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RESUMO

VETTORAZZI, Julio Cesar Fiorio, M. Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Fevereiro de 2016. Selegdo recorrente reciproca em
milho (Zea mays L.) monitorada por marcadores SSR-EST’s associados a
produtividade. Orientador: Messias Gonzaga Pereira. Professores Conselheiros:
Alexandre Pio Viana e Helaine Christine Cancela Ramos

O milho € uma das plantas cultivadas de maior importédncia no cenario mundial.
No melhoramento de plantas, um dos métodos mais eficientes tem sido a selecéo
recorrente, como uma estratégia para a obtengao de ganhos genéticos continuos.
Neste sentido, a Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
mantém, desde 1996, um programa de melhoramento genético de milho via
selecao recorrente reciproca interpopulacional em familias de irmaos completos.
A utilizacdo de marcadores moleculares neste programa foi adotada a partir do
oitavo ciclo de selegcdo, a fim de estimar a divergéncia genética intra e
interpopulacional. Este programa se encontra no 15° ciclo de selegdo e ja
disponibilizou a regido Norte/Noroeste Fluminense dois hibridos registrados
interpopulacionais de milho, o ‘UENF 506-6’ e o ‘UENF 506-11’. Sendo assim, a
proposta desta pesquisa foi a associacdo do meétodo classico de selecdo
recorrente reciproca entre familias de irm&os completos com o uso de
marcadores SSR-EST’s relacionados com as caracteristicas que afetam
diretamente a produtividade, como por exemplo, a eficiéncia do uso de nitrogénio
e de fosforo e tolerancia ao estresse hidrico. Para tanto, avaliou-se 169 familias

de irm&os completos no delineamento estatistico latice com trés repeticbes em
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dois ambientes. A analise de variancia demonstrou resultados significativos em
relacdo a variabilidade genética nas populagdes CIMMYT e Pirando. A etapa de
selecao foi realizada pela utilizagcdo do indice de selegcdo de Mulamba e Mock, o
qual elegeu as 40 familias de irmaos completos, consideradas superiores em
suas caracteristicas morfoagronémicas. Os ganhos diretos estimados foram de
12,1% para a caracteristica produtividade. Tais familias, depois de selecionadas,
foram submetidas a genotipagem via marcadores SSR-EST’s. Foi desenhado um
total de 87 primers SSR-EST'’s. Foi constatado que 15 deles foram polimoérficos na
analise das populagdes. Com a analise do conteudo de informacgao polimorfica
(PIC), foi observado valor maximo de 0,46 ao passo que o menor valor foi 0,07,
com valor médio de 0,29. Foi obtido um total de 37 alelos com numero de alelo
por lécus variando de dois a cinco e média de 2,46. A diversidade genética foi
analisada neste estudo através do indice de Shannon (l), no qual foram
encontrados valores de 0,53 para populacdo CIMMYT e 0,45 para a populagao
Pirando. A analise do coeficiente de endogamia (f) entre os individuos das
diferentes populacdes mostrou valores médios de 0,64 e 0,65 para a populacao
CIMMYT e Piranao, respectivamente. A quantificacdo da variabilidade foi obtida
através da analise de variancia molecular, onde, 78% da variancia genética foi
detectada dentro e 22% entre as populacdes, antes da sele¢cdo com base nos
marcadores moleculares, e 67% foi detectada dentro e 33% entre as populagdes,
apos a selegdo com base nos marcadores moleculares. A populagdo CIMMYT
apresentou em trés dos 15 lécus, alelos privados relacionados com as trés
caracteristicas, ja a populagao Pirando apresentou um lécus com alelos privados.
Os marcadores SSR-EST’s foram efetivos em agrupar os gendtipos em seus
respectivos grupos heteréticos. Os individuos selecionados permitirdo dar

sequéncia aos ciclos seguintes e incrementar a heterose.
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ABSTRACT

VETTORAZZI, Julio Cesar Fiorio, M. Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, February 2016. Reciprocal recurrent selection in (Zea
mays L.) monitored by EST-SSR’s markers associated with grain yield. Advisor:
Prof. Messias Gonzaga Pereira; Committee members: Profs. Alexandre Pio Viana
and Helaine Christine Cancela Ramos

Maize is one of the most important crops worldwide. In plant breeding, the useful
breeding method has been recurrent selection as a strategy for obtaining
continuous genetic gains. In this sense, the UENF has been worked since 1996,
with maize breeding program by reciprocal recurrent selection interpopulation in
full-sib families. The use of molecular markers was included from the eighth cycle
of selection in order to estimate the genetic divergence intra and interpopulation.
This program is on the 15 cycle of selection and has already provided to the
Norte/Noroeste Fluminense region, two interpopulation maize hybrids, the 'UENF
506-6' and 'UENF 506-11". The purpose of this study was the association of the
classical method of reciprocal recurrent selection among full-sib families using
gene microsatellite markers (EST-SSR’s) related to the characteristics that directly
affect grain yield, such as the nitrogen and phosphorus use efficiency and hydric
stress tolerance. For this, we evaluated 169 full-sib families in lattice statistical
design with three replications in two environments. The analysis of variance
showed significant results regarding the genetic variability in populations. The
selection step was done by Mulamba and Mock selection index. This index

selected the top 40 full-sib families based on their agronomic traits. The estimated
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direct gain was 12.1% for the grain yield. After selection those families were
genotyped via EST-SSR’s markers. A total of 87 EST-SSR’s primers were
designed. In this work was found that 15 of them were polymorphic for the used
populations. The analysis of polymorphic information content (PIC) showed
maximum value of 0.46 whereas the lowest value was 0.07, with an average value
of 0.29. A total of 37 alleles were identified. The allele number per locus ranged
from 2 to 5 and average of 2.46. Genetic diversity was assessed in this study by
Shannon index (1), which was found to CIMMYT values of 0.53 and 0.45 for the
Pirando population. The inbreeding coefficient (f) showed average values of 0.64
and 0.65 for CIMMYT and Piran&o population, respectively. The quantification of
variability was obtained by analysis of molecular variance. It was observed that
78% and 22% of the variance were detected respectively within and between
populations before selection on the basis of molecular markers, and 67% and 33%
of the variance were detected respectively within and between populations after
selection based on molecular markers. The CIMMYT population presented in 3 of
the 15 locus, private alleles for the three traits of this study, and the Piranao
population had only 1 locus with private alleles. The EST-SSR's markers were
effective to group the genotypes in their heterdtico groups. The selected

individuals will give sequence to the following cycles and increase heterosis.



1. INTRODUGAO

Com a modernizag¢do da agricultura ao longo dos anos e a importéncia do
milho no cenario mundial, novos desafios tém surgido e os programas de
melhoramento genético tém buscado maneiras eficientes para selecionar
genotipos superiores. Porém, a dificuldade de melhorar populagbes para
caracteres quantitativos como produtividade é conhecida e exige a utilizagao de
métodos de melhoramento que permitem a manutengao da variabilidade genética
para ganhos continuos com a selegdo, visando a maximizagdo do ganho
genético, por meio da selegéo de alelos favoraveis (Hallauer et al., 2010).

Para alcancar esses ganhos, os melhoristas tém a disposicdo diversos
métodos de melhoramento, desde os mais simples e rapidos, até os mais
elaborados, como por exemplo, os baseados no melhoramento populacional. O
melhoramento populacional € benéfico uma vez que possibilita a manutencao da
variabilidade genética nas populagdes em estudo e o deslocamento da média do
carater no sentido desejado, por meio do continuo aumento da frequéncia de
alelos favoraveis na populagao (Ramalho et al., 2012).

Dentre os métodos de melhoramento populacionais, o melhoramento
interpopulacional ou selecdo recorrente reciproca, proposto inicialmente por
Comstock et al. (1949), baseia-se no melhoramento de duas populagdes
simultaneamente, por meio de modificagdes de suas frequéncias génicas,
mantendo-as geneticamente distintas, onde o0s gendtipos superiores sédo
selecionados e recombinados dentro de suas respectivas populagdes.



Ganhos genéticos significativos tém sido obtidos no melhoramento de
varias espécies por meio de selegao recorrente reciproca (Faria et al., 2008; Reis
et al., 2009; Berilli et al., 2013). Hull (1945) destaca que a selegao recorrente
reciproca entre familias de irmaos completos em milho merece destaque, pois
permite ganhos nas populagdes per se e/ou em cruzamento.

Desde o ano de 1996, a Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF) mantém um programa de melhoramento genético de milho
baseado na metodologia da Selecdo Recorrente Reciproca em Familias de
Irmaos Completos (SRRFIC). Esse programa tem se mostrado eficiente, mesmo
apos varios ciclos de selegdo, tornando possivel o registro e liberagdo no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) de dois hibridos de
milho, 'UENF506-6' e 'UENF506-11’, recomendados para a regiao Norte e
Noroeste Fluminense. O segundo hibrido supera o primeiro em aproximadamente
2000 kg ha™', além de expressar excelente resposta agrondmica, principalmente
para caracteristica rendimento, considerada uma das principais em um programa
de melhoramento de milho (Tardin et al., 2007; Cunha et al., 2012; Berilli et al.,
2013).

Nos trabalhos de melhoramento, a selecdao € uma ferramenta de suma
importancia, pois a obtengdo de gendtipos superiores passa pela selecdo e
recombinacdo de familias e individuos selecionados. Neste contexto, a selecao
baseada em uma ou poucas caracteristicas pode se mostrar inadequada por n&o
levar a um produto final superior com relagao a varios caracteres. Uma alternativa
seria a adogao de indices de selecdo, a qual permite combinar as multiplas
informacdes contidas nas unidades experimentais, de modo a selecionar com
base em um grupo de caracteristicas (Cruz et al., 2004).

Os indices de selecdo permitem gerar um agregado genotipico sobre o
qual se exerce a selecdo e que funciona como carater adicional, resultante da
combinagdao de determinadas caracteristicas escolhidas pelo melhorista, nas
quais se deseja exercer a selegao simultdnea (Amaral Junior et al., 2010).
Segundo Cruz et al. (2004), os indices de selegdo permitem obter valores que
quantificam o potencial genético de um individuo, com base em uma série de
caracteristicas. Ademais, o uso de indices de selecdo permite a identificagdo de
gendtipos superiores em uma combinagao de caracteristicas consideradas no

indice, sendo, dessa forma, uma técnica util, independente da existéncia ou nao



de correlagdes entre os caracteres, e deveriam ser usados com mais frequéncia
nos programas de melhoramento (Vilarinho et al., 2003).

Programas de melhoramento genético como a selec¢éo recorrente tem tido
impacto significativo na produgéo agricola. Porém, ganhos adicionais podem ser
obtidos por meio da aplicagdo de técnicas biotecnoldgicas, incluindo o uso de
marcadores moleculares (Borém e Fritsche-Neto, 2013). Nesse sentido, o
programa de seleg¢ao recorrente reciproca da UENF introduziu no oitavo ciclo de
selecdo, uma etapa baseada em marcadores RAPD, visando preservar a
variabilidade genética e identificar contaminantes antes da recombinag¢éo (Tardin
et al., 2007), seguido por marcadores AFLP no décimo ciclo (Gabriel, 2006),
marcadores ISSR no décimo primeiro e décimo segundo ciclos (Berilli et al., 2011;
da Cunha et al.,, 2012) e marcadores SSR-EST’s no décimo terceiro e décimo
quarto ciclos (Galvao et al., 2015).

Marcadores moleculares tais como, polimorfismo de fragmentos de
restricio (RFLP’s), polimorfismo de fragmentos de tamanho amplificados
(AFLP’s), polimorfismo de amplificacdo aleatéria de DNA (RAPD), sequéncias
simples repetidas (SSR’s), e polimorfismo de nucleotideo unico (SNP’s) tém sido
utilizados para estudar a diversidade genética e estrutura da populagéo de plantas
(Wen et al., 2009). No melhoramento de plantas, os marcadores moleculares
tornaram-se ferramentas importantes e eficientes. Marcadores moleculares
ligados a caracteristicas agrondmicas podem aumentar a exatiddo e veracidade
da selecéo, reduzindo, assim, a carga de trabalho de campo, sendo a selegao de
marcadores um dos fatores para o sucesso de programas de melhoramento.

Entre estes marcadores, os SSR’s se destacam por serem abundantes no
genoma, codominantes, multialélicos, possuirem boa reprodutibilidade, ampla
cobertura do genoma, facilidade de deteccéo por reagcédo de cadeia da polimerase
(PCR) e possiveis localizagdes dos microssatélites (Moe et al., 2010).

O rapido desenvolvimento de estudos sobre sequéncias expressas
(EST’s) tem gerado uma nova fonte para desenvolvimento SSR’s (Zang et al.,
2013). Com o avango nos projetos de sequenciamento genémico, uma grande
quantidade dessas sequéncias tem sido depositada em bancos de dados
publicos, como o National Center Biotechnology Information (NCBI) (Ramu et
al.,2013) que, apenas para a especie Zea mays L. em 2015, tinha

aproximadamente 2.019.602 de EST’s depositados.



Marcadores SSR-EST’s sdo marcadores desenvolvidos a partir de regides
transcritas do genoma e que podem aumentar a chance de marcar caracteristicas
de interesse e, consequentemente, aumentar a sua eficiéncia na selecao assistida
por marcadores (Ramu et al., 2013).

Os marcadores SSR-ESTs tém sido amplamente empregados como uma
poderosa ferramenta genético-molecular, devido ao seu alto nivel de
transferabilidade entre espécies relacionadas, associagdo proxima com genes de
funcdo conhecida e baixo custo para desenvolvimento com a disponibilidade de
bancos de dados publicos (Zhang et al., 2014).

Assim, na presente pesquisa, procurou-se agregar o uso de marcadores
SSR-EST’s na selecao recorrente de familias de irmaos completos. Fazendo uso
de bancos de dados, procurou-se buscar marcadores associados aos
componentes de rendimento, como o uso eficiente do nitrogénio e do fésforo e
tolerancia ao estresse hidrico.

A proposta é que tais marcadores possam contribuir na detecgcado da
diversidade e distancia genética das populagcdes em estudo do ponto de vista do
genoma funcional no milho, ampliando as possibilidades de melhor exploragao da

heterose com foco em rendimento.



2. OBJETIVO GERAL

Conduzir o 15° ciclo de selecao recorrente reciproca entre familias de
irmaos completos de milho, bem como encontrar marcadores moleculares SSR-
EST's para o milho que estejam potencialmente relacionados com a
produtividade, com o intuito de avaliar a diversidade genética, tanto entre, quanto
dentro das populagdes CIMMYT e Piranao.

2.1 Objetivos especificos

« Conduzir o 15° ciclo de selegcao recorrente reciproca entre familias
de irmaos completos;

* Avaliar caracteristicas morfoagrondbmicas, estimar parametros
genéticos e selecionar as familias consideradas superiores;

» Identificar os SSR-EST’s que estejam potencialmente relacionados
com caracteristicas que afetem diretamente a produgcado, como o uso
eficiente do nitrogénio, uso eficiente do fésforo e tolerancia ao
estresse hidrico;

» Desenvolver, otimizar e validar primers SSR-EST’s que amplifiquem
regidbes que correspondam a genes de interesse, a partir da
utilizacao de ferramentas de bioinformatica;

+ Estimar a diversidade genética em progénies de irmaos completos
oriundos do programa de selec¢do recorrente reciproca de milho para



auxiliar na etapa de selegdo dos gendtipos mais divergentes para
compor o bloco de recombinacgao;

Potencializar a heterose.



3. CAPITULOS

3.1 AVALIAGAO, PREDIGAO DOS GANHOS GENETICOS E IDENTIFICAGAO
DAS FAMILIAS SUPERIORES DO 15° CICLO DE SELECAO
RECORRENTE RECIPROCA DE MILHO COMUM DA UENF

3.1.1 INTRODUGAO

O milho (Zea mays L.) é um cereal de grande importéncia econémica e
social, sendo cultivado em praticamente todas as regides agricolas do mundo,
muito utilizado na alimentagdo humana, animal e, mais recentemente, como fonte
de biocombustivel. Atualmente, o Brasil € o terceiro maior produtor mundial,
sendo superado pelos Estados Unidos e pela China. No Brasil, a cultura do milho
ocupa o segundo lugar, em area e producédo de graos, sendo superada apenas
pela cultura da soja (FIESP, 2015).

Grande parte do potencial produtivo da cultura no pais deve-se também
ao significativo empenho de programas de melhoramento genético de plantas,
que vem atuando de maneira progressiva sob os caracteres agrondémicos
relacionados a producédo, resisténcia a doencas e adaptabilidade a condi¢des

adversas (Galon et al., 2010).



Entre os varios métodos de melhoramento, merece destaque a selecao
recorrente reciproca, pois, com tal metodologia pode-se explorar tanto dos efeitos
aditivos, por meio da concentracdo dos alelos favoraveis em ambas as
populagdes, bem como dos desvios de dominancia, uma vez que se mantém a
distancia entre as populagdes, permitindo explorar o fenbmeno da heterose por
meio do cruzamento entre as populagdes e/ou de linhagens oriundas das mesmas
(Santos et al., 2007).

Nesse sentido, o Programa de Genética e Melhoramento de Plantas da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) iniciou a partir
de meados da década de 90 um programa de melhoramento de milho via a
metodologia de Selecdo Recorrente Reciproca em Familias de Irmaos Completos
de Milho (Tardin et al., 2007). Tal metodologia visa promover o acumulo de alelos
favoraveis entre as populagdes envolvidas CIMMYT e Pirando e a capacidade
combinatdria entre elas (Reis et al., 2009).

Essa estratégia associada ao uso de indices de selegdo proporciona
ganhos expressivos, uma vez que permite selecionar, simultaneamente,
genotipos que agreguem caracteres favoraveis, tanto agrondmicos quanto
econdmicos. Dentre os indices mais utilizados estdo: Smith (1936) e Hazel
(1943), Willians (1962), Pesek e Baker (1969) e Mulamba e Mock (1978) (Cruz et
al., 2004).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar e
predizer os ganhos genéticos do 15° ciclo de selegdo recorrente reciproca de
milho comum da UENF, bem como selecionar via indice de selecdo de Mulamba

e Mock as 40 familias superiores.

3.1.2 REVISAO DE LITERATURA

3.1.2.1 Classificagao botanica e origem do milho

O milho é uma das culturas mais antigas do continente americano e,
neste Continente, estdo seus centros de origem e diversidade, especificamente,

no México. Os parentes silvestres mais proximos do milho sdo o teosinte (Zea



diploperenni, Zea perennis, Zea luxuriantes, Zea mays mexicana, Zea mays
parviglumis, Zea mays huehuetenangenisis) e o Tripsacum (Tripsacum spp.)
(Hallauer, 1985).

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

Dentre as hipdteses citadas atualmente, a considerada mais aceita é a
defendida por Galinat (1974, 1977). Os estudos arqueoldgicos e citologicos
demonstram que o milho e o teosinte apresentam caracteristicas semelhantes,
CoOmo 0 mesmo numero de cromossomos, 0s quais sdo homologos e, facilmente
cruzados para produzir descendentes férteis (Goodman, 1980; Borém e Giudice,
2004).

O milho é uma graminea, pertencente a familia Poaceae, da tribo
Maydeae, ao género Zea e a espécie Zea mays L.. E uma planta monoica, que
apresenta fecundagao cruzada (alogamia), tendo sua via de fotossintese C4;
anual, robusta, ereta e dipléide com 2n=2x=20 cromossomos (Paterniani, 1980). E
uma planta pouco tolerante a seca, por possuir sistema radicular fasciculado e
superficial. Suas folhas s&o alternadas, presas a bainha superpostas que
envolvem o colmo e inflorescéncias (Goodmane Smith, 1987).

A inflorescéncia feminina, conhecida como espiga, encontra-se na
extremidade do rachis, que cresce no né do fuste, podendo ocorrer a produgao de
mais de uma espiga. O florescimento se da pela emergéncia dos estilos através

da palha e ocorre entre dois e trés dias apds a antese (Goodmane Smith, 1987).
3.1.2.2 Importancia econémica
O milho (Zea mays L.) tornou-se a principal cultura agricola do mundo nas

ultimas temporadas, sendo os Estados Unidos, China, Brasil, Ucrania, Argentina e
México os principais paises produtores. E uma das mais importantes culturas
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alimenticias, ocupando um lugar de destaque nas mais diversas areas de
pesquisa e da economia mundial. Dos grandes produtores, somente a China e o
México nao sao exportadores do grdao. O México importa aproximadamente 10
milhbes de toneladas por ano, ficando atras somente do Japdo, que
tradicionalmente importa de 15 a 16 milhdes de toneladas por ano. Ja o Brasil,
além de estar posicionado como o terceiro maior produtor, segue como segundo
maior exportador (Anuario, 2015).

Sua importancia econbmica esta relacionada com varias formas de
utilizagdo, desde alimentacdo animal até a industria, onde é empregado como
matéria-prima de diversos produtos. Seu uso em grao na alimentacdo animal
representa a maior parte do consumo, sendo que no Brasil varia de 70% a 90%
da producao total (Cruz et al., 2011). Aves, suinos, gado de corte e de leite,
bufalos, ovinos e caprinos, bem como as inumeras outras cadeias de carnes e de
subprodutos, sdo diretamente dependentes de milho. Este grdo, servido
diretamente ou, ainda, na composicdo de ragdes, ao lado da soja e de outras
matérias-primas, transformam-se, nas micro, pequenas, médias ou grandes
propriedades em carne, leite, ovos, assegurando a subsisténcia de milhdes de
pessoas (Anuario, 2015).

Embora o percentual destinado a alimentagdo humana ndo seja tao
grande em relagdo a sua producgéo, € um cereal de grande importancia (Cruz et
al., 2011). Grande parte do milho que passa pela industrializagdo, para consumo
humano, esta relacionada a amidos, fubas, farinhas pré-cozidas, flocadas,
canjicas, oleo, creme, pipocas, glicose e dextrose. Estes produtos sao utilizados
diretamente ou como insumo, participando da formulacdo de certos alimentos
terminados (Anuario, 2015).

De acordo com o décimo primeiro levantamento da Conab (2015), na
temporada 2014/2015, a produgéo de milho primeira safra totalizou 30 milhdes de
toneladas, representando um decréscimo de 4,3% em relagcéo a safra 2013/2014.
Somando as duas safras, a producéo foi de 84 milhdes de toneladas obtidas em
15 milhdes de hectares plantados, representando um acréscimo de 5,3% em
relacdo a safra 2013/2014, que atingiu 80 milhdes de toneladas. Entretanto,
apesar do Brasil estar entre os maiores produtores mundiais de milho e possuir
estados como Santa Catarina, onde a produtividade ficou acima de 7 t ha™',na

safra 2014/2015, ainda possui produtividade média baixa, com valores em torno
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de 5tha™, e o estado do Rio de Janeiro com média de 2,4 t ha™'e com area média
de 3.300 hectares plantados (Conab, 2015).

Nos ultimos anos, a agricultura desta regido esteve estagnada e é
dependente de novas alternativas para o cultivo rentavel, o que justifica o
desenvolvimento de um programa de melhoramento de milho, destinado a
produzir cultivares com caracteristicas superiores e adaptada as condi¢cdes da
regiao (Berilli et al., 2013).

Sendo assim, a UENF mantém, desde 1996, um programa de seleg¢ao
recorrente reciproca de familias de irmaos completos (SRRFIC). Este programa ja
desenvolveu, registrou e recomendou aos produtores do Norte e Noroeste
Fluminense dois hibridos de milho: ‘UENF 506-6" em 1999/2000 e ‘UENF 506-11’
em 2013. Nesse sentido, torna-se necessario a continuagdo do programa de
melhoramento de milho via selecdo recorrente reciproca, a fim de que em um
futuro bem proximo, novos hibridos interpopulacionais adaptados as condicoes
edafoclimaticas da regido possam estar disponiveis aos produtores das regides

Norte e Noroeste Fluminense.

3.1.2.3 Melhoramento genético via selegao recorrente reciproca

A selegao recorrente foi primeiramente descrita por Hull (1945), quando o
mesmo propds a sele¢cdo geragcdo apos geragdo, com intercruzamentos dos
gendtipos selecionados, a fim de realizar recombinagdo genética com o
melhoramento de populagdes de bases genéticas amplas e restritas.

A selecdo recorrente reciproca interpopulacional foi proposta por
Comstock e Robinson (1949), como um processo de melhoramento de duas
populagdes e de obtencdo de hibrido entre elas, com familias de meios-irmaos
paternos interpopulacionais e a recombinagao de progénies S4. Esta metodologia
tem proporcionado, na maioria dos casos, resultados favoraveis com milho e
milho-pipoca, em relagdo a producao, resisténcia a pragas e doencas, resisténcia
ao acamamento, entre outros caracteres (Keeratinijakal e Lamkey, 1993;
Rademacher et al.,, 1999; Butron et al.,, 2000; Santos et al.,, 2007). A mesma
afirmacao pode ser feita em relacdo as modificagdes do método realizadas por
Paterniani (1967), que sugeriu 0 uso de progénies de meios-irmaos maternos

interpopulacionais e recombinagdo de progénies de meios-irméos; e por
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Lonnquist e Williams (1967) e Hallauer e Eberhart (1970), que propuseram o
emprego de progénies de irmaos-completos interpopulacionais e recombinagéo
de familias S4, para o melhoramento das populacdes e do hibrido, e de familias
de irmaos-completos interpopulacionais endogamicas, para a obtencdo de
hibridos de linhagens. Considera-se que o processo de selegdo recorrente
reciproca com irmaos-completos maximiza a selegcédo para capacidade especifica
de combinagao e favorece a obtencédo de hibridos superiores de linhagens das
populacdes envolvidas.

A selegdo recorrente reciproca ja foi amplamente aplicada em varias
espécies, por exemplo, em café (Coffea canephora) (Montagnon et al. 2008),
cacau (Theobroma cacao L.) (Pokou et al., 2009), dendezeiro (Elaeis guineensis)
(Bakoume et al., 2010), milho (Zea mays L.) (Pinto et al., 2003; Butruille et al.,
2004; Hinze et al., 2005; Tardin et al., 2007; Romay et al., 2011; Cunha et al.,
2012; Berilli et al., 2011, 2013; Galvao et al., 2015), Feijao (Phaseolus vulgaris)
(Menezes Junior et al., 2008) e maracuja (Passiflora edulis) (Silva e Viana, 2012).

Com o milho, os primeiros resultados de selegao recorrente reciproca
com irmaos-completos foram relatados por Hallauer (1973), que observou ganho
em producdo, de 10,1% no hibrido interpopulacional, depois de um ciclo de
selecdo envolvendo as populagdes ‘lowa Two Ear Synthetic’ e ‘Pioneer Ear
Composite’. Hallauer (1985), ao trabalhar com familias de irm&os-completos,
também obteve resultados favoraveis em sete ciclos de sele¢do, com as
populacgdes BS10 e BS11. A resposta direta na populacao hibrida foi de 2,1% por
ciclo, para a produgao, e as respostas correlacionadas nos parentais BS10 e
BS11 foram de 2,7 e 2,4%. Rademacher et al. (1999), ao utilizar selegao
recorrente reciproca com irmaos-completos, nas populagdes BS21 e BS22,
obtiveram aumento significativo em rendimento de gréos, atingindo 4,4% por ciclo.
Esses autores observaram ainda que os ganhos realizados com sele¢cdo para
rendimento de gréos representaram 25 a 50% do ganho predito.

Ribeiro Junior et al. (2000), com o intuito de verificar a eficiéncia da
selecado recorrente reciproca entre familias de irmaos-completos, por meio de
uma metodologia baseada em alguns parametros genéticos, perceberam que a
maior parte dos ganhos genéticos nas populagdes foram devidas aos efeitos
aditivos na troca dos alelos desfavoraveis pelos favoraveis do que pelos efeitos

de dominancia. Porém, segundo Santos (2003), a sele¢ao recorrente reciproca é
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vantajosa tanto pelos efeitos aditivos na concentracdo dos alelos favoraveis em
ambas as populagcdes, bem como dos desvios de dominéncia, uma vez que é
possivel manter a distancia entre as populagdes, permitindo o fendbmeno da
heterose por meio do cruzamento entre as populagdes ou obtencao de linhagens
das mesmas.

Daros et al. (2004), com o propdsito de monitorar as respostas de blocos
génicos em diferentes geragdes de selegdo recorrente em milho pipoca,
quantificaram as correlacbes fenotipica, genotipica e de ambiente entre
caracteres agrondmicos, em dois ciclos de selegao recorrente e perceberam que
houve acréscimo da correlagdo genotipica entre rendimento de gréos e
capacidade de expansao do primeiro para o segundo ciclo, denotando aumento
na concentracao de alelos favoraveis na populacao.

Ao utilizar familias de irmaos-completos das populagdes 1G-1 e 1G-2,
Santos et al. (2005) avaliaram o efeito de trés ciclos de selegcdo recorrente
reciproca sobre as médias, as variancias genéticas e as correlagbes de varias
caracteristicas. Para produgao de graos foram observados ganhos de 4,07% por
ciclo. Em relacdo a variancia genética, foram observados pequenos decréscimos,
insuficientes para limitar a melhoria da populagéo e a obtencg&o de linhagens para
formacao de hibridos. Santos et al. (2007) avaliaram os efeitos de capacidade
geral (CGC) e especifica (CEC) de combinagdo no processo de selegéo
recorrente reciproca modificada. Segundo esses autores, tanto a CGC quanto a
CEC contribuem para a melhoria do hibrido da populag¢ao, no entanto, a CEC tem
maior contribuigdo para produtividade.

Peiris e Hallauer (2005), com base nos resultados de simulagéo,
concluiram que a selegao recorrente reciproca de meios irmaos e de irmaos
completos foi igualmente eficiente, independentemente de unidades de
recombinacdo. Com base na intensidade de sele¢do, tamanho efetivo da
populagdo, o tempo necessario para concluir um ciclo de selecéo, e 0s recursos
financeiros e humanos disponiveis, eles concluiram que selegao recorrente
reciproca de familias de irmaos completos foi 0 método mais eficiente.

Jenweerawat et al. (2009) verificaram que o método modificado sugerido
por Russell e Eberhart (1975) melhorou a capacidade especifica de combinacgao.
Eles observaram que o rendimento de graos do hibrido interpopulacional de milho

top ten no primeiro ciclo foi maior do que do hibrido do ciclo zero. A mesma
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concluséo foi estabelecida por Souza Junior et al. (2010). Este estudo comparou a
producdo de grdos de hibridos obtidos a partir de linhagens S; com hibridos
simples comerciais. Eles também observaram um aumento da importancia relativa
dos efeitos nao-aditivos sobre os efeitos aditivos para produtividade de graos,
além de aumentar a produtividade de gréos e a heterose do hibrido. Romay et al.
(2011), trabalhando com duas popula¢des, uma do norte e outra do sul da
Espanha, observaram um incremento no rendimento de graos em uma populagao
e nenhum incremento na outra populacdo, e a redugdo na depressao por
endogamia apos trés ciclos de SRR de irmaos completos em milho.

Berilli et al. (2013), avaliando o 11° ciclo de selegdo recorrente reciproca
da UENF, verificaram que as populacbes avaliadas sao promissoras para a
consecucgao de novos ciclos de seleg¢ao, proporcionando a concentracido continua
de alelos favoraveis e a producdo de hibridos para as regides Norte e Noroeste
Fluminense. Este incremento na concentragao de alelos favoraveis se destaca no
melhoramento de populagcdes de milho como um dos principais objetivos, a fim de
criar condigdes para a obtengcdo de ganhos genéticos para caracteristicas de

interesse agrondmico em cada novo ciclo de selegcéo (Hallauer et al., 2010).

3.1.2.4 indice de selecdo Mulamba e Mock

Na conducdo de um programa de melhoramento genético vegetal, &
comum a avaliagcédo de varios caracteres com o objetivo de praticar a selegdo em
alguns deles, simultaneamente. Nesse aspecto, o gendtipo selecionado deve
reunir, ao mesmo tempo, uma série de atributos favoraveis capazes de satisfazer
as exigéncias do produtor ou consumidor (Silva e Viana, 2012).

Dessa forma, o uso de estratégias que permitem a selegdo simultanea de
um conjunto de caracteres de maior importancia econémica pode aumentar o
éxito dos programas de melhoramento (Santos et al., 2007).

O uso dos indices de selecdo € uma 6tima alternativa para a obtencéo de
respostas e ganho de selecdo para mais de um carater, simultaneamente,
permitindo obter gendtipos com padrdées adequados para diversas caracteristicas
de forma mais rapida do que a selegao truncada. Associada a isto, a selegao
baseada em um ou poucos caracteres pode gerar alteragbes indesejaveis em

outras, devido a correlagbes genéticas negativas entre elas (Silva e Viana, 2012).
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Na literatura sdo encontrados varios indices de selecdo, os quais podem
ser utilizados no melhoramento de plantas (Cruz et al., 2004). Estes indices s&o
obtidos como combinagdes lineares das medidas de diversos caracteres,
podendo ser eficientes, uma vez que, permitem a avaliacdo de todas as
informagdes disponiveis, atribuem diferentes pesos aos caracteres estudados e
valorizam atributos julgados de maior importéancia pelo pesquisador (Falconer,
1987).

Dentre os indices de selecao disponiveis, esta o indice de Mulamba e
Mock (1978), baseado na soma de postos ou ranks, que consiste em classificar
0s materiais genotipicos em relacdo a cada uma das caracteristicas, em ordem
favoravel ao melhoramento. Uma vez classificadas, sdo somadas as ordens de
cada material genético referente a cada carater, resultando em uma medida
adicional, tomada como indice de selegéo.

Costa et al. (2004) concluiram que o uso dos indices de selegédo é
vantajoso em soja, uma vez que proporcionaram maiores ganhos totais,
distribuidos entre todos os caracteres avaliados. Também concluiram que o indice
baseado na soma de ranks ou Mulamba e Mock (1978), revelaram-se mais
adequado, com progressos superiores em varias situag¢des. Silva e Viana (2012)
verificaram que esse mesmo indice permitiu selecionar progénies superiores de
maracuja para dar prosseguimento ao programa de selecdo recorrente
intrapopulacional.

Rangel et al. (2011), na condugdo do quinto ciclo de selegdo recorrente
em populacdo de milho pipoca, utilizando varios indices de selegao, verificaram
que o indice de Mulamba e Mock resultou em ganhos proporcionais mais
adequados para capacidade de expansao e rendimento de graos, com valores
respectivos de 6,01 e 8,53%, na utilizacdo de pesos econdémicos arbitrarios.

Bertini et al. (2010), trabalhando na identificagdo de gendtipos superiores
de feijao-caupi por meio de indices de sele¢ao, verificou que o indice baseado na
soma de ranks permitiu identificar genotipos superiores e divergentes
assegurando a escolha de parentais com maior potencial produtivo e que
pudessem ser utilizados na formagéo de populagdes segregantes.

Os indices de selecao tém sido utilizados como alternativas de selecao
em varias espécies vegetais, como, milho-pipoca (Freitas Junior et al., 2009,

Freitas et al., 2013), soja (Vasconcelos et al., 2008), cana-de-agucar (Pedrozo et
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al., 2009), maracuja (Oliveira et al., 2008, Silva et al., 2009), feijao de corda
(Santos e Araujo, 2001), Eucalipto (Martins et al., 2006), Alfafa (Vasconcelos et
al., 2010), entre outras.

Como verificado, a utilizacdo de indices de selecdo permitem selecionar
genotipos superiores, resultantes da combinagdo de determinadas caracteristicas
escolhidas pelo melhorista. Neste sentido, o programa de melhoramento genético
de milho comum via selecgao recorrente reciproca da UENF, ao longo dos seus 15
ciclos de selecgao, tem utilizado os indices de selecdo com o intuito de selecionar
as familias consideradas superiores para compor a etapa de recombinagcdo do
programa. Varios foram os indices aplicados ao longo dos ciclos para a selegao.
No 11° ciclo de selecdo, o indice de Mulamba e Mock foi o que apresentou
melhores resultados, com ganho de 12,90% para a caracteristica producgao,
sendo este indice utilizado na selegdo dos gendtipos superiores (Berilli et al.,
2013).

3.1.3 MATERIAL E METODOS

3.1.3.1 Material genético

Foram utilizadas duas populagdes de milho (Zea mays L.) pertencentes a
grupos heteraéticos distintos, sendo uma a populagdo CIMMYT, pertencente a um
grupo heterdético tipo ‘duro’ e outra, a populagao Pirando, pertencente a um grupo
heterdtico ‘dentado’. Ambas as populagbes possuem um gene braquitico que
confere a caracteristica de porte mais baixo as plantas. Estas populagdes sao
oriundas da Universidade Federal de Vigosa (UFV), onde foram trabalhadas até o
quinto ciclo de selecao recorrente reciproca. Do sexto ciclo em diante foi dado
prosseguimento ao melhoramento dessas populagdes na Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), onde o mesmo se encontra no 15°
ciclo de selegao recorrente reciproca.
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3.1.3.2 Geragao das familias de irmaos completos e das sementes S

Foi utilizado o método de selecao recorrente reciproca de familias de
irmaos completos descrito por Hallauer e Miranda Filho (1988). Para obtengao
das familias e das sementes Sy, as populagdes CIMMYT e Pirando, foram
plantadas no Colégio Estadual Agricola Antbnio Sarlo, em Campos dos
Goytacazes, regiao Norte do estado do Rio de Janeiro, situado a 21° 45 de
latitude sul e 41° 20’ de longitude oeste, e a 11 m de altitude. As sementes foram
semeadas com uma profundidade de 0,05 m e cada fileira foi composta por 6,0 m
de comprimento e distanciadas em 1,0 m entre si, e as plantas dentro de cada
fileira ficaram espacgadas por 0,4 m. O plantio foi feito em fileiras alternadas para
facilitar os cruzamentos de maneira a permitir a obtengcdo de familias de irmaos
completos. As plantas de cada fileira foram numeradas para posterior
identificacdo por ocasiao dos cruzamentos.

De acordo com a analise de solo, a adubacao de semeadura foi realizada
aplicando-se 800 kg ha' de adubo N-P-K na formulagdo 04-14-08. A primeira
adubacgao de cobertura foi realizada 30 dias apés a semeadura, por ocasido da
amontoa, aplicando-se 300 kg ha' da formulagao 20-00-20. A segunda adubacéao
foi realizada aos 45 dias apos a semeadura na dosagem de 260 kg ha™' de sulfato
de amodnio (Sawazaki, 2001). Todos os tratos culturais foram realizados conforme
o recomendado por Fancelli e Dourado Neto (2000).

Para cada par de plantas foram feitas duas autofecundacbdes e dois
cruzamentos reciprocos. As polinizacdes foram realizadas manualmente; todas as
linhas foram percorridas diariamente, buscando-se espigas e penddes aptos a
polinizagdo. As espigas foram cobertas antes da emissdo dos estilos-estigmas
com sacos plasticos apropriados. Em seguida, efetuou-se a preparagdo dos
penddes, cobrindo-os com sacolas de papel tipo ‘Kraft’, para uso do pdlen no dia
seguinte. Este procedimento garantiu a origem do pdlen contido na sacola e
evitou o contato com pdlen exdgeno, uma vez que o grao de polen se mantém
viavel por oito horas para uso. Estes procedimentos foram repetidos até o fim do
periodo de polinizacdo, em ambas as populag¢des. Deste modo, foram obtidas 169
familias de irmaos completos e 338 autofecundagdes S4. As familias de irmaos
completos foram usadas para o ensaio de competicdo. Todas as sementes S;4

obtidas foram armazenadas, uma vez que aquelas correspondentes as familias
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superiores identificadas na etapa de avaliacdo das familias de irmaos completos

foram submetidas a genotipagem via marcadores moleculares.
3.1.3.3 Avaliagao das familias de irmaos completos

As familias de irmados completos obtidas na etapa anterior foram
avaliadas em dois ambientes. O primeiro ambiente foi o Colégio Estadual Agricola
Antonio Sarlo, em Campos dos Goytacazes (Norte do Estado do Rio de Janeiro) e
0 segundo, na Estagdo Experimental da Pesagro-Rio, em Itaocara (Centro
Estadual de Pesquisa e Desenvolvimento da Pecuaria Leiteira, em ltaocara —
Noroeste Fluminense). Cada ambiente foi avaliado no delineamento em latice
quadrado 13 x 13, com trés repetigdes.

De acordo com a analise de solo, a adubacao de semeadura foi realizada
aplicando-se 800 kg ha' de adubo N-P-K na formulacdo 04-14-08. A primeira
adubacao de cobertura foi realizada 30 dias apés a semeadura, por ocasidao da
amontoa, aplicando-se 300 kg ha™ da formulagdo 20-00-20. A segunda adubagao
foi realizada aos 45 dias ap6s a semeadura na dosagem de 260 kg ha™' de sulfato
de amobnio (Sawazaki, 2001). Todos os tratos culturais foram realizados conforme
o recomendado por Fancelli e Dourado Neto (2000).

Cada unidade experimental (familias de irmaos completos) foi cultivada
em fileiras de 3,0 m de comprimento, espacadas por 1,0 m uma das outras e 0,2
m entre plantas. Foram semeadas 32 sementes por fileira e apés 30 dias de
plantio, foi feito o desbaste, deixando 16 plantas por fileira, aproximadamente
53.000 plantas ha™.

Apos o florescimento das plantas e colheita, foram avaliadas as seguintes
caracteristicas: Stand final (NPL): obtido pela contagem do numero total de
plantas contidas na parcela no momento da colheita; Numero de plantas
quebradas (NPQ): obtido pela contagem do numero de plantas quebradas no
momento da colheita; Numero de espigas (NE): obtido pela contagem total de
espigas colhidas numa mesma parcela; Numero de espigas doentes (NED):
obtido a partir da contagem de espigas doentes no momento da contagem das
espigas apo6s a colheita; Numero de espigas atacadas por pragas (NEP): obtido
pela contagem das espigas que apresentavam algum ataque de praga; Peso de
espigas (PE): obtido pela pesagem em quilogramas das espigas despalhadas
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apos a colheita; Peso de 100 graos (P100): obtido pela pesagem em gramas, de
uma amostra de 100 grdos sadios, determinado com duas casas decimais;
Produtividade (PROD): obtida a partir da pesagem dos grdos de cada parcela

apos a debulha e convertidos em kg ha™.
3.1.3.4 Analise estatistica

3.1.3.4.1 Analise de variancia

As variaveisforam submetidas a uma anadlise de variancia conforme o
delineamento em latice quadrado, de acordo com o modelo genético estatistico
proposto por Cochran e Cox (1957):

Yil(;)() = M+ AG) + R/AG) ) + B/R/AW(D(G) + GG + GA(D () + il () ()

Onde:

M = Constante geral;

A, = efeito fixo do i-ésimo ambiente;

R/Ajp) = efeito da j-ésima repeticdo dentro do p-ésimo ambiente ~NID
(0,0%);

B/R/Aqy)p) = efeito do |-eésimo bloco dentro da j-ésima repeti¢gdo dentro do
p-ésimo ambiente ~NID (0,0%,);

G; = efeito do i-ésimo gendtipo ~NID (0, 029);

GAip) = efeito da interagdo do i-ésimo genotipo e do |-esimo ambiente
~NID (0, 0%g);

ejj = erro experimental ~NID (0,6°).

Apds a verificacdo da normalidade das variaveis por meio do teste de
Kolmogorov — Smirnov, foi observado que as caracteristicas NPQ, NED e NEP
nao seguiam as pressuposicoes de normalidade e independéncia dos erros,
sendo estas submetidas a uma transformag&o (x + 0,5).

Todas as analises foram efetuadas com o auxilio do software SAS
(Statistical Analyses System-SAS Institute, 2003), versao 9.1.
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No quadro 1 & apresentado o esquema da analise de variancia conjunta,
com as respectivas esperangas dos quadrados médios, sendo que, com excegao

de ambientes, as demais fontes de variagdo foram consideradas aleatérias.

Quadro 1. Andlise de variancia conjunta e as esperangas de quadrados médios
para as respectivas fontes de variagao.

FV GL QM E (QM) F
Ambientes (A) a—1 QMA  0%+rbo’gatg0’sratgbro’ratrbg@a (QMA+QMR)/
(QMB+QMGA)

REP/A a(r-1) QMRep 0° + gbo’ria -

Bloco/Rep/A ar(b-1) QMB 0° + g0°B/RA
Gendtipo (g-1) QMG o°+rbec’s QMG/QMR

GxA (a-1)(g-1) QMGA 0°+rbo’ga QMGA/ QMR

Residuo a(b-1)(g-1) QMR o’ -

Total agr - - -

a= numero de ambientes; b= numero de blocos; r= numero de repeticées; g= numero de
genaotipos.

3.1.3.4.2 Estimacao dos componentes de varidancia e parametros

genéticos

De posse das esperancas dos quadrados médios, apresentados no Quadro
1, foram obtidas as estimativas dos componentes de variancia.

O estimador da variancia genotipica entre familias foi expresso por:

o, = (QMG-QMR)/Ra
Em que:
QMG = quadrado médio dos genatipos;
QMR = quadrado médio do residuo;
r = repeticao; e

a = ambiente.

O estimador da variéancia fenotipica entre familias foi expresso por:

o, = QMG/ra
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Em que:
QMG = quadrado médio dos genatipos;
r = repeticao; e

a = ambiente.

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

expressao:

_ 2
h)%— O'g/of

Coeficiente de variagéo genética: CVy,) = [100,/ o,/ EJ

indice de variag&o: lye) = 100 (CV4/CVe)

Os ganhos por selecdo (GS) foram estimados por:
GS = (X, - X,)/i;-

Em que: X, = média das familias de irmdos completos selecionados com
base no indice de selecao;
X, =média de todas as familias avaliadas; e

h2- = herdabilidade com base na média das familias.

3.1.3.4.3 Identificagao das progénies superiores

Para a selecdo das familias superiores, priorizou-se a selecao de familias
mais produtivas e que possuissem uma menor média para caracteristicas
consideradas indesejaveis, tais como: NPQ, NED e NEP.

Foram testadas diferentes estratégias com diferentes pesos, sendo eles:
a) coeficiente de variagdo genético (CVg); b) indice de Variagédo (CVg/Cve) ; c)

herdabilidade com base na média das familias (h)% ); e d) valores atribuidos por

tentativas (PT) de magnitudes de 300, 300, 100, 100, 20, 10, 10 e 10,
respectivamente, para as caracteristicas PROD, PE, NPL, NE, P100, NPQ, NED e
NEP. Sendo que para as NPQ, NED e NEP foram utilizados peso de 10 com o

intuito de reduzir o ganho de tais caracteristicas.
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Assim, para a selegcdo das familias superiores, aplicou-se o indice de
selecdo de Mulamba e Mock (1978), utilizando os recursos computacionais do

programa SAS, seguindo a rotina descrita por Silva, (2015).

3.1.3.4.4 Selecao Direta

Estimaram-se os ganhos de selecdao direta para a caracteristica
produtividade (GSyx ) € 0s ganhos para as caracteristicas afetadas pela selegéo
direta em produtividade, através do sistema adotado por Falconer (1987): GS =

DSy . h?, sendo: DS, = diferencial de selegdo e h? = coeficiente de herdabilidade.

3.1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.4.1 Avaliagao das Familias de Irmaos Completos e Analise de
Variancia

Na Tabela 1, encontram-se as estimativas e as significAncias dos
quadrados meédios, bem como as médias e os coeficientes de variacdo
experimental com base na média das oito caracteristicas avaliadas, nas familias
de irmaos completos, nos dois ambientes avaliados, Campos dos Goytacazes e
Itaocara, RJ.

Os coeficientes de variagdo experimental foram de 9,5% para a
caracteristica peso de 100 graos (P100), 11,04% para stand final (NPL), 15,14%
para numero de espigas (NE), 19,01% para peso de espigas (PE) e 19,66% para
a produtividade (PROD) (Tabela 1). De acordo com as classificagdes propostas
por Scapim et al. (1995), e Fritsche-Neto et al. (2012), as quais foram elaboradas
considerando a cultura do milho e a natureza das caracteristicas avaliadas, os
coeficientes de variagdo podem ser considerados medianos, o que demonstra
uma boa precisdo experimental. Cabe ressaltar que a estimativa da preciséo
experimental é fundamental, uma vez que trabalhos cientificos sdo realizados e

comparados (Scapim et al., 1995).



23

Ja para as caracteristicas: numero de plantas quebradas (NPQ), numero
de espigas doentes (NED) e numero de espigas atacadas por pragas (NEP), apos
a transformacao dos dados, apresentaram valores de coeficiente de variacéo
experimental, 31,12%, 26,05% e 34,58%, respectivamente.

Ainda pela analise de varidncia (tabela 1), constataram-se diferengas
significativas pelo teste F entre as familias para quase todas as caracteristicas,
exceto NED. Esse resultado indica a presenga de variabilidade genética entre os
gendtipos, o que é de fundamental importancia para obtencdo de ganhos
genéticos em programas de melhoramento. Ja para NED, a auséncia de
variabilidade indica que os gendtipos analisados ndo sao susceptiveis a doengas.
A analise da interagdo ambiente por familias (tabela 1) revelou significancia para
todas as caracteristicas. A presenca de valor significativo, na interagdo ambiente
x familia, evidencia que as familias estudadas ndo mantiveram a mesma resposta
para as caracteristicas em estudo nos dois ambientes, indicando que as melhores
familias em um local podem nao ser em outro.

Resultados de interagbes significativas entre familias e ambientes para
estas caracteristicas também foram encontrados por Ferrdo (1985), Daros et al.
(2004), Santos et al. (2007), Tardin et al. (2007) e Cunha et al. (2012), entre
outros. Porém Berilli et al. (2013), na condugdo do décimo primeiro ciclo de
selecdo recorrente reciproca da UENF, verificaram, para a maioria das
caracteristicas avaliadas, auséncia de significAncia para interagdo tratamentos x
ambientes. A interagdo gendtipo x ambiente é um importante fenébmeno para os
melhoristas e agrébnomos que atuam nos testes comparativos e na recomendacgao
de cultivares. Quanto maior a diversidade genética entre os gendtipos e entre os
ambientes, maior importancia sera essa interagao.

A significancia para a interagdo ambiente por familia e a redugdo na
produtividade do décimo quinto ciclo em relacdo ao décimo quarto pode ser
explicada pelo baixo volume pluviométrico registrado na regido Norte e Noroeste
Fluminense, durante o periodo de setembro de 2014 a marco de 2015 (INMET,
2015). Bergamaschi et al. (2004) relatam que as oscila¢gdes nas safras de milho
das principais regides produtoras do Brasil estdo associadas a disponibilidade de
agua, sobretudo no periodo critico da cultura, que vai do pendoamento ao inicio

do enchimento de graos.



Tabela 1. Resumo da analise de variancia conjunta com os respectivos quadrados médios e graus de liberdade (GL), estimativas dos
coeficientes de variagado experimental (CVe%) e das médias para as caracteristicas avaliadas, no ensaio em delineamento em latice
em dois ambientes, Campos dos Goytacazes e Itaocara — RJ.

Quadrado Médio"

i et NPL NE PE P100 PROD NPQ' NED™ NEP
Ambientes (A) 1T 0,193™ 537,12** 286117,44"  1010,69** 17524291  139,20** 1,79  129,69*
Rep (amb) 4 3287™ 142,59** 3914065,94** 171,40  314999458* 7,705  0,15** 0,98**
Bloco (amb*rep) 72 3,21™  26,49**  574884,45** 15,25 4724664,8** 0,714  0,055* 0,27*
Familias (F) 168  4,099** 46,23  533715,00** 18,36**  4432298,0**  0,86**  0,050" 0,20*
AxF 168 4,527 23,11**  504900,10** 7,29* 4287369,7**  0,75** 0,053* 0,22*
Residuo 600 2,86 12,57 176728,8 5,85 1460563 0,36 0,042 0,16
Média Geral - 1532 2342 2210,96 25,36 6145,4 1,94 0,78 1,17
Média em Campos - 15,30 24,15 2227,76 24,36 6186,97 1,57 0,83 1,53
Média em ltaocara - 15,34 22,70 219417 26,36 6103,83 2,30 0,74 0,82
CV (%) - 11,04 15,14 19,01 9,5 19,66 31,12 26,05 34,58
Eficiéncia (%) - 101,29 111,85 124,14 117,21 123,94 111,28 103,4 109,9

"NPL = stand final; NE = nimero de espigas; PE = peso de espigas; P100 = peso de 100 gréos; PROD = produtividade (Kg ha™"); NPQ = nimero
de plantas quebradas; NED = numero de espigas doentes; NEP = numero de espigas atacadas por praga. (1) NPQ, NED e NEP dados
transformados V(x+0,5); ™ N&o significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade; * Significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade; ** Significativo
pelo teste F a 1% de probabilidade.

ve
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Ainda, de acordo com a tabela 1, para a caracteristica PROD, a média foi
de 6.145,4 Kg ha™', superior ao relatado por Tardin et al. 2007, Berilli et al. 2013 e
Cunha et al. 2012, na condugdo do nono, décimo primeiro e décimo segundo
ciclos de selecao recorrente reciproca, em que a meédia foi, respectivamente,
4.640,00 Kg ha™, 4.778,00 Kg ha™ e 5.008,14 Kg ha™. Entretanto, foi inferior ao
relatado por Vettorazzi (2014), na condug¢do do décimo quarto ciclo de selegdo
recorrente reciproca, onde que para a caracteristica PROD a média foi de 7.019,4
Kg ha™'. Para a caracteristica P100, a média foi de 25,36 g (Tabela 1). Tardin et
al. (2007) e Cunha et al. (2012), na conducdo do oitavo e do décimo segundo
ciclos de selegdo recorrente reciproca, encontraram valores de 25 e 30,88 g,
valores proximos ao encontrado nesse ciclo.

A eficiéncia do delineamento em latice foi superior a 100% para todas as
caracteristicas (Tabela 1), tal eficiéncia evidencia que houve reduc¢do da variancia
fenotipica, levando a um aumento da herdabilidade. As magnitudes destas
eficiéncias variaram de 1,29% para a caracteristica NPL a 24,14% para a
caracteristica PE. Silva et al. (2012) utilizaram o delineamento em latice para
avaliar progénies de irmdo-completo de maracujazeiro. Este delineamento se
mostrou eficiente em apenas trés caracteristicas: numero de dias para o
florescimento (17,47%), teor de sdlidos soluveis (3,78%) e peso da polpa (0,38%).

O delineamento em latice é utilizado para reduzir a heterogeneidade da
area quando os melhoristas necessitam avaliar um grande numero de individuos,
uma vez que nao ha como prever se a area experimental é ou ndo homogénea
(Ramalho et al., 2012). A eficiéncia de um delineamento em latice esta associada
a sua capacidade de proporcionar condicdes para a discriminacdo das médias

dos tratamentos avaliados.
3.1.4.2 Estimativas dos Parametros Genéticos

Encontram-se na Tabela 2, as estimativas das variédncias genotipicas
(cé), fenotipica (c%), coeficientes de variagcdo genética CVg (%), coeficiente de
herdabilidade (h%_ ) € indice de variagao (Iv).

O coeficiente de variagdo genética (CVg%) variou de 2,97% a 14,85%
para as caracteristicas NPL, NED, P100, NEP, NE, PE, PROD e NPQ (Tabela 2),
sendo que para a caracteristica PROD o CVg % foi de 11,45. Cunha et al. (2012),
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conduzindo o décimo segundo ciclo de sele¢cdo recorrente, encontrou para as
caracteristicas PROD, PE, NE, NPL, P100 valores de CVg% variando de 2,21% a
13,21%.

Estimativas do coeficiente de variagdo genética (CVg) permitem ao
melhorista ter uma percepg¢ao da grandeza relativa das mudangas que podem ser
obtidas por meio de selec¢do, ao longo de um programa de melhoramento, ja que
se trata de um parametro, cuja estimativa é diretamente proporcional a variancia
genética (Silva et al., 2012).

Outro parametro que pode auxiliar na tomada de decisdo do processo
seletivo é o indice de variagdo (lv). Por traduzir a relagdo entre CVg e CVe,
permite supor sobre a eficiéncia de programas de melhoramento na obtencao de
ganhos seletivos desejaveis (Silva et al., 2012). O estimador Iv é utilizado para
determinar as chances de sucesso na selecdo, no que dependera de sua
magnitude, principalmente para as situacbes em que for igual ou superior a
unidade (Vencovsky, 1987).

Os valores estimados para os indices de variagao (ly) variaram de 0,18
para a caracteristica NED até 0,67 para NE. Para as caracteristicas PROD, PE,
NE e P100, os valores foram de 0,58, 0,58, 0,67 e 0,60, respectivamente. Cunha
et al. (2012), conduzindo o décimo segundo ciclo de selegéo recorrente reciproca
encontrou valores variando de 0,48 a 0,67 para essas mesmas caracteristicas,
indicando predominancia da variagdo experimental sobre a variagao genotipica.
Este parametro ajuda na indicagdo da presenga de variabilidade genética na
populacdo em estudo e na selecdo do método a ser utilizado para melhoramento
genético (Berilli et al., 2013).

As estimativas de herdabilidade (Tabela 2) com base na média das

familias (hf(—/) variaram entre 15% a 73%, sendo que para produtividade, a

herdabilidade foi de 67%. Cunha et al. (2012), na condugédo do décimo segundo
ciclo de selecao recorrente, observaram valores de herdabilidade variando de
48,33% a 64,27%, sendo que para producao de graos foi observado valor de
48,33%.
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2
g

coeficientes de variagdo genética CVy (%), coeficiente de herdabilidade (hf(—f) e

Tabela 2. Estimativas das varidncias genotipicas (o), fenotipica (c%),

indice de variacao (lv).

Parametros genéticos

2

Caracteristicas o, o7 CVq (%) hs; d

PROD 495289 738716 11,45 67,0 0,58

PE 59497,7 88952,5 11,03 67,0 0,58

NE 5,61 7,7 10,11 73,0 0,67

NPL 0,2 0,68 2,96 30,0 0,27
P100 2,085 3,06 5,70 68,0 0,60
NPQ 0,083 0,14 14,85 60,0 0,47
NED 0,0013 0,0083 4,60 16,0 0,18
NEP 0,0066 0,03 6,94 22,0 0,20

PROD = produtividade (Kg ha™); PE = peso de espigas; NE = nimero de espigas; NPL =
stand final; P100 = peso de 100 grdos; NPQ = numero de plantas quebradas; NED =
numero de espigas doentes; NEP = numero de espigas atacadas por praga.

Esse aumento nas estimativas de herdabilidade esta relacionado
diretamente com a eficiéncia do latice. Como para todas as caracteristicas
avaliadas o latice foi eficiente, era esperado esse aumento nas estimativas de
herdabilidade, que diretamente influencia a precisdo experimental. Daros et al.
(2004), Amorim e Souza (2005), Cémara et al.(2007) e Rangel et al. (2008)
também encontraram valores de herdabilidade elevados para produgao, 84,15%,
81,69%, 94% e 93,95%, respectivamente.

3.1.4.3 Selegao Baseada no indice de Mulamba e Mock (1978)

A Tabela 3 apresenta as estimativas dos ganhos percentuais pelo indice
de Mulamba e Mock (1978), com a utilizagcdo de diferentes pesos, sendo eles:
coeficiente de variagdo genético (CVg); Indice de Variagdo (CVg/Cve);

herdabilidade com base na média das familias (h)%) e; valores atribuidos por

tentativas (PT) para as oito caracteristicas avaliadas.

Conforme a premissa, no melhoramento de plantas existe dificuldade em
se estabelecer pesos econdmicos. Os pesos econdmicos podem ser estimados a
partir de estatisticas dos proprios dados experimentais. Assim, o coeficiente de

variagao genotipico (CVg) se constituiria em um bom referencial, pelo fato de ser
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um parametro adimensional e diretamente proporcional a variancia genética
(Cruz, 1993).

Entretanto, ao comparar os ganhos obtidos por meio dos pesos
econdmicos utilizados para todas as caracteristicas em estudo, verifica-se que os
ganhos foram proximos, ligeiramente maiores quando utilizado o peso por
tentativa (PT), sendo PT considerado como mais adequado para a selecao das 40
familias superiores correspondentes ao 15° ciclo de selegao recorrente reciproca.

O ganho percentual para a caracteristica produtividade quando utilizados
os seguintes pesos CVg/CVe e h? CVg e PT foi de 11,52%, 11,79% e 12,11%,
respecitivamente. Tardin et al. (2007) no nono ciclo de sele¢ao, utilizando o indice
de Smith e Hazel, obteve ganho percentual de 4,68% para produgéo. Ja Berilli et
al. (2013), conduzindo o décimo primeiro ciclo de selegéo recorrente reciproca e
fazendo uso de diferentes indices de seleg¢ao, verificaram que o indice que
permitiu os melhores ganhos foi o de Mulamba e Mock, com ganho percentual de
12,90%, bem préximo ao relatado nesse trabalho, ambos autores utilizaram peso
atribuido por tentativa. Cunha et al. (2012), para a selegao das familias superiores
do 12° ciclo de selecéo recorrente reciproca, utilizaram quatro indices de selecao
e 0s pesos econdmicos CVg, desvio padrdo genético (DPg), (CVg/CVe), h? e PT,
e verificaram que o indice que permitiu os melhores ganhos foi o de Mulamba e
Mock, obtendo ganho de 9,58 % para PROD quando utilizados pesos atribuidos
por tentativa.

Souza Junior e Pinto (2000) obtiveram um ganho direto de 7,2% para a
caracteristica produtividade com a selecao recorrente reciproca para familias de
meios-irmaos. Santos et al. (2008), trabalhando com seleg¢ao recorrente de meios-
irmaos em milho pipoca, basearam-se no indice de Mulamba e Mock, e

encontraram ganhos preditos de 10,00% para a caracteristica produtividade.



Tabela 3. Estimativas dos ganhos percentuais pelo indice de Mulamba e Mock com base em quatro critérios de pesos econémicos
para oito caracteristicas avaliadas no décimo quinto ciclo de sele¢ao recorrente reciproca em familias de irmaos completos da UENF.

Caracteristica Xo Xs DS GS GS% Xo Xs DS GS GS%
Peso atribuido por tentativa CvVg
PROD 6.145,4 7.256,46 1.111,05 744,40 12,11 6.145,4 7.226,38 1.080,98 724,25 11,79%
PE 2.210,97 2.596,30 385,32 254,31 11,5 2.210,97 2.584,92 373,95 246,81 11,16%
NE 23,43 25,80 2,3 1,7 7,28 23,43 25,82 2,4 1,73 7,37%
NPL 15,32 15,45 0,13 0,039 0,26 15,32 15,45 0,13 0,04 0,25%
P100 25,36 25,91 0,55 0,37 1,48 25,36 26,03 0,67 0,46 1,80%
NPQ 1,94 1,81 -0,12 -0,12 -3,79 1,94 1,77 -0,17 -0,10 -5,15%
NED 0,79 0,80 0,01 0,01 0,19 0,79 0,79 0,01 0,00 0,15%
NEP 1,17 1,16 -0,01 -0,01 -0,26 1,17 1,14 -0,03 -0,01 -0,64%
Caracteristica CVg/CVe )27/
PROD 6.145,40 7.202,17 1.056,76 708,03 11,52% 6.145,40 7.202,17 1.56,76 708,03 11,52%
PE 2.210,97 2.578,94 367,98 242,86 10,98% 2.210,97 2.578,94 367,98 242,86 10,98%
NE 23,43 25,79 2,36 1,70 7.27% 23,43 25,79 2,36 1,70 7.27%
NPL 15,32 15,51 0,18 0,06 0,36% 15,32 15,51 0,18 0,06 0,36%
P100 25,36 26,23 0,87 0,59 2,32% 25,36 26,23 0,87 0,59 2,32%
NPQ 1,94 1,77 -0,17 -0,10 -5,27% 1,94 1,77 -0,17 -0,10 -5,27%
NED 0,79 0,80 0,01 0,00 0,19% 0,79 0,80 0,01 0,00 0,19%
NEP 1,17 1,14 -0,03 -0,01 -0,60% 1,17 1,14 -0,03 -0,01 -0,60%

PROD = produtividade (Kg ha™); PE = peso de espigas; NE = nimero de espigas; NPL = stand final; P100 = peso de 100 grdos; NPQ = nimero

de plantas quebradas; NED = numero de espigas doentes; NEP = numero de espigas atacadas por praga.

6
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Para todas as caracteristicas, o ganho foi o mesmo quando utilizado
como peso a h? e o CVg/Cve. A caracteristica PE apresentou ganho de 11,5% e
11,16% quando utilizados os pesos PT e CVg. Berilli et al. (2013) obtiveram
ganho percentual para a caracteristica NE de 7,45%, utilizando peso atribuido por
tentativa, préximo ao encontrado no presente trabalho que foi de 7,27%.

Para as caracteristicas NPQ e NEP para todos os pesos utilizados, houve
ganhos preditos promissores por expressarem ganhos negativos, indicando a
perspectiva de selecdo de gendtipos menos propensos ao quebramento e aos
danos causados por pragas. Ganhos genéticos negativos para essas
caracteristicas sdo de suma importancia ao programa, principalmente para a
caracteristica NPQ, devido as regides Norte e o Noroeste Fluminense
apresentarem elevada incidéncia de ventos. Para a caracteristica NED houve um
ganho variando de 0,15 a 0,19%. Santos et al. (2007) ao predizerem os ganhos
genéticos na populagdo de milho-pipoca via indice de Pesek e Baker (1969),
utilizando como peso econdmico o desvio padrdo genético (DPg), observaram
resultados desfavoraveis de ganhos para caracteristica espigas doentes,
verificando que a estimativa percentual positiva dos ganhos por selegéao
favorecerao a suscetibilidade a pragas e doengas.

Freitas Junior et al. (2009), Rangel et al. (2011), Ribeiro et al. (2012) e
Freitas et al. (2013), trabalhando em diferentes ciclos de selegédo recorrente de
milho pipoca na UENF, verificaram que o indice de Mulamba e Mock proporcionou
as magnitudes mais elevadas de ganhos preditos para a maioria das
caracteristicas, incluindo-se a capacidade de expansdo e producdo na utilizacao
de pesos arbitrarios atribuidos por tentativas.

Os valores dos ganhos genéticos preditos de cada caracteristica obtidos
pela selecdo direta encontram-se na tabela 4. Como pode ser observado, haveria
um ganho maior para todas as caracteristicas quando considerado a selegdo
direta.

Fazendo uma comparacao entre o indice de Mulamba & Mock e a selecéo
direta, pode-se observar que o ganho predito para a produtividade com a selegéo
direta é de, em média, 18,64%, superior ao observado no indice de Mulamba e
Mock (12,11%). Gabriel (2009) também observou que com a selecéo direta foi
possivel obter maiores ganhos para produtividade (14%), enquanto que o ganho
obtido via indice de Mulamba e Mock foi de 12,9%.
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No entanto, a selegdo direta prioriza apenas uma caracteristica e pode
fazer com que juntamente com esta caracteristica, considerada a principal,
também haja ganho em caracteristicas consideradas indesejaveis, tais quais

numero de plantas quebradas, acamadas, espigas doentes entre outras.

Tabela 4. Estimativas dos ganhos percentuais pela selecdo direta para oito
caracteristicas avaliadas no décimo quinto ciclo de sele¢ao recorrente reciproca
em familias de irmaos completos da UENF.

Caracteristica Xo Xs DS GS GS%
PROD 6.14540  7.281,08 1.145,68 767,6 18,64

PE 2.210,97  2.609,83 398,87 271,23 18,04

NE 23,43 27,14 3,72 2,71 15,88

NPL 15,32 16,27 1,049 0,31 6,85
P100 25,36 27,75 2,39 1,63 9,42
NPQ 1,93 1,41 -0,53 -0,31 -27,13
NED 0,79 0,69 -0,1 -0,01 -12,8
NEP 1,17 0,90 -0,26 -0,06 -22,6

PROD = produtividade (Kg ha™); PE = peso de espigas; NE = nimero de espigas; NPL =
stand final; P100 = peso de 100 grdos; NPQ = numero de plantas quebradas; NED =
numero de espigas doentes; NEP = numero de espigas atacadas por praga.

Na tabela 5, encontram-se o ranqueamento das médias das familias
superiores selecionadas pelo indice de Mulamba e Mock. Tais familias
selecionadas serdo utilizadas no préximo ciclo de selecdo dando continuidade ao
programa de selegcdo recorrente reciproca com o intuito de obter hibridos
adaptados as regides Norte/Noroeste Fluminense.
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Tabela 5. Ranqueamento das médias das 40 familias superiores avaliadas em

ensaio de competicdo em Campos dos Goytacazes e Itaocara, RJ.

Individuo Familia Média (Kg ha™) Individuo Familia Média (Kg ha™)

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

50
131
33
129
43
38
164
21
157
99
73
118
46
153
24
26
25
53
133

8.202,29
7.861,22
8.194,15
8.183,3
7.531,48
7.763,79
7.265,6
7.881,87
7.345,14
7.848,5
7.605,93
7.553,33
7.377,42
7.138,01
7.289,83
7.369,89
7.159,16
7.214,78
7.252,19
6.973,67

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

66
168
89
12
109

39
44
80
63
162
78
85
37
82
91
17
144
135
54

7.091,53
7.086,01
7.182,46
7.351,54
7.122,32
7.022,91
6.776,06
7.126,34
7.051,76

7.095,9
7.041,32
7.053,42
7.093,17
7.251,99
7.056,81
6.767,78
6.801,71
6.929,51
6.554,94
6.718,59

Média: 7.256,56 Kg ha™
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3.1.5 CONCLUSOES

1 - Os parametros genéticos revelaram que ha variabilidade a ser explorada nos
sucessivos ciclos de seleg¢ao recorrente reciproca;

2 - A selegao recorrente reciproca tem se mostrado um método efetivo em
proporcionar ganhos genéticos e assegurar, assim, o avango de geragoes.

3 - O indice de Mulamba e Mock é eficiente em predizer ganhos genéticos
satisfatorios em produtividade e nas demais caracteristicas, o que favorece a
continuidade do programa de melhoramento de milho na UENF com essas
populacoes.

4 - O indice aplicado foi o de Mulamba e Mock, o qual se adequou aos objetivos
do programa, obtendo um ganho predito para a caracteristica produtividade de

12,11% e um incremento de 744,4 Kg ha ciclo™.
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3.2 DESENVOLVIMENTO, OTIMIZAGAO DE PRIMERS SSR-EST’S
ASSOCIADOS COM A PRODUTIVIDADE E ANALISE DA DIVERSIDADE
GENETICA

3.2.1 INTRODUGAO

A cultura do milho (Zea mays L.) € uma das mais importantes do Brasil,
sendo produzida em quase todo o territorio nacional (Engelsing et al., 2012) e
alcangando produgcdo média de 80 milhdes de toneladas por ano (Conab, 2015).
Entretanto, a produgao de graos por unidade de area ainda nao traduz o potencial
genético das cultivares disponiveis, levando a constantes buscas por alternativas
que aumentem a produtividade (Cunha et al., 2010).

Aliado a este fato, as oscilacbes nas safras de milho, das principais
regides produtoras do Brasil, estdo associadas a diversos tipos de estresses
abidticos, como déficit hidrico (Bergamaschi et al.,, 2004) e sobretudo, solos
deficientes em nitrogénio e fésforo, que afetam negativamente o desenvolvimento
das plantas, levando a redugao na produtividade (Souza et al., 2008).

O milho é uma das culturas mais exigentes em nitrogénio, sendo o
fornecimento inadequado e os baixos teores no solo um dos fatores limitantes da
produtividade (Civardi et al., 2011). O nitrogénio, juntamente com o fésforo, &
fundamental para o desenvolvimento das culturas (Lea e Miflin, 2011). Quando a
disponibilidade de fésforo no solo é baixa, ocorre reducdo do metabolismo, da

massa e da superficie de varios 6rgaos das plantas, afetando sua produtividade.



35

Isso se deve ao fato do fésforo estar envolvido na producdo e transporte de
energia, fotossintese, transformacgéo de carboidratos e na composi¢cao de acidos
nucleicos, carboidratos fosfatados, fosfolipidios e coenzimas. O nitrogénio é
constituinte de proteinas, coenzimas, acidos nucleicos, fitocromos, ATP
(Adenosina Tri-fosfato), clorofila e inumeras enzimas (Jakelaitis et al., 2005),
influenciando o crescimento da planta mais do que qualquer outro nutriente.

Ja o estresse hidrico afeta diversos processos bioquimicos, fisioldgicos e
morfolégicos nas plantas, e as respostas comumente dependem do genétipo, do
estagio de desenvolvimento da planta, da duracdo e da severidade do estresse
(Vidal et al., 2005). Em plantas sob essa condi¢do, ha aumento da resisténcia
difusiva ao vapor de agua mediante o fechamento dos estématos, o que reduz a
transpiracdo e o suprimento de CO,, além de diminuir o crescimento celular e
aumentar a fotorrespiracao (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 2007).

Nesse sentido, diversos trabalhos vém sendo relatados na literatura,
buscando obter gendtipos que sejam mais responsivos a utilizacdo da agua (Silva
et al. 2015) e uso eficiente do nitrogénio e do fésforo (Simons et al., 2014;
Parentoni e Souza Junior, 2008), além da identificagdo de genes e de QTL
(Sousa et al., 2012; Zhu et al., 2005) que estejam diretamente relacionados a
essas caracteristicas. Entretanto ndo ha relatos para a cultura do milho de
trabalhos desenvolvidos a partir de marcadores funcionais para tais
caracteristicas.

Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi desenvolver, otimizar e validar
iniciadores SSR-EST relacionados a trés caracteristicas que afetam diretamente a
produtividade do milho, sendo essas, tolerancia ao estresse hidrico e uso
eficiente do nitrogénio e do fésforo. Tais iniciadores foram utilizados em
associagao ao programa de SRRFIC da UENF, na etapa de genotipagem
molecular dos parentais das familias selecionadas. O intuito € que, com a analise
desses locos, possam identificar-se os individuos mais divergentes e mais
distantes geneticamente do ponto de vista funcional associados a produtividade
do milho. A expectativa é de que tal distancia genética possa estar mais
diretamente relacionada a heterose em futuros cruzamentos interpopulacionais

ou, ainda, entre linhagens a serem derivadas.
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3.2.2 REVISAO DE LITERATURA

3.2.2.1 Diversidade genética

A divergéncia genética pode ser conceituada como quaisquer diferengas
genéticas entre espécies ou individuos dentro da espécie (Falconer e Mackay,
1996). A diversidade genética pode ser estudada de forma quantitativa ou
preditiva. Entre os métodos quantitativos, citam-se as analises dialélicas em que é
necessaria a avaliagdo dos genitores e de suas combinag¢des hibridas. E quanto
aos meétodos preditivos da diversidade, relatam-se aqueles que se baseiam nas
diferengas morfoldgicas, fisiolégicas ou moleculares, quantificando os genitores
por medidas de dissimilaridade que expressam o grau de divergéncia genética
entre os mesmos (Cruz et al., 2012).

Entretanto, o uso de marcadores moleculares no melhoramento genético
tem tido destaque como uma ferramenta importante, ndo sé visando ao
mapeamento de genes, aos diagndsticos de doencgas e aos estudos taxondmicos
e evolutivos, mas também em analises de diversidade genética (Wunsch e
Hormaza, 2007). Em estudos sobre o milho, o emprego de marcadores
moleculares tem facilitado a avaliagdo da diversidade genética entre linhagens e
na determinagao de grupos heteréticos entre elas (Barbosa et al., 2003).

O emprego de linhagens em programas de melhoramento de milho esta
associado a busca do vigor de hibrido ou heterose, fenbmeno que proporciona
maior produtividade em hibridos provenientes do cruzamento de parentais que
exibem alta divergéncia entre si (Paterniani et al., 2008). As populagdes, apesar
de serem menos produtivas que as cultivares modernas, apresentam uma
complexa estrutura genética e, por isso, sdo importantes fontes de variabilidade
na busca por genes responsaveis pela tolerancia ou resisténcia a determinados

fatores bidticos e abidticos (Coimbra et al., 2010).

3.2.2.2 Marcadores moleculares no programa de selegao recorrente
reciproca de milho comum da UENF

A avaliagdo por meio de marcadores moleculares apresenta algumas

vantagens sobre outros métodos, porque, além de identificar o elevado
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polimorfismo, eles ndo apresentam interagbes com o meio ambiente podendo ser
avaliado em qualquer fase do desenvolvimento da planta (Williams et al., 1990).

Os marcadores moleculares no melhoramento genético de plantas sao
utilizados em estudos de diversidade genética, caracterizagdo de acessos de
germoplasma e variedades, selegcdo de genitores, recuperacdo mais rapida do
genoma do genitor recorrente em programas de retrocruzamentos, selegc&o
assistida, analise de identidade genética ou fingerprinting, desenvolvimento de
mapas genéticos, selecado recorrente e selecdo genémica ampla (Faleiro et al.,
2011).

Em vista disso, Tardin et al. (2007), conduzindo o oitavo ciclo de selecao
recorrente reciproca em familias de irmaos completos de milho da UENF, fizeram
uma modificacdo no método, incorporando, antes da etapa de recombinacéo, uma
etapa de avaliacdo da diversidade genética dos genitores selecionados como
superiores agronomicamente, utilizando para tanto, marcadores RAPD,
objetivando-se preservar a variabilidade genética e aumentar a distancia genética
entre as populacdes.Tal autor observou que a técnica molecular mostrou-se util
para identificar contaminantes e auxiliar na escolha dos gendtipos a serem
recombinados de forma a maximizar a heterose entre as populagdes.

No décimo ciclo de selecdo recorrente reciproca, Gabriel, (2006)
submeteu as familias superiores selecionadas pelo indice de selecédo a
genotipagem via marcadores AFLP, para que se pudesse avaliar a distancia
genética dos genotipos a serem recombinados. A analise molecular das
populagdes CIMMYT e Pirando indicou que, mesmo apds 10 ciclos de selecao
recorrente, ambas as populagbes possuem variabilidade genética intra e
interpopulacional expressiva para a continuidade do programa.

Berilli et al., (2011), aplicando marcadores ISSRs no 11° ciclo de selecéo,
concluiram que a aplicagdo de marcadores moleculares em programas de selegéo
recorrente reciproca permite a otimizagdo do monitoramento da variabilidade
genética dentro e entre populagdes, favorecendo a recombinagao entre progénies
mais distantes, além de garantir aumento da longevidade do programa de sele¢ao
recorrente reciproca.

Cunha et al., (2012), na condugédo do 12° ciclo de selegdo recorrente
reciproca da UENF, utilizaram 23 marcadores moleculares ISSR’s em uma

tentativa de maximizar a variabilidade genética entre e dentro das populacdes
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com base na selecdo de progénies Si e verificaram que a aplicagdo dos
marcadores moleculares na fase de selegcdo das progénies superiores levou a um
aumento da distancia genética entre as populagdes, que € um fator muito
importante para maximizar a utilizagdo de heterose e proporcionar uma maior
longevidade do programa de selec¢&o recorrente reciproca.

Na condugédo do 13° e 14° ciclos de selegdo, Galvao et al. (2015) e
Vettorazzi, (2014) utilizaram 20 marcadores moleculares funcionais (SSR-EST'’s)
na genotipagem das familias superiores dos respectivos ciclos mencionados do
programa de selegao recorrente reciproca de irmaos completos em milho (Zea
mays L.), e verificaram que as populagdes em estudo tém expressiva diversidade
genética, que corresponde ao genoma funcional, indicando que esta estratégia

pode contribuir para o ganho genético em futuros ciclos de selecao.

3.2.2.3 Marcadores SSR-EST’s

Devido a extensa disponibilizacdo publica de clones de cDNA e de
sequéncias EST’s para as mais diversas espécies, grande énfase tem sido dada
ao desenvolvimento de marcadores moleculares obtidos a partir de regides
transcritas dos genomas (Ramu et al., 2013). Assim, marcadores microssatélites
também vém sendo desenvolvidos a partir dos inumeros projetos de
sequenciamento baseados em EST’'s (Pashley et al., 2006). Tais sequéncias
possuem cerca de 400 pares de bases, resultantes do sequenciamento uUnico de
uma das extremidades de um cDNA, o qual foi obtido de um mRNA (Poncet et al.,
2006).

A identificacdo de microssatélites em sequéncias EST’s (denominados
SSR-EST’s) é realizada através da mineragéo de dados, utilizando-se técnicas de
bioinformatica (Sharma et al., 2007). Esse processo € rapido, acessivel,
economicamente viavel e apresenta imenso potencial para automatizacéao,
aumentando a eficiéncia na geragao desses marcadores (Varshney et al., 2005a).

Estes marcadores foram desenvolvidos com éxito para varias espécies
vegetais, entre elas: milho (Sharapova et al., 2002), gramineas forrageiras (Mian
et al., 2005), cevada (Varshney et al., 2006), soja (Hisano et al., 2007), algodao
(Han et al., 2006), arroz (La Rota et al., 2005), trigo (Fu et al., 2006), cana de
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acgucar (Cordeiro et al., 2001), sorgo (Srinivas et al., 2009), milheto (Senthilvel et
al., 2008), girassol (Pashley et al., 2006), entre outras.

Os SSR-EST’s demonstram ser mais uteis na obtencdo dos resultados,
produzindo dados de melhor qualidade, isto €, bandas mais fortes ou com picos
alélicos bem definidos e de mais facil interpretacdo (Pahsley et al., 2006). Os
microssatélites baseados em EST’s sdo poderosas ferramentas para avaliacdo de
diversidade genética, estudos evolutivos, mapeamento e analise de
caracteristicas quantitativas (Ramu et al., 2013; Sun et al., 2015).

De acordo com varios autores, a aplicacdo de SSR-EST’s em estudos de
avaliacdo de germoplasma acentua a resolugdo da analise, uma vez que o
polimorfismo analisado advém de regibes transcritas, revelando, assim, a
verdadeira diversidade genética (Zhang et al., 2014). Desse modo, esses
marcadores apresentam implicagbes diretas em programas de melhoramento
vegetal, onde os parentais necessitam ser selecionados com base na distancia
genética (Gupta e Rustgi, 2001).

Marcadores SSR-EST’s, em virtude da influéncia de microssatélites na
regulacdo génica (Dutta, et al., 2011) e de sua associagédo fisica a regides
transcritas, apresentam potencial para o desenvolvimento de marcadores
funcionais, ou seja, marcadores oriundos de sitios polimoérficos que estdo
envolvidos diretamente na variacdo fenotipica de uma dada caracteristica e que
tem poder de diagndstico (Varshney et al., 2005a).

Uma das restricbes enfrentadas 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 conservagdo de sequéncias de DNA
localizadas em regides transcritas (Chabane et al., 2005). Entretanto, alguns
estudos tém divulgado um significativo grau de polimorfismo obtido a partir de
analises com esses marcadores. Fraser et al. (2004) observaram que 93,5% dos
SSR-EST’s foram polimoérficos e segregaram em uma populagdo de mapeamento
derivada de um cruzamento entre dois gendétipos diploides de Actinidia chinensis.
Outros trabalhos também demonstraram altos indices polimérficos oriundos
desses marcadores (Chagné et al., 2004), havendo casos onde tais indices para

microssatélites gendmicos e SSR-EST’s se equiparam (Poncet et al., 2006).
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Entretanto, uma importante limitacdo ao uso desses marcadores esta
relacionada a disponibilidade de sequéncias EST’s nos bancos de dados publicos,
sendo que somente espécies de interesse cientifico ou que possuem importancia
econbmica possuem um montante consideravel de sequéncias disponivel para
estudos (Eujayl et al., 2004). Este fato ressalta a importédncia dos estudos de

transferibilidade desses marcadores em espécies correlacionadas.

3.2.2.4 Transferibilidade de marcadores SSR-EST’s

A transferibilidade de marcadores SSR-EST’s pode ser definida como a
propriedade de determinados pares de primers, desenvolvidos para flanquear
regides microssatélites em sequéncias de uma dada espécie e também em outra,
filogeneticamente relacionada (Kuleung et al., 2004). O intercambio dessa
informacgao genética pode ser realizado devido a sintenia existente entre espécies
aparentadas (Mudge et al., 2005).

Apesar de algumas excegdes, decorrentes de rearranjos estruturais (Zhu
et al., 2005), a sintenia é a principal caracteristica dos genomas vegetais (Kumar,
1999). De acordo com alguns autores, a conservagdo do conteudo e ordem dos
genes, em diferentes espécies, é indicativo de que esses segmentos sao
vantajosos as plantas além de, cientificamente, possuir carater pratico, atuando
como ponte de ligagao por onde transita a informagao genética entre organismos
afins, diminuindo a distancia entre espécies bem estudadas e espécies com
disponibilidade de dados mais restrita (Zhu et al., 2005).

Como tais marcadores s&o derivados de regides transcritas, espera-se
que esses exibam maior mobilidade interespecifica quando comparados aos
microssatélites gendmicos (Gupta et al., 2010). Tal suposicdo vem sendo
amplamente corroborada em estudos comparativos entre esses dois tipos de
marcadores (Pashley et al., 2006). Por outro lado, sdo menos polimérficos que os
gendmicos, devido a sua natureza conservada (Varshney et al., 2005a).

Segundo Varshney et al. (2005a), a principal caracteristica dos SSR-
EST’s esta associada ao seu potencial de transferibilidade. Ge et al. (2011),
verificando a transferibilidade de marcadores EST-SSR de berinjela para outras
espécies pertencentes a familia das Solanaceae, verificaram que dos 100 pares

de primers selecionados, 31 (31%) primers poderiam amplificar produtos PCR
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provenientes de, pelo menos, uma das trés espécies com sucesso, 27 (27%) em
tomate, 27 (27%) na batata e 24 (24%) em pimenta. Dos 27 primers que poderiam
produzir produtos de amplificagdo em tomate, trés primers (EES043, EES080 e
EES081) mostraram-se polimérficos nos trés acessos de tomateiro utilizados.
Singh et al. (2013) observaram que entre 227 SSR-EST’s desenvolvidos a partir
de cana-de-agucar, 80,6% amplificaram em sorgo, 79,3% em milho, 78,4% em
arroz e 76,7% em milheto.

Gao et al. (2003) também provaram experimentalmente a possibilidade de
transferéncia de marcadores SSR-EST's de monocotiledéneas (trigo) para
dicotiledéneas (soja). Estes resultados indicaram que o SSR-EST’s podem ser
transferidos através de distdncias taxonO6micas relativamente grandes, que
abrangem nao apenas as espécies dentro de um género e varios géneros dentro

de uma familia, mas em alguns casos com familias da mesma ordem taxondémica.

3.2.3 MATERIAL E METODOS

3.2.3.1 Busca pelas sequéncias

Foram realizadas buscas por sequéncias EST’s que tivessem associacao
com caracteristicas potencialmente relacionadas a produtividade do milho, sendo
elas: uso eficiente do nitrogénio e do fosforo e tolerancia ao estresse hidrico.
Todas as sequéncias encontram-se depositadas no GenBank do National Center
for Biotechnology Information - (NCBI, 2015).

Foram encontradas 20 sequéncias EST relacionadas ao uso eficiente do
fésforo e 190 sequéncias EST para estresse hidrico, ambas oriundas do genoma
do milho. Para uso eficiente do nitrogénio, 200 sequéncias EST’'s foram
encontradas oriundas do genoma do sorgo. Para verificar qual o possivel
cromossomo do milho as sequéncias se encontravam, estas foram submetidas a
um Blast a fim de selecionar sequéncias que estivessem distribuidas ao longo do
genoma do milho para uma completa varredura do genoma das populagbes em

estudo. Todas as sequéncias foram obtidas em arquivo no formato Fasta.
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3.2.3.2 Desenho dos primers

A identificacdo das sequéncias EST’s contendo os microssatélites, bem
como o desenho dos iniciadores que flanqueiam essas regides foi feita
primeiramente com uso do aplicativo SSRlocator (Maia et al., 2008). Os
parametros utilizados na identificacdo dos SSRs foram os seguintes: SSR
compostos por motivos dinucleotideos com, no minimo, seis repeticdes por
motivo; SSR compostos por motivos trinucleotideos com, no minimo quatro
repeticoes por motivo, tetra e pentanucleotideos com, no minimo, trés repetigdes;
e SSR compostos por hexanucleotideos com, no minimo, duas repeti¢gdes por
motivo.

Para o desenho dos primers foram utilizados os seguintes critérios: produto
final da amplificagdo no intervalo de 150 a 350 pb, sendo 6timo 250, tamanhos
dos iniciadores entre 18 a 25 pb, sendo 6timo 20 pb; percentagem de GC no
intervalo de 20 a 60%, sendo 6timo 50% e temperatura média entre 55 e 63°C,
sendo 6tima 60°C.

As sequéncias contendo os microssatélites identificadas pelo SSRlocator
foram, entdo, submetidas ao programa Primer 3 plus (Untergasser et al., 2007),
seguindo os critérios adotados para o programa SSRlocator (Maia et al., 2008),
produto final da amplificacdo no intervalo de 150 a 350 pb, sendo 6timo 250,
tamanhos dos iniciadores entre 18 a 25 pb, sendo 6timo 20 pb; percentagem de
GC no intervalo de 20 a 60%, sendo 6timo 50% e temperatura média entre 55 e
63°C, sendo 6tima 60°C. O programa Primer 3 plus disponibiliza cinco opgdes de
pares de primers para cada sequéncia. O aplicativo NetPrimer (Premier Biosoft,
2015) foi utilizado para avaliar a qualidade dos primers gerados pelo programa
Primer 3 plus. Os mais adequados, livres de grampos, dimeros, dimeros
cruzados, sequéncias palindromas e repeticobes de nucleotideos foram
considerados termodinamicamente estaveis e selecionados. Um total de 87 pares
de primers, com as sequéncias Forward e Reverse, foram desenhados e
sintetizados. Apds isso, os pares de primers foram ressuspendidos em TE.
Posteriormente, foi realizada uma diluigdo com agua ultrapura para concentragao
de trabalho de SuM.
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3.2.3.3 Screening dos primers

De posse dos primers, foi iniciado o screening. Essa etapa foi realizada no
Setor de Marcadores de DNA do Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal
da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (LMGV/UENF).
Foram utilizados para as amplificagdes, DNA de quatro gendétipos selecionados de
cada populacédo (CIMMYT e Pirando) correspondente ao 15° ciclo do programa de
Selegdo Recorrente Reciproca de familias de Irmdos Completos (UENF). A
extragdo do DNA gendmico foi realizada utilizando o Kit DNeasy Plant Mini da
Qiagen, seguindo a metodologia descrita pelo fabricante. Apos a extragdo, o DNA
foi submetido a quantificagdo no aparelho espectrofotometro NanoDrop® 2000c
(Thermo Scientific®) para mensurar a concentragdo de DNA gendmico, com
leitura das absorbancias no comprimento de onda de 260nm. Cada primer foi
testado com quatro diferentes mix, nos quais foram utilizados diferentes
concentragdes de DNA, MgCl; e primers, conforme tabela 1, sendo o mix 2 0 mais
adequado.Todas as reacgdes testes foram completadas com agua ultra pura até o
volume de 13 pl. As amplificacbes foram feitas em termociclador Applied
Biosystems/Veriti 96 well. O programa utilizado para a reacdo de PCR consistiu
em um ciclo por 4 minutos a 94°C para a desnaturagao inicial do DNA, seguido de
35 ciclos com 1 minuto a 94°C para desnaturacdo, um minuto a Y°C para o
anelamento dos primers (sendo realizado um gradiente com variagdo de
temperatura para baixo e para cima a partir da Tm) e trés minutos a 72°C para a
extensao dos primers e, posteriormente, um ciclo de sete minutos a 72°C para a
extensao final. Os primers que nao apresentaram amplificacdo satisfatoria foram
submetidos a um protocolo de fouchdown, onde a temperatura de anelamento
inicial foi de 62°C e a cada um dos 35 ciclos de touchdown ocorria a redugao de
0,5°, terminando em 44,5°C.

Para todas as reagdes foram retirados 7ul da reacéo, para serem revelados
em gel de agarose a 4% imerso em tamp&o TAE [Tris-Acetato 90 mM (pH 8,0) +
EDTA 10 mM], corado com Gel Red™, a amperagem de 350 a 400 mA e
visualizado pelo sistema de fotodocumentagcédo MiniBis Pro (Bio-Imaging Systems)
para analise do padrao de bandas amplificadas. Todos os primers que
amplificaram foram submetidos a analise em eletroforese capilar no aparelho

Fragment Analyser (AATI). Utilizou-se também o marcador DNA Ladder, com uma
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variagao de 35 a 500 pb durante as corridas para determinar o tamanho dos
fragmentos amplificados. Apds o screening, foram contabilizados os primers

considerados polimorficos.

Tabela 1. Concentracbes dos componentes dos mix utilizados na validagdo dos
primers.

Reagente Mix 1 Mix 2 Mix 3 Mix 4
Tampao (NH4),SO, 1X 1X 1X 1X
dNTP 0,2 mM 0,2 mM 0,2 mM 0,2 mM
MgCl, 1,92 mM 1,92 mM 1,92 mM 1,54 mM
Primer 0,19 uM 0,19 uM 0,38 uM 0,19 uM
DNA 5ng 10ng 10ng 10ng
Taq DNA polimerase 0,6U 0,6U o6U 06U

3.2.3.4 Preparo das amostras para avaliagao molecular

Nesta etapa da andlise da diversidade genética via marcadores de DNA,
parte das sementes S; armazenadas na primeira etapa (item 3.1.3.2),
correspondente as 40 familias superiores selecionadas pelo indice de Mulamba e
Mock (Tabela 5 do item 3.1.4.3), foram plantadas na Unidade de Apoio a
Pesquisa — UENF, em setembro de 2015 em vasos de 2 L com substrato, sendo a
coleta do material realizada 30 dias apds o semeio.

A parte aérea de 10 plantulas, correspondente a cada gendtipo Sq foi
coletada em Bulk, realizando essa etapa para cada um dos 40 gendtipos
superiores de cada populacdo. Este material foi envolvido por papel aluminio,
devidamente identificado com o numero do genétipo coletado, acondicionado no

isopor contendo nitrogénio liquido e levados para o ultrafreezer (-86 °C).

3.2.3.5 Extragao e quantificagdao do DNA

A extracdo, quantificacdo do DNA gendmico, bem como a genotipagem
dos individuos foram feitas no Setor de Marcadores de DNA/LMGV da UENF. O
DNA foi extraido do material vegetal utilizando o Kit DNeasy Plant Mini da Qiagen,
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seguindo a metodologia descrita pelo seu fabricante. Apds a extracdo, o DNA foi
submetido a quantificagdo no aparelho espectrofotometro NanoDrop® 2000c
(Thermo Scientific®) para mensurar a concentracdo de DNA gendmico, com
leitura das absorbancias no comprimento de onda de 260nm. Posteriormente, as
80 amostras, 40 da populagdo CIMMYT e 40 da populacdo Pirando, foram

padronizadas na concentragao de 5ng/ul e mantidas no freezer a -20 °C.

3.2.3.6 Reagao de cadeia da polimerase (PCR)

Apos determinar a concentracao de trabalho, bem como a temperatura de
anelamento de cada primer, as reagdes foram montadas seguindo o mix 2
apresentado na tabela 1. O programa utilizado para a reagdo de PCR consistiu
em um ciclo por quatro minutos a 94°C para a desnaturagao inicial do DNA,
seguido de 35 ciclos com um minuto a 94°C para desnaturagdo, um minuto a Y°C
para o anelamento dos primers e trés minutos a 72°C para a extensdo dos
primers e, posteriormente, um ciclo de sete minutos a 72°C para a extenséao final.
As amplificagdes foram feitas em um termociclador Applied Biosystems/Veriti 96
well. Onde: Y= Temperatura de anelamento especifica para cada primer (Anexo,
Tabela 7).

3.2.3.7 Eletroforese Capilar

As amplificagcdes obtidas a partir de eletroforese via sistema capilar
utilizaram o Fragment Analyser (Advanced Analytical).

Foram feitas as diluicdes do produto da amplificacdo, utilizando 2 ul de
material amplificado para 22 pl de tampdo. As amostras foram distribuidas em
placas especificas contendo 96 pocos para eletroforese capilar no aparelho
Fragment Analyser (AATI), que permite detectar com seguranga uma diferenga de
até cinco pares de bases entre os alelos analisados. Utilizou-se também o
marcador DNA Ladder com uma variacédo de 35 a 500 pb durante as corridas para
determinar o tamanho dos fragmentos amplificados. O material contido nas placas
foi transportado para os capilares onde foram submetidos a corrida de 110
minutos em uma corrente de 8,0 Kw. Apds esta etapa, as imagens resultantes da
eletroforese capilar foram analisadas.
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3.2.3.8 Analise dos dados Moleculares

Os dados obtidos pela amplificacdo dos primers SSR foram convertidos
em codigo numérico para cada alelo por loco, descrito da seguinte maneira: um
loco apresentando trés alelos foi representado por 11, 22 e 33 para formas
homozigotas (A1A1, A2A2 e A3A3) e 12, 13 e 23 para formas heterozigotas
(A1A2, A1A3 e A2A3) (Ramos et al., 2011). O aplicativo Genes (Cruz, 2013) foi
utilizado para obtencdo da matriz de dissimilaridade genética através do indice
Ponderado. Posteriormente, com o auxilio do programa Genalex 6.3 (Peakall e
Smouse, 2009) foi realizada uma dispersao grafica dos gendétipos com base no
método da Analise das Coordenadas Principais (PCA), a analise da frequéncia
alélica e a analise de variancia molecular (AMOVA). O programa Power Marker,
versao 3.25 (Liu e Muse, 2005) foi utilizado para a obtengdo do dendrograma e
para o conteudo de informagéo polimorfica (PIC). O programa Popgene, versao
1.31 (Yeh et al., 1999), foi utilizado para estimar medidas de diversidade: indice
de Shannon (l), heterozigose esperada (HE), heterozigose observada (HO),
coeficiente de endogamia (f), numero de alelos (Na) e numero efetivo de alelos
(Ne).

3.2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.4.1 Desenho dos primers

Um total de 87 primers SSR-EST'’s foi desenhado por meio de sequéncias
expressas do genoma do milho e do sorgo disponiveis no Genbank do NCBI.
Esses foram identificados com a denominagao de ‘UENF’ seguido de um numero,
sendo ordenados de 1 a 87 (Tabela 7, anexo). Houve a preocupagdo com a
completa cobertura do genoma das populagées CIMMYT e Pirando, sendo assim,
os 87 locus a serem analisados ficaram distribuidos entre os 10 cromossomos do
milho. Dos 87 pares de primers, nove (10,3%) e 43 (49,4%) foram desenhados a

partir de sequéncias de milho relacionadas com uso eficiente do fésforo e
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estresse hidrico, respectivamente, e 35 (40,3%) a partir de sequéncias de sorgo
relacionados com uso eficiente do nitrogénio (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo dos SSR-EST’s por cromossomo e por caracteristicas.
Caracteristicas

Uso eficiente do Uso eficiente do

Tolerancia ao

Cromossomo Fosf . . Estresse Total
ostoro Nitrogénio Hidrico
UENF-1,UENF-2,  UENF-7, UENF-8,
. UENF-3UENF4,  UENF-9, UENF-10.
UENF-5,UENF-6,
UENF-11.
) UENF-12UENF-13  UENF-15UENF-17.
UENF-14,UENF-16.
UENF-22,UENF-23,  UENF-30, UENF-31,
s UENF 2o Uy UENF-24 UENF-25,  UENF-32UENF-33, o
ot * UENF-26,UENF-27  UENF-34.
UENF-28,UENF-29.
UENF-35,UENF-36,  UENF-39,UENF-40.
4 UENF-37,UENF-38, 6
5 UENF-41,UENF- UENF-45 UENF-46,
42,UENF-43, UENF-44. UENF-47,UENF-48.
UENF-49, UENF-50,UENF-51,
6 UENF-52,UENF-53, 7
UENF-54,UENF-55.
" UENF-56,UENF-57, UENF-50,UENF60,  UENF-63 UENF64,
UENF-58,UENF-66. UENF-61,UENF-62.  UENF-65.
UENF-67,UENF-68,
8 UENF-69,UENF-70, 5
UENF-71.
o UENF-85, UENF-86, UENF-72UENF-73, ¢
UENF-87. UENF-74.
UENF-75,UENF-76,
UENF-77,UENF-78,
10 UENF-79,UENF-80, 9
UENF-81,UENF-82,
UENF-83.
Total 9 35 43 87

3.2.4.2 Validacao dos primers SSR-EST’s

Dos 87 primers SSR-EST’s analisados, 67 (77%) apresentaram
amplificagdo satisfatéria. Dentre esses, 15 (22%) foram polimorficos, estando
presentes em oito dos 10 cromossomos do milho, e 52 (88%) monomorficos para
a populacdo em estudo (Tabela 7, anexo). Esses dados vao de encontro com os
relatos da literatura, os quais sugerem que a natureza conservada de SSR-EST's,

apesar de promover a transferibilidade, reduz o carater polimérfico (Scott et al.,
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2000), sendo o nivel de polimorfismo desses marcadores menor do que o de SSR
oriundo de bibliotecas gendémicas (Chabane et al., 2005). Dos 15 primers
polimérficos, dois (13%) para uso eficiente do nitrogénio, trés (20%) para uso
eficiente do fosforo e 10 (67%) para toleréncia ao estresse hidrico. Dentre esses,
os SSRs mais abundantes foram repeticbes com hexanucleotideo, representando
60,0%, seguido de 26,66%, 6,67%, 6,67%, para tetra, tri e dinucleotideos,
respectivamente. Os numeros de unidades de repeticado de SSR variaram de dois
a sete (Tabela 3).

Com a analise do conteudo de informagao polimérfica (PIC) foi possivel
quantificar o polimorfismo genético de cada locus na populagao em estudo. O PIC
€ uma medida da eficacia de um determinado marcador de DNA para detectar
polimorfismo entre os gendtipos com base em suas relagdes genéticas (Yamini et
al., 2013), sendo considerado o indice de polimorfismo mais importante em
analises moleculares (Zhang et al., 2014).

De acordo com Botstein et al. (1980), um locus pode ser classificado
como altamente informativo quando o valor de PIC for maior do que 0,5,
moderadamente informativo quando o valor varia de 0,5 a 0,25 e, ndo informativo
quando o seu valor é inferior a 0,25. Nesse sentido, dos 15 locus microssatélites
polimérficos, 10 (67%) podem ser considerados moderadamente informativos e
cinco (33%) como nao informativos. No presente trabalho, o valor maximo de PIC
foi de 0,46 para o locus UENF-57 relacionado ao fosforo, ao passo que o menor
valor (0,07) foi observado para o I6cus UENF-44 relacionado ao nitrogénio, com
valor médio de 0,29 (Tabela 3). Em um estudo anterior envolvendo o uso de
marcadores moleculares SSR-EST’s neste mesmo programa de melhoramento,
Galvéao et al. (2015), avaliando 20 /ocus microssatélites, observaram que 14 (70
%) poderiam ser considerados altamente informativos. Nesse mesmo trabalho foi
observado que o valor maximo de PIC foi de 0,76, ao passo que, o0 menor valor foi
0,27, com valor médio de 0,55. Zang et al. (2013), avaliando a diversidade
genética em soja por meio de marcadores SSR-EST’s, observaram valores de
PIC entre os 22 locus analisados de 0,14 para 0,63, com uma média de 0,38. Ja
Ge et al. (2011), analisando a diversidade genética em berinjela, observaram
valores de PIC de 0,04 a 0,70 com média de 0,28.
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3.2.4.3 Transferibilidade dos primers SSR-EST’s para o milho

Dos 35 primers desenhados a partir das sequéncias de sorgo, verificou-se
a transferibilidade de 21 (60%) para o genoma das populagbes de milho em
estudo. Essa porcentagem de transferéncia entre as espécies mostra-se inferior
ao encontrado por Varshney et al. (2005b) para trigo e centeio, que relataram que
dos 165 marcadores utilizados em cevada, 78,2% apresentaram amplificagcdo em
trigo, seguido por 75,2% em centeio, entretanto, superior ao observado em arroz,
que foi de apenas 42,4%. Ja Tang et al. (2006) observaram que dos 243
marcadores SSR-EST’s desenhados a partir do trigo, 154 (63,4%) amplificaram
em cevada, trigo e milho, mostrando uma alta transferibilidade marcadores EST-
SSR de trigo para as outras trés culturas de cereais. Segundo Varshney et al.
(2005b), uma das principais caracteristicas dos SSR-EST’s € que eles possuem
alto potencial de transferibilidade. Como tais marcadores sdo derivados de
regides transcritas, espera-se que esses exibam maior mobilidade interespecifica
quando comparados aos microssatélites gendmicos (Scott et al., 2000).Além
disso, o grau de transferibilidade dos marcadores SSR-EST’s pode determinar
sua adequacao no mapeamento comparativo do genoma e filogenia (Singh et al.,
2013).

3.2.4.4 Analise dos marcadores SSR-EST’s na sele¢ao dos gendtipos

Foi obtido um total de 37 alelos com numero de alelo por locus variando
de dois a cinco e média de 2,46 (Tabela 3). Estudos anteriores, envolvendo o uso
de marcadores moleculares neste mesmo programa de melhoramento, consistiu
em analises via marcadores dominantes do tipo RAPD (Tardin et al., 2007) e
ISSR (Berilli et al., 2011; Cunha et al., 2012), os quais obtiveram valores médios
de alelos polimorficos por locus de 5,43, 8,77 e 4,04, respectivamente. Tais
marcadores sdo multilocus e hereditariamente dominante, com o numero médio
de alelos por locus correspondente ao polimorfismo de varios locus dispersos
aleatoriamente no genoma. Neste mesmo programa, Galvdo et al. (2015),
utilizando marcadores SSR-EST’s verificaram alelos variando dedois a oito por

locus com média de 4,65.
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Ainda neste mesmo programa Galvéao et al. (2015), utilizando marcadores
SSR-EST'’s, verificaram alelos variando de dois a oito por locus com média de
4,65. A menor riqueza alélica obtida no presente trabalho em relagao ao trabalho
desenvolvido por Galvao et al. (2015), deve-se ao fato dos marcadores
desenvolvidos neste trabalho serem oriundos de regides expressas do genoma do
milho e sorgo, os quais estdo relacionados com caracteristicas que afetam
diretamente a produtividade, como tolerancia ao estresse hidrico, uso eficiente do
nitrogénio e foésforo. Ja Galvao et al. (2015) também fez uso de marcadores
oriundos de regides expressas, entretanto ndo eram conhecidas as possiveis

fungdes as quais tais marcadores estavam relacionados.



Tabela 3. Descri¢ao dos primers polimorficos validados para as populagées CIMMYT e Piranao.

Funcgao Tm Ta Unidade
Primers . C Sequéncia 5’ - 3’ o o Motivo de T.O. PIC Na
putativa (C°) (°C) .
repeticao
AAGAAGGTGGCAGAGCAGAG
UENF-6 Nitrogénio 1 TGCAAATGTAAACGGGTGAA 53 50 (ATTGAA), Perfeita 297 - 319 0,37 3
Estresse ATCTTCAAGGCCGACTACCA
UENF-15 hidrico 2 GGAGGACATGGAGGAGATGA 56 57 (GCG), Perfeita 298 — 304 0,37 2
CAGGGACCAACAGGAACAAC
UENF-19 Foésforo 3 TTCCAGTCTTGAGCTGCTTG 55 59 (CGCCAC); Perfeita 220 — 240 0,43 2
Estresse CACCCAATCAAACATGCAAA
UENF-32 hidrico 3 GACTTCCTCCCCGAAAACTG 52 52 (CGGA);3 Perfeita 154 — 159 0,29 2
Estresse GACTTCCTCCCCGAAAACTG
UENF-33 hidrico 3 AAGGGACACCCAATCAAACA 55 58 (TCCG); Perfeita 160 — 164 0,35 2
Estresse TCGCCTTATGGTATTGAGTTGA
UENF-34 hidrico 3 ATAGGAAGCACGACCACCAC 54 54 (ACCGAA), Perfeita 194 — 213 0,40 3
ACGGATTCTTGAGACGCCTA .
) Estresse (CGTCCT),- Simples
UENF-40 hidrico 4 ACGAGGAGAACAAGGACGAG 56 53 (GAAGAT), composta 153 - 167 0,16 3
CTCTGGCATCCACCTGTACC TD-
UENF-44  Nitrogénio 5 GCTCTCGAGGATGAACTGCT 57 62 (ATGGCA), Perfeita 220 - 232 0,07 2
Estresse CTTTTGGATGGGCATGTTTT
UENF-47 hidrico 5 CACGGTGCACGCTCTAAATA 52 50 (TTGTAA), Perfeita 269 — 281 0,33 2
CCCCCTTTTGCCATTTATTT
UENF-57 Foésforo 7 GTTGAAGAAGCCCCACAGAG 51,5 54,5 (AGATGG), Perfeita 229 — 238 0,46 3

LG



Tabela 3, cont.

Funcgéo Tm Ta Unidade
Primers . C Sequéncia 5’ - 3’ o o Motivo de T.O. PIC Na
putativa (C°) (°C) . <
repeticao
CCCCCTTTTGCCATTTATTT (CTGC)s- Simoles
UENF-66 Fosforo 7 TTGAAGAAGCCCCACAGAGT 51,5 58,5 3 P 228 — 235 0,28 2
(GA)s composta
Estresse GCGTCATCAGCCTAGCAGTT
UENF-74 hidrico 9 CAGGCCATGATGAGATCAGA 54 54 (CTGG); Perfeita 159 — 164 0,20 2
Estresse GGTTTGGATGCTGCTTCAAT
UENF-76 hidrico 10 CAACAGCAACAACGGAACTC 54 53 (TGGCCG), Perfeita 198 — 207 0,12 2
Estresse ATTCACAGCTGGACCTGGAT
UENF-77 hidrico 10 GCTCTACTCTCCCTGCTTGC 56 TD-62 (AG), Perfeita 150 — 161 0,36 2
Estresse GCAGGCACATGAATTTCAGA
UENF-79 hidrico 10 TGAACTTGAACCAGCAGCAG 54 51 (GTTCAA), Perfeita 194 — 226 0,20 5
Média - - - - - - - 0,29 2,46

C = cromossomo; Tm = temperatura de melting; Ta = temperatura de anelamento; TD-62 = touchdown iniciando a 62°C; T.O.= tamanho do alelo
observado; PIC = conteudo de informagao polimérfica; Na = nimero de alelos.

¢S
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Na busca pela quantificagdo da diversidade genética dentro de
populagdes, muitas medidas descritivas vém sendo utilizadas, possibilitando
inferir sobre a estrutura da populacdo, entre elas o numero de alelos, indice de
Shannon e heterozigosidade observada. Ao analisar a frequéncia de alelos das
populagdes em estudo individualmente, observou-se um numero de alelos
variando de dois a trés para a populagdo CIMMYT, enquanto que na populagao
Piranao a variagao foi de um a cinco, com médias de 2,33 e 2,1, respectivamente
(Tabela 4).

A menor riqueza alélica obtida na populacdo Pirando mostra que tal
populagdo apresenta menor variabilidade entre os individuos, ja para a populagédo

CIMMYT fica evidente a presenca de maior variabilidade entre os individuos.

Tabela 4 - Parametros de diversidade genética das populagbes CIMMYT e
Piranao com base nos 15 locus SSR-EST analisados.

Parametros CIMMYT Piranao Geral*
Na 2,33 21 2,46
(2-3) (1-95)
Ne 1,6 1,5 1,6
(1-2,3) (1-2,3)
He 0,33 0,29 0,35
(0,075 -0,65) (0,00-0,57)
Ho 0,18 0,17 0,18
(0,00 - 0,45) (0,00-0,61)
| 0,53 0,45 0,57
(0,16 — 1,05) (0,00-1,09)
f 0,64 0,65 0,65
(0-1) (0,35-1)
Na = numero de alelos; Ne = numero de alelos efetivos; He = heterozigosidade esperada;
Ho = heterozigosidade observada; | = indice de Shannon; f = coeficiente de endogamia.

* Valor obtido a partir dos 80 gendtipos analisados via marcadores moleculares.

Galvéao et al. (2015), observaram que no 13° ciclo de selegado recorrente
reciproca nas populacées CIMMYT e Pirando, numero de alelos variando de um a
seis na populacdo CIMMYT, enquanto que na populacéo Piranao a variagao foi de

dois a oito, com médias de 3,65 e 4,35, respectivamente.
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A heterozigosidade esperada (He) nas populagdes variou de 0,075 a 0,65
com média de 0,33 para a populagdo CIMMYT e 0,00 a 0,75 com média 0,29 para
a populagao Pirando. A média, considerando as duas populagdes, foi de 0,35. Ja,
a heterozigosidade observada (Ho) nas populagdes variou de 0,00 a 0,45 com
meédia de 0,18 para a populagao CIMMYT e 0,00 a 0,61 com média 0,17 para a
populagado Pirando. A média, considerando as duas populacoes, foi de 0,18.

A diversidade genética também foi analisada neste estudo através do
indice de Shannon (1), no qual foram encontrados valores de 0,53 para populagao
CIMMYT e 0,45 para a populagdo Pirando (Tabela 2), demonstrando o que ja
havia sido observado através do numero médio de alelos por l6cus, onde a
populacdo CIMMYT teve maior nimero. Segundo Amaral et al. (2013), o indice de
Shannon, também chamado de indice de Diversidade de Shannon-Wiener, é uma
medida de diversidade amplamente utilizada em estudos de populacdes, a qual
permite inferir sobre a riqueza ou diversidade genotipica dentro de populagdes.
De acordo com este indice, quanto mais préoximo da unidade maior sera a
diversidade. Galvao et al. (2015), analisando as populagées CIMMYT e Pirando
no 13° ciclo de selegcdo recorrente reciproca, encontraram valores para
diversidade genética de 0,89 para populagdo CIMMYT e 1,04 para a populagéo
Pirando. Mesmo que os valores observados de diversidade genética nesse
trabalho tenham sido menores do que o apresentado por Galvaoet al. (2015),
percebeu-se que ambas as populacdes, apds 15 ciclos de selecao recorrente
reciproca, ainda possuem variabilidade genética suficiente para a continuidade
deste programa de melhoramento, com possibilidade real de ganhos genéticos
em futuros ciclos de selecao.

Entretanto, essa menor variabilidade pode estar relacionada ao uso de
marcadores originados de regibes transcritas e associadas diretamente aos
componentes de produtividade, levando a reducdo da variabilidade genética.

A andlise do coeficiente de endogamia (f) entre os individuos das
diferentes populagdes mostrou valores variando entre 0,00 a 1,00 em CIMMYT e
0,35 a 1 em Pirando, com valores médios de 0,64 e 0,65, respectivamente. Como
as populagbes em estudo sdo genotipos panmiticos, era esperado que o
coeficiente de endogamia fosse préximo a zero. Entretanto, os marcadores
utilizados no presente trabalho tendem a apresentar um menor grau de

polimorfismo, quando comparados a sua contraparte genémica, devido a maior
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conservagao de sequéncias de DNA localizadas em regides transcritas, o que
pode ter favorecido coeficientes de endogamia mais elevados.

A representagao grafica da distancia genética entre os 40 gendtipos
superiores de cada populagdo foi analisada pelo método de agrupamento
UPGMA, com base na matriz de distancia genética obtida (Figura 1). Através da
analise do dendrograma € possivel verificar uma distingdo entre as populagdes.
Entretanto, n&o foi possivel separar os 40 gendtipos de cada populagdo em seu
respectivo grupo. Esse fato ocorreu possivelmente pelo limitado numero de
marcadores polimérficos aplicados nas analises e pelo baixo polimorfismo desses
marcadores. E possivel observar genétipos de uma populacéo presentes na outra
e vice-versa sendo, nesse caso, considerados gendtipos contaminantes. Tardin et
al. (2007) e Berilli et al. (2011) utilizaram marcadores RAPD e ISSR,
respectivamente, e encontraram varios “contaminantes” nos grupos formados, ou

seja, haviam familias Pirando agrupando com as familias CIMMYT e vice-versa.
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Figura 1. Dendrograma obtido pelo método hierarquico UPGMA das 80 familias S;. Em
azul estdo os 40 gendtipos pertencentes a populagdo Pirando e em vermelho os 40
gendtipos da populagdo CIMMYT.
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Porém, apos a selegédo dos 25 gendtipos mais divergentes dentro de cada
populacao foi possivel observar a formagéo de dois grupos (Figura 2). Na figura,
em azul estao os 25 gendtipos pertencentes a populagéo Pirando e em vermelho
os 25 gendtipos da populagao CIMMYT. Este resultado é bastante animador, pois,
demonstra que ao longo dos ciclos de selegao recorrente reciproca de familias de
irmaos completos, principalmente aqueles monitorados pelos marcadores
moleculares, as populacdes sob melhoramento estdo mantendo-se em seus

respectivos grupos heteréticos, permitindo a maximizagao da heterose em futuros

ciclos.
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Figura 2. Dendrograma obtido pelo método hierarquico UPGMA das 50 familias S1. Em
azul estdo os 25 gendtipos pertencentes a populagdo Pirando e em vermelho os 25
gendtipos da populagao CIMMYT.

A alocagéao dos genotipos de cada populagdo em seus respectivos grupos
pode ser claramente visualizada através daanalise decoordenadasprincipais, com
a dispersao grafica da diversidade genética de cada populagao, antes e depois da
analise via marcadores SSR-EST'’s (Figuras 3 e 4). Tal analise foi realizada com o
intuito de auxiliar na selegdo dos 25 gendétipos mais divergentes dentro de cada
populacdo, de forma a ampliar a variabilidade intrapopulacional e a distancia



S7

genética interpopulacional. Para tanto, adotaram-se os seguintes critérios:
eliminacdo dos genotipos dentro da outra populagéo; eliminagdo dos gendtipos
préximos a outra populagéo e; a eliminagédo de gendtipos geneticamente proximos
dentro da populagdo, mantendo-se aqueles divergentes cujas médias de
producdo de graos foram superiores identificadas pelo indice de selegdo de
Mulamba e Mock (Figura 3). Apos a selegcdo dos genatipos foi possivel observar
um aumento na variagao entre as populacdes e alocacao das familias de acordo
com os seus respectivos grupos heteréticos, o que é esperado uma vez que um
dos objetivos do programa é o aumento da variabilidade genética dentro e

principalmente entre populag¢des (Figura 4).
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Figura 3. Dispersdo grafica pelo método da Analise das Coordenadas Principais
considerando as populacdes antes da selecao via marcadores moleculares EST-SSR.
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Figura 4. Dispersdo grafica pelo método da Analise das Coordenadas Principais

considerando as populacdes apods a selecao via marcadores moleculares EST-SSR.
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A quantificacdo dessa variabilidade foi obtida através da analise de
variancia molecular (AMOVA), onde se observou que do total da variancia
genética acessada pelos marcadores SSR-EST’s, 78% foi detectada dentro e
22% entre as populagbes, antes da selegdo com base nos marcadores
moleculares e 67% foi detectada dentro e 33% entre as populagcdes apds a
selecdo com base nos marcadores moleculares (Tabela 5).

Os resultados apresentados por Berilli et al. (2011), ao analisar o décimo
ciclo de selecao recorrente reciproca (SRR) mostram que 89,84% da variancia
genética estava dentro das populagbes CIMMYT e Pirando, e apenas 10,16%
entre as populagbes antes da etapa de selecdo, tendo esse ultimo valor
aumentado para 14,27%, apds a selegao dos gendtipos mais divergentes. Cunha
et al. (2012), avaliando o ciclo 11 de SRR encontraram uma porcentagem de
variancia genética de 88,77% dentro e 11,23% entre as populagbes CIMMYT e
Pirando antes da selecdo, e de 82,33% dentro e 17,67% entre apds a selecéo.
Galvao et al. (2015) observou que do total da varidncia genética, 73% foi
detectada dentro e 27% entre as populagdes antes da selecdo com base nos
marcadores moleculares e 64% foi detectada dentro e 36% entre as populagdes
apods a selegdo, com base nos marcadores moleculares.

Com os dados apresentados, pode-se inferir que a variabilidade genética
entre as populagdes CIMMYT e Piranao aumentou em todos os ciclos de SRR
quando comparada antes e depois da selecio via marcadores moleculares. Esse
aumento na variabilidade genética entre as populagbes é de suma importancia
para o programa de seleg¢ao recorrente reciproca, uma vez que essa variabilidade
entre as populagbes permitira o aumento do vigor hibrido, permitindo obter
hibridos interpopulacionais mais produtivos.

Mesmo que os valores percentuais de variabilidade genética entre e
dentro das populagdes verificados por Galvao et al. (2015) tenham sido
ligeiramente superiores ao encontrado nesse trabalho, pode-se observar que a
variabilidade genética entre as populagbes aumentou apds a selegcdo com base
nos marcadores moleculares, permitindo a longevidade do programa de selegdo
recorrente reciproca de milho da UENF.
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Tabela 5. Analise de variancia molecular das populagdes CIMMYT e Piranao

antes e apos selecdo com base na genotipagem via marcadores.

Antes da selecao

Fon_tesNde GL QM Compof‘he”t.e S Percentagem  Probabilidade
Variagao de Variancia
Entre as 1 102,65 2,36 22 <0,001
populacdes
Dentro das 78 8,21 8,21 78 <0,001
populacdes
Total 79 10,57 100

Apos a selegao
Fon_tesNde GL QM Compof‘he”t.e S Percentagem  Probabilidade
Variagao de Variancia
Entre as 1 105,1 3,89 33 <0,001
populacdes
Dentro das 48 7.8 7,81 67 <0,001
populacdes
Total 49 11,70 100

GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio.

Um dos fatores que pode ter contribuido para essa distingdo entre as

duas populacdes apos a selecdo via marcadores € a existéncia de alelos privados

ou exclusivos, ou seja, aqueles que estao presentes em apenas uma populagéo.

Entretodos os alelos identificados, sete destes (19%) foram exclusivos, sendo os

mesmos detectados em quatro dos 15 locus analisados (Tabela 6).

Tabela 6. Alelos privados e suas frequéncias nas populagdes CIMMYT e Piranao

para os 15 locusEST-SSR analisados.

Populacgao Locus Alelo Frequéncia
CIMMITY UENF- 40 2 0,436
CIMMITY UENF- 40 3 0,013
CIMMITY UENF- 57 2 0,038
CIMMITY UENF-6 2 0,359
CIMMITY UENF-6 3 0,205
Piranao UENF-79 4 0,042
Piranao UENF-79 5 0,097
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A populacdo CIMMYT apresentou em trés dos 15 locus, alelos privados,
ja a populagdo Pirando apresentou apenas um Jocus com alelos privados.
Observa-se que os lo6cus UENF — 40, UENF — 57 e UENF — 6 foram identificados
na populacdo CIMMYT. Na populagao Piranao foi observado apenas a presenca
do l6cus UENF — 79 com alelos privados. Considerando que o desenvolvimento
dos primers foi realizado com sequéncias expressas e que as mesmas estavam
relacionadas a trés caracteristicas que estdao diretamente relacionadas com a
produtividade do milho, p6de-se observar que somente a populagdo CIMMYT
apresentou alelos privados para as trés caracteristicas, uso eficiente do
Nitrogénio (UENF — 6), uso eficiente do fésforo (UENF — 57) e tolerancia ao
estresse hidrico (UENF — 40). A populagdo Pirando apresentou alelos privados
somente para tolerancia ao estresse hidrico (UENF — 79).

A presenga de um maior numero de alelos privados na populagao
CIMMYT em relacdo a populacdo Pirando, pode ter favorecido o aumento
variabilidade genética entre os individuos da populagdo. Permitindo, assim, a
selecao de individuos mais divergentes dentro da populagao para compor a etapa
de recombinagaoe, consequentemente, garantindo a continuidade doprograma de
selecao recorrente reciproca da UENF.

3.2.5 CONCLUSOES

1 - Foi possivel desenvolver primers génicos de qualidade para o milho
relacionados ao uso eficiente do nitrogénio, uso eficiente do fésforo e tolerancia
ao estresse hidrico, a partir de sequéncias depositadas no GenBank/NCBI e da
utilizacdo de ferramentas de bioinformatica como SSRlocator, Primer3plus e Net

Primer;

2 - ApOs a otimizagdo e validagcdo, dos 87 primers desenhados, 15 foram

polimorficos para as populagdes em estudo, cobrindo todo o genoma;

3 - Os marcadores SSR-EST’s foram efetivos em agrupar os gendétipos em seus

respectivos grupos heterdticos. Os individuos selecionados permitirdo nao
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somente dar sequéncia aos ciclos seguintes, como também, incrementar a
heterose nos procedimentos de hibridacéao;

4 - Manutencdo da distancia genética entre e dentro das populacbes apds a
selegcdo, consequentemente, garantindo a continuidade do programa de seleg&o
recorrente reciproca da UENF.
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Tabela 7. 87 primers desenhados com a identificacdo da sequéncia do banco de dados do NCBI, homologia com proteinas, as
sequéncias foward e reverse, temperatura de melting (Tm), temperatura de anelamento (Ta), tamanho esperado dos alelos, tamanho
obtido dos alelose o polimorfismo.

Tamanho Tamanho
, Identificacdo . (b) Sequéncia ™ Ta esperado . (h)
Primers NCBI®@ Homologia com (5 93,)@) (,,C)(d) (,,C)(e) (pb)(f) ob;ué()) Pol.
pb (pb)

UENF-1 . (F) CAGCAGCTGAAGCCCTTAAC 53 270 N3o
gi|34447092|gb| Malatedehydrogenase (R) TTCCTTTCCATTCCCTCCTT 54 163

UENF-2 : . (F) ACCGAGGAAGTACAGCGAGA 54 480 N3o
0i|34447091|gb| Lipoxygenase (R) AGTTCCCCTACATGCTGCTG 57 327

UENF-3 . (F) TTGTTCCTCCCTCTCCCTCT ND ND ND
gi[34447043|gb Acrd (R) CTCCTTTGCTTCCTCCTCCT 29 226

UENF-4 i[34447013|gb| rani?’s‘f?i'iﬁﬁi’inol (F) CCCTGGCTATCTCATTCCAA - ) ND 332 ND ND
9 9 grang anoly (R) GCACAAGCAAGCGATGTAAA

sin-like peptidase

UENE-5 . ~ . (F) GGAGCCGTTATGAACCTGAA ND ND N3o
gi|34446996|gb| N&o caracterizada (R) TGAAGGTGGGAAAGGTTGTC 55 167

UENF-6 i ; (F)AAGAAGGTGGCAGAGCAGAG 50 297 — 219 Sim
gi|34446944|gb| Ferredoxin NADP reductase (R) TGCAAATGTAAACGGGTGAA 53 314

UENF-7 i ; (F) GACAGCAAGGGATGGACAGT 56 210 N3o
gi|56462105|gb| Aminotransferase (R) TCAAATCAATGGCTGCTCAA 53 208

UENF-8 : ~ . (F) CCTCACAGACGACTGGAACT 52 190 N3o
gi|56462021|gb| N&o caracterizada (R) GCTGTTCTGTGGCTGCATT 56 174

UENF-9 : . (F) GCGACCACAAGGAGAAGAAG 55 210 N3o
gi|56462004|gb| Dehydrin (R) TGCATGACACCAGTGAAACA 55 208

UENF-10 . - . (F) GGAGAACTGGAGATGCAAGC 59 150 N3o
gi|56461937|gb| Nao caracterizada (RIAGAGGGAGATGAGGGGGTAA 56 150

UENF-11 . (F) TTGTTCCTCCCTCTCCCTCT ND ND ND
gil34447043|gb| Acra (R)CTCCTTTGCTTCCTCCTCCT 2 226

UENF-12 4i|34447032|gb| Histone | (F) MACTTCAAGAAGACTGCCGC 55 ND 345 ND ND

(R) TCACAAGGAGCCTAGCCATT

¥8



Tabela 7. Cont.

g ~ A Tamanho Tamanho
Primers Ideat(!:féclg ao Homologia com® S(g,q;e;;ﬂ;c\ (OE“)I!d) (QI:?(e) es(zz;ﬁ;:l ° obtifig? Pol.®™
pb (pb)
UENF-13  i|34446992|gb| Polyubiquitin ((g ﬁg?ﬁg g&ggﬂgﬁggﬁgé 56 ND 322 ND ND
UENF-14  i|34446962|gb| N&o caracterizada &?ﬁgﬁgig’;?ggﬁg@g%g?g 54 ND 222 ND ND
UENF-15  4i56461958]gb]| Kinase éﬁ&&%&%ﬁ%ﬁ%@%ﬁ%ﬁ 56 57 331 298 -304 Sim
UENF-16  4i|34447032|gb]| Histone | E';)) g&%ﬁ%%ﬁ%%%ﬁg%g;ﬁ 54 51 176 255 N&o
UENF-17  il56461958|gb| Kinase ?I:?)) %ﬁggggﬁggg&%ﬁ 54 ND 240 ND ND
UENF-18  4i|700849618|gb]| N3o caracterizada @%ﬁgﬁfgggﬁg&?ﬂ&ﬁgﬁ 54 51 331 330 N&o
UENF-19 41700849617|gb| Néo caracterizada ‘Qﬁﬁ%ﬁfg?gﬁ?gﬁg@ﬁggﬁﬁg 55 59 222 220240  Sim
UENF-20  4i|700849614|gb] Putativeproteinkinase gg%?ggﬁfgﬂ%%&%%?ﬁgfg 56 96 236 240 Nao
UENF-21  4i700849613|gb]| N3o caracterizada ((FR??g@fg&%@:@gﬁggfgg& 57 56 252 248 N&o
UENF-22  i|34447042|gb| N&o caracterizada g&gﬁgﬁgﬁ&gg&c@%’g gg 56 ND 349 ND ND
UENF-23 gi|34447033|gb| N&o caracterizada ((;)) gg?ggg?gggéggﬁ%ﬁi%ﬁ 55 95 308 430 Nao
UENF-24  i34447023(gb| Lipoxygenase (‘;)) 8?28?’2%28}2?{2‘?’2’%% 54 54 204 300 N&o
UENF-25  i|34446999]gb| N&o caracterizada (F) GCAGCAACAGCATTAGACGA 55 ND 160 ND ND

(R) CCATTTCCGAGGCAATAGTT

G8



Tabela 7. Cont.

(e = A Tamanho Tamanho
Primers Ideat(!:féclg ao Homologia com® S(g,q;e;];ﬂ;c\ (OE“)I!d) (OI:?(e) es(zz;ﬁ;:l ° t():lgl)%? Pol.®™
pb
B g ORI OCCEGGSGSTST 5  w
UENF-27  gi34445946/g0) protashuen (R} COAMRGGTTOAMGGOAGAGT 58 %5 2w 272 Nao
UENF-28  4i34446929]gb| NZo caracterizada (‘FF{; SR AL C L OEcAs S 57 ND 285 ND ND
UENF-29  |34446921|gb| N&o caracterizada g;)) L SO LOALEL 55 55 273 471 N&o
UENF-30  gi|56462094gb| Acyl-desaturase ((FF{; ggggﬁgﬁg@?gggg%ﬁgﬁ 54 55 350 356 N&o
UENF-31  |56462080|gb| CTP synthase ((Q)T%?%%%Téﬁ%%lﬁ(%’lgﬁgﬁg 53 56 191 171 Nao
UENF-3Z  gils6461983I0b]  ortioncd inmbtor WiP1  (R) GAGTTGOTOOOCOAARAGTG 52 92 161 194-159  Sim
UENF33  gilseas1082igb] ot O i WIP1 (R AAGGGAGAGCOARTORAAGA 56 %8 192 160164 Sm
UENF-34  il56461938|gb| Auxin-responsive &ig;g?fgg;ﬁg%ﬁ&?gggg EC 54 54 207 194 -213 Sim
o g TGO DSSCTSCOTMGNGE o s e w
UENF-36  gi|34447045|gb| Polyubiquitin (g:)gCA/gCCAA&%%TgTGégEgACgﬁgg 55 55 178 ND ND
Oy
UENE-38 4i[34446916|gb| Cleavage (F) AGATTCGACCCAAGTCGATG - 52 308 222 N3o

andpolyadenylationspecificity (R) GGGAGCAGAAAGGAGGAGTT

98



Tabela 7. Cont.

g ~ A Tamanho Tamanho
Primers Ideat(!:féclg ao Homologia com® S(g,q;e;];ﬂ;c\ (OE“)I!d) (OI:?(e) es(zz;ﬁ;:l ° t():lgl)%? Pol.®™
pb
UENF-39  4i|56462030]gb| uncharacterized g;)) %ﬁggﬁgﬁ?ﬁg@%ﬁgﬁ‘gﬁ 54 57 197 200 N&o
UENF-41 gi|34447087|gb| Cysteine protease ((;)) gCCTQI.-g.I? gg gzgg;gggg;ig 56 ND 171 ND ND
UENF-42 4i|34447074|gb| Catalase1 (%F))TT;%(T;%%%%TAT(?TTTGGGT%ET%E 55 95 208 242 Nao
UENF-43  i|34447055|gb| Cysteine protease ((RF)) gTCT%TTTAng/Sg%ng&TSLL%L 56 59 170 200 N&o
O g o S0 BCCIGONCRCSOUCE o om g mem o
s i e EUSTECCIOMEEE oy 5w e
UENF-46  |56462109|gb| Nao caracterizada gg)) v v e ST 224 230 Nao
UENF-47  il56462066]gb| N&o caracterizada ((RF)) glgggi%%&%%%?gﬂg} 52 50 282 269 — 281 Sim
UENF-48  il56461965|gb| Polymerase &g%i%gi@%%g%ﬁggﬁ&@g 54 57 184 188 N&o
UENF-49  4i34447049]gb]| NZo caracterizada gg)) O LRSI oA 55 58 264 280 N&o
UENF-50  4i|56462112(gb]| Rab-6A ﬁFR)) %Eiﬁgi?gﬂ?fggﬁggg 53 50 339 220 N&o
UENF-51  il56462096]gb| N&o caracterizada (F) AGTGAACCTTGCCACCAATC 55 50 231 300 N&o

(R) GAATGGCAGAGATGGCAAAT

/8



Tabela 7. Cont.

Tamanho Tamanho
, Identificagao . (b) Sequéncia ™ Ta esperado . (h)
Primers Homologia com , , o o obtido Pol.
NCBI® g (5 >3)* °c)? () (pb)® (ob)®
pb
UENF-52  il56462058|gb| Ribosomalprotein (F) ATGACCCTCGACTICCACAC 55 53 249 250 N&o

(R) GAGCATCTCCATGGTCTCCT

(F) CGTTTGTTGTGGGCTCCTAT ., 57 63 452 N30
(R)GTCGGAATCCTCTTTGGTGA

UENF-33  4i|56462046|gb|  Glyoxylateaminotransferase

UENF-54 - ) (F) GTCAAAGCCGTACTCTTCA 52 200 N3o
gi|56461996|gb| Rab-17 (R)GAAGGAAAACGTAGCAGCA 55 184

UENF-55 ] (F) GCATGTCATCGTAATGCTG 54 007 No
gi|56461940|gb| Rmlc-type R) CTGCTGCTCAACAAAAACCA 54 260

UENF-56 . Deoxy-D-xylulose (F) CCCCCTTTTGCCATTTATTT 525 230 Nzo
9i[700849603|gb| 5-phosphate synthase  (R)TTGAAGAAGCCCCACAGAGT ~ 210 237

UENF-57 gil700849603|gb| Deoxy-D-xylulose (F) CCCCCTTTTGCCATTTATTT 515 54,5 238 229 — 238 Sim

5-phosphate synthase (R)TTGAAGAAGCCCCACAGAG

UENF-58  4i|700849600|gb]| Accsynthase éf&ﬁ%ﬁé&%ﬁ%@&?ﬂ%? 515 585 186 236 N&o
UENF-59  4j|34447080|gb|  Xylemcysteine proteinase EQ) %ﬁéggﬁggg%m%%ﬂ& 55 ND 313 ND ND
UENF-60  i|34447057|gb]| N3o caracterizada (R()F e oA e 54 5 186 390 N&o
UENF-81  i|34446962(gb]| N3o caracterizada (F(;{’;S%TTGCCTTTC%%%%%%TTACC 54 51 268 290 N&o
UENF-62  gi34446952|gb| Nao caracterizada ((Ff)) PSP o ST AL 55 5 210 288 N&o
O g S OCUCCNCCENSS o w g w
UENF-64  |56462033|gbl| Pco149599 R()F LS ACLALDCEBTSLIET 57 TD62 159 159 Nao
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Tabela 7. Cont.

g ~ A Tamanho Tamanho
Primers Ideat(!:féclg ao Homologia com® S(g,q;e;];ﬂ;c\ (OE“)I!d) (OI:?(e) es(zz;ﬁ;:l ° t():lgl)%? Pol.®™
pb
UENF-65 gi|56461961(gb| N&o caracterizada @&E@%%%%%@%ﬂ?gﬁgfgg 54 51 209 190 N&o
UENF-GS  gi7008496031gnl oo (RITTGAAGAAGCGGGAGAGAGT 516 988 237 28235 Sm
UENF-67  4i|56462095gb]| NZo caracterizada gg)) TCLESAR I IGRACReS 55 62 239 290 N&o
UENF-68  4i56462083|gb]| NZo caracterizada ((E; gﬂggﬁéﬂgg%g{:ﬁ%i% 55 56 174 174 N&o
UENF-69 gi|56462025|gb| N3o caracterizada ((g Xégglﬁlgg%ggﬁggﬁgﬁg 57 TD-62 313 345 N&o
UENF-70  4i|56462017|gb|  Flavonoid3',5-hydroxylase ((Ff)) Tcﬁgﬁég;gg?gglgg%g& 57 60 247 247 N&o
T 1 O
UENF-72  4i56462054gb]| NZo caracterizada (éféﬁé’éﬁgé%ﬁg%gg?&ﬁgg 54 ND 185 ND ND
UENF-73  gil56462044]gb| N&o caracterizada &ggg%g&%ﬁ%%i&%@%i 57 57 202 198 N&o
UENF-74  il56461979|gb| N&o caracterizada ((FF{; ggggg&%ﬁ?g;’gﬁ?g%; 54 54 167 159 -1 64 Sim
UENF-75  j56462062/gb]  UDP-glycosyltransferase (‘Fz)) e e e ey, 56 59 219 220 N&o
UENF-77 gil56462031(gb| Zat9 (F) ATTCACAGCTGGACCTGGAT .o TD-62 156 150 — 161 Sim

(R) GCTCTACTCTCCCTGCTTGC

68



Tabela 7. Cont.

P A Tamanho Tamanho
Primers Ideat(!:féclg ao Homologia com® S(g,q;e;;ﬂ;c\ (OE“)I!d) (OI:?(e) es(zz;ﬁ;:l ° t()btifig? Pol.®™
pb pb)
UENF-78  gi|56462027|gb| N&o caracterizada ((E; &TCTCT fgﬁg%%%@r%%g 55 55 217 210 N&o
O oo e OSCOOMIONTION L o wam e
UENF-80 gi|56462008|gb| 3-UTR bindingprotein 2';)) e Aol L 55 ND 249 ND ND
UENF-81  gi|56462008|gb| 3-UTR bindingprotein ((FR)ﬁI;TGTgA%%%CCGTAr%é(T:gﬁg? 55 ND 224 ND ND
UENF-82  4j56461992]gb]  Asparaginesynthetase E;)) EOTCOACCRACTEcCTocd 56 59 276 380 Nao
UENF-83  |56461954|gb| Cycloartenolsynthase g';)) COTCABATTORCTLIICTSS 5 ND 240 ND ND
UENF-84  gi|56461958|gb| Nao caracterizada ‘f&%ﬁgﬁfgggfg&cé‘gﬁigi 54 51 331 320 N&o
UENF-85  |34446909|gb| N3o caracterizada g;)) o bl eles 57 ND 325 ND ND
UENF-86  |34446909|gb| Nao caracterizada ((F%)CT%AF%TCAC%%%%{?(&#(AES%S 57 ND 253 ND ND
UENF-87  4|34446909|gb| Nao caracterizada (FIGGACAGGGAAGGGAGAGAMC 55 ND 334 ND ND

(R) ACGAACATCACGAACCTTCC

a = Cdédigo do banco de dados NCBI; b = Homologia com proteinas; ¢ = Sequéncia forward (F) e reverse (R); d = Temperatura de Melting; e = Temperatura de
anelamento; f = Tamanho do alelo esperado; g = Tamanho do alelo obtido; h = Polimorfismo encontrado em genétipos de milho das populagdes CIMMYT e
Pirando; ND = N&o determinado.
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