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RESUMO

ELOI, Ivone Batista de Oliveira, M. Sc. UniversidadEstadual de Maringa,
fevereiro de 2010Marcadores microssatélites para a analise da varidlidade
genética e da estrutura de populacdes de milho pipa (Zea maysL.). Professora
orientadora: Maria de Fatima Pires da Silva Machd&tofessores conselheiros:
Claudete Aparecida Mangolin e Maria Claudia Colier&lo Takasusuki.

No presente estudo, foram utilizados marcad@®8R para avaliar a diversidade
genética e a estrutura de populacdo de variedaglesildo pipoca do banco de
germoplasma da Universidade Estadual de Maringéoséd M-21, SE-013, IAC-
112, Chile, UNB-2, Laranjeiras do Sul, ArgentinaZélia. Foram testados 100
pares de primers SSR mapeados para milho comum,qdas 41% foram
polimérficos e 15 foram selecionados. Com estewgns, foram identificados 57
alelos e o numero de alelos por loco nos genétipdsu de 2 a 5, com um numero
meédio de 3,8 alelos/loco. No conjunto de todos geotipos, a proporcdo média
de locos polimorficos foi de 76,66%. As variedaiégosa M-21, Laranjeiras do
Sul e UNB-2 apresentaram 100% de locos polimérfeas variedade Laranjeiras
do Sul apresentou maior nivel de heterozigosidaperada. Essas variedades
podem ser recomendadas para cruzamentos com plajuas apresentem
caracteristicas agrondmicas desejaveis, no sedddampliar a base genética de
gendtipos de milho pipoca. Os primers UMC2281, UNMICZ UMC2116
revelaram polimorfismo em todos os genotipos aadds, podendo, portanto,
serem apontados e considerados como efetivos eigsames para detectar
polimorfismos em variedades de polinizacdo aber&a mdilho pipoca. A
heterozigosidade média observada variou entre 8,200,5667. As variedades
UNB-02 e Laranjeiras do Sul apresentaram a mai@p@cdo de plantas
heterozigotas e, juntamente com as variedades ocaes® de heterozigotos
observados (IAC-112, Argentina, Zeélia e UNB-02)dem ser consideradas como
promissoras para selecédo continuada de progénies.

Palavras-chave: Pipocdea maysL., SSR

Vil



ABSTRACT

ELOI, Ivone Batista de Oliveira, M. Sc. UniversidadEstadual de Maringa,
february 2010.Microsatellite markers for the analysis of geneticvariability and
population structure of maize popcorn (Zea mays L.).Advisers: Maria de Fatima
Pires da Silva Machado. Commitee Members: Claudetrecida Mangolin and
Maria Claudia Colla Ruvolo Takasusuki.

Primers for SSR locos were employed in current aiede to evaluate genetic
diversity and the structure of populations of popoearieties in the germoplasm of
the State University of Maringa, Maringa PR Braaamely, Vicosa M-21, SE-013,
IAC-112, Chile, UNB-2, Laranjeiras do Sul, Argertiand Zélia. One hundred
pairs of SSR primers, mapped for common maize, wested. It was found that
41% were polymorphs and 15 were selected. Fiftgsealleles were identified
from these primers, whereas the number of alledé#dqro in the genotypes varied
between 2 and 5, with 3.8 alleles/loco on an awerdgean proportion of
polymorphic locos in a set of 8 genotypes reach&®b6Po. Vicosa M-21,
Laranjeiras do Sul and UNB-2 varieties had 100%ympokphic locos, whereas
Laranjeiras do Sul variety had the highest hetagogijy level expected. These
varieties may be recommended for cross-breedinlyg péants that have the desired
agronomic characteristics so that the genetic bag®pcorn maize genotype may
be broadened. Primers UMC2281, UMC2115 and UMC214bowed
polymorphism in all analyzed genotypes. They mayokcated as effective and
promising to detect polymorphisms in varieties @ewn pollenization of maize
popcorn. Mean heterozygosity varied between 0.287d 0.5667. UNB-02 and
Laranjeiras do Sul varieties constituted the high@eportion of heterozygous
plants and, coupled to the variety with excessrbejgotes (IAC-112, Argentina,
Zélia and UNB-02), may be promising for the conting selection of progenies.

Key words: PopcornZea maysL., SSR.
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1. INTRODUCAO

O milho pipoca pertence a mesma espécie que o rmdhmm Zea mays
L.), mas o melhoramento de milho pipoca tem reaehitha atencdo especial,
particular, porque, segundo alguns autores (Ruféatal., 2000; Miranda et al.,
2003; Seifert et al., 2006), além das caractedstagrondémicas envolvidas com o
cultivo e a producdo das plantas, que sdo considerpara o melhoramento
genético, hd também o interesse na qualidade dacaiprelacionada com a
capacidade de expansdo dos graos de milho. No |Besi particular, o
melhoramento de milho pipoca tem sido consideradanyvestimento importante
(Galvéao et al., 2000; Scapim et al., 2002), ndoesdenpara reduzir a importacao de
graos, mas também para desenvolver novas variedatlgstadas as diferentes
regides do pais.

De acordo com as informacdes de alguns autorepi(Bed al., 2006; Ricci
et al., 2007; Rocha, 2009; Cruz e Pereira Filh®@820as dificuldades enfrentadas
com o melhoramento de milho pipoca no Brasil vémdeegradativamente
superadas nos Uultimos anos, pelos investimentospalecos programas de
melhoramento desenvolvidos em S&o Paulo (ESALQp Brande do Sul
(UFRGS), Minas Gerais (UFV), Rio de Janeiro (UENPgrana (UEM, UEL),
Centro Nacional de Milho e Sorgo da Embrapa (Range06). Os trabalhos
baseiam-se no melhoramento intrapopulacional easertvolvimento de hibridos
de linhagens.

Num programa de melhoramento, o conhecimento dongeasma
disponivel tem sido considerado como um dos regsignais importantes para
qualquer cultura, porque o sucesso de um programaalhoramento depende da
indicacdo da populacdo mais promissora para agéxtrde linhagens (Lima et al.,
2000), assim como da escolha de linhagens divesgepara a formacdo de
hibridos. Um banco de germoplasma geralmente étitode de materiais
genéticos melhorados e ndo melhorados, disponpagss cruzamentos no sentido
de obter as novas variedades melhoradas, e € anportonhecer as populacdes e

variedades para 0 manejo correto e para alcancasbjetivo tracado. A
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autofecundacdo de variedades, por exemplo, pod& ¢jehagens destinadas a
sintese de novas variedades de milho pipoca hgbridara Paterniani e Miranda
Filho (1978), em populagdes melhoradas, existe iarnpaobabilidade de extracao
de linhagens superiores com a finalidade de obtedeéhibridos, da mesma forma
gue é possivel supor que populacdes desconheaitidein tenham potencial para
serem usadas para a extracao de linhagens.

A caracterizacdo genética de populacdes de milpocpi destinadas ao
melhoramento pode ser feita usando caracteristigggnomicas e/ou marcadores
moleculares. A analise de loc&SR (Simple Sequence Repeated; Sequencias
Simples Repetidas de DNA genbmico; Tautz, 1989319 mbém designhada de
sequencias microssatélites, tem sido uma técni@nékse molecular considerada
como adequada para estimar a diversidade gené@iagerdtipos de milho pipoca.
Esta técnica tem sido aplicada para estimar a ghweia genética entre linhagens
de milho pipoca (Liu et al., 2003; Dandolini et, &008; Leal et al., 2010) ou entre
genadtipos de diferentes origens (Wu et al., 2000a <t al., 2009). As referidas
investigacOes tém caracterizado a proporcdo des B8&® polimorficos, o niamero
de alelos por loco polimoérfico e as distancias teag (dissimilaridade) entre os
genotipos analisados, mas ndo tém registrado aohkmjesidade observada e
esperada dentro de cada populagao analisada.

O numero de investigacbes que procuram caracteazativersidade
genética de milho pipoca no Brasil ainda pode easiderado como restrito frente
ao numero de variedades em potencial disponivessgggem usadas por programas
de melhoramento. A proposta do presente estudoaksanlocosSSR em oito
variedades de milho pipoca do banco de germoplasmaniversidade Estadual de
Maringa (Maringa, PR), com o objetivo de: a) salrar e relacionar os locos SSR
promissores para estimativas de diversidade genébc estimar a diversidade
genética dentro de variedades; e c) analisar atesirdas populacdes promissoras
para compor programas de melhoramento genéticoun&lgdos locosSSR
analisados foram mais informativos para analisadiversidade genética em
variedades de milho pipoca e as diferentes varesiampresentam niveis de

heterozigosidade diferentes, formando populacoestgpamente estruturadas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Origem do milho pipoca

O milho pipoca Zea mays) é um tipo de milho. Atualmente sdo conhecidos
5 principais tipos de milho: pipoca, duro, dentddonaceo e doce (Peixoto, 2002).
Segundo Zinsly e Machado (1987), a origem do mgipmca confunde-se com a
dos demais tipos de milho, pois 0 mais primitiv@raplar de milho, encontrado,
em 1948, pelo antropdlogo e botanico Herbert DiekleE Smith, na "Bat Cave",
centro-oeste do Novo México, datado com carbonagmximadamente 2.500 a.C,
era de milho do tipo pipoca.

Entretanto, a origem do milho ainda ndo € muitoraclaAlguns
pesquisadores acreditam que esse cereal teve ongerisia, enquanto outros
acreditam que foi no México (Tavares, 1988). P@eine Campos (2005)
consideram o milho como essencialmente americamis, M&o existem relatos de
fésseis, evidéncias escritas ou histéricas solnéhm em outros continentes.

Ha evidéncias arqueologicas e moleculares (Rareak, 009; Piperno et
al., 2009) de que o milho foi domesticado a apraxiamente 9000 anoa fioresta
tropical sazonalmente seco do Banco Central dasaBatlivisor de aguas no sudoeste do
México, onde o ancestral selvagem do milho é natR@steriormente, foi cultivado
pelos astecas, maias e incas. A pratica de ageeestourar o milho era mais
comum entre as tribos da América do Sul, que dari&méao Norte (Zinly e
Machado, 1987). O explorador espanhol HernandoeZoctatalogou em seu diario
de viajem ao México, em 1519, que os astecas usavanilho estourado, ou
momochitl, como decoracdo para cerimonial, para fazer coadares e enfeites
das estatuas de seus deuses.

Ha indicios de que o milho foi observado pela prieneez pelos europeus
em 5 de novembro del492, quando Cristévado Coloraberdbarcou na costa norte
da ilha de Cuba. Esse navegador levou graos dessa em seu retorno a Espanha

(Paterniani e Campos, 2005), passando a fazergmdeeta dos europeus.



Existem diversas hipoteses quanto a origem do miAsohipoteses mais
aceitaveis sdo: o genitor do milho atual € um draesilvestre do milho da
América do Sul, ja extinto (Mangelsdorf e Galind864); o milho tem como
ancestral uma graminea silvestre, originaria do ittéxe da Guatemala,
denominada TeosinteZ[mexicana (Schard.)kuntze], pois atualmente o milho e o
teosinte pertencem ao mesmo género chamaddedeReevis e Mangelsforf,
1942); e que a maior fonte de divergéncia entneasiedades modernas de milho é
devida a introgressédo de germoplasmam@sacum. Beadle (1939) acredita ser o
teosinte o genitor do milho moderno. Atualmentguselo Bennetzen et al. (2001),
a teoria do teosinte como ancestral do milho madlém sido a mais aceita, pois
h& evidéncias arqueoldgicas (Piperno e Flanner§1)2@ moleculares (Doebley,
1990; Matsuoka et al., 2002) de que o milho moddéona@omesticado a partir do
teosinte.

A origem genética do milho pipoca também é objetchiphoteses. Erwin
(1949) considera que este milho é originario de umaacdo do milho de
endosperma durdlint). Por outro lado, Ziegler e Ashman (1994) achanmtanu
improvavel tal origem, devido as evidéncias arqgiohs e ao carater poligénico
da “pipocabilidade” (potencial do grdo para estougaando aquecido). Outros
autores mencionados por Mangelsdorf (1974) sugernyae a origem foi a partir de
hibridacdo intergenéridauchalena x Zea. Ambas as hipdteses geram controvérsias,
nao sendo passiveis de aceitacdo. Segundo Zinhaehado (1987), a evolucao
teria ocorrido no sentido do milho pipoca para @sdis tipos de milho, mas apesar
das incertezas das hipoteses, o milho pipoca tewe papel importante no
desenvolvimento pré-histérico do milho, sendo sadi@pacdo essencial para seu
desenvolvimento (Pereira, 2004) e na formacdo donpanio geneético atual da

espécieZea mays (Zinly e Machado,1987).

2.2. Classificacao botanica e caracteristicas do limd pipoca

O milho pipoca é uma monocotiledénea pertencetiitgendlia Poaceae, da

tribo Maydeae, do génerea e da espécimays (Zea mays L., 2n=20), assim como



o milho comum (Macedo, 2003; Pereira, 2004). Dedacoom Kerr (1969), ambos
tém o mesmo numero de cromossomos (n = 10) e sarmardando produtos férteis.
O fato de suas sementes estourarem sob acdo de taftgperaturas é uma
caracteristica essencial que distingue o milhogaipto milho comum, mesmo que
ambos pertengcam a mesma espécie (Zinly e Macha&if, $awazaki, 2001a).

As plantas de milho pipoca sdo anuais, monoicasggsaptando flores
masculinas dispostas em paniculas apicais e fferaginas em espigas laterais,
tratando-se de uma espécie alégama (Zinsly e Macha®i7). Para Magalhaes et
al. (2002), o carater mondico e sua morfologia ataréstica é resultante da
supressao, condensacdo e multiplicacdo de varidsspda anatomia basica das
gramineas.

Essas plantas sao eretas e podem medir de um ra queiros de altura.
Apresentam um sistema radicular geralmente supmrfipie consiste de raizes
primarias e laterais com extensdo de um a trémde comprimento.

O milho pipoca difere em algumas caracteristiaasrelacdo ao milho
comum. Os colmos sao cilindricos, compactos e fivais; as folhas geralmente
sdo estreitas e eretas, dispostas aleatoriamentln® e em menor ndmero;
produzem espigas menores e numa posicdo maioagmando mais espigas por
planta e tornando-a mais suscetivel a acamamemielamento do colmo; possui
maior susceptibilidade as doencas como podridamotino, espigas e graos (Zinly
e Machado,1987). Essas caracteristicas tornam lw rpiboca uma planta mais
susceptivel que o milho comum e, portanto, possnanprodutividade de gréos
(Zinly e Machado,1987). Isto se deve ao fato demelmo pipoca, a caracteristica a
ser selecionada é o grado e os caracteres agrorséooconsiderados de menor
importancia que os caracteres de qualidade da gipofrendo menor pressao de
selecéo.

Provavelmente, a maior diferenca seja a formaamanho dos gréaos, pois
sao menores e mais duros do que o milho comum e roamr proporcao de
endosperma duro em relagdo ao endosperma macaxtedsticas essenciais da
pipoca (Zinsly e Machado, 1987; Ziegler e Ashm&94). Como o valor comercial

do milho pipoca sdo os gréos, estes necessitana aledcuidados especiais na
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colheita e secagem, para evitar danos ao pericarmmdosperma (Sawazaki,
2001Db).

Os graos de pipoca podem apresentar variacOes oquamtformato
(redondo, chato e pontiagudo), tamanho e colorég@a, creme, vermelha, roxa,
preta, azul), sendo que as cores branca e amameissnais comuns e o0s tipos com
maior aceitacdo comercial sdo os redondos, tipolgpércom endosperma amarelo
a laranja (Zinly e Machado,1987).

Segundo Zinlsy e Machado (1987), a capacidade gans&o do milho
pipoca é devida a resisténcia de seu pericarpociasia a presenca, no grao, de
O0leo e umidade. Quando aquecido, o amido do milifmoca expande-se,
aumentando gradualmente a pressao interna do gr&onaomento da explosdo, em
temperatura de aproximadamente 180 °C (Silva £1983). Nessa temperatura, o
Oleo e a umidade exercem pressédo sobre o periag@mpe este se rompe, expondo
o0 endosperma (Zinsly e Machado, 1987).

Segundo Luz et al. (2005), para 0 mecanismo deumstda pipoca €
importante o milho possuir pericarpo integro, unea que é essa estrutura que
suporta elevada pressao interna na semente addr atina temperatura apropriada
para expansao da pipoca. Portanto, se o pericatperetrincado ou rompido, a
pressdo ideal podera ndo ser atingida e, consexiiente, a pipoca nao se
expandira totalmente.

A qualidade da pipoca esta associada a sua cagadigaexpansao, sendo
essa a principal caracteristica nessa avaliacaifa{Biet al., 2000; Miranda et al.,
2003; Seifert et al., 2006). A capacidade de ex@an&E) é calculada pela
proporcdo entre o volume de pipoca obtido apospogaimento dos gréos pelo
volume de graos utilizados (Ruffato et al., 2000).

Segundo Green Junior e Harris Junior (1960), dedacoom os padrdes de
qualidade norte americanos, genétipos de milhocgipmenor que 25 mL™gé
considerado pequeno; se a CE estiver entre 25 &I80¢ considerado regular;
valores entre 30 e 35 séo considerados como bawma de 35 como excelentes.
De acordo com Pacheco et al. (1996), para quelmripoca seja comercializado,

precisa ter, no minimo, uma CE de 15 mL'mL



A CE do milho pipoca depende de fatores genéticaml@entais, como as
condi¢cdes de desenvolvimento em campo, colheitgé-pmcessamento (Ruffato et
al., 2000). Dentre os fatores que afetam o “pipardoni encontram-se a
temperatura, teor de umidade (Alexander, 1988; M@ac2003), tamanho do gréo
(Sawazaki, 1996) além da presenca ou ndo de damc@nimos e idade fisiologica
dos gréaos (Jugenheimer, 1976).

A umidade encontrada nos grdos de milho pipoca édam principais
fatores néo genéticos que afetam a CE. A umidddevieeideal dos grédos para uma
CE méxima deve ser de aproximadamente 13,5% (S&ivap@1b), mas, para Luz
et al. (2005), a umidade necessaria para a CE radk@pende da populacéo.

O processo de secagem dever ser lento e em temmsrabaixo de 3%,
pois secagens rapidas e temperaturas altas propansio trincamento dos graos,

prejudicando a expansao.

2.3. Melhoramento genético do milho pipoca

A pipoca € um alimento bastante apreciado pelasileim®s. Leonello et al.
(2009) afirmam que o consumo nacional de pipooa &pdoximadamente de 80 mil
toneladas, das quais 20 mil toneladas s&o de gaéiweyicanos, importados
principalmente da Argentina.

A dependéncia dessa importacdo deve-se a baixadagel da pipoca
disponivel no mercado brasileiro, devido ao numénoitado de gendtipos
acessiveis ao produtor e o cultivo comercial madgeanto a area e tecnologia de
producéo (Freitas Junior et al., 2006, Rangel.eR@07, Rangel et al., 2008).

Desta forma, o produto nacional apresenta qualidddaor ao importado,
dificultando o desenvolvimento do seu comércioiateresse produtivo no Brasil,
apesar de que, para Seifert et al. (2006), h&eisderdos produtores, mas um dos
maiores problemas enfrentados por eles € a faltapd@&o devida a escassez, no
mercado, de cultivares que rednam boas caraatedstigronémicas e um alto

indice de expansao.



Segundo Sawazaki et al. (2003), os programas daoraenentos de
populacbes e hibridos em desenvolvimento nessauraultfrequentemente,
introduzem germoplasma norte americano de altadaold como estratégia para o
aumento da CE do milho pipoca brasileiro.

Sawazaki et al. (2000) afirmaram que o Brasil rém dado ao milho
pipoca a mesma atencdo que da ao milho comum, e ogueograma de
melhoramento deste milho tem tido pequeno progressto em funcdo do
pequeno numero de instituicbes e de melhoristagcatbos a ele. Este fato fica
evidente quando se observa que, na safra 2006/2066¥%nte 7 dos 278 cultivares
de milho disponiveis no mercado foram de milho p@p¢Zélia e Jade, ambos
hibrido triplo; 1AC-112, hibrido simples modificade RS-20, BRS Angela e
UFVM2-Bardo-Vicosa, variedades de polinizacdo a)e(Freitas Junior et al.,
2006; Cruz e Pereira Filho, 2008), apesar do vabonercial do milho pipoca ser
pelo menos duas vezes o valor comercial do milmouco (Sawazaki et al., 2003;
Daros et al., 2004).

Apesar da existéncia de poucas cultivares brassleip programa de
melhoramento de milho pipoca no Brasil ndo € unvéadate recente. Ele iniciou-se
em 1932 no Instituto Agrondémico de Campinas-IACudlet al., 1943). De acordo
com Sawazaki (2001a), a primeira variedade nacitmdiberada em 1947 e foi
derivada de ciclos de selecdo em massa origingdatia da populacdo americana
South American Muschroom (SAM). Somente em 1988, houve a liberagdo do
hibrido simples modificado IAC-112 e quase simudtamente a liberacdo do
hibrido triplo Zélia que é comercializado p&i@neer (Rangel et al., 2008).

Com o intuito de auto sustentar o mercado de pipoasileiro, desde 1990,
o Brasil tem feito um lento progresso no setor guymro, mas a liberacdo de
cultivares melhoradas de programas brasileiro agndacassa. Em 2001, somente
sete cultivares de milho pipoca hibrido estavamsteglos no SNPC (Servico
Nacional de Protecdo aos Cultivares), sendo sdims dde acesso restrito aos
produtores parceiros das empresas detentoras dmis=ne a cultivar Zélia a Unica

comercializada no Brasil e acessivel a qualquatyton (Sawazaki, 2001a).



Por outro lado, o mercado nacional vem passandov@as mudancas,
principalmente no que diz respeito ao sistema deepa entre produtores e
empacotadoras e a importagao de produto. SeguntosSet al. (2007), o cultivo
do milho pipoca por meio do sistema integrado eatrgresas empacotadoras e
produtores tem crescido no Pais. As empacotad@iasignam a regido onde
querem produzir, fornecem as sementes e a tecapl@yiorecendo o aumento de
produtividade e a redugcao nos custos de producao.

De acordo com informacfes das industrias empacatsdoa atual
importacdo de gréos tem diminuido consideravelmeatdgido principalmente, a
producdo em larga escala na safra 2004/05 do bilsichples utilizado pela
companhia Hikari, o IAC-112 (Rangel, et al., 20079ssa ocasido a importacdo de
milho pipoca diminuiu para 20 mil toneladas (Scapinal., 2006). O hibrido triplo
IAC-215 derivado do IAC-112, foi indexado em aloiél 2006 e a BRS Angela, uma
variedade obtida de polinizacdo aberta a partisedlecdo recorrente no composto
CMS-43, lancada pela Embrapa Milho e Sorgo em 2@®%hém ajudou a diminuir
a dependéncia da importacdo de milho pipoca (Rical., 2007; Rocha, 2009).

A diminuicdo de importacdo de milho pipoca pelo ddrdem ocorrido
também em funcédo do cultivo de hibridos Norte Acaros como: o P608, o P608
HT, o P618, o P621 e o P625, todos estes de usmtagselos produtores da
companhia empacotadora Yoki Alimentos S.A. (Sawiaz2l01a; Sawazaki et al.,
2000; Freitas Junior et al., 2006). Na safra de&oZ2WD7 também foi liberado para o
mercado de sementes pdteoneer o hibrido triplo Jade (Cruz e Pereira Filho,
2008).

Assim, a cultura do milho pipoca estd se expandindgpais. Segundo
Rangel (2006), trabalhos vém sendo desenvolvidosSamPaulo (ESALQ), Rio
Grande do Sul (UFRGS), Minas Gerais (UFV), Rio deeiro (UENF) e Parana
(UEM, UEL), Instituto Agrondmico de Campinas e G@eniNacional de Milho e
Sorgo da EMBRAPA. Os trabalhos baseiam-se no mathento intrapopulacional
e no desenvolvimento de hibridos de linhagens.

A cultura do milho pipoca no Brasil vem recebentlimmamente uma maior

atencdo de melhoristas e produtores em decorr@wiaumento no consumo,
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principalmente em razdo da chegada do milho pipogaortado dos Estados
Unidos para uso em microondas (Matta e Viana, 20@ips et al., 2004). Mas
segundo Scapim et al. (2006), ainda existe a neleelesde que novos programas
de melhoramento sejam iniciados, tanto por empn@3akicas como privadas, pois
considerando as dimensfes continentais do Bramih Wilarinho et al. (2003), é
indispensavel um namero relativamente grande derrae selecionados para uma
oferta de variedades e hibridos adaptados as ds/eegides do pais e, para
alcancar sucesso nestes investimentos, serdo aeassatroducdes de populacdes
com alta variabilidade genética.

No melhoramento genético de milho pipoca, as puaisi caracteristicas
que buscam ser melhoradas s&o: a alta produtiyidadeaixo acamamento e
guebramento das plantas, a alta resisténcia a @@engs pragas, a alta capacidade
de expansao e boas caracteristicas organoléptcas maciez, sabor e aroma da
pipoca (Alexander e Greech, 1977).

Entretanto, no melhoramento de milho pipoca, eristalgumas
dificuldades adicionais no trabalho do melhoristargio comparado com o milho
comum, pois, ao agricultor interessa produtividadevada e bons caracteres
agrondémicos; e ao consumidor, interessa alta cdpaeide expansao, que confere a
pipoca melhor textura e maciez (Scapim et al., 2002

Como a produtividade de gréos esta inversamentelacionada com a
capacidade de expansao (Sawazaki, 1995; Coimbeh,e2001; Miranda et al.,
2003), isto dificulta 0 ganho de selecéo simultéapganto as duas caracteristicas no
melhoramento populacional (Miranda et al., 2008jo Idificulta a obtencéo de
cultivares que sejam agronomicamente superioresreaita qualidade da pipoca.
Ao melhorista cabe, entdo, a tarefa de “quebrasSaesorrelacdo negativa,
oferecendo um produto intermediario que satisfagatot produtores como
consumidores (Zinsly e Machado, 1987).

Por outro lado, Andrade (1995) relatou que apessicdrrelacdes negativas
entre CE e produtividade, estas ndo sao suficiartarsignificativas para impedir
gue se tenha “ganhos” positivos para CE e prodiade, quando se conduz a

selecdo baseada nesses dois caracteres. O melhtratagipoca brasileira ja esta

10



tendo algum progresso nesse sentido, pois Sawarali (2001) e Galvéao et al.
(2000) obtiveram bons resultados de produtividadapacidade de expansdo em
Sédo Paulo e Minas Gerais. Nesses ensaios, a capgadigé expansdo média variou
de 32 a 36 mLg e o rendimento de grdos ficou acima de 4.000 Kgy.kbs
resultados foram obtidos na avalia¢do de hibrigointhagens Guarani e 1AC-64,
obtidos no Instituto Agronémico de Campinas, SFRQ)JA

Os estudos realizados em germoplasma tropical ke mpipoca, utilizando
geneética quantitativa classica e analise estatidti@dicional, indicaram que a
capacidade de expansdao é uma caracteristica polg@ondicionada por fatores
genéticos de heranca quantitativa, que possui ustabdicdo normal. (Pereira,
2004; Zeigler, 2001; Li, 2007). As estimativas dadabilidade da CE variam de
70% a 90% (Lira, 1983; Linares, 1987; Andrade, 1%3checo et al., 1998; Pereira
e Amaral Junior, 2001), ampliando as possibilidadesobtencdo de ganhos por
meio da selecdo (Alexander e Greech, 1977), apksayue é dificil conhecer o
efeito de cada alelo na expressao do carater tpiardgj isto €, quanto cada alelo

contribui para o fenétipo (Ramalho et al., 2004).

2.3.1. Heterose e diversidade genética

Todos os métodos de melhoramento aplicaveis ammdimum podem ser
utilizados para o milho pipoca; métodos intra enmbpulacionais, bem como os
métodos de obtencéo de hibridos (Zinsly e Macha@®7). Desse modo, segundo
Vilarinho et al. (2003), o melhoramento genético rdoho pipoca possui duas
alternativas que podem ser conduzidas de formaictanja obtencéo de populagcdes
melhoradas e a obtencdo de hibridos. No primeiso,ca utilizacdo adequada de
métodos de selecdo possibilita o0 aumento gradatavofreqiéncia dos alelos
favoraveis na populacdo melhorada, sendo estaisugerriginal. No segundo
caso, a estratégia de melhoramento visa a obtelefiohagens endogamicas que,
guando em combina¢des adequadas, produzirdo tébsigmeriores em relacdo as
populacbes de origem dessas linhagens (PaterniaMiranda Filho, 1978;
Vilarinho et al., 2003).
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A heterose ou vigor hibrido € o aumento do vigar,attura de planta, do
contetdo de carboidratos, da produtividade e da&idade de outros fenbmenos
fisiologicos, decorrentes do cruzamento entre iddios contrastantes. Dentro de
um contexto académico, o hibrido expressa hetagyoaedo € superior aos seus
genitores; e dentro do contexto comercial, o hibedpressa heterose quando é
superior ao melhor genitor (Borém e Miranda, 2005).

Muitos programas de melhoramento em milho sdo ldaseano
desenvolvimento e selecdo de linhagens com o wbjate produzir hibridos
superiores (Shieh e Thseng, 2002), pois os hibrides linhagens sao
comercialmente importantes (Hallauer et al., 1988).

A escolha dos genitores e o planejamento dos cremzi@s sdo etapas
fundamentais para o sucesso de um programa de naglénto (Borém e Miranda,
2005).

O acesso a diferentes germoplasmas tem sido apadeetomo base para
extrair linhagens e conhecer o germoplasma dispb&wm dos requisitos mais
importantes para o melhoramento de qualquer cultpogs 0 sucesso de um
programa de melhoramento depende da indicacao pldgpdo mais promissora
para a extracdo de linhagens (Lima et al., 2008)e Eermoplasma pode ser
constituido de materiais genéticos ndo melhoradositidos em bancos de
germoplasmas, e também de materiais genéticos radlb® disponiveis
principalmente em instituicbes publicas. Portanéo,importante conhecer as
populacdes e variedades de populacdes livres eétantls materiais comerciais,
pois a autofecundacdo de cultivares hibridas patardinhagens destinadas a
sintese de novas variedades de milho pipoca hili@ia, 2009). Para Patterniani
e Miranda Filho (1987), em populacdes melhoraddsteesa maior probabilidade de
extracao de linhagens superiores com a finalidadsbtencao de hibridos.

Entretanto, para a escolha dos genitores, € deamueictal importancia a
predicdo da heterose. Desenvolver e selecionaadeis com base na performance
“per se" ndo € um processo muito dificil, mas astdemorado (Shieh e Thseng,
2002).
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Os métodos de cruzamentos dialélicos sdo muitoosspdra predicdo de
médias e um melhor conhecimento sobre a capacaadembinacéo de gendtipos
de milho (Hallauer et al., 1988), mas, nesses anen#éos, com o0 desenvolvimento
de n linhagens, é possivel formar n*(n-1)/2 hilsidamples, que serdo avaliados
em diversos experimentos e em varios ambientegetdnto, com um ndamero
consideravel de linhagens, o processo fica carabalhoso (Smith, 1986; Hallauer
et al., 1988).

Xiao et al. (1996) consideram que seria interessase fosse possivel,
desenvolver um método simples, eficiente, com baugio e viavel tecnicamente,
para predizer a heterose antes dos testes de cgmepwmjtindo investir em
cruzamentos promissores ‘a posteriori’, reduzinddrabalhos de polinizacdo e o
tamanho dos experimentos de campo.

Segundo Miranda et al. (2003), a divergéncia geagiode estar associada
a heterose. Assim, as analises dessa divergéneéiage podem ser (teis para a
predicéo preliminar dos cruzamentos que otimizdratarose.

Como o mecanismo genético da heterose ainda néddest entendido, os
estudos revelam que cruzamentos entre genotipostiggemente divergentes
proporcionam grande vigor em relacdo aqueles cremtos entre individuos
semelhantes geneticamente (Hallauer, 1999). Tald@atorre porque a heterose e a
capacidade especifica de combinacdo entre doistp@malependem da existéncia
de dominancia no controle do carater e da presdacdissimilaridade entre os
genatipos (Falconer e Mackay, 1996).

De maneira geral, a divergéncia genética pode eaceituada como
quaisquer diferencas entre espécies ou individeosral da espécie. Portanto, o
conhecimento da divergéncia genética entre um gdepgarentais € importante no
melhoramento, sobretudo para identificar combinac@ebridas de maior
heterozigose e de maior efeito heterotico (Carvatha., 2003).

Conforme Retuci (2003), os genitores para melhooesbinacdes hibridas
sdo estabelecidos, formando-se grupos heterétices. (1995) definiu grupo

heter6tico como uma colecdo de germoplasma quendquaruzada com
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germoplasmas externos, geralmente de outro grugodtieo, tende a exibir maior
grau de heterose do que se fosse cruzada com ajganta do proprio grupo.

Desse modo, para Eckert (2006), os estudos solbxegéncia genética tém
sido de grande importancia em programas de melleranevolvendo hibridagdes,
pois podem ser usadas para selecionar genitoresgiiimente promissores para
gerar populacbes com elevada variabilidade e agkptague, quando cruzados,
aumentam as probabilidades de recuperarem gendtiposriores nas geracdes
segregantes, permitindo aos melhoristas concentraeels esforcos em um menor
namero de combinacgdes hibridas (Fuzatto et al.2)2@W seja, entre os materiais
mais divergentes (Rinaldi et al.,2007) .

A determinacdo da distancia genética entre os fzaset@m sido feita por
meio do uso de marcadores moleculares. Este proeath tem sido usado como
uma importante ferramenta para prever o vigor toido a partir de cruzamentos
simples (Shieh e Thseng, 2002). Em particular, @gmoprfismos baseados nos
segmentos de DNA sao poderosas ferramentas usadasyaliar a similaridade
genética entre os estoques de linhagens (Lee, .1995)

No contexto de diversidade genética, os dados abtkperimentalmente
sao utilizados para estimar parametros genéticaos.gEral, as estimativas de
diversidade genética em uma amostra populaciorsdidbra-se em dois niveis de
variacdo: no numero de alelos dos locos analisadbsa frequéncia desses alelos
na populacdo. Com base nessas estimativas, d#srgarametros podem ser
calculados, possibilitando uma maior compreenséao doeersidade de uma

populacéo ou populacdes (Ferreira, 2006).

2.3.2. Marcadores moleculares

De acordo com as consideracdes de Guimaraes e rIqiE999), os
estudos da diversidade genética de plantas vém wardamais auxiliando no
melhoramento genético, pois estimar essa variabiéidé a base para o0s
cruzamentos em programas de melhoramento. Inicém®s estudos geneéticos
eram realizados utilizando-se marcadores morfoidgicEsse marcador é

determinado por mutacdes simples em um gene particgerando alteracdes
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fenotipicas de facil identificacdo no organismo. é&dttanto, 0 nimero reduzido de
marcadores fenotipicos disponiveis, a ausénciggdedlo destes com caracteres de
importancia econbmica e os efeitos deletérios dasagbes restringiram sua
utilizacdo. Mesmo com limitacbes, os marcadores fotagicos contribuiram
significativamente para o estabelecimento dos fmios teéricos do mapeamento
genético e das analises de ligacdo génica.

Com o desenvolvimento de marcadores isoenzimatiass, estudos
morfolégicos foram complementados. O termo isoeaziefine um grupo de
multiplas formas moleculares da mesma enzima qage®em uma espécie, como
resultado da presenca de mais de um gene, ou @os aliferentes, codificando
cada uma das enzimas (Moss, 1982). Nos ultimosnas, animeras investigacdes
tém feito uso dessa técnica para estimar os niweentender a estrutura da
variabilidade genética de popula¢cdes naturais ¢ifare Grattapaglia, 1996).

A partir da descoberta da estrutura do DNA por éigal€rick e James
Watson em 1953, o foco dos estudos passou a seNA. Bom descobertas
importantes, como das enzimas de restricAo e da HEORmMerase Chain
Reaction), descoberta na década de 80 por Kary Mullis, poissivel o
desenvolvimento e o avanco das técnicas de Biolgiacular, tornando possivel
uma maior manipulacdo do DNA, e culminando comrgismento dos varios tipos
de marcadores moleculares.

Um marcador molecular pode ser definido, segundaral et al. (2008),
como sendo um segmento particular de DNA que pedeisado para comparar e
representar diferencas em nivel genémico. Essesan@es podem ou ndo ser
correlacionados com a expressdo fenotipica de uaracteristica, além de
oferecerem numerosas vantagens em relacédo asaditasnconvencionais baseadas
no fendtipo, uma vez que sdo estaveis e detectadostodos os tecidos
independentemente do estadio fisiologico do orgamis (crescimento,
diferenciacdo, desenvolvimento) ou estadios desdefia célula; portanto, ndo séo
confundidos com efeitos ambientais, pleiotropicosepistaticos.

Os marcadores moleculares apresentam varias vastagebre o0s

marcadores morfologicos, por fornecerem um numiarotado de polimorfismos
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distribuidos aleatoriamente ao longo de todo o gen@® também por serem
independentes dos efeitos ambientais e do est&adfico da planta, permitindo

a identificacdo precisa e precoce dos genoétipaastdeesse (Guimaraes e Moreira,
1999).

Os marcadores moleculares tém grandemente coulilpaira o atual nivel
de conhecimentos sobre a estrutura genética desva@spécies cultivadas e
silvestres. Varios marcadores tém sido utilizadmsto os baseados em hibridacéo
como os revelados por amplificacdo. O sucessogléstievido a um amplo acesso
ao genoma do organismo estudado, de maneira ragficiente (Kumar, 1999).

Os marcadores baseados em hibridacdo sdo o RFIsRi(Ren Fragment
Length Polymorphism) (Botstein et al., 1980), quidizam fragmentos de DNA
cortados com enzimas de restricdo; e 0S marcadmiassatélites, também
conhecidos como VNTR (Variable Number of Tandem d¢p) (Jeffreys et al.,
1985).

Os marcadores revelados por amplificacdo, baseadagacdes em cadeia
de amplificacbes de segmentos de DNA usando enzwlaserases, denominada
de PCR (Polymerase Chain Reaction) s&o: o RAPD d&an Amplified
Polymorphic DNA) (Williams et al., 1990), em quepolimorfismo de sequéncias
de DNA sao amplificadas com primers aleatorios; BGS&equence Characterized
Amplified Regions); STS (Sequence Tagged SitesjafP& Michelmore, 1993);
SSR (Simple Sequence Repeats, mais tarde denomimaideossatélites) (Tautz,
1989 e Litt e Luty, 1989), AFLP (Amplified Fragmdrgngth Polymorphism) (Vos
et al., 1995), em que os fragmentos gendmicos sadupidos por enzimas de
restricdo e; SNP (International SNP Map Working @r,02001), baseados em
polimorfismos em Unico nucleotideo.

Os varios tipos de marcadores moleculares atuaémelisponiveis
diferenciam-se pela tecnologia usada para demorsstvariabilidade no DNA por
meio do polimorfismo molecular, expressdo genétsribuicdo no genoma, custo
e operacao do trabalho (Griffiths et al., 2000).

Demeke et al. (1997) sugerem que o0 uso combinadodifdgentes

marcadores pode fornecer melhores informacfes @oggando um so tipo de
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marcador € utilizado, uma vez que alguns dos pmuddeapresentados por um
marcador podem ser superados pelo uso de outros.

Os marcadores moleculares tém sido extensivametiigados com
sucesso em estudos de ecologia, evolucéo, taxonblmigenia e estudos genéticos
em plantas (Agarwall et al., 2008), também na ¢araacédo da variabilidade que
existe entre os individuos (Borém e Miranda, 20B&ckmann et al., 2006).
Segundo Melchinger (1999), também pode monitordivarsidade genética entre
cultivares melhoradas em uso e em colecdes de gasmia. Numerosas colecdes
de germoplasma tém sido estaveis e esta estalgilidachportante para que tais
colecBes sejam representativas e acessiveis parallogristas e 0s biotecnologistas
(Gama et al., 2000).

Os marcadores moleculares auxiliam beneficamente niedo a
complementar o melhoramento, ou seja, pode fornéados confiaveis sobre a
diversidade genética que poderd ser utilizada padeterminacdo do grau de
parentesco entre linhagens e variedades (Borém rantiéi, 2005). Segundo
Sereafini et al. (2001), os marcadores de DNA podentribuir de forma indireta
auxiliando também na predicdo do desempenho dosddgb uma vez que
permitem a obtencéo de estimativas de distanciétigan estimativas estas que sao
muito importantes, por meio da suposi¢cdo de que mianar dissimilaridade entre
as linhagens, do ponto de vista molecular, cormdp@ uma maior probabilidade
de geracdo de hibridos superiores. Melchinger (129®mou que numerosos
estudos experimentais demonstraram que os marcaomieculares sdo eficientes
para caracterizar grupos heteraticos, identificatos grupos heteroéticos de maneira
sistematica, relacionar linhagens de procedéncicaomdecida com 0S grupos
heteroticos.

Os avancos mais recentes das técnicas molecujaraamente com a
bioinformatica e a genética quantitativa, tém dbaofdo para o atual nivel de
conhecimentos sobre a estrutura genética de vaspécies. Atualmente, estédo
disponiveis mapas genéticos saturados para a md@siespécies vegetais, além do
desenvolvimento de metodologias cada vez mais ga®cioltadas a analise de

locos génicos associados a caracteres quantitatydss). A aplicacdo dessas
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metodologias para acelerar e monitorar os progradeamelhoramento genético
tem implicado grandes avancos no desenvolvimentovateedades (Borém e
Miranda, 2005), com consequentes avancos para mulagra (Ferreira e
Gratapaglia, 1996).

2.3.3. Marcadores SSR ( Simple Sequence Repeated - Sequéncias Simples
Repetidas) ou Microssatélites.

Os microssatélites sédo regides repetidas do DNAposta de 1 a 6
nucleotideos repetidas etandem (em seqiiéncia), nos genomas de eucariotos e
procariotos (Field e Wills, 1998; Litt e Luty, 198%0oth et al., 2000). Essas
repeticbes sdo chamadas motivos e sado distribidtsdoriamente através do
genoma (Jacob et al1991; Agarwall et al., 2008), pois ha diferencas suas
frequéncias dentro do codon e das sequéncias dmwa@m (Arcot et al., 1995,
Wilder e Hollocher, 2001).

A regido microssatélite é classificada de acorduo odipo de sequéncia de
repeticdo, como imperfeito, interrompido ou compodEm um microssatélite
perfeito a seqUéncia de repeticdo ndo é interranpat nenhuma base que néo
pertence a esta repeticdo (por exemplo, TATATATAPRARTA). Por outro lado,
se houver um par de bases diferente entre asgépgtieste € um microssatélite
imperfeito (por exemplo, TATATATACTATATA). No exenhp de um
microssatélite interrompido, ha uma sequéncia pemuentro de uma sequéncia
repetida, diferente da sequéncia original (por @tem
TATATACGTGTATATATATA). No microssatélite composto, a sequéncontém
duas sequéncias repetidas distintas (por exem@AdATATATAGTGTGTGT

GT). As sequiéncias mais abundantes séo os dinittdest(repeticdes de 2 pares de

bases) (Borém e Caixeta, 2006).

As regides repetidas do DNA sofrem elevadas tagasiutacdes em todos
0s genomas. Assim o estudo dessas regifes € usiaourn marcador molecular,
que detecta variabilidade nos individuos em nieeDMA (Jarne e Lagoda, 1996).
Esse marcador foi desenvolvido simultaneamenteLjtore Luty (1989) e por

Weber e May (1989) e é chamado microssatélite,egiiéncias simples repetidas
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(SSR) ou repeticbes curtas em tandem (STR). Osossatélites ocorrem
freqientemente e casualmente (ou aleatoriamentdp@ono DNA de eucarionte
examinado (Beckmann e Soller, 1990), representand@ vasta fonte de
marcadores altamente informativos (Zhao e Koch€a2; 1993).

As sequéncias de DNA que flanqueiam os microstedé&difio conservadas
(Schlotterer, 2000) e séo utilizadas para consasiseqiéncias de primégd a 30
bases) para serem usados para a amplificacao oegda usando a PCR. Essa
regido, independente do motivo repetido, congtitnilocomicrossatélite.

Quando um par de primers construido especificampata as regides
flanqueadoras é utilizado para amplificar o locdRSSn varios genaétipos, este
podera revelar polimorfismo no referido loco. Egtdimorfismo € observado na
forma de diferenca no comprimento do segmento d& pidduzido pela reacao de
amplificacdo, ou produto amplificado (Weber e M&989; Litt e Luty, 1989). Por
exemplo, um segmento pode conter 9 repeticdes wro 0. Cada segmento ou
sequéncia de DNA que é produto da amplificacdoarsele por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida (Kun-Sherigaeksley, 1993), ou em gel de
agarose de alta qualidade (Becker e Heun, 199pjegenta um alelo do loco
(Gupta et al.1996).

Um individuo pode ser homozigoto para um loco nasabélite, se este
tiver o mesmo alelo em ambos os cromossomos howslegoode ser heterozigoto
se possuir alelos diferentes. Entretanto, no mdsom a populacdo ao todo contém
geralmente diversos alelos, cada um com um nuniéaedte de repeticdes. 1sso
significa que os marcadores de microssatélite s@mwoniteis para discriminar
individuos diferentes (Borém e Caixeta, 2006).

As diferencas no tamanho dos microssatélites s@mmtas a variacdo no
namero de unidades de repeticdo em um loco de $SRagticular. A taxa de
mutacéo € 10.000 vezes mais provavel para um rsgtélge ganhar ou perder uma
repeticdo de uma geracao para a proxima, do gquene gara hemoglobina sofrer
uma mutacdo em Unica base promovendo a anemidofadel Entretanto, os
microssatélites podem retornar ao seu estado derocuento original dentro de

poucas geracdes (Moxon e Wills, 1999). A hipenmlidade de microssatélites ndo
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é totalmente entendida e pode ser originada atdevéscombinacaai(ossing-over
desigual), no reparo do DNA, ou no deslizamento pdéimerase durante a
replicagdo do DNA (Strand al., 1993), pois ela pode adicionar ou deletar uma ou
mais copias da repeticdo na nova sequéncia de [BRAUM processo conhecido

comoslippage (Tautz et al., 1986).

A variacdo no numero de repeticdes de nucleotidiEosequéncia em
tandem em um loco SSR, entre os diferentes genotiposebtar as bases para o
polimorfismo que pode ser usado em estudo de genée plantas (Condit e
Hubbell, 1991).

Os estudos realizados indicaram que os tipos devasade repeticdes sao
abundantes e o grau de polimorfismo pode variarnda espécie para a outra. Nas
plantas, a frequéncia de microssatélites € estinealad,5% emArabidopsis e
0,37% emZea mays. No cromossomo 22 délomo sapiens a frequéncia de
microssatélites é de 1,07%; no genoma inteiroCdernorhabditis elegans € de
somente 0,21% (Té6th et al., 2000).

As espécies de plantas autdgamas, em particulaieseaagam uma
deficiéncia no numero de locos polimorficos quandwycadores do tipo RFLP sé&o
usados. Para o arroz, o valor de heterozigosidaidagnificativamente maior com
microssatélite do que com RFLP (Kun-Sheng e Tagkdl893). Isso € devido a
expressdo co-dominante e o multialelismo dos maresdSSRs, que os faz ser
considerados como 0s que possuem 0 mais elevadeudonde informacédo de
polimorfismo (PIC), pois os SSRs sdo muito freqéerg distribuidos ao acaso,
permitindo a mais completa cobertura de qualqueom@ eucarioto. Desse modo,
de acordo com Rdder et al. (1995), este marcadomugo importante para o
mapeamento genético de espécies com pouco polsmarfintraespecifico, tais
como a maioria das espécies endogamicas.

Os microssatélites tém sido extensivamente usagoss eles séo
abundantes, uniformemente distribuidos, altamentenprficos, co-dominantes,
proporcionam rapida obtencédo de resultados por RER,relativamente simples
para interpretar. Trata-se de é um marcador fanineacessado por outros

laboratérios, pois as sequéncias de primers estdpordveis na literatura
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especializada (Shagai-Marroof et al., 1994). Outmatagem dos microssatélites é
gue eles requerem uma pequena quantidade e bakdagle de DNA (Kun-Sheng
e Tanksley, 1993; Schlbtterer, 2000), e 0 mesmea E®Et extraido de qualquer
material biolégico, sementes ou plantulas em diftee fases do desenvolvimento,
permitindo, por exemplo, uma avaliagdo precocei®@eete de lotes de sementes
(Padilha et al., 2003).

Padilha et al. (2003) registram que a adaptacdo iec@rporaciao de
tecnologia de marcadores microssatélites as atigglade programa de
melhoramento € uma estratégia precisa e eficiente.

Os marcadores baseados em microssatélites sdovdiestos para estudos
genéticos de varias culturas (Ferreira e Grattamat®96), pois sédo ideais para o
mapeamento genético e fisico de genomas. Elesf&dentes na identificacdo e
discriminacdo de genodtipos e estudos de genéticpapellacbes (Ferreira e
Grattapaglia, 1996). Além disso, devido as suaactaristicas de multialelismo e
co-dominancia, os marcadores SSR sao Uteis pazataleheterozigosidade de um
loco especifico e, portanto, sdo os mais indicgdoa 0 monitoramento da pureza
genética das linhagens elite e das sementes tdbddamilhno e do nivel de
endogamia dos materiais elites utilizados em progsade melhoramento genético
(Padilha, 2002). Por meio dele, o melhorista tarésso as informacfes sobre
variabilidade genética, advinda diretamente do DNAQue permite um grande
diferencial na selecdo das plantas que serdoaatilzcomo fonte genética.

Segundo Ribaut et al. (1997), a selec&o assistidmpio de microssatélites
na escolha de gendétipos para cruzamentos de pldatalta a selecdo de uma
grande populacdo segregante para uma caractertgmgavel. Essa técnica €
rapida e reproduzivel, podendo ser utilizada dm&omais eficiente e com menos
custo do que nas formas tradicionais (Ribaut e1897).

Os microssatélites também podem ser usados du@npeocesso de
introgressao de genes. Neste programa, o hibridd rétrocruzado repetidamente
ao parental receptor, com 0 objetivo de restauraew genoma com 0 traco

introgredido, incluido nele. O niumero de retrocrneato neste programa pode ser
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reduzido usando os microssatélites como marcadomeculares dos genotipos
(Gupta et al.1996).

Outra caracteristica importante deste marcadoeébpé herdado de forma
Mendeliana. Assim é um dos marcadores mais proneisggara analise de ligacao,
e devido a sua hipervariabilidade, ele é um impogtanarcador para o mapeamento
geneético, tanto de monogenes como de locos paractesgs quantitativos
(Quantitative Trait Loci; QTLS), sendo altamente eficientes em espécies oarop
polimorfismo intraespecifico, como é o caso da neidas espécies autdbgamas
(Roder et al., 1995).

A maior limitacdo do método de andlise dos lIo8&R é a obtencdo dos
primers especificos que flanqueiam as repetictms & obtencdo destes primers,
h& a necessidade do desenvolvimento prévio desaesmaores que requer infra-
estrutura especializada de laboratorio, pois éssé&c® construcdo de bibliotecas
gendmicas, sequenciamento de DNA em larga escatmdg quantidade de
trabalho envolvendo pessoal especializado, aliado ato custo de um
empreendimento desta natureza (Ferreira e Grattapa§96; Chin et al., 1996).
No entanto, uma vez obtidos os primers informatpas uma espécie, 0s custos e
a demanda de mao-de-obra s&o reduzidos drasticaraeys ensaios laboratoriais

sao rapidos, aumentando a acessibilidade da técnica

2.3.4. Variabilidade genética em milho pipoca

Os estudos da diversidade genética de plantas \@ma ©ez mais
auxiliando no melhoramento genético, pois estirsaneariabilidade é a base para
0s cruzamentos em programas de melhoramento (GiesyarMoreira, 1999).

Para o estudo de diversidade genética, os dadio®slaxperimentalmente
sao utilizados para estimar parametros genéticesalblas nas variacdes do nimero
de alelos dos locos analisados e a frequéncia Zledels na populacdo. Esses
parametros possibilitam uma maior compreensao\dadgiilade de uma populacéo
ou populacbes (Ferreira, 2006). Os parametros igesémais utilizados séao:
heterozigosidade média observadg) (#la esperada de NeidHnimero de alelos

por locos, numero meédio de alelos por locq)(Mumero efetivo de alelos {\
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porcentagem de alelos polimorficos, coeficienteeddogamia(Ft) e déficit de
heterozigotos (k).

Os marcadores moleculares sao hoje amplamenteadtls para estudo de
variabilidade genética, eles apresentam poteneidiadilitar o monitoramento de
materiais como linhagens e cultivares, utilizadas pgogramas de melhoramento
com o objetivo de ampliacédo da base genética (Feeesrattapaglia, 1996).

A expressao co-dominante, multialelismo, alta fésgiia e distribuicdo ao
acaso dos microssatélites, tornam este marcadalrpdea 0 mapeamento genético
e fisico de genomas, utilizando-os para a ideatifio e discriminacao de gendtipos
e estudos de genética de populacdes (Ferreiratmfaglia; 1996). Além disso, os
marcadores SSR séo Uteis para detectar heteraagesie um loco especifico, que
€ importante para o acompanhamento do nivel deganda dos materiais elites
utilizados em programas de melhoramento genétiadilfia, 2002). Por meio dele,
o melhorista ter4d acesso as informacdes sobrebilatéale genética, advinda
diretamente do DNA, o que permite um grande dildeéma selecdo das plantas
que serdo utilizadas como fonte genética.

A técnica de analise de locos microssatélites idmaplicada para estimar
a divergéncia genética entre linhagens de milhogaidLiu et al., 2003; Dandolini
et al., 2008) ou entre gendtipos de diferenteseasgdWu et al., 2004; Silva et al.,
2009). Liu et al. (2003) encontraram 54% de locolnrficos e 2,5 alelos/locos
em 7 linhagens de milho pipoca. Dandolini et aDO@ registraram 50% de
polimorfismo e 3,35 alelos/locos em 10 linhagensrdo pipoca analisando 14
locosSSR, e as distancias genéticas entre as linhageiasam de 0.2092 a 0.8495.
Li et al. (2004) encontraram 2,7 alelos/locos emliBBagens de milho pipoca,
analisando 113 locoSSR e as distancias genéticas entre as linhageiasava de
0,1247 a 0,7293Nu et al. (2004) encontraram 5,4 alelos/loeasracas de pipoca
com 61 primersSSR. Silva et al. (2009) registraram 4,34 alelosdoem 23
populacdes de milho pipoca utilizando de 23 I0c8R.S

As referidas investigacOes tém caracterizado agogdp de locosSSR

polimorficos, o nimero de alelos por loco poliméofie as distancias genéticas
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(dissimilaridade) entre os genotipos analisadoss mao tem registrado a

heterozigosidade observada e esperada dentro dgopdlacédo analisada.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material genético

O material genético utilizado para analisar a didkxde genética de milho
foi proveniente do Programa de Melhoramento de dM#ipoca do Departamento
de Agronomia da Universidade Estadual de Maringdra Resse estudo, foram

utilizados 8 genatipos, relacionados no quadro 1.

Quadro 1 - Gendtipos de milho pipoca avaliados

Genodtipos Caracterizacéo genética
Zélia Hibrido triplo
Vicosa M-21 Variedade de polinizacao aberta
IAC-112 Hibrido simples modificado
Argentina -
Chile -
UNB-2 Variedade de polinizacédo aberta
SE-013 Variedade de polinizagcao aberta
Laranjeiras do Sul Variedade de polinizacéo aberta

O genotipo Zélia € um hibrido triplo desenvolviddgpempresa DuPont do
Brasil S.A. — Divisdo Pioneer Sementes, a partimisclas entre germoplasma
temperado e germoplasma tropical.

O gendtipo Vicosa M-21 é uma variedade de polidiediyre desenvolvida
pela Universidade Federal de Vicosa (MG), com base cruzamentos entre
populacdes locais e hibridos norte-americanos.

O gendtipo IAC-112 é um hibrido simples modificadesenvolvido pelo
Instituto Agrondmico de Campinas, oriundo de corabéo de linhagens da
variedade SAM com linhagens provenientes do hibridervarietal Guarani e
Vicosa Amarelo.

O gendtipo Argentina é originario desse pais, tequbwém, genealogia
desconhecida.

O gendtipo Chile € um material de genealogia ddsanda.
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O genotipo UNB-2 é uma variedade de polinizacaataberiginado de
selecdo praticada no Composto Indigena da ESALQ/(PA@Acicaba, SP). Este
composto foi doado a Universidade Nacional de Baag§DF), dando origem a
UNB-1. Esta, por sua vez, foi cruzada com uma @gdd de milho pipoca
americana, cujas progénies selecionadas foram daszeom uma populacao de
milho pipoca de grédos amarelos e resistent&gsarohilum turcicum. Apos dois
ciclos de selecao massal, foi obtida uma populéméoada por plantas resistentes,
com alta producdo e com graos amarelos. Tal pojaléa retrocruzada por trés
vezes com a americana, originando a UNB-2.

O genotipo SE-013 representa a geragao avancada térido americano
nao identificado.

A variedade Laranjeiras do Sul foi obtida junto gwedutores, sendo

proveniente de Taiwan (Republica da China).

3.2. Germinacao das sementes

Cerca de 80 sementes, 10 sementes de cada umgdosigos de milho
pipoca (Vicosa M-21, SE-013, IAC-112, Chile, UNB-Raranjeiras do Sul,
Argentina e Zélia) foram germinadas individualmemi® balaios de plastico
contendo terra e mantidos a temperatura ambiente.

Para a extracdo de DNA utilizados na avaliacaoadiabilidade e distancia
genética foram coletadas folhas jovens de aproxamadte 15 dias de 8 a 9 plantas

de cada gendtipo, totalizando 69 amostras.

3.3. Extragdo do DNA

Para a andlise individual das amostras, o DNA g&®rfoi extraido
individualmente de cada planta de acordo com a dok&igia descrita por
Hoisington et al. (1994), com modificacbes, questsiitam em adicionar menor
volume de tampéo de extracdo contendo CTAB e decdolcloroférmio: alcool

isoamilico (de 1mL para 800 pL) devido a um menolume de sobrenadante
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recuperado; substituicdo de octanol por alcool ngbeo na purificacdo com
cloroférmio: alcool isoamilico; acréscimo de duasificacbes com cloroférmio:
alcool isoamilico (24:1), ao invés de uma s0, calescrito no protocolo original,
acrescimo de duas precipitacbes do DNA com isopm@p@ma sem sal, apos a
primeira etapa de purificacdo e a outra com safjsap segunda etapa de
purificacdo); adicdo de menor volume de RNase (@€ 1para 2uL), devido ao
menor volume de sobrenadante recuperado; acréstémoma purificacdo com
fenol: cloroformio: alcool isoamilico (25:24:1); réscimo de duas lavagens com
etanol 70% ao invés de uma so.

Para a extracdo de DNA, cada planta foi considesadandividuo dentro
de cada gendtipo, sendo estes representados @omiawtubo de extracao.

A extracao foi realizada em tubos de microcentdf{gy mL), contendo
aproximadamente 300 mg de tecido vegetal previanmgnilverizado com
nitrogénio liquido e 800 uL de tampao de extracadE (Tris-HCI 1M pH 7,5;
NaCl 5M; EDTA 0,5M pH 8,0; CTAB 1% e 140 mM d&mercaptoetanol),
previamente preparado. Os tubos foram agitadoshmaregeneizacéo e incubados
em banho-maria com 65°C durante 1h, realizandaggacées suaves a cada 5
minutos. Apos serem removidos do banho, quandogiedim a temperatura
ambiente, foram adicionados 800 pL de cloroférnito@ isoamilico, preparado
na proporcéo 24:1, com inverséao suave durante Gtasrpara homegeinizacdo. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas duramén&tos com 13.000 rpm em
temperatura ambiente. A fase aquosa (fase sup@idransferida para tubos novos
de 1,5 mL, aos quais foram adicionados 800 pL deofdrmio:alcool isoamilico
(24:1), com agitacdo suave durante 5 minutos. Apda nova centrifugagcdo com
13.000 rpm durante 5 minutos em temperatura andiensobrenadante coletado
foi transferido para um novo tubo de microcentréfugara precipitar o DNA, foram
adicionados 0,6 volumes de isopropanol gelado pmwunve de sobrenadante
recuperado, misturando-se levemente por inversét ponuto. As amostras foram
mantidas por 12 horas em -20 °C para uma melhorgita;ao.

Apés a etapa descrita acima, efetuou-se uma agyagéio usando 13.000

rom por 5 minutos, em temperatura ambiente. Ap@gscarte do sobrenadante,
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foram adicionados 800 pL de etanol 70% gelado,umdstdo-se levemente por
inversdo por 1 minuto, seguindo-se uma nova cegaiao com 13.000 rpm por 5
minutos, em temperatura ambiente. O sobrenadamtelefscartado, foi feita a
secagem dopellet de DNA em temperatura ambiente e, em seguidamfora
adicionados 400 pL de TE (Tris/HCI 100 mM e EDTArBM pH 8,0), mantendo-
se 0 material por 12 horas em 4 °C.

Apoés 24 horas, foram adicionados 2 pL de RNAseamcentracdo de 10
ng/uL e a mistura foi mantida na temperatura anieipor duas horas. Apds esse
periodo, o DNA foi purificado com 200 pL de fenohis 200 pL de cloroférmio:
alcool isoamilico (24:1), realizando-se agitacdoadte 5 minutos e centrifugando
com 13.000 rpm por 5 minutos em temperatura ambignfase aquosa (superior)
foi transferida para um novo tubo limpo, foi admamdo 400 pL de
cloroformio:alcool isoamilico (24:1), seguindo-sealagitacdo durante 5 minutos e
centrifugando-se com 13.000 rpm por 5 minutos enp&ratura ambiente. A fase
aguosa (superior) foi transferida para um novo tdgbcionando-se 250 pL de
isopropanol e 25 pL de NaCl 5M, os quais foram umgtos por inversdoes suaves
por 1 minuto, mantendo-se essa mistwea-night em -20 °C.

ApOs o periodo acima descrito, foi realizada unmrdagacédo com 13.000
rpm por 5 minutos em temperatura ambiente. O saleerie foi descartado e o
precipitado lavado com 800 uL de etanol 70% geladsturando-se por inversao
por 1 minuto. Apés efetuar uma nova centrifugacando 13.000 rpm por 5
minutos em temperatura ambiente, o sobrenadantefmartado, pellet foi seco
em temperatura ambiente e finalmente foi ressusperam 50 uL de TE. O DNA

foi entdo estocado em 4 °C.

3.4. Quantificacdo do DNA

A quantificacdo do DNA foi feita por comparacdoudbk por meio de
eletroforese em gel de agarose 0,8% com tampé&o IPAED,04 M Tris-acetato e
0,001 M EDTA) e 80 Volts por aproximadamente 1 loigthgton et al., 1994). A

concentracdo do DNA extraido de cada amostra fimhada por comparacéo visual

28



com concentracdes conhecidas e gradativas de DNRA@&Faga\; 50, 100, e 150
ng, respectivamente). Apés a eletroforese, o gatdmdo em solugdo de brometo
de etidio contendo 0,5ug/mL e a imagem capturada cordltraviolet
Transilluminador High Performance - Edas 290 utilizando o programa Kodak 1D
3.5.

3.5. Amplificacdo do DNA

Para o estudo da diversidade genética em milhccaiptlizando primers
para locos SSR, foram testados 100 microssat@itempeados para milho comum
(Quadro 2). Todos os microssatélites utilizadoarfoobtidos a partir deite Maize

DB acessado efmttp://mww.maizegdb.org/ssr.php.

Quadro 2 - 100 primers microssatélites mapeadas maho comum testados em
milho pipoca.

N Primer BIN N Primer BIN N Primer BIN

1 BNLG1063 3.06 35 UMC1495 3.04 69 UMC2145 1.03

2 BNLG1083 1.02 36 UMC1506 10.05 70 umMcC2181 1.08

3 BNLG2295 1.04 37 UMC1512 1.09 71 UMC2191 1.02

4 DUPSSR31 10.04 38 UMC1566 1.01 72 UMC2196 6.01

5 MMCO0501 10.02 39 UMC1582 10.02 73 UMC2204 1.02

6 UMC1071 1.01 40 UMC1590 1.06 74 UuMC2221 10.0%40.
7 UMC1077 10.04 41 UMC1636 9.02 75 UMC2226 1.02

8 UMC1152 10.01-10.0242 UMC1638 8.09 76 UuMC2227 1.04

9 UMC1169 1.03-1.04 43 UMC1653 6.07 77 UMC2228 1.04

10 UMC1232 4.00 44 UMC1656 6.02-6.03 78 UMC2233 51.0

11 UMC1241 7.00 45 UMC1661 1.07 79 uMC2237 1.06£1.0
12 UMC1245 1.07 46 UMC1664 1.06 80 UuMC2238 1.06£1.0
13 UMC1246 10.04 47 UMC1668 1.06 81 UuMC2245 2.0m2.
14 UMC1272 10.04 48 UMC1685 1.01 82 UMC2246 2.012.
15 UMC1279 9.00 49 UMC1702 4.05-4.06 83 UMC2255 033M1
16 UMC1287 8.05-8.06 50 UMC1703 1.05 84 uMC2261 43.0

17 UMC1288 4.02 51 UMC1711 1.02 85 UMC2262 3.04

18 UMC1292 1.01 52 UMC1736 2.09 86 UuMC2280 4.03

19 UMC1314 6.05 53 UMC1737 1.10-1.11 87 umMC2281 34.0

20 UMC1318 10.01 54 UMC1739 10.03 88 UMC2292 5.00

21 UMC1336 10.03 55 UMC1754 1.06 89 UMC2292 5.00

22 UMC1354 1.00 56 UMC1766 5.01 90 UMC2293 5.0235.0
23 UMC1363 1.01 57 UMC1906 1.05 91 UMC2302 5.035.0
24 UMC1370 9.01 58 UMC1917 1.04 92 UMC2312 6.01

25 UMC1380 10.00 59 UMC2018 10.01-10.08 UMC2319 6.04-6.05
26 UMC1383 1.08 60 UMC2025 1.05 94 UMC2339 9.03

27 UMC1397 1.03 61 UMC2034 10.02 95 UMC2343 9.0369.
28 UMC1414 8.01 62 UMC2047 1.09 96 UMC2350 10.04
29 UMC1422 2.02 63 UMC2067 10.03 97 UMC2352 8.0128.
30 UMC1423 5.00 64 UMC2071 3.01 98 UMC2354 8.03

31 UMC1426 7.00 65 UMC2075 8.03-8.04 99 UMC2383 21103
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Quadro 2, cont...

32 UMC1431 1.09 66 UMC2080 1.08 100 UMC2409 4.01
33 UMC1446 1.08 67 UMC2115 5.02
34 UMC1472 1.04 68 UMC2116 1.08

A PCR (Polimerase Chain Reaction - reacdo em catiejolimerase) foi
preparada em microtubos de 0,2 ml, usando um tectador Techne TC-512. Para
a amplificacdo do DNA e escolha dos primers fordiizados: 25 ng de DNA de
duas amostras, com 3/0de tampéo de reagéo 10X, 2,5 mM de MgOl8 uM de

cada dNTP, 1 U de Tag-DNA Polimergdevitrogen), e 0,41M de primers F e R
especificos para um volume final de 20 pl (Quadro 3

A selecdo de primers microssatélites foi realizatlbzando-se de duas
amostras de DNA das variedades, escolhidas alaatente, e verificado a

complementaridade e reprodutibilidade dos primers.

Quadro 3 - Concentracdes dos reagentes estoques @tilizados nas reacdes de
amplificacéo

Reagentes Concentracao estoque Concentracao Volume ul)/
final/reacdo reacao
H,O 12,1
Tampao 10 X 1X 2,0
MgClI2 25 mM 2,0 mM 1,6
DNTPs 2,5 mM/cada 0,1 mM/cada 0,8
Primer(F) 10uM 0,2uM 0,4
Primer(R) 10uM 0,2 uM 0,4
Tag-DNA 5 U/uL 1U 0,2
Polimerase
DNA 25ng 2,5
Total 20 uL

Para a amplificacdo dos microssatélites, iniciabméoi utilizado o método
Touchdown PCR (Don et al., 1991), que consiste em desnaturacéo inicial a
94°C por 1 minuto, seguido por 10 ciclos com desnafisaa 94C por 1 minuto,
anelamento a 6& (diminuindo 2C por ciclo) por 1 minuto, extensédo &C2or 1
minuto, seguidos por 20 ciclos com desnaturacd’@ por 1 minuto, anelamento

a 55C por 1 minuto, extensdo a°@por 1 minuto, e extensao final a°C2por 2
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minutos, imersdo a°@ até a retirada das amostras. Para o primer UM& 166
utilizado programa com temperatura de anelamemmiecéfica em 53 °C.

Os produtos das amplificacdes foram separados eéndeg@agarose 4%,
usando 50% de agarose comum e 50% agarose MetdpAMBREX) e tampéao
TBE 0,5X (44,5 mM Tris, 44,5 mM &cido bérico, e MnEDTA), com 60 Volts
por 4 horas. Apoés a eletroforese, os géis forarmdos em solugdo com brometo de
etidio contendo 0,hg/ml e a imagem capturada com Ultraviolet Transilhador
High Performance - Edas 290 utilizando o programdak 1D 3.5. Para definir o
tamanho dos fragmentos amplificados foi utilizadmarcador de peso molecular
100 pbDNA Ladder (Invitrogen).

3.6. Analise dos dados

Para analisar a diversidade genética nas populaigesiho pipoca, cada
fragmento de DNA, amplificado e identificado comanai banda no gel
eletroforético, foi considerado como um gendtipstidio e independente dos
demais, determinando os alelos de cada loco SSR.

Esses dados foram utilizados para determinar diéregas dos alelos nos
15 locos microssatélites nos 8 gendtipos de milpoga. As frequéncias dos alelos
foram usadas para testar o equilibrio de Hardy-Wémmpara cada loco.

Foi determinado a heterozigosidade média obser{ldgJae a esperada de
Nei (He), 0 numero de alelos em cada um dos I&BR, o nimero médio de alelos
por loco (N), o numero efetivo de alelos {iNque é calculado comogAll/(1-H,), e
a porcentagem de alelos polimorficos para cadalpoao.

Foram estimados para cada loco o coeficiente degamdia(Ft), definido
como a probabilidade de que dois alelos presermtes@&smo individuo sejam
idénticos por descendéncia; o déficit de heteraag)(Fs), determinado pelo desvio
das frequéncias fenotipicas; a propor¢cdo da ddemlsi génica entre os primers
testados (&), dado pela probabilidade de dois individuos pedates a populacdes
diferentes possuirem um alelo idéntico por desaendge o fluxo génico (Alfenas,
1998).
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A estimativa destes parametros foi feita empregaedam programa
POPGENE 1.32 (Yeh et al., 1999).

O coeficienteF de Wright (Wright, 1951) € definido como a corrélag
entre os alelos nos gametas que formam um zigotestatistica F baseia-se na
probabilidade de se obter o mesmo alelo por angettaem uma populacéo
diploide finita com N individuos. Essa probabitigae de 1/(2N).

O célculo da distancia genética entre duas popesaddi estimado de
acordo com o complemento aritmético da distancreétea de Nei (Nei, 1972). A
distancia de Nei é a mais conhecida das medidadisténcia genética (Alfenas,
1998). Essa estatistica pressupde uma medida dedalde genética (1), expressa
pela probabilidade de que um alelo de um loco, ttimao acaso em duas
populacdes diferentes, seja idéntico em relacamBapilidade de que dois alelos
do mesmo loco, tomados ao acaso na populacdo, fajaiem idénticos e é

definida por:

Em que d=Zpiq;, F=2p?, JQ:Zqiz, sendo pe @ as frequéncias respectivas
do i-ésimo alelo considerado nas populacfes P e Q.

A base tedrica da distancia de Nei reside na ppesstéo de que, se duas
populagées quaisquer ndo possuem alelos em comi#io, &,= | = 0. No entanto,
se ambas tém os mesmo alelos em idénticas fre@$¢meitdopl Jh= Jo=1=1
(Alfenas, 1998).

Estimada a identidade genética, a distancia gen&jode Nei, dada pelo
cologaritmo neperiano de |, calculada como:

D=-In(l)

A partir das distancias genéticas de Nei, foi aoimdd um dendrograma por
meio da analise de agrupamento UPGMA (Unweighted@aup Method Using
na Arithmetc Average), utilizando o programa POPGEN32 (Yeh, et al., 1999).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O método de extracdo de DNA descrito por Hoisingtbal. (1994), com
modificacbes, foi adequado para produzir DNA delidade e em quantidade
suficiente para estudar a estrutura de populac@liversidade genética das 69
plantas de 8 variedades de milho pipoca (VigosalMSE-013, IAC-112, Chile,
UNB-2, Laranjeiras do Sul, Argentina e Zélia).

A quantificacdo do DNA gendmico individual das pgésde cada genatipo,
foi realizada pela comparacéo visual da intensididebandas com concentracdes
conhecidas do DNA do fagoem gel de agarose. Com a metodologia utilizada par
a extracdo do DNA foi possivel realizar uma extvaghe qualidade para a

amplificacdo e com quantidade, que variou de 120an® -uL * (Figura 1).

A50 A100 A150 1__ 2 : Sy Op 10 QT R S 14

S

el e I el

et — il

Figura 1 - Gel de Agarose 0,8% usado para a qicat#o das amostras de DNA
de milho pipoca. Amostras 1 a 8 sdo DNAs de milipoga extraidos de diferentes
plantas da populacdo Chile; as amostras 9 a 14a&mriedade UNB-02 e as
amostras 15 e 16 sdo do hibrido Zélia.

Dos 100 pares de primers de microssatélites debetso® para milho
comum e testados para milho pipoca, 36 ndo amglifio nos 8 gendtipos de milho
pipoca (Vicosa M-21, SE-013, IAC-112, Chile, UNB-Raranjeiras do Sul,
Argentina e Zélia). A falta de amplificacdo se deae fato de que os primers
desenvolvidos para o0s locoSSR de milho comum n&o conseguiram ser
complementados com os segmentos de DNA do genomaillde pipoca. Assim,
para o milho pipoca, foi obtido um aproveitamente €64% dos primers
desenvolvidos para milho comum.

Dos 64 primers de microssatélites que amplifica@n®DNA de milho
pipoca, 26 foram considerados polimorficos, confidwi um polimorfismo de 41%
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para os 8 genaotipos. Neste trabalho, foram utitizalb desses primers para avaliar
a variabilidade genética em milho pipoca. Estearfoescolhidos, pois os produtos
da amplificacdo foram facilmente revelados comeerdifites alelos em gel de

agarose Metaphor. Estes primers, suas sequéngticdes flanqueadas, numero

de alelos e localizagdes nos cromossomos estaseapaelas no Quadro 4.

Quadro 4 - Sequéncias dos primers de microssatébeticdo da sequéncia
microssatélite, n° de alelos detectados para cead®mpe localizacdo destes nos
cromossomos, usados na estimativa da diversidadétige de 8 variedades de
milho pipoca

Locos Seqiiéncia de Nucleotideos Repeticdo NUmer&€romossomo
de Alelos

BNLG1063
Forward = GGAGACAACCCCGACGAC (AG)42 4 2
Reverse = GGTACCAGAGCCACAGATCC
UMC1071
Forward GGAAGACACGAGAGACACCGTAG (TACGA)5 4 1
Reverse GTGGTTGTCGAGTTCGTCGTATT
UMC1653
Forward GAGACATGGCAGACTCACTGACA (GAAA)24 5 6
Reverse = GCCGCCCACGTACATCTATC
UMC2262
Forward TCTGTTCGGGATTCTTCTTCAGTC (CATCT)5 4 3
Reverse CGTTCCCTGGTACCCTGTCTATAA
uMC2281
Forward CAATGATTGGAGCCTAACCCCT (GTCC)5 4 4
Reverse  ATGATGATCTGCAGAGCCTAGTCC
BNLG1083
Forward ACAGTCTGTTGGGGAACAGG (AG)29 5 1
Reverse CAACGCTGGTTTGTCGTTTA
UMC2350
Forward AGTAGCGACTCCTCTGCGTGAG (GGCCGT)4 2 10
Reverse  CGAATCGAGGATGGTTTGTTTTT
UMC1736
Forward CCATCCACCACTAGAAAGAGAGGA (GCAT)6 3 2
Reverse  TTAATCGATCGAGAGGTGCTTTTC
UMC1077
Forward CAGCCACAGTGAGGCACATC (CA)15(CGCA)12 4 10
Reverse CAGAGACTCTCCATTATCCCTCCA
UMC2226
Forward TGCTGTGCAGTTCTTGCTTCTTAC (TGG)6 5 1
Reverse  AGCTTCACGCTCTTCTAGACCAAA
UMC2343
Forward TCATCTTCCCCACAAATTTTCATT (TGTGTGTG)4 4 9
Reverse  GACTGACAACTCAGATTTCACCCA
UMC2115
Forward CTGTCTGTCTACCCAACCCAACAG (TGCCA)5 3 5
Reverse GGGGATAGGCGTGTGTATGTACTG
UMC2116
Forward GTCACTGCACGATCCATCACAT (GCGACT)4 3 1

Reverse CTCAGCTACAGGAGCGAAGAGG
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Quadro 4, cont...

umMC2047

Forward GACAGACATTCCTCGCTACCTGAT (GACT)4 3 1
Reverse = CTGCTAGCTACCAAACATTCCGAT

UMC1664

Forward AATTGTTTACTGCGCTGAAACTCC (AACA)6 3 1

Reverse  CCTCTTTGCCTGTACCGTGTATTC

Com estes 15 primers, foram identificados 57 alel@snimero de alelos
por loco nos genotipos variou de 2 a 5, com um mamedio de alelos por loco

polimorfico de 3,7 (Figura 2 e Quadro 5).

Quadro 5 - Parametros de diversidade genéticaaalslipara as 8 variedades de
milho pipoca obtidos com cada um dos 15 primersndgossatélites. NUmero de

alelos observados (na), numero efetivo de alel@y, (heterozigosidade meédia

observada (k) e heterozigosidade média esperada de Ngi (H

Locos na ne H H.

BNLG1063 4,0000 2,3505 0,1594 0,5746
UMC1653 5,0000 1,4936 0,2464 0,3305
UMC1071 4,0000 2,1231 0,4928 0,5290
UMC2262 4,0000 3,1985 0,4348 0,6874
UMC2281 4,0000 3,1540 0,7246 0,6829
BNLG1083 5,0000 2,5981 0,2319 0,6151
UMC2350 2,0000 1,8304 0,1159 0,4537
UMC1736 3,0000 1,9094 0,2174 0,4763
UMC1077 4,0000 3,4689 0,3188 0,7117
UMC2226 5,0000 4,2189 0,6232 0,7630
UMC2343 4,0000 3,5306 0,2029 0,7168
UMC2115 3,0000 2,4155 0,5217 0,5860
UMC2116 3,0000 2,3669 0,4928 0,5775
uMC2047 3,0000 2,4855 0,2754 0,5977
UMC1664 3,0000 2,2274 0,8261 0,5510
Média 3,7333 2,6248 0,3923 0,5902

O numero médio de alelos por loco nas 8 variedadesnilho pipoca
analisadas no presente estudo foi maior que o miderlelos descritos por Li et
al. (2004) (2,7 alelos/loco) em 56 linhagens dénanpipoca, analisando 113 locos
SSR, e menor que o numero de alelos (5,4 alelay/lcontrados por Wu et al.
(2004) em racas de pipoca com 61 prim&8R. Em milho comum, o nimero de

alelos por locoSSR tem sido relativamente maior que o encontradomgho
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pipoca. Qi-Lun et al. (2008) encontraram 6,4 alglosloco em 124 cultivares de
milho comum analisando 45 locos SSR. Liu et al0®@letectaram uma média de
4,1 alelos, com 50 primers SSR em 38 variedadesekal. (2004) detectaram, em

113 locosSSR, uma média de 3,58 em 21 linhagens de milhaiicom

Quadro 6 - Frequéncias dos alelos nos 15 locosossatélites nos 8 gendtipos de
milho pipoca

Locos Alelos Variedades
Vicosa M-21 IAC-112  SE-013 Laranj.Sul  Argentina  Chile Zélia UNR-
B N LG 1063 A *kkkk *kkkk *kkkk 0 , 1250 *kkkk *kkkk *kkkk O , 37 50
B 0,7222 11,0000 Fokkkk 0,1250 11,0000 0,6111 1,0000 0,2500
C 0,1111 Fekkokk Fokkkk 0,1875 Rk 0,3333 Fokkkk 0,2500
D 0,1667 Fohkxk 1,0000 0,5625 *ekkk - 0,0556 ekkkk 0,1250
UMC1653 A 0,0556 Fkkxk 0,2222 0,2500 * * * *
B 0,7222 1,0000 0,6667 0,2500 11,0000 1,0000 11,0000 0,8125
C 0,1667 Fokkxk 0,0556 0,3125 * * * 0,0625
D * * * 0,1875 * * * *
E 0,0556 Fokkxk 0,0556 * * * * 0,1250
UMC1071 A 0,5556 0,5556 0,2778 0,5000 11,0000 1,0000 0,5000 0,7500
B 0,2778 Fohkxk 0,2222 0,1875 * * * *
C *kkkk *kkkk 0 '4444 *kkkk *kkkk *kkkk *kkkk *kkkk
D 0,1667 0,4444 0,0556 0,3125 Fhkkk dkkek 0,5000 0,2500
UMC2262 A 0,2222 0,9444 Fokkkk 0,5000 Rk 0,4444  0,5000 Fekkxk
B Fokkkk Fekkxk 0,6111 0,0625 Rk 0,0556 Fokkkk 0,5625
C 0,6667 0,0556 0,2222 0,3750 11,0000 0,4444 0,5000 Fokkxk
D 0,1111 Fekkxk 0,1667 0,0625 Rk 0,0556 Fokkkk 0,4375
umMC2281 A 0,8333 0,5556 0,0556 Fokkkk 0,5000 0,7778 Fokkkk 0,5000
B Fokkkk Fekkoxk 0,3333 0,3750 0,5000 0,2222 0,5000 0,1875
C 0,0556 0,4444 0,6111 0,5625 kR kR 0,5000 0,0625
D 0,1111 Fhkxk okdkkk 0,0625 * * * 0,2500
BNLG1083 A ekdkkk 0,0556 * * * 0,4444 ekdkkk Fhkxk
B 0,2222 ikl 0,2222 0,1250 * * * *
C 0,6667 0,9444 0,1667 0,5000 0,7778 0,5556 ekdkkk 0,8125
D 0,1111 Fhkxk 0,1667 0,3750 00,2222 **x** 1,0000 0,1875
E *kkkk *kkkk 0 ’4444 * *% *% * *%
UMC2350 A 0,4444 0,1111 1,0000 0,8750 1,0000 1,0000 0,0625 0,6875
B 0,5556 0,8889 okkkk 0,1250 TRk kR 0,9375 0,3125
UMC1736 A 0,1111 11,0000 0,7778 0,5625 0,3333 1,0000 11,0000 0,6250
B 0,8889 Fekkxk 0,2222 0,0625 0,6667 ***** Fokkkk 0,1250
C *kkkk *kkkk *kkkk 0 , 3750 *kkkk *kkkk *kkkk O , 2500
UMC1077 A Fokkkk Fekkokk 0,5556 0,3750 1,0000 0,5000 Fokkkk 0,3125
B 0,7778 0,2222 0,2222 0,5000 wRek - 0,2778 0,0625 0,1875
C Fokkkk 0,7778 Fokkkk 0,0625 Rk 0,2222  0,9375  0,3125
D 0,2222 ikl 0,2222 0,0625 * * * 0,1875
UMC2226 A 0,1111 Fekkxk 0,2222 Fokkkk 0,7222 *rx** Fokkkk 0,3125
B 0,2778 0,6111 0,0556 0,5625 kR kR 0,5000 Fohkxk
C 0,3333 Fokkxk 0,3889 okkkk *ekkx - 1,0000 kkkk 0,2500
D 0,2778 0,3889 0,3333 0,0625 00,2778 **xx* 0,5000 0,4375
E * * * 0,3750 * * * *
UMC2343 A 0,2778 Fohkxk 0,6111 * * * * 0,5000
B 0,1111 1,0000 0,1111 0,4375 kR Rk 1,0000 0,1250
C 0,3889 Fohkxk okkkk 0,5625 * * * 0,2500
D 0,2222 Fokkokk 0,2778 Fokkkk 1,0000 1,0000 Fokkkk 0,1250
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Quadro 6 Cont...

UMC2115 A 0,2222 0,5556 0,2222 0,5625 0,5556 0,6667 0,3750 0,4375
B krk ek 0,0556 0,1875  wrxkx kkkkk 0,3750 0,2500
C 0,7778 0,4444 0,7222 0,2500 0,4444 0,3333 0,2500 0,3125
UMC2116 A 0,1111 0,8333 0,8333 0,6875 ¥+ (05000 0,6250 0,5625
B 0,8333  *Hx* 0,1667 0,1875 0,7222 0,5000 0,3125 0,3125
C 0,0556 0,1667  ***** 0,1250 0,2778 0,0625 0,1250
umMC2047 A 0,1111 0,5000 0,2222 0,5625  *FRk ko 1,0000 0,5625
B 0,7778 0,1111 0,5556 0,2500 1,0000 1,0000  #***** 0,2500
C 0,1111 0,3889 0,2222 0,1875  *ERk ke kkkk 0,1875
UMC1664

A 0,5556 0,5000 0,5000 0,5625 0,5556 1,0000 0,5000 0,5000
B 0,2778 0,1667 0,1111 0,1250  * *x 0,1875
C 0,1667 0,3333 0,3889 0,3125 00,4444 *++x* 0,5000 0,3125

Os valores para a proporcéo de lo8&R polimérficos e os valores para as
estimativas da proporcao de heterozigotos obselfh)l@ esperada ({ para cada

variedade, estéo relacionados no Quadro 7.

Quadro 7 - Parametros de diversidade genéticaaalslipara as 8 variedades de
milho pipoca: tamanho da amostfl), numero de locos polimorficosl(pl),
porcentagem de alelos polimoérfico%R), nimero médio de alelos observados
(na), numero efetivo de aleloge), heterozigosidade média observadth) e
heterozigosidade média esperada de(Ngi

Variedades N N(pl) %P na Ne Ho He
Vicosa M-21 09 15 100,00 2,9333 2,0065 0,3852 0,4539
IAC-112 09 11 73,33 11,8667 1,5477 0,4148 0,2790
SE-013 09 13 86,67 2,8667 2,1301 0,3852 0,4650
Laranj. Sul 08 15 100,00 3,1333 2,3607 0,4833 0,5547
Argentina 09 7 46,67 1,4667 1,3746 0,2889 0,2053
Chile 09 7 46,67 1,7333 1,5002 0,2074 0,2346
Zélia 08 9 60,00 1,7333 15471 0,4417 0,2599
UNB-02 08 15 100,00 3,0000 2,4322 0,5667 0,5521

As variedades Vicosa M-21, Laranjeiras do Sul, eBelNapresentaram a
maior proporcao de locgmlimérficos (100% de locos polimorficos), apresemio
variagcdo alélica em todos os locos microssatekieslisados (Quadro 6). No
conjunto de todos os 8 gendtipos, a proporcado nalilmcos polimorficos foi de
76,66%. Esta proporcédo de locos polimérficos nasedades Vigcosa M-21, SE-
013, IAC-112, Chile, UNB-2, Laranjeiras do Sul, Argina e Zélia foi maior que a

37



registrada para linhagens de milho pipoca. Liule{29®03) encontraram 54% de
locos polimérficos em 7 linhagens e Dandolini et(20D08) registraram 50% de
polimorfismo em 10 linhagens, analisando 14 |o&&R. Em milho comum, a
proporcao de locos polimorficos registrada nadiiera tem sido bem maior que o
valor encontrado nos 15 loc8SR das 8 variedades de milho pipoca. Qi-Lun et al.
(2008) obtiveram 96,8% de locos polimorficos em ta@livares de milho comum,
utilizando 45 locoSSR em amostras telk simples.

Desta forma, a média de alelos por loco e o pofisrap obtido nos 15
locosSSR avaliados em 8 gendétipos de milho pipoca fasianguando comparado
com os valores registrados na literatura paraveudts e linhagens de milho
comum. O fato dos primers de microssateélites tesielm construidos originalmente
a partir do genoma de milho comum e selecionadoscagdualmente a partir da
biblioteca genémica do milho comum, pode ser umfdtzges que contribuiu para
essa menor diversidade genética. Alguns autores tégistrado que o0s
microssatélites sdo mais variaveis na espécienatiga partir da qual estes foram
construidos, do que nas espécies intimamente sakdas com a espécie original
(Matsuoka et al., 2002). O milho pipoca é da messpEcie que o0 milho comum,
porém, em estudos que comparam a diversidade ga&netis |0cosSSR de
linhagens e populacdes de polinizacdo aberta deomidmum, de outras espécies
do génerZea, e de milhos com caracteristicas especiais taamilho pipoca e
milho doce, o milho pipoca tem apresentado um ndarderalelos por loco menor e
valores de heterozigosidade média também menorudoog verificados para o
milho comum (Liu et al., 2003).

Os primersuMC2281, UMC2115, UMC2116 revelaram polimorfismo em
todos os gendtipos analisados no presente estutw(Q6), podendo, portanto, ser
apontados e considerados como efetivos e promgspara detectar polimorfismos
em variedades de polinizacéo aberta de milho pipoca

A heterozigosidade média observada variou enti@7@,2 0,5667 (Quadro
7). As variedades UNB-02 e Laranjeiras do Sul apresam a maior proporcéo de
plantas heterozigotas ¢ 0,5667 e 0,4833, respectivamente) e a maiorqocap

de heterozigotos esperado também foi verificadovaasdades Laranjeiras do Sul
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e UNB-02 (H = 0,5547 e 0,5521 respectivamente). A alta heigosdlade na
variedade UNB-02 pode ser explicada pelo fato de wsea variedade de
polinizacdo aberta e originada de cruzamentos giveges entre um composto
indigena com uma populacdo americana. Estas vdesdeom heterozigosidade
alta, assim como as variedades com excesso detigtans observados (IAC-112,
Argentina, Zélia e UNB-02) podem ser consideradeasacpromissoras para selecao
continuada de progénies. A manutencdo de divemsidgadética durante a formacao
de progénies é importante para o0 progresso deasel@prque ela aumenta as
possibilidades de selecdo em médio e longo prazo.

As variedades Argentina e Chile apresentaram a megierozigosidade
média observada (H= 0,2889 e 0,2074, respectivamente), pois 8 dosodas
analisados estdo em homozigose na variedade AngeitiMC1063, UMC1653,
UMC1071, UMC2262, UMC2350, UMC1077, UMC2343, UMCZ04e na
variedade Chile (UMC1653, UMC1071, UMC2350, UMC1736MC2226,
UMC2343, UMC2047, UMC1664), apresentando alelogrdiites em apenas 7
locos(46,67% de locos polimaorfico).

Os valores de kobtidos (Quadro 8) revelam o déficit de heterozigaos
15 locos analisados (= -0,0563). O valor baixo e negativo indica umesso de
5,6% de plantas heterozigotas nas 8 variedadesahad. O fato da maioria das
variedades serem hibridos (Zélia e IAC-112) ouedmiles de polinizacdo aberta
(Vicosa M-21, UNB-2, SE-013 e Laranjeira do Suldecexplicar o alto nivel de
heterozigosidade média encontrada nas 8 populag@isadas. Apesar de o total
de déficit de heterozigotos nos 15 locos analisadss 8 variedades indicar um
excesso de heterozigotos, valores altos de défclteterozigotos foram verificado
nos locosBNLG1063, BNLG1083, UMC2350 e UMC2343 {E 0,4230; 0,4004;
0,3518; e 0,3100; respectivamente). Esses valtitss gue indicam um excesso de
homozigotos em alguns locagpontam para tendéncia de fixacdo de determinados
alelos nos referido®cos. Esta tendéncia para fixacdo de alelos pedelservada
nas variedades Argentina e Chile, de genealogiasodbecidas. As variedades
Zélia e IAC-112, apesar de serem hibridas, tambprasantam tendéncia para

fixacdo de alelos em 6 e 4 loco, respectivament&ad€@® 6). Os locos com déficit
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de heterozigotos (BNLG1063, BNLG1083, UMC2350 e UM3E3) (Quadro 5)
podem estar sendo alvo da selecao direcionadamenta com os locos para
caracteristicas agronémicas de interesse em detstas variedades. De acordo
com esta hipotese, os locos BNLG1063, BNLG1083, ZBED e UMC2343,
poderiam estar ligados com locos para caractexsstgquantitativas. Este é um
aspecto que merece ser investigado futuramente.

O valor positivo e alto para o coeficiente B = 0,3307) (Quadro 8)
reflete a endogamia global determinada por cruztsearéo causais presente nas 8
variedades de milho pipoca e provavelmente deveesettado de eventos de auto-

polinizagdo em processos de selecéo.

Quadro 8 - Parametros de diversidade genética gmnarimersavaliados nos 8
genaotipos de milho pipoca. Numero de individuos strados (N), déficit de
heterozigotogF,s), coeficiente de endogam(g,;), proporcéo da diversidade génica
entre os primers testad@Bs;), fluxo génico estimadoNm) de Fst = 0.25(1 -
Fst)/Fst

Locos N S Fr Fer Nm

BNLG1063 69 0,4230 0,7159 0,5077 0,2424
UMC1653 69 0,0035 0,2611 0,2585 0,7170
UMC1071 69 -0,2240 0,0635 0,2349 0,8144
UMC2262 69 -0,0643 0,3560 0,3949 0,3831
uMC2281 69 -0,5196 - 0,0592 0,3030 0,5752
BNLG1083 69 0,4004 0,6306 0,3840 0,4010
UMC2350 69 0,3518 0,7414 0,6010 0,1660
UMC1736 69 0,1159 0,5225 0,4599 0,2936
UMC1077 69 0,2313 0,5466 0,4102 0,3594
UMC2226 69 -0,2695 0,1749 0,3500 0,4642
UMC2343 69 0,3100 0,7125 0,5833 0,1786
UMC2115 69 -0,0312 0,1067 0,1338 1,6191
UMC2116 69 -0,2115 0,1324 0,2839 0,6306
uMC2047 69 0,1936 0,5438 0,4343 0,3256
UMC1664 69 -0,6778 - 0,5051 0,1029 2,1798
Total 69 -0,0563 0,3307 0,3664 0,4324

As diferentes freqiéncias dos alelos e os valoltes @ baixos para as
heterozigosidades observada e esperada nas d¥ereatiedades determinaram
uma diferenciacdo genética muito alta entre agi@dades. De acordo com Wright

(1978), valores de JF superiores a 0,25 indicam divergéncia interpopoisd
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muito alta e valores de ¢F no intervalo 0,15 — 0,25 indicam divergéncia
interpopulacional alta. Apenas em 2 locos, os eslae E; foram inferiores a 0,15
(UMC2115, UMC1664). Desta forma, € possivel comotpie as 8 variedades de
milho pipoca analisadas no presente estudo saoaite diferenciadas para os 15
locos SSR analisados, formando populagdes geneticamstridugadas. A maior
diferenciacdo genética foi evidente no 1ddMC2350 (Fs; = 0,6010; Quadro 8).
Esse primeré, portanto, 0 mais adequado para ser usado phmerdiiar as 8
variedades no que refere a frequéncia diferenmal @lelos desse loco. A alta
diferenciacdo genética observada entre os 8 gesodtie milho pipoca ¢ =
0,3664) propde que 0s eventos casuais de recondema@gnéticas na geracdo das
variedades e/ou eventos de recombinacdes somatitasda variedade devem ser
0S agentes responsaveis pelos niveis, maior e mderovariabilidade genética

estimada.

IAC-112

Laranieis do Sul Araentina Chili

Figura 2 - Amplificacdo, usando o prim&MC1071 do DNA gendmico nos
genotipos de milho pipoca, com alelo C exclusivovaiaedade SE-013. (Marcador
Laeder1kb).
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A alta diferenciacdo genética entre os gendotipogén € observado pela
presenca de alelos exclusivos do genotipo. A vadedSE-013, apresentou dois
alelos exclusivos, o alelo C do lottMC1071 e o alelo E do locBNLG1083. A
variedade Laranjeiras também apresentou dois ateddssivos, o alelo D do loco
UMC1653 e 0 ALELO e do locoMC2226(Figura 2 e Quadro 6).

Nas variedades Vicosa M-21 e SE-013, foram obses/amn individuo
com fendtipo de alelo extra no lotiMC1653, formando um fenétipo de 3 bandas
de DNA no gel de agarose, que reflete um quimerismatecidos de folhas com
constituicdes genotipicas diferentes (Figura 2)al€o D do locoUMC1653, se
desconsidera-lo na analise como alelo extra, aparaenbém como alelo exclusivo
da variedade Laranjeiras do Sul, com frequéncia, t&75.

Os alelos extras ndo foram considerados para asandd diversidade
genética dos 8 genadtipos, mas a evidéncia destesegpanportante para indicar, por
exemplo, o potencial de estabilidade ou diversificagenética nessas populacdes.
Embora o quimerismo possa ser considerado coma tend efeito menor na
variabilidade de milho pipoca, porque esta esp@zieproduz por cruzamentos, um
terceiro alelo num lIoc&SR € indicativo do potencial deste loco para difieacao
e variabilidade molecular. O quimerismo caractelazpor Hocquigny et al. (2004),
tem sido descrito em clones de uvas (Crespan, 20@hcada et al., 2006) e
também nos locoadMC1446, UMC1590, e UMC2343, em progénies de milboe
(Rupp et al., 2009).

IAC-112

Figura 3 - Gel de agarose, mostrando a presengaetio extra C) para o loco
UMC1653, encontrados juntamente com os alelos Aferéando um fendtipo de
3 bandas (quimérico). O alelo C foi observado cateto extra em uma planta da
variedade Vicosa M-21 e SE-013. (Marcataeder 1kb).
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O nivel de divergéncia genética, calculado peladicentes de identidade
e de distancia genética de Nei (1972) entre asri@damles nos 15 locoSSR
(Quadro 9), estd indicado pelos valores de ideddidentre as mesmas no
dendrograma da Figura 4.

Quadro 9 - Matriz de similaridade construida aipdds coeficientes de identidade
e distancia genética de Nei (1972), obtidos comoslada avaliacdo de
microssatélites para as 8 variedades de milho gipoc

Gendtipos Vigcosa IAC-112 SE-013 Laranj. Argentina Chile Zélia UNB3:Z

M-21 Sul

Vicosa M-21 il 0,5994 0,566 0,6003 0,7533 0,705C 0,487 0,702
IAC-112 0,5118 folaa 0,473  0,6701 0,4681 0,587¢ 0,837 0,705¢
SE-013 0,5689  0,7487  **** 0,7309 0,5812 0,644: 0,460 0,744
Laranj. Sul 0,5103 0,4004 0,313¢ rxk 0,5398 0,604< 0,652 0,736°
Argentina 0,2833 0,7591 0,542¢ 0,6166 il 0,7977 0,444 0,675¢
Chile 0,3496 0,5314 0,439%¢ 0,5034 0,2261 k0,470 0,734
Zélia 0,7180 0,775 0,775 0,4264 0,8100 0,754: ****  0,623:
UNB-02 0,3533 0,3487 0,294 0,3055 0,3921 0,308¢ 0,472 ****

Identidade Genética de Nei (acima da diagonal}séabcia Genética (abaixo da diagonal).

O dendrograma esta formado por trés agrupamentasgais, nos quais as
variedades estdo distribuidas num intervalo delamiisidddes ou identidade (I)
genéticas que varia de 0,4449 a 0,8374. As vargdadlia e IAC-112 s&do as mais
similares (I = 0,8374), enquanto as variedadesaZéliArgentina sdo as mais

divergentes geneticamente (I = 0,4449) para 09dds5SR.

Vigosa

Argentina

Chile

SE-013

UNB-02

Laranjeiras

IAC-112

Zéelia

%16047 . 0_,4705 ) 0,3095 0,_2947 0,2261 0,17_75 . ) .
“Figura 4 - Distancia genética entre as 8 variedades de milho pipoca. A estimativa

foi realizada por meio do método UPGMA empregando o programa POPGENE
1.32.
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As variedades Vicosa M-21, Argentina e Chile conmp&® grupo |; as
variedades SE-013, UNB-01 e Laranjeiras do Sul &mmp o grupo 2,
apresentando maior similaridade genética; enquaswariedades IAC-112 e Zélia
formam o grupo lll, com menor similaridade genégoarelacdo as demais.

A maior similaridade encontrada entre as variedZ@dia e IAC-112 pode
ser explicada pela origem dessas variedades; arfirvasn lancadas quase
simultaneamente e possuem em sua constituicdo igeaogenes de variedades
Norte Americanas. A variedade hibrida Zélia foiidemia de variedades Norte
Americanas e a variedade hibrida IAC-112 por coaties de variedades Norte
Americanas com genatipos tropicais (Rangel et28l08). Além disso, embora as
duas linhagens geneticamente mais similares tenb@m desenvolvidas por
programas de melhoramento genético diferentes sapoger tido processos de
conducdo de selecdo diferentes, as caracterisagasnomicas selecionadas
provavelmente devem ter sido comuns.

As variedades Vicosa M-21, UNB-2 e SE-013 tambésspem genes de
variedades Norte Americanas em sua constituicamtigeea, mas o fato das
variedades Argentina, Chile e Laranjeiras do Srdraegenealogias desconhecidas
dificulta a interpretacdo e a justificativa da engacéo do dendrograma da Figura
4. Por outro lado, o resultado da organizacdo ferid® dendrograma € muito
importante para informar que cruzamentos entretgdada variedade Argentina
com plantas da variedade Zélia, por exemplo, sémigsores para ampliar a base
genética de milho pipoca. O dendrograma € particdate importante para
posicionar e relacionar as variedades de origemodégcida entre si e com outras
variedades. A caracterizacdo genética de cultivdeemilho pipoca da Argentina
(Bracco et al., 2009) tem indicado valores baixosltes para os niveis de
heterozigosidade observada e esperada nas difeneopellacdes e tem mostrado
uma alta diferenciacdo entre as populacbes de eegifferentes. Em algumas
populacdes, também foi descrito excesso de hommziga exemplo do verificado
na variedade Argentina analisada no presente estudo

Evidéncias de que a domesticacdo e a selecaaiattifara caracteristicas

morfolégicas e agronémicas importantes em milhcspes um efeito menor na
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diversidade genética nos locd&@SR foram apresentadas por alguns autores
(Vigouroux et al., 2005). Assim, é possivel qudoe®sSSR possam ser apontados
como marcadores moleculares promissores e adequaa@s acompanhar e
direcionar a selecdo de caracteristicas desej@meigenotipos de milho pipoca.
Desse modo, os valores estimados para a identglmética entre as variedades
(Quadro 9) podem ser Uteis para direcionar cruzeragromissores no sentido de
selecionar a caracteristica de interesse, manteada@ampliando a diversidade

genética em locos, em principio sdo consideradagisass como 0s locoSSR.
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5. CONCLUSOES

a) Os primersUMC2281, UMC2115,UMC2116 podem ser recomendados para
detectar polimorfismos em variedades de polinizat#ta de milho pipoca porque
revelaram polimorfismo em todos os genotipos aadtis e o primer UMC2350
pode ser recomendado para diferenciar gendtipawili® pipoca porque o loco
UMC2350 apresentou o maior nivel de diferenciagéees variedades.

b) As variedades UNB-02, Laranjeira do Sul, IAC-1¥gentina e Zélia sao
promissoras para selecéo continuada de progénignésho e longo prazo porque
apresentam heterozigosidade observada alta e/egsexde plantas heterozigotas.
c) A base genética das 8 variedades de milho pipicasa M-21, IAC-112, Zélia,
Laranjeiras do Sul, UNB-2, SE-03, Argentina e Chidlo é ampla, mas elas
formam populacdes geneticamente estruturadas.

d) As plantas das variedades Vigcosa M-21, IAC-1Ezanjeiras do Sul e UNB-2,
com maior proporcéo de locos polimérficos, e Lazmas do Sul com maior nivel
de heterozigosidade esperada, podem ser recomen@ada cruzamentos com
plantas que apresentem caracteristicas agronéndiessjaveis, no sentido de

ampliar a base genética de genétipos de milho pipoc
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