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RESUMO

TARDIN, FLAVIO DESSAUNE; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Fevereiro, 2006; Marcadores moleculares na selecdo recorrente
reciproca, em familias de irm&dos completos, envolvendo as popula¢cdes de

milho ‘cimmyt’ e ‘pirando’; Professor Orientador: Messias Gonzaga Pereira.

Das metodologias de melhoramento aplicaveis a cultura do milho, a selecédo
recorrente reciproca entre familias de irmdos completos merece destaque, pois
permite ganhos nas populagcbes per se e/ou em cruzamento. O presente trabalho,
além de utilizar o indice de selecdo proposto por Smith e Hazel, nesta metodologia,
introduziu, para os gendtipos selecionados, uma etapa baseada em marcadores
RAPD, visando preservar a variabilidade genética e identificar contaminantes antes
da recombinacdo dos mesmos. Para tanto, foram utilizadas técnicas multivariadas de
agrupamento e analise discriminante, no intento de dar longevidade ao programa de
melhoramento e ampliar a distancia genética entre as populagbes ‘Cimmyt’ e
‘Pirando’, utilizadas para obtencdo de um hibrido intervarietal. A técnica molecular
mostrou-se (til para identificar contaminantes e auxiliar na escolha dos genotipos a
serem recombinados, de forma a maximizar a heterose entre as populacoes,
podendo ser inserida em programas de selecéo recorrente, principalmente naqueles

gue visam a obtencao de hibridos.
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ABSTRACT

TARDIN, FLAVIO DESSAUNE; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; February, 2006; Molecular markers in full-sib reciprocal recurrent
selection involving the ‘Cimmyt’ and ‘Piran&o’ corn population; Adviser: Messias

Gonzaga Pereira.

Among the breeding methods current applicable in the maize crop, the full-sib
reciprocal recurrent selection deserves distinction, once such method permits genetic
gain in the involved populations per se and in crossing. The present investigation
besides utilizing the selection index proposed by Smith and Hazel, on this
methodology, introduced, for the selected genotypes, one additional step based on
the RAPD markers. The main reasons were to preserve the genetic variability, to
identity contaminants before the recombination, to preserve the longevity of the
breeding program and to increase the genetic distance between the ‘Cimmyt’ e
‘Pirando’ populations, used to obtain an inter-population hybrid. Multivariate technique
for grouping procedures and discriminant analysis were used. The molecular
technique was effective to identify the contaminants and to help on the choice of the
genotypes to be recombined in order to maximize the heterosis between the
populations, being able to be inserted into recurrent selection programs, mainly those

that aim the attainment of hybrids.






1. INTRODUCAO

O milho é uma das culturas mais antigas do continente americano, tendo
sido originado no México (Mangelsdorf, 1974). Em termos de Brasil e de mundo,
€ uma das culturas mais importantes, sendo o Brasil o quarto maior produtor
mundial, cultivando-o de Norte a Sul, de Leste a Oeste.

A demanda crescente por alimentos em razdo do aumento da populacao
humana, associada ao fato dos solos agricultadveis serem inelasticos, exige
produtividades mais elevadas. Levando-se em consideracdo a qualidade
ambiental, as produtividades elevadas devem ser obtidas com um minimo uso
de produtos quimicos e consumo energético.

O aumento da demanda por milho ja se reflete nos estoques mundiais
gue vém diminuindo, sem parar, nos ultimos cinco anos (Dias, 2005). Tal quadro
gera o questionamento: efetivamente, é possivel aumentar a producdo em ritmo
e proporcdo tais que atenda ao incremento de consumo e ainda permita
recompor os estoques mundiais?

Pelas possibilidades de contribuir para o aumento da oferta mundial do
grao, o Brasil contribui para a resposta a essa questdo. Nos Ultimos anos, o pais
tem-se firmado como exportador do produto, gerando amplas perspectivas para
gue mais um produto brasileiro ocupe lugar de destaque no mercado mundial de
‘commodities’ agricola, & semelhanga da soja (Dias, 2005).

Metodologias que ampliem a producdo e garantam uma quantidade

expressiva do produto a ser exportado sado de grande interesse, uma vez que a



assiduidade é condicdo essencial para o mercado internacional constituir-se em
via segura de escoamento aos acréscimos de producdo obtidos pelo setor
agricola.

Assim, o desenvolvimento de variedades melhoradas de elevado
potencial de produtividade pode ser visto como uma das alternativas a questao
levantada anteriormente. Tais variedades, com caracteristicas qualitativas e/ou
quantitativas superiores as anteriormente recomendadas, sdo desenvolvidas por
meio do melhoramento genético, o qual se constitui numa das mais bem
sucedidas tecnologias desenvolvidas na agricultura moderna, sendo responséavel
por incrementos de rendimentos observados na maioria das culturas (Fehr,
1987; Borém, 1997). Vale a ressalva de que o melhoramento permite substancial
incremento de producdo sem necessariamente implicar um incremento de custo.

A produtividade ndo é o Unico carater a ser considerado em um
programa de melhoramento (Allard, 1971). O melhoramento, na maioria das
vezes, se constitui na melhor alternativa para a busca de melhorias tanto
quantitativas quanto qualitativas como o valor nutritivo, o sabor, a aparéncia, a
altura da planta, o ciclo, a altura da primeira espiga, a resisténcia ao
acamamento e doencas, o bom empalhamento da espiga, a qualidade da
semente, dentre outras.

Para obter ganhos genéticos em diversas caracteristicas, de forma
eficiente, h4d algumas metodologias de selecdo simultanea (Smith, 1936; Hazel,
1943; Kempthorne e Nordskog, 1959; Willians, 1962; Elston, 1963; Pesek e
Baker, 1969; Mulamba e Mock, 1978, citados por Cruz e Carneiro, 2003). Dentre
essas, o indice de selecao, proposto por Smith (1936) e Hazel (1943), tem tido
boa aceitacdo em programas de melhoramento de milho (Daros, 2003; Santos,
et al., 2003; Tardin et al., 2003). Esse indice associa as informacdes referentes
as diversas caracteristicas de interesse agronémico, fazendo uso de pesos
econdmicos, previamente estabelecidos, bem como de variancias genotipicas e
fenotipicas de cada caracteristica e as respectivas covariancias entre cada par
de caracteristicas. Tal metodologia associada as estratégias de melhoramento
permite ganhos para diversas caracteristicas num mesmo programa de selecéo.

Quanto aos procedimentos de melhoramento, merece destaque o uso da
selecao recorrente, pois esta visa, de forma continua e sisteméatica, incrementar

a média de uma ou duas populacbes simultaneamente, preservando a



variabilidade genética. Assim sendo, permitem-se ganhos,a curto/médio prazos,
como também a longo prazo. Trata-se, porém, de metodologias trabalhosas que
exigem mao-de-obra especializada e recursos consideraveis, demandando,
principalmente, tempo para a conducao dos diferentes ciclos.

No anseio de ampliar a eficiéncia dos métodos de selecdo, surgem os
marcadores de DNA, como ferramenta auxiliar, visando incrementar o0s
procedimentos da selecdo recorrente. Os mesmos dao assisténcia aos
procedimentos de selecdo, poupando tempo e incrementando a eficiéncia (Frish
e et al., 1999; Frish e Melchinger, 2001), garantindo a existéncia da diversidade
genética necessaria para continuidade do programa (Labate et al., 1997; Popi et
al., 2000).

Em se tratando da regido Norte Fluminense, a cultura vem sendo
utilizada como uma alternativa de diversificacdo. Embora ndo seja uma regiao
tradicional de cultivo de graos, é fundamental que se disponha de cultivares
melhoradas uma vez que, além da necessidade do milho para producdo de
graos, a regiao utiliza bastante esta cultura para a producéo de silagem para o
gado. Assim sendo, esse projeto visou dar sequéncia a um programa de
melhoramento ja em desenvolvimento na UENF e que, no ano 2000,
disponibilizou o primeiro hibrido de milho para a regido Norte/Noroeste
Fluminense. Este hibrido, denominado ‘UENF506-6" encontra-se em utilizacao
pelos agricultores, com elevado grau de aceitacao.

Portanto, o atual projeto objetivou melhorar as populacdes de milho
‘Cimmyt’ e ‘Pirando’, utilizadas para a obtencdo do hibrido intervarietal, tanto em
relacdo a produtividade quanto em diversas outras caracteristicas
morfoagronémicas, para assim, possibilitar a obtencdo de um milho hibrido
intervarietal com caracteristicas superiores as daqueles ja gerados pela
instituicao.

Tal trabalho priorizou a manutengéo da variabilidade entre e dentro das
populacdes, garantindo assim a continuidade do programa de melhoramento, de
forma a evitar contaminacdes genéticas, as quais acarretariam a perda da
identidade das populacdes. Visou ainda ampliar a distancia genética entre as
populacdes, para maior expressao da heterose no hibrido intervarietal a ser
obtido, e possibilitar a obtencdo de linhagens superiores, as quais poderao ser

utilizadas na obtencao de hibridos simples em programas futuros.



Para atingir tais objetivos, é proposta uma nova estratégia de
melhoramento, a qual consta da associacdo do método classico de selecao
recorrente reciproca entre familias de irmdos completos com o uso de
marcadores moleculares para monitoramento da divergéncia entre e dentro das

populacdes de milho utilizadas no programa de melhoramento.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Botanica

O milho (Zea mays) é uma graminea pertencente a familia Poaceae,
subfamilia Panicoideae, da tribo Maydeae, do género Zea e da espécie Zea
mays. Taxonomicamente € identificado como Zea mays L. ssp. mays, cuja
nomenclatura serve para distingui-lo do seu parente silvestre teosinto,
considerado atualmente da mesma espécie e com varias subespécies: Zea
mays Ssp. mexicana, Z. mays ssp. parviglumis, Z. mays ssp. luxurians, Z. mays
ssp. diploperennis (Paterniani e Campos, 1999). O milho e o teosinte possuem
2n=2x=20 cromossomos (Paterniani e Campos, 1999).

O milho é uma planta herbacea, anual, mondica, carater este que
contribui para a polinizagdo cruzada. Possui sistema radicular fasciculado e
superficial, tolerando pouco a seca. Suas folhas séo alternadas, presas a bainha
superpostas que envolvem o colmo e inflorescéncias (Goodman e Smith, 1987).
O inicio do florescimento ocorre cerca de 50 a 100 dias depois do plantio, sendo
esse tempo afetado principalmente pela temperatura. No caso da flor feminina, o
estilo-estigma emerge por cerca de trés a cinco dias e sdo receptivos
imediatamente apds a emergéncia, assim permanecendo por até 14 dias, em

condicdes favoraveis (Magalhdes et al., 1996).



2.2. Origem

Milho (Zea mays), teosinto (Euchlaena mexicana, Zea mexicana ou Zea
mays spp. Mexicana) e tripsacum (Tripsacum spp.) séo os trés membros da tribo
Maydeae do Novo Mundo. Trés hipGteses correntes tém sido discutidas sobre a
origem dos membros americanos de Maydeae. Uma delas, proposta por
Weatherwax, em 1954, é que milho, teosinto e tripsacum sao descendentes de
um ancestral comum. A segunda hipétese defendida por Longley, Beadle (1977,
1978) e Galinat (1973, 1977) é que o milho é derivado do teosinto. Em
contrapartida, a terceira hipotese defendida por Mangelsdorf, em 1974, sugere
que o teosinto € origindrio do milho. As evidéncias indicam que a segunda
hip6tese € a mais plausivel, pois, tanto o milho como o teosinto possui n=10
cromossomos, 0s quais sdo homodlogos, cruzando-se facilmente e resultando
descendentes férteis, o0s quais, nas geracfes seguintes, geram filhos
semelhantes ao milho e teosinto com diferencas relativamente pequenas
(Paterniani e Campos, 1999).

Mais é conhecido acerca da evolucdo e domesticacdo do milho, do que
da evolucado da tribo Maydeae como um todo. Amostras de polen identificadas
como sendo de milho, teosinto ou seu ancestral comum datam de 60.000 a
80.000 anos atras, e foram coletados no México em meados de 1950 (Goodman,
1986).

Na Ameérica do Sul, evidéncias arqueoldgicas sobre domesticacdo séo
relativamente mais escassas e limitadas as areas frias do Peru. Os materiais
primitivos datam de 1000 a.C. (Goodman, 1986).

2.3. Importéancia econdmica

Em termos de Brasil e de mundo, o milho é uma das culturas mais
importantes, sendo o Brasil um dos maiores produtores, com esta cultura em
todo o pais.

A excecdo do arroz, que sofreu ligeira queda de producdo, o ano de
2003 foi marcado pelo bom desenvolvimento agricola dos principais graos,

devido, principalmente, aos avancos tecnologicos e as boas condi¢des



climaticas, o que gerou aumentos significativos de producdo em relacéo a safras
anteriores. No caso do milho, o Brasil obteve producédo de 48,3 milhdes de
toneladas, superando os valores obtidos na safra anterior em 34%, afastando o
risco de desabastecimento que vinha ocorrendo nos dultimos anos, pela
diminuicdo das areas plantadas em detrimento de culturas mais rentaveis, como
a soja. O principal motivo para esse crescimento foi a 2% safra do milho que,
além de ter aumentado em area plantada, obteve maior produtividade devido a
melhor distribuicdo das chuvas, quando comparadas as dos anos anteriores
(IBGE, 2003).

Assim, em relacdo a comercializacdo do milho, o mercado brasileiro foi
marcado por uma grande mudanca nos ultimos anos, passando o Brasil de
importador a exportador do produto (Agrianual, 2002). As exportacdes brasileiras
de milho, no ano agricola de 2003/04, atingiram a marca de 4,5 milhdes de
toneladas (Dias, 2005).

A regido Sudeste do pais obteve, em 2003, a producéo de 10,2 milhdes
de toneladas, sendo a 2° regido mais produtora de milho do pais durante essa
safra, com seus estados, Minas Gerais, Sdo Paulo, Espirito Santo e Rio de
Janeiro, produzindo, respectivamente, 5.326.118, 4.732.040, 132.287 e 22.911
toneladas. A éarea colhida foi de 2,4 milhdes de ha. A regido Sul, maior
produtora, teve uma éarea colhida de 5,1 milhdes de ha e producdo de 24,1
milhdes de toneladas (IBGE, 2003).

Um estudo de mercado e perspectivas, realizado por Dias (2005),
aponta que, além de seus mdultiplos usos na alimentacdo humana e animal, o
milho tem se tornado fonte de producdo de biocombustivel. O aumento da
demanda ja se reflete nos estoques mundiais do cereal, que vem caindo ha
cinco anos.

Isso denota a importancia da cultura que é extremamente utilizada de
diversas formas, podendo-se citar: racdo 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, em que é empregado

como matéria-prima em diversos produtos (Dias, 2005).



2.4. Diversidade genética e heterose

Pode-se definir diversidade genética como a amplitude da variacao
genética existente para uma determinada espécie. Para garantir a eficiéncia de
um programa de melhoramento, € necessario um conhecimento detalhado da
constituicdo e diversidade genética das espécies, pois, sem 0 conhecimento da
variabilidade e da sua interacdo com o ambiente, é bastante dificil a obtencdo de
gendtipos superiores (Milach, 1998).

No caso do milho, acredita-se que a espécie possua aproximadamente
250 racas (Paterniani e Campos, 1999). Sabendo que dentro de cada raca podem
ser identificadas distintas variedades, conclui-se que a espécie Zea mays L.
possui grande variabilidade, que se deve principalmente a processos de selecdo
(Weatherwax, 1942) e hibridacao (Wellhausen et al., 1952).

A divergéncia genética, além de assegurar o melhoramento numa
populacdo, possibilita a exploracdo da heterose ou vigor hibrido que é definido
como a expressdo genética dos efeitos benéficos da hibridagdo. Estudos tém
revelado que quanto maiores 0s contrastes genéticos entre 0s genitores
escolhidos para as hibridacbes, maiores chances de aparecerem efeitos
heter6ticos nos descendentes (Ronzelli Junior, 1996). Entretanto, os resultados
alcancados por Moll et al. (1965) indicam que aumentos da heterose séo
alcancados com incrementos na divergéncia entre genitores, porém cruzamentos
extremamente divergentes resultam em decréscimo da heterose. Assim, a
expressao da heterose seria limitada por uma combinacao génica desarmonica no
hibrido F;.

Em termos de frequiéncia génica e efeitos genotipicos, do ponto de vista

7

biométrico, a heterose (h) em relacdo a média dos pais é expressa por:

n
h=8 (p - r,)%d. , em que p e r sdo freqiéncias dos alelos favoraveis de um
i=1

mesmo loco, em duas populagdes, respectivamente, e d é o efeito de dominancia.
Em suma, a heterose é uma funcédo direta do somatério do produto do quadrado
da distancia genética com os respectivos desvios de dominancia (Hallauer e
Miranda Filho, 1988). Assim, € preciso que exista divergéncia genética entre duas
populacdes e algum nivel de domindncia nos locos que controlam uma
determinada caracteristica para que a heterose se expresse (Falconer, 1987).

Em linhas gerais, a heterose é o aumento do vigor hibrido que pode ser



observado, para diversas caracteristicas, na superioridade de gendétipos
provenientes do cruzamento de individuos contrastantes. A heterose aumenta a
probabilidade de recuperacdo de segregantes superiores em geracdes
avancadas.

E esperado que a selecdo intrapopulacional diminua a divergéncia
genética, uma vez que eleva a frequiéncia dos alelos favoraveis, promovendo,
como consequUéncia, a diminuicdo da heterose. Por sua vez, na selecdo
interpopulacional, como sdo selecionados os melhores cruzamentos, espera-se
que a heterose aumente (Souza Junior, 1983). Apesar disso 0s resultados
experimentais sao inconsistentes.

Um levantamento bibliografico sobre o assunto, realizado por Souza
Junior (1983), cita os trabalhos de Genter e Eberhart (1974), no qual,
intercruzaram seis variedades em ciclos originais e avancados de selecéo
intrapopulacional e verificaram que a heterose, em relacdo a média dos pais,
diminuiu em apenas metade dos cruzamentos; Moll et al. (1978), avaliando oito
ciclos de selecdo entre progénies de irmaos germanos e selecdo recorrente
reciproca de familias de meios irmaos, verificaram que, na primeira, a heterose
decresceu 12,1%, enquanto, na segunda, a mesma aumentou 11,3%,
concordando com o esperado teoricamente.

Hallauer e Miranda Filho (1988) relacionam uma série de trabalhos com
selecao inter e intrapopulacional e suas respectivas alteractes na heterose devido
a selecdo. Em alguns trabalhos de selecédo recorrente reciproca, a selecédo fez
com que a heterose diminuisse (Gevers, 1974; Hallauer, 1977) e, em outros,
aumentasse (Eberhart et al., 1973; Gevers, 1974; Paterniani e Vencovsky, 1977).
Resultados semelhantes foram encontrados em trabalhos com selecéo
intrapopulacional, ou seja, diminuicdo da heterose em uns (Penny et al., 1962;
Darrah et al., 1972; Genter, 1973) e aumento em outros (Penny, 1959; Genter,
1973; Russel et al., 1973; Walejko e Russel, 1977).

Métodos de melhoramento, cujo principal produto € o hibrido, necessitam
de ferramentas que possibilitem monitorar a heterose entre os materiais a serem
cruzados, para certificacdo de que o objetivo serd alcancado. Assim, a escolha
adequada de genitores pode ser baseada em informacOes de relacionamento
genético estimado por marcadores de DNA, os quais permitem um estudo seguro

da divergéncia genética (Milach, 1998).
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2.5. Melhoramento genético

Pelo fato de o milho ser uma cultura antiga e uatil, € muito estudado,
principalmente na area de melhoramento genético, possuindo caracteristicas
ideais para este proposito, tais como: ciclo curto de reproducédo, planta alégama
que suporta a autofecundacdo, mondica, facil controle da polinizacdo, dentre
outras (Bull, 1993).

Com o emprego do melhoramento genético, tem-se conseguido aumentar
em grande escala a produtividade das espécies e, com o milho, nédo foi diferente
(Paterniani, 1987). Um importante tépico que deve ser levado em consideracéo é
a diversidade genética da cultura, e o milho, por meio das selecdes artificiais
praticadas pelo homem ou pelas sele¢cdes naturais (adaptacbes a diferentes
condi¢cdes ecolbgicas), chegou ao homem civilizado com cerca de 300 racas
diferentes, além da diversidade de variedades intra-raciais, sendo uma das
espécies de maior diversidade genética na natureza (Bull, 1993).

No caso especifico da cultura do milho, o melhoramento tem sido
responsavel por incrementos de rendimento, principalmente pela exploracédo do
fenbmeno da heterose, fator este, bastante expressivo nas plantas alégamas.

Além de incrementar o rendimento da cultura do milho, a obtencao de
plantas de milho de porte baixo, mantendo-se as demais caracteristicas de vigor e
produtividade, tem sido uma preocupacédo para os melhoristas, pois milhos
braquiticos (brobr,) apresentam boa resisténcia ao acamamento e ao
quebramento, além de melhor adaptacdo a colheita mecanica (Santos, 1991). Tal
caracteristica deve ser enfatizada principalmente em programas de melhoramento
para regibes onde ha predominancia de clima quente e ocorréncia de ventos
fortes, pois temperaturas elevadas fazem com que as plantas de milho tendam a
crescer muito e os ventos fazem com que a cultura tenda a apresentar grande
proporcdo de plantas acamadas e/ou quebradas, prejudicando a colheita
mecanizada.

Para obtencdo de novas cultivares, por meio da selecdo, o melhorista
tenta identificar os individuos geneticamente superiores ou mais adaptados. A

7

selecdo, por sua vez, é mais efetiva quando age sobre caracteres de alta
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herdabilidade e que tenham alguma associacdo com a producdo ou outro carater
de importancia econémica. Dai a relevancia de se realizarem trabalhos no sentido
de estimar parametros genéticos como herdabilidade, correlagdo e ganhos
genéticos (Pereira, 1985). 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 combinacéao,
para capacidade especifica de combinacao, reciproca, reciproca com familias de
meios-irmaos, com familias de meios-irmaos obtidas de plantas prolificas, com
familias de irm&os completos).

A selecdo recorrente foi conceituada por Hull (1945) como a prética de re-
selecdo, geracdo apds geracdo, com intercruzamentos entre 0s tipos
selecionados, para se obter recombinacdo génica. Sua proposta visava elevar a
freqiéncia dos genes mais favoraveis e manter a endogamia num nivel baixo,
assegurando um alto grau de variabilidade genética, para conduzir a selecéo
efetiva, por um longo periodo. Com esta estratégia, a cada ciclo de selecéo
recorrente, vai ocorrendo maior concentracdo de genes favoraveis nas
populacdes trabalhadas, com o consequente incremento da média populacional
(Pinto, 1995).

A selecdo recorrente reciproca, proposta por Comstock e Robinson
(1948), visa a melhoria simultanea de duas populacdes. Estas populacdes devem
ser geneticamente distantes e de elevado potencial agronémico. Com a selecéo
recorrente reciproca, teoricamente, tira-se vantagem tanto dos efeitos aditivos por
meio da concentracdo dos alelos favoraveis em ambas as populac¢des, bem como
dos desvios de dominadncia, uma vez que se mantém a distancia entre as
populacdes, permitindo explorar o fenébmeno da heterose por meio do cruzamento
entre as populacdes e/ou de linhagens oriundas das mesmas.

Dentre os métodos de melhoramento aplicaveis a cultura do milho,
merece destaque o procedimento denominado selecdo recorrente reciproca de
familias de irmdos completos, proposto por Hallauer e Ebehart (1970). Esta
metodologia, conforme discutido por Eyherabide e Hallauer (1991), permite, ao
mesmo tempo, assegurar ganhos genéticos diretos (has populacdes per se) e
indiretos (nas populacbes em cruzamento).

Tal método consiste em se cruzar plantas Spo aos pares (plantas da
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populacdo A com plantas da populacdo B), autofecundando-se simultaneamente
os individuos selecionados. Para tanto, ha necessidade de que as plantas
selecionadas sejam prolificas. Em milho, usualmente procede-se a
autofecundacéo da 2% espiga de cada uma das plantas. A 12 espiga (superior) de
cada planta é fecundada com pdlen de outra planta (Paterniani e Campos, 1999).
As sementes dessas espigas correspondem as progénies de irmaos completos (A
x B), que séo avaliados em ensaios de competicdo, 0s quais permitem identificar
as combinacdes (progénies) mais promissoras. Cada ciclo se completa quando as
progénies S; de cada populacédo, correspondentes aos melhores cruzamentos,
sao recombinadas em lote isolado, produzindo assim as populacdes melhoradas
A e B;.

O método apresenta a vantagem de possibilitar o desenvolvimento
simultaneo de hibridos de linhagens, tornando-se entdo um método combinado de
multiplos propoésitos (Paterniani e Miranda Filho, 1987). Assim, depois de
avaliadas as progénies de irmaos completos, as sementes S; correspondentes as
melhores progénies sédo plantadas, efetuando-se a autofecundacéo das plantas
envolvidas nos cruzamentos, gerando, apds algumas geracbes de
autofecundacéo, linhagens potenciais para hibridos de alta producéo.

Considerando que a heterose € a funcédo do somatério do quadrado da
distancia genética entre as populacdes vezes os desvios de dominancia (Hallauer,
1985; Hallauer e Miranda Filho, 1988), € fundamental que se escolha populacées
divergentes e preferencialmente de grupos heteréticos distintos. No caso do
milho, existem dois grupos heterdticos, os denominados 'DENT' e 'FLINT. A
maioria dos hibridos de milho pertence a tais grupos heteréticos. No caso da
selecdo recorrente reciproca, o melhoramento ocorre simultaneamente em ambas
as populacbes, ampliando a cada ciclo, o potencial genético das populacdes e
das linhagens derivadas e, consequentemente dos hibridos resultantes.
Paterniani e Miranda Filho (1987) preconizam que, para se obterem melhores
milhos hibridos, é necessario contar com populacdes melhoradas. As linhagens
obtidas a partir de uma variedade ocorrem com uma probabilidade que é funcao
direta das freqiiéncias génicas na populagcdo. Assim, a medida que as frequiéncias
dos genes mais favoraveis aumentam, por meio do melhoramento populacional,

as linhagens superiores terdo maior probabilidade de ocorréncia.
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2.6. Generalidades sobre o milho braquitico (bry)

O caréter braquitico em milho foi inicialmente descrito por Kempton
(1920), que considerou como plantas braquiticas aquelas que apresentavam
internddios mais curtos, sem mudancas acentuadas no namero e tamanho de
outros 6rgaos. O encurtamento dos internédios, associado a permanéncia da
quantidade dos mesmos, promove, nessas plantas, menores alturas de planta e
de espiga quando comparadas com as das plantas normais (Castiglioni, 1986).
Ainda, em comparacdo com o milho normal, tais plantas tendem a apresentar
maior diametro de colmo (Kempton, 1920; Anderson e Chow, 1963; Leite e
Paterniani, 1973), maior largura de folhas (Paterniani, 1973), maior peso de cem
graos (Castiglioni, 1986) e maior tolerancia a seca, esta causada, provavelmente,
pelo maior desenvolvimento do sistema radicular (Campbell, 1965; Tregubenko e
Nepomnjascij, 1969). Quanto ao numero de folhas e comprimento da espiga, ndo
foram encontradas diferencas significativas (Kempton, 1920; Anderson e Chow,
1963).

Estudos realizados por Lambert (1963) determinaram que o alelo br;, esta
localizado no braco longo do cromossomo 1. Acredita-se que tal alelo, quando em
dose dupla, confere menor porte a planta em virtude de promover a formacéo de
um tipo diferente de giberelina, menos ativa na promocado do crescimento
(Galston e Davies, 1972). O efeito principal do alelo braquitico € a reducdo no
acamamento e no quebramento das plantas, sendo tais plantas indicadas para
regides cujas lavouras sofram acéo de ventos fortes.

Quanto a produtividade, os trabalhos iniciais com milho braquitico
obtiveram menores produtividades quando comparados com o0s de milhos
normais (Leng, 1957, Campbell, 1965). As explicacGes, para isso, seriam:
recuperacdo incompleta do gendtipo original apds a incorporacdo do gene bry,
devido ao reduzido nimero de retrocruzamentos; pouca oportunidade de selecéo
para capacidade geral de combinacdo na obtencéo de hibridos; altura da planta e
maior ataque de roedores (Leng, 1957); além de experimentos plantados em
areas onde a altura de planta ndo era problema sério associado a praticas
culturais ineficientes realizadas nos mesmos (Campbell, 1965).
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J& Sokolov e Domasnev (1968), citados por Zanette e Paterniani (1992),
verificaram a superioridade de produtividade de 118 hibridos simples braquiticos,
guando comparada com a das mesmas variedades normais. Zanette e Paterniani
(1992) verificaram que, mesmo dentro de milhos braquiticos, os de porte mais

altos foram mais produtivos que os de porte mais baixo.

2.7. Selecao simultanea de caracteristicas: indices de selecao

O melhoramento genético tem-se constituido em uma das mais bem
sucedidas tecnologias desenvolvidas na agricultura, sendo responsavel por 50%
dos incrementos de rendimentos observados, ndo somente no milho, como
também na maioria das culturas. Por meio do melhoramento genético, novas
variedades sdo desenvolvidas, com caracteristicas superiores (Paterniani e
Campos, 1999).

Quase que de forma genérica, o melhoramento genético tem priorizado
aumento na produtividade das culturas. Todavia, a comunidade cientifica tem-se
conscientizado de que a produtividade ndo € o Unico carater a ser considerado
em um programa de melhoramento. Nesse contexto, caracteristicas outras, de
interesse para o consumidor, também tém sido consideradas no processo de
selecdo em programas de melhoramento.

Segundo Cruz e Regazzi (1997), para se obterem materiais genéticos
realmente superiores, € necessario que o0 material selecionado relna,
simultaneamente, uma série de atributos favoraveis que |lhe confira rendimento
comparativamente mais elevado e que satisfaca as exigéncias do consumidor. A
selecdo com base em uma, ou em poucas caracteristicas, tem-se mostrado
inadequada, por conduzir a um produto final superior em relacdo as
caracteristicas selecionadas, mas com desempenho nao tao favoravel em relacao
as varias outras caracteristicas ndo consideradas.

Uma maneira de se aumentar a chance de éxito de um programa de
melhoramento é por meio da selecdo simultnea de um conjunto de
caracteristicas de importancia econdmica. Para tal objetivo, a utilizacédo de indices
de selecdo parece ser uma alternativa eficiente, pois permite combinar as

multiplas informacdes contidas na andlise experimental, de modo que seja
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possivel a selecdo com base em um complexo de variaveis que redna varios
atributos de interesse econémico.

Os indices de selecdo permitem criar novos valores, associados a cada
gendtipo estudado, sobre o qual se exerce a selecdo. O conjunto destes valores
funciona como um carater adicional, teérico, resultante da combinacdo de
determinadas caracteristicas, escolhidas pelo melhorista, sobre as quais se
deseja exercer a selecao simultanea (Cruz e Regazzi, 1997).

Diferentes indices representam diferentes alternativas de selecédo e,
conseqguentemente, de ganhos. Estes identificam, de maneira rapida e eficiente,
materiais genéticos que podem ser mais adequados para 0s propdésitos do
melhorista. Como atualmente j4 se dispde de recursos computacionais e
aplicativos adequados a estimacdo desses indices, sua obtencdo €
operacionalmente simples, inexistindo razao para que nao sejam utilizados (Cruz
e Regazzi, 1997). Diversos trabalhos em distintas culturas tém utilizado estes
recursos (Marques, 2000; Martins et al., 2003; Granate et al., 2001; Granate et al.,
2002).

Smith (1936) propb6s o uso de indice de selecdo nos programas de
melhoramento de plantas como critério de sele¢do simultanea de duas ou mais
caracteristicas correlacionadas. Este procedimento foi adaptado ao ramo animal
por Hazel (1943). Segundo esses autores, para se estabelecer o indice de
selecdo, sdo necessarios o valor econdmico relativo de cada caracteristica, as
variancias genotipica e fenotipica de cada caracteristica e as covariancias
fenotipica e genotipica entre cada par de caracteristicas. Tal indice passou a ser
reconhecido como indice Classico. Ao utilizar este indice, Cruz et al. (1993)
verificaram ganhos simultdneos nas caracteristicas — teor de 6leo e rendimento de
espigas — em progénies de irmaos completos de milho comum, o que nao foi
possivel alcancar quando utilizaram selecéo direta e indireta.

De acordo com Reis (1981), o indice de selecdo possui algumas
limitacdes, tais como, dificuldades em se obter estimativas precisas de variancias
e covariancias genotipicas e fenotipicas, problema de avaliacdo da importancia
econbmica apropriada para cada caracteristica e necessidade de esperar que
medicOes sejam feitas para todas as caracteristicas, antes que se proceda a
selecéao.

Cunninghan (1969) relata que as conclusdes gerais que podem ser
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tiradas em relacdo as limitacbes do uso do indice de sele¢cdo sdo que a maior
fonte de problemas € o uso de estimativas imprecisas de variancias e
covariancias genéticas. A estrutura da variancia e da covariancia genética e de
ambiente da populagdo, bem como o balan¢co econdmico das caracteristicas,
mudardo com o tempo e provavelmente irdo requerer mudancgas periédicas no
indice.

Segundo Hanson e Johnson (1957), ndo ha necessidade de designar
valores econbmicos para todas as caracteristicas. Para melhorar uma
caracteristica primaria, como a producéo, toma-se o peso econdmico desta como
1,0 (um) e as caracteristicas secundarias como zero. Esse método tem permitido
bons resultados no melhoramento para produgéao.

Pesek e Baker (1969) sugeriram o uso de ‘ganhos genéticos desejados’
de caracteristicas individuais, num programa de selecéo, para substituir os pesos
econbmicos relativos no calculo dos indices de selecdo. Para se usar a
modificagdo proposta, necessita-se da matriz de variancia e covariancia genética
e 0 vetor dos ‘ganhos genéticos desejados’ para as caracteristicas. Assim, é
possivel calcular os coeficientes dos indices sem designar pesos econdémicos
relativos para as caracteristicas, como requer a teoria convencional de indice de
selecdo. Dessa forma, o indice obtido resultard em um ganho maximo para cada
caracteristica, de acordo com a importancia relativa assumida pelo melhorista na
especificacdo do ganho desejado, sujeito as restricbes impostas pela constituicdo
fenotipica e genotipica da populacéo original.

Segundo Cruz e Regazzi (1997), uma critica apresentada ao
estabelecimento do indice de ‘ganhos desejados’ refere-se ao fato de que
caracteristicas secundarias, para as quais o melhoramento ndo é tao importante,
nao possam ser incluidas para auxiliar no melhoramento de caracteristicas
principais. Entretanto, Tai (1977) apresentou uma generalizacdo no método, de
forma a possibilitar a inclusdo dessas caracteristicas no indice.

Kempthorne e Nordskog (1959) foram os primeiros a inserirem a idéia de
restricdo sobre os indices de selecdo. Sua proposta foi uma solu¢cdo matematica
para maximizar o ganho em um conjunto de caracteristicas, impondo a restricdo
de que o ganho em outro conjunto de caracteristicas fosse nulo. A utilizacdo de tal
indice é de grande interesse quando o material a ser melhorado possui uma ou

mais caracteristicas cujos valores médios se encontrem ideais.
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Willians (1962) propbés o denominado indice-base, objetivando evitar a
interferéncia de imprecisbes das matrizes de covariancias fenotipicas e
genotipicas, na estimacdo dos coeficientes que constituem o indice. Segundo
Cruz e Carneiro (2003), esse método propde o estabelecimento de indices,
mediante a combinacéo linear dos valores fenotipicos médios das caracteristicas,
0s quais sédo ponderados diretamente pelos seus respectivos pesos econdmicos.
De acordo com os autores, este indice tem apresentado larga aceitacdo pelos
melhoristas, por dispensar as estimativas de variancias e covariancias fenotipicas
e genotipicas e ter revelado resultado satisfatorio, quando utilizado como critério
de selecdo em varios trabalhos de pesquisa. Os autores relatam ainda que o
indice-base serd equivalente ao indice classico, proposto por Smith (1936) e
Hazel (1943), quando as variancias e covariancias fenotipicas foram
determinadas predominantemente por causas genéticas.

Mulamba e Mock (1978) propuseram o indice com base na soma de
postos (ou “ranks”), que consiste em classificar os materiais genotipicos em
relacdo a cada uma das caracteristicas, em ordem favoravel ao melhoramento.
Uma vez classificadas, sdo somadas as ordens de cada material genético
referente a cada carater, resultando em uma medida adicional, tomada como
indice de selecao.

Considerando que as matrizes das variancias e covariancias genotipicas
e fenotipicas, necessérias para a obtencao dos coeficientes do indice de selecdo
de Smith (1936) e Hazel (1943), podem estar associadas a baixa precisdo ou
ainda apresentar multicolinearidade, o que pode provocar distorcbes nos
resultados finais, Elston (1963) apresentou o indice “livre de pesos” ou “livre de
parametros”, o qual se caracteriza por eliminar a necessidade de estabelecer
pesos econdmicos relativos as varias caracteristicas e estimar as variancias e
covariancias fenotipicas e genotipicas.

Cruz e Carneiro (2003) relatam que o indice proposto por Elston (1963) é
semelhante ao indice multiplicativo de Subandi et al. (1973). Em seu trabalho,
Subandi et al. (1973) relatam que o indice multiplicativo € muito facil de ser
aplicado, ndo sendo necessarios o estabelecimento dos pesos econdmicos e a
estimativa das variancias e das covariancias fenotipicas e genotipicas. Os autores
relatam ainda que este indice parece ser flexivel as condicdes ambientais, ja que,

guando uma caracteristica envolvida no indice torna-se mais importante em um
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dado ambiente, o indice automaticamente fornecer4d um peso maior para essa
caracteristica em particular. Segundo 0s autores, a pressuposicdo que envolve
este indice, de que o valor fenotipico € uma exata medida do valor genotipico,
nao € verdadeira e, portanto, ao utilizar selecdo de familias, comparativamente a
selecdo de individuos, esse viés serd menor.

Daros (2003) ressalta que, apesar de diversos indices de selecéo,
razoavel quantidade de melhoristas tem utilizado, em seus programas de
melhoramento, o indice de Smith (1936) e Hazel (1943), sobretudo quando os
experimentos sdo bem conduzidos, 0s quais proporcionam estimativas
adequadas das matrizes de variancias e covariancias fenotipicas e genotipicas.
Nesses casos, a possibilidade de variacdo nas magnitudes dos pesos
econdmicos torna bastante habil a estimativa de ganhos. Este fato foi observado
por Tardin et al. (2003) que, utilizando o indice classico de Smith (1936) e Hazel
(1943), apds varias tentativas de atribuicdo de pesos econbmicos a oito
caracteristicas avaliadas em familias de irmdos completos de milho, num
programa de selecao recorrente reciproca, conseguiram obter pesos econdmicos
que forneceram estimativas de ganhos satisfatérios nas diversas caracteristicas,
de acordo com o interesse do programa de melhoramento em questéao.

Em milho pipoca, Granate et al. (2002) realizaram a predicdo de ganho
genético com diferentes indices na selecdo sobre 166 familias de meios-irméos
do composto de milho pipoca CMS-43. Concluiram que os ganhos preditos com o
indice de selecdo de Smith e Hazel sdo superiores aos preditos com 0S outros
indices testados e manifestam-se em mais caracteres. Ainda concluiram que o
indice de selecdo de Smith e Hazel, quando utilizado para a selecédo simultanea
nas caracteristicas altura de planta, produtividade e capacidade de expansao
(idedtipo de plantas mais baixas, mais produtivas e de maior capacidade de
expansao) com 0s pesos obtidos por tentativas, permite estimar os ganhos
preditos considerados de mais interesse para o melhoramento desta populacdo
de milho pipoca.
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2.8. Marcadores moleculares

O conhecimento da estrutura genética das populacbes é de grande
importancia num programa de melhoramento que vise a obtencéo de hibridos de
milho. Essas populacdes devem apresentar alta frequiéncia de alelos favoraveis
para possibilitarem a selecdo de gendtipos superiores. Porém, a avaliacdo dos
gendtipos e a confiabilidade dos dados experimentais num programa de
melhoramento de plantas € um grande desafio, principalmente para
caracteristicas de heranca complexa, como a produtividade de grdos. Assim,
esforcos tém sido feitos para integrar algumas técnicas de biologia molecular aos
procedimentos convencionais de melhoramento de plantas, uma vez que diversos
estudos demonstraram a sua aplicabilidade e eficiéncia na avaliacdo desses
caracteres (Rumin e Vencovsky, 2001).

Os marcadores moleculares tém sido sugeridos como ferramenta util ao
melhoramento de plantas com distintas finalidades — caracterizagéo de acessos e
descricdo de variedades; mensuracao de distancias genéticas; monitoramento de
retrocruzamentos; em programas de pré-melhoramento; no proprio processo de
selecdo (Rumin e Vencovsky, 2001). O programa de pré-melhoramento é definido
como o conjunto de atividades que visam a identificacdo de caracteristicas e/ou
genes de interesse, presentes em materiais ndo adaptados ou naqueles que nao
foram submetidos a qualquer processo de melhoramento, visando posterior
incorporacao nos materiais adaptados ou elites (Nass e Paterniani, 2000).

Por marcador molecular, define-se todo e qualquer fenétipo molecular
oriundo de um gene expresso, como no caso de isoenzimas ou de segmentos
especificos de DNA, correspondentes a regifes expressas ou hdo ho genoma
(Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Por atuarem diretamente no nivel de DNA, os marcadores de DNA séo
ferramentas moleculares poderosas, pois sdo isentos de influéncia ambiental, sdo
potencialmente ilimitados, independem da idade da planta e s@o passiveis de
utilizacdo em uma série de procedimentos relacionados ao melhoramento de
plantas (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Sabe-se que a variabilidade genética € a
base de todo melhoramento de plantas, existindo, para identificacdo da mesma,
diversas técnicas moleculares (Milach, 1998).
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A possibilidade de marcar genes de importancia, sejam eles qualitativos
ou quantitativos, por meio de marcadores moleculares, permite a localizacao
destes genes (mapeamento) nos diferentes cromossomos, possibilitando o
desenvolvimento de mapas detalhados da variabilidade genética das diferentes
espécies (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Desta forma, as variedades poderdo ser
caracterizadas por completo, permitindo o planejamento dos cruzamentos, a
escolha dos gendtipos a serem cruzados e a geracdo da variabilidade de forma
controlada (Milach, 1998).

O primeiro mapa genético desenvolvido foi o da mosca Drosophila, em
1913, por Sturtevant. Em se tratando de plantas, um dos primeiros mapas
genéticos a ser desenvolvido foi o do milho (Zea mays) por Emerson, Beadle,
Rhoades e McClintock (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

A selecdo auxiliada por marcadores podera ser realizada sem a
ocorréncia de estresses bioticos e abidticos, além de permitir melhor
conhecimento da transmissdo de caracteres entre as diferentes geracoes, e ainda
um melhor controle dos genes mantidos nas populacdes, permitindo, assim, a
eliminacdo de gendétipos indesejaveis nas primeiras geracdes (Milach, 1998).
Diante do exposto, observa-se que trabalho e tempo também s&o economizados.

O uso de marcadores em genética e no melhoramento remonta ao inicio
do século passado, quando Bateson e Punnet, estudando ervilhas, indicaram a
existéncia de ligacdo entre os genes que controlam os caracteres cor da pétala e
a forma do grdo de podlen. Tempos depois, Thomas H. Morgan demonstrou
claramente que nem todos 0s genes tém segregacdo independente. Pelo
contrario, genes podem estar ligados em grupos pelo mesmo filamento de
material em que residem, os cromossomos (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Desta
forma, estava lancada a base para a utilizacdo de marcadores no melhoramento,
tanto para caracteristicas qualitativas quanto quantitativas, pois, com 0s
marcadores moleculares, existe a possibilidade de se mapear segmentos de DNA
que contém locos que controlam estes caracteres e monitorar a segregacao
destes nas populacfes, assim como mensurar as contribuicbes destes para os
diferentes caracteres. Naturalmente, novos modelos genéticos de analises foram
e estdo sendo desenvolvidos para que essa nova técnica possa ser incorporada
de vez nos programas de melhoramento (Liu, 1988).
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Se um determinado marcador, de facil identificacdo fenotipica, estiver
fisicamente ligado a uma pequena distancia de um gene que controla um carater
de interesse agrondmico, a selecdo deste marcador resulta na selecéo indireta do
gene de interesse (Milach, 1998).

Os marcadores revelam, para uma dada regido do DNA, uma marca ou
banda que permite comparar os individuos em estudo quanto a sua presenca ou
auséncia. Assim, as bandas reveladas sdo codificadas pelo nimero 1 e as néo
reveladas pelo nimero 0. Com isso, cria-se uma matriz de dados binérios em que
sao aplicados os métodos estatisticos (Meyer, 2004).

Na maioria dos modelos utilizados (isoenzimas, RFLP, RAPD, dentre
outros), cada marcador € analisado como uma caracteristica fenotipica distinta e
independente das demais. A interpretacdo deste tipo de dado é feita de maneira
simples: bandas em comum entre gendtipos representam similaridades genéticas,
enquanto bandas ndo comuns representam diferencas genéticas (Ferreira e
Grattapaglia, 1998).

Existem diferentes classes de marcadores moleculares disponiveis para
serem aplicados no melhoramento genético vegetal, entre eles estdo o0s
marcadores baseados em PCR (Reacdo de Polimerase em Cadeia). Essa
tecnologia foi concebida por Kary Mullis em meados da década de 80 (Ferreira e
Grattapaglia, 1998). Esta técnica é poderosa e envolve a sintese enzimatica in
vitro de milhdes de codpias de um segmento especifico de DNA na presenca da
enzima DNA polimerase. A reacédo de PCR se baseia no anelamento e extensao
enzimatica de um par de oligonucleotideos utilizado como iniciadores, primers,
que delimitam a sequéncia de DNA de fita dupla, alvo da amplificacao (Ferreira e
Grattapaglia, 1998). Porém, a construcdo de primers para a amplificacdo via PCR
dependia essencialmente do conhecimento das sequéncias de nucleotideos que
flanqueiam a sequiéncia de DNA de interesse.

O grande avanco na area de marcadores moleculares baseados em PCR
ocorreu em 1990 por dois grupos distintos: Williams et al. e Welsh e McClelland. A
idéia foi de utilizar primers mais curtos e de sequéncia arbitraria para dirigir a
reacdo de amplificacdo, eliminando a necessidade do conhecimento prévio da
sequéncia (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Esta nova técnica trata-se do RAPD
(‘Random Amplified Polymorphic DNA’), DNA polimorfico amplificado ao acaso,

que utiliza primers de seqliéncias aleatérias e apenas um é empregado em cada
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reacado realizada pela Tag DNA polimerase, podendo ser aplicado a qualquer
organismo sem 0 prévio conhecimento da seqiéncia do DNA a ser analisada
(Tardin, 2001). De acordo com Tardin et al. (2001), a técnica RAPD determina
uma andlise segura da diversidade genética, sendo Util no objetivo de reduzir
custos e tempo no desenvolvimento de futuros trabalhos.

Outras vantagens do uso de marcadores RAPD sao sua simplicidade e
rapidez. Isso se deve a possibilidade de se detectar polimorfismo pela
visualizacdo direta das bandas no gel. Além desta, € necessario uma pequena
quantidade de DNA para a analise genotipica de um individuo. Por se basear no
PCR, a técnica RAPD é muito mais sensivel a deteccao de polimorfismo ao nivel
de DNA. E ainda o custo da técnica € mais baixo (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Com o advento dos marcadores moleculares, os estudos de divergéncia
genética e das relacdes filogenéticas entre espécies vegetais tém merecido
atencdo (Duarte et al., 1999). Nesses estudos, 0s pesquisadores se interessam
em agrupar os individuos semelhantes, de forma que as maiores diferencas
ocorram entre os grupos formados (Meyer et al., 2004). A classificacdo de
genitores em grupos heteréticos e a realizagdo de cruzamento entre tipos
geneticamente distintos contribuem para a ampliacdo da variancia genética em
populacdes segregantes (Milach, 1998).

Métodos estatisticos de analise, tais como, andlise de agrupamentos,
analise discriminante, analise de fatores e andlise de componentes principais,
podem ser aplicados para auxiliar os estudos de diversidade. Dentre eles, a
andlise de agrupamentos se destaca, pois ndo exige pressuposicao inicial quanto
a distribuicdo de probabilidades dos dados e por ser de facil interpretagdo. Tal
técnica é muito utilizada na area de melhoramento genético (Meyer, 2004).

2.9. Andlise de agrupamento

As técnicas de agrupamento objetivam agrupar distintos individuos em
classes, de forma que os mais semelhantes permanecam na mesma classe. De
forma geral, o nUmero de classes ndo é conhecido inicialmente (Manly, 1994).

Para realizacao de tais técnicas, é necessaria a escolha de uma medida

que quantifigue a semelhanca entre dois individuos. Tais medidas sao
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denominadas coeficientes de similaridade, os quais podem ser divididos em duas
categorias: medidas de similaridade e medidas de dissimilaridade. No caso das
primeiras, quanto maiores os valores observados, mais parecidos Sao 0s
individuos; j& para as medidas de dissimilaridade, quanto maiores os valores,
menos parecidos séo os individuos.

Os coeficientes de similaridade s&o criados com o intuito de moldar
situacOes especiais e de interesse do pesquisador. Devido a isso, dispde-se de
uma ampla série de tais medidas. Segundo Bussab et al. (1990), uma analise das
propriedades desses coeficientes ajuda a identificar alguns principios gerais e
encontrar algum coeficiente que melhor se ajuste aos interesses de uma pesquisa
em particular. Contudo, essa escolha ndo € comum, e os trabalhos, comumente,
nao justificam nenhuma escolha em particular, notadamente para dados de
marcadores moleculares (Meyer et al., 2004).

Os resultados dos agrupamentos podem sofrer influéncia pelo coeficiente
de similaridade escolhido (Gower e Legendre, 1986; Jackson et al., 1989; Duarte
et al., 1999; Meyer, 2004). Buscando avaliar se diferentes coeficientes de
similaridade influenciam os resultados das anélises com marcadores moleculares,
Meyer et al. (2004) utilizaram dados de dezoito linhagens de milho provenientes
de duas populacdes diferentes, BR-105 e BR-106, as quais foram analisadas por
marcadores do tipo AFLP e RAPD. Compararam, usando diversas metodologias
estatisticas, os resultados obtidos para diversos coeficientes de similaridade,
coeficiente de Jaccard, Sorensen-Dice, Anderberg, Ochiai, Simple Matching,
Rogers e Tanimoto, Ochiai Il e Russel e Rao.

Meyer et al. (2004) concluiram que praticamente todas as metodologias
utilizadas, para ambos marcadores, os coeficientes de Jaccard, Sorensen-Dice,
Anderberg e Ochiai, mostraram resultados semelhantes entre si, atribuindo tal fato
de apresentarem como propriedade comum a desconsideracdo da auséncia
conjunta de bandas. Isso também foi observado para os coeficientes Simple
Matching, Rogers e Tanimoto e Ochiai Il, que ndo apresentaram grandes
alteracOes de resultados, possivelmente devido ao fato de todos considerarem a
auséncia conjunta. O coeficiente de Russel e Rao apresentou resultados
totalmente discrepantes dos demais, em funcdo de excluir a auséncia conjunta do
numerador e inclui-la no denominador, ndo sendo recomendado seu uso. Os

autores sugerem a escolha dentre os coeficientes que desconsideram a auséncia
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conjunta, devido ao fato de tal auséncia ndo significar necessariamente que as
regidoes do DNA sejam idénticas.

Assim como os coeficientes de similaridade, diversos sdo os métodos de
agrupamento encontrados na literatura. Descricbes detalhadas desses métodos
sao fornecidas por Rao (1952), Anderberg (1973), Sneath e Sokal (1973), Clifford
e Stephenson (1975), Morrison (1976), Mardia et al. (1979), Chatfield e Collins
(1980), Dunn e Everitt (1980), Bussab et al. (1990), Johnson e Wichern (1992),
Manly (1994), Totti (1998) e Cruz e Carneiro (2003).

Como o presente trabalho utilizou apenas duas técnicas de agrupamento,
ou seja, 0 método de otimizacdo de Tocher e o método hierarquico da variancia

minima de Ward, apenas estas foram contempladas na reviséo.

2.9.1. Método de otimizacao de Tocher

Os métodos de otimizacdo possuem como principio a formacéo de grupos
de modo a promover a homogeneidade dentro do grupo e heterogeneidade entre
grupos. Para tal, é realizada a particdo do conjunto de individuos em subgrupos
mutuamente exclusivos por meio da maximizacdo ou minimizacdo de alguma
medida pré-definida (Cruz, 2001).

Entre os métodos de otimizacdo, um dos mais empregados na area de
genética e melhoramento é o método de otimizacdo de Tocher (Cruz e Carneiro,
2003). Segundo Tocher, este método deve ser estabelecido pelo critério de que
os valores das distancias intragrupos sejam inferiores a quaisquer distancias
intergrupos.

Por este método, € identificado o par de gendétipos que apresenta o0 menor

valor de distancia (d_.) na matriz de dissimilaridade, que formara o grupo inicial.

Em seguida, € avaliada a possibilidade de inclusdo de outros genoétipos nesse
grupo inicial. A entrada de um gendtipo num grupo aumenta o valor médio da
distancia intragrupo. A inclusdo ou nao deste gendtipo no grupo sera permitida se
0 acréscimo no valor da distancia média intragrupo ndo ultrapassar um valor
maximo permitido (Carvalho, 1993), que pode ser arbitrariamente estabelecido ou

corresponder ao valor maximo da medida de dissimilaridade (d..), obtido no

conjunto de menores distancias envolvendo cada par de individuos.
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2.9.2. Método hierarquico da variancia minima de Ward

O método hierarquico da variancia minima de Ward foi utilizado
originalmente para variaveis quantitativas, mas passou posteriormente a ser
utilizado também para variaveis qualitativas. O método minimiza a soma de
quadrados dentro dos grupos e maximiza a soma entre grupos. A estratégia de
Ward é um algoritmo que procura particbes dos grupos préximos agueles 6timos,
sendo que a estratégia ndo conduz necessariamente a particdo 6tima, mas, em
muitos casos a aproximacdo serd considerada satisfatoria na pratica (Asensio,
1989; Matrtins, 2000).

Dantas et al. (2001), estudando a tolerdncia ao aluminio em 18
somaclones e trés cultivares porta-enxerto provenientes da selecéo in vitro de
macieira (Malus sp.), verificaram que o agrupamento hierarquico baseado no
método de Ward revelou ser mais adequado na classificacdo dos clones quanto a
tolerancia ao aluminio do que a dos testes de médias.

Ja Emygdio et al. (2003), utilizando o agrupamento de Ward com base em
resultados de marcadores RAPD, para estudar a divergéncia genética entre
cultivares locais e cultivares melhoradas de feijdao, verificaram que tal
agrupamento foi eficiente ao agrupar cultivares de acordo com o centro de
domesticacdo, mas nao foi capaz de separar as cultivares de acordo com a
coloracdo da semente. Concluiram também que cultivares locais e comerciais
mesoamericanas foram agrupadas separadamente. E ainda verificaram que as
cultivares comerciais, em cultivo no Rio Grande do Sul, apresentam alto grau de

similaridade.

2.10. Anélise discriminante

Empresas produtoras de sementes de milho investem no controle da
gualidade, monitorando todas as fases da producédo, a fim de assegurar a
chegada, ao agricultor, da heterose alcancada pelo melhoramento genético, o que
atesta a importancia da manutencdo da pureza genética de cada combinacéo
hibrida, em todas as fases do processo de producdo (Craig, 1977; Stuber et al.,
1988).
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Em campos de producdo de sementes hibridas de milho, a principal causa
de contaminacdo genética € a ocorréncia de autofecundacdo do parental fémea,
decorrente da remocao incompleta dos penddes liberadores de pdlen (Hutchcroft,
1959). A mistura de sementes, provenientes do parental fémea autofecundado,
com as sementes hibridas pode reduzir a qualidade fisiolégica do lote e promover
perdas no rendimento de gréos, contrarias aos objetivos do ganho genético
alcancado pelos melhoristas (Smith & Wyck, 1984; Von Pinho, 1995).

Diante do exposto, podem-se imaginar as consequéncias tragicas
acarretadas pela ocorréncia de contaminantes nas linhagens ou populacdes
genitoras de tais hibridos. Possivelmente, as mesmas ficariam inviaveis para a
continuacdo do programa de obtencédo dos hibridos.

Assim, em programas de melhoramento que utilizam selegcdo de
individuos superiores, para formar uma nova populacdo melhorada, ha grande
preocupacdo da ocorréncia de contaminacfes genéticas. Para isso, tais
programas direcionam seus cruzamentos ou autofecundacdes, utilizando-se de
metodologias que previnam a ocorréncia de cruzamentos ndo desejados, 0 que
originariam sementes denominadas de contaminantes. Em outras palavras, um
grao de pdlen desconhecido proveniente de planta pertencente a outra populacéo,
ao fecundar um ovario de uma planta da populacdo de interesse, daria origem a
uma semente cuja origem paterna é desconhecida.

Tal semente, ao ser utilizada para formar a nova populacdo melhorada,
poderia estar contribuindo para a perda das caracteristicas originais da populacao,
uma vez que traria consigo alelos distintos daqueles da populacdo de interesse, a
qual, por sua vez, perderia sua identidade.

Num programa de melhoramento que utiliza a sele¢do recorrente
reciproca em duas populacfes, no intuito de se explorar a heterose entre as
mesmas, € de grande interesse que tais populacdes possuam, preservem ou, se
possivel, aumentem sua distancia genética.

Metodologias que possibilitem a identificacdo dos individuos selecionados
como pertencentes a sua populacdo original ou a outra, auxiliariam na
manutencdo da distancia genética entre as populagbes, uma vez que
possibilitariam a eliminacdo dos mesmos antes da recombinacéo. Tais individuos,
ao nao serem eliminados nos programas tradicionais, poderiam estar contribuindo

para a perda da identidade genética de cada populacdo, acarretando uma
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aproximacao genética entre as populacdes, 0 que reduziria a possibilidade de
exploracdo da heterose num hibrido formado entre as mesmas, principalmente
em ciclos avancados de selecéo.

A técnica multivariada de analise discriminante, que possui, como uma de
suas finalidades, a obtencdo de funcbes que permitam classificar um individuo,
com base em um numero de caracteristicas do mesmo, como pertencentes a uma
de vérias populagfes distintas, busca minimizar a probabilidade de classificagdo
errdbnea de um individuo em uma populagdo quando o mesmo pertence a outra
(Cruz e Carneiro, 2003). Entretanto, esta técnica poderia ser utilizada para
monitoramento de programas de selecao recorrente reciproca, uma vez que 0S
mesmos partem normalmente de populacdes geneticamente distintas.

Assim, tal técnica poderia estar auxiliando também na eliminacdo de
contaminantes, uma vez que, ao trabalhar populacbes conhecidamente distintas,
o0 surgimento de um gendétipo, dentro de uma populacdo caracteristicamente
pertencente a outra, demonstraria a possivel ocorréncia de contaminacao
genética.

A andlise discriminante pode tanto ser usada para caracteristicas
guantitativas, como, por exemplo, peso, altura, dias para o florescimento, nimero
de plantas doentes. Como também, para caracteristicas qualitativas, como, por
exemplo, presenca ou auséncia de um determinado comprimento de fragmento
de DNA numa andlise eletroforética de um gel, que pode ser codificada por 1
(presenca) e 0 (auséncia) (Cruz, 2001). Neste caso, por ndo ocorrer influéncias
ambientais, a andlise discriminante revelaria resultados de ma classificacdo mais

precisos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material genético

Uma etapa importante na selecédo recorrente € a escolha de populacdes
de elevado potencial agrondmico. Neste sentido, em se tratando de
melhoramento interpopulacional, duas populacdes, oriundas da Universidade
Federal de Vicosa, pertencentes a grupos heteroéticos distintos, foram definidas
para utilizacdo conforme apresentadas a seguir:

Cimmyt — populacdo pertencente ao grupo heterético tipo ‘Flint’. Possui
um gene braquitico, sendo, portanto, de porte mais baixo.

Pirando — populacdo pertencente ao grupo heterético tipo "Dent". Esta
populacado, a semelhanca da anterior, possui um gene braquitico.

Ambas as populacdes ja foram trabalhadas tanto em Vicosa quanto em
Campos dos Goytacazes, sendo que o presente trabalho € uma sequéncia ao
programa de selecéo recorrente conduzido pela Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), na obtencdo de mais um ciclo de selecao
recorrente reciproca entre as familias de irméaos completos. O porte mais baixo
das populacbes € particularmente indicado para as regidbes Norte e Noroeste
Fluminense, onde a ocorréncia de ventos é um problema maior que,
normalmente, ocasiona o acamamento de lavouras de milho. As populacdes aqui
indicadas possuem porte mais baixo, internddios curtos e colmo grosso, indicando

maior resisténcia ao acamamento.
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3.2. Procedimentos experimentais e de melhoramento

Cada ciclo de selecao recorrente envolve trés etapas béasicas: 1 - A
geracdo de progénies ou familias de irmdos completos; 2 - a avaliacdo das
familias, a fim de identificar aquelas que possuem caracteristicas de interesse
superiores; e 3 - a recombinacdo das sementes remanescentes correspondentes
as familias superiores, para a obtencdo das populacbes em um ciclo mais
avancado.

No intuito de melhorar as populagcdes per se e, a0 mesmo tempo,
distancia-las geneticamente, metodologias que possibilitem identificar gendtipos
superiores — quanto aos caracteres morfoagrondmicos de interesse e destes
ainda selecionar os mais divergentes entre populacdes — possibilitariam ganhos
tanto na populagdo per se quanto em cruzamentos, otimizando os métodos de
selecdo convencionais.

Assim, a metodologia utilizada seguiu aproximadamente a descrita por
Hallauer e Miranda Filho (1987), com a introducédo de mais uma etapa baseada na
utilizacdo de marcadores RAPD, visando a melhor manutencdo da variabilidade
genética das duas populaces utilizadas e a possibilidade de preservar a
distancia genética entre as mesmas. Assim, antes da etapa de recombinacédo dos
parentais superiores, Ultima etapa de um ciclo de selecéo recorrente, inseriu-se o
processo de analise molecular do tipo RAPD, para realizacdo de analises
multivariadas como, por exemplo, analise discriminante e técnicas agrupamentos
dos gendtipos. De posse do céalculo das distancias genéticas entre os parentais
superiores, obtido pelas informacdes dos marcadores RAPD, inferiu-se sobre a
possibilidade de ma classificacdo destes genitores e a ocorréncia de possiveis
contaminacgdes genéticas.

Marcadores RAPD, ou outro marcador de DNA, associado ao
procedimento classico de seleg¢do recorrente, se justificam no sentido de que,
além da selecdo fenotipica conduzida no nivel de campo, os marcadores atuam
no nivel de DNA, demonstrando, com maior precisdo, a variabilidade genética dos
possiveis individuos a serem recombinados. O que assegura a preservacdo da
variabilidade ao longo dos ciclos de selecdo, jA que os marcadores auxiliam nas
tomadas de decisdo sobre quais genétipos devem ser recombinados.
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3.3. Geracéo das familias de irméos completos e de sementes S;

Em marco de 2002, no Colégio Estadual Agricola Anténio Sarlo, em
Campos dos Goytacazes, RJ, as populagdes ‘Cimmyt’ e ‘Pirando’ foram plantadas
em fileiras alternadas para facilitar os cruzamentos para a obtencdo das familias
de irmaos completos.

Para tanto, sementes provenientes das duas populacdes supracitadas
foram plantadas, separadas e alternadamente, em filas de 6 m de comprimento,
distanciadas em 1 m, a uma profundidade de 0,05 m e distanciadas 0,4 m entre si
dentro de uma mesma linha.

A adubacao de plantio foi feita com 500 kg/ha de N-P-K, da formulacdo
04-14-08. Aos trinta dias apds a emergéncia, foi realizado o desbaste, deixando
uma planta por cova, bem como, uma adubacao de cobertura, utilizando-se 60
kg/ha de nitrogénio, na forma de sulfato de aménio. Todos os tratos culturais
foram realizados quando necessérios, conforme as recomendacfes para a cultura
(Fancelli e Dourado Neto, 2000).

Na obtencédo das familias de irmé&os completos bem como de sementes
Si, ou seja, provenientes de autofecundacdo, foram adotados o0s seguintes
procedimentos: as espigas foram cobertas antes de soltar o estilo-estigma,
utilizando-se sacolas de plastico transparentes. Consecutivamente, penddes
liberando podlen foram cobertos com sacos de papel, e aguardaram um periodo de
aproximadamente 24 h, para serem utilizados na polinizacdo das espigas. Tal
procedimento faz-se necessario, uma vez que o polen perde sua viabilidade em
8 h, garantindo assim que qualquer pdlen viavel que se encontre na sacola, no dia
seguinte, sO possa ter sido proveniente do pendéo coberto. O pdlen proveniente
do saco de papel de cada planta foi utilizado para polinizar a espiga viavel de uma
planta da fila vizinha, bem como sua prépria espiga. Assim sendo, cada planta
utilizada em cruzamento foi também autofecundada, gerando as progénies S;,
necessitando, dessa forma, que as plantas utilizadas fossem prolificas.

As plantas de cada fileira, num total de 15, foram numeradas para
posterior identificacdo por ocasido dos cruzamentos. As espigas polinizadas
foram também identificadas pelos nimeros de sua posicdo e da fila a que
pertenciam, bem como os numeros correspondentes da planta que Ihe forneceu o

polen. Dessa forma, foi possivel separar as espigas S; e aquelas que comporiam
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as familias de irméos completos.

Todas as familias S; obtidas foram armazenadas em camara fria, para
que, aquelas correspondentes as superiores, identificadas no teste de avaliacédo
de progénies, e consideradas como classificadas corretamente na analise
discriminante (aplicada aos dados obtidos pelos marcadores moleculares),

posteriormente fossem recombinadas.

3.4. Avaliacéo das progénies de irmaos completos

As familias de irmaos completos obtidas foram avaliadas, no ano agricola
de 2002/2003, num delineamento em blocos ao acaso, em dois ambientes
(Campos dos Goytacazes, RJ - Colégio Estadual Agricola Antdnio Sarlo - e
Itaocara, RJ - Estacdo Experimental da PESAGRO/RIio), com duas repeticoes.
Cada unidade experimental foi constituida de uma fileira de 5 m de comprimento,
espacadas em 1 m entre fileiras, e 0,2 m entre covas. No plantio, foram semeadas
trés sementes por cova e, ap6s 30 dias da semeadura, foi efetuado o desbaste,
deixando uma planta por cova, para formar um ‘stand’ de 25 plantas por parcela,
0 que equivale a 50.000 plantas/ha.

A adubacao de plantio foi feita aplicando-se 500 Kg/ha de adubo N-P-K,
na formulacao 04-14-08. Tendo sido feita duas adubac¢des de cobertura, com 60 e
40 Kg/ha de nitrogénio, respectivamente, aos 30 e 45 dias apés o plantio,
utilizando-se sulfato de amonio.

O plantio foi realizado em outubro de 2002, época considerada como
estacao tradicional de plantio. Por ocasido do mesmo, foi feita uma aplicacao de
herbicida pré-emergente (Primextra), na dosagem de 5 I/ha num volume de calda
de 400 I/ha. As capinas foram realizadas quando necessarias.

As irrigacOes foram feitas duas vezes por semana, por um periodo de 2 h,
com aspersor de 3 m*h de lamina d’agua. A colheita foi realizada quatro meses
apos o plantio, mais especificamente, em fevereiro de 2003.

Apos o florescimento das plantas, avaliaram-se:

a) Numero de Dias para o Florescimento: nimero de dias decorridos
desde o plantio até a exteriorizacdo do estilo-estigma da espiga (flor feminina) de

50% das plantas da unidade experimental,
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b) Altura de Planta: altura média, em metros, de seis plantas competitivas,
medidas do nivel do solo até o n6 de insercdo da folha-bandeira;

c) Altura de Espiga: altura média, em metros, das mesmas seis plantas
competitivas, medidas do nivel do solo até o n6 de inser¢do da espiga superior no
colmo;

d) Estande: nimero total de plantas no momento da colheita;

e) Plantas Quebradas: numero de plantas que se apresentaram
quebradas, abaixo da espiga superior, no momento da colheita;

f) Plantas Acamadas: numero de plantas que apresentaram angulo de
inclinacdo superior a 45° com a vertical, no momento da colheita;

g) Empalhamento: niumero de espigas mal empalhadas (que deixam
graos expostos), no momento da colheita;

Apos colheita, ainda foram obtidos dados das seguintes caracteristicas:

h) Numero de Espigas: numero total de espigas colhidas;

i) Numero de Espigas Doentes: numero de espigas manifestando
sintomas de doenca;

k) Peso de Espigas: peso, em quilogramas, das espigas despalhadas,
com precisao de centésimos de quilograma;

) Peso de Graos: peso, em quilogramas, dos grdos debulhados, com
precisdo de centésimos de quilograma,;

m) Peso de 100 graos: peso, em gramas, de uma amostra de 100 gréos

sadios, obtidos em balanca com precisao de centésimos de grama.

3.4.1. Anélise estatistica

Foram realizadas, para cada caracteristica, analise de variancia conjunta,
ou seja, considerando os dois ambientes. Para as caracteristicas que
demonstraram a ocorréncia de interacdo entre genoétipo e ambiente, foi realizado
o desdobramento da interacéo, avaliando os gendétipos dentro de cada local. Para
tanto, os dados obtidos foram analisados utilizando-se 0s recursos
computacionais do programa GENES (Cruz, 2001).

As caracteristicas mensuradas foram submetidas a uma andlise de

variancia, conforme o delineamento em blocos ao acaso, com duas repeticdes,
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em dois ambientes, de acordo com 0 modelo genético estatistico:
Yy =m+G + A +GA + B/ A, +6 ;

em que:

Y, = observacdo da caracteristica no k-€simo bloco, avaliada dentro do

i
j-ésimo ambiente no i-ésimo gendtipo;

nm = média geral;

G, =efeito do i-ésimo genotipo considerado aleatorio;

A, =efeito do j-€simo ambiente, considerado fixo;

GA, =efeito da interacdo entre o i-ésimo gendtipo e o j-ésimo ambiente,
considerado aleatorio;

B/ A, =efeito do k-ésimo bloco dentro do j-ésimo ambiente, considerado
aleatorio; e

g, —efeito do erro experimental associado a observacdo de ordem ijk,
considerado aleatorio.

No Quadro 1, a seguir, é apresentado 0 esquema da analise de variancia
conjunta, com as respectivas esperancas de quadrados médios, sendo que, com

excegcdo de ambientes, as demais fontes de variagdo foram consideradas

aleatorias.
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Quadro 1 — Esquema da andlise de variancia com as respectivas fontes de
variacdo (FV); graus de liberdade (GL); quadrados médios (QM), esperancas de
quadrados médios [E(QM)]; e estatistica F

FV GL QM E (QM)Y F

Blocos/Ambientes a(b-1) QMB Ss?+gs é/A

Ambiente (A) a-1 Qua ° i +%S oa+0S g a thOF , SMMBA:(SI\'/\IA(EA
Genotipos (G) g-1 QMG s *+bas? QOMG/QMR
GxA (g-1)a-1) QMGA s? +ab%‘15 s QMGA/QMR
Residuo ag-1){b-1) QMR s?2

Total bga—-1

a = nimero de ambientes; b = nimero de blocos; g = niimero de genétipos
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3.4.2. Estimadores de parametros genéticos

De posse das esperancas de quadrados médios, apresentadas no
Quadro 1, foram obtidas as estimativas dos componentes de variancia. O
estimador da variancia genotipica entre familias é expresso por:

2= QMG - QMR’

b.a
em que: QMG = quadrado médio de familias;
QMR = quadrado médio do residuo;
b = nimero de repeti¢cdes; e
a = numero de ambientes.

A herdabilidade com base na média de familias foi estimada pela

expressao:
, _S&_QMG- QMR
g2 QMG
~r _ QM : A - -
Sendo, s; = Pt 0 estimador da variancia fenotipica entre médias de
a
familias.

3.4.3. Selecéo baseada na utilizacdo do indice classico proposto por
Smith (1936) e Hazel (1943)

Para selecdo das familias superiores quanto aos atributos
morfoagronémicos, para realizacdo de andlise discriminante das mesmas por
meio da utilizagdo de caracteristicas moleculares em nivel de DNA, e posterior
formacdo do lote de recombinacgdo, utilizou-se a potencialidade do indice de
selecdo, mais especificamente o indice Classico de Smith (1936) e Hazel (1943).
A opcéo por este indice se deve por j4 haver demonstrado eficiéncia na obtencéo
de ganhos desejaveis para diversas caracteristicas no mesmo programa de
melhoramento, no ciclo anterior ao atual (Tardin et al., 2003) e nhum programa de
melhoramento de milho pipoca da mesma instituicdo (Daros, 2003; Santos et al.,
2003). Ao todo, 43 familias avaliadas em cada populacdo foram selecionadas
para a composicao do lote a ser utilizado para estudo de divergéncia genética via
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RAPD. O Programa computacional GENES (Cruz, 2001) foi empregado para a
realizacdo das analises.

Para tanto, foram atribuidos pesos econdmicos para cada caracteristica
analisada que demonstrou diferencas significativas, pelo teste F, na andlise de
variancia. Tais pesos foram escolhidos aleatoriamente, por meio de tentativas,
atentando-se para o0s ganhos mais favoraveis para cada caracteristica em
questéao, com énfase para o0 peso de graos.

Os célculos das estimativas dos parametros genéticos foram realizados

para serem estimados os ganhos por selecédo (GS), pela expressao:
GS = (Xg - Xo).hff
Em que: X, = média das familias de irmdos completos selecionadas com

base no indice de selecao;

X, = média de todas as familias avaliadas; e

hff = herdabilidade com base na média de familias.

3.5. Avaliacédo da diversidade genética (Marcadores de DNA)

Tal etapa, com excecdo da andlise discriminante, foi realizada em
conjunto com Gabriel (2004), e parte dos resultados serviu de base para a autora
realizar sua monografia para obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias
Biologicas, com énfase em Biotecnologia.

Para avaliacdo da diversidade genética entre e dentro das populacdes
‘Cimmyt’ e ‘Pirando’, e possivel identificacdo de contaminantes, foram utilizadas
plantas provenientes de sementes autofecundadas dos progenitores que deram
origem a 43 familias selecionadas como superiores pelo indice de selecéo.

Com base em tal andlise de diversidade, 25 genétipos em cada
populacédo foram selecionados para a etapa seguinte, a etapa da recombinacao.
Esta selecéo foi realizada de forma a manter tanto a diversidade genética dentro
das popula¢gbes quanto a distancia genética entre as populacdes, ou até mesmo
ampliando-a.

Para a analise da diversidade via marcadores de DNA, parte das

sementes S; estocadas, dos genitores das 43 familias selecionadas, foram
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cultivadas em vasos com terra, capacidade de 5 Kg, para obtencao de material
vegetativo do qual pudesse ser extraido DNA. Foram coletadas folhas de 20
plantulas por gendtipo aos 21 dias apos o plantio, as quais foram envolvidas em
papel aluminio e acondicionadas em recipiente contendo nitrogénio liquido. Em
seguida, as amostras foram maceradas, também em nitrogénio liquido, e
acondicionadas em ultrafreezer (-70 °C) em tubos fechados com capacidade de
15 ml. O trabalho foi desenvolvido no Laboratério 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.

3.5.1. Extragc&o do DNA

Gabriel (2004) realizou testes preliminares de extracdo de DNA,
envolvendo genotipos, das populacdes ‘Cimmyt’ e ‘Pirando’, e diferentes métodos
de extracdo de DNA - Doyle e Doyle (1990) com modificagdes; Doyle e Doyle
modificado com etapa adicional, sugerido por Ferreira e Grattapaglia (1998); e ‘kit’
de extracdo especifico para DNA, ‘Plant DNAzol’, da ‘Life Technologies’. A autora
concluiu que, tanto o método proposto por Doyle e Doyle modificado quanto o ‘kit
plant DNAzol' originaram amostras de DNA que geraram bandas nitidas em gel,
com concentracdes significativas de DNA.

O ‘kit plant DNAzol’ foi o selecionado, embora sendo mais dispendioso,
possui como vantagem a agilidade e facilidade do seu protocolo que € descrito a
seguir:

Do material vegetal macerado, aproximadamente 100 mg foram
transferidos para um tubo ‘eppendorf com capacidade de 1,5 ml e foi adicionado
300 ul de ‘Plant DNAzol' misturado a 100 ug de RNAse A/ml de ‘Plant DNAzol'.
Misturou-se por inversdo durante cinco minutos a 25 °C e adicionaram-se 300 ul
de cloroférmio e novamente misturou-se por inversao durante 5 minutos.

Em seguida, centrifugou-se por 10 minutos a 14000 rpm. O sobrenadante
obtido foi transferido para um novo tubo, e precipitado com 225 ul de etanol
absoluto sendo invertido por seis a oito vezes e, depois, ficou em repouso por

cinco minutos na bancada. Novamente, houve uma centrifugacdo a 7000 rpm por
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4 minutos e posterior remogcdo do sobrenadante, possibilitando que o DNA
permanecesse no fundo do tubo.

Foi preparada uma mistura de ‘Plant DNAzol’ / Etanol na propor¢ao de um
volume de ‘DNAzol’ para 0,75 de etanol absoluto. Dessa mistura, 300 ul foram
adicionados ao tubo contendo DNA e, em seguida, a mistura foi homogeneizada.
As amostras ficaram posteriormente em repouso por cinco minutos na bancada
antes de serem novamente centrifugadas a 7000 rpm por quatro minutos. O DNA
entdo foi lavado com 300 ul de alcool 70%, seguido de outra centrifugacdo a
7000 rpm por 4 minutos.

A Ultima etapa consistiu em remover o alcool 70% por decantacdo e
deixar o pellet secar em temperatura ambiente. O pellet entdo foi dissolvido em
70 ul de TE (pH 8) com sucessivas pipetagens.

A integridade das 86 amostras foi avaliada em gel de agarose 0,8%
preparado por uma mistura de 250 ml de tampao TAE 0,5 X e 2,0 g de agarose
comum, aquecida em forno de microondas por 2 minutos e, depois, polimerizada
numa forma com capacidade para um pente de 50 pocos. Nesse gel, ja contendo
as amostras de DNA, foi adicionado, em cada poco, 2 ul de DNA bruto e 4 ul de
blue juice. Posteriormente, o gel foi submetido a uma eletroforese por
aproximadamente 1,5 h a 60 volts e depois corado, por 30 minutos, em brometo
de etidio, para posterior revelacao.

A guantificacdo do DNA das amostras foi realizada em espectrofotdmetro.
Para tanto, foram preparadas amostras da seguinte forma: 5 ul do DNA bruto
foram diluidos em 245 ul de TE e homogeneizado no vortex. O aparelho foi
zerado com 250 ul de TE, amostra-padrdo, e submeteram-se as amostras dos
gendtipos a leitura de 260 e 280 nm. Apds a quantificacdo, prepararam-se

amostras de trabalho por meio da diluicdo do DNA para concentragao de 10 ng/ul.

3.5.2. Reacéao de polimerase em cadeia (PCR)

As reacdes de amplificacdo foram realizadas conforme Williams et al.
(1990), com modificagdes, num volume final de 25 pl, contendo os reagentes nas
seguintes concentracdes: Tris-HCIl a 10 mM, pH 8,3; KCl a 50 mM; MgCI2 a 2,4
mM; cada um dos desoxirribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) a 100



39

UM; oligonucleotideos iniciadores (primers) a 0,3 uM; 20 ng de DNA genémico e
0,5 unidade de Taq DNA polimerase (Pharmacia Biotech). Foi utlizado o
termociclador (Perkin Elmer GeneAmp PCR System 9600) programado para
95 °C por 1 minuto seguido de 45 ciclos de um minuto a 94 °C, um minuto a 36 °C
e dois minutos a 72 °C e um passo final para extensdo de sete minutos a 72 °C,
utilizando o modo de transicdo de temperatura de 1 °C/s.

Para a selecdo de iniciadores polimoérficos, foi testado um total de 60
primers em oito dos 86 gendtipos, sendo quatro de cada populacdo, ‘Cimmyt’ e
‘Pirando’, seguindo procedimento similar ao protocolo ja descrito.

Os produtos de amplificacdo (bandas) foram obtidos por eletroforese
horizontal em gel de agarose a 1,2% e tampép TAE 1X, a 70 volts por trés horas. A
cada amostra, foram adicionados 5 pl de tampéao de corrida blue juice. Ao final da
eletroforese, o gel foi mergulhado em uma solucdo de brometo de etidio. Para leitura
das bandas e arquivamento dos resultados, os géis foram fotodocumentados sob

luz ultravioleta no sistema Eagle Eye Il (Stratagene, USA).

3.5.3. Andlise estatistica dos marcadores RAPD

As bandas RAPD polimorficas foram utilizadas para a confeccdo de uma
matriz de dados binarios, atribuindo 1 & presenca e 0 a auséncia de determinada
banda. A distancia entre os pares de acessos foi calculada com base no

Complemento Aritmético do indice de Jaccard (Amaral Junior e Thiébaut, 1999),

a .
expresso por: C. =1- Tibic’ em que a representa o nimero de fragmentos de
a+b+c

DNA, codificados com 1 (concordancia positiva), comuns a ambos os individuos;
e b e c registram o numero de fragmentos de DNA, nos quais ambos o0s

individuos discordam, respectivamente, representados por 1-0 e 0-1.
3.5.4. Andlise de agrupamento
A matriz de distancias gerada foi utilizada para o agrupamento dos

gendtipos pelo método de otimizagdo de Tocher e pelo método hierarquico da

variancia minima de Ward modificado, empregando-se para tal os recursos
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computacionais do programa GENES (Cruz, 2001).

Vale a ressalva de que, para 0 método de otimizacdo de Tocher, a
inclusdo de um gendtipo num determinado grupo foi permitida quando o
acréscimo no valor da distancia média intragrupo nao ultrapassou um valor
maximo permitido. Valor este que correspondeu ao valor maximo da medida de

dissimilaridade (C..), obtido no conjunto de menores distancias envolvendo cada

par de individuos.

No caso do método hierarquico da variancia minima de Ward, para
formacgéo do grupo inicial, sdo considerados os individuos que proporcionam a
menor soma de quadrados de desvios. Admite-se que, em qualquer estagio, ha
perda de informagdes devido ao agrupamento formado, o qual pode ser
quantificado pela razado entre a soma de quadrado dos desvios dentro do grupo
em formacédo e a soma de quadrado total dos desvios. Enquanto se calcula a
soma de quadrados dos desvios dentro do grupo, considerando apenas o0s
genotipos dentro do grupo em formacéo, a soma de quadrados dos desvios totais
considera todos os individuos disponiveis para analise de agrupamento (Cruz e
Carneiro, 2003). O agrupamento € feito a partir das somas de quadrados dos
desvios entre gendtipos ou, alternativamente, a partir do quadrado da distancia
entre genotipos.

No caso do atual trabalho, o método de Ward foi modificado, pois ao invés
de utilizar a distancia euclidiana, foi utilizado o quadrado da distancia entre
gendtipos, obtida pelo complemento aritmético do indice de Jaccard.

3.5.5. Anélise discriminante

A matriz de dados binarios foi utilizada também para o estudo de analise
discriminante, considerando, como medidas de distancias, o complemento
aritmético do indice de Jaccard, utilizando-se os recursos computacionais do
programa GENES (Cruz, 2001). Neste programa, foram considerados o0s
resultados da discriminacdo da populacdo pela técnica da distancia média do
individuo em relacdo a cada populacdo. O gendétipo foi classificado,
independentemente da classifica¢do original, como pertencente aquela populacao

que obteve o menor valor médio de distancia.
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3.6. Recombinacéo das progénies selecionadas

Os 43 progenitores de cada populacao, identificados como superiores na
etapa de avaliagdo de campo, foram plantados, em linhas individuais de 6 m de
comprimento, espacadas de um metro uma da outra, com 15 plantas, dentro da
linha, distanciadas em 0,4 m entre si. Todos os tratos culturais foram realizados
conforme a necessidade (Fancelli e Dourado Neto, 2000). Tal etapa ocorreu
concomitantemente com o final da etapa de laboratério de obtencdo de
marcadores moleculares.

Dos 43 gendtipos plantados de cada populacédo, 18 foram eliminados e os
25 restantes foram utilizados para recombinacdo e formacdo das populacdes
melhoradas ‘Cimmyt’ e ‘Pirando’, ciclo 9. Tal selecdo procedeu de forma a
maximizar a variabilidade genética nas populacdes trabalhadas, tentando manter,
e até mesmo ampliar, a distancia genética entre as mesmas. Na escolha daqueles
gendtipos que deveriam ser mantidos, e entdo recombinados, e daqueles que
deveriam ser eliminados, levou-se em consideracdo diversos fatores, podendo
cita-los em nivel decrescente de importancia:

1° — Eliminacdo dos gendtipos considerados contaminantes, ou seja,
pertencentes a uma populacdo, porém geneticamente mais proximo da outra,
identificados pela andlise discriminante;

2° — Eliminacdo dos gendétipos de uma das populacbes que, pelos
métodos de agrupamento de otimizacdo de Tocher e hierarquico de Ward, foram
agrupados juntamente com individuos pertencentes a outra populacao;

3° — Eliminacdo dos genotipos cujo florescimento foi muito precoce ou
tardio em relagdo ao conjunto, ndo possibilitando sua participacdo nos
cruzamentos controlados para a obtencédo das populagdes ‘Cimmyt’ e ‘Piranao’,
ciclo 9;

4° — Eliminacdo dos gendétipos que tiveram problemas de germinacao,
gerando poucas plantas para serem utilizadas para recombinacéo;

5° — Eliminacao de gendétipos geneticamente proximos, mantendo aqueles
cujas médias de producado de grdos foram superiores.

Aos setenta dias apés o plantio, iniciou-se o processo de recombinacao
das familias selecionadas. De forma analoga a obtencdo das progénies, as

espigas foram cobertas antes da emissdo do estilo-estigma, utilizando-se sacolas
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plasticas.

Havendo espigas aptas a serem polinizadas, ou seja, com emissdo de
estilo-estigma, efetuou-se a preparacdo dos penddes, que consistiu em cobrir
aqueles que se encontravam em fase inicial de liberacdo de graos de pélen, fase
considerada quando 1/3 ou menos das anteras estdo abertas. Tais penddes
foram utilizados, no dia seguinte ao preparo, para garantir que o polen viavel
contido na sacola era realmente do pendao coberto. Assim, os gréos de pélen de
todos os penddes, previamente preparados, foram colhidos e misturados para
formarem uma Unica amostra. Essa amostra de grdos de polen foi utilizada para
polinizar todas as espigas receptivas, com excec¢ao daquelas cujas plantas
ofereceram gréos de pdlen para compor a referida amostra, garantindo, assim,
que néo ocorresse autofecundacdo. Tal procedimento foi repetido por diversos
dias, enquanto existiam penddes liberando pdélen e espigas aptas a serem

fecundadas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacao das progénies de irmaos completos

Dentre as caracteristicas estudadas, o numero de plantas acamadas
(NPA) obteve o valor de 22,86 na relacdo entre 0 maior e 0 menor quadrado
médio de residuo dentro de ambiente, ou seja, muito superior ao limite
preconizado por Gomes e Garcia (2002), para a possibilidade de analise de
variancia conjunta. Tal valor observado pode ser explicado pelo fato da ocorréncia
de uma forte chuva dias antes da colheita do experimento de Itaocara,
acarretando quebra de diversas plantas, principalmente aquelas que se
encontravam acamadas. Sendo assim, os valores obtidos para plantas acamadas
(NPA) e plantas quebradas (NPQ), ndo condizem com a realidade das familias
em estudo, porém servem de indicativo, sobre aquelas que, mesmo com as
adversidades climaticas citadas, resistiram ao acamamento e quebramento das

plantas.

4.1.1. Andlise de variancia

Na tentativa de aproveitar os dados coletados do numero de plantas
guebradas e plantas acamadas, somou-se o valor das duas e transformou-as em
apenas uma variavel, denominada de PQA, soma do numero de plantas

quebradas e acamadas. De fato, tal estratégia reduziu o valor do coeficiente de
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variacdo, porém néo o suficiente para considera-lo médio ou baixo.

No Quadro 2, a seguir, encontra-se o resultado da andlise de variancia
(ANOVA) conjunta, realizada para os experimentos de Campos dos Goytacazes e
de Itaocara. Com excecao das caracteristicas NDF, AP, AE e PCEM, as demais
demonstraram existéncia de interacao significativa entre o genotipo e o ambiente,
sendo necessario, para estas, o desdobramento dos gendtipos em cada
ambiente, cujos valores também podem ser observados no quadro.

No caso das caracteristicas NDF, AP, AE e PCEM, observam-se pela
ANOVA diferencas significativas tanto em nivel de ambiente, quanto em nivel de
genatipos, indicando, assim, uma variabilidade genética significativa entre familias
de irmdos completos (FIC), o que possibilita a continuidade do programa de
melhoramento para tais caracteristicas (Quadro 2). Ainda, por ndo ter ocorrido
interacdo entre o0 gendtipo e 0 ambiente, tais caracteristicas podem ser
melhoradas por meio de selecdo de gendtipos superiores comuns aos dois
ambientes avaliados.

Das demais caracteristicas, cuja interacao entre o genétipo e o ambiente
foi significativa, NTP, NTE, PE, PG e PQA comportaram-se semelhantemente nos
dois ambientes, ou seja, demonstraram diferencas significativas entre os
gendtipos, em nivel de 1% de probabilidade, dentro de cada ambiente. Ja EME e
NED, comportaram-se diferentemente nos ambientes estudados. Em Campos dos
Goytacazes, estas caracteristicas apresentaram diferencas significativas entre os
genodtipos, enquanto, em Itaocara, nenhuma diferenca péde ser observada
(Quadro 2).
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Quadro 2. Resumo da andlise de variancia com os respectivos quadrados médios e graus de liberdade (GL) e estimativas dos
coeficientes de variacao (CV) e das médias, para diversas caracteristicas, avaliadas no ensaio fatorial, num delineamento em blocos
ao acaso, em dois ambientes, Campos dos Goytacazes e Itaocara — RJ, no ano agricola de 2002/2003

Quadrado Médio”

Fontes de Variacdo GL NDF AP AE NTP EME NTE
Bloco/Ambiente 2 10,2801 0,2332 0,1051 96,9332 39,1832 466,8017
Ambiente (A) 1 7392,0345** 26,5207** 10,7991** 589,5022* 70,6056™ 1148,4914"™
Gendtipo (G) 115 7,4091** 0,0662** 0,0470** 16,2383** 4,7152** 70,3482**
AxG 115 2,5171™ 0,0161™ 0,0134™ 8,8587* 4,1665** 39,1740**
Genotipo/Ambiente 230 - - - 12,5485 4,4408 54,7610
Gendtipo/Campos 115 - - - 9,20781** 6,2331** 52,6864**
Gendtipo/ltaocara 115 - - - 15,8892+** 2,6486™ 56,8358**
Residuo 230 2,2193 0,0157 0,0120 5,8280 2,3093 24,6322
CV (%) 2,29 6,36 8,62 11,29 67,47 15,54
Média Geral 65,06 1,97 1,27 22,30 2,25 31,94
Média em Campos 69,05 1,73 1,12 23,43 2,64 33,52
Média em Itaocara 61,06 2,21 1,43 21,18 1,86 30,37

Y'NDF = nimero de dias para o florescimento; AP = altura da planta; AE = altura de espiga; NTP = ndmero total de plantas; NPQ =
namero de plantas quebradas; NPA = numero de plantas acamadas; EME = nimero de espigas mal empalhadas; NTE = nimero total
de espigas; NED = numero de espigas doentes; PE = peso de espigas; PG = peso de grados; PCEM = peso de cem graos; PQA =
soma das plantas quebradas e acamadas.

"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



Quadro 2, Cont.

Quadrado Médio”

Fontes de Variacdo G.L. NED PE PG PCEM PQA
Bloco/Ambiente 2 150,4224 1,6879 1,3227 14,4764 127,7931
Ambiente (A) 1 750,2155* 48,2718** 45,2563** 3733,4694** 1338,2414"™
Gendtipo (G) 115 25,9454 ** 0,6446** 0,4673** 21,7738** 45,1420**
AxG 115 20,2329* 0,4127* 0,3170** 8,3072™ 22,1936**
Gendtipo/Ambiente 230 23,0891 0,5286 0,3922 - 33,6677
Gendtipo/Campos 115 31,1645** 0,4524** 0,3496** - 35,5006**
Gendtipo/ltaocara 115 15,0138"™ 0,6049** 0,4347** - 31,8349*
Residuo 230 15,2181 0,2910 0,2093 9,4895 16,8583
CV (%) 75,99 19,16 19,72 12,19 36,81
Média Geral 5,13 2,82 2,32 25,27 11,16
Média em Campos 6,41 3,14 2,63 28,11 9,46
Média em Itaocara 3,86 2,49 2,01 22,44 12,85

Y'NDF = nimero de dias para o florescimento; AP = altura da planta; AE = altura de espiga; NTP = nimero total de plantas; NPQ =
namero de plantas quebradas; NPA = numero de plantas acamadas; EME = nimero de espigas mal empalhadas; NTE = nimero total
de espigas; NED = numero de espigas doentes; PE = peso de espigas; PG = peso de grados; PCEM = peso de cem graos; PQA =

soma das plantas quebradas e acamadas.

"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
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A presenca de valor significativo, na interacdo genoétipo x ambiente para
as caracteristicas NTP, NTE, PE, PG e PQA, evidencia que as familias estudadas
ndo mantiveram a mesma equivaléncia para tais caracteristicas nas duas
localidades, indicando que as melhores familias em um local podem néo sé-las
em outro. Resultados de intera¢cdes significativas entre o gendtipo e o ambiente
para a caracteristica peso de graos, considerada como a mais importante, por
representar a produtividade das familias, também foi encontrado por Ferrao
(1985), Daros (2003) e Santos (2005).

Na selecdo de genoétipos superiores, devido aos elevados custos
associados aos recursos limitados do programa de melhoramento, foi utilizado,
para todas as caracteristicas, o resultado proveniente da analise conjunta, ndo se
levando em consideracéo as particularidades de cada ambiente. A distingéo entre
os ambientes avaliados nao inviabiliza a implementacdo de um Unico programa de
melhoramento para as duas localidades, uma vez que, segundo Santos (2005), o
que importa, para a selecdo, € a expressao das médias fenotipicas das familias
em ambos os ambientes. Nesse contexto, a obtencao de ganhos por selecao é
possivel, sobretudo, com a utilizacdo da potencialidade de indices de selecéo.

Enquanto o menor coeficiente de variacao (CV) observado foi para a
caracteristica — numero de dias para o florescimento (NDF) — com valor de 2,29%,
0 numero de espigas doentes (NED) demonstrou o maior coeficiente de variacéo
no valor de 75,99% (Quadro 2).

Quanto menor o coeficiente de variacdo de uma caracteristica, maior € a
precisdo experimental e, coeficientes de variagdo altos podem ser interpretados
como pouca precisdo experimental, o que prejudica as inferéncias que podem ser
feitas em relacdo as caracteristicas que o possuem (Marques, 2000).

Scapim et al. (1995) propuseram uma classificacdo dos CV para a cultura
do milho para as seguintes caracteristicas: altura de planta, altura de espiga, peso
de 100 gréos, numero de espigas, peso de espigas e peso de graos com base em
dados obtidos a partir de 66 teses na area de genética e melhoramento de
plantas. De acordo com esta classificacdo, as varidveis supramencionadas, que
foram analisadas no atual experimento, apresentaram CV médios, coincidindo
com o exposto pelos autores. Nesse sentido, tais caracteristicas tiveram
coeficiente de variacdo médio no maior nimero de teses avaliadas, podendo-se

inferir que tais caracteristicas possuem boa precisdo experimental e podem ser
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utilizadas para a selecédo de gendtipos superiores (Quadro 2).

Para as demais caracteristicas, NDF, NTP, EME, NED e PQA, nao foi
encontrado nenhum trabalho com a cultura do milho propondo uma classificacédo
dos coeficientes de variacdo. Assim, comparando os valores observados no
Quadro 2 com a classificacéo proposta por Gomes (1987), somente o CV de NDF
pode ser considerado como baixo, NTP, como médio e, para as demais

caracteristicas, como muito altos.

4.1.2. Selecado baseada na utilizacdo do indice classico proposto por
Smith (1936) e Hazel (1943)

Ao todo, 43 familias, das 116 avaliadas, foram selecionadas utilizando-se
o indice classico proposto por Smith (1936) e Hazel (1943). Apés diversas
tentativas, os pesos econdmicos que conferiram melhores resultados para o
programa em questdo foram: -1, -1, 5, -13, -1, 10, 400, 10 e -13, respectivamente
para as caracteristicas AP, AE, NTP, EME, NED, PE, PG, PCEM e PQA.

Como observado no Quadro 3, para a caracteristica — peso de graos (PG)
— considerada a mais importante, o ganho estimado foi de 4,68%. Tal valor é
baixo quando comparado com os 14,58% de ganhos estimados no ciclo 8, por
Tardin et al. (2003). Tal diferenca pode ser resultado das diferentes intensidades
de selecdo aplicadas nestes dois ciclos. Enquanto, no atual trabalho, a
intensidade de selecéo foi de 37,1%, a mesma foi de 23,1%, no ciclo 8. Para as
demais caracteristicas, NDF, AP, AE, NTP, EME, NTE, NED, PE, PCEM e PQA,
conforme Quadro 3, os ganhos foram de -0,34%, 2,05%, 2,21%, 1,09%, 1,05%,
2,40%, -8,55%, 3,92%, 0,84% e —0,07%, respectivamente. Os valores negativos
para ganhos estimados sao de interesse para o programa de melhoramento nas
caracteristicas em questao.

Vale a ressalva que os valores visualizados no Quadro 3, para as
caracteristicas NTP, EME, NTE, NED, PE, PG E PQA, foram convertidos para a
producdo de 1 ha de milho, considerando-se uma lavoura implantada nas

mesmas condi¢des do atual experimento.
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Quadro 3: Estimativas da média da populacdo original (X,), da populacéo
selecionada ( X), da herdabilidade (h2%), dos ganhos por selegdo com base na
média (GS) e dos ganhos por selecdo percentual (GS%), obtidos pela analise
estatistica do Indice Classico de Selecdo proposto por Smith (1936) e Hazel

(1943) para 43 familias superiores de irmaos completos de milho comum em nono
ciclo de selecao recorrente reciproca

Caracteristica® X X h2 % GS GS%
NDF 65,06 64,66 54,13 -0,22 -0,34
AP 1,97 2,04 59,23 0,04 2,05
AE 1,27 1,32 60,19 0,03 2,21
NTP 44.600,00 46.512,00 25,54 488,30 1,09
EME 4.500,00 4.593,00 50,96 47,40 1,05
NTE 63.880,00 66.977,00 49,46  1.531,80 2,40
NED 10.260,00 8.035,00 39,41 -876,86 -8,55
PE 5.640,00 6.107,00 47,34 221,06 3,92
PG 4.640,00 5.075,00 49,82 216,97 4,68
PCEM 25,27 25,74 45,48 0,21 0,84
PQA 22.320,00 22.279,00 38,88 -15,92 -0,07

Y"NDF = nimero de dias para o florescimento; AP = altura da planta; AE = altura
de espiga; NTP = numero total de plantas (plantas.ha™®); NPQ = nimero de
plantas quebradas (plantas.ha®); NPA = numero de plantas acamadas
(plantas.ha™); EME = nimero de espigas mal empalhadas (espigas.ha™); NTE =
ndmero total de espigas (espigas.ha™); NED = numero de espigas doentes
(espigas.ha™); PE = peso de espigas (Kg.ha'); PG = peso de grdos (Kg.ha™);
PCEM = peso de cem gréos (g); PQA = soma das plantas quebradas e acamadas
(plantas.ha™)

Santos (1991), utilizando a sele¢éo recorrente reciproca com familias de
irmaos completos entre as variedades braquiticas de milho ‘Pirando’ e ‘Cimmyt’,
estimou um ganho de selecdo de 7,66% para a caracteristica peso de gréos. Tal
valor, comparado com o0 encontrado nesse trabalho, que utilizou populactes
também oriundas das populacdes ‘Pirando’ e ‘Cimmyt’, demonstra a eficiéncia da
utilizacdo do indice classico de Smith (1936) e Hazel (1943) como instrumento
eficaz na selecdo simultdnea de caracteristicas. Além do ganho observado para
tal caracteristica, obtiveram-se ganhos satisfatérios nas demais, o que favorece a
continuidade do programa de melhoramento de milho da UENF com essas

populacdes.
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4.1.3. Andalise dos marcadores RAPD

Para se estudar a variabilidade genética entre os 86 progenitores pré-
selecionados sem a influéncia do ambiente, foi utilizada a técnica RAPD. Um dos
requisitos basicos do RAPD refere-se a qualidade do DNA gendmico a ser
utilizado como molde nas reacfes. Nesse aspecto, 0 método de extracdo de DNA,
utilizando-se o ‘kit Plant DNAzol’, da ‘Life Technologies’, mostrou-se bastante
eficiente, possibilitando a obtencdo de grande quantidade e boa qualidade do
DNA. Tal ‘kit’, também demonstrou eficiéncia de extracdo de DNA em milho doce,
quando Bordallo (2001) o utilizou para a obtencdo de DNA para realizar reacdes
de RAPD, para estudo de divergéncia, e microssatélites, na analise de QTLs

A quantidade de DNA obtida variou de 114,25 a 238,5 ng/m. A pureza das
amostras foi estimada pela razao entre as leituras espectrofotométricas a 260 e
280 nm. Esses valores variaram de 1,616 a 1,758, mostrando que o DNA obtido
estava com elevado grau de pureza, livre de contaminacfes por cloroférmio e
proteinas. A integridade do DNA foi avaliada por meio de eletroforese em gel de
agarose a 0,8%. As amostras de DNA nao se apresentaram degradadas nem com
problemas nas reacdes de amplificacao.

Diversos primers passaram por um screening para que se pudessem
selecionar aqueles que originariam o maior nimero de bandas polimorficas e a
melhor nitidez das mesmas. Para tanto, em oito dos 64 progenitores
selecionados, quatro provenientes da populacdo ‘Cimmyt’ e os outros quatro da
populacdo ‘Pirando’, foram testados 60 primers de sequéncias aleatérias, dos
quais 14 foram escolhidos. Estes, como se observa no Quadro 4, a seguir,
geraram 86 bandas, sendo dez monomorficas e 76 polimérficas, quando utilizados
no processo de amplificacdo dos 86 gendtipos, 43 progenitores ‘Cimmyt’ e 43

progenitores ‘Pirando’.



52

Quadro 04. Relacédo dos Primers utilizados e numero de bandas a estes

associados

Iniciadores

NUmero de bandas

monomaorficas

NUmero de bandas

polimorficas

Total por iniciador
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4.1.3.1.- Dissimilaridade genética

Para identificar a ocorréncia de divergéncia genética entre os 86
genodtipos, foram realizadas andlises estatisticas multivariadas. Para tanto,
utilizaram-se as 76 bandas polimérficas e 10 monomorficas de RAPD para
confeccdo de uma matriz de dados binarios, utilizada para compor uma matriz de
distancias com base no complemento aritmético do indice de Jaccard.

Ressalva-se que os gendtipos codificados com os numeros de 1 a 43 sao
pertencentes a populacdo ‘Pirando’ e os demais, codificados de 44 a 86, sdo
pertencentes a populacdo ‘Cimmyt’.

Observou-se que os gendtipos mais distantes foram os de nimero 14 e
60, por apresentarem maior distancia, ou seja, 0,5439. Por sua vez, 0os genétipos
4 e 24 foram os mais similares, apresentando magnitude de distancia de 0,1111.
Vale a ressalva de que as menores distancias (<0,2111) coincidiram por estarem
entre 0S genotipos pertencentes ao mesmo grupo, enquanto as maiores
distancias (>0,4439) ocorreram, em sua maioria, entre 0os gendétipos de grupos
diferentes, o que era esperado, uma vez que tais grupos constituem grupos

heteréticos distintos (dentado e duro).

4.1.3.2. Analise de agrupamento

A matriz de distancias, com base no complemento aritmético do indice de
Jaccard, foi utilizada para o agrupamento dos genétipos pelos métodos de Tocher
e de Ward.

No Quadro 05, a seguir, encontra-se 0 agrupamento obtido pelo método
de Tocher. Observa-se a formacédo de 36 grupos, sendo o maior deles, com 16
gendtipos, o grupo Il e 17 grupos com um genétipo cada. Os gendétipos 4 e 24,
entre os quais foi observada a menor distancia genética, estiveram presentes no
grupo I, juntamente com outros seis genaotipos. Por sua vez, 0os genétipos 14 e 60,
0S quais apresentaram a maior distancia genética, encontram-se constituindo os
grupos XXXIII e IV, respectivamente, evidenciando que o gendtipo 14 é um dos
mais divergentes do grupo.

Sabendo-se que o0s gendtipos de 1 a 43 sdo pertencentes a populagcéo

‘Cimmyt’ e os gendtipos de 44 a 86 pertencem a populagéo ‘Pirando’, verifica-se,
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pelo Quadro 5, que os gendtipos 8,23, 58 e 82 aparecem como contaminantes,
definidos aqui como genotipos pertencentes a uma populacao, porém agrupados
com genotipos pertencentes a outra. Explicacdo para tal ocorréncia leva a
diversas hipéteses, dentre elas: a planta originaria da semente autofecundada
poderia ja ser proveniente da outra populacao, ocorrendo tal fato por uma mistura
de sementes das duas populacbes; polen da outra populacdo poderia ter
polinizado a planta pertencente a populagdo que deu origem a semente, porém a
analise molecular a identificou como mais proxima geneticamente da populacéo
paterna; ou as populacdes, mesmo sendo consideradas de grupos heteréticos
distintos, possuem uma sobreposic¢do, ou seja, descendentes semelhantes, como
uma area de intersecéo entre dois conjuntos.

Para os genétipos que constituiram grupos individuais, esta técnica de
agrupamento nao possibilitou a discriminagdo dos mesmos como contaminantes
ou ndo, uma vez que os grupos formados ndo possuem nenhuma ligacdo. Assim,
h& necessidade de avaliacdo do conjunto de gendtipos por outras técnicas de
agrupamento. No atual trabalho, foi utilizado o agrupamento pelo método

hierarquico de Ward.
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Quadro 05. Agrupamento pelo método de Tocher, de 86 gendtipos de milho, com
base em 76 bandas polimérficas de RAPD, utilizando-se o complemento
aritmético do indice de Jaccard

Grupo Genotipo Grupo Genatipo

I 4, 24,27, 28, 29, 3, 58, 37 XIX 31, 36
68, 77, 75, 78, 50, 51, 70, 63,

. 79, 80, 57, 74, 45, 48, 44, 47 XX 38
11 1,42,5, 33,13 XXI 35
vV 65, 67, 60 XXII 6
\Y, 8, 82 XXIII 39
Vi 15,32, 21 XXIV 86
VIi 53, 54, 76, 62, 49 XXV 46
VIl 2,43, 18 XXVI 22
IX 56, 64, 59 XXVII 10
X 69, 83, 23 XXVII 52
Xl 25, 26 XIX 72
XIl 61, 71 XXX 11
X 17,34 XXXI 7
XV 73,81 XXX 66
XV 12, 20 XXX 14
XVI 30, 40 XXXIV 41
XVII 16, 19 XXXV 9

XVII 55, 85 XXXVI 84
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Pelo método hierarquico de Ward, apresentado na Figura 1, tomando-se
por base, para a formacdo de grupos, mudancas abruptas no dendrograma, foi
verificado a ocorréncia bem nitida da formacdo de dois grandes grupos. Um
formado pelos gendtipos pertencentes a populacdo ‘Cimmyt’ e o0 outro com 0s que
pertencem a populacédo ‘Pirando’. Tal ocorréncia demonstra a variabilidade entre
as populacgdes, o que justifica a utilizacdo das mesmas na obtencao de um hibrido
intervarietal para a exploracdo da heterose.

A variabilidade dentro das populacbes pode ser observada pela
ocorréncia de diversos subgrupos, dentro dos dois grandes grupos formados no
dendrograma (Figura 1), indicando que as mesmas podem ser melhoradas per se.

De forma semelhante ao agrupamento pelo método de Tocher, o
agrupamento pelo método hierarquico de Ward também demonstrou a presenca
de contaminantes. O gendétipo 36, proveniente da populacdo ‘Cimmyt’, aparece no
grande grupo da populacdo ‘Pirando’; e o0s genotipos 46, 69, 73, 82 e 83,
pertencentes a esta populacdo, aparecem agrupados com 0s genétipos da
populacdo ‘Cimmyt’. Por esse método, formar grupos interligados, a possibilidade
de identificacdo dos gendtipos contaminantes € facilitada. Isso, quando
comparado com os resultados obtidos pelo método de Tocher o qual, no atual
trabalho, formou diversos grupos com apenas um genotipo, o que dificultou tal

interpretacao.
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Figura 01: Dendrograma obtido pelo método hierdrquico de Ward,
utilizando, como medida de dissimilaridade, o complemento aritmético do
indice de Jaccard. Os numeros de 1 a 43 correspondem aos genotipos
provenientes da populacdo ‘Pirando’ e o0s numeros de 44 a 86,
provenientes da populacdo ‘Cimmyt. As setas indicam genétipos
considerados contaminantes.
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4.1.3.3. Analise discriminate

Pela a andlise discriminante, observaram-se sete classificacdes
incorretas, com uma taxa de erro de 8,14%, em que os genotipos 3, 7, 10, 16, 23,
29 e 36, inicialmente obtidos e classificados como pertencentes a populacdo
‘Pirando’, possuem, para suas distancias genéticas médias, valores menores em
relacdo a populacdo ‘Cimmyt’ do que para sua prépria populacdo, ou seja, 0S
mesmos devem ser classificados como pertencentes a populacdo ‘Cimmyt’ e ndo
a ‘Pirando’ (Quadro 6). Observa-se ainda que, para os individuos obtidos e
classificados inicialmente como pertencentes a populacdo ‘Pirando’, ndo ocorreu
nenhuma ma classificacdo, pois, em relacdo as distancias genéticas médias
referentes as duas populaces em questdo, todos os individuos tiveram os
menores valores para a populacdo em que foram classificados inicialmente.

Tal fato demonstra que pode ter ocorrido uma contaminacéo das espigas
autofecundadas dos progenitores pertencentes a populacédo ‘Pirando’ por poélen
proveniente da populacao ‘Cimmyt’, ou que 0s progenitores ja pertenciam a esta
populacdo. Entretanto, sendo qual for a explicacdo, tais genoétipos devem ser

descartados no processo de recombinagao.
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Quadro 6. Classificacdo e distancia média dos gendtipos em relacdo as
populacdes ‘Cimmyt’ e ‘Pirando’, utilizando analise discriminante baseada no
vizinho médio, tendo como medida de dissimilaridade o complemento aritmético
do indice de Jaccard

Distancia da Populagéo

Individuo  Origem  Classificacao

‘Piranao’ ‘Cimmyt’
1 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,329 0,333
2 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,350 0,390
3 ‘Piranao’ ‘Cimmyt’ 0,296 0,295
4 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,284 0,329
5 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,336 0,358
6 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,344 0,398
7 ‘Piranao’ ‘Cimmyt’ 0,427 0,426
8 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,346 0,360
9 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,368 0,391
10 ‘Piranao’ ‘Cimmyt’ 0,394 0,374
11 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,411 0,414
12 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,326 0,382
13 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,369 0,401
14 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,391 0,420
15 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,343 0,392
16 ‘Piranao’ ‘Cimmyt’ 0,392 0,387
17 ‘Piranao’ ‘Piran&o’ 0,343 0,369
18 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,342 0,353
19 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,386 0,413
20 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,387 0,441
21 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,344 0,399
22 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,368 0,381
23 ‘Piranao’ ‘Cimmyt’ 0,357 0,349
24 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,365 0,388
25 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,351 0,407
26 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,356 0,391
27 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,301 0,349
28 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,285 0,328
29 ‘Piranao’ ‘Cimmyt’ 0,301 0,299




Quadro 6, Cont.

60

Distancia da Populacéo

Individuo  Origem  Classificagéo Piranio Cimmyt
30 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,385 0,432
31 ‘Piranéo’ ‘Piranéo’ 0,358 0,388
32 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,340 0,400
33 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,325 0,346
34 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,346 0,404
35 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,365 0,410
36 ‘Piranao’ ‘Cimmyt’ 0,371 0,359
37 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,323 0,357
38 ‘Piranéo’ ‘Piranéo’ 0,348 0,370
39 ‘Piranéo’ ‘Piranéo’ 0,352 0,394
40 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,364 0,398
41 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,403 0,433
42 ‘Piranao’ ‘Piranao’ 0,331 0,343
43 ‘Piranéo’ ‘Piranéo’ 0,370 0,391
44 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,385 0,301
45 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,379 0,295
46 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,389 0,371
47 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,403 0,322
48 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,373 0,301
49 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,353 0,335
50 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,355 0,254
51 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,348 0,287
52 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,348 0,342
53 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,375 0,310
54 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,339 0,291
55 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,405 0,333
56 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,372 0,321



Quadro 6, Cont.

Distancia da Populacéo

Individuo  Origem  Classificagéo

‘Piranao’ ‘Cimmyt’
57 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,398 0,293
58 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,321 0,251
59 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,389 0,319
60 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,428 0,357
61 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,379 0,329
62 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,412 0,329
63 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,370 0,292
64 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,353 0,310
65 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,391 0,297
66 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,419 0,338
67 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,409 0,327
68 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,365 0,287
69 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,363 0,331
70 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,390 0,300
71 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,384 0,323
72 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,407 0,321
73 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,390 0,341
74 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,390 0,305
75 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,371 0,279
76 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,372 0,310
77 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,363 0,259
78 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,356 0,266
79 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,364 0,292
80 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,387 0,310
81 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,389 0,323
82 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,343 0,298
83 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,379 0,303
84 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,445 0,348
85 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,372 0,312

86 ‘Cimmyt’ ‘Cimmyt’ 0,419 0,372
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Os resultados obtidos pelas técnicas de agrupamento demonstram a
existéncia de variabilidade suficiente para a continuidade do programa de selecao
recorrente. Associando estas técnicas a analise discriminante, a anélise molecular
dos gendtipos, via RAPD, mostra-se uma ferramenta util e importante para a
identificacdo de contaminantes, que devem ser eliminados antes da
recombinacao, para que seja garantida a distancia genética entre as populacées.
Isso porque se trata de um fator de importancia para explorar a heterose
interpopulacional e até mesmo para preservar as caracteristicas de cada

populacéo trabalhada.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Com o objetivo de dar continuidade ao programa de melhoramento de
milho da UENF, envolvendo as populacfes ‘Cimmyt’ e ‘Pirando’, realizou-se mais
um ciclo de selecdo recorrente reciproca em familias de irmaos completos, de
acordo com o descrito por Hallauer e Miranda Filho (1987) com a populacdo que
ja se encontra no 8° ciclo de selecéo, porém com uma etapa adicional envolvendo
marcadores de DNA do tipo RAPD.

Por meio do cruzamento de plantas das duas populagdes, foram obtidos
116 hibridos, cujos progenitores ainda tiveram uma de suas espigas
autofecundadas e armazenadas. Daquelas provenientes dos melhores
progenitores, num total de 43, foi extraido DNA a ser utilizado na etapa de andlise
molecular via técnica RAPD. As informacfes geradas foram suficientes para
descartar os genotipos que pudessem comprometer o programa, antes da etapa
de recombinacdo, utilizando-se 25 progenitores remanescentes de cada
populacao, para dar origem as popula¢des ‘Cimmyt’ e ‘Pirando’, no ciclo 9.

A selecdo das 43 familias superiores foi realizada utilizando-se o indice
de selecdo de Smith (1936) e Hazel (1943). Uma analise molecular, via RAPD, foi
realizada com o DNA obtido de folhas de plantas originadas de parte das
sementes autofecundadas dos progenitores destas familias. Foi confeccionada
uma matriz de dados binarios com o resultado da analise eletroforética do produto
de amplificacdo do DNA gendmico dos 86 gendtipos avaliados, atribuindo-se os
valores 0 e 1, respectivamente, a auséncia ou a presenca de determinada banda.
Essa matriz foi utilizada para obtencdo das distancias entre os genaétipos, pelo
complemento aritmético do indice de Jaccard, utilizado para agrupar os genotipos

pelo método de otimizacdo de Tocher e hierarquico de Ward, bem como, para a
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realizacdo da analise discriminante para classificacdo de qual populacdo um

determinado gendtipo é mais préximo.

Tais analises, além de verificarem a existéncia de variabilidade entre e

dentro das populagcbes para a continuidade do programa de melhoramento,

tiveram como objetivo, antes do processo de recombinacéo, identificar e eliminar

pY

genotipos considerados contaminantes, visando, com isso, a manutencao das

caracteristicas de cada populacdo e a ampliacdo ou, pelo menos, a manutencéo

da distancia entre as populacgdes.

Os resultados obtidos permitiram concluir que:

1)

2)

3)

4)

As populagbes ‘Cimmyt’ e ‘Pirando’ possuem variabilidade
intra e interpopulacional suficiente para a manutencéo de programas
de melhoramento;

O indice de selecdo de Smith (1936) e Hazel (1943) é
eficiente na selecdo de familias superiores, garantindo ganhos de
selecdo em diversas caracteristicas de interesse;

A utilizacdo da etapa de analise molecular é de grande
importancia na tomada de decisdo de quais gendtipos devem ser
recombinados;

A técnica de RAPD constitui uma ferramenta util e importante
para a identificagcdo de contaminantes que devem ser eliminados da
recombinacado, para que seja garantida a distancia genética entre as
populacdes, um fator de importancia na exploracdo da heterose
interpopulacional e até mesmo na preservacdo das caracteristicas

da populacéo original.
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