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RESUMO

GUIMARAES, Amanda Gongalves; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Outubro, 2016. Ganhos genéticos por selecéo
recorrente e estreitamento genético na populacdo UENF-14 de milho-pipoca por
marcadores SSR-ESTs. Orientador: Anténio Teixeira do Amaral Juanior.
Conselheiros: Alexandre Pio Viana e Helaine Chistine Cancela Ramos.

O milho-pipoca € bastante consumido em todo mundo e vem crescendo a
preocupacdo das instituicbes publicas do Brasil em disponibilizar para os
produtores rurais cultivares mais produtivas e com boa capacidade de expansao.
O programa de selecéo recorrente com milho-pipoca da UENF se encontra no 8°
ciclo, ja tendo sido lancada a cultivar UENF-14 para as regides Norte e Noroeste
do Estado do Rio de Janeiro, apds o0 sexto ciclo de selecéo recorrente. Com a
preocupacao da manutencdo dos ganhos nos sucessivos ciclos sem exaustdo da
variabilidade genética, objetivou-se aferir os ganhos preditos para o Ciclo C-8 em
comparacao com os demais ciclos do programa de selecédo recorrente com milho-
pipoca da UENF, bem como utilizar os marcadores microssatélites génicos (SST-
ESTs) para estimar a divergéncia genética entre os ciclos. Para tanto, foram
obtidas 200 familias de irmaos-completos, apés a recombinacdo das familias
selecionadas no Ciclo C-7. Na avaliagdo das familias, adotou-se o delineamento
de blocos casualizados com arranjos em sets dentro de trés repeti¢cdes, no total
de oito sets, sendo que cada set conteve 25 familias e seis testemunhas (C4, C5,
C6, C7 de UENF-14, BRS Angela e IAC 125), em dois ambientes distintos: em

Vi



Campos dos Goytacazes e em Itaocara, localizados nas regides Norte e Noroeste
do Estado do Rio de Janeiro, respectivamente, na safra do ano agricola de
2013/2014. Na selecao das 30 familias superiores para a composi¢ao do Ciclo C-
8 foi utilizado o indice de selecdo Mulamba e Mock, que proporcionou ganhos
genéticos de 4,60 e 3,61 %, respectivamente, para produtividade de gréaos e
capacidade de expans&o houve incremento de 111,99 kg ha™ e de 1,75 mL g™,
por ciclo nessa mesma ordem. A evolucdo dos ciclos revelou haver ganho
genético acumulado para os principais caracteres de importancia econémica da
cultura, possibilitando a antevisdo de sucesso na continuidade da selegdo
recorrente. Para a andlise da diversidade genética, o DNA gendmico foi extraido
de folhas jovens de 25 individuos de cada ciclo (CO, C1 C2, C3, C4, C5,C6,C7 e
C8), totalizando 225 amostras da populacdo UENF-14. Foram utilizados 50
marcadores SSR-ESTs, dos quais, 16 revelaram-se polimoérficos. Foram
detectados 34 alelos com média de 2,13 alelos por loco. Ao longo dos ciclos,
houve reducdo na heterozigosidade observada, esperada e do indice de
Shannon, nas magnitudes de 61,90, 18,37 e 0,15 %, respectivamente; e aumento
de 1,76 % da endogamia. Embora constante, houve maior compartilhamento dos
alelos com menor variabilidade nos ciclos finais, 0 que garante a oportunidade de

ganhos genéticos nos proximos ciclos seletivos.
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ABSTRACT

GUIMARAES, Amanda Gongalves; D.Sc.; Darcy Ribeiro North Fluminense State
University. October, 2016. Genetic gains by recurrent selection and genetic
narrowing in UENF-14 population of popcorn by ESTs-SSR markers. Adviser:
Anténio Teixeira do Amaral Janior. Committee Members: Alexandre Pio Viana e
Helaine Chistine Cancela Ramos.

The popcorn is widely consumed worldwide and has been increasing concern in
public institutions in Brazil in order to make available to farmers cultivars more
productive and popping expansion. The program of recurrent selection with
popcorn in the UENF is in the eighth cycle, has already provided the cultivar
UENF-14 for the north and northwest regions of Rio de Janeiro State after sixth
recurrent selection cycles. In the interests of maintaining the gains in successive
cycles without exhaustion of genetic variability, aimed to assess the predicted
gains of cycle C-8 compared to other cycles of recurrent selection program with
popcorn of UENF and use gene microsatellite markers (ESTs-SSR) to estimate
the genetic divergence between cycles. For that, were obtained 200 full-sib
families, after recombination progenies selected in Cycle C-7. In the assessment
of families, adopted the randomized block design with arrangements in sets in
three repetitions, the total of eight sets, with each set contained 25 families and six
witnesses (C4, C5, C6, C7 UENF-14 BRS Angela and IAC 125), in two different
environments: in Campos dos Goytacazes and Itaocara, located in the North and

Northwest of the State of Rio de Janeiro, respectively, in the harvest of the
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agricultural year 2013/2014. In the selection of the 30 families higher for the Cycle
C-8 was used selection index Mulamba and Mock, that providing gains of 4.60 and
3.61%, respectively, to grain yield and popping expansion and there was increase
of 111.99 kg ha™ and 1.75 mL g™ per cycle in that order. The evolution of cycles
revealed a cumulative genetic gain for the main characteristics of economic
importance, enabling the successful preview in the continuity of recurrent
selection. For the analysis of genetic diversity the genomic DNA was extracted
from young leaves of 25 individuals from each cycle (CO, C1 C2, C3, C4, C5, C6,
C7, and CB8), totaling 225 samples from population UENF-14. Fifty ESTs-SSR
markers were used, 16 of which revealed to be polymorphic. Thirty-four alleles
were detected, with an average of 2.13 alleles per locus. Throughout the cycles,
there was a reduction in observed and expected heterozygosity and in the
Shannon Index of 61.90, 18.37, and 0.15%; and a 1.76% increase in inbreeding.
Though constant, there was more sharing of alleles with lower variability in the

final cycles, which also ensures genetic gains in the next selective cycles.



1. INTRODUCAO

O milho-pipoca vem despertando o interesse de melhoristas de
instituicbes publicas do Brasil, visando a reducdo da importacdo de sementes de
outros paises (Ribeiro et al., 2016). Neste intento, a utilizacdo da selecéo
recorrente torna-se vantajosa, por permitir a obtencdo de sucessivos ganhos
(Hallauer et al., 2010; Ramalho et al.,, 2012), oportunizando a geracdo de
genotipos superiores a cada ciclo seletivo de forma que possa ser lancada uma
variedade com melhores caracteristicas agronémicas de interesse do que a
registrada anteriormente. A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF) possui um programa de Selecdo Recorrente Intrapopulacional
(Pereira e Amaral Janior, 2001), como alternativa para incrementar o agronegaocio
das regides Norte e Noroeste Fluminense, o que tornou possivel o registro no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) da variedade de
milho-pipoca UENF-14, apds o sexto ciclo de sele¢ao recorrente (Amaral Janior et
al., 2013).

E consabido que o éxito da selecdo recorrente depende,
necessariamente, da variabilidade genética da populacéo envolvida. Isso porque,
com o passar dos ciclos seletivos, sdo esperadas modificagcdes nas estimativas
de parédmetros populacionais dos caracteres sob selecdo, tais como, médias e
variancias genéticas (Fehr, 1987). Portanto, € necessario monitorar a variacdo

das estimativas desses parametros, uma vez que a reducdo da variabilidade



genética pode frear a eficiéncia da selecdo e comprometer os ganhos do
programa de melhoramento (Choudhary et al., 2012).

Para quantificar essa variabilidade genética, o uso dos marcadores
moleculares tem sido uma alternativa vantajosa, por revelarem diferencas
genéticas em nivel de maior detalhamento e sem as interferéncias causadas pelo
efeito ambiental (Arif et al., 2010; Leal et al., 2010; Zhang et al., 2014). Dentre os
varios marcadores moleculares, os microssatélites (SSR- Simple Sequence
Repeats) vém sendo amplamente utilizados, devido serem multialélicos, co-
dominantes e por revelarem altos niveis de polimorfismo (Eustice et al., 2008;
Ramos et al., 2014).

Os marcadores microssatélites baseados em sequéncias expressas do
genoma - EST’s (Expressed Sequence Tags) - sdo poderosas ferramentas para
avaliagdo de diversidade genética, bem como de estudos evolutivos, de
mapeamento e analise de caracteristicas quantitativas (Ramu et al., 2013; Sun et
al., 2015). Em comparacao aos marcadores microssatélites gendémicos, os EST's
oferecem a vantagem de estarem associados as sequéncias codificantes do
genoma (Eujayl et al., 2002), fornecendo a possibilidade de serem desenvolvidos
com base em regides transcritas, 0 que aumenta a probabilidade de marcar
caracteristicas de interesse (Yu et al., 1999). Devido a essas vantagens, 0s
marcadores SSR-ESTs estdo sendo identificados e utilizados em estudos de
diversidade genética em varias espécies de plantas, exemplificando-se a cultura
do milho (Tang et al., 2006; Galvéao et al., 2015) e do milho-pipoca (Franzoni et al.,
2012; Pena et al., 2015).

Assim, devido a importancia do uso da selecdo recorrente em gerar
gendtipos superiores de milho-pipoca, no intuito de lancar nova variedade para o
produtor rural no futuro com melhores caracteristicas de interesse agronémico, e
a verificacdo da variabilidade ao longo dos ciclos, o presente estudo teve como
objetivos: i) estimar os ganhos preditos no Ciclo C-8 de Selecdo Recorrente com
Milho-pipoca da UENF; ii) comparar a evolucdo dos ganhos no decorrer dos
ciclos; e iii) averiguar a ocorréncia de estreitamento genético na populacdo UENF-

14 por meio de marcadores SSR-ESTSs.



2. OBJETIVOS

2.1 Gerais: Averiguar a evolucdo de ganhos genéticos comparados apods oito
ciclos de Selecdo Recorrente do Programa de Melhoramento de Milho-pipoca da
UENF e investigar o impacto da Selecdo Recorrente no afunilamento genético da

populacdo UENF-14.

2.2 Especificos: i) estimar os ganhos seletivos a partir da avaliacdo de 200
familias de irmaos-completos oriundas do Ciclo C-7 de Selecdo Recorrente de
Milho-pipoca da UENF, pelo emprego de indice de selecao; ii) inferir sobre a
magnitude da divergéncia genética de todos os ciclos; e, iii) averiguar como esta
estrutura da populacdo UENF-14 entre os ciclos de selecéo recorrente, com 0 uso

de marcadores microssatélites génicos.



3. CAPITULOS

3.1 GANHOS GENETICOS E AVANCOS SELETIVOS NA POPULACAO UENF-
14 DE MILHO-PIPOCA

3.1.1 INTRODUCAO

O milho-pipoca é um alimento bastante apreciado no Brasil. No entanto,
sua producdo esta aquém do potencial de demanda, comprovado pelo grande
volume de grados importados (Ribeiro et al., 2012). Neste contexto, o
desenvolvimento e lancamento de cultivares de milho-pipoca sdo de fundamental
importancia para mitigar a dependéncia por gendétipos de paises estrangeiros e
atender a demanda dos produtores e consumidores do pais.

Em milho-pipoca, a despeito da reduzida influéncia do ambiente na
expressdo da principal caracteristica da qualidade dos grdos - capacidade de
expansdo (Pereira e Amaral Junior, 2001; Lu et al., 2003) - acredita-se sé-la
controlada por varios genes (Dofing et al., 1991), assim como ocorre com
produtividade de graos (Ziegler e Arshman, 1994; Silva et al.,, 2010), o que
dificulta o sucesso imediato na obtengéo de cultivares superiores com a aplicacao
de programas de melhoramento. Dentre os métodos de melhoramento, a selecao

recorrente € opcao extremamente oportuna, por possibilitar o aumento na



frequéncia dos alelos favoraveis, elevando-se as médias das caracteristicas sem
exaurir a variabilidade genética (Fehr, 1987; Hallauer et al., 2010; Ramalho et al.,
2012).

Uma dificuldade adicional com o melhoramento da cultura do milho-
pipoca é a obtencdo de ganhos simultdneos para capacidade de expansdo e
produtividade de graos, por se tratar de caracteristicas correlacionadas
negativamente (Willier & Brunson, 1927; Pacheco et al., 1998; Hallauer, 2001;
Rangel et al., 2011; Cabral et al., 2016), embora Daros et al. (2004b) tenham
constatado acréscimo da correlacdo genotipica para estas caracteristicas entre 0s
dois primeiros ciclos de selecdo na populacdo UNB-2U de milho-pipoca. De todo
modo, 0 acréscimo constatado por Daros et al. (2004b) ocorreu de forma néo-
significativa e em baixa magnitude.

Para sobrepujar tal inconveniente, uma alternativa viavel é a utilizacéo de
indices de selecdo, que permitem obter ganhos genéticos para os caracteres de
interesse em conjunto com outros que o melhorista prioriza no processo seletivo
(Cruz et al.,, 2012). Esses indices constituem uma técnica multivariada que
associa as informac0des relativas aos caracteres de interesse agrondmico com as
propriedades genéticas da populacéo avaliada.

Nesse aspecto, Santos et al. (2007) e Freitas et al. (2013) constataram
gue o indice de Mulamba e Mock (1978) proporcionou ganhos superiores em
ciclos de selecdo recorrente para a populacdo de milho-pipoca UNB-2U -
designada UENF-14 quando do lancamento como nova cultivar (Amaral Junior et
al., 2013) - em relacdo a capacidade de expansédo e producdo na comparacao
com os demais indices investigados. Segundo Cruz et al. (2012) esse indice se
baseia na soma de postos e consiste em classificar os gendtipos em relacdo a
cada um dos caracteres em ordem favoravel de melhoramento. Uma vez
classificados sdo somadas as ordens de cada genétipo referente a cada carater.

Com base nessas explanacfes, o objetivo deste estudo foi estimar o
ganho genético na populacdo UENF-14 em oitavo ciclo de selecdo recorrente
intrapopulacional, sobretudo para as caracteristicas de interesse comercial -
produtividade de gréos e capacidade de expansdo -, por meio de indice de
selecdo, bem como averiguar a evolugdao dos ganhos nos sucessivos ciclos

seletivos no intento de investigar o afunilamento genético.



3.1.2 REVISAO

3.1.2.1 Aspectos evolutivos, botanicos e importancia so6cioecondmica do

milho-pipoca

O milho-pipoca pertence a familia Poaceae, uma graminea da subfamilia
Panicoide, tribo Maydeae, género Zea, espécie Zea mays L., var. everta (Sturtev)
L.H. Bailey (Galinat, 1979; Paterniani e Campos, 2005). As plantas sao anuais,
mondicas e albgamas (2n=2x=20) (Gaut et al., 2000; Tenailon et al., 2004).

A origem genética do milho-pipoca, assim como a do milho comum &
objeto de hipoteses. Erwin (1949) sugeriu que o milho-pipoca tenha surgido de
uma mutacao do milho comum do tipo duro. Outros pesquisadores defendem que
essa hipotese é pouco provavel, pois 0 mais antigo exemplar de milho encontrado
€ o milho-pipoca, tendo sido constatado que em tumbas peruanas pré-histéricas,
havia utensilios de barro supostamente utilizados para o preparo de pipoca. Além
disso, a data mais remota da descoberta do milho-pipoca foi estimada de 2.500
a.C. no México (Zinsly e Machado, 1987), ao passo que em relagdo ao milho
comum do tipo dentado, as descricbes datam 1.700 a.C., nos Estados Unidos da
América (Goodman, 1980; Wang et al., 1999).

Quanto a evolucéo do milho existem algumas hipéteses que persistem até
os dias de hoje, como é o caso sobre o parentesco entre milho (Zea mays ssp.
mays), teosinte (Zea mays ssp. mexicana) e Tripsacum (Engels et al., 2006). A
primeira, sugerida por Weatherwax (1954), afirma que o milho, o teosinte e o
Tripsacum spp. originaram-se de um ancestral comum. A segunda hipotese,
defendida por Mangelsdorf (1974), sugere o milho como antepassado, ou seja, 0
teosinte se originou do milho. A terceira hipétese, a mais aceita, é defendida por
Beadle (1978) e Galinat (1974,1977), sugere que o milho teria se originado
unicamente do teosinte por intermédio de intensa selecéo praticada pelo homem.

Em estudo com 52 acessos da colecdo de germoplasma da UENF,
incluindo milho-pipoca, milho comum, milho doce, teosinte e Tripsacum, Oliveira
et al. (2010), utlizando marcadores ISSR, verificaram que o Tripsacum
compartilhou maior nimero de marcas com o milho doce e o milho-pipoca do que

com os demais tipos de milho comum, favorecendo a hip6tese de Pogio et al.



(2005) de que o teosinte ndo é o uUnico ancestral do milho-comum e que a
introgresséo de genes de Tripsacum no milho ndo deve ser desconsiderada.

Quanto aos aspectos botanicos, as plantas de milho-pipoca quando
comparadas ao milho comum, normalmente possuem porte menor, colmo mais
fino e fraco, maior suscetibilidade a pragas e doencas, maior prolificidade, menor
namero de folhas e tamanho reduzido do grao, que pode ser redondo, chato ou
pontudo (Zinsly e Machado, 1987). Tais plantas possuem, geralmente, um
sistema radicular fasciculado e superficial, 0 que lhes confere pouca tolerancia a
seca (Goodman e Smith, 1987). A principal diferenca em relagédo ao milho comum
€ a capacidade de expansdo do milho-pipoca, que compreende a razdo entre o
volume de pipoca expandida e o volume ou peso inicial dos graos submetidos ao
pipocamento (Guadagnin, 1996).

O pipocamento é descrito como uma explosdo provocada pela expanséo
guando os graos sao submetidos a temperaturas a cima de 180 °C e sob presséo.
Com isso, ocorre perda de umidade contida nos granulos de amido e extin¢gdo de
toda a estrutura celular do endosperma (Weatherwax, 1922). As sementes
guando bem armazenadas, conservam sua capacidade de expansao por um
periodo de 15 a 20 anos, porém seu poder de germinacdo € perdido apos dois a
trés anos de armazenamento (Zinsly e Machado, 1987; Guadagnin, 1996). Pela
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), uma cultivar
comercial de milho-pipoca deve apresentar um valor de capacidade de expanséo
no minimo de 30 mL g*, pois, abaixo deste indice, sobram muitos grdos sem
estourar (MAPA, 2016).

Informacgdes sobre area semeada, quantidade produzida e produtores de
sementes de milho-pipoca sdo escassas (Anuario, 2016). Durante a década de
90, para o plantio no Brasil era necessario importar as sementes dos paises como
Estados Unidos da América e da Argentina (Galvao et al., 2000). Entretanto, esse
cenario vem se modificando com o aumento de producdo no Brasil. Segundo a
Unidade Estadual do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE/MT), o
Estado do Mato Grosso representou 80 % da producdo nacional e, juntamente
com o Estado do Rio Grande do Sul, hospedou grandes empresas
empacotadoras que disponibilizaram as sementes e garantiram a compra da safra
no ano agricola de 2015 (IBGE, 2015; Anuario, 2016). De acordo com o Anuério

Brasileiro do Milho/2016, a producéo de milho-pipoca no Estado do Mato Grosso



em 2015 ocupou 35.939 mil hectares, com produtividade média de 4.038 Kg ha™

(Anuério, 2016).

A cultura do milho-pipoca possui elevada rentabilidade e seu produto final
tem grande aceitagdo popular. Mundialmente, vem proporcionando elevados
ganhos econdémicos em estabelecimentos comerciais do ramo alimenticio (Sweley
et al., 2013). De acordo com informagdes do Agrianual (2015), em 2012, o preco
médio de milho-pipoca teve valorizagédo superior do que o milho comum, atingindo
preco do quilo de R$ 1,70, em comparacdo a R$ 0,75 para o milho comum. A
comercializacdo dos graos de milho-pipoca pode ser realizada pelo produto final
gue é vendida pelo volume (pipoca), em entradas de cinemas, shows, escolas; e
por peso, que é feita principalmente pelas empresas empacotadoras que detém a
maioria das cultivares registradas.

Quanto ao aspecto nutricional, a pipoca possui em sua composi¢do uma
fracéo rica de fibras e carboidratos (ambos encontrados na casca) e o amido (na
parte macia) que tem sido associado a reducéo de células cancerosas (Sawazaki
et al., 1986; Manarini, 2012). Estudos feitos pela Universidade de Scranton,
localizada nos Estados Unidos, mostraram que a pipoca contém substancias
como polifendis, que podem agir como antioxidantes (Bertolucci, 2016). Esses
agem inibindo os radicais livres no organismo, diminuindo o envelhecimento
precoce e riscos de doencas cardiacas (Krishnaswami e Raghuramulu, 1998).
Nesse contexto, estudos na Embrapa Milho e Sorgo afirmam que a parte macia
da pipoca é fonte de carotendides, que sao substancias que atuam como
antioxidantes importantes para a manutencdo da visdo e a prevencdo da
degeneracdo macular, doenca que aflige especialmente os idosos, e que leva a

cegueira (Manarini, 2012).

3.1.2.2 Melhoramento do milho-pipoca

O melhoramento do milho-pipoca no Brasil teve seu inicio no Instituto
Agronémico de Campinas (IAC) em 1932 e, em 1941, foi lancada a primeira
variedade nacional, a qual se originou de ciclos de selecdo massal na populagéo-
base South American Mushroom (SAM), derivada de South American,
proveniente dos EUA. Mas, somente 47 anos depois € que os trabalhos foram

retomados no pais, resultando no langcamento do hibrido simples modificado IAC-



112, em 1988, proveniente da combinag&o de linhagens da variedade SAM com
linhagens oriundas do hibrido intervarietal (Guarani x UFV Amarelo), e também o
hibrido triplo Zélia, comercializado pela Pionner (Sawazaki et al., 2001; Scapim et
al., 2002).

Nos anos seguintes foram desenvolvidos o0s seguintes genotipos
melhorados: IAC-125, um hibrido simples derivado do IAC-112, registrado em
abril de 2006; a variedade de polinizagao aberta BRS Angela, oriunda de selecao
recorrente no composto CMS-43; a variedade RS 20, desenvolvida pela
FEPAGRO; a variedade UFVM2-Bardo Vicosa; o hibrido triplo Jade,
disponibilizado pela Pioneer; a variedade UENF-14 e o hibrido UENF/UEM 01,
langados pela UENF em 2013 (Pacheco et al., 2000; Sawazaki, 2001; Scapim et
al., 2002; Amaral Junior et al., 2013).

Existe, atualmente, 75 cultivares registradas no Registro Nacional de
Cultivares (RNC) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
(MAPA, 2016) até setembro de 2016, sendo que 81 % destas foram
desenvolvidas por alguma dessas grandes empresas: Yoki (19), Agristar (12),
Pipolino (7), Sementes Boa Esperanca (4), General Mills (7), Seedco (3),
DSMM/CATI (1), Feltrin (1) e ATS (1); sendo que apenas duas instituicdes de
pesquisa tém aproximadamente 19 % dos registros: IAC (12) e UENF (2).
Somente a UENF-14 é uma variedade de polinizacdo aberta, que permite ao
produtor replantar as sementes em sucessivos ciclos de cultivo.

Apesar de o Brasil atingir altos niveis de producao de sementes de milho-
pipoca, ainda tém sido obtidas sementes importadas e utilizadas por empresas
empacotadoras que estabelecem acesso restrito de uso com os produtores e
parceiros das empresas. Tal fato dificulta o uso dessas sementes por pequenos
produtores, sendo necessario, assim, o desenvolvimento de novas cultivares por
instituicbes publicas.

Nesse contexto, atualmente, instituicGes publicas como a Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), a Universidade Federal de
Vicosa (UFV), a Universidade Federal de Lavras (UFLA), Universidade Estadual
de Maringd (UEM), a Universidade Estadual de Londrina (UEL), o Instituto
Agronémico de Campinas (IAC), e a Universidade Federal do Cariri (UFCA) tém
mantido programas de melhoramento de milho-pipoca, visando diminuir a

dependéncia de genotipos importados (Ribeiro et al., 2012; Pena, 2015).
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Por conseguinte, conclui-se que o langamento de cultivares superiores
mais produtivas e com alta capacidade de expansdo € de inequivoca importancia

para o pais.

3.1.2.3 Selegéao recorrente

Para o lancamento de novas cultivares, a selecdo recorrente é alternativa
exequivel, sendo um procedimento ciclico de melhoramento que envolve as
etapas: obtencdo da populacdo-base, avaliagdo e recombinacdo das familias
selecionadas para formar o ciclo seguinte (Hull, 1945; Fehr, 1987). Em
consequéncia, € esperado aumento na expressao fenotipica de caracteres de
interesse, possibilitando acumulo na frequéncia dos alelos favoraveis, sem exaurir
a variabilidade genética na populacdo para ganhos futuros com a selecdo
(Hallauer et al., 2010).

A selecao recorrente pode ser empregada no melhoramento em duas
categorias, em que a escolha vincula-se a caracteristica-objeto do programa, do
tipo de acéo génica que o melhorista deseja enfatizar e da finalidade das familias
selecionadas (nova variedade ou como fonte de linhagens superiores). Se o
intuito € melhorar uma populacdo per se, para dar origem uma nova variedade,
com enfoque na acdo génica aditiva, recomendam-se 0s métodos
intrapopulacionais (Pereira e Amaral Juanior, 2001). Caso a selecdo visa a
melhoria de duas populagdes, com o desenvolvimento de linhagens com alta
capacidade de combinacdo para producdo de hibridos, o melhoramento
interpopulacional € o mais apropriado, pois capitaliza a heterose (Hallauer et al.,
2010).

Comstock et al. (1949) iniciaram o melhoramento interpopulacional,
chamado também de selecdo recorrente reciproca. Nesse método, duas
populacbes sado utilizadas, sendo os genoétipos de uma delas avaliados em
cruzamentos com a outra populacdo e vice-versa, ou seja, um processo de
melhoramento de duas populacdes e do hibrido entre elas. Aqueles genoétipos que
apresentarem melhor capacidade de combinacdo com a populacao reciproca sao
recombinados entre si. Existem diferentes estratégias para o cruzamento entre as
populagbes e recombinacéo, exemplificando-se: utilizacdo de familias de irmaos-

completos interpopulacionais e recombinacdo de familias S; (Lonnquist e
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Williams, 1967; Hallauer e Eberhart, 1970; Rademacher et al., 1999; Butron et al.,
2000; Galvao et al., 2015) e uso de familias de meios-irmdos interpopulacionais e
recombinacao de familias de S; (Paterniani, 1967).

Os métodos intrapopulacionais relatados com o melhoramento de milho-
pipoca tém basicamente as estratégias de selecdo massal e selecdo de familias.
A diferenca entre essas estratégias € que selecdo de familias proporciona
melhores estimativas dos valores genotipicos com maior frequéncia de alelos
favoraveis, uma vez que essas familias sdo avaliadas em experimentos com
repeticbes e em um ou mais ambientes.

A selecdo massal tem a vantagem de ser um método barato e simples, e
eficiente para os caracteres de alta herdabilidade, pois, nesse caso, o fenétipo é
um bom indicador do genotipo (Hallauer et al., 2010). Algumas adaptacOes foram
realizadas para aumentar o ganho com a selegcdo, como a estratificacdo do
ambiente. Esse método consiste em dividir a area experimental em partes
homogéneas em que a selecéo é feita dentro de cada parcela. Entretanto, néo é
possivel eliminar gendtipos inferiores que foram favorecidos por ambientes
favoraveis (Hallauer et al., 2010).

A selecéo de familias é avaliada em experimentos com repeticdbes em um
ou mais ambientes, e na cultura do milho-pipoca tem sido reportadas a utilizacao
de trés tipos de cruzamentos que dardo origem ao tipo familia que sera utilizada
nos processos de recombinacdo, a saber: meios-irmaos, irmaos-completos e
endogamicos (Si) (Pereira e Amaral Junior, 2001). As familias de meios-irmaos
sdo um processo de facil execucdo, ndo exigindo polinizagdes manuais, em que
se explora 0,25 de variancia aditiva (Hallauer et al., 2010). J4, no procedimento
em que se utilizam familias de irmdos-completos, tem-se mais trabalho no
processo de obtencdo das familias, porém ha maior expressdo de variancia
aditiva do que a opcédo de se utilizar meios-irmaos, no caso, com exploracdo da
magnitude de 0,5 da variancia aditiva, enquanto as familias endogamicas sao
recomendaveis para caracteres de baixa herdabilidade, pois permitem explorar
1,5 de variancia aditiva (Hallauer et al., 2010).

Quanto as intensidades de selecdo das familias superiores, embora
percentuais tenham sido recomendados, Vilela et al. (2008) confirmaram o
propalado por Hallauer et al. (2010), de que o mais importante ndo é um valor

percentual e, sim, um valor absoluto, para evitar estreitamento genético na
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populagdo sob selecdo. Segundo estes autores, o ideal é selecionar entre 30 a 40
familias.

O progresso genético com a selecdo recorrente deve ser obtido
periodicamente para que o melhorista possa interferir na melhor estratégia de
selecdo. Entdo, podem-se guardar sementes dos ciclos anteriores e fazer
comparacao desses ciclos seletivos em experimentos com repeticdes para
averiguar o0 progresso genético, uma vez que a cada recombinagdo, espera-se
gue a populacdo atinja o equilibrio de Hardy-Weinberg, na qual as frequéncias
alélicas e genotipicas ndo se alteram e uma amostra de sementes podera
representar a populacéo (Falconer e Mackay, 1996; Ramalho et al., 2012).

A eficiéncia do uso da selecao recorrente ja foi relatada por Lucas et al.
(2013) em trabalhos conduzidos por Hopkins pela Universidade de lllinois (USA)
iniciados em 1896 na variedade de milho de polinizagcédo aberta, “Branca de Burr”,
objetivando alterar o teor de 0Oleo e proteina na semente do milho. As selecbes
foram conduzidas separadamente no sentido de aumentar e também reduzir a
manifestacdo do carater e apos 114 ciclos seletivos resultou um teor de proteina
alto de 32 % e baixo de 4 %, enquanto para o teor de 6leo foram de 20 % e 1 %,
respectivamente para o alto e o baixo teor, comparando com a populacao inicial

gue continha 11 % do teor de proteina e 5 % do teor de 6dleo.

3.1.2.4 Selecao recorrente na populacdo UENF-14

O Programa de Selecdo Recorrente de Milho-pipoca da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) teve inicio com a populacdo
UNB-2U, que é uma variedade de polinizacdo aberta. Antes de chegar a UENF,
esta se constituiu de um composto indigena doado a Universidade de Brasilia
(UNB) pela ESALQ/USP, que recebeu o nome de UNB-1. Posteriormente, a UNB-
1 foi trazida para a Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF) pelo Professor Joachim Friedrich Wilhelm Von Bllow no ano de 1993, a
qgual foi cruzada com a variedade de milho-pipoca SAM (South American
Mushroom). Esta primeira geracéao filial foi, entdo, cruzada com uma variedade de
milho-pipoca resistente a Exserohilum turcicum (helmintosporiose). ApGs dois
ciclos de selecdo massal, foram feitos trés retrocruzamentos com a variedade

SAM, originando, assim, a UNB-2. Esta, apo6s dois ciclos de sele¢cdo massal,
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tornou-se a populacdo UNB-2U (Pereira e Amaral Junior, 2001), que vem sendo
melhorada via selecdo recorrente intrapopulacional para as regides Norte e
Noroeste do Estado do Rio de Janeiro.

Com o intuito de promover estratégias de obtencédo de ganhos genéticos
na populacdo UNB-2U de milho-pipoca para as principais caracteristicas -
produtividade de gréos e capacidade de expanséo - foi utilizado o Delineamento |
de Comstock e Robinson (1948), que é apropriado para o estudo da estrutura
genética de uma populagdo. Em 1997, foram obtidas familias de irmé&os-
completos e de meios-irmdos de UNB-2U, no qual uma planta com o genitor
masculino foi cruzada com quatro plantas genitoras feminina, resultando em um
conjunto de 20 familias de irmaos-completos, desenvolvidas a partir de cinco
genitores masculinos. No ano agricola 1997/1998, 92 familias de irmaos-
completos foram avaliadas nas Regides Norte e Noroeste do Estado do Rio de
Janeiro, tendo sido estimados os ganhos genéticos de acordo com diferentes
métodos de selecao recorrente intrapopulacional, utilizando o modelo preditivo de
Eberhart (1970). Com base nos resultados, os maiores ganhos genéticos com a
populacdo UNB-2U, para produtividade de grdos e capacidade de expansao,
respectivamente, foram: estratégia de familias de irmaos-completos (9,42 % e
27,09 %); familias endogamicas S; (7,93 % e 19,54 %); meios-irmaos (6,26 % e
18,45 %); selecdo massal estratificada (2,33 % e 12,13 %); e selecdo massal
(2,23 % e 11,77 %) (Pereira e Amaral Junior, 2001).

Entdo, no ciclo C1 de UNB-2U, foram obtidas 75 familias de irmaos-
completos e suas respectivas plantas foram autofecundadas. A avaliacdo das
familias irmaos-completos foi realizada em dois ambientes, no Estado do Rio de
Janeiro, no ano agricola 1998/1999. Para estimar os ganhos genéticos, foram
selecionadas as 30 familias superiores obtidas de acordo com Falconer (1981),
resultando em ganhos de 10,39 % para capacidade de expansédo e 4,69 %
produtividade de grdos (Daros et al., 2002). A recombinacédo destas 30 familias
superiores consistiu no plantio das 60 familias S; correspondentes aos
progenitores autofecundados.

Daros et al. (2004a) implementaram o ciclo C2 de sele¢do na populacao
UNB-2U, fazendo uso de 222 familias endogamicas (S;) avaliadas nos mesmos
dois ambientes na safra de 2001/2002. A selecédo das 40 familias superiores foi

utilizada para estimar os ganhos preditos por meio do uso do indice Smith (1936)
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e Hazel (1943), que alcancaram 26,95 % para produtividade de gréos e 17,80 %
para capacidade de expansdo. Para recombinacdo, foram utilizadas sementes
remanescentes das 40 familias endogamicas S; selecionadas.

No terceiro ciclo C3 de UNB-2U, Santos et al. (2007) obtiveram 192
familias de meios-irmdos com suas respectivas plantas autofecundadas. Para a
avaliacdo nos dois ambientes em 2004/2005 foram utilizadas as 192 familias de
meios-irmdos nas quais selecionaram as 30 superiores, por meio do indice de
Mulamba e Mock (1978), obtendo ganhos genéticos de 7,16 % para capacidade
de expanséo e de 10,00 % para produtividade de graos. A recombinacao destas
familias superiores foi realizada por meio das respectivas familias S;
armazenadas.

Do ciclo C4 até o C7, foram utilizadas 200 familias de irmaos-completos
para avaliacdo nos dois ambientes e a selecdo das 30 melhores familias com
base no indice Mulamba e Mock (1978) para a estimacédo dos ganhos genéticos
de produtividade de graos e capacidade de expansdo dos graos, proporcionaram,
respectivamente, os seguintes ganhos: 8,50 % e 10,55 % (Freitas Junior et al.,
2009); 8,53 e 6,01% (Rangel et al., 2011); 15,30 % e 10,97 % (Ribeiro et al.,
2012) e 7,78 % e 5,11 % (Freitas et al., 2014), sendo que as sementes
remanescentes de cada ciclo foram utilizadas no processo de recombinacao do
ciclo sucessivo.

Um sumario do processo seletivo a que foi submetida a populacdo UNB-
2U, relacionando os métodos de selecdo empregados e a evolugcdo da
produtividade e capacidade de expanséao dos graos, pode ser visto na Tabela 1.

De acordo com a progressiva evolucdo dos resultados obtidos apés
guatorze anos de pesquisa com a populacao inicialmente denominada UNB-2U,
uma nova cultivar foi registrada no Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), que passou a ser designada de UENF-14, apls a
populacdo recombinada de sexto ciclo de sele¢éo recorrente (Amaral Junior et al.,
2013).
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Tabela 1. Resumo dos resultados obtidos do avanco dos processos seletivos da
populagcdo de milho pipoca UNB-2U com os diferentes métodos adotados quanto
as caracteristicas produtividade e capacidade de expanséo dos gréos.

Ciclo” Safra N° familias PG CE
(kg ha™) (mLg™)

Obtidas/Selec. Geral Selec. Geral Selec.
0 SM - - - - - -
1FIC 1999/2000 75/30 1080,00 1140,00 11,04 12,52
2FS1 2001/2002 222/40 670,74 950,70 13,41 16,30
3 FMI  2004/2005 192/30 113558 1361,92 23,30 26,74
4 FIC 2005/2006 200/30 2393,98 277250 25,06 28,00
5FIC 2007/2008 200/30 2569,70 2920,93 26,27 29,30
6 FIC 2009/2010 200/30 2453,95 2987,84 27,69 31,13
7 FIC 2011/2012 200/30 3074,78 3503,20 32,68 35,73

SM: selecdo massal; FIC: familia de irm&os-completos; FS1: familias endogamicas; FMI: familia
de meios-irmaos.

3.1.2.5. indices de selecéo

No melhoramento do milho-pipoca, selecionar os gendtipos superiores
gue contenham uma série de atributos favoraveis que atendam as necessidades
tanto do produtor quanto do consumidor, ndo é tarefa facil. Isso porque as duas
principais caracteristicas — produtividade de graos e capacidade de expanséo —
possuem associacdo negativa dificultando a selecédo direta (Willier & Brunson,
1927; Pacheco et al., 1998; Hallauer, 2001; Rangel et al., 2011).

Para a minimizacdo deste inconveniente, tem sido recomendada a
utilizacdo de indices de selecdo, que se constituem em um carater adicional,
estabelecido pela combinacao linear 6tima de varios caracteres detentores, ou
ndo, de correlacdes (Cruz et al., 2012). Diferentes indices tém sido propostos,
originando, consequentemente, diferentes ganhos percentuais.

O indice de Smith (1936) e Hazel (1943) é também conhecido como
indice Classico. Primeiramente, Smith (1936) prop6s o uso de indice no
melhoramento de plantas como critério para selecionar duas ou mais
caracteristicas simultaneamente correlacionadas. Hazel (1943) adaptou para o

melhoramento genético animal. Segundo esses autores, sdo necessarios o valor
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econbmico, as varidncias genotipica e fenotipica de cada carater e as
covariancias fenotipica e genotipica entre cada par de caracteres.

O indice Willians (1962), denominado também de indice-base, propde a
combinacao linear dos valores fenotipicos médios das caracteristicas, os quais
séo ponderados diretamente pelos seus respectivos pesos econdmicos (Cruz et
al., 2012), objetivando evitar a interferéncia de imprecisdes das estimativas de
variancias e covariancias genotipicas e fenotipicas.

O indice de Pesek e Baker (1969), ou indice baseado em ganhos
genéticos desejados de caracteristicas individuais, é utilizado para substituir os
pesos econdmicos relativos. E necessério o uso da média dos gendtipos e das
matrizes de variancia e covariancia genotipica e fenotipica. Assim, é possivel
calcular os coeficientes dos indices sem designar pesos econdmicos, e 0 ganho
obtido ser& maximo para cada caracteristica, de acordo com a importancia
relativa assumida pelo melhorista na especificacdo do ganho desejado.

O indice de Mulamba e Mock (1978), conhecido como soma de postos
(ou “ranks”), possui a vantagem de nao necessitar de pesos econémicos nem da
estimacdo de parametros além das meédias. Consiste na soma do numero de
ordem gue 0 gendtipo apresenta para o caracter mencionado em ordem favoravel
de melhoramento. Quanto menor o valor obtido, melhor a classificacdo. Assim,
uma vez classificados sdo somadas as ordens de cada genétipo referente a cada
carater (Cruz et al., 2012).

Independentemente do indice considerado, sua utilizacdo fornece um
método obijetivo, capaz de determinar o mérito relativo de uma série de gendétipos,
fornecendo uma base para diferencia-los. Cada uma dessas metodologias pode
ser utilizada, adotando um critério ou “peso” diferente para constituicdo do indice.
Pelas dificuldades de estabelecer pesos econbmicos, Cruz et al. (2012)
propuseram que 0s pesos econdmicos poderiam ser obtidos pelos estimadores
dos parametros genéticos dos dados experimentais, como, por exemplo, a
herdabilidade, o coeficiente de variacdo genotipico, o indice de variacdo das
caracteristicas avaliadas, além de pesos econdmicos atribuidos arbitrariamente.

Todos esses indices vém sendo usados com éxito na selecdo de
gendtipos superiores na cultura do milho-pipoca. Porém, o indice de Mulamba e

Mock (1978) tém-se mostrado o de melhor eficiéncia, conforme relatos de
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Vilarinho et al. (2002), Freitas Janior et al. (2009), Rangel et al. (2011), Rlbeiro et
al. (2012) e Freitas et al. (2014).

3.1.3 MATERIAL E METODOS

3.1.3.1 Locais de instalagéo dos experimentos

Os experimentos foram implementados em dois ambientes: Colégio
Estadual Agricola Antdnio Sarlo, no municipio de Campos dos Goytacazes, regiao
Norte do Estado do Rio de Janeiro, localizado a 21° 45’ de latitude sul e 41° 20’ de
longitude e a 11 m de altitude, com uma precipitacdo média anual de 1023 mm e
evapotranspiracao potencial de 1601 mm anuais, como temperatura media anual
de 23° C; e na Estacdo Experimental da PESAGRO-RIO, em Itaocara, Rio de
Janeiro, localizada na Regido Noroeste Fluminense, localizada a 21° 39’ de
latitude sul e 42° 04’ de longitude, com 60 m de altitude, temperatura média anual
de 22,5° C e precipitacdo meédia anual de 1041 mm. A distancia entre as

localidades é de 110 km.

3.1.3.2 Obtencéo das familias

A populacdo de estudo consistiu de 200 familias de irmaos-completos,
obtidas do ciclo C7 de UENF-14. Para a obtencédo dessas familias, semearam-se
100 linhas de sementes recombinadas do ciclo C-7 de selecdo recorrente de
UENF-14 no Colégio Estadual Agricola Anténio Sarlo, no municipio de Campos
dos Goytacazes, RJ, em abril de 2013. O tamanho das linhas foi de 5,00 m de
comprimento, com espacamento de 0,90 m entre linhas e 0,20 m entre plantas,
utilizando trés sementes por cova, a profundidade de 0,05 m. A adubacdo no
plantio foi de 350 kg ha™ de N-P-K, da formulacdo 04-14-08, e aos 30 dias apos a
emergéncia, realizou-se a adubacdo de cobertura com 60 kg ha™ de nitrogénio,
na forma de sulfato de aménio. Aos 21 dias ap0s a emergéncia, realizou-se o

desbaste, deixando uma planta de maior vigor por cova.
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O seguinte procedimento foi adotado na obtencdo de tais familias: as
fileiras e as plantas de cada fileira foram enumeradas para facilitar a identificacdo
dos cruzamentos que foram feitos aos pares. As espigas foram cobertas com
sacolas de plastico antes de liberar os estigmas, para evitar contaminacédo. Ao
mesmo tempo foram verificados 0s pares que estavam aptos para fazer os
cruzamentos. Os pendfes, entdo, foram cobertos, considerando-se quando
estavam com 1/3 ou menos das anteras abertas, identificando o nimero das
linhas e o numero de cada planta no saco de papel ‘Kraft’. Esse cuidado de cobrir
0s penddes se faz necessario, visto que o pdélen perde sua viabilidade apdés oito
horas (Goodman e Smith, 1987). No outro dia, foram feitos os cruzamentos, dos
guais, ao final, se obtiveram 200 familias com duas espigas representando cada
familia. Para cada familia, foram separadas dois lotes de sementes, um para ser
avaliado em ensaio de competicdo e outro de sementes remanescentes para a

recombinacdo das melhores familias.

3.1.3.3 Avaliacéao e selecao entre familias em ensaios de competicao

Os ensaios de competicdo foram conduzidos no ano agricola 2013/2014,
em dois ambientes: Colégio Estadual Agricola Anténio Sarlo, municipio de
Campos dos Goytacazes, RJ e na estacdo experimental da PESAGRO-RIo, na
Ilha Barra do Pomba, em Itaocara, RJ.

O delineamento experimental utilizado foi blocos casualizados com
arranjos em sets dentro de repetices nos dois ambientes. Foram utilizados oito
sets sendo que cada set conteve 25 familias de irmdos-completos e seis
testemunhas (C4, C5, C6, C7 de UENF-14, BRS Angela e IAC 125), com trés
repeticoes.

A parcela constituiu-se por uma linha de trés metros, com 0,90 m entre
linhas e 0,20 m entre covas, contendo 16 plantas por parcela, totalizando 744
parcelas por ambiente. A adubacdo de semeadura foi de 800 kg ha™ de
fertilizante mineral na formulacédo 04-14-08 (N-P,0s-K,0). Aos 30 e 45 dias, ap0s
a semeadura, realizaram-se adubaces de cobertura, utilizando-se 300 kg ha™ do
fertilizante mineral na formulacdo 20-00-20 (N-P,0s-K;O) e 200 kg ha™ de

nitrogénio, na forma de ureia. O manejo de plantas daninhas, pragas e doencgas
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foram realizados de acordo com as recomendacdes para a cultura (Sawazaki,
2001).

Avaliaram-se as seguintes caracteristicas nos dois ciclos de selecao: i)
altura média de planta (AP), em que foram utilizadas seis plantas por parcela,
medindo-as do nivel do solo a insercdo da folha bandeira, e expressa em m; ii)
prolificidade (PRF), que referiu-se ao nimero de espigas por planta; iii)) massa de
100 graos (M100G), quantificada em balanca analitica, utilizando-se 100 gréaos,
aleatoriamente, e expressa em g; iv) peso de espiga (PE), expresso pela média
do peso individual da espiga, em gramas e extrapolado para kg ha™; v)
produtividade de graos (PG), obtida por meio da producédo de graos da parcela,
em kg ha™; e, vi) capacidade de expansdo (CE), aferida por meio da massa de
30 g de gréos e levada ao micro-ondas em saco kraft, sem 0Oleo, por 2 minutos,
com o volume da pipoca quantificado em proveta de 2.000 mL, sendo o quociente

do volume pipocado dividido por 30, e expresso em mL g™*.

3.1.3.4 ANALISE ESTATISTICA

3.1.3.4.1 Analise de variancia

Antes de efetuar a analise de variancia dos dados, realizou-se a correcao
do efeito do set na classificacdo de todo o conjunto das familias, em funcéo da
média das testemunhas comuns a todos os sets. Computou-se a média das
testemunhas para cada set (MTS) e a média geral das testemunhas (MGT); e,
pela relacdo MGT/MTS, obteve-se o fator de correcao para cada set. Tal método
foi adotado por Ribeiro et al. (2009) na correcdo do efeito de set das analises
subsequentes.

A analise de variancia foi realizada por ambiente e, posteriormente
verificada a homogeneidade das variancias residuais (QMRS), por meio da
relacdo entre o maior e o menor QMR (Pimentel Gomes e Garcia, 2002). A seguir,
apos a correcao dos efeitos sets, realizaram-se as analises de variancia conjunta,
considerando o delineamento de blocos casualizados, com base no seguinte

modelo estatistico:
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Yijk = H+B/A]k +Fi+Aj+FAij+eijk

em que:

Yiik = efeito do i-ésima familia no j-ésimo ambiente e no k-ésimo bloco;

K = constante geral,

B/Aj« = efeito do k-ésimo bloco dentro do j-esimo ambiente;

Fi = efeito aleatdrio da i-ésima familia (i= 1, 2,...200) ~ NID (0, ¢?);

A, = efeito fixo do j-ésimo ambiente (j= 1, 2);

FA; = efeito da interag&o da i-ésima familia com j-ésimo ambientes; e

ejk = efeito do erro experimental associado a observagao Yk, considerando ej ~
NID (0, o2).

3.1.3.4.2 Estimativas dos componentes de variancia e dos parametros

Para a estimacdo dos parametros relacionados a analise conjunta, foram
utilizados os estimadores:
a) Coeficiente de variacdo genético:

o2 [oMF—quR
CV,4(%)=100 g =100 +—¥—

X

em que:

cé =Variancia genotipica entre familias;
X= média;

QMF = quadrado médio de familias;
QMR = quadrado médio do residuo;

a = numero de ambientes; e,

r = nimero de repeticoes.

b) Coeficiente de variacdo experimental:

CV,(%)=100 E =100(@)

X

em que:
o2 = variancia média residual; e,

QMR = quadrado médio residual.



c) Herdabilidade com base na média de familias

h?= =2
o? QMF
em que:
oz = variancia genotipica entre familias; e
of = variancia fenotipica entre familias
d) indice de variagéo
cv,
1,(%)=100 (CTQ)

em que:
CVg = Coeficiente de Variagcdo Genético; e

CVe = Coeficiente de Variagdo Experimental.

3.1.3.4.3 Estimativas das correlacfes entre pares de caracteristicas

ongMF—QMR
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As seguintes expressdes foram utilizadas para o calculo dos coeficientes

de correlacéo fenotipica (rg) e de genotipica (rg) entre os pares de caracteristicas

relacionados a analise conjunta:

_ COVF(X,Y)

f 2 2
OFx.OFy

__COVG(X.Y)

f 2 2
0cx. 9y

rF

rG

em que:

COVexy e COVgxy correspondem, respectivamente, as estimativas das

covariancias fenotipicas e genotipicas entre as caracteristicas x e y;

oy e oy, correspondem as estimativas das variancias fenotipica e genotipica da

caracteristica x; e

o, e o2, , correspondem as variancias fenotipica e genotipica da caracteristica y.
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3.1.3.4.4 Estimativas de ganhos genéticos e selecdo das familias superiores

A selecao das familias superiores foi realizada por meio da predicdo dos
ganhos por diferentes pesos econémicos pelo indice de Mulamba e Mock (1978).
Procurou-se obter familias com incrementos nas médias da produtividade e
capacidade de expansdo dos grdos. Quanto a caracteristica altura média de
plantas, buscou-se manter as médias estimadas mais baixas, devido a
desnecessidade de incremento na mesma, em razdo dos ventos fortes que
ocorrem nas regides de cultivo, o que podem ocasionar o tombamento das
plantas.

Assim, foram selecionadas 30 familias superiores de irmaos-completos,
utilizando o indice de selecdo Mulamba e Mock (1978), sendo adotados os
seguintes pesos econdmicos: desvio padrdo genético (DPg), coeficiente de
variacado genético (CVg), indice de variacdo (Iv) e a estimativa da herdabilidade
(h?) de cada variavel, bem como os pesos atribuidos por tentativas (PT): 0, 1, 1, 1,
5, 10 para AP, PRF, M100G, PE, PG, CE respectivamente. Todas as analises
estatisticas foram realizadas com o auxilio computacional do software GENES

(Cruz, 2013).
3.3.4.5 Evolucéo dos ciclos seletivos

As médias das testemunhas da populacdo UENF-14 e as médias preditas
para o oitavo ciclo, dos valores médios nos dois ambientes, foram estimadas por
meio da equacédo de regressao linear simples em que as variaveis produtividade e
capacidade de expansdo foram consideradas como dependentes, e 0s ciclos,

como variavel independente.

3.3.4.6 Recombinacéo das familias selecionadas

As sementes remanescentes das 30 familias de irmaos-completos
selecionadas foram utilizadas para a recombinacéo e formacgéo da populacao do
Ciclo C-8 de Selecao Recorrente. O plantio aconteceu em setembro de 2014, na
Escola Estadual Agricola Anténio Sarlo, em Campos dos Goytacazes - RJ. A

disposicdo das 60 linhas (duas espigas para cada familia selecionada) ocorreu
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em fileiras de 6,00 m de comprimento, espagadas 1,00 m uma da outra, com 15
plantas distanciadas em 0,40 m entre si. Todos os tratos culturais foram
realizados conforme a necessidade da cultura (Sawazaki, 2001).

O procedimento da recombinacdo foi o seguinte: as espigas foram
previamente cobertas, antes de liberarem os estigmas, utilizando sacolas de
plastico. Depois de observado que as espigas estavam aptas para 0 cruzamento,
foi feita a preparacéo dos penddes, que consistiu-se em cobrir 0s mesmos que se
encontravam em fase inicial de liberagdo de grdos de pdlen com sacola ‘kraft’,
considerando-se essa fase quando os penddes estavam com 1/3 ou menos das
anteras abertas. No dia seguinte, foram colhidos os graos de pdlen de todos os
penddes preparados anteriormente, que foram misturados, e formaram, assim,
uma unica amostra. Essa amostra foi utilizada para polinizar todas as espigas
receptivas, excetuando-se aquelas cujas plantas forneceram os graos de pélen.

Em cada fileira foram polinizadas no minimo oito espigas, de modo que,
no total, foram obtidas 180 espigas recombinadas, as quais foram debulhadas e
as sementes misturadas, formando a populacdo do Ciclo C-8 de selecéo
recorrente de UENF-14.

3.1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.4.1.1 Andlise de variancia e estimativas dos parametros

Houve efeito significativo (p<0,05) para a fonte de variagdo Familias, em
todos o0s caracteres avaliados (Tabela 2), denotando existir suficiente
variabilidade genética entre as familias para obtencdo de ganhos nos proximos
ciclos de selecéo.

Para a fonte de variacdo Ambiente, ndo houve efeito significativo (p>0,05)
apenas para capacidade de expansdo, que embora seja um carater poligénico
(Ashman, 1983; Zeigler, 2001) ndo teve forte influéncia ambiental na sua
expressdo. J4, para os demais caracteres, os ambientes foram suficientemente
distintos, corroborando com aqueles resultados obtidos por Ribeiro et al. (2012) e

Freitas et al. (2014), que ratificaram a representatividade dos municipios de
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Campos dos Goytacazes e Itaocara para a avaliacdo de familias em selecéo
recorrente.

A ndo ocorréncia de efeito significativo (p>0,05) para a interacao Familias
X Ambientes para a maioria dos caracteres avaliados (Tabela 2), com destaque
para a capacidade de expansdo, permite inferir que o0s ambientes nao
influenciaram de forma significava 0 desempenho das familias,
consequentemente, para fins de selecdo, pode-se considerar apenas um
ambiente. Esta informacéo torna-se pertinente, pois a selecéo praticada em um
Unico ambiente permite a reducdo de custos para a conducdo do processo de
selecédo recorrente. Os resultados obtidos no presente estudo, sdo consentaneos
com as pesquisas realizadas por Santos et al. (2008) e Freitas et al. (2014);
entretanto, Freitas Junior et al. (2009), Rangel et al. (2011) e Ribeiro et al. (2012)
relataram ocorréncia de interacao significativa para capacidade de expansao na

interacdo Familias x Ambientes.

Tabela 2. Analise de variancia e parametros de seis caracteres avaliados em dois
ambientes, na populacdo UENF-14 de milho-pipoca no oitavo ciclo de selecéo
recorrente, 2013/2014.

QMl/

FV GL AP PRF M100G PE PG CE

Bloco/Ambiente 4 0,8 0,41 23,07 55956287 4031093 607,84
Familia (F) 199 0,07 0,16 10,41 947532, 7 6182556 37,97
Ambiente (A) 1 72,77 40,6 5188" 1189805683~ 824625915 2562"

FxA 199 0,03™ 0,08"™ 5,90™ 630521,5° 4437855 20,61
Residuo 796 0,03 0,08 5,64 504655,6 328803,9 21,05
Média 1,65 1,27 11,64 3297,62 3095,95 33,20
Parametros %
CVg - 502 9,33 7,65 8,23 7,09 5,05
CVe - 960 21,87 2040 21,54 18,52 13,81
Iy - 0,52 042 0,37 0,38 0,38 0,35
h? - 62,16 52,18 45,78 46,74 46,81 44,54

Y AP = altura média de plantas (m); PRF = prolificidade; M100G = massa de 100 gr&os (g); PE =
peso dle espigas (kg ha™); PG = produtividade de graos (kg ha™); e CE = capacidade de expansao
(mLg™).

2/ cvg = coeficiente de variacdo genético; CVe = coeficiente de variacio experimental; Iv = indice
de variacdo; e h? = herdabilidade com base na média de familias.

""" = nao significativo, significativo em p<0,01 e p<0,05, respectivamente pelo teste F.
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O conhecimento das estimativas dos parametros permite ao melhorista
orientar a melhor estratégia de selecdo no melhoramento de plantas (Cruz et al.,
2012). Na Tabela 2, os valores de coeficiente de variagdo experimental (CVe)
variaram de 9,60 a 21,87 %, sendo que os caracteres AP, PG e CE expressaram
valores abaixo de 20 %, cujas magnitudes sdo consideradas como de boa
precisdo (Pimentel Gomes, 2000). No trabalho de Faria et al. (2008), em
avaliacdo da eficiéncia da selecdo recorrente reciproca em hibridos de milho-
pipoca, os autores estimaram CVes superiores aos do presente estudo, tanto para
PG (20,90 %), quanto para CE (16 %). Embora baixos, os valores de CVe foram
superiores aos do CVg, consequenciando em estimativas de Iv abaixo de 1,0. As
estimativas de herdabilidade foram de magnitude média para todos os caracteres,
variando de 44,54 % para capacidade de expansao a 62,16 % para altura de
plantas. Estimativas de herdabilidades (h?) com magnitudes préximas tém sido
relatadas por Faria et al. (2008), cujos valores foram de 50,37 % para
produtividade de graos e 60,48 % para capacidade de expansao. Considerando-
se as magnitudes medianas das herdabilidades, conclui-se que a selecéo
recorrente €, de fato, a alternativa mais adequada para se obter ganhos

superiores, em comparacao com métodos mais simples de selecéo.
3.1.4.1.2 Estimativas das correlacfes entre pares de caracteristicas

Houve significancia a 1% de probabilidade para as estimativas dos
coeficientes de correlacdo fenotipica em todas as variaveis analisadas com o
peso de espiga a produtividade de gréaos (Tabela 3).

Observa-se ainda que, de forma geral, as correlacdes genotipicas foram
superiores as fenotipicas, evidenciando que a associac¢ao linear entre esses pares
de caracteristicas é mais influenciada pelos componentes genéticos do que o0s

ambientais (Tabela 3).
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Tabela 3. Estimativas de correlagcfes fenotipicas (re) e genotipicas (rg) entre os
seis caracteres agrondémicos avaliados nas 200 familias de irmdos-completos no
oitavo ciclo de sele¢éo recorrente na populacdo UENF-14, safra 2013/3014.

PRF M100G PE PG CE
AP TF 006"  0,25% 0,36** 0,31** 0,14*
e 22 0,37 0,47" 0,40" 0,38"
e -0,14" 0,41** 0,41** -0,10"
PRL
G -0,33™ 0,43" 0,49™ -0,15™
e 0,25** 0,23** 0,12"
M100G
f'e 0,39" 0,38" 0,15"
e 0,93** 0,03"
PE |
G 0,95 0,03"
e 0,04"
PG
rG 0,03ns

AP = altura média de plantas; PRF = prolificidade; M100G = massa de 100 grdos; PE = peso de
espigas; PG = produtividade de grédos; e, CE = capacidade de expansao.
"™ = nAo significativo, significativo em p<0,01 e p<0,05, respectivamente pelo teste F.

Apesar da existéncia da correlacdo positiva entre PG e CE, ela néo foi
significativa e apresentou magnitude baixa (0,04) préxima de zero; e, nha maioria
dos casos a correlacdo entre essas duas caracteristicas, geralmente, € nula ou
negativa (Hallauer, 2001; Rangel et al., 2011; Cabral et al., 2016). Diferentemente
de CE, a PG revelou elevadas estimativas de correlacdo positivas para com a
maioria das variaveis, indicando que aumentos na altura de planta (AP),
prolificidade (PRF), massa de 100 grdos (M100G) e peso de espiga (PE) podem
proporcionar genotipos de milho-pipoca mais produtivos. Com a capacidade de
expansao apresentando baixa correlacdo com todos os caracteres analisados,
fundamenta a utilizacdo do indice de selecdo para que permitam obter ganhos
genéticos simultaneos mesmo com caracteristicas de efeitos adversos (Rangel et
al., 2011; Cruz et al., 2012) para as duas principais caracteristicas de interesse
para o produtor e consumidor, produtividade de grdos e capacidade de expanséo,
respectivamente. Dessa forma, € possivel separar genétipos superiores para um
conjunto de caracteres, independentemente da existéncia ou ndo de correlacdes

entre caracteristicas (Amaral Junior et al., 2010; Cruz et al., 2012).
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3.1.4.1.3 Ganhos genéticos

Entre os pesos econdmicos utilizados no indice de selecdo Mulamba e
Mock (1978) para a selecdo de 30 familias superiores (Tabela 4), observou-se
gue o emprego do desvio padrao genético (DPg) proporcionou 0s maiores ganhos
percentuais para peso de espiga (9,33 %), produtividade de grédos (7,76 %) e
altura média de plantas (2,03 %).

Tabela 4. Estimativas de ganhos percentuais obtidos por diferentes pesos
econbmicos pelo indice de selecdo de Mulamba e Mock, considerando o0s
caracteres aplicados na populagcdo UENF-14 de milho-pipoca no Ciclo C-8 de
selecdo recorrente, 2013/2014.

Caracteristicas” Mulamba e Mock ” (%)
isticas

DPg CVg v h? PT

AP 2,03 1,28 0,07 0,13 1,81
PRF 5,56 7,00 5,56 5,48 2,66
M100G 0,99 2,36 2,54 2,71 1,64
PE 9,33 8,01 4,84 4,78 5,34
PG 7,76 6,83 3,88 3,68 4,60
CE 0,44 1,30 1,46 1,93 3,61

Y AP = altura média de plantas (m); PRF = prolificidade; M100G = massa de 100 gréos (g); PE =
peso dle espigas (kg ha™); PG = produtividade de graos (kg ha™); e CE = capacidade de expansao
mL g™).

g’ DPg = desvio padréo genético; CVg = coeficiente de variacdo genético; Iv = indice de variacao;
h? = herdabilidade; e PT = pesos atribuidos por tentativas (0, 1, 1, 1, 5, 10 para AP, PRF, M100G,
PE, PG, CE, respectivamente).

Todavia, o estimador DPG néo deve ser selecionado devido ao ganho
elevado que proporcionou para altura média de plantas, uma vez que ndo sao
desejaveis elevacdes nesse caractere na populacdo, pois aumentos em AP
favorecerdo o tombamento, em decorréncia dos fortes ventos que ocorrem nas
regides Norte e Noroeste Fluminense; ademais, o DPg proporcionou 0 menor
ganho percentual para a capacidade de expansdo, com magnitude de 0,44 %.

O uso de CVg poderia ser um bom referencial para a sele¢do das familias
superiores por estar relacionado absolutamente com a variancia genética. Embora
tenha proporcionado ganhos elevados para peso de espiga - 8,01 % -,

prolificidade - 7,00 % -, e para produtividade de graos - 6,83 % -, o CVg nao foi
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vantajoso para proporcionar ganhos consideraveis na capacidade de expanséo,
expressando a segunda menor estimativa (1,30 %), e portanto, ndo deve ser
considerado como um parametro seletivo superior.

A estimativa dos pesos econdmicos Iv e h? resultaram em diminutos
ganhos para a caracteristica altura média de plantas de 0,07 % e 0,13 %,
respectivamente, o que € de interesse para o Programa de Melhoramento de
Milho-Pipoca da UENF, considerando-se o intento de favorecer a tolerancia ao
tombamento, em decorréncia de fortes ventos que ocorrem no Norte e Noroeste
Fluminense. Todavia, para os caracteres PE, PG e CE, os ganhos estimados
foram inferiores aos proporcionados pelos valores atribuidos por tentativas - PT -
guando também utilizados como pesos econdmicos.

Com isso, PT proporcionou 0os maiores ganhos para capacidade de
expansado (3,61 %), além de resultar em ganhos intermediarios, porém,
desejaveis, para os demais caracteres. Ao favorecer ganhos simultaneos em CE
e PG, os pesos arbitrarios sobrepujam a correlacdo negativa entre capacidade de
expansao e produtividade, as principais caracteristicas de importancia econémica
para a cultura. Considerando-se, pois, o rol de caracteristicas, 0os pesos arbitrarios
foram os mais proveitosos para a selecdo de 30 familias fidedignamente
superiores para recombinacao, favorecendo ganhos sustentaveis para o proximo
ciclo de selecdo recorrente. Esse resultado soma-se de forma consonante as
consequéncias das pesquisas desenvolvidas por Arnhold e Viana (2007), Rangel
et al. (2011), Ribeiro et al. (2012) e Freitas et al. (2014).

3.1.4.1.4 Evolucéo dos ciclos seletivos

Ao se compararem as médias das testemunhas da populacdo UENF-14 e
as médias preditas para o ciclo C-8 de selecédo recorrente intrapopulacional
(Figuras 1a e 1b), observa-se um incremento de 111,99 kg ha™ e 1,75 mL g™, por
ciclo, para produtividade de grdos e capacidade de expansao, respectivamente.
Dessa forma comparada, nota-se que a produtividade de gréaos, que foi de
2.999,24 kg ha para o ciclo C-4, podera ser incrementada para 3.399,88 kg ha*
ja no ciclo C-8; enquanto para a capacidade de expansdo, a média obtida de
27,98 mL g™ no quarto ciclo, tende a expressar a estimativa de 35,89 mL g, ap6s

a recombinagédo das familias no ciclo C-8 de selecéo recorrente.
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Figura 1. Médias obtidas nos ciclos C4, C5, C6, C7 e predita em C8 para as
caracteristicas: (a) produtividade de grdos (Kg ha™), e (b) capacidade de
expansdo (mL g™).

Isso demonstra a eficiéncia da selecdo recorrente intrapopulacional em
proporcionar aumentos gradativos na concentracdo de alelos favoraveis (Pereira
e Amaral Junior, 2001; Santos et al., 2007; Freitas Junior et al., 2009; Hallauer et
al., 2010; Rangel et al., 2011; Ramalho et al., 2012; Ribeiro et al., 2012; Freitas et
al., 2014).

3.1.5 CONCLUSOES

Pesos econbmicos arbitrados por tentativas proporcionam ganhos
genéticos mais substanciais para a produtividade de gréaos (4,60 %) e capacidade
de expansédo (3,61 %) para o oitavo ciclo de selecdo recorrente na populacéo
UENF-14.

Ganhos acumulados por ciclo para a produtividade de graos e capacidade
de expansdo séo possiveis com o emprego de selecdo multivariada em milho-

pipoca.
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3.2 ESTRUTURA POPULACIONAL E IMPACTO DA SELECAO RECORRENTE
EM MILHO-PIPOCA POR MARCADORES SSR-ESTs

3.2.1 INTRODUCAO

O investimento no melhoramento do milho-pipoca no Brasil vem
crescendo consideravelmente entre as instituicbes publicas, o que permite a
reducdo de importacdo de sementes e o aumento do desenvolvimento de novas
variedades adaptadas a diferentes regides no pais (Ribeiro et al., 2016). Apesar
desses avancos, o numero de cultivares é ainda bastante reduzido, o que remete
a importancia da utilizacdo da selecdo recorrente como metodologia empregada
nos programas de melhoramento do milho-pipoca (Pereira e Amaral Junior, 2001,
Hallauer et al., 2010). A selecédo recorrente € um processo ciclico que visa a
obtencao de variedades, no qual se aumenta a frequéncia de alelos favoraveis
nas populacdes originais, permitindo, assim, sucessivos ganhos genéticos (Fehr
1987; Hallauer e Carena, 2009).

Pacheco et al. (2005) e Amaral Junior et al. (2013) relataram a eficiéncia
da selecdo recorrente como metodologia empregada em programas de
melhoramento de milho-pipoca que visam a recomendacdo de -cultivares,
principalmente quando se trata de variedades de polinizacao aberta. A variedade
BRS Angela, desenvolvida pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
(Embrapa Milho e Sorgo), foi langada comercialmente em 2000 e € o resultado de

seis ciclos de selecao recorrente intrapopulacional, a partir do composto de milho-
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pipoca CMS 43. Porém, embora produtiva e com elevada qualidade da pipoca,
apresenta graos brancos, o que limita sua utilizacdo devido a preferéncia do
mercado por grédos amarelos (Pacheco et al., 2005). A variedade UENF-14,
desenvolvida pela Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF), foi obtida apés seis ciclos de selecéo recorrente intrapopulacional a partir
da populacdo de milho-pipoca UNB-2U, apresentando coloragdo dos graos
amarelo-laranjadas e vem sendo melhorada a cada ciclo de selegéao recorrente
para aumentar ainda mais a produtividade e a qualidade dos gréos, de modo a
atender os produtores e consumidores das regides Norte e Noroeste do Estado
do Rio de Janeiro (Amaral Junior et al., 2013).

Todavia, 0 éxito de qualquer programa de melhoramento genético vegetal
gue utiliza a metodologia de selecao recorrente depende, necessariamente, da
variabilidade genética da populacédo envolvida. A variabilidade genética é utilizada
para se referir a diversidade de alelos existentes nos varios locos génicos (Cruz et
al., 2011). Para compreender estas variacbes genéticas ao longo dos ciclos, a
verificacdo da estimativa da proporcdo de heterozigotos nas populacdes € um
fator importante para garantir o progresso das selecfes de caracteristicas de
interesse para a cultura a ser trabalhada, ja que as alteragbes nas frequéncias
alélicas devido a selecdo poderiam causar um viés nas estimativas, bem como,
reduzir o grau de polimorfismo e a heterozigosidade esperada (Stephan e
Langley, 1992). Portanto, o conhecimento da variabilidade e estrutura genética de
uma populacdo contribui para o sucesso, em longo prazo, de programas de
melhoramento (Sarcevic et al., 2007; Choudhary et al., 2012).

Para estudos das alteracGes na estrutura genética de populacdes quando
submetidas a varios ciclos seletivos, os marcadores moleculares tém
proporcionado resultados satisfatérios (Solomon et al., 2010; Cruz et al., 2011).
Dentre os varios tipos de marcadores moleculares, os microssatélites (SSR -
Simple Sequence Repeats) sdo os mais utilizados para determinar a estrutura
genética de plantas, devido a sua natureza altamente polimérfica, por serem co-
dominantes e de alta especificidade, sendo os iniciadores sintetizados a partir das
regides flanqueadoras por sequéncias conservadas numa espécie ao longo das
geragOes (Pinto et al., 2003; Dandolini et al., 2008; Pena et al., 2016).

Os marcadores microssatélites podem ser génicos (ESTs- Expressed

Sequence Tags) ou gendmicos. Os primeiros oferecem a vantagem sobre o
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segundo por estarem associados as sequéncias codificantes do genoma (Eujay!l
et al., 2002), fornecendo a possibilidade de serem desenvolvidos com base em
regides transcritas, 0 que aumenta a probabilidade de marcar caracteristicas de
interesse (Yu et al., 1999).

Apesar da relevancia do uso da selecao recorrente no langamento de
cultivares mais adaptadas, produtivas e com maior capacidade de expanséo, o
estudo do impacto da diversidade genética ao longo dos ciclos seletivos em nivel
de marcadores moleculares ndo tem sido amplamente explorado. Portanto, o
presente estudo teve como objetivo investigar o impacto de nove ciclos de
selecdo recorrente no estreitamento da diversidade genética da populacao sob
selecdo, utilizando marcadores microssatélites génicos (SSR-ESTS).

3.2.2 REVISAO

3.2.2.1 Diversidade e variabilidade genética

No melhoramento de plantas, a metodologia de selecdo recorrente
intrapopulacional tem sido utilizada para o lancamento de novas cultivares no
mercado (Fehr, 1987; Pereira e Amaral Junior, 2001; Pacheco et al.,, 2005;
Hallauer et al., 2010). Contudo, o éxito de qualquer programa de selecao
recorrente depende, necessariamente, da variabilidade genética da populacéo
envolvida. A variabilidade genética é de essencial importancia para o melhorista,
pois sem ela ndo seria possivel identificar genotipos superiores para a obtencéo
de progressos no melhoramento de plantas através da selecao artificial (Ramalho
et al., 2012).

Para o ganho genético no futuro com o uso da selecdo recorrente é
necessario compreender as variacdes genéticas, ja que as alteracbes nas
frequéncias alélicas devido a sele¢éo e a fixacdo aleatoria dos alelos, atuante em
populacdes finitas, poderia haver perda ou redugcao na variabilidade (Pereira e
Vencovsky, 1988; Solomon et al., 2010).

Existem diversas formas de se quantificar a variabilidade genética,

podendo ser realizada por meio de avaliagbes utilizando informacfes botanico-
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agronémicas, morfolégicas, bioquimicas, moleculares, dentre outras (Mohammadi
e Prasanna, 2003; Sudré et al., 2007; Goncalves et al., 2009). Entretanto, os
marcadores moleculares sdo mais vantajosos por revelarem diferencas genéticas
em nivel de DNA e em maior detalhamento e sem as interferéncias causadas pelo
efeito ambiental, proporcionando informacfes rapidas na discriminacdo da
diversidade presente (Goncgalves et al., 2008; Arif et al., 2010; Leal et al., 2010;
Oliveira et al., 2010).

Estudos vém demonstrado a utilidade dos marcadores moleculares para
compreender as alteracfes na estrutura das populacdes de milho comum sob
selecao recorrente (Labate et al., 1999; Koeyer et al., 2001). Labate et al. (1997,
1999) usaram marcadores RFLP e encontraram alteracfes na frequéncia alélica e
na diversidade genética em milho como resultado da selecdo recorrente. Em
milho-pipoca, Vilela et al. (2008) verificaram que ndo houve reducgédo da
variabilidade genética entre os trés primeiros ciclos (Co, C; e Cy) de selecao
recorrente intrapopulacional do programa de melhoramento da UENF, por meio
de marcadores RAPD. Por sua vez, Pinto et al. (2003) e Franzoni et al. (2012)
utilizando marcadores SSR para relatar efeitos da selecdo recorrente
interpopulacional de milho (tropical BR 105 e BR 106 com a sintéticos 1G-3 e I1G-
4) e intrapopulacional em milho-pipoca (CMS-43) respectivamente, encontraram
uma reducédo no numero de alelos e uma mudanca na frequéncia dos alelos ao
longo dos ciclos, ocasionando um estreitamento genético das populacdes, porém
com a diversidade genética total encontrada permitiu realizar ciclos posteriores

com possiveis ganhos genéticos para as principais caracteristicas.

3.2.2.2 Marcadores moleculares

Os marcadores de DNA foram inicialmente utilizados no melhoramento de
plantas no inicio da década de 80 (Soller e Beckmann, 1983). Agarwall et al.
(2008) tém definido um marcador molecular como sendo um segmento particular
de DNA que pode ser usado para comparar e representar diferencas em nivel
genbmico. Esses marcadores podem ou nao ser correlacionados com a
expressado fenotipica de uma caracteristica e ainda apresentam vantagens sobre
0os marcadores morfolégicos porque fornecem um ndmero ilimitado de

polimorfismos distribuidos aleatoriamente ao longo de todo o genoma, ndo sendo
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afetados pelos efeitos ambientais e de identificagdo precisa e precoce (Alzate-
Marin et al., 2005).

Os marcadores moleculares podem ser baseados em hibridag&o, por
amplificacdo de segmentos de DNA e por sequenciamento. Os principais podem
ser exemplificados pelos RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
(Botstein et al., 1980), os minissatélites (VNTR- Variable Number of Tandem
Repeats) (Jeffreys et al., 1985), os DarT (diversity array technology) (Kilian et al.,
2005); RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (Williams et al., 1990), os
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) (Vos et al., 1995), os SCAR
(Sequence charecterized amplified regions) (Paran e Michelmore, 1993), os ISSR
(intersimple sequence repeats) (Zietkiewicz et al., 1994), os SSR (Simple
Sequence Repeats) (Tautz, 1989) e os SNPs (Single Nucleotide Polymorphism)
(Chen e Sullivan, 2003).

Os marcadores moleculares tém sido utilizados com sucesso em estudos
filogenéticos, de sequenciamentos, de mapeamentos e de estimativas de
diversidade genética (Agarwall et al., 2008; Oliveira et al., 2010; Galvao et al.,
2015; Franzoni et al., 2012; Pena et al., 2015). Esses tipos variados de
marcadores moleculares se diferem quanto ao seu potencial para detectar
diferencas entre individuos, o0 seu custo e as instalagcdes necessarias (Schlotterer,
2004; Schulman, 2007; Bernardo, 2008).

3.2.2.3 Marcadores SSR

Os SSR (Simple Sequence Repeat), também conhecidos por
microssatélites, constituem uma classe de marcadores moleculares baseada em
PCR, e foi desenvolvida por Litt e Luty (1989) e, simultaneamente, por Weber e
May (1989). Trata-se de regides de DNA compostas por 1 a 6 nucleotideos
repetidos em tandem (sequéncia) no genoma. Nessas regides ocorrem elevadas
taxas de mutacdes que afetam o namero de repeticdes o que € importante para
detectar a variabilidade nos individuos em nivel de DNA (Oliveira et al., 2006).

Esse marcador baseia-se no uso de pares de iniciadores (que s&o
sequéncias de DNA que flanqueiam os SSRs) na reagdo de PCR (Polymerase
Chain Reaction) (Saiki et al., 1985; Mullis e Faloona, 1987) para detectar

variacdes em locos de sequéncias repetitivas. A detec¢do do polimosfirmo em um
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par de iniciadores de varios individuos é observada na diferenga de comprimento
do segmento DNA produzido pela reacdo de amplificacdo (Weber e May, 1989;
Litt e Luty, 1989; Cruz et al., 2011) sendo que o produto da amplificacéo pode ser
separado por meio de gel em eletroforese ou capilar (Kun-Sheng e Tanksley,
1993; Becker e Heun, 1995).

Marcadores SSRs possuem grande poder de resolucdo, alto nivel de
polimorfismo, alta reprodutibilidade (repetibilidade de resultados), custo
relativamente baixo, sdo multialélicos, co-dominantes e sao sitio-especificos
(amplificam regifes especificas do DNA) (Borém e Caixeta, 2009). Tém
aplicabilidade para separar populacdes segregantes, envolvidas em esquema de
retrocruzamento por meio de selecdo assistida por marcadores (Ribaut et al.,
1997); identificacdo de individuos e para teste de paternidade (Ferreira e
Gratapaglia, 1996); bem como em mapeamento genético (Yu et al., 1994).

Os marcadores SSR podem ser génicos (EST’s) ou gendmicos. Os
primeiros oferecem a vantagem sobre os segundos por terem influéncia na
regulacdo génica e associacao fisica a regides transcritas no genoma (Dutta et
al., 2011), que podem estar diretamente envolvidas na variacéo fenotipica de uma
dada caracteristica (Varshney et al., 2005). Ainda, os marcadores SSR-EST’s néo
se agrupam proximo ao centrdbmero, 0 que acontece nos marcadores
microssatélites genémicos, e sim, concentram-se em regifes ricas em genes
(Varshney et al., 2005). Porém, uma restricao enfrentada pelos SSR-EST'’s refere-
se ao seu potencial polimérfico. Dados da literatura tém mostrado que esses
marcadores tendem a apresentar um menor grau de polimorfismo, quando
comparados a sua contraparte gendmica, devido a maior conservacao de
sequéncias de DNA localizadas em regifes transcritas (Chabane et al., 2005).
Entretanto, alguns estudos tém divulgado um significativo grau de polimorfismo
obtido a partir de analises com esses marcadores (Chagné et al., 2004; Fraser et
al., 2004).

Os marcadores microssatélites EST’s (Expressed Sequence Tags) vém
sendo utilizados em inUmeros projetos de sequenciamento, em que apenas 0S
genes expressos pelo organismo sdo sequenciados (Pashley et al., 2006), em
avaliacdo de diversidade genética, estudos evolutivos, mapeamento e analise de
caracteristicas quantitativas (Ramu et al., 2013; Sun et al., 2015). Outra vantagem

dos marcadores SSR-EST’s é a possibilidade de transferibilidade de uma dada
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espécie para outra, ou de espécies filogeneticamente relacionadas, jA que pode
ser definida como a propriedade de determinados pares de iniciadores
desenvolvidos em flanquearem regi6es microssatélites (Kuleung et al., 2004),
sendo o intercambio dessas informagbes decorrentes da conservagdao do
conteudo e da ordem dos genes entre as espécies (Zhu et al., 2005).

Cabe ressaltar, que no presente estudo, o uso dos marcadores SSR-
EST's foi eficiente para o objetivo proposto, apesar de a literatura mencionar ser
uma técnica relativamente simples e de custo relativamente baixo, percebeu-se
gue devido a grande quantidade das amostras utilizadas, o numero
termocicladores e de cubas utilizadas para analisar o gel de eletroforese, houve

uma dificuldade durante o processo o que acarretou um custo consideravel.

3.2.3 MATERIAL E METODOS

3.2.3.1 Populacédo de estudo e ganhos genéticos sob o uso da selecéo

recorrente em ciclos sucessivos

A populacéo de estudo, UENF-14 € uma variedade de polinizacédo aberta
de milho-pipoca. Inicialmente, constituiu-se de um composto indigena doado a
Universidade de Brasilia (UNB) pela ESALQ/USP, que recebeu o nome de UNB-
1. Posteriormente, a UNB-1 foi trazida para a Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) pelo Professor Joachim Friedrich Wilhelm Von
Bilow no ano de 1993, a qual foi cruzada com a variedade de milho-pipoca SAM
(South American Mushroom). Esta primeira geracao filial foi entdo cruzada com
uma variedade de milho-pipoca resistente a Exserohilum turcicum
(helmintosporiose). Ap6s dois ciclos de selecdo massal, foram feitos trés
retrocruzamentos com a variedade SAM, originando, assim, a UNB-2. Esta, apds
dois ciclos de selecdo massal, tornou-se a populacdo UNB-2U (Pereira and
Amaral Juanior 2001), que vem sendo melhorada via selecdo recorrente
intrapopulacional para as regides Norte e Noroeste do Estado do Rio de Janeiro.

Com o intuito de promover estratégias de obtencédo de ganhos genéticos

na populacdo UNB-2U de milho-pipoca para as principais caracteristicas -
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produtividade de gréos e capacidade de expanséo - foi utilizado o Delineamento |
de Comstock and Robinson (1948), que é apropriado para o estudo da estrutura
genética de uma populagdo. Em 1997, foram obtidas progénies de irmaos-
completos e meios-irmaos de UNB-2U, no qual uma planta como macho foi
cruzada com quatro plantas fémeas, resultando em um conjunto de 20 progénies
de irmdos-completos, desenvolvidas a partir de cinco machos. No ano agricola
1997/1998, 92 progénies de irmaos-completos foram avaliadas nas Regides Norte
e Noroeste do Estado do Rio de Janeiro, tendo sido estimados os ganhos
genéticos de acordo com diferentes métodos de selecdo recorrente
intrapopulacional, utilizando o modelo preditivo segundo Eberhart (1970). Com
base nos resultados, os maiores ganhos genéticos com a populacdo UNB-2U,
para produtividade de gréos e capacidade de expansao, respectivamente, foram:
estratégia de familias de irmaos-completos (9,42 % e 27,09 %); familias
endogamicas S; (7,93 % e 19,54 %); meios-irméaos (6,26 % e 18,45 %); selecéo
massal estratificada (2,33 % e 12,13 %); e selecdo massal (2,23 % e 11,77 %)
(Pereira e Amaral Janior 2001).

Entdo, no primeiro ciclo (C1l) da UNB-2U foram obtidas 75 familias de
irmaos-completos e suas respectivas plantas foram autofecundadas. A avaliacéo
das familias irmaos-completos foi realizada em dois ambientes, no Estado do Rio
de Janeiro, no ano agricola 1998/1999. Para estimar os ganhos genéticos
selecionaram-se as 30 familias superiores, resultando em ganhos de 10,39 %
para capacidade de expansao e 4,69 % para produtividade de gréos (Daros et al.
2002). A recombinacdo destas 30 familias superiores de irmaos-completos
consistiu no plantio das 60 progénies S; correspondentes aos progenitores
autofecundados.

Daros et al. (2004) implementaram o segundo ciclo (C2) de selecao
recorrente na populacdo UNB-2U, fazendo uso de 222 familias endogamicas (S;)
avaliadas nos mesmos dois ambientes na safra de 2001/2002. Selecionaram-se
40 familias superiores, utilizadas para estimar os ganhos preditos, que
alcancaram 26,95 % para produtividade de gréos e 17,8 % para capacidade de
expansdo. Para recombinacao foram utilizadas sementes remanescentes das 40
familias endogamicas S; selecionadas.

No terceiro ciclo (C3) da UNB-2U, Santos et al. (2007) obtiveram 192

familias de meios-irmaos, com suas respectivas plantas autofecundadas. Para a
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avaliacdo nos dois ambientes em 2004/2005, foram utilizadas 192 familias de
meios-irmaos, das quais foram selecionadas as 30 superiores, obtendo ganhos
genéticos de 7,16 % para capacidade de expansao e 10,00 % para produtividade
de graos. A recombinacéo das progénies superiores foi realizada por meio das
respectivas sementes autofecundadas.

Por conseguinte, do quarto ciclo (C4) até o oitavo ciclo (C8) foram
utilizadas 200 familias de irm&dos-completos para a avaliagdo nos dois ambientes
e a selecao foi realizada com base nas 30 melhores familias para a estimacgéo
dos ganhos genéticos para produtividade de grédos e capacidade de expanséo,
sendo, respectivamente: 8,50 % e 10,55 % no C4 (Freitas Junior et al. 2009); 8,53
e 6,01 % no C5 (Rangel et al. 2011); 15,30 e 10,97 % no C6 (Ribeiro et al. 2012);
7,78 € 5,11 % no C7 (Freitas et al. 2014) e 4,60 % e 3,61 % no C8 (Guimaraes et
al. 2016), sendo que as sementes remanescentes de cada ciclo foram utilizadas

no processo de recombinacao do ciclo respectivo.

3.2.3.2 Extracdo de DNA

Para a avaliacdo da diversidade e da estrutura genética da populacao
UENF-14, em nivel de marcadores moleculares SSR-ESTs entre nove ciclos de
selecdo recorrente, foram utilizadas 25 sementes de cada ciclo (CO, C1, C2, C3,
C4, C5, C6, C7 e C8), totalizando 225 amostras, as quais foram germinadas em
bandejas de isopor contendo substrato Brasplant® e mantidas em casa de
vegetacao.

A extracdo de DNA foi realizada a partir de folhas jovens das 225
amostras, utilizando o método CTAB padrdo com modificacdes (Doyle e Doyle,
1990). Em seguida, o DNA foi quantificado por analise em gel de agarose a 1 %
com tampdo TAE 1X (Tris, Acetato de Sodio, EDTA, pH 8,0), utilizando o
marcador Lambda (A) de 100 pb (100 ng.uL™) (Invitrogen, USA) por meio de
comparacdo das bandas. Para esse procedimento, as amostras foram coradas
utilizando a mistura de Gel Red™ e Blue Juice (1:1) e a imagem capturada pelo
sistema de fotodocumentagcdo MiniBis Pro (Bio-lmaging Systems).
Posteriormente, as amostras de DNA foram diluidas para a concentracdo de

trabalho de 5 ng.uL™ para serem usadas nas reacdes de amplificacdo (PCR).
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3.2.3.3 Marcadores microssatélites e reacdo em cadeia da polimerase

Os marcadores microssatélites (SSR-ESTs) foram identificados com base
nas sequéncias desenvolvidas para o milho (Zea mays) localizadas no banco
de dados do MaizeGDB (http://www.maizegdb.org.php). Foram selecionados 50
iniciadores SSR-ESTs com a intencédo de cobrir os dez grupos de ligagdo do
milho-pipoca. Subsequentemente, os iniciadores foram testados para verificar
guais apresentariam bandas polimérficas, através de um bulk de DNA composto
de cinco amostras de cada ciclo totalizando 45 amostras. O bulk foi utilizado para
testar as condi¢cdes da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), com os gradientes
de temperatura de 59, 61 e 63 °C, a fim de definir as temperaturas Otimas de
anelamento, fornecidas pelo fabricante, para cada um dos iniciadores
sintetizados. Posteriormente, foi feito um screening com a finalidade de selecionar
os iniciadores com base no grau de polimorfismo e na qualidade das
amplificacdes.

As reacbOes de PCR foram realizadas em termocicladores da Applied
Biosystems/Veriti 96 well, em um programa de 35 ciclos, obedecendo as
seguintes temperaturas e tempo: 94 °C durante 5 minutos (desnaturacao inicial);
94 °C por 1minuto (desnaturacdo ciclica); temperatura especifica de cada
iniciador, em °C, por 1 minuto (anelamento); 72 °C por 2 minutos (extenséo
ciclica); 72 °C por 10 minutos (extenséo final); e 4 °C forever. O volume final foi de
11 pL de cada amostra, sendo: 2 pL de DNA (5 ng/uL), 1,30 pL de Tampao 10X
(NH4SO.), 1 pL de MyCl; (25 mM), 1,5 pL de dNTPs (2 mM), 1 pL de iniciador
(R+F) (5 uM) e 0,12 pL de Tag-DNA polimerase (5 U/uL) (Invitrogen, Carlsbad,
California, EUA).

Os produtos da amplificacdo foram separados em gel de agarose
MetaPhor 4 %, imerso em tampao TAE [Tris-Acetato 90 mM (pH8,0) + EDTA 10
mM)], corado com Gel Red™ e Blue Juice (1:1), visualizado pelo sistema de
fotodocumentacdo MiniBis Pro (Bio-Imaging Systems) e comparado com o
marcador High DNA Mass Ladder de 100 pb (0.5 ng.uL™) (Invitrogen, USA)

durante as corridas para determinar os fragmentos amplificados.
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3.2.3.4 PROCEDIMENTOS ESTATISTICOS DAS INFORMACOES ORIUNDAS
DOS MARCADORES MOLECULARES

3.2.3.4.1 Estimacao da diversidade genética dos marcadores SSR-ESTs

A partir das variaveis moleculares estimou-se a diversidade genética entre
os ciclos de selecao recorrente da populacdo UENF-14 de milho-pipoca com o
auxilio do programa Genalex 6.3 (Peakall e Smouse, 2009). Para isso, foram
estimados: o numero de alelos por loco (NA), o coeficiente de endogamia (FIS), o
déficit de heterozigotos (FIT), a proporcao da diversidade génica entre os ciclos
(FST), as heterozigosidades observadas (Ho) e esperadas (He), o teste do
Equilibrio de Hardy-Weinberg, o indice de Shannon (IS), o indice de Fixacéo (F) e
as frequéncias dos alelos. A variancia genética entre ciclos em relagdo ao loco
(Vg) e o coeficiente de determinacdo genotipico (H?), que quantifica a proporcao
da variacao total entre os ciclos atribuida ao componente genético, foram obtidas

com o auxilio do programa Genes (Cruz, 2013).

3.2.3.4.2 Andlise da estrutura e agrupamento entre os ciclos de selecédo

recorrente

Com base nas informacdes obtidas dos iniciadores polimorficos, foi
realizada a analise da variancia molecular (AMOVA), para avaliar as diferencas
entre e dentro dos ciclos, sendo a diferenciacao "entre" determinada pelo valor de
phiPT (anadlogo ao FST) com o auxilio do programa Genalex 6.3 (Peakall e
Smouse, 2009) e representada com a figura do tipo heatmap, por meio do uso do
software R (R Development Core-Team, 2011). A partir da matriz das informacdes
moleculares dos marcadores SSR-ESTSs, foram estimadas as distancias genéticas
entre pares de ciclos, constituindo-se a matriz de dissimilaridade pelo indice de
Nei (Nei, 1972). A partir de entdo, foi construido um dendrograma, utilizando-se o
procedimento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Average) e, para a
disperséo gréfica, utilizou-se da Analise de Coordenadas Principais (PCA), com o
auxilio do programa R (R Development Core-Team, 2011). O ajuste entre a matriz
de distancia e a matriz de agrupamento foi estimado pelo coeficiente de

correlacdo cofenética (CCC) (Sokal e Rolf, 1962). As 25 amostras de cada ciclo
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da populacdo UENF-14 de milho-pipoca foram avaliadas quanto a estruturacédo
genética, através do método baseado em algoritmos de agrupamentos
bayesianos, com o uso do software STRUCTURE verséo 2.3.4 (Pritchard et al.,
2000). Para tanto, empregou-se o modelo “no admixture model” e frequéncias
alélicas correlacionadas, usando-se um “Burnin Period” de 10.000, seguido de
uma extensao (Markov Chain Monte Carlo) de 50.000 repeticdes, e 0 numero de
subpopulacdes (k) variando de 1 a 10.

3.2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.4.1 Polimorfismo dos Marcadores SSR-ESTs

Na analise de diversidade genética entre os ciclos de selecdo recorrente
da populacdo UENF-14 em nivel de marcadores SSR-ESTs, de 50 iniciadores
testados, 34 produziram fragmentos de DNA amplificados, dos quais somente 16
foram polimorficos. Os 16 primers SSR-ESTs cobriram 9 dos 10 grupos de ligagéo
do milho-pipoca, com a posi¢cdo no mapa genético (MaizeGDB) e temperaturas de
anelamento obtidas pela reacdo de PCR proposta para a populacdo UENF-14
(Tabela 5).

Tabela 5. Sequéncia de 16 pares de iniciadores microssatélites, sequéncia
(Motif), localizacdo do cromossomo (Cr), temperatura de anelamento (T °C),
posicdo no mapa genético em centimorgan (cM) e Funcao.

Locos Sequéncia (5’1 3) Motif Cr T°C cM Funcao*
TGTTGAAATAATGGAACACCTCCC NZo
umc1948 ; 1 63,0 826 :
ATCTATCTGGTTTCACGATCTCGC caracterizada
AGGAAGACACGAGAGACACCGTAG Glutathione S-
1071
ume GTGGTTGTCGAGTTCGTCGTATT = ACCAS 1 610 787 i hsferase12
ATCCTCTCATCTTTAGGTCCACCG NZo
umc1448 (GCT)5 2 59,0 232,5 :
CATATACAGTCTCTTCTGGCTGCTCA caracterizada
o174 CIACGTACGCAGCCACTTGICAG cemt 3 L0 5660 NZo
ume ACATAAATAAAACGTGTGCCGCAG ~ (CCA) ' "2 caracterizada
AAAACACAACGCTGGACATCAAC brassinosteroid
umc1389 (TGAC)4 5 59,0 252,2 biosynthesis-

GGTCGTTTTGCTTAGCCCATTTTA like protein



http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=301885
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=301886
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=193982
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=193983
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=485116
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=485117
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=256277
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=256278
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Tabela 5 cont.

Locos Sequéncia (5’11 3) Motif Cr T°C cM Funcao*
TCTTTTATTGTGCCCGTTGAGATT 5
umc1155 (AG)20 5 61,0 370,9 Nao
CCTGAGGGTGATTTGTCTGTCTCT caracterizada
TTAATAAAGGAGAGGGTGGGAACC 5
umc1680 (TC)7 5 59,0 434,1 Nao
GGGGCTTATATGTCCCTTGAACTC caracterizada
1op, AAACAGGCACAAAGCATGGATAG crr 5 50.0 3205 N30
ume GCAACAGCAACTGGCAACAG €N ' ®  caracterizada
umc1azg CTACAAATGATAAGCAAGGGGCAG (oo o (o oo N3o
CTCTGTTTTGGAAGAAGCTTTTGG ( ) ’ ' caracterizada
CAAGAAGAGGAGAGGCCGGA Chloroplast
yl (CCA3 6 61,0 994 phytoene
TTGAGCAGGGTGGAGCACTG synthase
lags CCTTCTTCTTATTGTCACCGAACG cTou 7 500 212 N30
ume GCCGATGAGATCTTTAACAACCTG ~ (CTC) ' caracterizada
\motapy AGGGITITGCTCTIGGAATCICTC ' o oo ec ) NEo
GAGGAAGGAGGAGGTCGTATCGT ( ) ' ’ caracterizada
GTGAGATATATCCCCGCCTTCC 5
umcl1415 (GAC)10 8 61,0 119,5 Nao
AGACTTCCTGAAGCTCGGTCCTA caracterizada
CAAGGGCTCTTGCTCTTGAACTAA 5
umcl714 (AGG)8 9 63,0 514,1 Nao
CGACGACCTTAATTGTGTTCCTTT caracterizada
119q CGIGCTACTACTGCTACAMAGCGA o .0 o oo NZo
ume AGTCGTTCGTGTCTTCCGAAACT ' ' caracterizada
AAAAGAAACATGTTCAGTCGAGCG N0
umc1506 (AACA)4 10 61,0 287,5 :
ATAAAGGTTGGCAAAACGTAGCCT caracterizada
*Zea mays

Desses 16 iniciadores, seis estdo associados aos locos para
caracteristicas quantitativas (QTL) importantes para a pipoca: Umcl948,
Umc1155, Umc1196, Umc1389, Umcl327 e Umcl714 (Babu et al., 2006; Li et al.,
2007; Dong et al., 2015). As descricoes desses QTL’s referentes a esses
iniciadores estdo resumidos na Tabela 6. Esta informacdo é relevante, pois ao
longo dos ciclos de selecédo recorrente de milho-pipoca houve priorizacdo de

selecdo de uma das caracteristicas de maior interesse - capacidade de expansao.


http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=235190
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=235191
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=291373
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=291374
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=248607
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=248608
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=256352
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=256353
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=292489
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=292490
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=235313
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=235314
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Iniciadores que estdo associados com os locos de caracteres
guantitativos (QTL) detectados para a pipoca encontrados na literatura.

Iniciadores  °R*(%) °A Funcéo Referéncia
umc1948 13,0 221 Capacidade de expanséo Li et al. (2007)
umcl155 10,0 22,6 Capacidade de expanséao Babu et al. (2006)
umc1196 7,2 0,03 Teor de dleo Dong et al. (2015)

4,6 0,16 Teor de proteina
umc1389 Dong et al. (2015)
13,4 -0,62 Teor de amido

umcl327 6,5 -0,01 Teor de Lisina Dong et al. (2015)

umcl714 0,1 1,30 Teor de proteina Dong et al. (2015)

®R? percentagem de variancia fenotipica explicada por cada QTL

® A média do efeito aditivo estimado de QTL

Apenas dois iniciadores apresentaram trés alelos (Umc1393 e Umc1448),

enquanto os demais apresentaram dois alelos (Tabela 7). Foram identificados um

total de 34 alelos, com média de 2,13 alelos por loco.

Tabela 7. Numero de alelos (NA), coeficiente de endogamia (FIS), déficit de
heterozigotos (FIT), proporcdo da diversidade génica entre os ciclos testados
(FST), variancia genética entre ciclos (Vg) e o coeficiente de determinacao
genotipico (H?) de 16 iniciadores avaliados em nove ciclos de selecdo (CO — C8)
recorrente na populacdo UENF-14 de milho-pipoca.

Locos NA FIS FIT FST Vg H*
umcl948 2 0,19 0,23 0,05 1,20 45,97
umcl071 2 0,23 0,30 0,09 2,94 67,42
umcl448 3 -0,25 -0,22 0,02 5,96 68,50
umc2174 2 0,40 0,43 0,06 0,61 28,42
umc1389 2 -0,33 -0,31 0,02 1,13 36,27
umcl155 2 -0,23 -0,21 0,02 3,77 69,22
umcl680 2 -0,05 0,04 0,09 0,00 0,00
umcl221 2 0,02 0,11 0,09 1,98 56,93
umcl336 2 -0,02 0,03 0,04 1,62 42,29

yl 2 -0,28 -0,25 0,02 0,00 0,00
umcl393 3 -0,18 0,07 0,21 12,32 81,79
umcl327 2 0,14 0,19 0,06 0,35 23,75
umcl415 2 0,25 0,34 0,12 7,20 84,28
umcl714 2 -0,11 -0,06 0,04 1,17 57,13
umcl196 2 0,18 0,22 0,05 0,77 51,55
umc1506 2 0,17 0,27 0,12 0,41 34,06

Média 2,13 0,01 0,10 0,07 2,59 46,72
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De acordo com relatos investigados na literatura, 0 numero médio de
alelos observados por loco no presente trabalho (2,13) (Tabela 7) foi menor que
outros para a cultura do milho comum e de milho-pipoca (Dandolini et al., 2008,
Trindade et al.,, 2010; Eloi et al., 2012; Franzoni et al., 2012). Franzoni et al.
(2012), analisando oito ciclos de selecdo recorrente intrapopulacional na
populacdo CMS-43 de milho-pipoca, encontraram 72 alelos, utilizando 20 locos de
SSRs, com média de 3,6 alelos por loco. Eloi et al. (2012), em estudos de
divergéncia genética em oito diferentes variedades de milho-pipoca, utilizando 15
marcadores SSRs, encontraram 57 alelos, com média de 3,7 alelos por loco.
Dandolini et al. (2008) e Trindade et al. (2010) encontraram 3,35 e 3,0 alelos por
loco, respectivamente, utilizando 14 e 15 iniciadores em 10 e 8 linhagens de
milho-pipoca. Isso pode ser devido ao tipo de iniciador de SSR-ESTSs utilizado, ja
gue representam regides expressas de milho comum e ndo especificamente de
milho-pipoca, além do que o processo de repeticdo de ciclos seletivos na cultura
do milho-pipoca prioriza, sobretudo, a selecdo de apenas duas caracteristicas
principais, produtividade de grdos e capacidade de expansao (Liu et al., 2003;
Franzoni et al., 2012).

Os locos, em média, apontam para o coeficiente de endogamia (FIS) e
déficit de heterozigotos (FIT) com valores positivos e baixos - 0,01 e 0,10 -,
sugerindo baixa endogamia e predominancia de heterozigotos (Tabela 7),
principalmente nos ciclos iniciais de selecédo recorrente. Um nivel moderado de
diferenciacao entre os ciclos de selecao recorrente foi detectado nas amostras da
populacdo UENF-14 (FST = 0,07) com FST variando de 0,02 a 0,21. O valor
médio de FST indicou que 7 % da variancia total das frequéncias alélicas nos
locos SSR-ESTs deveu-se a diferencas genéticas entre os ciclos de selecéo
recorrente. Os iniciadores considerados de alto nivel de informacdo na
diferenciacdo dos ciclos de selecao recorrente foram Umc1393 e Umcl415,
devido aos maiores valores de variancia genética, coeficiente de determinacao
genotipico e diferenciacdo génica entre os ciclos (Umc1393: FST = 0,21, Vg =
12,32, H? = 81,79; e Umc1415: FST = 0,12, Vg = 7,20, H? = 84,28), enquanto 0s
iniciadores y1 e Umc1680 foram os menos informativos, com estimativas nulas de
variancia genética e o coeficiente de determinacéo genotipico.

A andlise da diversidade por meio da estatistica F, de Wright, é atil para

determinar o quanto cada loco influencia nos ciclos da populagéo estudada (Cruz
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et al.,, 2011). Os valores mais altos de déficit de heterozigotos e de endogamia
foram verificados nos locos Umc2174 (FIT = 0,43 e FIS = 0,40) e Umc1415 (FIT =
0,34 e FIS = 0,25), que embora ainda apresentem valores abaixo de 0,50,
apontam para uma possivel tendéncia de fixacdo de determinados alelos nos
referidos locos, 0 que pode estar sendo alvo da selecéo direcionada, juntamente
com os locos para as caracteristicas de interesse. Porém, esta hipétese de que os
locos podem estar ligados com locos de caracteristicas quantitativas, requer uma
investigagdo mais detalhada em trabalhos futuros. A moderada diferenciagao
entre os ciclos (FST = 0,07) sugere a formacao de grupos divergentes, ja que de
acordo com Wright (1978), valores de FST entre 0,05-0,015 sdo de moderada
divergéncia entre os ciclos. Os locos y1 e Umc1680 n&o foram suficientemente
informativos, por apresentarem variancia genética e propor¢cdo da variancia
genética nulas, inferindo que possuem frequéncias préoximas de alelos idénticas,

portanto, ndo pressupondo existéncia de diferencas genéticas (Wrigt, 1978).

3.2.4.2 Reducéao da heterozigosidade e aumento da endogamia na populacéo

UENF-14 ao longo dos ciclos de selecao recorrente

Valores de diversidade genética com base na heterozigosidade
observada (Ho) referem-se a proporcdo de frequéncia de heterozigotos nas
amostras da populacdo de cada ciclo, enquanto a heterozigosidade esperada
(He) corresponde proporcdo da frequéncia de heterozigotos numa populacéo
supostamente em equilibrio de Hardy-Weinberg (Cruz et al., 2011). A diversidade
genética entre os ciclos de selecdo recorrente da populacdo UENF-14 de milho-
pipoca com o uso dos 16 iniciadores SSR-ESTs, em média, indicou uma perda de
61,90 % de heterozigosidade observada (Ho), do ciclo inicial (CO) ao ciclo final
(C8), o que pode ser considerada relativamente grande em comparacdo a

heterozigosidade esperada (He), que reduziu em 18,37 % (Tabela 8).
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Tabela 8. Parametros de diversidade genética avaliados para nove ciclos de
selecdo recorrente (C0-C8) na populacdo UENF-14 de milho-pipoca: Numero de
alelos (Na), Heterozigosidade observada (Ho), Heterozigosidade esperada (He),
indice de fixacao (F) e indice de Shannon (IS).

Ciclos N (a) Ho He F IS
Co 2,06 0,63 0,49 -0,29 0,69
Ci 2,13 0,56 0,47 -0,19 0,68
Cc2 2,13 0,51 0,47 -0,11 0,68
C3 2,06 0,47 0,47 -0,02 0,67
C4 2,13 0,43 0,47 0,07 0,68
C5 2,06 0,40 0,43 0,07 0,63
C6 2,06 0,35 0,43 0,19 0,63
Cc7 2,06 0,31 0,41 0,19 0,60
C8 2,06 0,24 0,40 0,22 0,59

Média 2,08 0,43 0,45 0,34 0,65

Considerando o milho, uma espécie tipicamente panmitica, o esperado é
gue a proporcao de heterozigotos observados fosse proxima a de heterozigotos
esperados, correspondendo a uma panmixia igual a um e consequentemente,
com endogamia proxima a zero. Mas, o0 que se verificou ao longo dos ciclos € um
distanciamento destas proporcdes, sendo que nos ciclos iniciais se observa
inclusive um excesso de heterozigotos e nos ciclos mais avancados, uma
deficiéncia de heterozigotos. O excesso de heterozigotos nos ciclos iniciais pode
ser interpretado como indicativo de sobredominancia, o que poderia estar
relacionado com a origem da populacdo UNB-2U, sendo composta através de
cruzamentos a partir de trés populagées (UNB-1, SAM e uma variedade resistente
a Exserohilum turcicum). Por sua vez, a deficiéncia de heterozigotos pode ser
devido a deriva genética, provavelmente resultante da recombinacdo de numero
limitado de individuos selecionados ao longo dos ciclos, favorecendo o
cruzamento entre individuos aparentados e consequente incremento de
endogamia. Em concordancia com esta variacdo entre 0s ciclos sucessivos,
Franzoni et al. (2012), em estudo com 20 locos SSRs em oito ciclos de selegéao
recorrente de milho-pipoca no composto CMS-43, observaram também uma
reducdo das heterozigosidades observadas e esperadas ao longo dos ciclos, de
31 % e 25,67 % dos ciclos CO a CVIB, respectivamente.
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Os niveis da frequéncia de Ho de cada loco, ao longo dos ciclos,
apresentaram-se todos significativos (p<0,01) (Figura 2). A frequéncia de He teve
menor oscilagdo que a frequéncia de Ho. A frequéncia de Ho no ciclo inicial foi
maior para os locos Umc1071, Umc1393 e Umc1680; e os locos de baixos niveis
de Ho no oitavo ciclo, foram: Umc2174, Umcl327, Umcl196, Umcl393 e
Umc1336.
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Figura 2. Frequéncia da heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade
esperada (He) e equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW- ** p<0,01, * p<0,05) de 16
locos SSR-ESTs avaliados em nove ciclos de selecdo recorrente (C0-C8) na
populagdo UENF-14 de milho-pipoca.
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O Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi calculado por meio do teste x2
entre 0os 16 locos de SSR-ESTs avaliados ao longo dos ciclos de selecdo da
populacdo UENF-14 (Figura 2). Seis locos (Umc1948, Umc1389, Umc1506,
Umcl327, Umcl221 e Umc1448) apresentaram-se em EHW em todos os ciclos.
Os locos que n&o estavam em EHW no ciclo inicial, foram: Umc1071, Umc1393 e
Umc1680; e, no oitavo ciclo, foram: Umc1196, Umc2174, Umc1393, Umcl1415 e
Umcl714.

O teste do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) na base genética da
populacdo € de fundamental importédncia para estudos iniciais e geracfes
sequenciais, pois permite ao melhorista conhecer as frequéncias alélicas e
genotipicas que ocorrerdo nas geracdes futuras, bem como a manipulacdo da
populacdo e sua dinamica evolutiva (Cruz et al.,, 2011). Entretanto, o EWH
constantemente € alterado no processo de selecéo, visando ao melhoramento da
populacdo, mas posteriormente € restabelecido, recuperando, assim, a
homogeneidade e a estabilidade da populacdo para fins comerciais. Espera-se
gue na populacédo de estudo (UENF-14) todos os locos se encontrem em EHW, ja
gue as familias selecionadas dao origem as plantas que seréo recombinadas para
formar uma populacédo subsequente melhorada. Porém, a maioria dos locos néao
apresentaram EHW em todos os ciclos, ratificando o potencial efeito da deriva
genética. Somente seis locos exibiram EHW em todos os ciclos, sendo trés
desses (Umc1948, Umc1327 e Umc1389) relacionados a caracteres quantitativos
(QTL) para a pipoca (Li et al., 2007; Dong et al., 2015).

As estimativas do indice de Fixacdo (F) tiveram valores crescentes de F
ao longo dos ciclos, sendo que o Ciclo C8 expressou a maior magnitude (F =
0,22) (Tabela 8). O indice de Fixacdo (F) € uma estimativa que permite inferir a
respeito de informacdes sobre o nivel de homozigose da populacdo. O valor
negativo da estimativa de F nos ciclos iniciais pode ser interpretado como uma
estimativa de endogamia nula com predominancia de individuos mais
heterozigotos, e na medida em que os ciclos avancam, o valor de F vai
aumentando, indicando que alguns alelos dos locos SSR-ESTSs identificados entre
os ciclos, tendem a se tornarem homozigotos devido a reducédo da frequéncia dos

heterozigotos.
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Figura 3. indice de Fixag&do para 16 iniciadores de SSR-ESTs avaliados em nove
ciclos de selecdo (C0-C8) na populacdo UENF-14 de milho-pipoca.

A variacdo ao longo dos ciclos para o indice de Fixac&o foi observada em
todos os locos (p<0,01), o que revela que os alelos dos locos estdo tendendo a
um aumento da endogamia a cada ciclo (Figura 3).

Os locos que apresentaram maiores valores no ultimo ciclo foram
Umc2174 e Umcl1196 (Figura 3). No Ciclo C8, os iniciadores com frequéncias
alélicas mais elevadas, foram: Umc2174 e Umc1196, sendo que o primeiro loco

foi, também, o que teve maior valor de coeficiente de endogamia (FIT = 0,40); e o
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segundo loco esta relacionado com os caracteres quantitativos (QTL) para a
gualidade nutricional da pipoca.

Com base nas estimativas do indice de Shannon (IS), em média, houve
reduzida variacdo genotipica na magnitude de 0,15 %, entre o ciclo inicial (CO, IS
= 0,69) e o ciclo final (C8, IS = 0,59) (Tabela 8). A variabilidade ou riqueza em
termos de variagdo genotipica dentro dos ciclos é estudada por meio do indice de
Shannon (IS), o qual define que a diversidade serd tanto maior quanto mais
préximos da unidade forem os valores estimados. O maior valor de IS no ciclo
inicial (CO: IS = 0,69) jA era esperado ocorrer, pois, além das plantas nao
passarem por forte pressdo de selecao no inicio, reforca a origem da populagéo
UNB-2U relatada anteriormente e, com isso, uma maior variabilidade foi
verificada. O valor médio do indice de Shannon em todos os ciclos (0,65)
pressupde a existéncia de moderada variabilidade nessa populacdo, o que é
suficiente para a continuidade do Programa de Melhoramento de Milho-Pipoca da
UENF.

Em contrapartida, Ribeiro et al. (2016) analisando as variacdes
significativas em termos de genética quantitativa quanto as respostas fenotipicas
entre programas de selecdo recorrente na populacdo UENF-14 apods seis ciclos
seletivos, encontraram que tanto para as caracteristicas produtividade de gréos e
capacidade de expansdo, a magnitude da variabilidade permanece, sem

evidéncia de diminuic&do nos ciclos.
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Figura 4. indice de Shannon para 16 iniciadores SSR-ESTs avaliados em nove
ciclos de selecao recorrente (C0-C8) na populacdo UENF-14 de milho-pipoca.

O indice de Shannon ao longo dos ciclos mostrou-se significativo somente
em quatro locos: Umc1948, Umcl327, Umcl221 e Umcl336 (Figura 4), dos
guais, os dois primeiros estéo relacionados com os caracteres quantitativos (QTL)
para a pipoca, a capacidade de expansdo e nutricional, respectivamente,
indicando um decréscimo da variagdo genotipica ao longo dos ciclos de selecéo,
0 que ja era de se esperar, devido a ocorréncia sistematica do processo seletivo
de plantas para maior capacidade de expansdo. Ao se realizar uma analise ao

longo dos ciclos, nota-se que os locos Umc1680 e y1, que apresentaram variagcao
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nula (Vg = 0) (Tabela 5), também ndo demonstraram variacao significativa pelo
indice de Shannon.

A representacdo grafica da frequéncia alélica ao longo dos ciclos foi
realizada somente para um alelo por loco, devido a n&o-significancia dos demais
alelos (Figura 5); e, no loco Umc1393, o terceiro alelo apareceu somente em
guatro ciclos: C1, C2, C3 e C4 (dados nao apresentados). Com o uso da selecao
recorrente espera-se que os alelos favoraveis a selecdo aumentem ao longo dos
ciclos. Porém, apenas trés alelos (8,82 %) pertencentes aos locos Umcl714
(p<0,01), Umc1506 (p<0,01) e Umcl071 (p<0,10) apresentaram significancia
atribuida a mudanca da frequéncia dos alelos ao longo dos ciclos, sendo que nos
dois primeiros locos obteve-se frequéncia proxima de 0,90, com aumento de 0,03
e 0,06 na frequéncia alélica por ciclo, respectivamente; ainda, o alelo
representado no loco Umcl714 é associado aos locos de QTL's para a qualidade
nutricional da pipoca (Dong et al., 2015).

Observou-se que houve uma oscilacdo na frequéncia de cada alelo na
maioria dos 16 locos de SSR-ESTs em cada um dos ciclos de selecao recorrente.
As oscilacbes na frequéncia alélica da maioria dos locos, durante os ciclos
seletivos, podem ser explicadas pelo fato de que os marcadores SSR-ESTs
utilizados podem estar se ligando a outros locos que estdo sofrendo pressao de
selecdo para as caracteristicas de interesse (Heath et al., 1993; Labate et al.,
2003).
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Figura 5. Frequéncia dos alelos de 16 iniciadores SSR-ESTs avaliados em nove
ciclos de selecao recorrente (C0-C8) na populacdo UENF-14 de milho-pipoca.

Outro fator responsavel pela alteracdo dispersiva na frequéncia alélica,

pode ser a deriva genética, que € um fendmeno que se da inteiramente ao acaso,

sendo um dos maiores problemas de amostragens representativas de uma

populacdo, e que devido ao numero pequeno de familias selecionadas e

recombinadas para dar origem as populacdes melhoradas, pode promover o

aumento da probabilidade de se eliminar

determinados genatipos,

e

consequentemente, contribuir para a predominancia de certas combinacdes

genotipicas na populagdo (Souza Janior et al.,, 2000; Cruz et al.,, 2011). Da

mesma forma, Pinto et al. (2003) e Franzoni et al. (2012) encontraram uma
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mudanca na frequéncia alélica ao longo dos ciclos de sele¢cdo recorrente
interpopulacional de milho e intrapopulacional em milho-pipoca, utilizando 30 e 20

locos SSRs, respectivamente.

3.4.4.3 Estrutura e agrupamento entre os ciclos de selecéo recorrente da

populacdo UENF-14

A analise de variancia molecular (AMOVA) indicou que a menor parte da
diferenciacao genética ocorreu entre os ciclos (10 %) do que dentro dos ciclos (90
%). Os valores phiPT entre os pares dos ciclos de selecdo recorrente foram

estimados na figura do heatmap (Figura 6).

0.00

0.05 .

0.10

0.15;

0.20-

Figura 6. Diferenciacdo genética aos pares de phiPT entre ciclos de selecéo
recorrente: d<0,05 = vermelho; 0,05<d<0,15 = escores alaranjado a amarelos; e
d>0,20 = brancas.
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As menores distancias foram observadas entre os ciclos CO e C3 (0,045),
CO e C4 (0,042), C1 e C2 (0,029), C2 e C4 (0,028) e C3 e C4 (0,027), sendo
representadas pelos escores de cor vermelha (d<0,05) (Figura 6). Por outro lado,
entre o par C1 e C5 (0,200) houve a maior distancia — escores de cor branca
(d>0,20) —, sendo que os demais pares entre os ciclos — representados pelos
escores de cor alaranjados a amarelo (0,05<d<0,20) — tiveram distancias
intermediarias.

Estas diferenciacdes genéticas entre os ciclos de selecdo recorrente
podem ser observadas também com base nos valores da matriz de
dissimilaridade, pelo indice de Nei e na analise PCA (Figura 7a), além do
agrupamento UPGMA (Figura 7b). Os valores proprios obtidos a partir do PCA
mostraram que as duas primeiras coordenadas explicaram 72,43 % da variacao
total dos dados (PC1: 47,34 %; PC2: 25,09 %) e que houve grande distancia

genética entre os ciclos C1 e C5, comprovada pela analise phiPT.
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Figura 7: a) Analise de Coordenadas Principais; b) Dendrograma obtido pelo
método UPGMA, com base na distancia estabelecida pelo indice de Nei entre
nove ciclos de selegéo recorrente intrapopulacional para a populagdo UENF-14,
com base em 16 iniciadores SSR-ESTs, CCC= 81 %.



56

Por meio de um corte feito na mudanga mais abrupta de nivel no
dendrograma — distancia de 0,07 — foram constituidos trés grupos: CO, C1, C2, C3
e C4; C5; e C6, C7 e C8; sendo que o primeiro reuniu os ciclos de menores
distancias pela andlise aos pares de phiPT (Figura 6). O valor do coeficiente de
correlacdo cofenético obtido, 0,81, indica que houve uma boa concordancia entre
a disposicao gréfica da distdncia genética a partir do dendrograma pelo
agrupamento de UPGMA e a matriz original obtida entre as medidas de
dissimilaridade pelo indice de Nei. O estudo do agrupamento e a estrutura da
populacdo ao longo dos ciclos sdo de grande importancia para averiguar se a
populacdo UENF-14 de milho-pipoca estd mantendo a variabilidade genética e se
os ciclos de selecdo recorrente compartilham os alelos analisados no estudo.
Embora dos 16 marcadores SSR-ESTs somente seis estejam relacionados com a
pipoca para capacidade de expansado e qualidade nutricional, foi possivel separar
os ciclos de selecao recorrente em trés grupos, de acordo com o dendrogama da
Figura 7b. Um grupo reuniu os ciclos iniciais (C0O, C1, C2, C3 e C4) e outro grupo,
os ciclos finais (C6, C7 e C8), o que pode inferir a existéncia de um conjunto
especifico de alelos em comum para cada grupo formado.

Os 34 alelos obtidos foram utilizados para inferir sobre a estrutura
genética da populacdo UENF-14 de milho-pipoca ao longo dos ciclos. A analise
da estrutura genética com abordagem bayesiana mostrou que K = 3 foi o nimero
ideal de grupos genéticos (K) que melhor ajustou, por apresentar o maior valor de
AK (10,37) consonante com a inferéncia de Evanno et al. (2005) (Figura 8a).
Assim, foi possivel distinguir os trés subgrupos, com base no compartilhamento
de alelos nos individuos de cada ciclo. Nos ciclos iniciais (CO, C1 e C2) observou-
se maior variabilidade devido a uma melhor distribuicdo das frequéncias de cada
subgrupo; e uma menor variabilidade, embora aparentemente constante, nos
ciclos finais (Figura 8b). Nota-se que a partir do C3 em diante houve um maior
compartilhamento de alguns alelos com maior frequéncia, os quais foram
representados pelo subgrupo azul.

E sabido que a selecio recorrente proporciona um aumento gradativo da
frequéncia dos alelos favoraveis para as caracteristicas de interesse agrondémico,
mantendo a variabilidade genética ao longo dos ciclos, garantindo, assim, o

progresso com a selegdo. Assim, a estrutura da populacdo UENF-14, observada
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ao longo dos ciclos, apresentou um incremento no compartilhamento dos alelos

do subgrupo azul, resultando em aumento da sua probabilidade.

DeltakK = mean(|L"(K)]) / sd(L(K))

Probabilidades
0.0 0.2 0.4 06 0.8 1.0

b) Ciclos

Figura 8. Andlise da estruturacdo genética pela inferéncia bayesiana de nove
ciclos de selecao recorrente (C0-C8) da populacdo UENF-14 de milho-pipoca,
representado por 25 amostras de cada ciclo de selecéo para 16 iniciadores SSR-
ESTs; a) Valor do delta K com o respectivo numero de grupos (K); b)
Probabilidade dos subgrupos para cada ciclo de selegéo recorrente.

Entretanto, a maior variabilidade dos subgrupos foi observada nos ciclos
iniciais, e, embora menor nos ciclos finais, aparentemente permaneceu constante
(Figura 8b), o que garante ainda ganhos genéticos nos proximos ciclos seletivos.
Esse resultado corrobora com os de Vilela et al. (2008), estudando os ciclos
iniciais (CO, C1 e C2) nessa mesma populacdo de estudo (ainda designada UNB-
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2U), que verificaram a ndo reducdo da base genética por meio de marcadores
RAPD. J4, os trabalhos conduzidos por Pinto et al. (2003) e Franzoni et al. (2012)
utilizando marcadores SSR para relatar efeitos da selecdo recorrente
interpopulacional de milho (tropical BR 105 e BR 106 com a sintéticos 1G-3 e IG-
4) e intrapopulacional em milho-pipoca (CMS-43) respectivamente, encontraram
uma reducdo no numero de alelos e uma mudanca na frequéncia do alelo ao
longo dos ciclos, ocasionando o funilamento genético das populacdes, porém,
com a diversidade genética total encontrada permitiu realizar ciclos posteriores
com possiveis ganhos genéticos para as principais caracteristicas. Essa é uma
das principais preocupacdes do melhorista, ou seja, manter a variabilidade sem
estreitar a base genética da populacéo de estudo. Uma sugestéo importante, para
gue nao ocorra tal estreitamento, é verificar se o tamanho efetivo da populagéo
(Ne) que ird compor a etapa de recombinacdo da selecao recorrente, esta sendo

suficiente para garantir o progresso com a selecao (Falconer, 1981).

3.2.5 CONCLUSOES

O uso de 16 iniciadores SSR-ESTs em nove ciclos de selecao recorrente
da populacdo de milho-pipoca UENF-14 expressou ocorréncia de diversidade
genética entre os ciclos seletivos.

Ao longo dos ciclos de selecdo recorrente, houve uma reducdo na
heterozigosidade observada, esperada e do indice de Shannon, além de aumento
da endogamia.

Houve maior compartilhamento dos alelos com menor variabilidade,
embora constante, nos ciclos finais, o que garante ainda ganhos genéticos nos

préximos ciclos seletivos.
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