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RESUMO

CUNHA, Keila Silva; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; Fevereiro de 2010; Marcadores moleculares aplicados a selecéo
recorrente reciproca de familias de irmaos completos em milho (Zea mays L.).
Orientador: Prof. Messias Gonzaga Pereira. Conselheiros: Profa. Telma Nair
Santana Pereira e Prof. Antonio Teixeira do Amaral Junior.

O presente trabalho visou a dar continuidade ao programa de selecao recorrente,
apresentando resultados relativos ao 12° ciclo, acrescentando, na fase de
selecédo, os marcadores de DNA como ferramentas auxiliares para maximizacao
da diversidade genética entre e dentro das populacdes. Para tanto, 138 familias
de irmdos completos foram avaliadas em dois ambientes: Campos dos
Goytacazes e Itaocara. Dado o grande numero de tratamentos, as mesmas foram
agrupadas em "sets" com duas repeticbes. Foram estimados os parametros
genéticos de diversas caracteristicas morfoagronémicas das populagcdées CIMMYT
e Pirando. A analise de variancia demonstrou resultados significativos em relacao
a variabilidade genética nas populagdes. O coeficiente de herdabilidade , h)%
,variou de 21,40% a 76,00%, evidenciando a caracteristica producdo com h%
um de 48,00%, indicando uma boa alternativa de ganhos para esta caracteristica.
A selecédo dos genotipos superiores a serem recombinados foi realizada em duas
etapas: a primeira realizada pelo ensaio de competicdo e a segunda, pela etapa
adicional dos marcadores de DNA do tipo ISSR. A selecdo com base no ensaio
de competicdo foi potencializada com a utilizacado do indice de Mulamba e Mock

(1978), utilizando como critério, pesos arbitrarios as 12 caracteristicas
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morfoagronémicas. Com base na média das 40 melhores progénies eleitas pelo
indice de Mulamba e Mock (1978), estimou-se um ganho genético para a
caracteristica producao de 11%. Os marcadores ISSR foram efetivos em agrupar
0S gendtipos em seus respectivos grupos heteroticos. Dentro dos 40 gendtipos
selecionados como superiores, os marcadores ISSR identificaram 22 individuos
S1, da populagéo Pirando, e 20 individuos S1, da populacdo CIMMYT, de forma a
maximizar a diversidade genética intrapopulacional e a distancia genética
interpopulacional. Os individuos selecionados tanto no teste, fenotipicamente,
guanto no laboratério, genotipicamente, permitirdo ndo somente dar sequéncia
aos ciclos seguintes, como também, incrementar a heterose nos procedimentos

de hibridacéo.



ABSTRACT

CUNHA, Keila Silva; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; February,2010; Molecular markers applied to reciprocal recurrent
selection of full-sib families in corn (Zea mays L.). Adviser. Messias Gonzaga
Pereira. Committee Members: Telma Nair Santana Pereira and Antbnio Teixeira
do Amaral Junior.

This work aimed to continue the recurrent selection program and to present the
results related to the 12" cycle using as additional, during the selection phase, the
DNA markers as auxiliary tools in order to maximize the genetic diversity between
and within the populations.Thus, 138 full-sib families were evaluated at two
locations: Campos dos Goytacazes and Itaocara.Because of the great number of
treatments, the full-sib families were gathered in sets with two repetitions.Genetic
parameters were estimated based on several morphoagronomic characteristics of
both populations CIMMYT and Pirando.The variance analysis showed significant
results in relation to genetic variability in the populations. The coefficient of
heritability, h)% ,varied from 21.40 % to 76.00% and showed that the production
had a h% of 48,00%, what indicates a good alternative of gains for such
characteristic.The selection of the superior genotypes in order to be recombined
was done in two steps: the first one was the field evaluation test and the second
one was the application of ISSR DNA markers. The Mulamba & Mock’s index
(1978) was used for selection based on the field evaluation, considering the 12
morphoagronomic characteristics having as a criterion, arbitrary weight. According

to the mean of the best 40 progenies selected by Mulamba & Mock’s index (1978),



it was estimated a genetic gain of 11% for grain yield. The ISSR markers were
efficient in order to gather the genotypes in their respective heterotic groups.
Among the 40 genotypes selected as superiors, the ISSR markers identified 22 S1
individuals from Pirando population and 20 S1 individuals from CIMMYT
population, thus, the intrapopulation genetic diversity and interpopulation genetic
distance were maximized. The individuals selected by both phenotypic and
genotypic (at the laboratory) essays will permit to continue the next cycles and

they will also increase the heterosis in the hybridization procedures.
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1. INTRODUCAO

O centro de origem e diversidade do milho, uma das culturas mais antigas
do continente americano, é o México. (Mangelsdorf, 1974) Esta € uma cultura
extremamente rica em conhecimentos técnico-cientificos, possuindo um alto valor
econdbmico e um bom potencial para geracdo de renda, visto que viabiliza o
sistema produtivo pela agregagao de valores ao produto e sua importante fungéo
na alimentacdo humana e animal. (Miranda, 2003)

Cultivado de Norte a Sul do pais, bem como em todo mundo, nas mais
variadas formas de cultivo, o milho apresenta-se como uma cultura de grande
importancia econbmica e social, além de constituir um enorme potencial para o
crescimento do setor agricola, gracas ao desenvolvimento de novas tecnologias
que permitem ampliar a producdo e garantem uma qualidade expressiva do
produto. (Santos et al., 2002)

O Brasil é o terceiro produtor mundial da cultura, sendo que a maior parte
da area plantada esta na regido Sul do pais, com cerca de 95 % da producéo.
(CONAB, 2009)

Desta forma, a producédo de sementes hibridas de milho é um dos avancos
tecnolégicos desenvolvidos para esta cultura. A escolha certa sobre qual hibrido
plantar € fundamental, para que o produtor obtenha altas produtividades e lucros
satisfatorios, no desenvolvimento da atividade agricola. Por isso, é importante
verificar periodicamente o desempenho agronémico dos principais materiais

recomendados para regides especificas de cultivo desta cultura, o que podera



trazer, ao produtor, informacgdes valiosas sobre qual ou quais hibridos ele devera
utilizar em sua propriedade. (Santos et al., 2002)

A genética e o melhoramento de plantas vém sendo trabalhados e,
consequentemente, aperfeicoados com sucesso desde os primérdios da
civiizagdo. O avanco genético pode ser alcancado desde que exista a
variabilidade genética, isto é, desde que o efeito ambiental ndo mascare por
completo esta variabilidade, e que a selecdo e a recombinacdo de genotipos
superiores possam ser realizadas com o fim de se estabelecer a proxima geracao.
(Hallauer e Miranda Filho, 1987)

O melhoramento genético tem sido responsavel por incrementos de
rendimento, principalmente pela exploracdo da heterose, fator expressivo em
parte nas plantas alégamas, nas quais as populacdes melhoradas podem ser
lancadas como variedades comerciais ou ser utilizadas como fonte de linhagens
para a utilizacdo em formacéao de hibridos. (Paterniani et al., 2003)

Para obter ganhos genéticos em diversas caracteristicas, de forma
eficiente, ha algumas metodologias de selecdo simultanea (Smith, 1936; Hazel,
1943; Willians, 1962; Pesek e Baker, 1969; Mulamba e Mock, 1978, citados por
Cruz e Carneiro, 2003). Estes indices associam as informacdes referentes as
diversas caracteristicas de interesse agronémico, fazendo uso de pesos
econdbmicos, previamente estabelecidos, bem como de variancias genotipicas e
fenotipicas de cada caracteristica, e as respectivas covariancias entre cada par
de caracteristicas, permitindo, num mesmo programa de selecdo, ganhos para
diversas caracteristicas.

Dentre os muitos métodos de melhoramento, merece destaque a Selecao
Recorrente Reciproca, uma vez que este método foi desenvolvido para aumentar
gradativamente a frequéncia de alelos favoraveis, por meio de repetidos ciclos de
selecdo, sem reduzir a variabilidade genética da populacdo. Sendo assim, permite
ganhos a curto, médio e longo prazos. Todavia, esta metodologia € trabalhosa e
exige mao-de-obra especializada e recursos consideraveis, demandando,
principalmente, tempo para a condugdo dos ciclos. (Pinto, 1995; Borém e
Miranda, 2009)

A elevacdo das frequéncias génicas favoraveis como efeito da selecéao

depende de muitos fatores, entre os quais, podem-se mencionar: a variabilidade



genética, o método de sele¢cdo empregado, o tamanho da populacdo, a influéncia
do ambiente, entre outros. (Paterniani, 1980)

Para ampliar a eficiéncia dos meétodos de selecdo, os programas de
melhoramento genético tendem a associar técnicas classicas com técnicas mais
modernas da biotecnologia, como a utilizacdo de marcadores de DNA, como
ferramenta auxiliar. Assim, os marcadores moleculares podem contribuir
significativamente para o conhecimento basico da cultura e do carater estudado e
ainda para a obtencdo de espécies melhoradas. (Ferreira e Gratapagglia, 1998)
Por meio de técnicas moleculares, é possivel acessar e selecionar a variabilidade
em nivel de DNA, aumentando sua importancia nos programas de melhoramento
genético.

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro vem
conduzindo um programa de melhoramento genético de milho desde o ano de
1996, visando a eficiéncia no melhoramento populacional a longo prazo,
programa este que ja disponibilizou, a regido Norte/Noroeste Fluminense, dois
cultivares de milho hibrido, o ‘UENF 506-6" e o ‘UENF 506-8'.

O presente trabalho tendeu a dar continuidade a este importante programa,
tendo ja alcancado o 11° ciclo de selecdo recorrente, melhorando as populagfes
de milho CIMMYT e Pirando, utilizadas para a obtencéo do hibrido intervarietal.

Portanto, a proposta visou obter o 12° ciclo com expectativas de ganho de
producdo e melhoria do material genético, manter a variabilidade genética entre e
dentro das populages, aumentar a distdncia genética entre as populagcbes e
possibilitar a obtencéo de linhagens superiores para serem utilizadas na obtencao

de hibridos nos proximos programas.



2. OBJETIVOS

a) Obter o 12°ciclo de selecao recorrente reciproc a (SRR) entre familias de
irmaos completos;

b) Utilizar marcadores ISSR para selecionar individuos para constituirem o
proximo ciclo;

C) Melhorar simultaneamente as popula¢des de milho CIMMYT e Piranao;

d) Desenvolver novos cultivares de milho hibridos interpopulacionais; e

e) Estimar os parametros genéticos da populacéo do 12°ciclo de SRR.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Classificacédo Botanica e Origem do Milho

O milho é uma graminea da familia Poaceae, da tribo Maydeae, do género
Zea e da espécie mays (Zea mays L.) E uma planta monoica, alégama, anual,
robusta e ereta com 2n=2x=20 cromossomos. (Paterniani, 1980)

No entanto, atualmente existem evidéncias de que o milho possui uma
origem alotetraploide (2n=4x=20), resultante de eventos de poliploidiza¢do. (Gaut
et al., 2000) Baseando-se na sequéncia de DNA, estes eventos teriam ocorrido
apos a divergéncia entre as culturas de milho e sorgo, nas quais, apos rearranjos
cromossOmicos, ocorreram a poliploidizacao e a diploidizacéo, até a fixacao.

O milho é um cereal essencialmente americano, uma vez que é, no
continente americano, que se encontram 0S seus parentes selvagens mais
proximos: teosinte e Tripsacum, bem como seu centro de origem e diversidade, o
México. (Hallauer, 1985) Fora das Américas, ndo existem fosseis e nem
evidéncias sobre o milho.

E uma planta pouco tolerante & seca, por possuir sistema radicular
fasciculado e superficial. Suas folhas séo alternadas, presas a bainha
superpostas que envolvem o colmo e inflorescéncias. (Goodman e Smith, 1987)

O milho (Zea mays mays), o teosinte (Zea diploperenni, Zea perennis, Zea
luxuriantes, Zea mays mexicana, Zea mays parviglumis, Zea mays
huehuetenangenisis) e o Tripsacum (Tripsacum spp.) sdo os trés membros da

tribo Maydeae. (Freitas, 2001) Trés hipoteses podem ser consideradas para
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explicar a origem do milho: a primeira proposta € a da origem comum, sugerida
por Weatherwax, em 1954, em que o milho, o teosinte e o Tripsacum spp.
originam-se de um ancestral comum. A segunda hipotese, descendéncia do
teosinte, é defendida por Beadle (1978) e Galinat (1974,1977), que sugerem que
o milho teria se originado de forma direta e unicamente do teosinte, por selecdo
praticada pelo homem. E a ultima, do milho como antepassado do teosinte,
sugerida por Mangelsdorf, em 1974, em que o teosinte tenha-se originado do
milho.

O milho e o teosinte exibem extremas diferencas na sua morfologia adulta,
tanto € que os taxonomistas, inicialmente, consideraram o0 teosinte mais
fortemente relacionado com o arroz do que com o milho, ainda que areas do
genoma do teosinte e do milho sejam muito similares, pois apresentam o mesmo
namero de cromossomo (com excecdo do teosinte tetraploide) ou a morfologia
idéntica do cromossomo, e que podem ser facilmente cruzados, visto que 0s
hibridos Fi, entre estes acessos, exibem meiose completamente normal e
completa fertilidade. (Doebley, 2004)

Conforme estudado por Doebley e Stec (1993), comparando a diferenca
morfologica entre o milho e o teosinte, baseando-se em mapeamento por QTL
(“quantitative trait loci”), foram encontradas cinco regides do genoma que
controlam a maior parte das principais diferencas morfologicas. Tais andlises
puderam confirmar as observagdes iniciais, segundo as quais, as herancas das
diferencas entre milho e teosinte eram governadas por alguns genes importantes
ou alguns blocos de mudltipla ligacédo génica, e ainda um maior numero de efeitos
de loco. (Doebley, 2004)

Quanto a ancestralidade, Goloubinoff et al. (1993) sugeriram que o milho
moderno é o resultado da domesticacdo de diversos genomas do teosinte.
Segundo estes autores, isto pode ter ocorrido, em virtude de alguns eventos de
domesticacdo, ou por um unico evento de domesticacdo, seguido por repetidas
introgressdes com as espécies do teosinte, ou pela domesticacdo a partir de uma

populacao de teosinte bem diversificada.

3.2. Importancia EconGmica
O milho tem sido o alimento de sustentacdo do crescimento mundial da
populacdo como um todo, sendo considerado juntamente com o arroz e o trigo as

trés principais culturas de cereais do mundo. (Von Pinho, 2003) A cultura do milho
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é considerada de extrema importancia, pois pode ser utilizada de diversas formas,
como: racao ou silagem para a alimentacdo de animais, alimentacdo humana na
forma “in natura” ou na forma de subprodutos como péaes, farinha e massas, sem
mencionar a industria, na qual o milho é empregado como matéria-prima de
diversos produtos. (Bull, 1993)

A cultura do milho vem crescendo no Brasil aos poucos. O recorde da safra
de 2007/08 foi obtido devido ao uso de sementes mais produtivas, ao melhor nivel
de adubacéo e a aplicacao de defensivos. Relatos indicam que o clima contribuiu
significativamente, porém, a tecnologia teve uma participacdo considerada na

colheita, apresentando 14 % acima da safra de 2006/07. (Agrianual, 2009)

O milho é cultivado em amplo territorio brasileiro, sendo que 90 % da
producdo concentram-se na regido Sul (43 %), Sudeste (25 %) e Centro-Oeste
(22 %). (Garcia et al., 2005) A safra de graos do Brasil foi estimada em 6,1 %
menor que a do ciclo anterior, segundo levantamento da safra 2008/09, que
previu a colheita de 135,32 milhdes de toneladas. No Rio Grande do Sul, a
previsao foi de um total de 22,5 milhdes de toneladas, com queda de 0,6 % em
relacdo a ultima safra. (CONAB, 2009)

Segundo o IBGE (2009), a area plantada de milho no ano de 2009 deveria
atingir 47,4 milhdes de hectares, 0,3 % maior que a de 2008 (47,2 milhdes de
hectares). Regionalmente, a producdo e as variagcdes esperadas para 2009, em
relacdo a safra 2008, foram: regido Sul, 54,7 milhdes de toneladas (-10,8 %);
Centro-Oeste, 47,1 milhdes de toneladas (-7,1 %); Sudeste, 16,8 milhdes de
toneladas (-4,1 %); Nordeste, 12,9 milhdes de toneladas (3,4 %) e Norte, 3,8
milhdes de toneladas (-1,8 %). Esta reducdo na producdo na maior parte dos
estados é resultado do atraso do plantio em algumas regides e do clima adverso
durante o desenvolvimento das culturas. A estimativa para o periodo atual € 50,30
milhdes de toneladas de gréos para o milho total (cerca de 45 % da producéo

colhidos na primeira safra).

Na safra de 2008/09, os custos de produgcdo aumentaram
consideravelmente, sobretudo em decorréncia do aumento dos precos dos
fertilizantes. Contudo, reduzir a tecnologia nao foi recomendado, indicando ser
melhor manter um bom nivel de produtividade para reduzir o custo por saca.

Nesta safra, destacaram-se o0s produtores que tiveram a capacidade de
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armazenar a colheita, aproveitando o melhor momento para efetivar a venda
(Agrianual, 2009).

Um dos fatores que encarece o milho brasileiro, em comparagcdo com 0s
demais paises produtores, é a questdo do frete, como informado pela Agrianual
(2009). Dessa forma, as estimativas de exportacdo de 10 milhdes de toneladas
em 2008 nado se confirmaram. O produtor brasileiro teve que continuar planejando
0 negocio frente & demanda interna, tendo em mente que a safra 2008/09 iniciou
com elevados estoques no Brasil, resultado das exportacdes que n&o foram

efetivadas.

3.3. Genética e Melhoramento do Milho

A genética e o melhoramento de plantas vém sendo trabalhados e,
consequentemente, aperfeicoados com sucesso desde os primordios da
civiizacdo. O avanco genético pode ser alcancado desde que exista a
variabilidade genética, que o efeito ambiental ndo mascare por completo esta
variabilidade, e que a selecdo e a recombinacéo de genoétipos superiores possam
ser realizadas com o propésito de se estabelecer a proxima geracdo. (Hallauer e
Miranda Filho, 1987)

O objetivo principal do melhoramento de populacdes de milho € aumentar a
frequéncia dos alelos desejaveis e criar condi¢cdes para a obtencdo de linhagens
superiores. Existem varias modalidades de selecdo, sendo que as principais
diferencas entre elas se referem ao grau de controle dos progenitores
selecionados. O melhoramento intrapopulacional é utilizado principalmente para
aperfeicoar o comportamento per se de uma populacdo, enquanto o
melhoramento interpopulacional constitui um método para melhorar a resposta
heterdtica entre duas populacgdes.

O melhorista tenta identificar mediante a selecdo, os individuos
geneticamente superiores ou mais adaptados para obter novos cultivares. A
selecdo, por sua vez, € mais efetiva quando age sobre caracteres de alta
herdabilidade e que tenham alguma associacdo com a producéo ou outro carater
de importancia econdmica. Por isso, € necessario realizar trabalhos no sentido de
estimar parametros genéticos como herdabilidade, dentre outros. (Pereira, 1985)

O primeiro hibrido comercial foi esquematizado em 1934, em Minnesota,
resultante do cruzamento entre duas linhas puras do grupo heterético Japanese
Hulless. (Santacruz-Varela et al., 2004) Em 1945, a Agroceres foi pioneira no
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lancamento de milho hibrido duplo no Brasil. A introducdo do milho hibrido na
década de 1920 constitui-se em um dos maiores impulsos a agricultura moderna.
O progresso do milho hibrido aliado a melhoria das praticas culturais contribui
cada vez mais para o aumento ndo sO da produtividade, mas também da
qualidade da cultura, tais como, o teor de proteinas, minerais, etc.

Pode-se conduzir um programa de melhoramento genético de plantas de
duas formas: a primeira é pela geracdo de hibridos, visando a obtencdo de
linhagens endogamicas que, por conseguinte, produzirdo individuos superiores as
populacdes originais dessas linhagens; e a segunda, pela obtencdo de
populacbes melhoradas pelo uso adequado de métodos de selecao,
possibilitando o aumento gradativo da frequéncia de alelos favoraveis. (Paterniani
e Miranda Filho, 1978; Hallauer e Miranda Filho, 1988; Cruz et al., 2004; Miranda
et al., 2008)

Pinto (1995) descreve metodologias de selecdo utilizadas em diversas
culturas alégamas, inclusive em milho, podendo-se citar: selecdo massal
(estratificada e estratificada geneticamente); selecdo com teste de progénies;
selecdo recorrente (simples, para capacidade geral de combinagdo, para
capacidade especifica de combinacdo, reciproca, reciproca com familias de
meios irmaos, obtidas de plantas prolificas, com familias de irm&os completos).

No caso do milho, a producdo de sementes esta sob o controle,
principalmente, das empresas de iniciativa privada, como a Pioneer Hi-Bred e
Monsanto, que investem na contratacdo e formacdo de melhoristas. A Embrapa,
empresa publica, também atua no desenvolvimento de cultivares e tem lancado
diversas variedades de milho comum. Como exemplo, cita-se o cultivar BR 106,
uma variedade obtida a partir de milhos tropicais da raca Tuxpefio. (Borém e
Miranda, 2009)

Com o passar dos ciclos seletivos, sao esperadas modificacées no valor de
alguns parametros populacionais dos caracteres de interesse, tais como, médias,
variabilidade genética e correlagdes genéticas. Espera-se que essas alteragdes
sejam proporcionais a intensidade de selecdo aplicada. Portanto, € preciso
monitorar a variacdo desses parametros, pois a reducao da variabilidade genética
pode reduzir a eficiéncia da selecdo e comprometer o programa de
melhoramento. (Bosco, 2002)

3.4. Diversidade Genética
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A divergéncia genética pode ser definida como a amplitude de variacao
genética existente para uma determinada espécie. Portanto, € necessario um
conhecimento detalhado da constituicdo e diversidade genética das espécies para
uma obtencdo eficiente do material genético a ser utilizado em programas de
melhoramento, visto que, sem o conhecimento da variabilidade e da sua interacéo
com o ambiente, torna-se dificil a obtencdo de gendtipos superiores. Segundo
Milach (1998), a obtencdo de gendtipos superiores pode ser baseada em
caracteres agronémicos ou moleculares, permitindo, desta forma, um estudo da
divergéncia genética.

A diversidade genética pode ser estudada de forma quantitativa ou
preditiva. Entre os métodos quantitativos, citam-se as analises dialélicas, em que
€ necessaria a avaliacdo dos genitores e de suas combinag¢des hibridas, o que é
de dificil execuc¢do, devido ao trabalho ser conduzido manualmente e com pouca
probabilidade de obtencdo de semente hibrida, dificultando assim o emprego da
técnica. E quanto aos métodos preditivos da diversidade, relatam-se aqueles que
se baseiam nas diferencas morfologicas, fisiolégicas ou moleculares,
guantificando os genitores por medidas de dissimilaridade que expressam o grau
de divergéncia genética entre os mesmos. (Cruz e Carneiro, 2003)

A grande importancia dos estudos de divergéncia genética estd no
conhecimento do grau de variabilidade genética das populagbes, em funcdo da
preocupacado que ocorre com a erosao genética, que diminui a variabilidade
genética das populacdes, decorrente da substituicdo das antigas variedades por
formas genotipicas uniformes. (Amaral e Thiébaut, 1999) O conhecimento das
distancias genéticas em programas de melhoramento, envolvendo hibridacdes,
também tem sido importante, porque fornece parametros para a identificacdo de
genitores que possibilitem grande efeito heterético na progénie e maior
probabilidade de recuperacéo de genadtipos superiores. Os meétodos preditivos da
distancia genética podem ser aplicados com base na avaliagdo morfologica da
planta (Cruz e Regazzi, 1997) ou por meio de dados moleculares. (Oliveira, 1998;
Diniz Filho, 2000)

Os programas de melhoramento genético tém nos grupos heteréticos, um
dos seus pilares, por possibilitar op¢cbes de estratégias para a obtencdo de
populacbes e hibridos superiores. Assim, tem sido avaliada a diversidade
genética, com o0 objetivo de identificar as combinacdes hibridas de maior efeito

heterético e maior heterozigose, de forma que, nas geracdes segregantes, haja
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maior possibilidade de recuperacao de genotipos superiores. (Cruz, 2005) Desde
o primeiro trabalho desenvolvido por Shull em 1909, varios estudos apresentaram
evidéncias que o0 cruzamento entre linhas geneticamente divergentes,
frequentemente, produzem progénies superiores. (Paterniani, 2001)

Diversos estudos, com diferentes ferramentas, tém sido desenvolvidos para
verificacdo da divergéncia genética, por exemplo: marcador SSR (Liu et al., 2005;
Vigouroux et al., 2005; Balestre et al., 2008; Aguiar et al., 2008), marcador RFLP
(Benchimol et al., 2000; Gabriel, 2006), marcador RAPD (Carvalho et al., 2004;
Bruel et al., 2007; Tardin et al., 2007), marcador ISSR (Carvalho et al., 2002),
caracteres morfologicos (Fuzatto et al., 2002; Miranda et al., 2003; Miranda et al.,
2008), entre outros.

O conhecimento da variabilidade genética entre os materiais do programa
de melhoramento proporciona, com maior seguranca, o trabalho com grupos
heterodticos, definidos aqui como: germoplasmas que, quando avaliados em
combinacgdes hibridas, exibem superioridade consistente, geralmente resultante
da heterose, que depende diretamente da variabilidade genética. (Hallauer e
Miranda, 1988)

As medidas de dissimilaridade sdo importantes em estudos de diversidade
genética, nos quais se procura identificar genitores a serem utilizados em
programas de hibridacdo. Espera-se que genitores, com bom desempenho e
divergentes, apresentem genes complementares que proporcionem na F; maior
heterose e individuos transgressivos nas geracdes segregantes. (Mohammadi e
Prasanna, 2003; Cruz e Carneiro, 2003; Mingoti, 2007; Borém e Miranda, 2009)

Bruel et al. (2007) utilizaram marcador molecular RAPD, para analisar a
divergéncia genética entre 16 linhagens de milho. Por meio do agrupamento por
UPGMA (Unweigthed Pair-Group Method With na Arithmetic Mean) e PCoA
(Andlise das Coordenadas Principais), obteve-se a formacédo de cinco grupos.
Entretanto, o marcador RAPD mostrou-se eficiente, podendo a divergéncia
genética ser utilizada para estabelecer grupos heterdticos consistentes entre

linhagens de milho.

3.5. Heterose
Em linhas gerais, a heterose, segundo Paterniani (2001), é a diferente
expressao genética desenvolvida entre hibridos e seus parentais. Hallauer e

Miranda Filho (1988) descrevem que a heterose € uma funcéo direta do somatorio
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do produto do quadrado da distancia genética com 0s respectivos desvios de
dominancia. Em suma, € necessario que se tenha divergéncia genética entre
duas populagbes e algum nivel de dominancia nos locos que controlam uma
determinada caracteristica, para que a heterose se expresse. (Falconer, 1987)

O uso do vigor hibrido ou heterose € um exemplo marcante e favoravel na
genética aplicada, que foi primeiramente desenvolvida com o milho e, depois,
estendida a outras culturas. (Borém e Miranda, 2009)

A heterose tem sido utilizada no melhoramento do milho desde o conceito
inicial apresentado por Shull (1909), envolvendo hibridos simples. Assim, o
desenvolvimento de novos hibridos depende da capacidade de combinacédo das
linhagens que vao integrar a producdo destes hibridos. Desse modo, é
indispensavel o conhecimento das combinac¢des hibridas superiores. (Delboni et
al., 1989)

Na cultura do milho, o uso da heterose na hibridacdo foi recomendado
como uma Vvaliosa estratégia no melhoramento. Os hibridos podem ser
sintetizados de varias formas, porém, a mais comum é mediante o cruzamento
entre linhas puras. A teoria da heterose foi proposta para explicar as causas, uma
vez que o fendmeno do vigor hibrido é bem estabelecido. (Paterniani, 2001)

Varios estudos tém revelado que quanto maiores 0s contrastes genéticos
entre os genitores escolhidos para as hibridagGes, maiores sdo as chances de
aparecerem efeitos heteréticos nos descendentes. (Ronzelli Junior, 1996)
Atualmente, os programas de selecdo recorrente e de obtencédo de hibridos de
linhagens tém utilizado, como ferramenta, os marcadores moleculares, com o
objetivo de identificar materiais contrastantes que potencializam a heterose.
(Gabriel, 2006; Benchimol et al., 2000; Vigouroux et al., 2005; Aguiar et al., 2008;
Balestre et al., 2008) Hallauer e Miranda (1988) relacionaram alguns trabalhos
com selecao inter e intrapopulacional e suas respectivas alteracées na heterose,
via selecdo. Em alguns trabalhos de selecdo recorrente reciproca, a selecéo
resultou na diminuicdo da heterose (Gevers, 1974; Hallauer, 1977) e, em outros
trabalhos, um aumento. (Eberhart et al., 1973; Gevers, 1974; Paterniani e
Vencovsky, 1977).

Portanto, estabelecer e melhorar novos grupos heteréticos pode ser de
grande ajuda para melhorar o comportamento agrondOmico e sua adaptacao a
novas regides de producéao, ja que o sucesso destes hibridos de milho é resultado

do efeito heterotico alcancado pelo cruzamento de linhagens que possuem boa
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capacidade combinatoria (Gomes, 1999). Assim, a escolha adequada de
genitores pode ser baseada em informacdes de relacionamento genético
estimado por marcadores de DNA, 0s quais permitem um estudo sem ou pouca
interferéncia ambiental na divergéncia genética, como ocorre com 0s marcadores

morfoagrénomicos. (Milach, 1998)

3.6. Selecéo Recorrente

A selecdo recorrente foi primeiramente empregada por Hull em 1945,
como sendo uma re-selecdo, geracdo apds geracdo, com intercruzamento entre
os tipos selecionados, para obter a recombinacdo génica, de modo a elevar a
frequéncia de alelos favoraveis e manter a endogamia em baixo nivel, a ponto de
assegurar um alto grau de variabilidade genética. (Pinto, 1995) Com este método,
a cada ciclo de selegao recorrente, ocorre uma maior concentragcao de alelos
favoraveis nas populacfes trabalhadas, com o consequente aumento da média
populacional. As populacdes melhoradas, por meio da selecao recorrente, podem
ser utilizadas diretamente como variedades de polinizagédo aberta ou entéo para
obtencao de linhagens endogéamicas, utilizadas na producao de hibridos.

Na aplicacdo da selecao recorrente, sdo imprescindiveis que se escolham
populacdes divergentes e de preferéncia de grupos heteréticos distintos. Na
cultura do milho, a maioria dos hibridos pertence aos grupos heteroticos,
denominados milho dentado e duro.

Um ciclo de selecdo recorrente envolve, basicamente, trés etapas: a)
obtencdo de progénies: irmdos completos e progénies, parcialmente,
endogamicas S1; b) avaliacdo de progénies: realizada em ensaios envolvendo
repeticbes e locais, por meio de delineamento experimental apropriado; e c)
recombinacdo das progénies selecionadas: com a finalidade de gerar
variabilidade para o proximo ciclo de selecéo. Para a recombinacao, utiliza-se a
semente remanescente das progénies selecionadas. Parte das sementes é
destinada aos ensaios de competicdo e a outra parte (semente remanescente)
deve ser armazenada cuidadosamente para ser utilizada no campo de
recombinacdo na proxima safra, caso essa progénie seja selecionada. (Hallauer e
Miranda Filho, 1988)

A selecao recorrente reciproca, proposta por Comstock e Robinson (1948),
visa a melhoria simultdnea de duas populacdes. Estas populagcdes, por sua vez,

devem ser geneticamente distantes e de elevado potencial agronémico. Com a
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Selecdo Recorrente Reciproca, tém-se vantagens, devido aos efeitos aditivos por
meio de concentracdo de alelos favoraveis, em ambas as populacdes, bem como
devido aos desvios de dominancia. Isso porque uma vez que as distancias
genéticas se mantém entre as populacdes, permitem, dessa forma, explorar o
fendmeno da heterose, por meio de cruzamento entre populacdes e/ou linhagens
oriundas das mesmas. (Hallauer e Miranda Filho, 1987; Silva, 2003)

Um dos métodos de selecdo recorrente que merece destaque é a
denominada selecdo recorrente reciproca de familias de irmdos completos,
proposto por Hallauer e Ebehart (1970). Esta metodologia permite, ao mesmo
tempo, assegurar ganhos genéticos diretos (nas populacdes per si) e indiretos
(nas populacdes em cruzamento). Tal método consiste em cruzamentos de
plantas Sp aos pares (plantas da populacdo A com plantas da populacéo B),
autofecundando, simultaneamente, os individuos selecionados, com a exigéncia
de que as plantas selecionadas sejam prolificas.

Na cultura do milho, no método de selecdo recorrente reciproca de
familias de irmdos completos, procede-se a autofecundacdo da segunda espiga
de cada uma das plantas prolificas. A primeira espiga (superior) de cada planta é
fecundada com pélen de outra planta. (Paterniani e Campos, 1999) As sementes
dessas espigas correspondem as progénies de irmdos completos (A x B),
avaliadas em ensaios de producéo, os quais permitem identificar as combinacdes
(progénies) mais promissoras. Cada ciclo se completa quando as progénies S; de
cada populacéo, correspondentes aos melhores cruzamentos, sdo recombinadas
em lote isolado, produzindo, assim, as populacées melhoradas A; e B;. Desse
modo, depois de avaliadas as progénies de irmdos completos, as sementes S;
correspondentes as melhores progénies sado plantadas, efetuando-se a
autofecundacéo das plantas envolvidas nos cruzamentos, gerando, apds algumas
geracbes de autofecundacdo, linhagens potenciais para hibridos de alta
producao.

Tardin et al. (2007) fizeram uma modificacdo no método de selecao
recorrente reciproca de familias de irméos completos, incorporando, antes da
etapa de recombinacdo propriamente dita, uma etapa de avaliacdo da diversidade
genética dos genitores selecionados como superiores. Tal etapa tem como
objetivos: 1) eliminar contaminantes, ou seja, genoétipos pertencentes a uma

populacdo, mas com distancias genéticas mais proximas dos genotipos da outra
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populacao; 2) preservar a variabilidade genética dentro de cada populacao; e 3)
preservar ou até mesmo ampliar a distancia entre as populagdes.

Existem diversas variagdes do esquema de sele¢do recorrente reciproca. O
método de Selecdo Recorrente Reciproca de Familias de Irmdos Completos é
obtido do cruzamento entre pares de plantas selecionadas na populacéo,
autofecundando-se, simultaneamente, os individuos selecionados. Para tanto ha
a necessidade das plantas serem prolificas. No caso de popula¢cdes com plantas
nao prolificas, em geral, ndo se realiza a autofecundag&o. No milho, normalmente,
a autofecundacédo é feita na segunda espiga de cada uma das plantas, e a
primeira espiga de cada planta é fecundada com o pdélen de outra planta. As
progénies de irmaos completos sdo avaliadas com testes comparativos para a
identificagdo dos gendtipos superiores. A recombinacdo e a formacdo da
populacédo, a ser submetida a novo ciclo de selecéo, sao realizadas, fazendo-se
uso das sementes da autofecundacdo, que correspondem aos genitores dos
irmaos completos selecionados. (Paterniani e Campos, 1999; Borém e Miranda,
2009)

Existem inimeros trabalhos baseados em melhoramento conduzido por
Selecdo Recorrente de Familias de Irmaos Completos. Tardin et al. (2007),
estudando o milho comum, aplicaram o indice de selecdo de Smith e Hazel, e
introduziram, para os genotipos selecionados, uma etapa baseada em marcador
RAPD, objetivando-se preservar a Vvariabilidade genética e identificar
contaminantes antes da recombinacao. Gabriel (2006) conduziu o 10° Ciclo de
Selecdo Recorrente entre Familias de Irmaos Completos em Milho, incorporando
uma etapa com marcador molecular RFLP, na identificacdo de gendtipos
superiores, para a conducdo dos préoximos ciclos do programa. Ribeiro Junior et
al. (2000) observaram, no milho comum, a eficiéncia da Selecdo Recorrente de
Familias de Irmdos Completos, por meio de metodologia baseada em alguns
parametros genéticos, em produzir populagbes e hibridos superiores quanto ao
incremento das frequéncias dos alelos favoraveis e da heterose com o0 avanco
das geracOes de selecdo. Daros et al. (2004) verificaram, em milho pipoca, a
correlacdo entre caracteres agrondmicos em dois ciclos de selecao recorrente
(Familias de Irmdos Completos e Familias S;). Embora ndo significativa, para
ambos os ciclos, houve correlagdo genotipica negativa entre capacidade de
expansdo e o rendimento de graos, porém houve acréscimo da correlacédo

genotipica entre rendimentos de grdos e capacidade de expansdo do primeiro
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para 0 segundo ciclo, evidenciando aumento na concentracdo de alelos

favoraveis na populacéao.

3.7. Par@metros Genéticos

A estimacdo dos parametros geneéticos € importante para identificar a
natureza da acdo dos genes envolvidos no controle das caracteristicas de
interesse (caracteres quantitativos). Portanto, a estimacao avalia a eficiéncia de
diferentes estratégias de melhoramento para que sempre haja possibilidade de
ganhos e que a variabilidade genética seja mantida. (Cruz e Carneiro, 2003)

O termo parametro é utilizado para designar as constantes caracteristicas
de uma populagdo, particularmente, a média e a variancia. No caso de
populacdes utilizadas em programas de melhoramento, os parametros de
interesse sdo de duas naturezas: genética e ndo-genética. A estimagcdo dos
parametros genéticos é necessaria para: a) obter informaces sobre a natureza
da acédo dos genes envolvidos na heranca dos caracteres sob investigacéo; e b)
estabelecer a base para a escolha dos métodos de melhoramento aplicaveis a
populacdo. Ao discutir a estimagdo de parametros genéticos, é preciso, contudo,
considerar que as estimativas obtidas s6 sao validas para a populacdo da qual o
material experimental constitui algum tipo de amostra, e para as condicfes de
ambiente em que o estudo foi conduzido. Assim, quando se pretende estimar,
experimentalmente, as variancias genéticas, tanto 0s genoétipos quanto o0s
ambientes de experimentacdo devem constituir amostras apropriadas da
populacdo e da area geografica de interesse, respectivamente. (Cockerham,
1956; Robinson & Cockerham, 1965) E necessario ainda considerar que n&o se
consegue estimar o componente da variacdo genética, quando um ensaio €
conduzido, independentemente, do componente, devido a interagcdo genotipo X
ambiente. (Gardner, 1963)

Além do célculo de variancias genéticas e de meédias, a obtencdo de
estimativas de outros parametros genéticos, como coeficiente de herdabilidade e
de variacdo genética, indice de variagdo e correlacdes genéticas, é considerada
necessaria para se predizer ganhos, avaliar a viabilidade de determinado
programa de melhoramento e orientar na adocdo da estratégia mais eficiente de
selecao. (Vencovsky, 1969)

3.8. Indice de Selecio
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Os indices de selecdo permitem gerar um agregado genotipico sobre o
qual se exerce a selecdo, funcionando como carater adicional, resultante da
combinacdo de determinadas caracteristicas escolhidas pelo melhorista, nas
quais se deseja exercer selecdo simultdnea, permitindo separar genotipos
superiores, independentemente da existéncia ou ndo de correlagcdes entre as
caracteristicas. (Smith, 1936; Hazel, 1943; Willians, 1962; Castoldi, 1997; Cruz e
Regazzi, 2001; Gabriel et al., 2008)

Os materiais genéticos realmente superiores sdo aqueles que reunem,
simultaneamente, uma seérie de atributos favoraveis satisfazendo as exigéncias do
consumidor. Para tanto, o indice de Selecdo surge como um “super-carater”,
estabelecido pela combinagdo oOtima de varios caracteres. Desse modo, a
utilizac&o do indice de selecdo torna-se uma ferramenta eficiente.

Para se obter materiais genéticos realmente superiores, é necessario que o
material selecionado retna uma série de atributos favoraveis que lhe confiram
rendimento, comparativamente, mais elevado que satisfaca as exigéncias do
consumidor. Cruz et al. (2004) afirmam que a selecdo, com base em uma ou
poucas caracteristicas, tem-se mostrado inadequada, por conduzir a um produto
final superior em relacdo as caracteristicas selecionadas, mas com desempenho
nao favoravel em relacdo as varias outras caracteristicas consideradas.

Os indices de selecdo sdo uma ferramenta bastante utilizada no
melhoramento de culturas, como por exemplo, do milho. De acordo com Cruz et
al. (2004), tais indices constituem uma técnica multivariada que associa
informacOes relativas a varios caracteres de interesse agronémico com
propriedades genéticas da populagédo avaliada. Com os indices de selecéo, cria-
se um valor numérico, que funciona como carater adicional, teérico, resultante da
combinacdo de determinados caracteres selecionados pelo melhorista, sobre os
quais se deseja proceder a selecao simultanea.

A estimacédo do indice de selecdo depende da disponibilidade de matrizes
de variancia e covariancia genéticas, bem como as fenotipicas bem estimadas e
de pesos econdémicos. Uma vez estabelecido o indice, objetiva-se quantificar o
ganho de selecdo em cada carater avaliado ou de forma conjunta. (Cruz e
Carneiro, 2003).

Os indices de selecao tém sido utilizados pelo Programa de Melhoramento
de Milho da UENF. Tardin et al. (2003) utilizaram o indice de Smith (1936) e Hazel

(1943), quando, apos varias tentativas de atribuicdo de pesos econdmicos a oito
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caracteristicas avaliadas em um programa de selecédo recorrente de familias de
irmaos completos de milho, conseguiram obter tais pesos fornecendo estimativas
de ganhos satisfatérios na maioria das caracteristicas, de acordo com o interesse
do programa de melhoramento em questdo. Gabriel (2006) também utilizou o
indice classico de Smith (1936) e Hazel (1943) na selecdo das familias superiores
no 10° ciclo, obtendo ganhos satisfatérios para as varias caracteristicas avaliadas
pelo programa.

Smith (1936) propds o uso de indice de sele¢cdo nos programas de
melhoramento de plantas, como critério de selecdo simultanea de duas ou mais
caracteristicas correlacionadas. Este procedimento foi adaptado ao melhoramento
genético animal por Hazel (1943). De acordo com ambos os autores, para se
utilizarem os indices de selecdo, sdo necessarios o valor econémico relativo a
cada caracteristica, e as covariancias genotipicas e fenotipicas entre cada par de
caracteristicas. Tal indice passou a ser reconhecido como Iindice Classico. Cruz
(2005) prop6s que os pesos econdmicos fossem estimados a partir de estatisticas
dos proéprios dados experimentais, devido as dificuldades em se estabelecer tais
pesos.

Williams (1962) propds o indice-base, que dispensa as estimativas de
variancias e covariancias fenotipicas e genotipicas. Assim, este indice é
estabelecido pela combinagdo linear dos valores fenotipicos médios dos
caracteres ponderados pelos seus respectivos pesos econdmicos.

Segundo Cruz e Carneiro (2003), este indice tem apresentado boa
aceitacdo entre os melhoristas, por dispensar as estimativas de variancias e
covariancias genotipicas e fenotipicas, e ter relevado resultados satisfatorios,
quando utilizado como critério de selecdo em varios trabalhos cientificos. Cruz et
al. (1993) verificaram ganhos simultdneos nas caracteristicas, teor de Oleo e
rendimento de espigas, em progénies de irmaos completos de milho comum,
usando indices de selecdo, o que ndo foi possivel quando usaram a selecao
direta e indireta.

Pesek e Baker (1969) sugeriram o uso de “ganhos genéticos desejados” de
caracteristicas individuais, num programa de selecdo, para substituir os pesos
econdmicos relativos no célculo dos indices de selecdo. Para se usar a
modificacdo proposta, necessitam-se da média dos gendtipos e das matrizes de
variancia e covariancia genotipica e fenotipica. Assim, é possivel calcular os

coeficientes dos indices, sem designar pesos econémicos, que resultardo em um
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ganho maximo para cada caracteristica, de acordo com a importancia relativa
assumida pelo melhorista na especificacdo do ganho desejado, sujeito as
restricdes impostas pela constituicao fenotipica e genotipica da populacao.

O indice de Mulamba e Mock (1978) baseia-se em soma de “ranks” e
consiste em classificar os materiais genotipicos em relacdo a cada um dos
caracteres, em ordem favoravel ao melhoramento. Uma vez classificados, séo
somadas as ordens de cada material genético referente a cada -carater,
resultando em uma medida adicional tomada como indice de selecao. (Cruz et al.,
2004)

Existem varios outros métodos, para a obtencdo desses indices, que
representam diferentes alternativas de sele¢édo e, consequentemente, ganhos.
(Cruz e Regazzi, 2001) Como atualmente ja se dispde de recursos
computacionais e aplicativos adequados a estimacéo desses indices, a obtencéo
operacional é simples e indicada para a utilizacdo. Alguns dos programas
disponiveis para calculos do indice sdo: Genes, SAS, entre outros.

Desse modo, 0 que se pode notar € que se tem a necessidade de testar
diferentes indices para os caracteres disponiveis e, assim, selecionar o indice que
mais atribui ganhos para que este possa ser utilizado na selecdo das progénies

superiores.

3.9. Marcadores Moleculares

Por marcador molecular define-se todo e qualquer fenotipo molecular
oriundo de um gene expresso, como no caso de isoenzimas, ou de um segmento
especifico de DNA (correspondente a regides expressas ou nao do genoma).
(Borém e Caixeta, 2009)

Na selecdo assistida por marcadores moleculares, pode-se ter uma
economia de tempo e recurso. Este método pode também ser de grande valia na
selecdo de individuos que apresentam dois ou mais genes, cuja expressao
produz fendtipos semelhantes. Com a selecdo assistida por marcadores,
individuos podem ser analisados quanto a presenca de um, dois ou mais genes
de resisténcia, por exemplo, sem a necessidade de teste de progénie. (Borém e
Miranda, 2009)

A primeira ideia de se utilizar um marcador genético, com o objetivo de
auxiliar na selecdo de um carater quantitativo, ocorreu em 1923 com o feijao,

quando se constatou que o alelo responsavel pela auséncia de pigmentacao
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escura, no tegumento da semente, esta ligado a alelos de alguns genes
responsaveis pelo maior tamanho de sementes. Com isso, propds-se selecionar
linhagens de feijdo com grdos grandes de uma forma indireta, ou seja,
selecionando aqueles de coloracdo clara, jA que a expressdo da cor € mais
facilmente detectavel. Os marcadores genéticos podem ser morfolégicos ou
moleculares. O marcador morfolégico € baseado no fendtipo determinado por um
anico alelo ou mais, sendo este ligado intimamente ao alelo de interesse. O
marcador molecular de DNA sdo os proprios genes ou sequéncias de DNA
situadas préximas aos genes que se deseja marcar. (Ramalho et al., 2004)

Os marcadores de DNA sao ferramentas moleculares poderosas por
atuarem diretamente no nivel de DNA. Sendo isentos da influéncia ambiental, séo
potencialmente ilimitados, independem da idade da planta e sdo passiveis de
utilizacdo em uma série de procedimentos relacionados ao melhoramento de
plantas. (Ferreira e Grattapaglia, 1998) Os mesmos podem ser utilizados para
estudos de diversidade genética, para fingerprinting de gendtipos, para
mapeamento e analise de genes, dentre outros. (Milach, 1998)

Apoés o surgimento dos marcadores de DNA, alguns resultados mostraram
a associacao da produtividade de graos de hibridos de milho com a diversidade
genética, no entanto, o valor preditivo dos marcadores nao foi considerado
suficiente. Assim, pode-se inferir que a associacao da diversidade genética com a
variabilidade morfo-agronémica pode ser util na avaliagdo de gendtipos, mas néao
é suficiente para a escolha de genitores. (Padilha, 2002)

A dissimilaridade genética, estimada por meio de marcadores moleculares,
quando acompanhada de informacdes fenotipicas, € importante para a selecéo de
genotipos para o melhoramento e 0 mapeamento genético, permitindo, assim, a
selecdo de genitores para a formacédo de populagcbes de melhoramento. Isso
porque uma populacéo originaria do cruzamento de individuos superiores, para o
carater de interesse, e dissimilares geneticamente tem grande probabilidade de
dar origem a uma populacdo com ampla variabilidade genética e com maior
possibilidade de selecdo de transgressivos para o carater de interesse. Tal
expectativa decorre do fato de a heterose e a capacidade especifica de
combinacao entre dois genitores dependerem da existéncia de dominancia no
controle do carater e da esperanca de dissimilaridade entre 0s genotipos.
(Falconer & Mackay, 1996)
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A escolha de uma técnica de marcador molecular depende de sua
reprodutividade e simplicidade. Existem diferentes classes de marcadores
moleculares disponiveis para serem aplicados no melhoramento genético vegetal.
De acordo com Reddy et al. (2002), os marcadores moleculares mais comumente
utilizados sao os baseados na reacéo da polimerase em cadeia (PCR), tais como,
o0 RAPD (Randon Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) e, mais recentemente, os microssatélites (Simple Sequence
Repeat) e os ISSR (Inter Simple Sequence Repeat). No entanto, as maiores
limitacOes desses métodos séo a baixa reprodutibilidade do RAPD, o alto custo do
AFLP e a necessidade do conhecimento prévio do genoma para O
desenvolvimento de iniciadores especificos, para a possibilidade de detectar tais
polimorfismos.

Desde 1994, uma técnica de marcador molecular nova, chamada ISSR
(Inter Simple Sequence Repeats), esta disponivel (Zietkiewicz et al.,1994). Os
ISSRs sdo marcadores semiarbitrarios, ampliados por PCR em presenca de um
oligonucleotideo complementar para um microssatélite designado. A técnica do
ISSR é um tipo de marcador molecular, usado pela comunidade cientifica, com
diferentes aplicacbes no melhoramento de plantas (estudos de diversidade
genética, filogenia, mapeamento genético, fingerprints, entre outras) em varias
culturas. (Kantety et al., 1995; Bornet et al., 2001; Souza et al., 2005; Ajibade et
al., 2000).

Os ISSRs comportam-se como marcadores dominantes e seguem O
padrdo de heranca mendeliana simples. (Gupta et al., 1994) A técnica do ISSR é
um meétodo baseado em PCR, envolvendo a amplificagdo de segmentos de DNA
presentes a uma distancia amplificavel entre dois microssatélites idénticos,
orientados em direcdes opostas (Reddy et al., 2002). Para tanto, sdo usados
microssatélites, usualmente de 16 a 25 pb, como iniciadores capazes de, em uma
Gnica reacado de PCR, reconhecer os loci multiplos no genoma, para amplificar
principalmente as sequéncias inter e microssatélites de diferentes tamanhos.
(Zietkiewicz et al.,1994) Estes podem ser di, tri, tetra ou pentanucleotideos, sendo
ou ndo ancorados (Gupta et al., 1994; Meyer et al., 1993; Wu et al., 1994), ou
mais usualmente ancorados nas extremidades 3' ou 5 com 1 a 4 bases
degeneradas. De acordo com Kantety et al. (1995), as vantagens desta técnica
sdo: sua capacidade “multiplex”, sua alta frequéncia de polimorfismo, rapidez,

simplicidade e baixo custo.
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Além da cultura do milho, esta técnica tem sido usada com sucesso para
estimar a existéncia de diversidade genética no nivel intra e interespecifico em
outras diferentes culturas, tais quais, arroz (Joshi et al., 2000), trigo (Nagaoka &
Ogihara, 1997), feijao (Ajibade et al., 2000), batata-doce (Huang & Sun, 2000),
dentre outras (Kantety et al., 1995).

Contudo, a utilizacdo dos marcadores moleculares no melhoramento de
plantas, teoricamente, € viavel em muitas das aplicacdes. O custo da tecnologia
dos marcadores moleculares, o tempo consumido nas analises laboratoriais, o
custo da avaliacdo das caracteristicas, entre outros, determinam a viabilidade do

seu uso em cada caso. (Borém e Miranda, 2009)

3.10. Andlise de Agrupamento

As estimativas de dissimilaridade atendem aos objetivos do melhorista, por
quantificarem e informarem sobre o grau de semelhanca ou de diferenca
apresentado entre dois quaisquer genotipos. Entretanto, o nimero de estimativas
obtidas é relativamente grande (igual a n(n-1)/2, em que n é 0 numero de acessos
considerados no estudo), o que torna impraticavel o reconhecimento de grupos
homogéneos pelo simples exame visual daquelas estimativas. Assim, para
realizar esta tarefa, faz-se uso de métodos de agrupamento ou de projecbes de
distancias em graficos bidimensionais, em que cada coordenada é obtida a partir
da medida de dissimilaridade escolhida. (Cruz e Carneiro, 2006)

Para que estes métodos sejam realizados, é necessaria a escolha de uma
medida que quantificarda o grau de semelhanca entre dois vizinhos. Essas
medidas, denominadas coeficientes de similaridade, podem ser divididas em:
medidas de similaridade (quanto maior os valores observados, mais parecidos
serdo os individuos) e medidas de dissimilaridade (quanto maior os valores
observados, menos parecidos serdo os individuos).

Indmeros sao 0os métodos de agrupamento, sendo distintos pelo tipo de
resultado a ser fornecido e pelas diferentes formas de definir a proximidade entre
um individuo e um grupo ja formado ou entre dois grupos quaisquer. Em todos os
casos, ndo se conhece, a priori, 0 numero de grupos a serem estabelecidos, e
diferentes métodos proporcionam diferentes resultados. Os métodos mais
utilizados séo os de otimizacdo e os hierarquicos.

No estudo da diversidade genética, dentre os métodos multivariados que

podem ser aplicados, 0os mais comuns sdo 0os métodos de otimizacdo de Ward e
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0os métodos hierarquicos de UPGMA. (Mohammadi e Prasanna, 2003; Crossa e
Franco, 2004; Cruz et al., 2004; Goncalves et al., 2008) O método UPGMA
fundamenta-se na composi¢cdo de grupos com base na média de distancia entre
0s gendtipos, enquanto o Ward utiliza a soma de quadrados das distancias entre
pares de gendtipos. (Asensio, 1989; Martins, 2000; Cruz et al., 2004)

Como o presente trabalho utilizou apenas um dos métodos de
agrupamento, ou seja, o0 método hierdrquico UPGMA, apenas este sera

contemplado nesta revisao.

3.10.1. Métodos Hierarquicos

Nos métodos hierarquicos, o objetivo final é a obtencdo de um
dendograma ou diagrama de arvore, em que 0s agrupamentos podem ser
obtidos, subjetivamente, tomando-se por base as diferencas abruptas de
mudanca de nivel no dendograma. (Asensio, 1989; Cruz e Regazzi, 1993)

Dentre os meétodos comumente utilizados, destaca-se o UPGMA
(Unweigthed Pair-Group Method Using na Arithmetic Average). E um método n&o-
ponderado de agrupamento aos pares, utilizando médias aritméticas das medidas
de dissimilaridade, que evita caracterizar a dissimilaridade por valores extremos
(méaximo ou minimo) entre o0s genodtipos considerados. Neste método, o
dendograma é estabelecido pelos genétipos com maior similaridade. (Cruz e

Carneiro, 2006)

3.10.2. Consisténcia do Agrupamento

A consisténcia do agrupamento € realizada apdés a obtencdo do
dendograma, quando se tem uma nova leitura da dissimilaridade ou similaridade
entre os genotipos avaliados. Os novos coeficientes de semelhanca indicados nos
eixos sao estabelecidos, de acordo com o método de agrupamento escolhido, e
podem ser utilizados no estabelecimento de uma nova matriz de dissimilaridade,
denominada matriz de coeficientes, de semelhanca cofenética.

Segundo Sokal e Rohlf (1962), a adequacao deste método se faz por meio
do coeficiente de correlacdo cofenética (CCC). Este coeficiente € uma medida de
concordancia entre os valores originais de dissimilaridade e aqueles apresentados
no dendograma. Quanto maior o valor de CCC, menor serd a distorcao

provocada, ao agruparem-se 0s genotipos. Estes autores também relatam que,
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dos métodos hierarquicos, o UPGMA é o0 que apresenta os dendogramas com

CCC maximo.

3.10.3. Disperséo Gréfica (Analise das Coordenadas Principais - PCoA)

Uma maneira alternativa aos métodos de agrupamento, para a avaliacédo
da diversidade dentro de um conjunto de genétipos, € a analise da disperséo
grafica, normalmente utilizando-se o espac¢o bidimensional. Uma desvantagem é
a dificuldade do estabelecimento de grupos de similaridade de forma menos
subjetiva, com base na simples inspecéo visual da dispersdo. Mesmo assim, esta
tem sido a alternativa mais adequada em estudos de diversidade genética. (Cruz
e Carneiro, 2006)

Existem varias técnicas que possibilitam a analise por meio de disperséo
grafica, como, por exemplo, Analise das Coordenadas Principais - PCoA. Estas
técnicas sdo recomendadas quando se quer empregar a analise grafica e quando
se puder estimar variaveis a serem utilizadas em eixos cartesianos, que envolvem
0 maximo da variacao disponivel nos dados originais.

Indmeros trabalhos que utilizaram a andlise das coordenadas principais
mostraram o0 quanto de variagcdo ocorre entre 0s genotipos numa analise de
RAPD. (Colombo et al., 2000; Sera et al., 2003)
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material Genético

Para iniciar um programa de selecédo recorrente, é necessario escolher
qual tipo de populacdo devera ser trabalhada, e estas populacdes,
necessariamente, devem possuir um elevado potencial agronémico. Neste
sentido, por se tratar de melhoramento interpopulacional, foram definidas duas
populacdes pertencentes a grupos heteroticos distintos: CIMMYT e Piranéo.

A populacdo CIMMYT é oriunda da Universidade Federal de Vigcosa (UFV)
- MG, pertencente ao grupo heterdtico tipo “duro” e possui, como principal
caracteristica, um gene braquitico (porte mais baixo). A outra populacéo, oriunda
da mesma universidade, também possui um gene braquitico, porém pertence ao
grupo heterotico do tipo “dentado”.

As populacdes mencionadas foram trabalhadas em Vicosa, pela UFV, até
0 5°ciclo de selegcdo recorrente e, atualmente, € trabalhada em Campos dos
Goytacazes, pela Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro —
UENF. Sendo este atual trabalho uma sequéncia no avanco de ciclos, pelo
programa de sele¢do recorrente reciproca entre as familias de irm&os completos,

conduzido pela universidade.

4.2. Obtencgéo do 12° Ciclo de Sele¢éo Recorrente Reciproca
Na Selecédo Recorrente Reciproca, cada ciclo envolve trés etapas basicas

a serem seguidas: a) a geracao de progénies ou familias de irméaos completos; b)
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a avaliacdo das familias para a identificacdo das superiores; e c) a recombinacao
das sementes remanescentes correspondentes as familias superiores, para a
obtencao das populagdes em um ciclo mais avancgado.

A metodologia utilizada foi, conforme descrito por Hallauer e Miranda
Filho (1987), com algumas modificacbes, conforme consta resumidamente a

sequir.

4.2.1. Geracao das Familias de Irmaos Completos e de Sementes S;

O plantio, para a obtencéo das familias de irmaos completos e dos Sj, foi
realizado em marco de 2008 no Campo Experimental da UENF, anexo ao Colégio
Estadual Agricola Anténio Sarlo, no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ.

Para tanto, uma amostra das duas populagbes CIMMYT e Pirando, do
ciclo de selecéo recorrente anterior, foi semeada em fileiras alternadas de 6,00 m
de comprimento, no espacamento de 1,00 m entre fileiras e 0,40 m entre plantas,
a uma profundidade de 0,05 m no sulco, semeando-se trés sementes por cova.
Apods 30 dias da emergéncia das plantulas, foi realizado o desbaste, mantendo-se
15 plantas por fileira.

A adubacéao foi realizada de acordo com a analise de solo, aplicando-se
800 Kg.ha™ de N-P-K na formulacéo 04-14-08. Foram realizadas duas adubacées
de cobertura: uma ap6s os 30 dias de plantio, com 300 Kg.ha® de sulfato de
amonio na formulacdo 20-00-20, e a segunda, aos 15 dias ap0s a primeira
adubacdo de cobertura, utilizando-se 260 Kg.ha' de sulfato de aménio na
formulacdo 20-00-20. Os tratos culturais foram realizados de acordo com as
recomendacgdes para esta cultura. (Fancelli e Dourado Neto, 2000)

Foram semeadas 300 linhas, constituidas da mistura balanceada das
sementes recombinadas do ultimo ciclo de selec&o recorrente intrapopulacional.
Na etapa de obtencdo de progénies de irmaos completos, as fileiras de plantio
foram enumeradas, bem como suas respectivas plantas (1 a 15), de modo a
facilitar a identificagdo dos cruzamentos, preferencialmente, realizados entre os
pares de fileiras. As polinizacbes foram realizadas manualmente. As espigas
foram, antecipadamente, cobertas, antes da liberacdo do estilo-estigmas,
utilizando sacolas de plastico transparente, especial para tal finalidade. Ao mesmo
tempo, os penddes eram cobertos com sacos de papel tipo “Kraft”, cuidado

necessario, uma vez que o polen perde sua viabilidade polinica apés oito horas.
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Assim, qualquer polen viavel no saco de papel no dia seguinte sé podera ter sido
proveniente do pendéao coberto.

Os cruzamentos foram feitos em plantas prolificas selecionadas dentro de
cada par de fileiras, de maneira que as espigas superiores foram cruzadas e as
espigas inferiores (segunda espiga) foram autofecundadas, na parte da manha,
quando os pares de fileiras eram percorridos e as plantas que se apresentavam
aptas a serem cruzadas eram identificadas: aquelas que, ao mesmo tempo,
estavam liberando pélen e apresentavam espigas receptivas. No outro dia, foram
realizados os cruzamentos, colocando-se a sacola de papel “Kraft”, contendo o
polen do pendao, sobre a espiga e identificando-se o nimero da fileira € 0 nimero
de cada planta no saco de papel, com caneta de tinta resistente para ndo apagar.

No total, foram obtidas 138 familias de irméaos completos e 276 progénies
autofecundadas (S;). As sementes S; foram armazenadas em camara fria, e as

familias de irm&os completos, utilizadas para ensaio de competicéo.

4.2.2. Avaliacdo das Progénies de Irméaos Completos

4.2.2.1. Local e Delineamento Experimental
As 138 familias de irmaos completos, obtidas na etapa anterior, foram
avaliadas em outubro de 2008, em delineamento em blocos ao acaso, em dois
ambientes (Campos dos Goytacazes - Colégio Estadual Agricola Anténio Sarlo e
Itaocara - Estacao Experimental da PESAGRO - RIO), com repeticoes dentro de
“sets”. Dado o grande numero de tratamentos (138 familias), estas foram
agrupadas em seis “sets”, contendo cada um 23 familias e quatro testemunhas
(CsxPs; CgxPg; C11xP11; BR 106) (Apéndice A), totalizando 27 tratamentos. Cada
unidade experimental foi constituida de uma fileira de 5,00 m de comprimento,
espacadas de 1,00 m entre fileiras, e 0,2 m entre plantas. No plantio, foram
semeadas trés sementes por cova a uma profundidade de 0,05 m e, apds 30 dias
apos a emergéncia, foi realizado o desbaste, deixando uma planta por cova.
A adubacéo foi realizada, de acordo com a analise de solo, aplicando-se
800 Kg.ha™ de N-P-K na formulacéo 04-14-08. Foram realizadas duas adubacées
de cobertura: uma apés os 30 dias de plantio, com 300 Kg.ha' de sulfato de
amonio na formulacdo 20-00-20, e a segunda, aos 15 dias apOs a primeira
adubacdo de cobertura, utilizando 260 Kg.ha' de sulfato de aménio na
formulacdo 20-00-20. Os tratos culturais foram realizados de acordo com as

recomendacdes para esta cultura. (Fancelli e Dourado Neto, 2000)
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Apos o florescimento das plantas, foram avaliadas as seguintes

caracteristicas, em cada unidade experimental:
a) Numero de Dias para o Florescimento (FLO): nimero de dias decorridos desde
o plantio até a exteriorizacdo do estilo-estigma da espiga (flor feminina) de 50 %
das plantas da unidade experimental;
b) Altura de Planta (ALP): altura média de seis plantas competitivas, medidas do
nivel do solo até o n6 de insercdo da folha-bandeira, em metros;
c) Altura de Espiga (ALE): altura média das mesmas seis plantas competitivas,
medidas do nivel do solo até o n6 de insercéo da espiga superior no colmo, em
metros;
d) Numero de Plantas (NPL): numero total de plantas no momento da colheita;
e) Numero de Plantas Quebradas (NPQ): numero de plantas que se
apresentaram quebradas, abaixo da espiga superior, no momento da colheita;
f) Numero de Plantas Acamadas (NPAC): niamero de plantas que apresentaram
angulo de inclinagéo superior a 45° com a vertical, no momento da colheita; e
g) Empalhamento (EMP): nimero de espigas mal empalhadas (que deixam graos
expostos), no momento da colheita.

Apos a colheita, foram obtidos os dados das seguintes caracteristicas:
h) Numero de Espigas (NESP): niumero total de espigas colhidas;
i) Numero de Espigas Doentes (NED): niumero de espigas manifestando sintomas
de doenca,;
) Numero de Espigas Atacadas por Pragas (NEAP): numero de espigas
brocadas;
k) Peso de Espigas (PES). peso, em gramas por parcela, das espigas
despalhadas, com precisédo de centésimos de quilograma;
l) Producdo (PROD): produtividade estimada com base no peso dos gréaos
debulhados, em quilogramas por metro de fileira; e
m) Peso de 100 gréaos (P100): peso, em gramas, de uma amostra de 100 graos
sadios, com precisao de centésimos de grama.

A colheita foi realizada ap6s quatro meses do plantio, ou seja, fevereiro de
20009.

4.2.2.2. Selecdo das Progénies Superiores - Andlise Estatistica

4.2.2.2.1. Analise de variancia
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Os dados das caracteristicas foram submetidos a analise de variancia,
conforme o delineamento ao acaso em blocos, de acordo com o0 modelo genético
estatistico proposto por Hallauer e Miranda Filho (1987):

Yinw = M+ Ei + §; + ESj + R/ ESjic + G/Sj + EG/Sj + €jja,
onde:
4 = média experimental;
E = efeito fixo do i-ésimo ambiente;
S, =efeito do j-ésimo “set”;

ES, =efeito da interagcdo de ambientes e “sets”;

R/ ES,, =efeito da k-ésima repeticao dentro da interagdo entre o i-€simo ambiente
e 0 j-ésimo “set”;
G/S; =efeito do I-€simo genotipo dentro do j-ésimo “set”;
EG/S; =efeito da interagdo de ambientes e gendtipos dentro do j-ésimo “set”;
€y = €erro experimental.
A andlise de variancia dos dados foi realizada empregando-se 0s recursos
computacionais do Programa SAS. (SAS,1985)

Na Tabela 1, é apresentado o esquema da analise de variancia conjunta,
com as respectivas esperancas de quadrados médios, sendo que, com excecao

de ambientes, as demais fontes de variacdo foram consideradas aleatorias.

Tabela 1: Andlise de variancia e esperanca de quadrados médios.

FV GL QM E (QM) F
Ambientes(E) e-1 QME 0% +r190% + 902 s + 108, +Orsi QME/QMES
Sets (S) s—-1 QMS o+ e o0, +ey o QMS/QMG
ExS E-DE-1  QMES otrroh.+uie tgiol  QUESIOUR
Repeticbes es(r—-1) QMB 0?2+ 90, QMB/QMR
(R) / ExS
Gendtipos (G) / S s(g-1) QMG o2 + e 0l QMG/QMR
ExG/S s(g-1)(e-1) QMEG o +roi s QMEG/ QMR
Residuo es(g—-1)(r-12) QMR 52 -
Total egrs-1

4.2.2.2.2. Estimacéo dos Parametros Genéticos

Depois de obtidas as esperancas do quadrado médio apresentados na
Tabela 1, foram obtidas as estimativas dos componentes de variancia.

O estimador da variancia genotipica entre familias foi expresso por:
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o; = (QMG-QMR)/er
em que:

QMG = quadrado médio dos genotipos;
QMR = quadrado médio do residuo;

e = ambiente; e

r = repeticao.

O estimador da variancia fenotipica entre familias foi expresso por:

o7 = QMGler

em que:
QMG = quadrado médio dos genotipos;
e = ambiente; e

r = repeticao.

A herdabilidade, com base na média de familias, foi estimada pela

expressao:

- 2 2
I’xF_ Ug/af

f

Coeficiente de variagéo genetico: CVy (%) = |_1001/ ng / ;<J
indice de variag&o: Iy (%) = 100 (CV4/CVe)
Os calculos das estimativas dos parametros genéticos foram realizados

para serem estimados os ganhos por selecédo (GS), o ganho no avanco do 11°

ciclo para o 12° ciclo, pela expressao:

GS = (Xs — Xo)h-
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Em que: X; = média das familias de irm&os completos selecionados com
base no indice de selecéo;

= média de todas as familias avaliadas; e

X,
hf(—f = herdabilidade com base na média das familias

4.2.2.2.3. Selecdo Baseada no indice de Mulamba e Mock (1978)

Na etapa de selecionar das familias superiores para a realizacdo de
ferramentas moleculares e posterior recombinacgao, utilizou-se a potencialidade do
indice de selecdo de Mulamba e Mock (1978). Este indice foi selecionado, porque
ratificou os resultados obtidos pela selecao direta dos individuos, baseado na
média de producdo. Procurou-se obter, na selecdo de familias mais produtivas e
com maior peso de grdos, também a reducdo nas médias das seguintes
caracteristicas: niumero de plantas quebradas, numero de plantas acamadas,
namero de espigas mal empalhadas, numero de espigas atacadas por pragas
(caracteristica descartada nas analises devida obtencdo de valores negativos) e
doencgas. As estimativas de predicdo dos ganhos de selecdo foram realizadas
com base nas médias dos dois ambientes aqui apresentados.

Nas analises computacionais, foram dados pesos para cada
caracteristica analisada que demonstrou diferencas significativas entre os
genotipos, pelo teste F, na andlise de variancia. Estes pesos foram escolhidos ao
acaso, mediante tentativas, porém, atentando-se para 0os ganhos mais favoraveis
para cada caracteristica em questdo, deu-se énfase para peso de graos (uma das
caracteristicas mais importantes do trabalho). Os pesos econdémicos utilizados
nos indices de sele¢éo foram: o desvio-padréo genotipico, coeficiente de variacao
genotipico, indice de variacdo, herdabilidade e pesos atribuidos por tentativas.

Ao todo, 40 familias avaliadas em cada populacao foram selecionadas para
a composicao do lote a ser utilizado para o estudo da divergéncia genética, via
marcadores moleculares ISSR. O programa computacional GENES (Cruz, 2006)

foi utilizado para a realizacao das analises.

4.3. Avaliacéo da Diversidade Genética por Marcador Molecular
Nesta etapa de andlise da diversidade via marcadores de DNA, parte das
sementes S; armazenada da primeira etapa, foi plantada na Unidade de Apoio a

Pesquisa - UENF em vasos com terra, para coletar o material vegetativo para a
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proxima etapa do vigente trabalho. A parte aérea de 10 plantulas foi coletada, em
“Bulk”, dos 40 gendtipos superiores de cada populacado, para a extracdo do DNA.
Este material foi envolvido por papel aluminio, devidamente identificado com o
namero do genotipo coletado, acondicionado no isopor contendo nitrogénio
liquido e levados para o ultrafreezer (-86 °C) e tubos fechados com capacidade de
15 ml. O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Melhoramento Genético
Vegetal do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (LMGV/CCTA/UENF), em Campos

dos Goytacazes - RJ.

4.3.1. Extragdo do DNA

As amostras foram maceradas com nitrogénio liquido, e parte do material
macerado, cerca de 100 mg, foi transferido para um tubo eppendorf, com
capacidade de 1,5 ml, para posterior extracao.

A extracdo de DNA foi realizada de acordo com o protocolo do kit
comercial: Genomic DNA Extraction kit (YGP 100 RBC).

4.3.2. Quantificacdo do DNA

Para avaliacdo da concentracdo e da qualidade de DNA, as amostras
foram avaliadas em gel de agarose a 1,0 % e coradas com a mistura de “Blue
Juice” 6X com “Gel Red”, na proporcdo de 1:1. Como padréo, foi utilizada a
amostra de DNA, com a concentracdo conhecida de DNA de fago A (10, 20, 30,
50 e 100ng). As imagens foram reveladas pelo sistema “MiniBis Pro”.

Posteriormente, as amostras de trabalho foram padronizadas na
concentracéo de 5 ng.ul™ e mantidas a -20 °C.

4.3.3. Amplificacdo do DNA Via Marcador ISSR

Foram utilizados 23 iniciadores, sendo 16 dinucleotideos, cinco
trinucleotideos e dois tetranucleotideo. Destes iniciadores, sete foram sintetizados
pela RW Genes — (AC)y; (GA)oT; (GA)sCA; (GA)sGC; (CAGA)4 (CTC)sRC
(GA)sYC— e dezesseis pela Invitrogen — (AC)sT; (ATG)s; (GT)gYC; (CT)sRG;
(AG)sYA; (AC)sCT; (AG)sYT; (CT)sG; (GTG)3GC; (AC)sCG; (GT)sCC; (CAC)3GC;
(GGAT)3GA; (AC)sYG; (GAA)sAA; (AG)sC.

O teste para o marcador ISSR foi conduzido com dez genétipos de milho,

sendo: cinco da populacdo CIMMYT e cinco da populacdo Pirando. Apos
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estabelecidas as condi¢cdes adequadas das reacOes, estas foram distribuidas
para toda populacéo.

As reacgdes de amplificagdo, via PCR, foram realizadas de acordo com a
metodologia sugerida por Zietkiewicz et al. (1994), com modificacbes. No entanto,
as concentracdes adotadas para um volume final de 13 pL contendo os reagentes
nas seguintes concentracoes: 1,3 pL de Tampéao 10X (500 mM KCI, 100 mM Tris-
HCl a pH 8,4, 1 % de Triton X-100); 0,78 puL de 25 mM MgCl,; 1,04 yL de 2 mM
dNTPs; 1 pyL (5 %) de DMSO (Dimethyl Sulfoxide); 0,78 uL de 0,5 mM de iniciador
(RW Genes e Invitrogen); 0,12 pL de 5U de Taq DNA polimerase “Fermentas” e
2L de DNA genémico (5ng/uL), completando o volume final com 4gua ultrapura.

As amplificacGes para otimizacdo da temperatura O6tima de anelamento,
foram realizadas no termociclador de gradiente da marca Eppendorf, de acordo
com o seguinte programa: 3 min de desnaturacdo a 94 °C; seguido de 35 ciclos
de amplificacdo a 94 °C a 1 min; 1 min com T, — “temperature of melting” — e 72

°C por 3 min. Apds os 35 ciclos, foi realizada uma extenséo final de 7 min a 72 °C.

4.3.4. Eletroforese

Os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese horizontal em
gel de agarose 1,5 % e tampao TAE 1X, a 100 volts por duas horas, e
posteriormente, corados com a mistura de “Blue Juice” 6X com “Gel Red”, na
proporcao de 1:1. O marcador Ladder de 250 pares de bases foi utilizado para a
determinacao do tamanho dos fragmentos gerados.

Os geis foram fotodocumentados no sistema de revelacdo, sob luz

ultravioleta, no equipamento Mini Bis Pro (BioAmérica).

4.3.5 Analise dos Dados Moleculares

Foi gerada uma matriz de dados binarios, a partir das bandas polimorficas
do marcador molecular utilizado, ISSR. Nesta matriz, foram atribuidos 1 a
presenca e 0 a auséncia de banda. Para calcular a distancia entre os pares de
genotipos, adotou-se como medida de dissimilaridade, o Complemento Aritmético
do indice de Jaccard, dado por:
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a=1 - 1: numero de coincidéncia do tipol e 1.
b= 1 - 0: numero de discordancia do tipo 1 e 0.

c=0 - 1: nimero de discordancia do tipo 0 e “1".

4.3.6. Analise de Agrupamento

Nas analises dos resultados, foram utilizados os recursos computacionais
do programa GENES (Cruz, 2006). Ja para a geracdo da matriz de distancias com
base no Complemento Aritmético do indice de Jaccard, foram utilizados, para o
agrupamento dos genotipos, os métodos de UPGMA e PCoA (Analise das
Coordenadas Principais), por meio dos Programa R, utilizando o pacote "cluster”
(www.r-project.org) e DARwin 5 (Perrier e Jacquemoud-Collet, 2006),
respectivamente.

A consisténcia entre a matriz de distancia e o0s agrupamentos foi
implementada pelo uso do Coeficiente de Correlacdo Cofenética (CCC), cuja
estimativa € a propria correlacado de Pearson entre os elementos correspondentes
da matriz de distancias genéticas e a matriz gerada pelo agrupamento. Trata-se
de um coeficiente de correlagdo produto-momento, que quantifica a concordancia
entre a matriz de dissimilaridade original e a matriz de dissilimaridade cofenética,

expresso pelo dendrograma. (Sneath e Sokal, 1973; Cruz et al., 2004)

4.4. Recombinacéo das Familias Superiores

Dos 40 gendtipos de cada populacao, identificados como superiores (etapa
de avaliacdo de campo), foram identificados os mais divergentes (etapa via
marcadores de DNA), de forma que os materiais recombinados de maneira
independente, em cada populacdo, foram superiores e divergentes. As
recombinacdes foram conduzidas de maneira a assegurar que cada genotipo se
cruzasse com todos os outros. O plantio foi realizado no Colégio Estadual
Agricola Antdnio Sarlo, em Campos dos Goytacazes — RJ.

No campo, foram plantadas 15 plantas em fileiras simples de 6,00 m de
comprimento, com espacamento de 1,00 m entre fileiras e 0,40 m entre plantas
dentro da fileira. Os tratos culturais foram realizados conforme as necessidades
da cultura e de acordo com as recomendacdes para a cultura (Fancelli e Dourado
Neto, 2000). Esta etapa ocorreu pouco antes do encerramento das atividades

laboratoriais, via marcador molecular.
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No total, foram cultivados 40 gendtipos de cada populacdo em blocos
diferentes. De posse das analises via marcador molecular, alguns gendétipos
foram eliminados do campo. Dos 40 gendtipos de cada uma das populacgdes,
CIMMYT e Piranao, 20 e 18, respectivamente, foram eliminados, permanecendo
42 gendtipos para compor as populacdes melhoradas (12° ciclo). Esta selecéo
teve como objetivo maximizar a variabilidade genética dessas populacdes, bem
como manter e até mesmo ampliar a distancia genética entre elas.

Na eliminacdo dos gendtipos para a composicédo do lote de recombinacéo,
alguns fatores foram considerados. Dentre eles: eliminacdo dos gendtipos
considerados contaminantes, ou seja, aqueles pertencentes a uma determinada
populacdo, mas geneticamente préximos de outra populagdo; eliminacdo dos
genodtipos de uma das populacdes pelos métodos UPGMA e coordenadas
principais, que foram agrupados com individuos pertencentes a outra populacao;
eliminacdo de genodtipos geneticamente proximos, mantendo aqueles cujas
meédias de producéo de gréos foram superiores.

Iniciou-se, 75 dias ap0s o plantio, o processo de recombinacado das familias
selecionadas. As polinizagdes foram realizadas manualmente. Nesta etapa, como
cada linha representa uma familia, todas as linhas foram percorridas diariamente,
de forma a serem vistas espigas e penddes aptos a polinizacdo. As espigas foram
cobertas, antes da emissdo do estilo-estigmas, com sacolas plasticas e, em
seguida, efetuou-se a preparagédo dos penddes, cobrindo-os com sacos de papel
“Kraft” aqueles que estavam em fase inicial de liberacdo de grao de polen. Estes
penddes foram utilizados no dia seguinte, garantindo, desta forma, a viabilidade
do pdlen contido em todos os sacos de papel da populacdo em questdo e, assim,
possibilitar a recombinacdo de todos os materiais. Esta amostra de graos de
polen foi utilizada apenas para as espigas que nao compuseram a referida
amostra de pélen, excluindo a existéncia de autofecundacéao.

Tal procedimento foi repetido por diversos dias, em ambas as populacoes,
até que os penddes estivessem liberando pdlen e as espigas de todas ou da
maioria das plantas tivessem sido fecundadas. Em cada fileira, foram polinizadas
no minimo nove espigas, que, em seguida, foram debulhadas e as sementes
misturadas, formando a nova populacdo de familias de irmaos completos no

programa de selecéo recorrente de milho da UENF.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliagdo das Progénies de Irmaos Completos e Analise de Variancia

Na Tabela 2 e Tabela 3, h& as estimativas dos valores e as significancias
dos quadrados médios, bem como as médias e os coeficientes de variacao
experimental, com base na média das 13 caracteristicas avaliadas, em 138
familias de irmédos completos, nos dois ambientes avaliados, Campos dos
Goytacazes e Itaocara, RJ.

Verifica-se que nao houve diferencas significativas pelo teste F em nivel
de 5 % e 1 % de probabilidade, para Ambiente (E), referentes as caracteristicas
namero de plantas acamadas e niumero de espigas atacadas por pragas. Isto
significa que, para as demais caracteristicas em que houve significancia, os
ambientes foram considerados satisfatoriamente distintos para gerarem
diferencas entre as caracteristicas avaliadas. Admite-se também a
representatividade de Campos dos Goytacazes (Norte Fluminense) e Itaocara
(Noroeste Fluminense), enquanto locais distintos para a avaliagdo de progénies
em selecdo recorrente, bem como em ensaios de comparacao de desempenho
agricola.

As caracteristicas FLO, ALP, ALE, NPL, NPQ, NPAC, EMP, NED, NEAP,
PES, PROD e P100 revelaram diferencas significativas para “sets” (Tabela 2 e
Tabela 3), demonstrando que a eficiéncia e a necessidade do uso de
delineamento em blocos com divisdo em “sets”. Deduz-se que, na auséncia dessa

divisdo, poderiam produzir variagdes resultando em perda de precisdo dos
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experimentos. Levando-se em consideracédo a interacdo Ambiente x “set” (ExS),
nota-se que as caracteristicas FLO, ALP, ALE, NPQ, EMP, NESP, NED, NEAP,
PES e PROD revelaram diferencas significativas (Tabela 3 e Tabela 4),
denotando que os gendtipos, aleatoriamente distribuidos nos “sets”, mostraram
modificacbes fenotipicas estimuladas pelas mudancas edafoclimaticas dos
ambientes.

Para a fonte de variacdo Gendtipo dentro de “set” (G/S), apenas as
caracteristicas NPAC e NEAP apresentaram auséncia de significancia. As demais
apresentaram significancias em nivel de 5 % e 1 % de probabilidade pelo teste F,
demonstrando haver variabilidade genética a ser explorada em ciclos futuros,
possibilitando progressos com a selegéo.

A presenca de valor significativo para a interagcdo Ambiente x gendtipo
dentro de “set” (ExG/S), para as caracteristicas FLO, NPQ, PES e PROD,
evidencia que as familias ndo mantiveram o mesmo comportamento fenotipico
para tais caracteristicas nos dois ambientes, 0 que significa que esta interacdo
ndo impede a implementacdo de um uUnico programa de melhoramento para os
dois ambientes, uma vez. Ferrdo (1985), Santos (2005), Tardin (2006) e Gabriel
(2006) também encontraram interacfes significativas e concluiram que o
importante para a selecdo € a expressado das médias fenotipicas (Apéndice A) das
familias em ambos os ambientes. A obtencdo destes ganhos por selegcdo é
possivel, sobretudo com a potencialidade de indices de sele¢cdo. As demais
caracteristicas foram néao-significativas.

A variabilidade genética, o método de selecdo adotado, o tamanho da
populacdo e a influéncia do ambiente sao fatores que interferem, na taxa de
elevacao das frequéncias génicas favoraveis, como efeito da sele¢éo. (Paterniani,
1980) O aumento dessas taxas equivale a uma maior concentracdo de alelos
favoraveis na populacdo melhorada a cada ciclo de selecao recorrente e, como
consequéncia, o incremento da média populacional para as diversas
caracteristicas. (Hallauer e Miranda Filho, 1988) A obtencdo do 12° ciclo de
selecdo recorrente entre familias de irm&os completos de milho na UENF,
conseguiu manter a variabilidade genética e incrementar de forma favoravel as

médias das caracteristicas avaliadas.



Tabela 2: Resumo da andlise de variancia com os respectivos quadrados médios e graus de liberdade (GL), estimativas dos
coeficientes de variacdo experimental (CV %) e das médias para as caracteristicas avaliadas, ap0s o florescimento, no ensaio em
delineamento em blocos ao acaso agrupados em “sets”, em dois ambientes, Campos dos Goytacazes e Itaocara — RJ, no ano

agricola de 2008/2009.

Quadrado Médio”

FV GL
FLO ALP ALE NPL NPQ NPAC EMP
Ambientes (E) 1 336,3951** 62,9936 ** 60,1714 ** 2196,1261 ** 1647,5537 ** 2,2909 ™ 381,0195 **
Sets (S) 5 21,4046 ** 0,3050 ** 0,3000 ** 18,4759 ** 15,3931 * 15,1774 ** 59,9401 **
ExS 5 23,1421 ** 0,3247 ** 0,1542 ** 10,9603 ™ 16,3294 * 7,5173 ™ 6,6656 *
R(eF?)e/“S(ZS 12 33,0541 ** 0,2133 ** 0,1595 ** 10,7918 * 13,2471 ** 8,4089 ™ 3,4583 ™
G?g?t/i%"s 132 16,3818 ** 0,0733 ** 0,0581 ** 13,5269 ** 13,6061 ** 6,0426 ™ 9,4863 **
ExG /S 132 8,3374 * 0,0373 ™ 0,0260 ™ 5,7937 ™ 7,2289 * 4,9110 ™ 3,3323 **
Resfduo 264 5,9500 0,0321 0,0232 4,9517 5,4673 4,7494 2,2761
CV (%) - 3,3510 8,8163 12,4014 9,6858 62,7889 127,2233 56,7174
Média Geral - 72,7916 2,0330 1,2280 22,9744 3,7240 1,7130 2,6600
Média em Campos - 73,5580 1,6952 0,8977 24,9783 2,0145 1,6486 1,8370
Média em Itaocara - 72,0111 2,3769 1,5643 20,9336 5,4649 1,7786 3,4982

YFLO = namero de dias para florescimento;
plantas acamadas; EMP = empalhamento.

ALP = altura de planta; ALE = altura de espiga; NPL = nimero de plantas; NPQ = nimero de plantas quebradas; NPAC = nimero de

"S N&o significativo pelo teste F, a 5 % de probabilidade; * Significativo pelo teste F, a 5 % de probabilidade; ** Significativo pelo teste F a 1 % de probabilidade.

8¢



Tabela 3: Resumo da andlise de variancia com os respectivos quadrados médios e graus de liberdade (GL), estimativas dos
coeficientes de variacdo experimental (CV %) e das médias para as caracteristicas avaliadas, apos a colheita, no ensaio em
delineamento em blocos ao acaso agrupados em “sets”, em dois ambientes, Campos dos Goytacazes e Itaocara — RJ, no ano
agricola de 2008/2009.

Quadrado Médio”

Fv GL NESP NED NEAP PES PROD P100
Ambientes(E) 1 798,2028 ** 204,7418 ** 0,0031 ™ 99911345,6 ** 251532681,1 ** 1189,8583 **
Sets (S) 5 69,9720 ™ 30,3097 ** 2,6079 ** 14372495 * 4669034,2 * 72,8218 **
ExS 5 83,3424 * 33,8992 ** 1,0083 * 2266869,2 ** 6015917,7 ** 16,7337 ™
R(‘;F;e/tgsgs 12 75,8926 * 22,0907 ** 1,5894 ** 2451070,8 ** 7438730,6 ** 14,3471 ™
G?(gg’t/i%"s 132 72,3213 ** 9,6193 * 0,3897 ™ 12317982 ** 3621298,6 ** 22,9124 **
EXG/S 132 38,1289 "™ 8,8282 " 0,4113 "™ 890748,4 ** 2714704,1 ** 7,8620 ™
Resfduo 264 34,0880 7,0595 0,4186 614004,4 1871121 8,1869
CV (%) - 18,9198 54,0284 287,7406 25,6628 27,3228 9,2656
Média Geral - 30,8592 4,9177 0,2249 3053,382 5006,399 30,8806
Média em Campos - 29,6775 5,6413 0,2283 2632,971 4340,942 29,4059
Média em ltaocara - 32,0627 4,1808 0,2214 3481,550 5684,133 32,3825

YNESP = numero de espigas; NED = numero de espigas doentes; NEAP = nimero de espigas atacadas por pragas; PES = peso de espigas; PROD = producéo (Kg/ha); P100 =

peso de cem gréos.

"S No significativo pelo teste F, a 5 % de probabilidade; * Significativo pelo teste F, a 5 % de probabilidade; ** Significativo pelo teste F a 1 % de probabilidade.

6€
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A variabilidade genética € necessaria para a condugdo de um programa
de selecdo recorrente. Porém, a significancia para as caracteristicas NPQ, EMP,
NED e NEAP sao consideradas indesejaveis em populacdes sob selecao,
quando, apos alguns ciclos, espera-se que a populacdo apresente uniformidade
de altura, florescimento e empalhamento.

A caracteristica que apresentou o menor valor de coeficiente de variacédo
(CV %) foi observada em numero de dias para o florescimento (FLO), com valor
de 3,35 %. Quanto a caracteristica que apresentou maior coeficiente de variacao,
foi observado em numero de espigas atacadas por pragas (NEAP), com o valor
de 287,74 %. Quanto menor o coeficiente de variagdo de uma caracteristica maior
€ a precisdo experimental. E os coeficientes de variacdo altos podem ser
interpretados com baixa precisdo experimental, prejudicando as inferéncias que
podem ser feitas em relagdo as caracteristicas que possuem. (Marques, 2000)
Resultados similares foram obtidos por Tardin (2006), em avanco do ciclo com
selecdo recorrente reciproca em familia de irmdos completos, monitorada por
marcadores moleculares em milho comum (CIMMYT e Pirando), observando
menor valor de coeficiente de variacao para FLO e maior valor para NED.

Coimbra (2000), trabalhando com milho comum, encontrou valores muitos
altos para CV. (%) para as caracteristicas: propor¢cdo de plantas quebradas,
proporcao de plantas acamadas, propor¢cao de espigas doentes e empalhamento.

Das 12 caracteristicas avaliadas pelo programa de selecdo recorrente, as
de maior preocupacdo, por parte dos melhoristas em milho comum, séo a
producdo (PROD) e o peso de espiga (PES). Nota-se que, para todas as fontes
de variacao, constatou-se a significancia para estas duas caracteristicas, sendo
que, quando considerado somente o “set”, apresentaram significancia em 5 % e,
nas demais fontes de variagdo, apresentaram significAncia em nivel de 1%.
Baseando-se nestes dados, pode-se verificar que as diferencas de ambiente nao
foram suficientemente consideraveis para o estabelecimento de programas de
melhoramento distintos para Campos dos Goytacazes e Itaocara, comprovando a
condugdo de um unico programa de melhoramento na regido Norte e Noroeste
Fluminense.

Hallauer e Miranda Filho (1988), de todo modo, enfatizam que a avaliacao
de progénie, em mais de um local, melhora a eficiéncia do processo seletivo e

permite a obtencdo de estimativas mais consistentes dos componentes da
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variancia. Segundo Carvalho et al. (2003), quando se pretende obter materiais
genéticos para ambientes mais amplos, torna-se necessario efetuar avaliacdes
desses materiais em mais de um local, possibilitando as estimativas mais

consistentes dos componentes da variancia.

5.2. Estimacéo dos Parametros Genéticos

Encontram-se dispostas, na Tabela 4, as estimativas das variancias
genotipica (GS); fenotipica (o?); coeficientes de variagdo genética (CVy); indice
de variagéo |, (%) ; coeficiente de herdabilidade, com base na média de familias

(h%); as médias de cada caracteristica e o coeficiente de variagdo ambiental

(CVe) para as 12 caracteristicas avaliadas no 12° ciclo de selecédo recorrente
reciproca, em familias de irmaos completos em milho CIMMYT e Pirando, em
Campos dos Goytacazes e Itaocara, RJ.

O conhecimento das estimativas dos parametros genéticos permite, ao
melhorista, gerar informacbes de grande utilidade em relacdo as diferentes
caracteristicas avaliadas na populacdo com a qual se trabalha, sendo capaz de
orientar qual estratégia mais apropriada de selecdo, bem como o0 sucesso na
predicdo em programas de melhoramento.

Observa-se também a variancia genotipica com valores relativamente altos
para as caracteristicas FLO, NPL, NPQ, EMP, NESP, PES, PROD e P100,
acompanhadas de valores de herdabilidade, com base na média de familias
acima de 40 % e indice de variacdo com magnitudes superiores a 0,6. O que
indica a possibilidade de identificacdo de familias superiores para as
caracteristicas mencionadas, sobretudo, quanto ao rendimento de graos e peso
de espigas.

As caracteristicas, como nimero de plantas quebradas (NPQ), numero de
plantas acamadas (NPAC), empalhamento (EMP) e numero de espiga doente
(NED), foram as que apresentaram elevados valores de coeficiente de variacao
ambiental, 62,79 %, 127,22 %, 56,72 % e 54,03 % respectivamente.

Gabriel (2006), avaliando familias de irméaos completos em milho comum, e
Daros (2003), familias de irmédos completos e S; em milho pipoca, também
encontraram valores elevados para coeficiente de variacdo para estas

caracteristicas. Porém, de acordo com Coimbra (2000), esses valores altos de
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coeficiente de variagdo para essas caracteristicas sdo esperados, de acordo com

informacdes disponiveis na literatura sobre o milho.

Tabela 4. Estimativas das variancias genotipicas (cé), fenotipica (csfz),
coeficientes de variacdo genética CVy4(%), indice de variacdo |, (%), coeficiente
de herdabilidade (h%), as médias de cada caracteristica e o coeficiente de

variacdo ambiental CV(%).

Parametros genéticosZ’

Caracteristicas”

o o2 CVg(%) 1,060 h-  Média  CVu(®%)

FLO 2,6080 4,0955 2,21 66,22 63,68 72,79 3,35

ALP 0,0103 0,0183 4,99 56,63 56,15 2,03 8,82
ALE 0,0087 0,0145 7,59 61,27 60,10 1,23 12,40

NPL 2,1438 3,3817 6,37 65,70 63,39 23 9,69
NPQ 2,0347 3,4015 38,55 61,40 59,82 3,70 62,79
NPAC 0,3233 1,5107 33,25 26,14 21,40 1,71 127,22
EMP 1,8026 2,3716 50,47 88,99 76,01 2,66 56,72
NESP 9,5583 18,0803 9,97 52,71 52,87 31 18,92
NED 0,6400 2,4048 16,25 30,09 26,61 4,92 54,03
PES 154448,4 307945,5 12,87 50,17 50,15 3053 25,66
PROD 437544 .4 905324,6 13,21 48,37 48,33 5006 27,32

P100 3,6814 5,7281 6,21 67,03 64,27 30,88 9,27

Y FLO = numero de dias de florescimento; ALP = altura de plantas; ALE = altura de espiga; NPL =
numero de plantas; NPQ = nimero de plantas quebradas; NPAC = nimero de plantas acamadas; EMP =
empalhamento; NESP = numero de espigas; NED = nimero de espigas doentes; PES = peso de espiga
(g/parcela); PROD = producéo (kg/ha) e P100 = peso de 100 graos (gramas).

Pode-se observar que, com excecdo da caracteristica numero de plantas
acamadas (NPA), as outras caracteristicas, altura de planta (ALP) e peso de 100
grdos (P100), apresentam um CV(%) baixo, enquanto, para a caracteristica
producdo (PROD), um CV(%) médio (27,32 %), o que indica um médio controle
experimental.

De acordo com a classificacdo de Scapim et al. (1995), elaborada levando-
se em consideracao a cultura estudada, o milho e a natureza das caracteristicas
avaliadas, o coeficiente de variacdo da caracteristica producdo € considerado
meédio, 0 que demonstra uma boa precisdo na conducao dos experimentos.

Considerando o numero de espigas mal empalhadas (EMP), uma forma de
tentar reduzir o coeficiente de variacdo em experimentos futuros seria a alteragao
no método de avaliacdo em nivel de campo. Miranda et al. (2003), avaliando o
potencial de melhoramento e divergéncia genética de cultivares de milho pipoca,
empregaram uma classificagdo sugerida pelo Centro International de
Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT), onde é proposta uma escala de 1 a 5
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para classificar as espigas, desde completamente empalhadas até a ampla
exposicao dos graos e abertura da palha. Desta forma, esses autores obtiveram o
CV. de 27,9 %, comprovando a eficiéncia do método.

As estimativas do coeficiente de variagdo genético (CVy) permitem, ao
melhorista, ter uma no¢ao da grandeza relativa das mudancas que podem ser
obtidas por meio de selecdo, ao longo de um programa de melhoramento.
Observa-se na Tabela 4 que, de maneira geral, as caracteristicas apresentaram
elevados valores de CVg, destacando-se PROD, NPQ, NPAC, EMP, NED e PES,
0 gue indica boas chances de sucesso em programas de melhoramento que
utilizem essa populacdo, visando a selecdo para essas caracteristicas. Gabriel
(2006), no 10° ciclo de selecdo do mesmo material deste estudo, também
identificou valores altos para as caracteristicas PROD, NPQ, NPAC, EMP e NED,
além de NPL (numero de plantas), NESP (nUmero de espiga) e NEAP (nimero de
espigas atacada por pragas).

Os valores das estimativas dos indices de variacdo foram satisfatérios para
as caracteristicas avaliadas. Os resultados destes parametros indicam a presenca
de variabilidade genética suficiente na populacdo em estudo e contribuem para a
tomada de decisdo quanto ao método de melhoramento a ser utilizado no
programa em questao.

Quanto ao coeficiente de herdabilidade esta € uma estimativa que permite
avaliar a possibilidade de sucesso com a selecdo, contudo, esta estimativa
permite inferir que h& expressiva variacdo genética entre as progénies, condicao
essa muito favoravel para a selecdo. (Silva, 2006) No caso dos caracteres
avaliados, para todos h% as populacbes, a , para a selecdo na média das
progénies, apresenta oscilacado nos valores de 21,4 % a 76,01 %. Para a maioria
das caracteristicas, os valores foram superiores a 50 %, com exce¢do das
caracteristicas NPA e NED, que apresentaram valores de 21,4 % e 26,6 %,
respectivamente. Gabriel (2006), que trabalhou com as mesmas populacdes do

presente estudo no avanco do 10° ciclo, observou o hf(— para a producao
(PROD), no valor de 78,79 % e peso de espiga (PES) 78,02 %. No presente
trabalho, para estas caracteristicas em relevancia, observou-se um hf(—f para

PROD no valor de 48,33 % e PES no valor de 50,15 %, permitindo, ainda assim,
uma boa oportunidade para a obtencdo de gendtipos superiores, visto que estes



44

valores indicaram que a caracteristica observada em grande parte é herdavel
pelos descendentes de seus genitores.

5.3. Selecéo Baseada no indice de Mulamba e Mock (1978)

As estimativas dos ganhos percentuais, com base no diferencial de
selecdo, por selecdo simultdnea de 12 caracteristicas no 12° ciclo de selecéo
recorrente reciproca, em familias de irmdos completos, foram obtidas por
diferentes indices de selecdo (Tabela 5).

Baseando-se nas estimativas dos ganhos percentuais preditos para a
selecdo direta e os indices de selecdo de Mulamba e Mock (1978), Smith (1936),
Hazel (1943), Willians (1962) e Pesek e Backer (1969), utilizaram, como pesos
econdémicos, coeficiente de variagdo genetico (CVg), desvio-padrdo genético
(DPy), indice de variacdo (CVy/CVe), herdabilidade ( h)% ) e pesos atribuidos por
tentativas (PA) (1, 1, 1, 10, -10, -10, -10, 100, -10, 300, 300, 20), sendo a selecao
praticada em 12 caracteristicas (FLO, ALP, ALE, NPL, NPQ, NPAC, EMP, NESP,
NED, PES, PROD, P100). Ao todo, 40 familias, das 138 avaliadas, foram
selecionadas, utilizando-se o indice proposto por Mulamba e Mock (1978). A
atribuicdo de pesos econdmicos por tentativas permite, ao melhorista, verificar a
possibilidade de ganhos, partindo do principio de que € possivel atribuir maiores
pesos as caracteristicas de maior interesse visando a ganhos satisfatorios em
populacdes sob selecéo.

O uso de peso econ6mico, atribuido por tentativas, permitiu ndo apenas
ganhos satisfatorios para peso de espiga (PES) e peso de grdos (PGRS), mas
também para as demais caracteristicas avaliadas. Quanto ao niumero de espigas
mal empalhadas (EMP), a estimativa foi de -6,71 %, para 0 numero de espiga
doente (NED), a estimativa de ganho percentual foi de -1,24 % e, para
florescimento (FLO), -1,18 %. A redugcdo da quantidade de espigas mal
empalhadas, bem como para o nimero de espigas doentes e a reducéo nos dias
para florescimento, contribuira para a qualidade de milho na continuidade dos
ciclos, e também para a populacao per se.

Em termos de ganhos percentuais preditos para o indice de selecdo de
Mulamba e Mock (1978), para todos os pesos econdmicos, proporcionaram-se
valores simultaneos positivos para as principais caracteristicas: ALP, ALE, NPL,
NPQ, NPAC, NESP, PES, PGRS e P100.
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Tabela 5: Média original dos individuos selecionados (Xo), herdabilidade (hf(—f),

ganhos por selecdo direta e os ganhos fornecidos pelos diferentes indices de
selecéao.

GS(%)
Caracteristias 1, Xo h2_ DI Mul e Pesek e Smith e
X reta Mock Baker Hazel Williams

FLO 72,19 63,68 -1,20 -1,18 -1,44 -1,40 -1,22

ALP 2,03 56,15 1,18 0,80 0,95 0,65 1,36

ALE 1,23 60,10 1,36 0,73 1,18 0,97 1,47

NPL 23,00 63,39 1,53 1,40 1,94 2,08 1,46
3,70

NPQ : 50,82 5,72 4,94 5,72 4,94 4,94

NPAC 171 21.40 5,10 3,61 7,78 6,88 4,80
2,66

EMP : 76,01 -8,07 -6,71 10,79 -11,47 -8,07

NESP 31,00 50 87 5,78 5,57 5,19 5,36 5,78
4,92

NED : 26.61 -2,16 -1,24 -3,20 -3,33 -2,42

PES 3053 50,15 10,09 9,59 9,45 9,43 10,22

PROD 5006 48.33 10,46 9,58 9,41 9,41 10,40

P100 30,88 64.27 1,89 1,86 1,81 1,98 1,90

Y FLO = namero de dias de florescimento; ALP = altura de plantas; ALE = altura de espiga; NPL = nimero de

plantas; NPQ = nimero de plantas quebradas; NPAC = nimero de plantas acamadas; EMP = empalhamento;

NESP = ndmero de espigas; NED = nimero de espigas doentes; PES = peso de espiga (g/parcela); PROD =

producao (kg/ha) e P100 = peso de 100 graos (gramas).

Xo = média inicial; th = coeficiente de herdabilidade; direta = ganho por selecao direta; Mul e Moch = indice
f

de selecdo de Mulamba e Mock; Pesek e Baker = indice de sele¢cdo de Pesek e Baker; Smith e Hazel =
indice de selecdo de Smith e Hazel e Willians = indice de sele¢éo de Williams.

O indice de Mulamba e Mock (1978), com base em pesos arbitrarios, foi 0
que proporcionou os melhores resultados para a selecdo de familias de irmaos
completos do 12°ciclo de selegéo recorrente, com ganhos satisfatorios para peso
de espiga e peso de graos 9,59 % e 9,58 %, respectivamente.

Rangel (2009), avaliando o avanco de ciclo interpopulacional em milho
pipoca, utilizou o indice de Mulamba e Mock (1978), ja que resultou em elevado
ganho genético para as caracteristicas de maior interesse nos programas de
melhoramento de milho pipoca, capacidade de expansao e rendimento de graos,
respectivamente, 6,01 % e 8,53 %.

A estimativa de ganho foi obtida por meio do ganho de selecdo. O
diferencial de selecao foi obtido com a média dos 40 selecionados (6092) menos
a média do experimento (5006). A partir desde calculo, obteve-se o valor de 1086.

Considerando o diferencial de selecdo e a herdabilidade (0,48), obteve-se o
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ganho genético no valor de 10,4 % por ciclo, com a estimativa de 521 kg.ha
! ciclo™® e 261 kg.ha™t.ano™.

Carvalho et al. (2003), estimando parametros genéticos na populacdo de
milho CPATC-3, em dois locais de Sergipe, obtiveram ganho estimado de
selegéo, entre e dentro de progénies de meios-irmaos, no valor de 7,30 % e 3,55
%, no ciclo original; 11,48 % e 8,68 %, no ciclo I; e 6,82 % e 3.04 %, no ciclo II.

5.4. Anélise dos Marcadores Moleculares na Selecdo dos Genaotipos

Para estudar a variabilidade genética entre as 40 familias selecionadas na
etapa de indice de selecdo, foi utilizada a técnica molecular ISSR. Um total de 26
iniciadores foi testado, mas apenas foram utilizados os dados daqueles que
originaram um maior numero de bandas polimorficas e a melhor nitidez das
mesmas. Pode-se observar tal fato na Tabela 6, onde os 23 iniciadores testados
geraram um total de 118 bandas, sendo 25 monomorficas e 93 polimorficas,
utilizando-se, no processo de amplificacdo dos 80 gendtipos, 40 gendtipos da
populacdo CIMMYT e 40 da Piranéo.

A média de bandas por iniciador foi de 5,10. O percentual médio de
polimorfismo foi estimado em 77,10 % (Tabela 7). O iniciador que apresentou
maior niumero de bandas polimorficas e fragmentos amplificados foi o (GT)sCC,

no total de nove fragmentos.
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Tabela 6: Relacédo dos Primers utilizados e numero de fragmentos amplificados e
polimérficos de oligonucleotideos de ISSR.

Oligonucleotideo Frag_mentos Fragmentos Perce_ntag_em de
amplificados polimérficos Polimorfismo
(AC)q 6 5 83,3
(GA) T 5 2 40,0
(GA)sCA 4 2 50,0
(GA)sGC 5 2 40,0
(CAGA), 4 3 75,0
(CTC)sRC* 6 4 66,6
(GA)sYC* 6 5 83,3
(AC)sT 9 8 88,8
(ATG)s 4 4 100,0
(GT)gYC* 4 4 100,0
(CT)sRG* 4 3 75,0
(AG)sYA* 3 2 66,6
(AC)sCT 5 4 80,0
(AG)gYT™ 4 3 75,0
(CT)sG 4 4 100,0
(GTG);GC 4 2 50,0
(AC)sCG 4 2 50,0
(GT)sCC 10 9 90,0
(CAC);GC 5 5 100,0
(GGAT);GA 5 4 80,0
(AC)sYG* 5 5 100,0
(GAA)cAA 5 4 80,0
(AG)sC 7 7 100,0
~ TOTAL 18 93 17736

MEDIA 51 4,0 77,1

*Y=CouT;,R=AouG

5.5. Analise de Agrupamento

Com base nas bandas reveladas, foi obtida a matriz de distancias entre os
individuos, utilizando o complemento aritmético do indice de Jaccard e a anélise
de agrupamento pelo método hierarquico UPGMA. Considerando o resultado
obtido pelo agrupamento com os 80 gendtipos, foi possivel distinguir claramente
os grupos CIMMYT e Piranao.

Este fato demonstra que pode ter ocorrido uma contaminacao, das espigas

autofecundadas dos progenitores pertencentes a populacdo Pirando, por polens
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provenientes da populagcdo CIMMYT e vice-versa, ou que 0S progenitores ja
pertenciam a esta populagdo. Entretanto, independentemente da explicacao,
identificou-se uma contaminacdo de acessos entre 0S grupos e estes genotipos
foram descartados antes de ser realizada a recombinacéo.

Ressalva-se que 0s gendtipos com os numeros de 1 a 40 (com excecdo
dos acessos 23, 24, 26, 28, 39 e 40) sdo pertencentes a populagédo Pirando e os
demais acessos, entre os numeros 41 e 80 (com excecdo dos acessos 47, 52, 53,
57, 59 e 60) séo pertencentes a populacdo CIMMYT (Apéndice B).

Observou-se que 0s acessos mais divergentes foram os de nimero 6 e
76, distantes em 0,56. Por sua vez, 0os acessos mais similares, apresentando uma
distancia de 0,20, foram o numero 21 e 22. Vale destacar que, considerando a
maior distancia (0,56), os acessos sao pertencentes a grupos distintos e,
considerando a menor distancia (0,20), os acessos encontram-se dispostos no
mesmo grupo, neste caso, no Pirando.

A Figura 1 mostra o grafico de dispersdo por Analise das Coordenadas
Principais (PCoA), que possibilita observar a formacdo de dois grupos, Pirando
(em preto) e CIMMYT (em vermelho). A analise de agrupamento por UPGMA
(Figura 2) mostra a concordancia com a Andlise das Coordenadas Principais,
confirmando a separacédo dos dois grupos. O coeficiente de correlacéo cofenética,
para esta analise, foi de 0,8. De acordo com Sokal e Rohlf (1962), valores acima

de 0,8 indicam um bom ajuste entre a matriz de dissimilaridade e o dendrograma.
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Figura 1: Dendrograma obtido pelo método hierarquico UPGMA das 40 familias de irmaos
completos, utilizando, como medida de dissimilaridade, o complemento aritmético do indice de
Jaccard. Os nimeros em preto correspondem aos 40 gendtipos provenientes da populagéo
Pirando e os nimeros circulados em vermelho correspondem aos 40 genotipos da populacdo
CIMMYT (Apéndice B).
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Figura 2: Grafico das Coordenadas Principais, gerado pelo programa Darwin 5.0, das 42 familias
selecionadas para a etapa de recombinacao. Os genétipos de 1 a 22 pertencem ao grupo Pirando
e 0s genotipos de 23 a 42 pertencem ao grupo CIMMYT (Apéndice C).

No dendrograma obtido por UPGMA (Figura 3), considerando o ponto de
mudanca abrupta, observa-se a formacgao de trés grupos. O grupo | englobando
todos os acessos da populacdo Pirando; o grupo Il, parte dos acessos da
populacao CIMMYT (24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 e 34); e o grupo Il (23, 31, 32, 33,
35, 36, 37, 38, 39, 40 41, 42), indicando que as mesmas podem ser melhoradas
per se. Esta formacédo de grupos demonstra a variabilidade entre as populaces
referidas acima, e que poderdo ser utilizadas na obtencdo de hibridos
intervarietais, para a exploracao da heterose.

Assim, os resultados obtidos, pelas técnicas de agrupamento, demonstram
a existéncia de variabilidade suficiente para a continuidade do programa de
selecdo recorrente. A técnica ISSR foi uma ferramenta importante para a
identificacdo de contaminantes, que devem ser eliminados antes da
recombinacdo, garantindo, assim, a distancia genética entre as populagfes, um
fator importante para explorar a heterose interpopulacional, e preservando, para

obtencéo do proximo ciclo, as caracteristicas de cada populacao trabalhada.
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Figura 3: Dendrograma obtido pelo método hierarquico UPGMA, utilizando, como medida de
dissimilaridade, o complemento aritmético do indice de Jaccard. Os numeros em preto
correspondem aos genétipos provenientes da populacdo Pirando e os nimeros circulados em
vermelho, provenientes da populacdo CIMMYT (Apéndice C).
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Para a obtencdo das 42 familias superiores (Figura 3), foram eliminados,
dos 40 gendtipos de cada populacdo considerados superiores na etapa de indice
de selecdo, 20 gendtipos da populacdo CIMMYT e 18 genotipos da populacdo
Pirando, como pode ser visto na Figura 1, devido a presenca de individuos
contaminantes. Esta sele¢do visou a maximizar a variabilidade genética nas
populacfes trabalhadas, procurando manter e até mesmo aumentar a distancia
genética entre as mesmas (Figura 2). Para isso, foram escolhidos genadtipos que
deveriam continuar no programa, para entdo serem recombinados. Os genaétipos
eliminados foram escolhidos de acordo com diversos fatores, dentre eles:
genotipos considerados pertencentes a uma populagdo (contaminantes), porém,
proximos geneticamente da outra populacdo; genotipos identificados pelo método
hierarquico de UPGMA e pela anélise das coordenadas principais (PCoA),
agrupados juntamente com individuos de outra populacdo; genotipos

geneticamente proximos, mantendo aqueles cuja média de producéo foi superior.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro mantém um
programa de melhoramento genético de milho desde o ano de 1996, visando a
eficiéncia no melhoramento populacional a longo prazo. Programa este que ja
disponibilizou, para a regido Norte/Noroeste Fluminense, dois cultivares de milho
hibrido, o “UENF 506-6" e o “UENF 506-8". Para dar continuidade a este
programa envolvendo as populagbes CIMMYT e Piranao, foi conduzido o 12° ciclo
de selecédo recorrente reciproca em familias de irmaos completos, tendo, como
etapa adicional, a utilizacdo de marcadores de DNA do tipo ISSR.

Os cruzamentos foram realizados com o0s progenitores em ambas as
populacbes e resultou na obtencdo de 138 familias de irmdos completos, que
foram avaliadas em dois ambientes: Campos dos Goytacazes e Itaocara.
Estimaram-se as médias e os parametros genéticos das populacbes CIMMYT e
Pirando. Em virtude ao grande numero de tratamentos (138 familias), as mesmas
foram agrupadas em "sets", sendo que cada "set" continha 23 familias e quatro
testemunhas, totalizando seis "sets", com duas repeticdes. A analise de variancia
conjunta revelou resultados significativos em relacéo a variabilidade genética nas
populacdes, e, portanto, 0os genotipos superiores poderdo ser indicados para
ambos os locais. Os parametros genéticos possibilitaram a identificacdo de
genotipos com potencialidade em ambas as populagées.

A selecdo das familias superiores foi realizada por meio do indice de

selecdo de Mulamba e Mock (1978). Os 40 gendtipos superiores de cada
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populacdo foram submetidos a etapa de marcador molecular, via técnica ISSR. E
mediante a andalise molecular, foi possivel a geracdo de uma matriz que foi
utilizada para obtencéo das distancias, pelo complemento aritmético do indice de
Jaccard, utilizado para agrupar os genotipos pelo método hierarquico UPGMA e
PCoA.

As andlises obtidas foram suficientes para descartar 0os acessos que
possuiam caracteristicas desfavoraveis para a continuacdo do programa, antes
da etapa de recombinacdo. Apenas 42 individuos superiores, sendo 20 CIMMYT
e 22 Pirando, deram origem as popula¢des no 12°cic lo.

As analises estatisticas demonstraram que 0 programa vigente apresenta
variabilidade entre e dentro das populacdes, além de possibilitar a identificacdo e
eliminacao de gendtipos considerados contaminantes, permitindo, desta forma, a
manutencdo de caracteristicas desejaveis de cada populagdo, ampliando ou
mantendo a distancia entre as mesmas.

Os resultados obtidos permitiram concluir que:

a) A técnica ISSR foi considerada uma ferramenta importante para a
identificagdo de contaminantes que devem ser eliminados da
recombinacdo para que seja garantida a distancia genética entre as
populacoes;

b) As populagcbes CIMMYT e Pirando apresentaram variabilidade intra e
interpopulacional, mostrando-se suficiente para a permanéncia deste
programa,;

c) Os ganhos preditos com o indice de selecédo, proposto por Mulamba e
Mock (1978), mostraram-se superior aos preditos por outros indices,
permitindo aumento de ganho para a maioria das caracteristicas
consideradas mais importantes;

d) O gréfico de dispersdo dos 42 gendtipos selecionados revelou a existéncia
de variabilidade genética e o distanciamento em ambas as populacoes;

e) O ganho genético obtido neste ciclo foi correspondente a um incremento
médio de rendimento de 521 kg.ha.ciclo?, ou seja, 261 kg.ha*.ano™,
beneficiando o produtor que utilizara sementes melhoradas, com potencial
aproximado de oito sacas de milho a mais por hectare. Isso demonstra
também que o programa esta sendo efetivo, visto que, apesar de as

familias CIMMYT e Pirando ja terem sido submetidas a 12 ciclos de
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selecdo recorrente reciproca, ainda possuem variabilidade genética intra e
interpopulacional suficiente para a continuidade do programa de Selecéo

Recorrente de milho.
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Apéndice A: Média de producdo em Kg/ha das 138 familias de irméaos completos
e das quatro testemunhas obtidas pelo programa de seleg&o recorrente.

Familia Familia Familia Familia
Média Média Média Média

13 7000 a 113 5550 ab 63 5000 ab 116 4400 ab
104 6950 a 88 5550 ab 24 5000 ab 86 4400 ab
60 6900 a 133 5550 ab 135 4950 ab 10 4350 ab
137 6900 a 17 5550 ab 62 4950 ab 120 4350 ab
128 6650 a *T3 5492 ab 41 4950 ab 84 4300 ab
101 6600 a 30 5400 ab 97 4900 ab *T4 4283 ab
138 6600 a 118 5300 ab 11 4900 ab 78 4275 ab
112 6600 a 126 5300 ab 36 4900 ab 25 4200 ab
64 6550 a 52 5300 ab 16 4900 ab 83 4200 ab
48 6450 a 91 5250 ab 72 4850 ab 93 4150 ab
134 6400 a 7 5250 ab 49 4850 ab 107 4100 ab
53 6400 a 114 5250 ab 9 4800 ab 43 4100 ab
99 6350 a 100 5250 ab 47 4800 ab 26 4000 ab
4 6150 ab 80 5250 ab 124 4750 ab 55 3900 ab
115 6150 ab 130 5250 ab 108 4750 ab 85 3900 ab
73 6150 ab 50 5200 ab 2 4750 ab 95 3850 ab
29 6100 ab 131 5200 ab 121 4700 ab 54 3850 ab
119 6100 ab 129 5200 ab 22 4700 ab 37 3800 ab
76 5950 ab 34 5200 ab 109 4700 ab 33 3800 ab
1 5950 ab 89 5200 ab 14 4700 ab 45 3700 ab
123 5950 ab 136 5150 ab 40 4650 ab 90 3700 ab
106 5900 ab 110 5150 ab 79 4650 ab 31 3700 ab
56 5900 ab 102 5150 ab 61 4650 ab 77 3500 ab
132 5850 ab 51 5150 ab 65 4650 ab 92 3400 ab
18 5850 ab 81 5150 ab 67 4600 ab 21 3400 ab
105 5850 ab 75 5150 ab 59 4550 ab 19 3400 ab
12 5850 ab 58 5100 ab 44 4550 ab 54 3400 ab
38 5800 ab 82 5100 ab 68 4550 ab *T1 3342 ab
39 5750 ab 27 5100 ab *T2 4517 ab 87 3200 ab
111 5700 ab 96 5100 ab 8 4500 ab 15 3200 ab
23 5700 ab 71 5050 ab 117 4500 ab 66 3150 ab
46 5700 ab 28 5000 ab 74 4500 ab 70 3000 ab
69 5650 ab 32 5000 ab 3 4450 ab 125 1800 b
20 5650 ab 5 5000 ab 35 4450 ab 98 1750 b
94 5600 ab 122 5000 ab 42 4450 ab - -
103 5550 ab 127 5000 ab 6 4450 ab - -

*T1 = C5XP5; T2 = CgXPg; T3 = Clle’ll; T4 = BR106.
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Apéndice B: Relacdo dos 80 genodtipos e suas respectivas populacdes em
referéncia a Figura 1.

Gendtipos Populagéo Gendtipos Populagéo
Originais Originais
1 Pirando 41 CIMMYT
2 Pirando 42 CIMMYT
3 Pirando 43 CIMMYT
4 Pirando 44 CIMMYT
5 Pirando 45 CIMMYT
6 Piranao 46 CIMMYT
7 Piranao 47 Piranao
8 Piranao 48 CIMMYT
9 Piranao 49 CIMMYT
10 Piranao 50 CIMMYT
11 Piranao 51 CIMMYT
12 Pirando 52 Pirando
13 Pirando 53 Pirando
14 Pirando 54 CIMMYT
15 Pirando 55 CIMMYT
16 Pirando 56 CIMMYT
17 Piranao 57 Piranao
18 Piranao 58 CIMMYT
19 Piranao 59 Piranao
20 Piranao 60 Piranao
21 Piranao 61 CIMMYT
22 Piranao 62 CIMMYT
23 CIMMYT 63 CIMMYT
24 CIMMYT 64 CIMMYT
25 Pirando 65 CIMMYT
26 CIMMYT 66 CIMMYT
27 Pirando 67 CIMMYT
28 CIMMYT 68 CIMMYT
29 Piranao 69 CIMMYT
30 Piranao 70 CIMMYT
31 Piranao 71 CIMMYT
32 Piranao 72 CIMMYT
33 Piranao 73 CIMMYT
34 Piranao 74 CIMMYT
35 Pirando 75 CIMMYT
36 Pirando 76 CIMMYT
37 Pirando 77 CIMMYT
38 Pirando 78 CIMMYT
39 CIMMYT 79 CIMMYT

40 CIMMYT 80 CIMMYT
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Apéndice C: Relacdo dos 42 genotipos e suas respectivas populacdes em
referéncia a Figura 3.

Genotipos Genodtipos Populacéo Gendtipos Gendtipos Populacgéo
Originais” ApOs Originais Apos
Selecéo 2 Selecéo 2

1 1 Pirando 39 23 CIMMYT
4 2 Pirando 42 24 CIMMYT
5 3 Pirando 43 25 CIMMYT
6 4 Pirando 49 26 CIMMYT
8 5 Pirando 50 27 CIMMYT
9 6 Pirando 54 28 CIMMYT
10 7 Pirando 55 29 CIMMYT
11 8 Pirando 58 30 CIMMYT
12 9 Pirando 63 31 CIMMYT
13 10 Pirando 65 32 CIMMYT
14 11 Pirando 67 33 CIMMYT
15 12 Pirando 69 34 CIMMYT
16 13 Pirando 70 35 CIMMYT
17 14 Pirando 71 36 CIMMYT
20 15 Pirando 72 37 CIMMYT
21 16 Pirando 73 38 CIMMYT
27 17 Pirando 74 39 CIMMYT
30 18 Pirando 75 40 CIMMYT
33 19 Pirando 76 41 CIMMYT
34 20 Pirando 79 42 CIMMYT
36 21 Pirando - -
38 22 Pirando - -

Y . Conforme a Figura 1.
2/ Conforme a Figura 3.



