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RESUMO

MONTECELLI, Alfredo Vieira, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, julho de
2011. Utlizacdo de descritores morfolégicos e moleculare S na
caracterizacdo da divergéncia genética de linhagens de milho. Professor
Orientador: Alessandro Lucca Braccini. Coorientador: Carlos Alberto Scapim.

A anadlise da divergéncia genética por métodos preditivos tem sido utilizada como
um dos critérios para a escolha de genitores em programas de melhoramento de
plantas. Os objetivos deste trabalho consistiram em estimar a divergéncia
genética entre linhagens de milho, utilizando dados morfoldgicos e moleculares e,
por meio de técnicas de analise multivariada, verificar o relacionamento destes
procedimentos e correlacionar os agrupamentos formados com grupos heteréticos
previamente estabelecidos por meio de topcrosses. Os experimentos foram
realizados na Cooperativa Central de Pesquisa Agricola (Coodetec), em
Cascavel/PR. O experimento de campo foi conduzido na safra 2009/10, avaliando
um conjunto de 46 linhagens-elite de milho. Foram avaliadas dez caracteristicas
morfolégicas e utilizados dados moleculares de 44 marcadores microssatélites,
compondo as matrizes de distancias e medidas de dissimilaridade para as
analises de agrupamento. As analises de agrupamento evidenciaram a
divergéncia genética entre as linhagens de milho. Os coeficientes de correlacéo
cofenética foram adequados para a avaliacdo dos agrupamentos, mas poucas
concordancias entre os métodos de agrupamento e 0s grupos heterdticos
previamente formados puderam ser observadas. A utilizacdo de métodos
conjuntos que levem em consideragcdo as caracteristicas morfolégicas e
moleculares possibilita inferéncias complementares, constituindo informacao

relevante no planejamento de combinagdes para os cruzamentos de milho.

Palavras-chave: Zea mays; dissimilaridade; grupos heteréticos; analise

multivariada.
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ABSTRACT

MONTECELLI, Alfredo Vieira, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, June
2011. Use of morphological and molecular characterization of the genetic
divergence of maize inbred lines . Adviser: Alessandro Lucca Braccini.
Commitee Member: Carlos Alberto Scapim.

The analyses of genetic divergence, through predictive methods have been used
as a criterion for the choice of parents in plant breeding programs. The objectives
of the study were to estimate the genetic divergence among maize lines using
morphological and molecular data, using multivariate analysis, check the
relationship of these procedures and correlate the clusters formed with heterotic
groups previously established by usual method topcross. The experiment was
carried out at the Cooperativa Central de Pesquisa Agricola (Coodetec), in
Cascavel / PR, the field experiment was conducted in 2009/10, evaluating a set of
46 elite maize lines. We assessed 10 morphological traits and used 44 SSR
molecular markers to estimate the distance of matrix Euclidean measure for the
cluster analysis. Cluster analysis showed the genetic divergence between maize
lines. The cophenetic correlation coefficient was providing adequate assessment
of groups, however, little agreement between the clustering methods with the
previously formed heterotic groups could be observed. Thus, the combined use
methods taking into account morphological and molecular enable realizations or
further inferences, thus becoming relevant information in planning combinations

for maize crosses.

Keywords: Zea mays, dissimilarity, heteroctic groups,
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de linhagens em programas de melhoramento genético de
milho estd4 associada a busca de heterose, fenbmeno que proporciona grande
produtividade em hibridos provenientes de parentais que exibem alta divergéncia
entre si.

Apés a obtencdo de linhagens, uma das principais dificuldades dos
programas de melhoramento de milho sdo os estudos da capacidade de
combinacéo para a determinacéao de grupos heteroticos. Nesse contexto, entre as
técnicas disponiveis, destacam-se 0s cruzamentos dialélicos e os topcrosses, que
possibilitam avaliar, nos cruzamentos, 0os genétipos que apresentam boa
capacidade de combinacdo. Esta é a etapa mais trabalhosa e onerosa dos
programas de obtencao de hibridos na cultura do milho.

Uma das ferramentas que podem ser utilizadas para predizer, dentre um
grande numero de linhagens, as mais divergentes sdo as analises de divergéncia
genética. Os estudos de divergéncia genética tém sido de grande importancia em
programas de melhoramento de milho, pois fornecem informacdes sobre
parametros de identificacdo de genitores que possibilitam grande efeito heterético
e maior probabilidade de recuperar gendtipos superiores nas progénies (Cruz e
Regazzi, 1997).

A separacao de linhagens em grupos permite visualizar com antecedéncia
quais as melhores combinacdes, podendo assim evitar ou priorizar cruzamentos.
Por dispensarem a obten¢do de hibridos, os métodos preditivos tém alcancado
consideravel énfase. Caracteres morfolégicos e moleculares em associagdo com
técnicas multivariadas tém sido amplamente utilizados para quantificacdo da
distancia genética em programas de melhoramento de plantas.

O emprego de marcadores moleculares em milho tem se mostrado muito
importante na avaliagdo da diversidade genética entre linhagens e na
determinacao de grupos heterdticos. Entre as técnicas de analise de diversidade
destacam-se 0s métodos de agrupamento que empregam medidas de
dissimilaridade ou similaridades entre as linhagens (Machado, 1999).

Os objetivos deste trabalho foram estimar a divergéncia genética em 46

linhagens de milho, por meio de caracteristicas morfolégicas e moleculares;



verificar o relacionamento destes dois métodos e correlacionar 0s agrupamentos
formados pelos métodos hierarquico de UPGMA e de otimizacdo de Tocher com

grupos previamente definidos por topcrosses.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A cultura do milho

O milho é uma planta pertencente a familia Poaceae, Género Zea e
espécie Zea mays. E taxonomicamente identificado como Zea mays L. ssp. mays,
para distingui-lo do seu parente silvestre mais préximo, o teosinto, atualmente
considerado da mesma espécie e com varias subespécies (Paterniani e Campos,
2005). E originario das Américas, onde por milhares de anos serviu a nacées
indigenas de diferentes regides, propiciando o surgimento de inimeras racas e
constituindo assim uma ampla e diversa base genética. Pode ser encontrado
material com ciclos que podem ir de dois meses até mais de um ano, variedades
com graos grandes (milho cuzco), ou mindsculos (milho pinto), material com
espigas de 2,5 a 45 cm, entre outros (Fancelli, 1994).

Cultivado mundialmente entre as latitudes 58° norte e 40° sul, o milho
esta distribuido nas mais diversas altitudes e em localidades situadas desde
abaixo do nivel do mar até de 2.500 metros de altitude (Fancelli e Dourado Neto,
2000). A necessidade de adaptacdo a diferentes ambientes resultou em uma
ampla variabilidade genética, caracterizada pela existéncia de cerca de 300 racas
descritas, além de milhares de populacBes e amostras preservadas nos bancos
de germoplasmas (Hallauer e Miranda Filho, 1995). E, sem duvida, a principal
espécie alégama cultivada, ndo so pela sua importancia econémica, mas também
pela sua importancia em termos cientificos e tecnologicos. Toda a base referente
a genética e ao melhoramento de espécies alégamas foi desenvolvida com essa
espécie (Aradjo e Paterniani, 1999).

Devido a separacao das inflorescéncias masculina e feminina (monoicia),
ao numero de sementes produzidas, a facilidade de manipulagéo, a natureza dos
cromossomos e ao baixo numero de cromossomos (n=10), de acordo com Borém
e Giudices (2004), o milho constitui-se em excelente material para aplicacdo de
estudos genéticos.

No contexto da agropecuéaria, o milho € um dos cereais de maior
importancia econdmica. Em razdo de sua ampla distribuicdo e adaptacdo
geografica, € cultivado em todos os continentes, tendo grande participacdo na

alimentacdo humana e animal (Fancelli, 1994).
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No Brasil, o0 milho é uma das espécies de plantas mais cultivadas. Esta
presente em todo o territério nacional e, conforme estimativas da primeira e
segunda safras de 2010/11, foi cultivado em 13,4 milhdes de hectares, tendo
producdo de aproximadamente 56 milhGes de toneladas e produtividade média de
4.156 kg/ha. O Estado do Parana é o maior produtor deste cereal, com producéo
de 12,47 milhdes de toneladas e produtividade média de 4.574 kg/ha. Sua
importancia econdmica é caracterizada pelas diversas formas de sua utilizacao,
que vao desde a alimentacdo animal até a industria de alta tecnologia. O uso do
milho em grdao como alimentagcdo animal representa 70% do consumo deste
cereal (Embrapa, 2002).

Além da importancia econdmica do milho como principal componente na
alimentacdo de aves, suinos e bovinos, o milho cumpre papel técnico importante
para a viabilidade de outras culturas, como a soja e o algodao, por meio da
rotacdo de culturas, minimizando possiveis problemas com nematoides de galhas,
nematoide do cisto da soja e doencas, como o mofo branco e outras, dando
sustentabilidade para diferentes sistemas de producdo em muitas regides

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

2.2. Histérico e desenvolvimento dos hibridos de mi lho

A hibridacdo, em sentido mais amplo, tem sido de interesse para o
melhoramento de grande parte das espécies cultivadas, tanto para explorar o
vigor do hibrido na geragcdo F; como para promover o0 aparecimento de
variabilidade genética em populagbes (Miranda Filho e Nass, 2001).

A cultura do milho é, sem duvida, o exemplo mais notavel da utilizacdo do
processo da hibridacdo, devido ao fendmeno da heterose. O milho hibrido pode
ser conceituado como a primeira geracdo do cruzamento entre linhagens
endogamicas e/ou variedades. Desta forma, € explorada ao maximo a heterose
do cruzamento (Guimaréaes, 2007).

Existem diversos tipos de hibridos de milho, originados de parentais
diferentes, conforme Quadro 1.

O interesse pela heterose teve inicio em 1877, com os trabalhos de
autofecundacéo e cruzamentos realizados por Darwin, o qual foi influenciado por

Beal a propor a utilizacdo de cruzamentos intervarietais na producdo comercial de
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milho (Sprague e Eberhart, 1977). A manifestacdo da heterose na producao de
gréos hibridos intervarietais foi muito estudada no inicio do século XX, porém a
grande contribuicdo pratica para a agricultura iniciou-se com os trabalhos basicos
de Shull (1908, 1909) e East (1908) e a introducéo dos hibridos duplos por Jones
(1918 e 1922).

Quadro 1 — Tipos de hibridos e parentais que 0s originam

Hibridos Parentais
Intervarietal Variedade A x Variedade B
Topcross Linhagem x Variedade

Hibrido simples Lin. AxLin.B

Hibrido simples modificado (Lin. A x Lin. A’) x Lin. B

Hibrido triplo (Lin. A x Lin. B) x Lin. C

Hibrido triplo modificado (Lin. Ax Lin. B) x (Lin. C x Lin. C)
Hibrido duplo (Lin. A x Lin. B) x (Lin. C x Lin. D)

Fonte: Paterniani e Campos (2005).

Em 1909, o botéanico e geneticista norte-americano Shull observou que,
quando se fecundava a planta com o proprio pélen, produziam-se descendentes
menos vigorosos. Repetindo-se este processo nas sete ou dez geracles
seguintes, os descendentes fixavam caracteristicas agronémicas importantes. As
plantas, que geravam descendentes geneticamente semelhantes, passaram a ser
chamadas de linhas puras. Shull notou que duas linhas puras diferentes, ao
serem cruzadas entre si, produziam descendentes com grande vigor, chamado de
vigor hibrido ou heterose, dando origem assim ao milho hibrido (CIB, 2009).

Shull (1908) sugeriu uma metodologia para selecéo e produgao comercial
de hibridos, que consistia nas seguintes etapas: autofecundacdo, obtencéo de
linhas puras, realizacdo de cruzamentos entre as linhagens e avaliacdo dos
cruzamentos para selecdo de genadtipos superiores. Entretanto, devido ao baixo
vigor das linhagens e a producdo de baixas quantidades de sementes hibridas, a
indUstria sementeira ndo se desenvolveu (Machado, 2007).

Jones (1918) sugeriu a producéo de hibridos duplos a partir de hibridos
simples. Entre 1920 e 1930, nos Estados Unidos, foram sintetizados os primeiros

hibridos duplos do mundo, mais produtivos e de maior estabilidade e tolerancia a
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condi¢cdes ambientais adversas. Por volta de 1950, 100% da area plantada na
Regido do Corn Belt era cultivada com hibridos duplos (Hallauer, 1990).

Desde a metade da década de 1960, os hibridos simples vém
substituindo os duplos nos EUA e, atualmente, quase a totalidade dos hibridos
cultivados séo do tipo simples (Souza Sobrinho, 2001).

Os primeiros trabalhos de melhoramento com milho no Brasil tiveram
inicio em 1932 no IAC - Instituto Agronémico de Campinas, no estado de Sao
Paulo, sendo o Brasil o segundo pais a adotar o milho hibrido (Sawazaki e
Paterniani, 2004). No IAC, Carlos Arnaldo Krug e colaboradores inicialmente
conduziram trabalhos, procurando a obten¢é&o de linhagens de milho Cateto, o
mais popular entre os produtores. Mas os primeiros hibridos conseguidos a partir
de 1939 nédo foram muito produtivos, embora mais produtivos que o milho Cateto.
O cruzamento Cateto por Cateto deu origem ao primeiro hibrido duplo brasileiro, o
H.3531 (Viégas, 1989).

Gladstone e Antonio Secundino, em 1935, iniciaram trabalhos de
pesquisa com milho na Universidade Federal de Vicosa, produzindo, em 1938, o
primeiro hibrido comercial, um cruzamento das variedades Cateto e Amareldo. Os
trabalhos destes ultimos pesquisadores tiveram continuidade com a fundacao da
companhia Sementes Agroceres S/A.

Antes da década de 1960, as cultivares de milho utilizadas, aléem de
pouco produtivas, eram excessivamente altas, acamavam com facilidade e nao
suportavam altas densidades de semeadura. Com os trabalhos de melhoramento,
mudancas expressivas foram registradas, ndo s6 na produtividade, mas também
na reducdo do porte das plantas, produzindo, em consequéncia, maior
adaptabilidade a condicbes de estresse hidrico, menor acamamento, maior
resisténcia a doencas e pragas, aprimoramento da qualidade nutritiva dos gréos e
demais caracteres importantes para a cultura (Sawazaki e Paterniani, 2004).

Borém (1998) salienta que a introducdo do milho hibrido na década de
1920 constituiu-se em um dos maiores impulsos a agricultura moderna. Segundo
o autor, o progresso do milho hibrido, aliado a melhoria das praticas culturais,
contribuiu para o aumento nao so6 da produtividade, mas também da qualidade da

cultura.



2.3. Heterose ou vigor hibrido

A heterose pode ser definida como o vigor manifestado em cruzamentos
entre individuos geneticamente divergentes, aumentando o valor dos caracteres
quantitativos nos hibridos em relacdo aos pais (Suresh e Khanna, 1975). Para
Falconer (1987) e Viégas e Miranda Filho (1978), a heterose em hibridos e
linhagens é o inverso da depressao causada pela endogamia.

Existem, de acordo com Paterniani (1974), duas teorias para explicar a
heterose: a da dominéncia, proposta por Davenport (1908), Bruce (1910) e Keeble
e Pellew (1910), que explica a heterose pelo acuamulo, no hibrido, de genes
dominantes provenientes de ambos 0s pais; e a teoria da sobredominancia,
proposta concomitantemente por Shull (1908) e East (1908), a qual explica a
heterose pela propria condicdo heterozigoética dos locos que controlam o carater.
Assim, em cada “loco”, a condicdo heterozigédtica seria superior a qualquer dos
homozigotos.

Em relacdo ao milho, ha fortes evidéncias de que a heterose nesta espécie
€ resultante do acumulo de locos, com alelos expressando dominancia
parcial/completa (Hallauer et al., 1988). Smith e Smith (1989) relataram, em
relacdo ao milho, que a heterose seria uma funcdo de heterozigosidade em um
namero de locos.

Silva e Miranda Filho (2003) relatam que a heterose tem sido altamente
explorada em programas de melhoramento de milho, identificando as populacdes
divergentes que servirdo de base para o desenvolvimento de linhagens
endogamicas, posteriormente utilizadas em cruzamentos.

Estudos tém revelado que, quanto maiores os contrastes genéticos entre
0s progenitores escolhidos para as hibridacbes, maiores sdo as chances de
aparecerem efeitos heteréticos entre os descendentes (Ronzelli Junior, 1996;
Pinto et al., 2001). Segundo Stuber (1994), a exploracdo da heterose € uma das
principais razbes do sucesso das empresas de sementes, devido ao
desenvolvimento de novas e melhores cultivares.

Grupo heterético é um termo comumente usado pelos melhoristas de
milho, porém nado se encontra nenhuma definicdo clara e objetiva do significado
dessa expressao na literatura. Esse termo foi estabelecido empiricamente por

meio da relacdo da heterose observada nos cruzamentos envolvendo diferentes



cultivares de polinizacédo aberta (Hallauer et al., 1988). Sua importancia para os
melhoristas reside no fato de que o0s cruzamentos entre grupos heteréticos
distintos resultam em uma elevada heterose.

Os grupos heteréticos sado formados com a inclusdo de populacbes ou
linhagens em grupos, de tal forma que, dentro de grupos, 0s cruzamentos nao
manifestam a heterose ou esta é muito baixa, enquanto entre grupos os niveis de
heterose séo elevados. Hallauer (1990) assinala que grupos heteréticos podem
ser definidos como germoplasmas que, quando avaliados em combinacdes
hibridas, exibem superioridade consistente, geralmente resultante de heterose.

No Brasil, um dos padrdoes mais explorados em programas de
melhoramento de milho tem sido o cruzamento entre materiais de endosperma do
tipo dentado e do tipo duro (Padilha, 2002). Borém (1998) afirma que 0 sucesso
dos programas de melhoramento depende da eficiéncia de linhagens que, quando
cruzadas, produzem hibridos superiores. O uso de linhagens de grupos
heteréticos distintos evita a obtencdo e avaliagdo de cruzamentos pouco

promissores, pois desta forma é possivel explorar a heterose.

2.4. Avaliacéo da capacidade de combinacéo de linha  gens

A obtencao de linhagens e seu comportamento em combinagées hibridas,
assim como o potencial per se, € um dos objetivos basicos num programa de
melhoramento genético de milho. A identificacdo de linhagens que tenham boa
capacidade de combinagdo e, consequentemente, produzam bons hibridos,
sempre foi um dos pontos de maior interesse dos melhoristas ao longo desses 80
anos de exploracao do milho hibrido.

Era comum, até o final da década de 1920, avaliar todos os n(n-1)/2
hibridos possiveis com um grupo de n linhagens, pois o numero de linhagens
disponiveis era pequeno. Contudo, com o aumento do numero de linhagens nos
programas de melhoramento, esse método se tornou inviavel, pois o numero de
hibridos possiveis se elevava rapidamente, por isso novos meétodos foram
propostos para a identificagdo de combinagOes superiores. A utilizacdo de
topcross (Davis, 1927, Jenkins e Brunson, 1932), que consiste na avaliacdo dos
cruzamentos de grande numero de linhagens com um testador comum, foi o

passo seguinte na tentativa de solucionar o problema.
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Segundo Hallauer e Miranda Filho (1995), a utilizacdo de topcross no
melhoramento tem como objetivos: 1) a avaliagdo da capacidade de combinacéao
de linhagens endogamicas num programa de melhoramento de hibridos; e 2) a
avaliacao do valor genético dos genadtipos da populagcédo a ser melhorada.

A predicdo do comportamento de hibridos duplos foi primeiramente
proposta por Jenkins (1934), utilizando dados dos hibridos simples entre as
linhagens envolvidas. Como o numero possivel de hibridos simples era menor
entre linhagens de hibridos duplos, a metodologia tornou-se viavel e tem sido
empregada até hoje nos programas de obtencdo de milho hibrido. Com a
introducdo do conceito de capacidade geral e especifica de combinacdo, na
década de 1940 (Sprague e Tatum, 1942), os esquemas de cruzamentos
dialélicos comecaram a ser estudados e muito contribuiram para a avaliacdo do
comportamento de linhagens em cruzamento.

Dois tipos de habilidade de combinagdo podem ser reconhecidos: 1) a
capacidade geral de combinacdo (CGC), que se refere a capacidade de um
genatipo produzir progénies com dado comportamento, quando cruzado com uma
série de outros genitores; e 2) a capacidade especifica de combinacdo (CEC),
que se refere ao comportamento de uma combinacdo especifica, que pode
desviar do comportamento esperado com base na CGC. Os conceitos da CGC e
CEC sao uteis na caracterizacdo das linhagens em cruzamentos, sendo esta
CGC associada principalmente a genes de efeito aditivo e a CEC dependente
basicamente de genes de efeito ndo aditivo (dominancia e epistasia).

Cruz e Regazzi (2001) descreveram as metodologias de analise dialélica,
citando os varios tipos de dialélico, como dialélicos balanceados (completos ou de
meia tabela), dialélicos parciais, dialélicos circulantes, dialélicos incompletos e
dialélicos desbalanceados de acordo com a inclusdo ou ndo dos genitores e
hibridos reciprocos. O termo dialélico é utilizado para expressar as combinacdes
possiveis de p(p-1)/2 hibridos, resultantes do acasalamento entre p progenitores.
Os modelos de Griffing (1956), Gardner e Eberhart (1966) e Hayman (1954)
representam as bases para os estudos de agrupamento de genitores como, por
exemplo, a estimativa da CGC e CEC.

Os cruzamentos dialélicos tém sido muito usados no melhoramento de

milho e se mostrado eficientes para detectar divergéncias genéticas entre as



linhagens e alocar estas em grupos heteréticos distintos (Hallauer, 1990; Borém e
Miranda, 2005).

Métodos de predicdo, envolvendo poucos cruzamentos, a previsdo do
rendimento dos hibridos com base apenas no conhecimento das linhagens
progenitoras e a alocacao dessas linhagens em grupos heteréticos estdo entre os
principais objetivos a serem alcancados pelos melhoristas.

2.5. Diversidade genética

Pode-se definir diversidade genética como a amplitude da variacdo
genética existente para uma determinada espécie. Para garantir a eficiéncia de
um programa de melhoramento € necessario caracterizar o germoplasma, pois
sem o conhecimento da variabilidade e da sua interacdo com o ambiente torna-se
dificil a obtenc&o de gendtipos superiores (Milach, 1998).

A avaliacdo da diversidade genética € muito utilizada pelos melhoristas de
milho como um método alternativo para a selecdo de germoplasma, além de
possibilitar o arranjamento de linhagens em grupos heteroticos que, quando
intercruzados, dardo os melhores resultados (Souza, 2001). Este método visa a
selecionar aqueles materiais mais promissores e diminuir 0s gastos e o tempo
necessarios para a realizagdo de varias combinagcbes hibridas, que seriam
desnecessarias. Por isso os esforcos se concentram nas combinacfes mais
promissoras, ou seja, haquelas entre materiais mais divergentes.

Em um programa de melhoramento, o conhecimento da distancia genética
entre gendtipos € muito Util, pois permite uma melhora na eficiéncia da
amostragem e utilizacdo de germoplasmas. Os melhoristas podem usar estas
informacgdes para tomar decisdes importantes, como, por exemplo, a escolha de
genotipos para o desenvolvimento de populagdes; ou para facilitar a identificagéo
de diversos genitores para a obtencdo de combinacdes hibridas, a fim de
maximizar a expressao da heterose (Miranda et al., 2003).

Apesar de a divergéncia genética ser uma condi¢cdo necessaria para haver
heterose, essa diversidade ndo é suficiente para que a heterose se manifeste,
pois esta depende da magnitude das diferencas de frequéncias alélicas e da

dominancia para todos os locos envolvidos (Cress, 1966; Guo et al., 2006).
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A predicdo da medida da distdncia genética, antes que qualquer
cruzamento seja realizado, podera ajudar os melhoristas a concentrar seus
esforcos apenas nas combinacfes mais heterdticas, pois a heterose manifestada
nos cruzamentos pode estar diretamente relacionada a distancia genética. De
acordo com Melo (2000), quanto maior a divergéncia genética entre os materiais
cruzados, maior sera a heterose e, consequentemente, maior a produtividade.

A avaliacdo da distancia genética pode ser obtida por meio das diferencas
fisiologicas, morfologicas, agrondmicas e moleculares existentes entre genotipos,
além de esta poder ser avaliada por meio da heterose ou da capacidade
especifica de combinacdo, manifestada numa série de cruzamentos entre as

variedades e/ou hibridos.

2.6. Caracterizacao morfolégica de milho

Recursos genéticos sdo coletados ndo apenas para serem conservados,
mas também para serem utilizados em um programa de melhoramento. Em
ambos 0s casos, ndo basta ter a semente ou a planta, é necessario também ter
informagOes sobre elas (Querol, 1993). As linhagens de milho devem ser
devidamente caracterizadas, para permitir ganhos genéticos mais promissores,
guando utilizadas pelos programas de melhoramento, e potencializar o uso destes
recursos pelos agricultores (Coelho, 2007).

Para conhecer os acessos a serem explorados no melhoramento, é
necesséria a utilizacdo de descritores morfoagronémicos. Os descritores de milho
foram publicados pelo CYMMIT (Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y
Trigo) e IBPGR, a atual Biodiversity International, 6rgéo internacional responsavel
pela elaboracdo de descritores recomendados para varias espécies, entre elas
Zea mays (L.) (IBPGR, 1991).

O CYMMIT emprega as seguintes definicbes na documentagcdo e
nomenclatura de recursos geneéticos vegetais: i) dados de passaporte: sao
identificadores da amostra e informacdo registrada pelos coletores; ii)
caracterizagdo: consiste no registro daquelas caracteristicas altamente
hereditarias, facilmente observadas a olho nu e se expressam em todos o0s

ambientes; iii) avaliacdo preliminar: consiste no registro de um numero adicional
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limitado de caracteristicas tidas como convenientes por consenso dos utilizadores
de determinada cultura.

A caracterizacdo e a avaliacdo preliminar sdo de responsabilidade dos
curadores, enquanto a caracterizagcdo e a avaliacdo avancada deverdo ser
realizadas pelos melhoristas. Os dados resultantes da avaliacdo avancada
deverdo ser enviados aos curadores, que manterdo o0s registros adequados
(Bioversity International, 2007).

Os principais descritores morfolégicos para a cultura do milho séo: altura
da planta, forma da primeira folha, comprimento da haste principal do pendéo,
GDU (unidade de grau dia) para floragdo masculina, numero de ramificacbes
secundarias do pendéo, angulo da haste principal do penddo e da ramificacdo
lateral, coloracdo do estigma pela antocianina, intensidade da coloracdo do
estigma pela antocianina, comprimento da espiga, tipo de gréo, cor da coroa do
grao, entre outros (Brasil, 2010).

No processo de selecdo de gendtipos potencialmente uUteis € comum o
emprego de critérios morfologicos para identificacdo das variedades que podem
apresentar grande diversidade fenotipica de forma ligada a diversidade genética
de uma espécie cultivada (Jarvis, 2000).

2.7. Marcadores moleculares

Marcadores moleculares tém sido sugeridos como ferramenta util em
véarios aspectos do melhoramento de plantas, como a descri¢cdo de variedades, a
construgdo de mapas genéticos, a medicdo das distancias genéticas entre as
linhagens e o préprio processo de selecdo (Rumin e Vencovski, 2001).

A estimativa da diversidade genética, obtida pela analise das informacdes
fornecidas por marcadores moleculares, tem aparecido com frequéncia nos
trabalhos mais recentes. A diversidade genética pode ser estimada pelo uso de
varios tipos de marcadores moleculares e analisada por um grande numero de
metodologias. Além de fornecerem informagcfes seguras e precisas, 0S
marcadores podem agilizar pesquisas, por possibilitarem a avaliagdo de um
grande numero de amostras de uma so vez.

Até meados da década de 60, de acordo com Ferreira e Grattapaglia

(1998), os marcadores utilizados em estudos de genética e melhoramento eram
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controlados por genes associados a caracteres morfolégicos, como nanismo,
deficiéncia de clorofila, cor da pétala; etc. Mais recentemente, os marcadores
bioquimicos, principalmente as isoenzimas e as proteinas de reserva, tém sido
utilizados na caracterizacdo de germoplasma e, de forma mais limitada, na
selecdo indireta. Contudo, estes marcadores, assim como 0s marcadores
morfoldgicos e citolégicos, também existem em namero limitado e com baixo nivel
de polimorfismo (Borém, 1998).

Os marcadores moleculares surgiram com o advento das técnicas de
biologia molecular e por meio de diversos métodos de deteccdo de polimorfismo
genético obtidos diretamente do DNA. A partir disso, o numero de marcadores
disponiveis passou a ser ilimitado, podendo estes ser obtidos em qualquer
organismo Vvivo e a sua utilizacdo é ampliada para a grande maioria das espécies
até recentemente pouco estudadas (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

A aplicacdo das técnicas que fazem uso dos marcadores moleculares de
DNA para acelerar e monitorar os programas de melhoramento genético resultou
em grandes avanc¢os no desenvolvimento de variedades melhoradas (Lanza et al.,
2000).

A tecnologia da reacdo em cadeia da polimerase (PCR- Polymerase
Chain Reaction), concebida por Mullis e Fallona em meados da década de 80
(Mullis e Faloona, 1987), causou uma grande revolucdo na biologia, tanto nas
pesquisas visando ao entendimento dos processos biolégicos fundamentais,
como nas areas aplicadas envolvendo diagndsticos de doencgas e melhoramento
genético de plantas e animais domésticos (Souza, 2000).

A técnica da PCR consiste na sintese enzimatica “in vitro” de um
segmento de DNA, delimitado por um par de primers de sequéncias especificas
de nucleotideos de fita simples. Segundo esses autores, primers sdo sequéncias
curtas de DNA, que pareiam com o DNA-molde e servem de iniciadores para a
sintese “in vitro” de uma nova fita de DNA. (Williams et al., 1990) e Welsh e
Mcclelland (1990) introduziram, independentemente, a técnica do polimorfismo de
DNA amplificado ao acaso ou RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”) com
o0 objetivo de utilizar iniciadores mais curtos e de sequéncia arbitraria de
nucleotideos para dirigir a reacdo de amplificacdo, eliminando, assim, a

necessidade do conhecimento prévio da sequéncia-alvo.
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Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), a técnica RAPD é basicamente
uma variagdo da PCR com duas caracteristicas distintas: 1) utilizacdo de um
anico primer em vez de um par; 2) o primer Unico tem sequéncia arbitraria e,
portanto, sua sequéncia-alvo é desconhecida. Para haver amplificacdo de um
fragmento de RAPD no genoma analisado, duas sequéncias de DNA
complementares ao primer arbitrario devem estar suficientemente adjacentes
(<4000 pares de bases) e em orientacdo oposta, de maneira a permitir a fixacao
exponencial de um segmento de DNA pela polimerase. Em funcdo da grande
guantidade de DNA produzido, este segmento pode ser visualizado diretamente
na forma de uma banda num gel de agarose submetido a eletroforese.

Além das vantagens ja descritas, os marcadores RAPD apresentam ainda
vantagens adicionais, por serem tecnicamente mais acessiveis e Terem um custo
mais baixo. Outra caracteristica fundamental dos marcadores RAPD é o fato de
se comportarem como marcadores genéticos dominantes, embora a dominancia
neste caso nao se refira ao conceito classico de interacdo entre alelos de um
mesmo loco, mas unicamente a interpretacao relativa entre genotipo e fendtipo de
um individuo (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Em trabalhos com milho citados por Souza (2001), a técnica RAPD tem
sido utilizada para a identificagdo das linhagens genitoras de hibridos, estudos de
diversidade e distancia genética e identificacdo de polimorfismo e de alelos de
resisténcia a pragas.

Outro tipo de marcador bastante utilizado é o marcador de microssatélite.
Experimentos realizados no inicio dos anos 80 demonstraram a existéncia de
sequéncias simples repetidas (SSR - Simple Sequence Repeats) em grande
quantidade no genoma de eucariotos (Tautz e Renz, 1984). Estas sequéncias se
tornaram mais conhecidas como microssatélites (Litt e Luty, 1989). A presenca de
microssatélites em plantas foi descrita pela primeira vez por Condit e Hubell
(1991), sendo que o elemento repetido mais comumente encontrado entre as
espécies vegetais é o di-nucleotideo AT (Morgante e Olivieri, 1993).

Microssatélites ou SSR correspondem a sequéncias com poucos
nucleotideos, geralmente de duas a trés bases repetidas em tandem (Smith et al.,
1997). Estes podem ser detectados a partir de regibes do DNA, contendo
sequéncias simples repetidas, as quais sdo amplificadas, via PCR, com a

utilizacado de um par de primers especificos, de comprimento entre 20 e 30 pares
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de bases, complementares a sequéncias Unicas que flanqueiam as sequéncias
simples repetidas.

Geralmente, os segmentos amplificados a partir destas regides
apresentam grande polimorfismo, resultante da presenca de diferentes nimeros
de sequéncias simples repetidas. Cada regido de microssatélite,
independentemente da repeticdo, constitui um loco genético altamente variavel,
multialélico e de grande conteudo informativo. Segmento amplificado de tamanho
diferente representa um alelo diferente no mesmo loco devido a alta taxa de
mutacdo existente nestas regides (Jarne e Lagoda, 1996). Este marcador tem
sido amplamente utilizado por possuir carater codominante, apresentar-se
multialélico e contemplar o mais elevado conteudo de informacé&o de polimorfismo
(Ferreira e Grattapaglia, 1998). Além disso, € possivel avaliar regides do genoma
distribuidas em todos os cromossomos, fornecendo subsidios Gteis ao melhorista
na selecdo basica de populacbes a serem utilizadas em programas de
melhoramento, gerando informacdes de agrupamento de genodtipos e
planejamento de cruzamentos (Moraes et al., 2003).

Rafalski (2002) destacou que os microssatélites tém sido muito utilizados
como marcadores, por apresentarem alto grau de informatividade, enquanto o
RAPD tem sido utilizado devido a simplicidade da técnica. Contudo, escolha da
melhor técnica a ser utilizada depende dos objetivos a serem atingidos, bem

como da caracteristica do material a ser analisado.

2.8. Estimativa da diversidade genética com a utili zacdo de marcadores
moleculares

A estimativa da divergéncia genética obtida pela andlise das informacgdes
fornecidas pelos marcadores moleculares € bastante frequente na literatura atual.
Ela tem sido obtida por diferentes tipos de marcadores moleculares e analisada
por grande quantidade de metodologias. Segundo Lanza et al. (2000), os
genotipos sdo avaliados por meio dos marcadores e as bandas comuns a todos
os individuos séo interpretadas como semelhancas genéticas e as ndo comuns
com diferencas genéticas. Os resultados sao codificados de forma que gerem
uma matriz de similaridade (ou dissimilaridade), que pode ser graficamente
interpretada por meio de algumas técnicas multivariadas, como os métodos de

agrupamento.
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Kantety et al. (1995), trabalhando com dezenove linhagens elite de milho
pipoca e oito linhagens de milho dentado, verificaram que, por meio de
marcadores ISSR, foi possivel agrupar esse material de acordo com os dados de
pedigree. Os marcadores de ISSR foram efetivos em separar os genoétipos em
grupos heteroticos, podendo ser utilizado com grande eficiéncia nos programas
de melhoramento genético.

Mediante a divergéncia genética obtida por RAPD, Lanza et al. (1997)
alocaram em trés diferentes grupos heterdticos dezoito linhagens de milho
selecionadas a partir de duas variedades (BR-105 e BR-106). Esses autores
verificaram que o RAPD pode ser usado como uma alternativa para determinar a
divergéncia genética entre linhagens de milho, separando-as em grupos
heterdticos diferentes, e auxiliar na escolha de cruzamentos superiores, reduzindo
assim o numero de cruzamentos requeridos nas avaliagbes de campo. Liu et al.
(1998), analisando quinze linhagens utilizadas em programas de melhoramento,
concluiram que marcadores de RAPD foram efetivos e concordantes com dados
de pedigree na separacgdo destas linhagens em grupos heteroticos.

Enoki et al. (2002), analisando 65 linhagens de milho adaptadas para
regides frias do Japao, concluiram que marcadores de regides de microssatélites
ou SSR foram efetivos para acessar a diversidade genética entre as linhagens e
aloca-las em grupos heterdticos. Concordancia entre dados de marcadores
moleculares e pedigree € descrita também por Lu e Bernardo (2001), que
analisaram oito linhagens elite. Com base em 83 alelos, foi possivel agrupar as
linhagens em dois grupos heteréticos distintos. Esses autores sugeriram que
marcadores de SSR também podem ser utilizados na exploracdo da origem e,
consequentemente, na organizacdo de germoplasmas. Sun et al. (2001),
comparando a diversidade genética entre 37 hibridos da regido de Ontario, obtida
por marcadores de RAPD e microssatélites, concluiram que estes se agruparam
de acordo com os dados de pedigree e os valores de unidade de calor requeridos
pelos hibridos.

Pejic et al. (1998) apresentaram um importante estudo comparativo entre
marcadores moleculares em milho. Usando RFLPs, RAPDs, SSRs e AFLPs os
autores concluiram que ha diferencas no nivel de polimorfismo revelado em cada
uma deles. Os SSRs mostraram a maior taxa de polimorfismo, e os AFLPs, a

menor, apesar de essa técnica ter sido considerada o sistema mais eficiente. Na
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comparacao com informacdes de pedigree, apenas os resultados obtidos com os
RAPDs foram discrepantes, enquanto o0s demais se mostraram bem
correlacionados, o que confirma a possibilidade de recuperacdo do pedigree a
partir de dados moleculares.

Aguiar (2007) classificou pela divergéncia genética 30 linhagens de milho
em grupos distintos utilizando marcadores moleculares microssatélites.
Fernandes (2010), em estudo de diversidade de milho com base em divergéncia
genética, classificou 46 linhagens de milho em trés grupos distintos. Assim, 0 uso
de marcadores moleculares como ferramenta auxiliar em programas de

melhoramento tende a maximizar o uso dos recursos genéticos.

2.9. Métodos preditivos para inferir a diversidade genética

A divergéncia genética, além de assegurar o melhoramento genético de
uma populagéo, possibilita a exploracdo da heterose (ou vigor hibrido), definida
como a expressao genética dos efeitos benéficos da hibridacdo. Estudos tém
revelado que, quanto maiores 0s contrastes genéticos entre 0s genitores
escolhidos para as hibridagdes, maiores as chances de aparecerem efeitos
heterdéticos nos descendentes (Machado et al., 2002; Amorim, 2007; Arriel et al.,
2007).

De acordo com a teoria da genética quantitativa descrita por Falconer
(1987), em qualquer grau de dominancia superior a zero, a heterose € uma
funcdo da frequéncia alélica entre os parentais e, portanto, existe uma correlacéo
positiva entre divergéncia genética e heterose. Por este motivo, estimativas da
divergéncia genética vém sendo utilizadas como meio de predicdo de
cruzamentos superiores.

A andlise de diversidade genética, por meio de métodos preditivos, tem
sido enfatizada como critério para a escolha dos progenitores em programas de
melhoramento (Cruz e Regazzi, 1997). Para a quantificacdo da diversidade, tém
sido amplamente utilizados métodos preditivos que se fundamentam nas
diferencas agrondmicas e/ou morfolégicas ou, ainda, bioquimicas e fisiologicas
entre os genotipos. A grande vantagem destes métodos é a desnecessidade de
obtencéo prévia das combinacdes hibridas que, em certas situacdes, sao dificeis,

como no caso de se dispor de um numero elevado de gendtipos para avaliacédo
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ou haver dificuldades na pratica da hibridag&o artificial (Maluf et al., 1983; Cruz e
Regazzi, 1997).

A selecdo de genitores com base em caracteristicas individuais nao é téo
interessante quanto a selecdo baseada em um conjunto de caracteristicas. Por
isso, 0 aumento do uso de técnicas multivariadas para a quantificacdo da
divergéncia genética tem sido verificado, uma vez que essas analises permitem
considerar simultaneamente inimeras caracteristicas (Sudre et al., 2007).

Entre os métodos preditivos, destacam-se varios procedimentos
estatisticos multivariados, como, por exemplo, a analise de agrupamento pelo
método de Tocher, estimada pela distancia de dissimilaridade (distancia D2 de
Mahalanobis e/ou distancias euclidianas) e a analise por variaveis candnicas
(Oliveira, 1998).

A escolha do método ird depender da precisdo desejada pelo
pesquisador, da facilidade da analise e da forma como os dados foram obtidos
(Miranda et al.,1988; Cruz e Regazzi, 1997).

2.10. Medidas de dissimilaridade e técnicas de agru  pamento

O sucesso de um programa de melhoramento reside na existéncia de
variabilidade da populacdo de trabalho. Melhoristas tém recomendado, para
formacdo da populagcdo-base, o intercruzamento de cultivares superiores e
divergentes. Esta divergéncia pode ser avaliada a partir de caracteristicas
agron6micas, morfolégicas, moleculares e outras. As informag6es mudltiplas de
cada cultivar sédo expressas em medidas de dissimilaridade, que representam a
diversidade existente no conjunto dos acessos estudados (Cruz e Carneiro,
2003).

As técnicas de agrupamento objetivam agrupar distintos individuos em
classes, de forma que os mais semelhantes permanecam na mesma classe. De
forma geral, o numero de classes néo é conhecido inicialmente (Manly, 1994). Em
geral os métodos de agrupamento envolvem duas etapas. A primeira relaciona-se
com a estimativa de similaridade ou dissimilaridade entre os individuos ou itens a
serem agrupados; a segunda envolve a ado¢do de uma técnica de agrupamento

para a formacao dos grupos.
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Para a realizacdo de tais técnicas, é necessaria a escolha de uma medida
que quantifique a semelhangca entre dois individuos. Tais medidas sé&o
denominadas de coeficientes de similaridade e medidas de dissimilaridade. No
caso da primeira, quanto maiores os valores observados, mais parecidos 0s
individuos. Para as medidas de dissimilaridade, quanto maiores os valores,
menos parecidos séo os individuos (Cardoso, 2007).

Varios métodos multivariados podem ser aplicados na predicdo da
dissimilaridade ou divergéncia genética em milho, dos quais 0os mais rotineiros
sdo a distancia euclidiana média e a de Mahalanobis (D?). Esta ultima € a
preferida, mas pode ser estimada apenas quando se dispbe da matriz de
covariancias residuais estimadas a partir de experimentos com repeticdes (Sobral,
2010).

2.10.1. Distancia euclidiana

Considerada uma medida de dissimilaridade, a distancia euclidiana é
interpretada como a distancia de dois individuos, cujas posicbes sao
determinadas em relacdo as suas coordenadas, definidas com referéncias a um
grupo de eixos cartesianos que possuem angulos retos entre si (Clifford e
Stephenson, 1975).

Cruz e Carneiro (2003) registram que, considerando-se Yj a observacgao
do i-ésimo genotipo para a j-ésima caracteristica, define-se a distancia euclidiana

entre o para de gendtipos i e i’ por meio da expressao:

di= [(xia-xja)2+(xib-xjb)2]1/2

2.10.2 Métodos de agrupamento

A analise de agrupamento € uma técnica importante no estudo de
diversidade genética e, segundo Cruz e Regazzi (1997), tem por finalidade reunir
e classificar os gendtipos em varios grupos, de forma a obter homogeneidade
dentro e heterogeneidade entre os grupos formados. Os métodos de
agrupamentos mais utilizados em programas de melhoramento genético de

plantas tém sido os hierarquicos e os de otimizacdo. Nos métodos hierarquicos,
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0S genodtipos sdo agrupados por um processo que se repete em varios niveis,
estabelecendo um dendrograma; nos de otimizacdo, € realizada a particdo do
conjunto de gendtipos em subgrupos mutuamente exclusivos, por meio da
maximizacdo ou minimizacdo de uma medida preestabelecida (Cruz e Regazzi,
1997).

Nos métodos hierarquicos (Cruz e Regazzi, 2001) existem trés formas
distintas de representar a estrutura de agrupamento com base na distancia entre
0os pares de gendtipos: a) a utilizagdo da média das distancias entre todos os
pares de genotipos para formacdo de cada grupo, método denominado de
distancia média (UPGMA); b) a utilizacdo da menor distancia existente entre um
par de genaotipos, método denominado de método do vizinho mais préximo ou de
ligacdo simples; c) a utilizacdo da maior distancia existente entre um par de
genotipos, método denominado método vizinho mais distante ou de ligagédo
completa. Cabe ao pesquisador adotar a forma que melhor represente a estrutura
de agrupamento esperada com base no seu conjunto de dados (Bertan et al.,
2006).

Os métodos hierarquicos sdo os mais amplamente difundidos (Siegmund
et al., 2004). O método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Aritmetic
Mean) € o mais utilizado em diversidade. Trata-se de um método ndo ponderado
de agrupamento aos pares e que possui vantagem sobre os demais métodos,
uma vez que considera as meédias aritméticas das medidas de dissimilaridade, o
que evita caracterizar a dissimilaridade por valores extremos (maximo e minimo)
entre individuos considerados (Cruz e Carneiro, 2003).

Um dos mais empregados na area de genética e melhoramento entre os
meétodos de otimizacdo é o método de otimizacdo de Toucher (Cruz e Carneiro,
2003). Neste método, é adotado o critério de se manter a distancia média
intragrupos sempre inferior a qualquer distancia intergrupos. Por este método, &
identificado o par de gendtipos que apresenta o menor valor de distancia (d;) na
matriz de dissimilaridade, que formara o grupo inicial. Em seguida, € avaliada a
possibilidade de incluir outros gendtipos nesse grupo inicial. A entrada de um
gendtipo num grupo aumenta o valor médio da distancia intragrupo (RAO, 1952).

Considerando que cada um destes critérios possui suas vantagens e
desvantagens para quantificar a divergéncia genética, a escolha do método mais

adequado tem sido determinada de acordo com a cultura e os objetivos do

20



pesquisador, pela facilidade da analise e pela forma como os dados foram obtidos
(Miranda et al., 1988; Cruz et al., 1994). Além disso, diversos métodos com base
em diferentes medidas de dissimilaridade podem levar a distintos padrdes de
agrupamento (Cruz e Regazzi, 2001). Para se obter genotipos superiores aos
genitores, os melhoristas tém utilizado genitores que apresentam altas médias e
ampla diversidade genética para as caracteristicas de interesse econdmico
(Allard, 1960; Vieira, 1964).
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3. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas 46 linhagens do programa de melhoramento de milho da
Coodetec, codificadas em LIN 1 a LIN_46. Os grupos heteréticos destas
linhagens foram anteriormente definidos a partir de ensaios topcrosses realizados
em experimentos conduzidos em safras anteriores nas estagcbes experimentais da
Coodetec em Cascavel e Palotina - PR. A caracterizacdo molecular destas
linhagens foi realizada em trabalho anterior com a utilizacdo de 44 primers
microssatalites (Fernandes, 2010).

O experimento para caracterizacdo morfolégica das linhagens foi
conduzido na estacdo experimental da Coodetec, no municipio de Cascavel-PR
(Lat. S 24° 52’ 56,9”; Long. W 53° 32’ 00,4” e altitude 690m) na safra 2009/10.

As 46 linhagens foram semeadas manualmente em 10 de novembro de
2009, em parcelas compostas por quatro linhas de cinco metros de comprimento
e 0,70 metro de espagamento, semeando-se duas sementes por cova. O
espacamento entre as covas na linha foi de 0,25 metro O delineamento
experimental utilizado foi o de blocos casualizados com duas repeticoes.

O desbaste foi realizado quando as plantas estavam em V3 (trés folhas
expandidas), deixando-se apenas uma planta por cova. A adubacéo utilizada foi
300 kg/ha da formulacdo 08-28-16 (N-P-K) na base e 200 kg de ureia em
cobertura; os tratamentos fitossanitarios foram utlizados conforme as
necessidades e as indicacdes para a cultura. Foram avaliadas dez caracteristicas
morfoldgicas utilizadas como descritores oficias da cultura do milho (Brasil, 2010),
as quais foram coletadas em cada parcela durante o ciclo da cultura (Quadro 2).

Fernandes (2010), anteriormente, estimou a diversidade genética das 46
linhagens, a partir dos dados de marcadores moleculares microssatélites, e a
distancia genética foi calculada pelo complemento do coeficiente de coincidéncia
simples, para dados codominantes multialélicos. Esse indice foi obtido por meio
da divisdo do total de alelos comuns entre duas linhagens pelo nimero total de

alelos avaliados em cada individuo, utilizando-se a seguinte formula:

N

S=—
2L

em que:
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S é o indice de similaridade
N é o nimero de alelos comuns

L € o nimero de “loco”s avaliados.

Quadro 2 - Caracteristicas morfoldgicas avaliadas em 46 linhagens de milho.
Cascavel, PR, 2009/10

Variavel Descri¢do das notas
Angulo entre a lamina foliar e o caule medido / ‘/’1
AF logo acima da espiga superior- ( 1 -pequeno, -
- 2 -médio - 3 -grande)
-1-2- 3
Comportamento da lamina foliar acima da / \/7
CF espiga superior (1-reta - 2 - Recurvada - 3 - ,\
fortemente recurvada)
-1-2- 3

Comprimento da haste principal do pendéo,
CH medido entre o ponto de origem e o apice da
haste central (1-curto 2-médio 3-longo)

1 - curto = <40 cm 2-médio = 40 cm -
3 longo = > 40cm

Angulo entre a haste principal do pendo e a ‘//]
AH ramificacdo lateral, no terco inferior do )
pendao (1=pequeno - 2=médio - 3=grande)
-1-2- 3
CE Coloracgéo do estigma pela antocianina 1-presente 2-ausente
CP Coloracgéo do pendao 1-verde 2-réseo 3-roxo
CS Coloracgéo do sabugo 1-branco 2-roxo

1=duro (flint) 2=semi duro

TG Textura do grao 3=semidentado 4=dentado
CG Coloracéao do gréao 1l=amarelo; 2=alaranjado; 3=laranja
EPH Empalhamento 1=baixo - 2=médio - 3=alto

O milho é uma espécie diploide, entdo o numero total de alelos avaliados
em cada individuo € duas vezes o numero de locos avaliados, pois cada individuo
possui dois alelos em cada loco.

O indice de dissimilaridade (D) foi obtido entdo por: D=1-S.

Para estimar a distancia genética a partir dos dados morfologicos
determinou-se distancia euclidiana (Cruz e Carneiro, 2003) entre as 46 linhagens
de milho. As matrizes das distancias dos dados morfolégicos e moleculares foram
utilizadas para analise de agrupamento pelo método de otimizacdo de Tocher e
hierdrquico UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Aritmetic Mean). As
analises de agrupamento foram realizadas utilizando o programa GENES (Cruz,
2001).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um dos principais interesses de um programa de melhoramento genético
de milho fundamenta-se na obtencdo de populacbes com ampla variabilidade
genética. A caracterizacdo morfolégica realizada nas 46 linhagens de milho
permitiu observar a existéncia de variabilidade fenotipica para todas as
caracteristicas morfologicas avaliadas (Quadro 3).

Quadro 3 - Avaliacéo dos descritores morfologicos de 46 linhagens de milho

Linhagem Notas
AF CF CH AH CE CP CS TG CG EPH

Lin_01 2 2 1 2 2 1 1 1 3 3
Lin_02 1 2 1 2 1 3 1 3 3 3
Lin_03 1 2 2 1 2 1 1 1 3 2
Lin_04 2 1 1 1 1 2 1 1 3 3
Lin_05 1 3 1 1 1 1 1 1 3 2
Lin_06 1 1 2 1 1 3 1 3 2 2
Lin_07 2 1 1 1 1 3 1 2 3 3
Lin_08 2 1 1 1 1 3 1 2 3 3
Lin_09 2 3 1 2 2 1 1 1 3 2
Lin_10 2 2 1 1 2 1 1 1 2 3
Lin_11 1 1 1 1 2 1 1 1 3 3
Lin_12 3 2 1 1 1 1 1 1 3 3
Lin_13 3 1 1 1 2 3 2 4 1 2
Lin_14 2 2 1 1 2 2 1 4 1 3
Lin_15 1 1 1 3 2 2 1 2 3 3
Lin_16 2 1 1 1 1 2 1 2 3 3
Lin_17 1 1 2 1 2 2 1 1 3 3
Lin_18 2 2 1 1 2 2 1 3 3 2
Lin_19 1 2 1 1 1 2 2 1 3 3
Lin_20 2 2 1 2 2 2 1 2 3 2
Lin_21 2 2 1 1 2 1 1 1 3 2
Lin_22 3 2 1 1 2 1 1 1 3 1
Lin_23 3 3 1 1 2 2 1 1 3 3
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Quadro 3, cont.

Lin_24 2 2 1 3 2 2 1 1 3 3
Lin_25 2 1 1 1 1 2 1 1 3 1
Lin_26 3 1 2 2 1 3 1 1 3 2
Lin_27 3 1 1 1 1 2 1 2 1 2
Lin_28 1 1 1 1 2 1 2 1 3 2
Lin_29 3 1 1 2 2 2 2 1 3 3
Lin_30 2 2 1 2 2 1 1 1 3 2
Lin_31 1 1 1 1 2 1 1 1 3 1
Lin_32 2 1 1 1 2 1 2 4 1 3
Lin_33 1 1 1 1 2 1 1 4 1 3
Lin_34 1 2 1 1 2 1 2 1 3 2
Lin_35 3 1 1 1 2 2 1 3 1 2
Lin_36 1 1 2 1 1 3 1 1 3 3
Lin_37 2 2 2 2 2 1 1 3 3 3
Lin_38 1 2 1 1 2 1 1 2 3 2
Lin_39 2 2 2 2 2 2 1 1 3 2
Lin_40 2 3 1 1 2 3 1 1 3 2
Lin_41 1 1 1 1 2 1 1 1 3 3
Lin_42 2 3 1 3 2 1 1 2 1 2
Lin_43 3 2 2 2 1 2 2 1 3 2
Lin_44 1 3 1 1 2 2 1 2 3 3
Lin_45 2 2 1 1 2 2 1 2 3 3
Lin_46 2 2 1 1 1 1 1 3 3 3

(AF) angulo entre a lamina foliar e o caule, (CF) comportamento da lamina foliar acima da
espiga superior, (CH) comprimento da haste principal do pendao, (AH) angulo da haste
principal do pendéo e ramificacdo lateral, (CE) coloracdo do estigma, (CP) coloracdo do
pendao, (CS) coloracéo do sabugo, (TG) textura do grédo, (CG) coloracédo do grao, (EPH)
empalhamento. Cascavel-PR. Safra 2009/10.

Quanto ao carater morfologico qualitativo da textura do tegumento, as
linhagens ficaram assim classificadas: 56,53% do tipo duro, 21,73% do tipo
semiduro, 13,04% do tipo semidentado e 8,70% do tipo dentado. Pdde-se
observar alta variabilidade nas avaliacbes da coloragdo do estigma, sendo que
67,39% das linhagens ndo apresentaram coloragdo antocianica no estigma e

32,61% a apresentaram. Na avaliacdo da coloracdo do pendéo, as linhagens

25



foram assim classificadas: 43,47% como verdes, 39,13% como roseas e 17,40%
COmo roxas.

Considerando que 80,43% das linhagens apresentaram graos de cor
laranja, 15,21% de cor amarela e 4,34% de cor alaranjada, verifica-se menor
variabilidade para esta caracteristica. Para a caracteristica colora¢do do sabugo,
também pbde ser observada menor variabilidade, com 15,22% das linhagens
classificadas como roxas e 84,78% como brancas.

As caracteristicas que mais variaram entre as utilizadas como descritores
morfolégicos foram as relativas ao angulo entre a lamina foliar, o caule e o
comportamento da lamina foliar acima da espiga superior, evidenciando que estas
variaveis sao subjetivas, de dificil classificacdo e dependentes da influéncia de

genadtipo e do ambiente e suas intera¢des, 0 que resulta em maior variacao.

4.1. Andlise de agrupamento

As técnicas de analise de agrupamento tém por objetivo dividir um grupo
original de informacgdes em varios grupos homogéneos, segundo algum critério de
similaridade ou dissimilaridade (Cruz, 1990). O principio da distancia estabelece
gue, quando dois acessos sao relacionados ou similares, eles devem ocupar a
mesma regido no espaco e guardar pequena distancia entre si.

A medida de dissimilaridade mais usual é a distancia euclidiana média,
engquanto as técnicas de agrupamento podem ser variadas. Neste estudo, foram
utilizados o método hierarquico UPGMA e o método de otimizacao de Tocher.

Neste estudo, para a analise de agrupamento das linhagens, foram
utiizados os dados de diversidade genética, obtidos pela caracterizacao
morfologica e molecular das linhagens. O agrupamento das linhagens pelo
método UPGMA a partir dos dados morfologicos esta representado na Figura 1.
E possivel observar a divisdo das linhagens em cinco grupos (G1, G2, G3, G4 e
Gb).

Na representacdo das distancias em dendrograma da andlise pelo
método UPGMA, o grupo G1 foi composto pelo maior numero de linhagens LIN_
1,2,3,4,5,7,8,9, 10, 11, 12, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 28, 29,
30, 31, 34, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 44, 45 e 46, sugerindo que estas fazem parte de

um mesmo grupo heterético. Caracteristicas agronémicas distintas do grupo G1
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sao esperadas nas linhagens LIN_13, 14, 27, 32, 33 e 35, que compdes 0 grupo
G2; LIN_42, no G3; nas linhagens LIN_26 e 43, grupo G4; e na linhagem LIN_6,
Gb.
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Figura 1 - Analise de agrupamento pelo método UPGMA de 46 linhagens de
milho, a partir da distancia euclidiana obtida para dados morfol4gicos.

O coeficiente de correlagcdo cofenética do dendrograma (r = 0,67) revelou
um bom ajuste entre a representacdo das distancias e sua matriz original (Rohlf,
2000), possibilitando a realizacdo de inferéncias por meio da avaliagcdo visual
(Figura 1). Neste tipo de representacdo grafica, a eficiéncia com que a matriz
original dos dados de distancia € representada na Figura implica diretamente na

possibilidade de sua utilizacdo. Existem casos em que a estrutura de
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agrupamento dos gendtipos avaliados ndo atende a pressuposicao hierarquica e,
por isso, outra forma de representacdo deve ser adotada (Bussab et al., 1990),
mesmo que esses casos sejam 0s mais recomendados para aplicacdo em dados
bioldgicos (Everitt, 1993).

E possivel observar que, quando se compara o agrupamento formado
pelo método UPGMA com os dados morfolégicos avaliados (Quadro 3), a
caracteristica morfoldgica comum presente em 97,2% do grupo G1 é a coloracéo
laranja do grao (nota de CG = 3). A caracteristica de textura do gréo dentado so
foi observada nas linhagens que constituiram o grupo G2 (linhagens LIN_13,
LIN_14, LIN_32 e LIN_33), caracteristica comum em 66,66% das linhagens
presentes neste grupo. As linhagens LIN_13, 14, 32 e 33 tém em comum duas
outras caracteristicas morfolégicas importantes: a coloracao do gréo e a presenca
de antocianina no estigma.

O agrupamento das linhagens pelo método UPGMA, a partir dos dados
moleculares (Figura 2), também classificou as linhagens em cinco grupos (G1,
G2, G3, G4 e Gb5). O grupo G1 foi composto pelas linhagens LIN_3, 4, 5, 7, 8, 13,
14, 17, 20, 22, 23, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 35, 38, 39, 40, 41, 42, 44 e
45; o grupo G2 foi composto pelas linhagens LIN 15, 16, 19, 34, 36 e 43;
linhagens LIN_1, 2, 6 e 37 formaram o G3; o grupo G4 foi composto pelas
linhagens LIN_21 e 46; as linhagens LIN_9, 10, 11, 12, 18 e 24 formaram o grupo
G5.

Comparando os dendrogramas apresentados (Figuras 1 e 2) e que
representam as distancias obtidas por dados morfoldgicos e moleculares, verifica-
se que as linhagens de milho ndo foram agrupadas da mesma forma. A estatistica
de Mantel (1967) foi utilizada para testar a significancia da associacao entre as
matrizes com diferentes tipos de distancias entre pares de observacoes (Smouse
et al., 1986; Manly, 1994). Mil permutas aleatodrias foram utilizadas para se testar
a significancia das correlacbes matriciais. Os testes de Mantel simples foram
realizados com utilizacdo do programa GENES (Cruz, 2001).

A falta de associacdo entre as duas matrizes pode ser explicada pelo fato
de o valor de correlagdo obtido (0,11) ser de baixa magnitude e ndo ser
significativo. Resultado contrario foi obtido por Machado (1999), que obteve alta

correlacdo entre estas duas estimativas, 0 que parece indicar que marcadores
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moleculares sdo Uteis para prever 0s gendtipos mais divergentes quando o

interesse € por varios caracteres agrondémicos.
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Figura 1 - Andlise de agrupamento pelo método UPGMA de 46 linhagens de
milho, a partir de dados moleculares.
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A associagdo entre marcadores moleculares e descritores morfologicos
propicia uma amostragem muito mais ampla do genoma que a andlise com
caracteres morfologicos e por isso, dois marcadores possibilitariam avaliar partes
diferentes do genoma. A associacao fica também dificultada pela diferenca no
namero de marcadores morfolégicos e moleculares utilizados (Lefebvre et al.,
2001; Méric et al., 2004; Roy et al., 2004).

Pelo fato de os parametros de medida utilizados para a estimacao das
distancias ndo se correlacionarem, eles podem ser considerados em conjunto
para maximizar o nivel de variacdo presente na populacdo obtida pelo
cruzamento de gendtipos com maiores distancias. Por isso sdo considerados,
informacgdes complementares. Dessa forma, a combinacdo de diferentes medidas
pode melhorar a predicdo da performance da progénie, a variabilidade ou ambas
(Autrique et al., 1996; Bered et al., 2001).

Comparando os resultados das analises de agrupamento pelo método
UPGMA dos dados moleculares e dos dados morfolégicos com 0s grupos
heterdéticos formados a partir dos ensaios topcrosses (Quadro 2), observa-se que,
na maioria dos casos, 0s grupos formados pelo método UPGMA néo
correspondem aos grupos heteroticos anteriormente definidos nos ensaios
topcrosses.

N&o obstante, chama a atencédo o fato de que duas linhagens (LIN_13 e
LIN_14), caracterizadas por terem graos dos tipos dentado e amarelo, as quais,
pelo agrupamento UPGMA dos dados morfoldgicos, foram alocadas no mesmo
grupo (G2), pertencem também ao mesmo grupo heterético determinado pelo
topcross (F). As linhagens LIN_32 e LIN_33, da mesma forma muito similares
quanto as caracteristicas morfolégicas, pertencem ao grupo de linhagens que
ainda ndo possuem seu grupo heterdético definido por topcross.

O agrupamento dos dados morfologicos pelo método de otimizagdo de
Tocher separou as 46 linhagens de milho estudadas em 17 grupos distintos
(Quadro 3). O agrupamento mais numeroso foi o G2, composto por 19,56% das
linhagens, sendo que 100% das linhagens deste grupo pertenciam ao mesmo
agrupamento pelo método UPGMA (G1). Os grupos G11 a G17 foram compostos

por apenas uma linhagem cada um.
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Quadro 2 - Relacdo dos agrupamentos de 46 linhagens de milho, obtidos pelo
método UPGMA, a partir das distancias moleculares e morfoldgicas, e dos grupos
heteroéticos estabelecidos a partir de ensaios topcrosses. Cascavel — PR, safra
2009/10

Grupos heteroticos Grupos UPGMA Grupos UPGMA

Linhagem -
topcrosses moleculares morfologicos

Lin_01 F 3 1
Lin_02 E
Lin_03 ?
Lin_04
Lin_05
Lin_06
Lin_07
Lin_08
Lin_09
Lin_10
Lin_11
Lin_12
Lin_13
Lin_14
Lin_15
Lin_16
Lin_17
Lin_18
Lin_19
Lin_20
Lin_21
Lin_22
Lin_23
Lin_24
Lin_25
Lin_26
Lin_27

)
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Quadro 2, cont.

Lin_28 F 1 1
Lin_29 E 1 1
Lin_30 D 1 1
Lin_31 D 1 1
Lin_32 ? 1 2
Lin_33 ? 1 2
Lin_34 ? 2 1
Lin_35 ? 1 2
Lin_36 ? 2 1
Lin_37 ? 3 1
Lin_38 ? 1 1
Lin_39 D 1 1
Lin_40 D 1 1
Lin_41 D 1 1
Lin_42 E 1 3
Lin_43 E 1 4
Lin_44 D 1 1
Lin_45 D 4 1
Lin_46 D 1 1

(*) Grupos heteroticos definidos anteriormente a partir de topcross.
(?) Grupo heteréticos ainda ndo definidos.

Trés das quatro linhagens que, na avaliacdo dos descritores morfologicos,
foram caracterizadas como tendo gréo de tipo dentado (LIN_ 32, 33 e 14), pelo
meétodo de Tocher, foram alocadas em um grupo exclusivo (G7). Fato coincidente
ocorreu no agrupamento pelo método de UPGMA (G2).

A linhagem LIN_42 formou um grupo exclusivo (G17) e comportamento
semelhante ocorreu quando classificada pelo método UPGMA, em que formou
grupo exclusivo (G3). Verificando-se a avaliacdo de suas principais caracteristicas
morfologicas (Quadro 1), € possivel observar que é uma das poucas linhagens

que possui coloracao de grao amarelo e tegumento de grao semidentado.
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Acessos alocados nos ultimos grupos, quando comparados aos primeiros
grupos, revelam maior divergéncia, sendo possivel sua utilizacdo em programas
de cruzamentos entre grupos mais produtivos (Abreu et al., 2002).

A matriz de dissimilaridade, obtida pela distancia euclidiana (d;), permitiu
observar que a linhagem LIN_6 apresentou a maior d; =0,64 e as menores
distancias foram observadas nas linhagens LIN_11, 41 e 21. Estas nao pertencem
ao mesmo grupo heterético determinado por topcross, mas ao mesmo

agrupamento pelo método de Tocher (G2).

Quadro 3 - Agrupamento de 16 linhagens de milho estabelecido pelo método de
otimizacdo de Tocher, com base na dissimilaridade expressa pela distancia
euclidiana a partir de dados morfolégicos. Cascavel - PR. Safra 2009/10

Grupo Linhagens
1 7 8 16 4 25 45

2 11 41 31 28 34 3 21 38 22
3 1 30 9 20 39 24

4 12 46 10

5 15 44 17 23

6 27 35

7 32 33 14

8 5 40

9 6 36

10 26 43

11 29

12 2

13 19

14 37

15 13

16 18

17 42

Considerando-se as distancias genéticas detectadas pelos marcadores
microssatélites, o agrupamento obtido pelo método de otimizacdo de Tocher
(Quadro 4) também separou as 46 linhagens de milho em 17 grupos distintos.
Nao foi possivel identificar muitas semelhancas quando comparado ao
agrupamento obtido pelo método de Tocher para os dados morfoldgicos,
entretanto as linhagens de gréo tipo dentado LIN_32 e 33 foram alocadas no
mesmo grupo (G4), levando a concluir que, além de serem préximas
fenotipicamente, d; =0,5 e 0,55, respectivamente, podem ser muito proximas

geneticamente.
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A andlise de agrupamento, ao evitar cruzamentos que possam originar
populacbes semelhantes e pouco hetergticas (Lima et al.,, 2000), permite a
escolha de genotipos que possuam variabilidade genética em relacdo aos demais,
possibilitando economia de tempo, de mao de obra e de recursos financeiros.
Devem-se preferir cruzamentos entre populagcdes ou genitores que apresentem
altas médias e divergéncia ampla nas caracteristicas de interesse (Hallauer e
Miranda Filho, 1995).

Baseados na hipotese de associacdo entre heterose e a frequéncia de
locos heterozigoticos afetando a caracteristica, Hallauer et al. (1988) sugeriram a
predicdo da heterose com base em marcadores moleculares. Da mesma forma,
Arcade et al. (1996), considerando a participacdo da heterozigosidade no
fendbmeno da heterose, sugerem um potencial preditivo da heterose baseado na
quantificacdo da distancia genética entre os genitores. Aguiar (2007), em seu
estudo, classificou trinta linhagens de milho em grupos distintos sem
ambiguidades a partir de matriz de distancia genética obtida por marcadores
moleculares microssatélites.

A formacdo de grupos heteréticos, com a utilizacdo de dados de
cruzamentos-teste, pode variar em fungdo dos testadores utilizados. Por outro
lado, a obtencdo de grupos heteréticos a partir das estimativas de diversidade
genética obtidas com dados de marcadores moleculares néo € influenciada pelos
testadores e ndo € suscetivel a interacao gendtipos por ambientes, além de esses
grupos poderem ser obtidos em um menor periodo de tempo, uma vez que
nenhum cruzamento precisa ser realizado (Aguiar, 2007). Paterniani et al. (2008)
ressaltam que a avaliacao das linhagens quanto a capacidade de combinacéo é a
etapa mais trabalhosa e onerosa dos programas de hibridos na cultura de milho.

Conforme Zhang et al. (1996), para predizer com eficiéncia a heterose, &
necessario diferenciar a heterose geral da heterose funcional, pois nem todos o0s
fragmentos polimorficos obtidos na analise molecular contribuem para
concretizacdo da heterose; existe um numero consideravel de fragmentos que
sao localizados em regides nao codificadas do genoma ou, ainda, os fragmentos
podem n&o ter associagdes com caracteres de importancia econémica.

Lanza et al. (1997) explicam que correlagdes negativas podem ocorrer se
0s marcadores nao estiverem associados aos QTLs influentes no carater e se a

produtividade n&o possuir alta herdabilidade.
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Quadro 4 - Agrupamento de 16 linhagens de milho estabelecido pelo método de
otimizacdo de Tocher, com base na dissimilaridade expressa pela distancia
Euclidiana a partir de dados moleculares. Cascavel - PR. Safra 2009/10
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Comparando os resultados das analises de agrupamento pelo método de
otimizacado de Tocher dos dados morfolégicos e dos dados moleculares com o0s
grupos heteréticos formados a partir dos ensaios topcrosses (Quadro 5), observa-
se que, na maioria dos casos, os grupos formados pelo método Tocher néo
correspondem aos grupos heterdéticos anteriormente definidos.

Ha trabalhos relatando que, quanto maior a divergéncia genética entre os
parentais, maior serd também a heterose e, consequentemente, a producdo do
hibrido (Maluf et al., 1983; Oliveira, 1989). Entretanto, nem sempre a correlacao
entre divergéncia genética obtida por marcadores moleculares e desempenho do
hibrido € consistente (Barbosa et al., 2003; Melo et al., 2001; Guimaraes, 2007).

E necessario, de acordo com Gadheri et al. (1984), haver efeitos de
dominéncia ou de epistasia, envolvendo dominancia para que ocorra uma
associacdo positiva entre divergéncia genética e a heterose e para que 0s
parentais sejam diferentes nas frequéncias alélicas que controlam o carater em
estudo. Essa diferenca deve aumentar com a divergéncia dos parentais,
permitindo que os efeitos de dominancia se manifestem e, consequentemente, o

fendbmeno da heterose seja aumentado.
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Amorim (2007), em andlise de divergéncia genética entre linhagens de
milho utilizando marcadores moleculares, obteve valores baixos de divergéncia
genética, tanto entre linhagens provenientes do mesmo grupo quanto entre
linhagens provenientes de grupos heteréticos diferentes. O autor justifica os
baixos valores de divergéncia genética entre grupos heterdticos diferentes
afirmando que, apesar de estarem alocadas em grupos diferentes, estas

linhagens devem ser oriundas de popula¢des semelhantes.

Quadro 5 - Relacdo dos agrupamentos de 46 linhagens de milho, obtidos pelo
método de otimizagdo de Tocher a partir das distancias moleculares e
morfologicas e dos grupos heteréticos formados a partir de ensaios topcrosses.
Cascavel — PR, safra 2009/10
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Linhagem L
topcrosses moleculares morfologicos

Lin_01
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Quadro 5, cont.

Lin_31
Lin_32
Lin_33
Lin_34
Lin_35
Lin_36
Lin_37
Lin_38
Lin_39
Lin_40
Lin_41
Lin_42
Lin_43
Lin_44
Lin_45
Lin_46 13
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(*) Grupos heteréticos definidos anteriormente a partir de topcross.
(?) Grupo heteréticos ainda ndo definidos.

Hahn et al. (1995) analisaram linhagens de milho utilizando 54 primers de
RAPD e observaram que, dentro dos grupos, foram obtidas similaridades
genéticas maiores que as obtidas para linhagens de grupos heteroticos diferentes,
embora as correlagcdes entre os valores de similaridade gerados por RAPD néo

tenham sido muito altas.
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5. CONCLUSOES

As andlises de agrupamento hierarquico UPGMA e de otimizacdo de
Tocher, empregadas para analisar a divergéncia genética de 46 linhagens de
milho com base na distancia euclidiana de dados morfolégicos e moleculares,
evidenciam a existéncia de divergéncia fenotipica e genética entre as linhagens
avaliadas.

Poucas concordancias entre os agrupamentos formados por dados
morfolégicos e moleculares puderam ser associadas ao grupamento heterotico
previamente definido por ensaios topcrosses.

A correlacdo entre a estimativa da divergéncia genética feita pelas
caracteristicas morfoldgicas e avaliada por meio de marcadores moleculares foi
de baixa magnitude e nao significativa, indicando que sdo medidas distintas e
complementares. Desta forma, a utilizacdo de uma estimativa ndo dispensa a

necessidade de avaliar a outra.
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