1429 

 
0,0714 
0,6429 
0,2857 

 
0,2143 
0,2857 
0,5000 

 
0,1333 
0,3333 
0,5333 

Umc1071 
Alelo A 
Alelo B 
Alelo C 

 
0,2000 
0,5333 
0,2667 

 
0,3571 
0,6429 
--------- 

 
0,4286 
0,2857 
0,2857 

 
0,4286 
0,4286 
0,1429 

 
0,3571 
0,3571 
0,2857 

 
0,5714 
0,3571 
0,0714 

 
0,4286 
0,1429 
0,4286 

 
0,9000 
0,6667 
0,0333 

Umc2116  
Alelo A 
Alelo B 

 
0,0667 
0,9333 

 
0,1429 
0,8571 

 
0,4286 
0,5714 

 
0,2857 
0,7143 

 
0,2143 
0,7857 

 
0,1429 
0,8571 

 
0,1429 
0,8571 

 
0,1333 
0,8667 

Umc2262 
Alelo A 
Alelo B 

 
0,3333 
0,6667 

 
0,5714 
0,4286 

 
0,2857 
0,7143 

 
0,4286 
0,5714 

 
0,8571 
0,1429 

 
0,5714 
0,4286 

 
0,0714 
0,9286 

 
0,5000 
0,5000 

Umc2237 
Alelo A 
Alelo B 
Alelo C 

 
0,0667 
0,8667 
0,0667 

 
--------- 
1,0000 
--------- 

 
-------- 
0,7857 
0,2143 

 
0,1429 
0,7857 
0,0714 

 
0,1429 
0,7143 
0,1429 

 
--------- 
0,9286 
0,0714 

 
0,1429 
0,8571 
--------- 

 
---------- 
1,0000 
-------- 

Umc1336 
Alelo A 
Alelo B 
Alelo C 

 
0,6000 
0,3333 
0,0667 

 
0,3571 
0,5000 
0,1429 

 
0,5000 
0,4286 
0,0714 

 
0,5714 
0,3571 
0,0714 

 
0,5714 
0,3571 
0,0714 

 
0,7857 
0,1429 
0,0714 

 
0,7857 
0,1429 
0,0714 

 
0,7667 
0,1333 
0,1000 

Umc2226 
Alelo A 
Alelo B 

 
0,4333 
0,5667 

 
0,5714 
0,4286 

 
0,6429 
0,3571 

 
0,4286 
0,5714 

 
0,5714 
0,4286 

 
0,5000 
0,5000 

 
0,5000 
0,5000 

 
0,8333 
0,1667 

Umc1245 
Alelo A 
Alelo B 

 
0,4667 
0,5333 

 
0,5714 
0,4286 

 
0,5714 
0,4286 

 
0,9286 
0,0714 

 
0,6429 
0,3571 

 
0,8571 
0,1429 

 
0,9286 
0,0714 

 
0,8333 
0,1667 

Umc1318  
Alelo A 
Alelo B 

 
0,7667 
0,2333 

 
0,7143 
0,2857 

 
0,5714 
0,4286 

 
0,7143 
0,2857 

 
1,0000 
--------- 

 
0,9286 
0,0714 

 
0,9286 
0,0714 

 
0,8000 
0,2000 

Umc1077  
Alelo A 
Alelo B 
Alelo C 

 
0,2000 
0,4333 
0,3667 

 
0,2857 
0,2857 
0,4286 

 
0,0714 
0,7857 
0,1429 

 
0,0714 
0,5000 
0,4286 

 
0,4286 
0,5000 
0,0714 

 
0,0714 
0,8571 
0,0714 

 
0,1429 
0,5714 
0,2857 

 
0,4000 
0,5667 
0,0333 

Umc1737 
Alelo A 
Alelo B 

 
0,1333 
0,8667 

 
-------- 
1,0000 

 
---------- 
1,0000 

 
-------- 
1,0000 

 
-------- 
1,0000 

 
-------- 
1,0000 

 
--------- 
1,0000 

 
0,3333 
0,6667 

Umc1906 
Alelo A 
Alelo B 

 
1,0000 
-------- 

 
1,0000 
--------- 

 
1,000 

--------- 

 
0,8571 
0,1429 

 
0,8571 
0,1429 

 
1,0000 
--------- 

 
1,0000 
--------- 

 
0,8667 
0,1333 

Umc1656  
Alelo A 
Alelo B 
Alelo C 

 
0,7667 
0,0667 
0,1667 

 
0,1429 
0,5714 
0,2857 

 
0,5714 
0,2143 
0,2143 

 
0,7143 
0,1429 
0,1429 

 
0,5714 
0,2857 
0,1429 

 
0,8571 
-------- 
0,1429 

 
0,9286 
0,0714 
--------- 

 
0,7667 
0,2000 
0,0333 
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 Dentre os 20 loci de microssatélites avaliados nos ciclos de seleção da 

população CMS-43 neste trabalho, nove deles apresentaram-se em equilíbrio de 

Hardy – Weinberg no último ciclo de seleção (CVIB), como pode ser observado no 

Quadro 6. Este resultado indica que apesar da grande pressão de seleção exercida 

para as características desejáveis estes loci SSR continuam se comportando como 

se os cruzamentos estivessem ocorrendo casualmente.  

 
Quadro 6 - Teste do χ2-quadrado para verificar o Equilíbrio de Hardy–Weinberg para 
os 20 loci de microssatélites estudados tanto na população inicial (C0) e nos sete 
ciclos de seleção (CI – CIVB) para o composto CMS-43  
 
População 

 
Locus 

C0 CI CII CIII CIV CV CVI CVIB 

Umc1354 2,3224 0,3272 8,8888 1,0888 13,0909 0,3272 0,0909 0,0370 
Bnlg1083 29,0389 9,4666 4,2666 12,1904 4,5555 13,2222 0,8000 0,1536 
Bnlg1063 0,5834 1,3055 17,1428 0,3272 22,0952 9,0952 0,3272 6,2526 
Umc2245 35,7669 8,2285 --------- 13,0909 16,5925 10,5396 13,0909 19,4133 
Umc1292 9,0030 3,6888 0,8000 6,0000 8,6000 8,2285 14,3571 20,0761 
Umc2261 0,0370 -------- 0,0909 0,0909 0,0909 --------- 0,0000 0,1686 
Umc2343 12,7958 4,5555 1,0888 1,0888 4,6071 12,1904 8,2285 36,4095 
Umc2115 6,2836 0,0909 6,0000 12,9555 13,2222 1,3055 6,6190 4,1621 
Umc1071 5,8178 4,2666 9,4666 3,1111 4,7866 3,2142 3,1111 29,0370 
Umc2116 0,0370 0,0909 8,2285 1,8888 3,6363 0,0909 0,0909 3,7979 
Umc2262 0,2542 8,2285 1,0888 1,7285 0,0909 1,7285 0,0000 2,0317 
Umc2237 0,2584 -------- 0,3272 13,0909 13,2222 0,0000 13,0909 --------- 
Umc1336 5,8496 13,1190 2,0380 0,7071 2,6571 0,3272 0,3272 28,2898 
Umc2226 0,5279 0,0571 4,2666 0,0571 1,7285 0,3401 0,3401 1,6846 
Umc1245 8,8320 1,7285 0,0571 0,0000 0,1500 0,0909 0,0000 0,4666 
Umc1318 1,1620 0,8000 0,0571 0,8000 --------- 0,0000 0,0000 0,7608 
Umc1077 12,2965 2,2625 6,0000 8,2285 4,5142 13,0909 2,1889 12,1907 
Umc1737 19,4133 --------- --------- --------- --------- --------- --------- 16,3742 
Umc1906 --------- --------- --------- 0,0909 0,0909 --------- --------- 19,4133 
Umc1656 1,8498 5,3035 13,4285 13,2222 22,0952 0,0909 0,0000 1,1620 

 

Tal fato chama atenção, pois este resultado indica que ainda é possível que 

ocorra ganho de seleção efetuados em novos ciclos de seleção recorrente para o 

composto de milho pipoca CMS-43. Um método de seleção recorrente recíproca 

com alta intensidade de seleção foi aplicado para duas populações de milho 

tropical, BR-105 e BR-106 por Pinto et al. (2003), deste processo de seleção foram 

originados os sintéticos melhorados IG-3 e IG-4. O efeito da seleção foi avaliado 

utilizando 30 loci de microssatélites, e estes autores constataram uma redução no 

número de alelos bem como uma mudança na freqüência dos alelos. Estes autores 
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encontraram resultados semelhantes aos obtidos em nosso trabalho, eles 

descreveram que mesmo frente a um alto nível de seleção aplicada, a diversidade 

genética total achada para os sintéticos permitirá que estes possam ser usados em 

novos ciclos de seleção recorrente recíproca. 

A análise do polimorfismo para os loci SSR para cada ciclo de seleção da 

população de milho pipoca CMS-43 na presente investigação, mostrou que a 

heterozigosidade observada (H0) variou de 20,67% para o ciclo CVIB a 34,29% para 

o ciclo CIII. A heterozigosidade média observada para todos os ciclos de seleção 

avaliados foi menor que a heterozigosidade média esperada (He), e estas estão 

apresentadas no Quadro 7. Os valores menores para H0 podem ser explicados pelo 

processo seletivo imposto a cada novo ciclo de seleção. Os métodos de seleção 

causam mudanças nas freqüências alélicas, nos níveis e distribuições de 

variabilidade genética e conseqüentemente na estrutura genética de populações 

(Pinto et al., 2003). O valor da He verificado no ciclo C0 (0,40) da população CMS-

43 é mais alto que o valor da He no ciclo CVIB que é de 0,34 (Quadro 7).  

 

Quadro 7 - Estimativas de heterozigosidade média para os diferentes Ciclos de 
Seleção avaliados em milho pipoca. N: tamanho da amostra; N(pl): número de loci 
polimórficos; %P: porcentagem de alelos polimórficos; A: número efetivo de 
alelos; Ho: heterozigosidade média observada e He: heterozigosidade média 
esperada de Nei 
  

População N N(pl) %P A Ho He 
C0 15 19 95 2,55 0,3167 0,4062 
CI 7 16 80 2,15 0,2857 0,3786 
CII 7 17 85 2,15 0,2571 0,3939 
CIII 7 19 95 2,35 0,3429 0,4112 
CIV 7 18 90 2,45 0,2500 0,4143 
CV 7 17 85 2,25 0,2500 0,3347 
CVI 7 18 95 2,20 0,2571 0,3082 
CVIB 15 19 90 2,30 0,2067 0,3402 

 

Entretanto, os valores de He são variáveis a cada ciclo de seleção, 

indicando que não há tendência marcante para a redução dos valores de 

heterozigosidade média no decorrer da formação dos ciclos de seleção a partir da 

população do composto CMS-43. Os valores de H0 e He, encontrados nos loci SSR 

para os ciclos C0 – CVIB produzidos a partir do composto CMS-43 (Quadro 7) 
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merecem atenção, pois esta característica em populações de plantas pode prevenir 

uma resposta uniforme e conferir variação genética adaptativa para escapar de 

efeitos contrários que comprometem o seu desenvolvimento e manutenção 

(Allendor e Luikart, 2007).  

A manutenção da diversidade genética avaliada por meio da 

heterozigosidade média observada é uma evidência de que a domesticação e a 

seleção artificial para características morfológicas e agronômicas importantes no 

milho pipoca tem um efeito menor na diversidade genética nos loci SSR; tais 

evidências também foram apresentadas por Vigouroux et al. (2005). 

Por outro lado, os parâmetros de diversidade genética apresentados no 

Quadro 8 apontam para uma deficiência global de heterozigotos resultante do 

processo de seleção recorrente (FIS) nos sete ciclos de seleção do composto CMS-

43; o valor global de FIS é 0,2783 mas parece ser mais alto ou mais baixo 

dependendo do locus SSR considerado. A análise dos loci Umc2245 (FIS = 0,9021) e 

Umc1737 (FIS = 1,0) indica a fixação de homozigotos no decorrer dos ciclos de 

seleção. Dentre os 20 loci SSR, dois deles (Umc2261 e Umc1318) apresentaram 

valores negativos de FIS (coeficiente de endogamia). Os valores para os dois loci 

Umc2261 e Umc1318 foram de -0,0868 e -0,2745, respectivamente, indicando um 

excesso de heterozigotos mesmo frente aos processos de seleção recorrente. O 

excesso de heterozigotos foi verificado no locus SSR formado por repetições de tri-

nucleotídeos (Umc1318; GTC) e no locus SSR formado por mais de três 

nucleotídeos (Umc2261; GAAGAG), entretanto, o déficit de heterozigotos ou 

excesso de homozigotos global (27,83%), resultante das polinizações nos sete ciclos 

de seleção parecem ser mais marcantes em loci SSR formados por repetições de di-

nucleotídeos (Quadro 8). O valor médio de FIS nos 4 loci SSR formados por 

repetições de di-nucleotídeos (Umc1083, Umc1063, Umc2343, e Umc1077) 

corresponde a 0,4092 contrastando com os valores menores para FIS nos demais loci 

SSR formados por repetições de tri-nucleotídios (FIS = 0,3298) e por repetições com 

mais de três nucleotídeo (FIS = 0,2020). Estas evidências conduzem a uma suspeita 

de que o processo de seleção estaria conduzindo, preferencialmente, os loci SSR 

formados por repetições de di-nucleotídeos para a homozigose. Tal suspeita poderá 
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ser testada analisando-se um número maior de loci SSR formados por repetições de 

di-nucleotídeos, nos ciclos de seleção do composto CMS-43. Este é um aspecto 

importante para ser investigado uma vez que os loci SSR formados por repetições de 

di-nucleotídeos têm sido relacionados como sendo os que apresentam alta taxa de 

mutações (10-3 – 10-4) quando comparados com outros loci SSR formados por 

diferentes números de repetições (Vigouroux et al., 2005). 

A análise da divergência genética entre as populações (FST), 

correspondentes aos sete ciclos de seleção, resultou num valor global igual a 0,1519 

e mostrou que todos os 20 loci SSR apresentaram valores superiores a 0,05 (Quadro 

8).  

 
Quadro 8 - Parâmetros de diversidade genética para os primers avaliados nos 8 
ciclos de seleção (C0 – CVIB) de milho pipoca N: Número de indivíduos amostrados; 
FIS: Coeficiente de endogamia; FIT: Déficit de heterozigotos; FST: Proporção da 
diversidade gênica entre os primers testados; Nm = Fluxo gênico estimado de Fst = 
0.25(1 - Fst)/Fst 

 
 

O Quadro 8 mostra que 13 loci SSR (65%) apresentaram valores de FST no 

intervalo 0,05 – 0,15 que de acordo com Wright (1978), corresponde à 

diferenciação genética moderada entre as populações, e que 7 loci SSR (35%) 

apresentaram valores de FST no intervalo 0,15 – 0,25 ou maior que 0,25 indicando 

Locus N FIS FIT FST Nm 
Umc1354 144 0,2289 0,3738 0,1879 1,0802 
Bnlg1083   144 0,3592 0,4373 0,1219 1,8009 
Bnlg1063 144 0,3776 0,4669 0,1435 1,4927 
Umc2245 144 0,9021 0,9407 0,3946 0,3835 
Umc1292 144 0,1182 0,2454 0,1443 1,4829 
Umc2261 144 -0,0868      -0,0185 0,0628 3,7309 
Umc2343 144 0,4996 0,5831 0,1667 1,2496 
Umc2115 144 0,1460 0,2439 0,1146 1,9312 
Umc1071 144 0,1707 0,3156 0,1747 1,1812 
Umc2116 144 0,4552 0,4950 0,0730 3,1732 
Umc2262 144 0,4523 0,5579 0,1928 1,0467 
Umc2237 144 0,2805 0,3375 0,0793 2,9021 
Umc1336 144 0,0348 0,1067 0,0744 3,1081 
Umc2226 144 0,1268 0,1810 0,0621 3,7774 
Umc1245 144 0,1471 0,2715 0,1459 1,4633 
Umc1318 144      -0,2745      -0,1325 0,1114 1,9934 
Umc1077 144 0,4005 0,4754 0,1248 1,7529 
Umc1737 144 1,0000 1,0000 0,2314 0,8306 
Umc1906 144 0,2073 0,2805 0,0923 2,4592 
Umc1656 144 0,2184 0,3552 0,1751 1,1778 

Total 144 0,2783 0,3879 0,1519 1,3954 
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alta diferenciação entre as populações. A maior proporção de diversidade gênica 

entre as populações (FST) foi encontrada para o locus Umc2245 (FST = 0,3946). Em 

concordância com estes resultados, o fluxo gênico (Nm) entre as populações foi 

menor para o locus Umc2245 (0,3835), e foi maior para o locus Umc2226 (3,7774) 

(Quadro 8). Um reflexo da moderada e alta diferenciação imposta pela pressão de 

seleção sobre os loci de microssatélites pode ser vista por meio da avaliação da 

similaridade genética apresentada no Quadro 9. Neste quadro podemos observar a 

maior similaridade entre CIV e CV (0,9477) e a menor entre CI e CVIB (0,8143).  
 

Quadro 9 - Matriz de identidade genética e distância genética de Nei (identidade 
genética de Nei sobre a diagonal e distância genética abaixo da diagonal). POP: 
população ID: identidade 

 
POP/ID C0 CI CII CIII CIV CV CVI CVIB 

C0 ***** 0,9188 0,9005 0,9039 0,9060 0,9400 0,9197 0,8864 

CI 0,0847 ***** 0,8818 0,8865 0,9045 0,8815 0,8500 0,8143 

CII 0,1048 0,1258 ***** 0,9403 0,8674 0,8780 0,8396 0,8785 

CIII 0,1011 0,1205 0,0615 ***** 0,9108 0,9192 0,9000 0,9077 

CIV 0,0988 0,1004 0,1423 0,0935 ***** 0,9477 0,8763 0,8797 

CIV 0,0618 0,1262 0,1301 0,0842 0,0537 ***** 0,9538 0,9105 

CVI 0,0837 0,1626 0,1748 0,1053 0,1320 0,0473 ***** 0,8996 

CVIB 0,1206 0,2055 0,1295 0,0968 0,1282 0,0937 0,1058 ***** 

  

Embora os valores para FST tenham sido correlacionados com o número de 

repetições de nucleotídeos nos loci SSR em populações de teosinte e de milho 

comum (Vigouroux et al., 2005), nos ciclos de seleção da população CMS-43 de 

milho pipoca não foi possível identificar valores maiores para FST nos loci SSR 

formados por di-nucleotídeos (Quadro 8). É possível que o número reduzido de loci 

SSR com di-nucleotídeos (apenas 4 loci) analisados nos ciclos de seleção do 

composto CMS-43 tenha conduzido a interpretação de que os valores de FST não são 

maiores nos loci SSR formados por di-nucleotídeos.  

A despeito destas discordâncias quanto aos valores de FST e número de 

repetições de di-nucleotídeos nos loci SSR de milho comum, a observação de que há 

um nível alto de diferenciação (FST = 0,1519) entre as populações dos sete ciclos de 

seleção do composto CMS-43 indica que o processo de seleção recorrente para a 
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característica maior capacidade de expansão de grãos de milho pipoca, tem 

conduzido a diferenciação dos genótipos ao longo dos ciclos de seleção, 

sustentando uma proposta de que uma nova variedade possa ser caracterizada no 

ciclo CVI, sem que tenha havido drástica redução no número de alelos por locus SSR 

e também nos valores de heterozigosidade média esperada. Em estudos prévios, 

Pereira et al. (2004) utilizaram isozimas para avaliar o comportamento da 

variabilidade genética durante 4 ciclos de seleção realizados para o composto de 

milho pipoca CMS-43, e concluíram que nenhuma mudança significativa para a 

variabilidade e distância genética foi detectada entre os 4 ciclos de seleção (C0 – 

CIV) para a população de milho pipoca CMS-43. No Ciclo CVIB Pacheco et al. 

(2005) verificaram que houve incremento de 4,4% na produtividade e 4,3% no 

Índice de Capacidade de Expansão (ICE) do milho pipoca, o que indica benefícios 

tanto para os produtores quanto para consumidores, e lançaram no comércio em 20 

de outubro de 2000, a variedade BRS Angela (Pacheco et al., 2005). O ciclo CVIB de 

seleção é resultado da recombinação das quatro melhores progênies S1 selecionadas 

dentro das quatorze que originaram o CicloVI; esta variedade apresentou 

desempenho semelhante ao híbrido simples IAC112 e superior ao híbrido triplo 

Zélia.  

O emprego de marcadores moleculares tem sido freqüentemente utilizado 

para identificar contaminantes, e para auxiliar na escolha dos genótipos que quando 

recombinados maximizam a heterose entre populações. Estas técnicas podem ser 

incluídas para monitorar os programas de seleção recorrente, principalmente quando 

estes programas apresentam como alvo o desenvolvimento de híbridos (Tardin et 

al., 2007). 

Vários autores que têm analisado as mutações em loci SSR de milho, 

apresentaram evidências de diferentes taxas e tipos de mutações para estes loci, 

assim como também para as regiões “flanqueadoras” dos loci (Vigouroux et al., 

2002, 2003; Lia et al., 2007). Os resultados mostram que microssatélites 

desenvolvidos para linhagens de milho temperado, podem ser utilizados para 

monitorar a variabilidade genética durante os ciclos de seleção e dar suporte para os 

programas de melhoramento de milho pipoca.  
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5. CONCLUSÕES 
 

  a) 21% dos primers de microssatélites desenvolvidos para milho comum 

tropical possibilitam o monitoramento da variabilidade genética durante os ciclos de 

seleção da população CMS-43 de milho pipoca, usando o programa de amplificação 

Touchdown PCR.  

b) Apesar da grande pressão de seleção exercida para as características 

agronômicas desejáveis em milho pipoca, nove loci SSR continuam comportando-

se como se os cruzamentos estivessem ocorrendo casualmente (estão em equilíbrio 

de Hardy – Weinberg no último ciclo de seleção), indicando que ainda é possível 

que ocorra ganho de seleção efetuados em novos ciclos de seleção recorrente para o 

composto de milho pipoca CMS-43.  

 c) O processo de seleção recorrente para a característica maior capacidade 

de expansão de grãos de milho pipoca, produziu um alto nível de diferenciação 

entre as populações dos sete ciclos de seleção do composto CMS-43, sustentando a 

proposta de que uma nova variedade foi caracterizada no ciclo CVIB, a variedade 

BRS Angela. 
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