
MARCADORES ISSR NA FORMAÇÃO DE GRUPOS HETERÓTICOS 
E NA INFERÊNCIA EVOLUTIVA DE MILHO PIPOCA 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

ÉRICA CRISTINA DE OLIVEIRA 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 
 
 
 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE  
DARCY RIBEIRO – UENF 

 
CAMPOS DOS GOYTACAZES - RJ 

JANEIRO - 2010 



MARCADORES ISSR NA FORMAÇÃO DE GRUPOS HETERÓTICOS 
E NA INFERÊNCIA EVOLUTIVA DE MILHO PIPOCA 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

ÉRICA CRISTINA DE OLIVEIRA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

“Dissertação apresentada ao Centro de 
Ciências e Tecnologias Agropecuárias da 
Universidade Estadual do Norte Fluminense 
Darcy Ribeiro, como parte das exigências para 
obtenção do título de Mestre em Genética e 
Melhoramento de Plantas.” 

 
 
 
 
 
 

Orientador: Prof. Antônio Teixeira do Amaral Júnior 
 
 
 
 
 
 

CAMPOS DOS GOYTACAZES – RJ 
JANEIRO - 2010



MARCADORES ISSR NA FORMAÇÃO DE GRUPOS HETERÓTICOS 
E NA INFERÊNCIA EVOLUTIVA DE MILHO PIPOCA 

 
 

 
 
 
 
 

ÉRICA CRISTINA DE OLIVEIRA 
 
 
 
 

 
“Dissertação apresentada ao Centro de 
Ciências e Tecnologias Agropecuárias da 
Universidade Estadual do Norte Fluminense 
Darcy Ribeiro, como parte das exigências para 
obtenção do título de Mestre em Genética e 
Melhoramento de Plantas.” 

 
 
 
Aprovada em 15 de janeiro de 2010. 
 
 
 
Comissão Examinadora: 
 
 
 

 Prof. Luiz Orlando de Oliveira (Ph.D. em Plant Genetics and Breeding) – UFV 
 
 
 

Profª. Telma Nair Santana Pereira (Ph.D. em Plant Breeding) – UENF 
 
 
 

Prof. Messias Gonzaga Pereira (Ph.D. em Plant Breeding) – UENF 
 
 
 
 
 
 

Prof. Antônio Teixeira do Amaral Júnior (D.Sc. Genética e Melhoramento) – UENF  
Orientador 



 

 ii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Deus. 

A Maria Ângela e Hélio, meus pais. 

A Priscilla e Fábio, meus irmãos. 

A Guilherme, meu sobrinho. 

DEDICO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 iii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AGRADECIMENTOS 

 

 

 

Agradeço a todos que, de certa forma, estiveram presentes durante a 

conquista de mais este sonho, contribuindo não somente para a minha formação 

profissional, mas também no crescimento pessoal. Em especial agradeço: 

A Deus que, em sua infinita bondade, está sempre comigo.  

A toda a minha família, que sempre acreditou nos meus sonhos e me 

apoiou mesmo nas mais difíceis decisões, estando sempre presente nos 

momentos em que eu mais precisei. Ao meu pai, agradeço por acreditar que eu 

podia, por apoiar-me nas minhas renúncias para estar aqui hoje; a minha mãe, 

por me incentivar a conquistar meus sonhos e aproveitar a cada instante da vida. 

Agradeço aos meus irmãos, pela força, incentivo e companheirismo. Ao meu 

sobrinho, por alegrar muitas vezes os meus dias, após um sorriso online. A minha 

madrinha (Cecília), aos primos, avós, tios, tias e cunhada. 

Ao professor Antônio Teixeira do Amaral Júnior, meu orientador e amigo, 

que sempre esteve ao meu lado acreditando em mim, mostrando o caminho e 

sempre exigindo mais. E dessa forma, atribuo a ele, à pessoa e ao profissional, o 

que sou hoje. 

À Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), por 

fornecer estrutura suficiente para a formação de um profissional de qualidade e 

pela concessão da bolsa em parte do curso.  

À Fundação Carlos Chagas Filho de Amparo à Pesquisa do Estado do Rio 

de Janeiro (FAPERJ), pela bolsa de estudos e apoio financeiro.  



 

 iv 

Às instituições, UEM, CIMMYT, Embrapa, UFV, Pesagro e IAC, que 

doaram sementes, possibilitando desenvolver o trabalho com ampla diversidade 

de acessos. 

A todos os docentes que contribuíram para a minha formação, em especial 

à professora Telma e ao professor Messias, pela orientação e valiosas sugestões 

essenciais para obtenção dos resultados apresentados nesta dissertação. 

Ao professor Luiz Orlando de Oliveira, por fazer parte da banca de defesa 

da dissertação e contribuindo valiosamente para a melhoria do trabalho. 

Aos funcionários da UENF, em especial ao técnico agrícola, Geraldo 

Francisco de Carvalho, e ao secretário, José Daniel Valle de Almeida, por todo o 

ensinamento, atenção e auxílio. 

Aos colegas e amigos que conquistei durante a minha formação na UENF, 

tanto pela amizade e companheirismo quanto pelo aprendizado com suas 

experiências profissionais. Cito alguns: Ana Paula, Keila, Roberta, Poliane, 

Monique Freitas, Monique Moulin, Fernanda, Tatiane, Roberto, Lívia, Guilherme, 

Rodrigo, Renato, Ismael, Marilene, Emanueli, Ronaldo, Lílian, Elaine, Dyana, 

Laissa, Magda, Valéria e Cynara. Em especial, agradeço ao Silvério e Leandro, 

pelo auxílio constante e pela amizade que construímos. 

E às amigas, que posso chamar de irmãs que, apesar da distância, sempre 

estiveram presentes em minha vida (Camila, Marília, Tatianne e Aline).  

 

 



 

 v 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SUMÁRIO 

 

 

 

RESUMO vii 

ABSTRACT ix 

1. INTRODUÇÃO........................................................................................ 1 

2. OBJETIVOS............................................................................................ 4 

3. REVISÃO DE LITERATURA.................................................................. 5 

3.1. Taxonomia e características do Milho, Teosinte e Tripsacum....... 5 

.2. Evolução do Milho 8 

3.2.1. Relatos sobre a relação entre Milho, Teosinte e 

Tripsacum......................................................................................... 

 

8 

3.2.2. Relatos sobre a relação entre o Milho e o Teosinte............. 11 

3.2.2.1. Subespécie parental do Milho................................... 13 

3.3. Origem e hipóteses da domesticação do Milho............................. 15 

3.3.1. Origem do Milho Pipoca.......................................................... 20 

3.4. Abordagens econômicas do Milho comum e Milho Pipoca........... 20 

3.5. Melhoramento Genético de Milho: focalizando o Milho Pipoca..... 23 

3.5.1. Melhoramento de Milho Pipoca na UENF............................... 28 

3.6. Divergência genética e grupos heteróticos................................... 29 

3.7. Marcador molecular – Técnica PCR............................................... 34 

3.8. Marcadores moleculares e variabilidade genética......................... 36 

4. MATERIAL E MÉTODOS....................................................................... 39 

4.1. Material genético............................................................................ 39 



 

 vi 

4.2. Análise molecular............................................................................  42 

4.2.1. Extração do DNA.................................................................... 42 

4.2.2. Quantificação do DNA............................................................ 42 

4.2.3. Amplificação do DNA.............................................................. 42 

4.2.3.1. Marcador RAPD........................................................ 42 

4.2.3.2. Marcador ISSR.......................................................... 43 

4.2.4. Eletroforese............................................................................ 45 

4.3. Análises de diversidade.................................................................  46 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO............................................................. 48 

5.1. Temperatura de anelamento e Touchdown no ajuste da técnica 

PCR para marcadores ISSR.................................................................. 

 

48 

5.2. Divergência genética e inferência evolutiva utilizando os 

marcadores RAPD e ISSR.....................................................................  

 

52 

5.3. Divergência genética no Milho Pipoca....................................... 62 

5.3.1. Divergência genética entre os acessos de Milho Pipoca do 

Programa de Melhoramento da UENF (UNBs)........................ 

 

 69 

6. RESUMO E CONCLUSÕES................................................................... 74 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS............................................................ 76 

 
 



 

 vii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESUMO 

 

 

 

OLIVEIRA, Érica Cristina de; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense 
Darcy Ribeiro; Janeiro de 2010; Marcadores ISSR na formação de grupos 
heteróticos e na inferência evolutiva de milho pipoca. Orientador: Prof. Antônio 
Teixeira do Amaral Júnior. Conselheiros: Profa. Telma Nair Santana Pereira e 
Prof. Messias Gonzaga Pereira. 
 

Esta pesquisa teve por objetivos inferir sobre a ancestralidade bem como 

conhecer a amplitude genética do milho pipoca utilizando marcadores ISSR. Além 

disso, foi avaliada a formação de grupos heteróticos e averiguado o efeito da 

seleção recorrente nas populações UNB-2U C0, C1, C2, C3 e C4 (UENFV-

Explosiva) de milho pipoca. Para atingir os primeiros objetivos, 52 acessos foram 

analisados incluindo milho pipoca, milho comum (diploide e tetraploide), milho 

dentado, farináceo, e doce, e os supostos ancestrais do milho comum (Tripsacum 

sp. e teosinte). Os marcadores ISSR foram otimizados, via metodologia de PCR, 

utilizando a técnica Touchdown, a qual foi eficiente na amplificação das bandas, 

possibilitando a produção de 137 bandas polimórficas com o uso de 15 

iniciadores. As análises de agrupamento por Neighbor-Joining e por Análise das 

Coordenadas Principais (PCoA), confirmaram a proximidade genética do teosinte 

com o milho comum (dentado, farináceo e tetraploide) e com o milho pipoca, em 

relação ao Tripsacum sp. Foi possível também formar dois grupos, um agrupou os 

acessos de milho comum e o outro agrupou os acessos de milho pipoca. Entre os 

materiais, Tripsacum sp. compartilhou um maior número de marcas com milho 

doce e milho pipoca do que com os demais tipos de milho comum. Os resultados 



 

 viii 

do agrupamento por UPGMA de 34 acessos de milho pipoca constituíram apenas 

cinco grupos e reuniram em um grupo cinco (IAC-112, IAC-125, UFVM2 Barão de 

Viçosa, RS 20 e Jade) dos sete materiais comerciais obtidos no Brasil; assim, 

pode-se concluir que a base genética do milho pipoca é estreita e que é 

necessário ampliar a base genética dos programas de melhoramento de milho 

pipoca, conduzidos por instituições públicas e privadas. O estudo de divergência 

genética da população UNB-2U mostrou que os ciclos C0 e C1 estão 

geneticamente mais afastados dos ciclos C2, C3 e UENFV-Explosiva (C4). 
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ABSTRACT 

 

 

 

OLIVEIRA, Érica Cristina de; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense 
Darcy Ribeiro; January, 2010; The use of ISSR markers on the formation of 
heterotic group and on the evolutionary inferences in popcorn. Adviser: Antônio 
Teixeira do Amaral Júnior. Committee members: Telma Nair Santana Pereira and 
Messias Gonzaga Pereira. 
 

This research has the objectives to infer about the ancestry as well as to estimate 

the genetic amplitude of popcorn by using the ISSR markers. Besides it was 

evaluated the heterotic group formation and verified the effect of recurrent 

selection in the popcorn population (UNB-2U C0, C1, C2, C3 and C4 (UENFV-

Explosiva). To achieve the first objectives 52 accesses were analyzed, including 

popcorn, dent corn, flint corn, sweet corn, common corn (diploid and tetraployd) 

and the putative ancestors of maize (teosinte and Tripsacum). The ISSR markers 

were optimize by the Touchdown technique, which provided more efficient band 

amplifications, generating 137 polymorphic bands using 15 primers. The cluster 

analysis by Neighbor-Joining and Principal Coordinates Analysis (PCoA), 

confirmed the genetic proximity of teosinte with common corn (dent, flint, and 

tetraployd) and with popcorn, in relation for Tripsacum. There was also possible to 

form two groups, one clustered the common corn access and the other clustered 

the popcorn accesses. Among the materials, Tripsacum share more common 

bands in the sweetcorn and popcorn than in common corn. The results of UPGMA 

clustering analysis of 34 of popcorn accesses formed only five groups and five out 

seven commercial materials developed in Brazil (IAC-112, IAC-125, Viçosa, 



 

 x 

UFVM2 Barão de Viçosa, RS 20 and Jade) were clustered together; so, it can 

drawn conclusion that the genetic base of maize is narrow and that it is necessary 

to wide the genetic base of the plant breeding programs conducted by public and 

private institutions. The genetic divergence study of UNB-2U population shown 

that Co and C1 cycles are genetically more apart from C2, C3, and UENFV-

Explosiva (C4).  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

Acredita-se que o centro de origem do milho seja Tehuacán, no México 

(Zinsly e Machado, 1980; Engels et al., 2006); entretanto, existem controvérsias 

sobre a genealogia. A despeito dos inúmeros estudos em diversas áreas 

(Mangelsdorf e Reeves, 1939; Galinat, 1974; Mangelsdorf, 1974; Takahashi et al., 

1999; Goloubinoff et al., 1993; Eubanks, 1997; White e Doebley, 1999; Poggio et 

al., 2000; Poggio et al., 2005; Koo e Jiang, 2008; Fu et al., 2009), as incertezas 

persistem sobre a relação de ancestralidade e de parentesco entre o grupo de 

milho (Zea mays ssp. mays), teosinte (Zea mays ssp. mexicana) e Tripsacum.  

Além das inferências na abordagem sobre a origem do milho comum, 

indaga-se também sobre a origem do milho pipoca. Alguns autores propalaram 

que o milho pipoca adveio do milho comum do tipo duro (dada a baixa capacidade 

de estourar), outros preconizam que essa hipótese é improvável já que o mais 

primitivo exemplar de milho é do tipo pipoca. (Zinsly e Machado, 1980; Kantety et 

al., 1995; Takahashi et al., 1999; White e Doebley, 1999; Fu et al., 2009) 

O milho pipoca é um alimento muito apreciado pelos brasileiros, 

principalmente em momentos de lazer, movimentando um mercado de bilhões de 

dólares, anualmente, no Brasil. (Rangel et al., 2007; Faria et al., 2008; Santos et 

al., 2008) 

Apesar do grande consumo, a recomendação de genótipos superiores de 

milho pipoca no país ainda é limitada; desde a década de 90, foram 
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recomendados apenas sete cultivares no Brasil. (Pacheco et al., 2004; Miranda et 

al., 2008; Pioneer, 2009) 

Na implementação dos programas de melhoramento, a reduzida base 

genética da cultura, que pode ter advindo de seleções do milho comum do tipo 

duro (Kantety et al., 1995), tem despertado o interesse dos pesquisadores. 

Carpentieri-Pípolo et al. (2002), ao avaliarem a divergência genética entre nove 

genótipos de milho pipoca, detectaram, por meio de análise de agrupamento, a 

formação de apenas dois grupos, identificados por reunirem somente um genótipo 

no grupo II. Foram recomendados cruzamentos entre o genótipo do grupo II e 

quatro genótipos do grupo I, o que proporcionou a constituição de apenas quatro 

híbridos superiores, tornando reduzida a possibilidade de explorar a obtenção dos 

possíveis 36 híbridos entre todos os genótipos incluídos no estudo. Mais 

recentemente, Miranda et al. (2008) concluíram que, embora seja possível 

aumentar a produtividade de grãos usando materiais locais, há dificuldade de 

obtenção de híbrido intervarietal comercial no Brasil. Populações de milho pipoca 

brasileiro têm heterose e variabilidade genética reduzidas para a capacidade de 

expansão em relação aos cultivares comerciais.  

A constituição de grupos heteróticos é um dos pilares fundamentais no 

melhoramento do milho, uma vez que a formação de grupos divergentes, seja de 

materiais adaptados a clima temperado ou tropical, constitui a base para o 

emprego de estratégias de melhoramento. (Hallauer, 1973; Austin et al., 2000; 

Barata e Carena, 2006; Aguiar et al., 2008) 

Segundo Hallauer, referenciado por Borém e Miranda (2005), grupos 

heteróticos correspondem a grupos divergentes de germoplasma que, quando 

cruzados, exibem altos níveis de heterose em F1. 

Nesse aspecto, a variabilidade genética é fundamental nos programas de 

melhoramento, os quais buscam novas variedades que possam servir como 

futuros cultivares. Conhecer, pois, a diversidade genética é fator muito importante 

para o aproveitamento da heterose e, consequentemente, para a síntese de 

combinações superiores. (Moll et al., 1965; Goodman, 1990; Vencovsky e Barriga, 

1992; Laborda, 2003; Cruz et al., 2004; Balestre et al., 2008) 

Em milho comum, cujos programas de melhoramento receberam maior 

atenção por parte dos pesquisadores, autores têm observado a eficiência na 

identificação de grupos heteróticos de linhagens por procedimentos moleculares, 
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como. RFLP (Ajmone-Marsan et al., 1998; Benchimol et al., 2000; Pinto et al., 

2003), AFLP (Lubberstedt et al., 2000; Oliveira et al., 2004); SSR (Reif et al., 

2003; Barata e Carena, 2006) e ISSR (Osipova et al., 2003; Ye et al., 2005). 

Estudos baseado em marcadores moleculares com milho pipoca têm sido 

raros na comunidade científica. Nesse aspecto, Li et al. (2004) avaliaram a 

diversidade genética em relação a 56 linhagens de milho pipoca representantes 

de ampla base genética da cultura, além de 21 linhagens de milho comum, 

provenientes de diferentes grupos heteróticos de programas de melhoramento da 

China. Os autores verificaram a formação de agrupamentos diferenciados entre 

as linhagens de milho pipoca e comum, e que sete grupos heteróticos foram 

identificados com grande concordância das linhagens intragrupos e estudos 

prévios de melhoramento. Enfatizaram a importância do uso de marcadores SSR, 

em estudo de divergência genética, com linhagens de milho pipoca e comum. 

Santacruz-Varela et al. (2004) utilizaram 29 marcadores morfológicos, 18 

locos isozimáticos e 31 locos SSRs para avaliar a relação entre os germoplasmas 

de milho pipoca representativos das Américas. O estudo incluiu 56 populações 

dos E.U.A. e de nove países da América Latina, que foram dispersas em grupos, 

como base em análise de agrupamento e de componentes principais. Pela 

aglomeração dos genótipos, foi proposto o reconhecimento de três grupos, a 

saber: i) “Yellow Pearl Popcorn”, que representa o mais importante grupo 

comercial dos E.U.A.; ii) “North American Pointed Rice Popcorns”, que 

provavelmente originou de complexo de raças tradicionais de milho pipoca da 

América Latina; e iii) “North American and North American Early Popcorn”, que 

têm grande relação com milho comum do tipo duro, do norte dos E.U.A. 

No Brasil, ainda não se tem relato do uso de marcadores ISSR na 

identificação de variabilidade genética de germoplasma de milho pipoca. Os 

escassos trabalhos com milho pipoca, aliados aos poucos programas clássicos de 

melhoramento com a cultura, constituem um entrave ao desenvolvimento de 

híbridos superiores para grande parte das áreas produtivas do país, estendendo-

se à América do Sul, África e Oceania. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

 

a) Utilizar a experiência de laboratório, para otimizar o uso da técnica 

Touchdown em marcadores ISSR, em milho (Zea mays L.); 

b) Inferir sobre a ancestralidade e conhecer a amplitude genética do milho 

pipoca, por meio de estimativas das distâncias genéticas, com base em 

marcadores ISSR em comparação com acessos de milho comum, teosinte 

(Zea mays ssp.) e Tripsacum sp.; 

c) Identificar possíveis grupos heteróticos de milho pipoca de interesse para o 

melhoramento em condições tropicais; e 

d) Averiguar o efeito da seleção recorrente nas populações UNB-2U C0, C1, 

C2, C3 e C4 (UENFV-Explosiva) de milho pipoca por marcadores ISSR. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 

3.1. Taxonomia e características do Milho, Teosinte e Tripsacum sp. 

 

As espécies de Zea (milho e teosinte) e Tripsacum sp. são classificadas 

como pertencentes à família Poaceae, subfamília Panicoideae, ordem Gramineae. 

A primeira espécie pertence à tribo Maydeae e o Tripsacum sp., à tribo 

Andropogoneae. (Mangesldorf et al., 1964; Galinat, 1979; Paterniani e Campos, 

2005) 

O gênero Zea inclui tanto a planta cultivada, como o milho, quanto alguns 

indivíduos do parente silvestre, o teosinte. As plantas de milho (Zea mays mays 

L.) são anuais, monoicas e autotetraploides (2n=4x=20). (Oliveira, 1984; Koo e 

Jiang, 2008) 

O sistema radicular contém raízes primárias e adventícias. O caule é 

cilíndrico, tipo colmo, com nós e entrenós mais curtos na base. As folhas são 

lanceoladas, possuem limbo e bainha e são alternadas. Possuem duas 

inflorescências, a masculina e a feminina, tendo, na masculina, o pendão, 

constituído de um eixo central com ramificações e espiguetas. Cada pendão pode 

produzir de dois a cinco milhões de pólen. A parte feminina, quando bem 

desenvolvida, pode apresentar de 700 a 1.000 flores. (Moll et al., 1965; Geraldi et 

al., 1985) Cada estilo-estigma da espiga, quando fecundado, dá origem a uma 

semente. (Paterniani e Campos, 2005) 
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A semente do milho é o fruto, e este fruto é seco, indeiscente, com uma 

só semente aderente ao pericarpo. A semente é envolvida ao pericarpo podendo 

apresentar diversas colorações e ser de espessura variável. A função do 

pericarpo é proteger o interior da semente, dificultando o ataque de patógenos. 

(Oliveira, 1984) 

De acordo com as características do grão, o milho é classificado em cinco 

principais classes: dentado, duro, farináceo, pipoca e doce (Paes, 2006). A 

principal característica do milho pipoca é conter sementes duras e pequenas que, 

sob a ação do calor em torno de 180 ºC, estouram, dando origem à pipoca. O 

milho pipoca é capaz de estourar devido à presença de óleo e umidade no grão. 

Esse pericarpo, quando submetido à temperatura apropriada, rompe-se e expõe o 

endosperma. (Zinsly e Machado, 1980; Silva et al., 1993; Sawazaki, 2001; Paes, 

2006) 

Silva et al. (1993) identificaram uma correlação positiva entre a 

capacidade de expansão e a espessura do pericarpo, bem como a proporção do 

endosperma com o peso e o volume. Analisando a difusividade térmica e a 

capacidade de expansão, os maiores valores da difusividade térmica e 

condutividade sugeriram que o pericarpo do milho pipoca é menos amorfo, isto é, 

estruturalmente mais organizado do que o pericarpo de milho comum, assim, as 

características do pericarpo, mais do que as do endosperma, parecem ser mais 

importantes para o pipocamento. A maior resistência mecânica do pericarpo do 

milho pipoca (aproximadamente quatro vezes maior do que o pericarpo de milho 

comum) significa que é possível sustentar maior pressão, privilegiando o alto valor 

de expansão em variedades de pipoca. As propriedades mecânicas e térmicas 

fazem com que o pericarpo atue como um sistema-tampão.  

O teosinte é uma gramínea monoica, anual ou perene, que pode ser 

encontrada nas lavouras da América do Norte, muito utilizada como forrageira. 

Algumas espécies possuem a característica de rebrotar após o corte, apresentam 

perfilhamento abundante que resultam em touceiras densas e contêm várias 

espigas sem sabugo. Os colmos são cilíndricos e espessos com nós cobertos 

pelas bainhas das folhas, tendo ramificações na base. A altura da planta varia de 

1,5 a 5,0 m. (Mattos, 2003) 

No que se refere aos níveis de ploidia do teosinte, há indivíduos diploides 

e tetraploides, ambos, inicialmente, classificados como gêneros distintos do milho. 



 

 

7

O teosinte diploide foi classificado, em 1932, por Schrader, como Euchlaena 

mexicana. Já o teosinte tetraploide foi classificado como E. perennis. Reeves e 

Mangelsdorf, em 1942, propuseram que ambas as espécies, Euchlaena mexicana 

e Euchlaena perennis, fossem consideradas como pertencentes ao gênero Zea 

(Goodnam e Smith, 1987). Por sua vez, Iltis e Doebley os classificaram em 

subespécies Zea mays ssp. mexicana (2n=2x=20) e Zea mays ssp. parviglumis 

(2n=2x=20), respectivamente. ( Laborda, 2003) Porém, de acordo com Takahashi 

et al. (1999), Zea perennis (2n=4x=40) é considerada uma espécie distinta do 

teosinte diploide, cujos dados obtidos por hibridização “GISH” justificaram a 

separação desta na recente taxonomia, contida na Tabela 1. 

 

 

Tabela 1 – Distribuição e classificação das espécies e subespécies do Gênero 
Zea. 
 

Seção Espécie Subespécie Hábito Genoma 

Luxuriantes Zea diploperennis  Perene 2x 

 Zea perennis  Perene 4x 

 Zea luxuriantes  Anual 2x 

Zea Zea mays mexicana Anual 2x 

  parviglumis Anual 2x 

  huehuetenangenisis Anual 2x 

  Mays Anual 2x 

Fonte: Freitas, 2001. 

 

 

O gênero Tripsacum sp. possui como centro de diversidade a região Indo-

Malaia. Essa tribo (Andropogoneae) pode ser encontrada na Ásia tropical e 

subtropical, na Austrália, África e no Hemisfério Ocidental, além do Continente 

Americano (EUA, México, Brasil, Paraguai e Colômbia). (Lemos et al., 2005) 

As espécies de Tripsacum sp. são perenes, distintas morfologicamente do 

milho e do teosinte, porque formam touceiras e apresentam vários citótipos: 

diploide (2n=2x=36), triploide (2n=3x=54), tetraploide (2n=4x=72), pentaploide 

(2n=5x=90) e hexaploide (2n=6x=108). (Goodman e Smith, 1987; Lemos et al., 

2005; Koo e Jiang, 2008) 
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As características morfológicas do milho, teosinte e Tripsacum sp. podem 

ser visualizadas e comparadas na Figura 2. 

 

 

  

(a) (b) (c) 
 

Figura 2 – Comparação do fenótipo do milho pipoca (a), teosinte (b) e Tripsacum 
sp. (c).  

 

 

3.2. Evolução do Milho 

 
 

3.2.1. Relatos sobre a relação entre Milho, Teosinte e Tripsacum sp. 

 

As primeiras hipóteses que surgiram tentaram correlacionar o teosinte ao 

milho, conforme relatado por Goodman (1980). Mangelsdorf e Reeves, em 1939, 

baseando-se em características morfológicas, consideraram que o teosinte 

poderia ser o resultado da hibridação entre o milho e o Tripsacum sp.. Beadle, 

também em 1939, sugeriu que o milho teria surgido diretamente do teosinte, 

enquanto o Tripsacum sp. e o teosinte teriam sido derivados de um ancestral em 

comum. Um pouco antes, Weatherwax (1935) e, posteriormente, Randolph (1955) 

propalaram que o milho, o teosinte e o Tripsacum se originaram de um ancestral 

comum, mas evoluíram em linhas diferentes. Goodman (1980) ainda relata outra 

hipótese apresentada por Mangelsdorf, em 1974, em que o teosinte poderia ter 

sido originado do milho. 
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Em 1974, Galinat e Mangelsdorf compararam o número de genes do 

milho com Tripsacum sp. e verificaram que um complexo de genes ligados, 

localizado no cromossomo 4 do teosinte e do milho, estava distribuído em pelo 

menos três cromossomos do Tripsacum sp. Em decorrência, hipotetizaram que o 

4º cromossomo do milho talvez fosse o mais altamente diferenciado em 

Tripsacum sp. (cromossomo este tido como o mais importante para determinar 

várias características da estrutura do envoltório do fruto do teosinte). Sendo 

assim, na concepção de Goodman (1980), se a introgressão do Tripsacum sp. 

tivesse influência sobre a origem do teosinte, era de se esperar que o Tripsacum 

possuísse a capacidade de fornecer este segmento do cromossomo 4 para o 

milho. Segundo o autor, a ausência de locos no cromossomo 4 de Tripsacum sp., 

pela sua introgressão em milho, gera um obstáculo para crer-se na descendência 

do teosinte  

Pesquisas recentes, desenvolvidas por Poggio et al. (2000), utilizando a 

análise citogenética “FISH-GISH”, revelaram que 180 pares de bases repetidas, 

presentes no milho, também estavam presentes em Z. diploperennis, Z. luxurians 

e Tripsacum dactyloides, podendo indicar que mais de uma espécie estaria 

envolvida na origem do milho e que o rearranjo entre os genomas ocorreu 

posteriormente, uma ideia que corrobora a proposta de o milho ser aloploide. 

Contudo, Poggio et al. (2005) sugeriram que o teosinte (Zea mays parviglumis) 

não seria o único ancestral do milho e que a introgressão de Tripsacum sp. no 

milho não poderia ser desconsiderada, baseando-se também em análise pelo 

método “FISH-GISH”. 

Em outro estudo desenvolvido pela técnica de hibridização in situ (GISH), 

Takahashi et al. (1999) analisaram a relação entre o milho e seus parentes 

silvestres, concluindo que todos os ancestrais estudados (Zea mays ssp. 

mexicana, Z. mays ssp. parviglumis, Z. diploperennis, Tripsacum dactyloides e 

Coix Lacryma-jobi) apresentaram hibridização similar quando se utilizam os 

cromossomos do milho como sondas. Outro resultado de interesse ateve-se à 

relação entre Z. diploperennis (diploide) e Z. perennis (tetraplóide), que balizou a 

existência de separação taxonômica, baseada na hibridização, quando utilizando, 

como sondas, o DNA dos dois indivíduos; observou-se ainda que a hibridização 

com os cromossomos do milho somente ocorria quando utilizado Z. perennis.  
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White e Doebley (1999), analisando a diversidade de nucleotídeos no 

gene terminal ear1 (te1) em 26 sequências isoladas, nas quais, 12 acessos eram 

de milho, cinco de Z. mays parviglumis, três de Z. mays mexicana, dois de Z. 

mays huehuetenangensis, um de Z. diploperennis, um de Z. luxurians, um de 

Tripsacum dactyloides e um de Tripsacum floridanum, puderam observar que, 

embora a diversidade de nucleotídeos em te1 na cultura do milho seja menor em 

relação ao Z. mays parviglumis, as análises filogenéticas entre essas sequências 

não apresentaram provas de seleção passada, indicando que a região do gene 

estudado não estaria envolvida na evolução do milho. Porém, a pequena 

diversidade genética do te1 no milho em relação aos seus progenitores é 

comparável às encontradas em estudos anteriores de isoenzimas, e é coerente 

com a redução da diversidade genética do “grande-gonoma”, resultante da 

domesticação por efeito gargalo. 

Eubanks (1997), por meio de “fingerpriting”, verificou plantas híbridas do 

cruzamento entre Tripsacum dactyloides (2n=2x=36), teosinte perene e Zea 

diploperennis e, por análise molecular por RFLP, investigou a possibilidade de as 

características do milho serem derivadas da hibridação entre o teosinte perene e 

o Tripsacum sp. Em decorrência de as análises revelarem tais características, 

considerando-se conexões perdidas do milho original correlacionadas com alelos 

derivados do Tripsacum sp., e, pelo fato de que os mesmos alelos tenham sido 

herdados na segunda geração do cruzamento entre o Tripsacum sp. e o teosinte, 

para Eubanks (1997), isso reforça a hipótese de que a hibridação entre o teosinte 

e o Tripsacum sp. desempenhou função crucial na evolução do milho.  

Outro estudo, fundamentado na presença de “knob” heterocromático em 

Tripsacum dactyloides (2n=36) e milho, foi verificada a mesma repetição com 180 

pares de base, constatando-se que o grande “knob” em milho é localizado, 

principalmente, na região intersticial do cromossomo e ambos os “knob” terminais 

e intersticiais foram observados no cromossomo do Zea diploperennis (teosinte 

2n=20). Contudo, com a continuidade desse estudo, advertem os autores, o 

mapeamento cromossômico do “knob” em espécies de Zea e Tripsacum sp. 

poderá revelar o impacto da perda do seu terminal na evolução do cariótipo do 

milho e do Tripsacum sp. (Koo e Jiang, 2008) 

Estudo comparando a presença do alelo Adh2 em amostras de milho, 

com 4.700 anos de existência, com o milho contemporâneo, teosinte e Tripsacum 
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sp. possibilitou inferir que o teosinte está mais relacionado com o milho do que 

com o Tripsacum sp. (Goloubinoff et al., 1993), corroborando os resultados 

obtidos por Beadle, em 1939.  

Os retroelementos (elementos móveis situados na região LTR – “long 

terminal repeat”) possibilitam verificar a variação destes elementos entre Zea e 

Tripsacum sp., podendo ser usados para distinguir diferentes genomas, 

citologicamente. A estimativa, por “dot blot” (técnica de hibridização, utilizada para 

detectar biomoléculas), do retroelemento “Huck” em T. dactyloides, Z. 

diploperennis, Z. mays e Z. luxurian revelaram diferenças significativas em 

número de cópias entre as espécies. “Huck” tinha expandido no genoma do 

progenitor, mas, após a separação entre Zea e Tripsacum sp., ele cessou a 

expansão na linhagem do Tripsacum sp. Já na linhagem Zea, o retroelemento 

“Huck” continuou a expandir-se no número de cópias; mas, na linha que levou a 

Z. diploperennis, a expansão foi interrompida ou reduzida; enquanto, nas 

linhagens que levaram a Z. mays e Z. luxurians, continuou a retrotransposição. A 

diferença entre Z. luxurians e Z. mays deve ter aparecido rapidamente, uma vez 

que somente cerca de 0,7 milhões de anos separam essas duas espécies. (Lamb 

e Birchler, 2006) 

Na análise da diversidade genética e evolução do gene PSY1 (“phytoene 

synthase 1”), a árvore filogenética, baseada em sequência do comprimento total 

de PSY1, relacionou a proximidade de Zea com a Tripsacum sp. De acordo com o 

dendrograma, as espécies de teosinte Zea mays ssp. e Zea diploperennis estão 

mais relacionadas com o milho do que o Tripsacum sp., no entanto, o Tripsacum 

sp. está mais relacionado ao milho do que ao teosinte Zea luxuriantes. (Fu et al., 

2009) 

 

3.2.2. Relatos sobre a relação entre o Milho e o Teosinte 

 

A teoria de que o teosinte era o único progenitor do milho é conhecida 

como “hipótese do teosinte”. Como propalado por Beadle, em publicações do 

período de 1939 a 1980, relatou-se que: (a) o teosinte proporcionou uma boa 

fonte alimentar, e antigos povos o cultivaram para este fim; (b) durante o cultivo 

do teosinte, mutações que o melhoraram serviram para a utilidade dos seres 

humanos, que eram selecionados; (c) no mínimo cinco grandes mutações 
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poderiam ser suficientes para converter o teosinte em uma forma primitiva de 

milho; (d) diferentes mutações controlaram diferentes características; e (e) ao 

longo do tempo, humanos selecionaram grandes mutações adicionais positivas 

bem como menores mutações. (Doebley, 2004) 

O milho e o teosinte apresentam extremas diferenças na morfologia da 

planta adulta, tanto é que os taxonomistas, inicialmente, consideraram o teosinte 

mais relacionado com o arroz do que com o milho. Porém, segmentos do genoma 

do teosinte diploide e do milho são similares, podendo ser facilmente cruzados, 

apresentando o mesmo número de cromossomos (com exceção, do teosinte 

tetraploide) ou morfologia similar dos cromossomos. Híbridos F1, entre milho e 

alguns tipos de teosinte, exibem meiose completamente normal e completa 

fertilidade (Doebley, 2004), além de o cruzamento entre teosinte e milho poder 

ocorrer naturalmente (Almeida, 2003). A explicação para tanto, pode estar nos 

relatos de Doebley (2004) que, por meio de um artigo de revisão, afirmou que Zea 

luxurians (teosinte) possui cromossomos que são citologicamente distintos do 

milho. E, em contraste, outro teosinte, o Zea mays ssp. mexicana, possui 

cromossomos que são citologicamente similares aos do milho. Assim, a 

habilidade do cruzamento do milho e do teosinte, com produção de progênies 

férteis, pode ocorrer mais facilmente com Zea mays spp. mexicana. 

Diversos trabalhos, recentemente, procuram evidências que diferenciam o 

milho e a teosinte. John Doebley é um dos autores com maior expressão no 

estudo da evolução do milho, na busca da identificação de possíveis locos cujos 

alelos mutantes deram origem ao milho. Conforme estudado por Doebley e Stec 

(1993), comparando a diferença morfológica entre o milho e o teosinte, baseando-

se em mapeamento de QTL (“quantitative trait loci”), foram encontradas cinco 

regiões nos genomas (milho x Zea mexicana e milho x Zea parviglumis) que 

controlam a maior parte das principais diferenças morfológicas. Tais estudos 

sugerem que locos com grandes efeitos sobre a morfologia não podem ser consideradas 

condicionantes específicos da evolução das culturas, mas sim, um fenômeno comum na evolução 

das plantas, sempre que uma espécie invade um novo nicho com concorrência reduzida.  

Doebley (2004), em estudo com mapeamento de QTL nos dez 

cromossomos do milho e do teosinte, observou cinco (ou seis) regiões do genoma 

com forte efeito em características fenotípicas. Assim, foram confirmadas as 

observações anteriores, de que a herança das diferenças entre o milho e o 

teosinte era governada por poucos genes maiores ou por poucos blocos de vários 
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genes ligados, mas um maior número de locos de pequeno efeito. Como exemplo, 

cita-se uma determinada região do braço do cromossomo 1L que está fortemente 

associada com as diferenças na arquitetura da planta. 

Wang et al. (1999), utilizando o gene tb1 (“teosinte branched 1”), 

avaliaram a possibilidade de ter havido seleção para este alelo durante a 

domesticação do milho. Quando os genes estão envolvidos na evolução da planta 

exibem menor taxa de polimorfismo e reúnem-se em um único grupo. Esse grupo, 

no milho, conteve a região 5’- flanqueadora, responsável pela regulação do tb1, 

com apenas 3% da diversidade encontrada no teosinte. Além disso, a filogenia, 

obtida com a análise de regiões regulatórias de tb1, exibiu um único grupo com 

poucas variações entre as regiões genômicas estudadas. Por conseguinte, a 

expressão do gene tb1 foi alvo de seleção, tendo esse gene participado 

ativamente da evolução do milho a partir do teosinte. (Matsuoka et al., 2002; 

Laborda, 2003) Estudos desenvolvidos por Clark et al. (2006), baseando-se 

também no gene tb1, permitiram constatar que esse gene estava presente em 

população atual de teosinte (Zea mays parviglumis e mexicana), isto é, em 

população após o processo de domesticação e cultivo. 

Mais recentemente, Vigouroux et al. (2005) realizaram a análise genômica 

por marcadores microssatélites de acessos de milho – 45 raças silvestres pré-

colombianas, além de três espécies anuais de teosinte (uma planta de Z. mays 

spp. huehuetenangensis, 23 plantas de Z. mays spp. mexicana e 21 plantas de Z. 

mays spp. parviglumis). Os resultados revelaram uma pequena diversidade 

genética entre os genomas das raças do milho e de espécies de teosinte. Nesse 

aspecto, quando os autores separaram os dados dos marcadores SSR, de acordo 

com o comprimento da sequência repetida “motif” em dinucleotídeos, constataram 

um pequeno decréscimo relativo à diversidade entre as raças de milho e o 

teosinte. E ainda que esse decréscimo foi menor em relação às sequências com 

mais de dois nucleotídeos, sugerindo que as taxas de mutação com efeitos 

maiores foram parcialmente minoradas pelo próprio processo de domesticação.  

De todo modo, no sentido lato, Goodman (1980) e Wang et al. (1999) 

preconizaram que o teosinte, presente no centro de origem e diversidade, no 

México, sofreu, de alguma forma, a introgressão gênica do milho. E, em 

decorrência, o milho não representa fielmente o teosinte em trabalhos de genética 
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e taxonomia; além disso, da mesma forma, algumas raças de milho podem ter 

sofrido essa introgressão pelo teosinte. 

 

3.2.2.1. Subespécie parental do Milho 

 

É consabido que existe um debate entre pesquisadores sobre qual teria 

sido o teosinte ancestral do milho. (Freitas, 2001; Matsuoka et al. 2002; Doebley, 

2004; Lamb e Birchler, 2006; Fu et al., 2009) Nesse aspecto, estudos recentes 

comprovam que a subespécie do teosinte mais próxima ao milho é Z. mays 

parviglumis, como revelam os resultados das pesquisas a seguir referenciadas. 

Meyers et al. (2001) verificaram que, em Zea diploperennis, muitas 

famílias de retroelementos são menos abundantes do que no milho, sugerindo 

que esta espécie cessou a expansão de retroelementos após a divergência com 

outras espécies de Zea. 

Fu et al. (2009), ao analisarem a diversidade genética e a evolução do 

gene PSY1 (“phytoene synthase 1”), verificaram que as espécies de teosinte, Zea 

mays huehuetenangensis, Zea mays mexicana, Zea mays parviglumis e Zea 

diploperennis, estão mais relacionadas com o milho, enquanto as espécies Zea 

luxuriantes estão mais distantes do milho e ainda apresentam-se como ancestral 

do Tripsacum sp. 

Evidências da relação genética entre o DNA ribossomal de milho 

ancestral e de Zea mays parviglumis foram constatadas por Buckler e Holtsford 

(1996), sendo relevantes para consubstanciar que Zea mays parviglumis foi o 

progenitor do milho. De acordo com dados de Freitas (2001), fundamentado em 

investigações genéticas e evolutivas por meio do uso da técnica de 

microssatélites, pôde-se notar que, enquanto a subespécie Z. mays parviglumis 

possui o microssatélite do tipo complexo GA4TA, presente em muitas amostras do 

milho; a subespécie Z. mays mexicana conteve um outro alelo desse mesmo 

complexo, o GA9TA, encontrado em qualquer outra amostra de milho. Baseando-

se neste fato, o autor relatou que a subespécie com maior chance de ser o 

ancestral direto do milho é Z. mays parviglumis. 

Análises por marcadores moleculares não têm sido incomuns como 

ferramentas para auxiliar a desvelar a origem do milho. Doebley et al. (1984) 

trabalharam com isoenzimas em populações de milho e teosinte e obtiveram, 
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como resultado, que a frequência de alelos isoenzimáticos das espécies de 

teosinte, Z. luxurians, Z. diploperennis e Z. perennis, é diferenciada do milho, 

enquanto a frequência de alelos do Z. mays ssp. mexicana é mais próxima. A 

frequência alélica de outro teosinte anual, o Z. mays ssp. parviglumis, é 

indistinguível do milho, denotando que este teosinte é mais geneticamente 

próximo ao milho e o provável ancestral deste. 

Em outra pesquisa, desenvolvida por Matsuoka et al. (2002), utilizando 

microssatélites e algumas evidências arqueológicas (utilizando fósseis de milho), 

quantificou-se a diversidade entre o milho e o teosinte, cujos resultados 

permitiram deduzir que o milho e Z. mays parviglumis divergiram em 9.000 anos, 

e que o milho derivou de Z. mays parviglumis, por meio de um único evento de 

domesticação. Após o evento inicial, pode ter ocorrido a introgressão gênica de 

outros tipos de teosinte, contribuindo para o conjunto gênico de milho, 

constituindo, assim, uma possível explicação para a diversidade do milho. 

A subespécie Z. mays mexicana está presente em regiões com altitudes 

que variam entre 1.800 e 2.500 m de altura, ocupando as planícies e vales das 

regiões central e do norte do México. A pluviosidade dessas regiões varia entre 

500 a 1.000 mm de chuva anual, tendo ainda uma temperatura média anual entre 

15 e 20 °C. (Freitas, 2001) No entanto, a subespécie Z. mays parviglumis é de 

ocorrência em altitudes que variam entre 400 a 1.700 m, ocupando principalmente 

os topos dos morros nos vales dos rios, nas regiões oeste e sul do México, onde 

a precipitação anual é na ordem de 1.250 a 2.000 mm de chuva, com a 

temperatura média anual entre 20 e 25 °C. (Freitas,  2001; Doebley, 2004) 

Conforme relatos de diversos autores (Doebley et al. 1984; Buckler e 

Holtsford, 1996; Freitas, 2001; Matsuoka et al. 2002), Z. mays parviglumis, 

mesmo sendo a subespécie mais relacionada com o milho, não pode ser excluída 

a possibilidade de introgressão de seus genes provenientes de outros tipos de 

teosinte e de milho, visto que as informações sobre as características do habitat 

destas subespécies possibilitam inferir sobre a capacidade do milho na adaptação 

a ambientes distintos, fornecendo indícios do grau de influência de cada 

subespécie de teosinte na origem das diferentes raças de milho. (Freitas, 2001) 

 

3.3. Origem e hipóteses da domesticação do Milho 
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Durante anos, acreditou-se que o milho era uma cultura diploide, evoluído 

por meio de seleção e recombinação de genótipos ancestrais. (Beadle, 1978; 

Galinat, 1979; Goodman, 1980) No entanto, atualmente, existem evidências de 

que o milho possui origem alotetraploide (2n=4x=20). (Gaut et al., 2000; Tenaillon 

et al., 2004) 

O milho resultou de uma complexa evolução genômica depois do evento de 

poliploidização. (Koo e Jiang, 2008) O genoma do milho é repleto de duplicações 

cromossômicas e DNA repetitivo. A maioria do DNA nuclear repetitivo no milho 

são elementos de “retrotransposons”, que incluem cerca de 50% do genoma. 

(Gaut et al., 2000) As duplicações resultaram de um antigo evento de poliploidia, 

há mais de 11 milhões de anos. A partir da união de dois genomas divergentes 

(poliploidização), a cerca de 4,8 milhões de anos, houve, além de rearranjos, 

perda genética, divergências e outras modificações, que conduziram ao atual 

genoma do milho diploidizado. (Lamb e Birchler, 2006) Com base em dados na 

sequência do DNA, o evento de poliploidia teria ocorrido após a divergência entre 

o milho e o sorgo (Figura 3). 

 

 

 

Figura 3 – Filogenia das espécies de gramíneas diploide. 

 

 

O trabalho desenvolvido por Pereira et al. (1994), a partir de uma 

população F2, derivada do cruzamento entre duas subespécies de sorgo, foi 

Fonte: Gaut et al. (2000) 
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construído um mapa de ligação com RFLP. Sondas genômicas do milho e do 

sorgo, e sondas de cDNA do milho foram utilizadas para definir os três locos. 

Comparando os mapas do sorgo e do milho, os pesquisadores puderam verificar 

grande relação entre os dois genomas, em termos de ordem dos locos e da 

distância genética. E muitos locos ligados à cultura do milho também foram 

ligados ao sorgo, denotando sintenia entre as espécies estudadas. 

Embora estudos arqueológicos e citogenéticos já tenham demonstrado 

algumas evidências, o provável antecessor do milho não é certamente conhecido. 

Sabe-se que o mais velho sabugo de milho foi encontrado na década de 50, em 

Tehuacán, México (centro de origem e diversidade do milho), e datado com 

aproximadamente 7.000 anos (Galinat, 1979; Engels et al., 2006). Em escavações 

arqueológicas realizadas no México, em cavernas rochosas com 50 m de 

profundidade, foram encontrados grãos de milho e pedaços de maçarocas com 

mais de 5.000 anos (a.C.), bem como nas catacumbas dos Incas. (Oliveira, 1984)  

Quanto à espiga de Tehuacán, o que intriga os pesquisadores é que não 

se sabe se a coleta ocorreu em uma produção de milho e, mesmo que tenha sido, 

se a população era domesticada ou derivada de um parente do teosinte, 

introduzido naquela época. Além disso, com a ajuda do homem, estas sementes 

podem ter sido dispersas, aproximando espécies cultivadas do ancestral, 

promovendo, assim, o cruzamento entre conjuntos gênicos distintos. (Galinat, 

1979; Iltis, 1983) 

Como o teosinte é uma espécie silvestre, e o milho conhecido é uma 

espécie cultivada, a interpretação mais relevante é que o milho tenha sido 

domesticado do teosinte. (Wang et al., 1999; Matsuoka et al., 2002; Doebley, 

2004; Vigouroux et al., 2005)  

Contudo, outro ponto que se pode salientar é quanto ao surgimento 

efetivo da cultura do milho, indagando-se a forma que ocorreu esse isolamento e 

se foi decorrente da especiação. No intento de responder esta indagação, muitos 

pesquisadores relatam a existência de domesticação e também do “efeito 

gargalo”. 

Segundo Doebley (2004), a domesticação é uma porção de um conjunto 

gênico de espécie silvestre, utilizada para “criar” uma nova espécie. O tamanho 

da população, durante a domesticação, poderia causar uma redução na 

diversidade genética na cultura relativa ao genitor. Para o milho, resultados 
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isoenzimáticos indicam uma perda de aproximadamente 25% de genes 

encontrados em Z. mays parviglumis.  

Iltis (1983), tomando por base o conceito Darwiniano de mudança gradual 

no surgimento de novas espécies, e diante da escassa evidência arqueológica 

dos intermediários entre o teosinte e o milho, sugeriu que teria havido uma 

transmutação sexual no teosinte. E este evento teria transformado a 

inflorescência masculina do teosinte na inflorescência feminina do milho, por 

ocasião de uma mudança súbita no ambiente. Essa alteração, 

consequentemente, teria sido fixada e a planta domesticada. 

De acordo com Weber et al. (2007), fundamentando-se em estudos de 

marcadores em nove genes regulatórios, em relação a 13 características da 

planta e arquitetura da inflorescência, verificaram a significância em dez 

associações envolvendo cinco genes “candidatos”. Sugeriram, então, que os 

principais genes reguladores no milho desempenham função na variação natural, 

para traços complexos no teosinte, e que algumas das menores variações podem 

ter sido alvo de seleção durante a domesticação. 

Continuando os trabalhos, Weber et al. (2008), baseando-se na 

associação por marcadores em genes “candidatos” (genes selecionados ao 

estudo), para associação com características de uma população, constataram 33 

associações significativas dos marcadores a partir de 15 genes “candidatos” e de 

dez características. Esta análise indicou que havia novas causas na relação entre 

genes específicos e variação nas características do teosinte. Por exemplo, dois 

genes do teosinte – ramosa (ra1 e ra2) - parecem estar associados com a 

estrutura da espiga, tanto no teosinte quanto no milho; além disso, o gene MADS-

box (zag11), típico do teosinte, está mais relacionado com a ruptura da espiga, 

que é uma característica-chave na domesticação do milho.  

Segundo Hilton e Gaut (1998), com base em análise das sequências 

genéticas do gene de glb1 (gene da proteína GLB1, abundante no embrião do 

milho) de quatro táxons (Z. mays ssp. mays, Z. parviglumis, Z. luxurians e 

Tripsacum dactyloides), preconizaram que a domesticação do milho foi um 

acontecimento recente que poderia ter sido baseado em um número pequeno de 

indivíduos fundadores; ademais, conforme os autores, o milho reteve uma 

proporção substancial da variação genética por meio dos genitores, todavia, 

divergiram em relação à morfologia. 
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Uma possibilidade para explicar a proximidade da relação do milho com o 

teosinte baseia-se na ocorrência de fluxo constante de alelos do teosinte para o 

milho, por meio de polinização cruzada, com a introgressão antes da introdução 

das raças de milho na América do Sul, e também no caso das amostras peruanas 

com tempo inferior a 4.700 anos. Fatos estes que levam à conclusão de que as 

significativas contribuições do teosinte foram relevantes nos primórdios da origem 

do milho. (Goloubinoff et al., 1993) 

A evolução do milho demandou aumento na expressão do gene tb1 no 

ramo auxiliar primário e em suas inflorescências terminais para formarem espiga 

curta, em vez de alongada. A primeira comparação entre alelos de teosinte e 

milho para níveis de tb1 indicou que o alelo, no milho, é expresso duas vezes 

mais que no ramo auxiliar imaturo e na inflorescência primária do teosinte. A 

segunda comparação foi por hibridização in situ no teosinte a qual não revelou 

homologia do gene tb1 nas gemas auxiliares, onde há forte expressão no milho. A 

terceira é que não há diferença fixa de aminoácido entre o milho e o teosinte, 

sugerindo que a mudança na função da proteína tb1 não ocorreu durante o 

processo evolutivo. Se a função da proteína não mudou, então é mais provável 

que a mudança na expressão esteja envolvida. Contudo, por meio de análise de 

QTL no braço longo do cromossomo 3, revelou-se elevado efeito epistático na 

expressão do gene tb1, tal como as plantas que transportam o alelo do teosinte, 

neste segundo QTL - níveis de tb1 reduzido. Deste modo, sugere-se que a 

modificação na expressão do tb1 foi um importante alvo de seleção durante a 

domesticação do milho (Doebley, 2004). 

No entanto, outros autores relatam que o milho é resultado de uma 

mistura gênica de várias populações ancestrais, como é o caso do estudo 

desenvolvido por Dennis et al. (1985), Goloubinoff et al. (1993), dentre outros. 

Goloubinoff et al. (1993), ao investigarem um segmento do gene nuclear que 

codifica a enzima álcool desidrogenase 2 (Adh2), mediante amplificação e 

sequenciamento de excertos de espécies arqueológicas de milho de 4.700 anos e 

de amostras contemporâneas, verificaram que a diversidade da sequência em 

milho antigo é igual ao do milho contemporâneo. Alguns antigos alelos Adh2 são 

idênticos ou estreitamente relacionados com os alelos contemporâneos. Com este 

estudo, puderam sugerir que a mistura gênica do milho ocorreu há milhões de 
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anos atrás e que raças domesticas de milho derivam de várias populações 

ancestrais silvestres.  

Outros autores, contudo, consideram um “efeito gargalo” na evolução do 

milho. A esse respeito, em termos de arquitetura da planta, o milho e o teosinte, 

embora diferentes na variação interespecífica, tal variação não é maior do que a 

variação existente dentro de Zea mays, o que implica a ocorrência de substancial 

divergência entre as duas espécies (Doebley, 1990; Vigouroux et al., 2005). 

Acredita-se que a diferença fenotípica possa ser explicada por um efeito fundador 

na evolução do milho, resultante de um efeito tipo “gargalo”, ou “bottleneck”, 

seguido de intensa seleção artificial. (Tanksley e McCouch, 1997; Eyre-Walker et 

al., 1998) 

Estima-se que tal evento tenha persistido por 400 a 2.000 anos e o 

tamanho da população durante o “efeito gargalo” possa ter ocorrido com um 

quantitativo de 500 a 4.000 indivíduos. Esta estimativa sobre o tamanho da 

população sugere que a fase inicial da domesticação do milho possa ter envolvido 

pequena comunidade humana dentro de uma área geográfica restrita. (Eyre-

Walker et al., 1998; Wang, 1999; Doebley, 2004) 

 

3.3.1. Origem do Milho Pipoca 
 

De acordo com Zinsly e Machado (1980), alguns autores mencionam que 

o milho mais antigo é o milho pipoca, visto que, em certas tumbas peruanas pré-

históricas, havia utensílios de barro supostamente utilizados para o preparo de 

pipoca junto com sementes do milho pipoca. Além disso, a mais remota 

descoberta de milho foi do tipo pipoca, identificado em “Bat Cave”, Novo México, 

com data estimada em 2.500 a.C. 

Quanto ao milho comum tipo dentado, as descrições mais antigas datam 

de 1.700 a.C., nos Estados Unidos da América. Estudos arqueológicos indicam 

que o milho dentado desta região é recente, apesar de ter sido encontrado tipo 

dentado na parte Central e Oeste dos Estados Unidos da América. (Goodman, 

1980; Wang et al., 1999) 

A principal característica do milho pipoca que o diferencia de outros tipos 

de milho (dentado e duro) é apresentar sementes duras e pequenas que, sob a 

ação do calor, estouram, dando origem à pipoca. Tem-se conhecimento de que o 

grão duro pode estourar também, mas em menor expansão, quando comparado 
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ao milho pipoca, além de não apresentar, em nível desejado, a maciez e o sabor. 

(Goodman, 1980) 

Em 1949, Erwin sugeriu que o milho pipoca poderia ter sido originado de 

mutação do milho comum tipo duro, mas o próprio autor afirmou também que 

essa hipótese poderia não estar absolutamente correta, uma vez que estudos 

arqueológicos revelaram evidências contrárias, tendo o milho pipoca como o tipo 

mais antigo dentre os milhos ancestrais (Goodman, 1980).  

Segundo Eberhart (1979), a variedade do milho pipoca provém do milho 

tipo duro, no que concordam Zinsly e Machado (1980). Também na concepção de 

Kantety et al. (1995), o milho pipoca adveio do milho comum do tipo duro. Para 

tanto, utilizaram como ferramenta os marcadores moleculares ISSR, que 

revelaram maior proximidade genética entre essas formas de milho em relação ao 

tipo dentado. 

 

3.4. Abordagens econômicas do Milho Comum e Milho Pipoca 

 

A área cultivada de milho, na safra de 2008/09, foi estimada em 9,4 e 9,6 

milhões de hectares, indicando uma redução de 2,6% a 2,8% em comparação 

com a safra de 2007/08. Isso ocorreu pelo preço do milho no mercado, diante dos 

elevados custos de produção. (Conab, 2009) O principal estado brasileiro 

produtor de milho é o Paraná, seguido por Minas Gerais. Quanto à extensão de 

área plantada, o estado que se destaca é Rio Grande do Sul. Na Tabela 2, pode-

se verificar a oferta e demanda do milho no Brasil. 

 

Tabela 2 – Oferta e demanda do Milho no Brasil (em mil toneladas), para o 
período de janeiro a dezembro de 1999 a 2008 e janeiro de 2009. 
 

Safra Produção Importação Consumo Exportação 
1999/00 31.640,90 1.770,50 34.480,00 6,70 
2000/01 42.289,30 624,00 36.135,50 5.629,00 
2001/02 35.280,70 345,00 36.410,00 2.747,00 
2002/03 47.410,90 800,60 37.300,00 3.566,20 
2003/04 42.128,50 330,50 38.180,00 5.030,90 
2004/05 35.006,70 597,00 39.200,00 1.070,00 
2005/06 42.514,90 956,00 37.100,00 3.938,00 
2006/07 51.369,90 1.095,50 40.500,00 10.933,50 
2007/08 58.609,80 500,00 44.500,00 7.500,00 
2008/09 55.503,60 300,00 46.725,00 10.000,00 

Fonte: Conab, 2009  
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O Brasil, a partir da década de 90, tem revelado um cenário de progresso 

paulatino no abastecimento de milho pipoca, embora este resultado possa ser 

creditado restritamente aos trabalhos de melhoramento no país, vez que raros 

foram os lançamentos de materiais melhorados por programas desenvolvidos no 

Brasil. Podem ser citados somente: IAC-112, híbrido simples modificado, que 

atende a uma parceria com a empresa Hikari; IAC-125, um híbrido triplo derivado 

IAC-112, registrado em abril de 2006; as variedades de polinização aberta BRS 

Angela, obtida de seleções recorrentes no composto CMS-43, tendo, como 

inconveniente, a cor branca dos grãos; RS 20, desenvolvida pela IPAGRO e 

comercializada pela AGROESTE-SC; UFVM2 Barão de Viçosa, do programa de 

melhoramento de milho pipoca do Departamento de Fitotecnia da Universidade 

Federal de Viçosa (UFV); Zélia e Jade, híbridos triplos melhorados, desenvolvidos 

pela Pioneer Hi-bred. (Pacheco et al., 2000; Sawazaki, 2001; Scapim et al., 2002; 

Miranda et al., 2008; Rangel et al., 2007; Cruz e Pereira Filho, 2008) 

Já em 1995, Sawazaki propalou que, no Brasil, como o milho pipoca não 

recebeu a mesma atenção dada ao milho comum, resultou em pouco progresso 

em seu melhoramento, relacionando esse fato ao limitado número de instituições 

e melhoristas envolvidos nesta cultura. De fato, na safra 2002/2003, de 206 

cultivares de milho disponíveis no mercado, apenas dois foram de milho pipoca, a 

saber: RS 20 e Zélia. Na safra de 2008/2009, dos 302 cultivares disponíveis no 

mercado, apenas quatro foram do tipo pipoca, quais sejam: IAC-112, IAC-125, RS 

20 e UFVM2 Barão de Viçosa. (Cruz e Pereira Filho, 2008; Conab, 2009) A 

Pioneer (2009), uma das empresas que fornecem sementes híbridas de milho no 

Brasil, das 25 cultivares de milho que registrou, apenas dois são do tipo pipoca, 

Zélia e Jade.  

Segundo dados informados por Freitas Júnior et al. (2009), na década de 

90, o Brasil importava 75% da demanda de milho pipoca, sendo o consumo 

estimado em 80 mil toneladas. Em 2003, o consumo era de 65 a 70 mil toneladas, 

e as importações, em 30%. Já, em 2004/2005, houve uma nova redução na 

importação para cerca de 20 mil toneladas (em que parte se deve ao consumo do 

híbrido simples modificado IAC-112).  

Lamentavelmente, a redução na importação é decorrente, em larga 

medida, do cultivo de híbridos norte-americanos aqui registrados, e utilizados por 

empresas empacotadoras, como a Yoki Alimentos S.A., que estabelece acesso 
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restrito de uso com os produtores parceiros da empresa. Como exemplares 

desses híbridos, têm-se: P608, P608 HT, P618, P621 e P625. (Sawazaki, 2001; 

Sawazaki et al., 2003; Freitas Júnior et al., 2006) Para a safra 2005/2006, o 

híbrido triplo Jade, comercializado pela Pioneer, foi mais uma destas opções para 

o mercado de sementes do Brasil. (Cruz e Pereira Filho, 2008; Rangel et al., 

2008) 

Essa parceria entre produtores e empresas empacotadoras tem crescido 

no país. A empresa escolhe a região onde será plantado o material, disponibiliza 

sementes e tecnologia aos produtores, aumentando, assim, a produtividade e 

reduzindo os custos de produção. Na safra de 2003, por exemplo, foram colhidas 

de 50 a 60 sacas por hectare (pelos melhores produtores), e a empresa pagou R$ 

55,00 por saca, com custo de produção de R$ 800,00 ha-1. (Santos et al., 2007) 

Segundo Ramon (2009), de acordo com a CEASA-Campinas (2009), no 

primeiro trimestre de 2009, o milho pipoca nacional estava cotado a R$ 2,10/kg, 

correspondendo a R$ 63,00 a saca de 30 kg; e o milho pipoca importado, a R$ 

2,40/kg, correspondendo a R$ 60,00 a saca de 25 kg. Comparativamente, a saca 

de milho comum (60 kg) era comercializada a R$ 30,00. 

Na concepção de Machado (1997), a possibilidade de total mecanização 

e a ausência de controle de preço pelo governo, faz com que o valor comercial do 

milho pipoca seja, no mínimo, três vezes superior ao do milho comum.  

 

3.5. Melhoramento Genético de Milho: focalizando o Milho Pipoca 

 

Para Paterniani e Campos (2005), o melhoramento do milho é definido 

como o conjunto de medidas visando à melhoria quantitativa e qualitativa da 

produção, incluindo a duração do ciclo vegetativo e a resistência a pragas e 

doenças. Na concepção de Barth Pinto (2009), o melhoramento de plantas pode 

ser conceituado como a arte ou ciência que foca a obtenção de genótipos 

superiores sob determinadas condições ecológicas. Trabalhar no melhoramento 

de espécies de fecundação cruzada significa alterar as frequências gênicas de 

uma população, objetivando o aumento do percentual de alelos favoráveis e a 

redução de alelos indesejáveis. (Souza Junior, 1987; Hallauer e Miranda Filho, 

1988) 
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Conforme publicado no Guia do Milho (2008), o primeiro esquema de 

milho híbrido foi criado pelo norte-americano, biólogo e geneticista George 

Harrison Shull, em 1909, que, após efetuar autofecundações, foram produzidos 

descendentes menos vigorosos e, à medida que se repetia o processo, fixavam-

se algumas características, até serem obtidas as denominadas de linhas puras. 

Ao cruzar duas linhas puras diferentes, foi gerado descendente com grande vigor 

híbrido, explorando a heterose e dando origem ao milho híbrido. 

Segundo informações de Santacruz-Varela et al. (2004), o primeiro 

híbrido comercial de milho pipoca foi obtido em 1934, em Minnesota, como 

resultado do cruzamento entre duas linhas puras derivadas do grupo heterótico 

Japanese Hulless. A partir de 1940, as variedades começaram a ser substituídas 

pelos híbridos.  

O melhoramento do milho pipoca no Brasil não é recente. Iniciou-se em 

1932, no Instituto Agronômico de Campinas (IAC), e já, em 1941, ocorreu o 

lançamento da primeira variedade nacional, proveniente de ciclos de seleção 

massal na população-base “South American Mushroom” (SAM), utilizada nos 

E.U.A. e derivada de “South American”, procedente da América do Sul. Porém, os 

trabalhos no país só foram retomados no início dos anos 80, com o lançamento 

do híbrido simples modificado IAC-112, em 1988, oriundo da combinação de 

linhagens da variedade SAM com linhagens provenientes do híbrido intervarietal 

Guarani x UFV Amarelo. (Sawazaki et al., 2000; Sawazaki, 2001) 

Pacheco et al. (2000), avaliando o efeito econômico na substituição da 

primeira variedade nacional por milho híbrido, na região central do Brasil, 

verificaram que o híbrido tem melhor desempenho do que a variedade, 

dependendo do ambiente, em relação à produção. Os piores híbridos, nos piores 

ambientes, responderam pior do que as piores variedades, porém o melhor 

híbrido simples, no melhor ambiente, superou a melhor variedade, com um lucro 

de R$ 466,67 ha-1. Na média dos híbridos e variedades, os híbridos simples foram 

mais produtivos, independentemente do ambiente. Isso ratifica que as variedades 

não são adequadas apenas em condições de alta tecnologia.  

Para desenvolver um híbrido, é necessário obter as linhagens mediante 

sucessivas autofecundações, seja de um composto, uma população não 

melhorada ou mesmo de um híbrido. Após, em média, seis autofecundações, 

obtém-se uma nova linhagem, em que os indivíduos são uniformes com 
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características fixadas dentro da linha. A seguir, essas linhagens são cruzadas 

em diversas combinações e os híbridos superiores podem ser lançados como 

produto comercial. (Borém e Miranda, 2005) Os cruzamentos entre linhagens de 

diferentes grupos gênicos são preferidos, uma vez que, em geral, produzem 

híbridos superiores do que entre linhagens do mesmo grupo heterótico. (Hallauer 

e Miranda Filho, 1988; Paterniani e Campos, 2005; Ortiz et al., 2008) 

De modo geral, o melhoramento de espécies alógamas pode ser 

procedido, basicamente, de duas formas: gerando híbrido superior às populações 

originais ou obtendo-se populações para seleção. As populações de milho 

focadas no programa de melhoramento intrapopulacional são as que possuem 

alta média e ampla variabilidade genética quanto às características de interesse 

e, nesse aspecto, a análise de divergência genética objetiva a identificação das 

populações contendo indivíduos dissimilares. (Moll et al., 1965; Vencovsky e 

Barriga, 1992; Hallauer e Miranda Filho, 1988; Miranda et al., 2003; Cruz et al., 

2004; Aguiar et al., 2008; Miranda et al., 2008) 

Conforme descrito por Sawazaki (1995), todos os métodos de 

melhoramento utilizados para o milho comum são aplicáveis ao milho pipoca; 

devendo levar em consideração o produto final e a expansão da pipoca. O 

método populacional que tem sido mais comum no melhoramento do milho pipoca 

no Brasil é a seleção recorrente intrapopulacional utilizando avaliação entre e 

dentro de famílias de meios-irmãos. (Pacheco et al., 1998; Miranda et al., 2008; 

Barth Pinto, 2009) Porém, a utilização de procedimentos com controle parental, 

como a seleção entre famílias de irmãos completos, proporciona ganhos 

superiores por explorar não apenas a aditividade, mas também os efeitos de 

dominância. (Hallauer e Miranda Filho, 1988; Pereira e Amaral Júnior, 2001) Mais 

recentemente, tem sido proposto o uso da seleção recorrente recíproca, tendo 

sido observado, por Faria et al. (2008), que progênies derivadas de irmãos 

completos das populações Viçosa e Beija-Flor, respectivamente, na geração 

S1xS1, produziram resultados superiores quando comparadas aos dos híbridos 

S0xS0. 

No melhoramento do milho pipoca, o melhorista deve atentar-se para 

atender tanto as perspectivas do consumidor quanto as do produtor. Para o 

consumidor, as características mais importantes são: o rendimento da pipoca, o 

mínimo de “piruás”, uma pipoca macia (sem partes duras de pericarpo ou ponta 



 

 

26

do grão), e com sabor agradável. Já para o produtor, as principais características 

são: elevada produção, mínimo de acamamento, bom empalhamento, boa 

característica dos grãos, dentre outras de interesse regionais. (Sawazaki, 1995; 

Miranda et al., 2003) 

No que se refere à obtenção de híbridos de linhagens em milho pipoca, o 

maior entrave é o próprio efeito endogâmico da cultura, que tem destacada 

depressão por endogamia. (Sawazaki, 1995; Simon et al., 2004) 

Simon et al. (2004), analisando a depressão por endogamia em 

populações de milho pipoca (CMS-42, CMS-43, Zélia, RS-20, Catedral, Zaeli, 

UEM-J1 e UEM-M2), verificaram que a depressão endogâmica para o rendimento 

de grãos foi maior no grupo dos compostos (CMS-42, CMS-43) em relação à das 

demais populações melhoradas e não melhoradas, e que a probabilidade de 

sucesso na obtenção de linhagens de alta capacidade de expansão foi baixa para 

todas as populações. 

Dentre os maiores desafios no melhoramento de plantas, têm-se a 

seleção para as características poligênicas de importância agronômica e sua 

interação com o ambiente. Atualmente, este desafio vem sendo superado com a 

introdução de marcadores moleculares, permitindo a análise do individuo com 

base no DNA. (Borém e Caixeta, 2006) 

A capacidade de expansão (CE) tem sido referenciada como fortemente 

influenciada pelo ambiente, contribuindo para a suposição da herança 

quantitativa, conforme sugerido por Bruson (1937). Outros autores, como 

Alexander e Creech (1977), concordam que a CE é uma característica de herança 

poligênica, porém sujeita à baixa interferência ambiental. Já, Larish e Brewbaker 

(1999) constataram que os genes com efeito de dominância preponderavam na 

expressão do rendimento de grãos e de seus componentes, e que havia 

proeminência da aditividade na expressão da capacidade de expansão, o que 

também foi constatado por Pereira e Amaral Júnior (2001), utilizando o 

delineamento I, de Comstock e Robinson (1948). 

Apesar do paradoxo efeito e dominância para rendimento de grãos e da 

aditividade para a capacidade de expansão, é possível que híbridos de linhagens 

respondam vantajosamente para o rendimento e a qualidade dos grãos. 

Possivelmente, isso seja explicado pelo fato de que híbridos responsivos ao 

aumento da capacidade de expansão advenham do cruzamento entre linhagens 
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oriundas de populações divergentes, mas com baixas estimativas de depressão 

por endogamia para a capacidade de expansão e rendimento dos grãos. (Simon 

et al., 2004; Scapim et al., 2006) Assim, populações que apresentam maior 

frequência de alelos favoráveis para as características desejadas devem ser 

preferidas para a obtenção de linhagens que possam originar híbridos de bom 

desempenho agronômico.   

A capacidade de expansão é medida realizando a divisão do volume da 

pipoca (depois de expandida) pelo volume da semente de milho pipoca. Dessa 

forma, se a CE for dez, significa que o volume da semente, depois de estourada, 

produzirá dez volumes de pipoca. Quanto maior for o valor da capacidade de 

expansão maior será o valor comercial do cultivar, visto essa característica estar 

intimamente relacionada com a maciez da pipoca. (Zinsly e Machado, 1980; 

Sawazaki, 2001). 

O mínimo que se espera de um cultivar, para ser aceito comercialmente, 

é que a CE esteja acima de 15 mL mL-1, já que, abaixo deste índice, a pipoca é 

rígida e contém muitos grãos sem estourar, conhecidos como “piruás”. (Sawazaki, 

1995; Matta e Viana, 2001; Miranda et al., 2003) Segundo Matta e Viana (2001), 

uma população com CE menor que 28 mL.g-1 é considerada pobre, se estiver 

entre 28 e 30 mL.g-1 é boa; com valores entre 30 e 35 mL.g-1, são consideradas 

muito boas; e acima de 35 mL.g-1, excelentes.  

Como exemplo de material melhorado, cita-se uma variedade de milho 

pipoca, a BRS Angela, selecionada pela Embrapa - Milho e Sorgo. Essa 

variedade apresenta alta produtividade de grãos, estabilidade de produção e bom 

ICE (índice de capacidade de expansão), no valor de 28 mL.g-1. Todavia, possui o 

grão de cor branca, que não tem boa aceitação, comercialmente. (Embrapa Milho 

e Sorgo, 2009) 

Outros exemplos a serem citados são: a) o híbrido Jade, desenvolvido 

pela Pioneer, que possui elevado potencial produtivo, capacidade de expansão 

igual a 28 mL.g-1, maciez, boa sanidade e é bem aceito no mercado; e b) o híbrido 

Zélia, também desenvolvido pela Pioneer, que apresenta elevado potencial 

produtivo, capacidade de expansão igual a 35 mL.g-1, maciez e alta aceitação no 

mercado. (Pioneer, 2009) 

Em milho pipoca, a correlação negativa entre a produtividade de grãos e a 

capacidade de expansão (Brunson, 1937; Larish e Brewbaker, 1999; Daros et al., 
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2004b; Scapim et al., 2006) pode não ser prejudicial às perspectivas de ganho 

quando se usa o índice de seleção. Resultados satisfatórios têm sido obtidos com 

índices de seleção em programas de seleção recorrente, permitindo-se citar: 

Daros et al. (2002), Daros et al. (2004a), Santos et al. (2007) e Freitas Júnior et al. 

(2009). 

Atualmente, as instituições brasileiras que mantêm programa de 

melhoramento de milho pipoca são: UENF, UFV, UFLA, UEM, UEL, UFRS, 

ESALQ e IAC, que visam à melhoria de materiais para o país e, 

consequentemente, à diminuição da dependência da importação dos E.U.A. e da 

Argentina. (Scapim et al., 2006; Miranda et al., 2008; Rangel et al., 2008; Freitas 

Júnior et al., 2009) 

 

3.5.1. Melhoramento de Milho Pipoca na UENF 

 

O Programa iniciou-se com uma variedade de polinização aberta, UNB2U, 

originada de UNB2, após dois ciclos de seleção massal em Campos dos 

Goytacazes, RJ. A população UNB2 originou-se de seleção em um composto 

Indígena, que a ESALQ/USP, de Piracicaba/SP, doou à UNB, de Brasília, DF. 

Com isso, gerou-se a população UNB-1, que foi cruzada com a variedade de 

milho pipoca Americana, cujas progênies selecionadas foram cruzadas com uma 

variedade de milho pipoca de grãos amarelos e resistentes, a Exserohilum 

turcicum. Após dois ciclos de seleção massal, foi obtida uma população formada 

por plantas resistentes, com alta produção e com grãos amarelos. Tal população 

foi retrocruzada, por três vezes, com a variedade Americana, originando, assim, a 

população UNB2, de polinização aberta. (Pereira e Amaral Júnior, 2001) 

Buscando uma melhor estratégia para o estabelecimento de um programa 

de melhoramento, no qual fossem maximizados os ganhos de milho pipoca na 

UENF, Pereira e Amaral Júnior (2001) avaliaram 92 famílias de irmãos completos 

e de meios-irmãos em dois ambientes contrastantes, evidenciando a existência de 

suficiente variabilidade genética para a capacidade de expansão e a produção de 

grãos. Segundo os autores, a herança para a capacidade de expansão foi aditiva 

e os maiores ganhos, para esta característica, seriam possíveis com o método de 

seleção recorrente intrapopulacional com famílias de irmãos completos. 
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Por conseguinte, Daros et al. (2004b) implementaram o 1º ciclo de 

seleção recorrente em UNB2U. Para tanto, foram avaliadas 75 famílias, em dois 

ambientes (Campos dos Goytacazes e Itaocara, RJ). Os resultados do ciclo C1 

revelaram a possibilidade de progresso genético de 4,69%, para a produção de 

grãos, e 10,39%, para a capacidade de expansão. 

Em continuidade ao programa, Daros et al. (2004b) implementaram o 2º 

ciclo (C2) de seleção recorrente, contudo, utilizando famílias endogâmicas (S1), o 

qual revelou suficiente variabilidade genética a ser explorada em ciclos futuros, 

com perspectivas de ganhos de 26,95%, para a produção de grãos, e de 17,8%, 

para a capacidade de expansão. 

Santos et al. (2007), trabalhando com famílias de meios-irmãos, obtidas a 

partir de UNB-2U C2, revelaram a possibilidade de progressos genéticos de 

7,16%, para a capacidade de expansão, e de 10,00%, para a produção, além de 

ganhos negativos para espigas doentes e atacadas por pragas, e plantas 

acamadas e quebradas. 

O 4º ciclo de seleção recorrente foi obtido por Freitas Júnior et al. (2009), 

que utilizaram o procedimento de seleção recorrente com famílias de irmãos 

completos, obtendo ganhos preditos para o rendimento de grãos e a capacidade 

de expansão, respectivamente, de 10,55% e 8,50%. 

Rangel (2009), na condução do 5º ciclo de seleção recorrente, obteve 

média das famílias avaliadas com magnitude de 29,30 mL.g-1 para a capacidade 

de expansão (CE), e de 2.920,93 kg.ha-1 para o rendimento de grãos (RG), 

totalizando um ganho real de 4,83% e 7,34%, para CE e RG, respectivamente. 

Estes resultados ratificam o progresso genético da população UENFV-Explosiva 

de milho pipoca, como passou a ser denominada a partir do 5º ciclo de seleção 

recorrente intrapopulacional. 

O 6º ciclo de seleção recorrente na população UNB-2U está sendo 

conduzido e há perspectivas de que a população UNB-2U (então designada 

UENFV-Explosiva) gere uma nova variedade de milho pipoca com alto potencial 

para uso em plantios comerciais nas regiões Norte e Noroeste Fluminense. 

 

3.6. Divergência genética e grupos heteróticos 
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Há duas formas de se inferir sobre a diversidade genética, podendo ser 

de natureza quantitativa ou preditiva. (Cruz e Carneiro, 2008) Entre os métodos 

quantitativos, citam-se as análises dialélicas, em que são necessárias as 

avaliações dos genitores e das combinações híbridas. Os métodos preditivos da 

heterose são quantificados por medidas de dissimilaridades, que expressam o 

grau de divergência genética entre os genitores. (Mohammadi e Prasanna, 2003; 

Cruz e Carneiro, 2008) Para a composição de grupos heteróticos, têm sido 

utilizadas técnicas biométricas multivariadas. (Birchler et al., 2003; Cruz et al., 

2004; Cruz, 2005; Pereira e Pereira, 2006; Aguiar et al., 2008) 

Quanto às variáveis quantitativas, as medidas de dissimilaridade 

comumente utilizadas são a Euclidiana e a de Mahalanobis. Uma crítica sobre a 

distância Euclidiana é que esta não leva em consideração as variâncias e 

covariâncias residuais que existem entre as características avaliadas. Quando há 

informações provenientes de ensaios experimentais, é utilizada a distância de 

Mahalanobis, em que é possível obter a matriz de dispersão residual. 

(Mohammadi e Prasanna, 2003; Mingoti, 2007; Cruz e Carneiro, 2008)   

Tratando-se de variáveis binárias, uma maneira de avaliar a diversidade 

genética é por meio de informações obtidas por dados moleculares, identificando 

presença e ausência de bandas, atribuindo o número 0 (zero), para ausência de 

banda e o número 1 (um), para presença de banda. Com base nesses valores, 

podem-se obter medidas de dissimilaridade, utilizando a distância binária de 

Sokal. Outras medidas de similaridade também podem ser utilizadas como: 

coeficiente de coincidência simples; coeficiente de Roger e Tanimoto; coeficiente 

de Sokal e Sneath; coeficiente de Russel e Rao; coeficiente de Jaccard; 

coeficiente de Sorenson ou Nei e Li; coeficiente de Ochiai; coeficiente de Baroni, 

Urbani e Buser; coeficiente de Haman; coeficiente de Yule; coeficiente de Ochiai 

II, dentre outros.  

Apesar de existirem vários coeficientes, os mais utilizados são os de 

coincidência simples, o de Jaccard e o de Nei e Li. O índice de coincidência 

simples apresenta a desvantagem de considerar, como fator de similaridade, o 

número de coincidências de ausência da marca molecular (0-0). Para Jaccard, 

apenas a coincidência do tipo “1-1”, é levada em consideração quanto a 

similaridade entre os acessos. O coeficiente de Nei e Li também tem esta 

proposição e, ao ser encontrado, deve ser ponderado por um peso mais elevado, 
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no caso, igual a 2 (dois). Desta forma, sugere-se que, ao se trabalhar com 

materiais exóticos ou envolvendo espécies diferentes, o adequado é utilizar o 

coeficiente de Nei e Li. No entanto, se o estudo for intraespecífico, recomenda-se 

o coeficiente de Jaccard. (Mohammadi e Prasanna, 2003; Mingoti, 2007) 

Mohammadi e Prasanna (2003), ao efetuarem uma revisão sobre a 

análise da diversidade genética em plantas, salientaram a importância da escolha 

apropriada para mensurar a distância genética. No caso de marcadores 

codominantes, esperam-se resultados satisfatórios com o uso do complemento 

aritmético da distância de Nei e Li; já para marcadores dominantes. as melhores 

expectativas recaem sobre o uso do complemento aritmético de Jaccard. 

Quanto às variáveis multicategóricas, comumente obtidas no 

melhoramento em caracterizações de dados morfológicos, tem sido mais comum 

o uso da distância de Cole-Rodgers et al. (1997), com a flexibilidade de utilizá-la 

de forma ponderada. (Cruz et al., 2004) 

Na predição da diversidade genética, dentre os métodos multivariados 

que podem ser aplicados, os mais comuns são os métodos aglomerativos de 

Ward e UPGMA. (Mohammadi e Prasanna, 2003; Crossa e Franco, 2004; Cruz et 

al, 2004; Gonçalves et al., 2008) UPGMA fundamenta-se na composição de 

grupos com base na média de distância entres os genótipos, ao passo que Ward 

utiliza a soma de quadrados das distâncias entre pares de genótipos. (Cruz et al., 

2004) 

O estudo da divergência genética, além da análise de agrupamento. pode 

ser feito por Análise de Escala Multidimensional, Componentes Principais e por 

Variáveis Canônicas. Em particular. a análise por Variáveis Canônicas objetiva a 

obtenção de um gráfico bidimensional, em que as duas primeiras variáveis 

reúnam um mínimo de 80% da variação total. Quando esse percentual não é 

atingido nas duas primeiras variáveis canônicas, pode-se recorrer à terceira e, 

dessa forma, gerar o gráfico tridimensional, considerando um mínimo de variação 

de 80% nas três primeiras Variáveis Canônicas. (Amaral Júnior et al., 1996; Cruz 

et al., 2004; Sudré et al., 2007) 

Depois de concluir o agrupamento, é possível verificar a consistência. 

Para um método de otimização, como o de Tocher, deve ser utilizada a análise 

discriminante, podendo ser a metodologia que foi proposta por Anderson (1984). 

Para os métodos hierárquicos, a consistência do agrupamento é verificada depois 
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de obtido o dendrograma, em que se tem uma nova leitura da dissimilaridade ou 

da similaridade entre os genótipos. Os coeficientes de semelhança são 

estabelecidos, de acordo com o método de agrupamento utilizado, e podem ser 

empregados na constituição de uma nova matriz de dissimilaridade, denominada 

matriz de coeficiente de semelhança cofenética. O ajustamento dos métodos 

hierárquicos é feito por meio do coeficiente de correlação cofenética (CCC), 

descrito por Sokal e Rohlf, em 1962. Quanto maior o valor do CCC, menor será a 

distorção entre a matriz de distância e o agrupamento dos genótipos. 

(Mohammadi e Prasanna, 2003; Mingoti et al., 2007; Gonçalves et al., 2008) 

As medidas de dissimilaridade são importantes em estudos de 

diversidade genética, quando se procuram identificar genitores a serem utilizados 

em programas de hibridação. Espera-se que genitores com bom desempenho e 

divergentes apresentem genes complementares que proporcionem, na F1, maior 

heterose e indivíduos transgressivos nas gerações segregantes. Se dois genitores 

geneticamente próximos forem selecionados, não é provável que produzam 

heterose considerável, já que terão rearranjos genéticos similares para as 

características de interesse. Essa última situação somente se aplica em cultivares 

já melhorados, em que o pouco ganho na heterose é compensado pela geração 

de híbrido superior em relação ao dos genitores com bom desempenho, sendo 

esse procedimento designado cruzamento convergente. (Mohammadi e 

Prasanna, 2003; Borém e Miranda, 2005; Mingoti, 2007; Cruz e Carneiro, 2008)     

Para Consonante com Paterniani (2001), a heterose é a expressão 

genética que estima a diferença entre os híbridos e seus parentais. A concepção 

de heterose continua sendo aplicada na produção de vários híbridos de diferentes 

espécies vegetais. Na cultura do milho, o uso da heterose na hibridação foi 

recomendado como um valioso método de melhoramento. Os híbridos podem ser 

sintetizados por várias formas, porém, a mais comum é por meio do cruzamento 

entre linhas puras. 

A teoria da heterose foi proposta para explicar as causas do fenômeno do 

vigor híbrido. A teoria da dominância, proposta por Davenport, em 1908; Bruce, 

em 1910; e Keeble e Pellew, em 1910, consideram que a concentração e a 

interação de vários genes dominantes no híbrido é devido ao vigor híbrido. Outra 

teoria foi a hipótese da sobredominância proposta por Shull, em 1909, e East, em 

1936, baseada na hipótese de que a  heterozigose é necessária para a  
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expressão da heterose e, assim sendo, a  sobredominância poderia trazer uma 

vantagem para a atividade fisiológica do híbrido. (Vencovsky e Barriga, 1992; 

Paterniani e Campos, 2005) 

A teoria da genética quantitativa, de acordo com Falconer (1987), indica 

que, quando o grau de dominância for superior a 0 (zero), a heterose é uma 

função de frequência alélica entre os genitores, existindo uma correlação positiva 

entre a divergência genética e a heterose. Sendo assim, estudos da diversidade 

genética, entre as linhagens, vêm sendo utilizados como meio de predição de 

cruzamentos superiores em programas de melhoramento. (Paterniani et al., 2008) 

Os programas de melhoramento genético têm, nos grupos heteróticos, um 

dos seus pilares, por possibilitar a obtenção de híbridos superiores, em razão de 

pertencerem a diferentes conjuntos gênicos, o que possibilita não apenas a 

ampliação da distância genética entre os materiais em cruzamento, mas também 

a possibilidade de obtenção de combinações alélicas favoráveis. (Cruz, 2005) 

Desde os primeiros trabalhos desenvolvidos por Davenport, em 1908, e por Shull, 

em 1909, vários estudos apresentaram evidências de que o cruzamento entre 

linhas geneticamente divergentes, frequentemente, resultaram em progênies 

superiores. (Paterniani, 2001; Cruz, 2005)  

Hoje, especialmente em programas de seleção recorrente na obtenção de 

híbridos de linhagens, os marcadores de DNA têm sido utilizados, propiciando a 

identificação de materiais discrepantes que potencializam a heterose, para os 

componentes de produção, em populações melhoradas e em híbridos. (Benchimol 

et al., 2000; Warburton et al., 2002; Guimarães, 2003; Von Pinho, 2003; Ye et al., 

2005; Barata e Carena, 2006; Pereira e Pereira, 2006; Aguiar et al., 2008; 

Balestre et al., 2008; Cuz e Carneiro, 2008; Tardin et al., 2007) Em particular ao 

uso de distintas variáveis para a obtenção de matrizes hibridas, tem sido 

preconizado o agrupamento de Gower e Ward-MLM. (Gower, 1971; Núñez et al., 

2003; Crossa e Franco, 2004; Gonçalves et al., 2008; Gonçalves et al., 2009; 

Barbé et al., 2009). 

 

3.7. Marcador Molecular – Técnica PCR 

 

Os marcadores moleculares têm sido considerados ferramentas 

poderosas em programas de melhoramento de plantas, devido às opções de 
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aplicações como, por exemplo, caracterização de genótipos, aplicação como 

seleção assistida, mapeamento de características quantitativas (QTLs), dentre 

outras. (Eathington et al., 2007; Schulman, 2007; Bernardo, 2008; Collard e 

Mackill, 2008). 

O primeiro marcador molecular a ser estabelecido foram as isoenzimas. 

(Market e Moller, 1959) Entretanto, este marcador é bastante criticado por ter 

reduzida cobertura nos genomas investigados, decorrente do pequeno número de 

locos que podem ser detectados; além do baixo nível de polimorfismo identificado 

por loco. Com a descoberta e isolamento das enzimas de restrição 

(endonucleases), em 1960, foi possível o surgimento de uma nova classe de 

marcadores moleculares, denominados “restriction fragment length 

polymorphisms” (RFLPs) e os minissatélites, que permitem detectar as diferenças 

entre indivíduos, diretamente a partir da molécula de DNA. Apesar de esses 

marcadores apresentarem inúmeras vantagens, são laboriosos e caros, além de 

os resultados surgirem de forma lenta, visto envolverem a execução de várias 

etapas. (Schlötterer, 2004; Caixeta et al, 2006; Schulman, 2007) 

Em 1987, Mulis e Falona publicaram o clássico artigo “specificic synthetis 

of DNA in vitro via a polymerase catalysed chain reaction”, que consistiu no 

desenvolvimento da técnica de multiplicação de fragmentos de DNA, in vitro, em 

escala exponencial. (Mulis e Falona, 1987) Essa técnica, posteriormente 

denominada PCR (“polymerase chain reaction”), revolucionou as pesquisas em 

biologia molecular, permitindo o desenvolvimento de uma sequência de diferentes 

marcadores, a saber: “single sequence repeated” (SSR), “random amplified 

polymorphic DNA” (RAPD), “sequence tagged sites” (STS), “expressed sequence 

tags” (EST), “sequence characterized amplified regions” (SCAR), “inter simple 

sequence repeats” (ISSR), “amplified fragment lenght polymorphism” (AFLP), 

“single nucleotide polymorphisms” (SNPs), dentre outros. (Schlötterer, 2004; 

Schulman, 2007) 

Para o funcionamento da técnica PCR, são necessários dois iniciadores 

que flanqueiam a sequência de DNA alvo; dNTPs, que são os quatro nucleotídeos 

trifosfatos; a enzima DNA polimerase termoestável; íons de magnésio e tampão 

para reação. (Roux, 1995; Kubista et al., 2006). Nesse sentido, a reação é 

realizada por sucessivos ciclos de temperatura, em três etapas: (1) desnaturação 

em temperatura elevada (em torno de 92 - 95 ºC), para separação da fita dupla de 
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DNA; (2) anelamento dos iniciadores, reduzindo a temperatura, entre 35 – 60 ºC; 

e (3) extensão, na qual a temperatura é ajustada em torno de 72º C, o que é ótimo 

para atividade da polimerase que amplifica o fragmento de DNA de interesse, a 

partir da extremidade 3’-OH livre dos iniciadores, incorporando os dNTPs. 

(Kubista et al., 2006) 

Entretanto, para um bom funcionamento e confiabilidade dos marcadores 

que utilizam o PCR, há necessidade de uma prévia padronização das condições 

da reação, para que não sejam produzidas amplificações indefinidas e 

inespecíficas. (Hyndman e Mitsuhashi, 2003) Por conseguinte, diversos reagentes 

e etapas têm que ser padronizados para obtenção de resultados satisfatórios nas 

reações como, por exemplo, a adequada concentração de Mg2+, o desenho dos 

iniciadores, as condições dos ciclos, sendo a temperatura de anelamento (Ta) um 

dos componentes que requer maior atenção no ajuste. (Roux, 1995) Nesse 

aspecto, se a Ta é muito alta, os iniciadores anelam-se de maneira deficiente, 

resultando em baixa produção de DNA amplificado; contudo, se a Ta for muito 

baixa, pode ocorrer anelamento inespecífico dos iniciadores, ocasionando a 

amplificação de segmentos de DNA indesejáveis. (Roux, 1995; Hyndman e 

Mitsuhashi, 2003)  

Em geral, para solucionar esse problema, a Ta pode ser obtida por um 

gradiente de temperatura variando de 2 a 10 ºC abaixo da temperatura de fusão 

(Tm - melting temperature), definida dependentemente de alguns fatores, como a 

presença de GC do fragmento do DNA-alvo. Outra opção é incorporar a técnica 

de Touchdown que, baseando-se na Ta, seja possível programar o termociclador 

para que, a partir de um determinado ciclo, a temperatura diminua 

progressivamente a cada ciclo. (Don et al., 1991; Roux, 1995; Hyndman e 

Mitsuhashi, 2003; Caixeta et al., 2006) 

Parte das pesquisas que utilizam marcadores ISSR plantas, inclusive 

milho, usam uma temperatura constante de anelamento (TC) para todos 

iniciadores. (Kantety et al., 1995; Carvalho et al., 2002; Fernandez et al., 2002; 

Debinath, 2007). Outras pesquisas usam a temperatura constante para alguns 

iniciadores, enquanto a técnica Touchdown é empregada para os demais 

iniciadores. (Martins et al., 2003; Martins et al., 2004) Nos casos em que se utiliza 

o Touchdown, não há um procedimento que tenha sido testado para predizer em 

que ciclo e nível a temperatura de anelamento deve ser reduzida, fato que 
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compromete a eficiência do emprego do Touchdown. Com a ocorrência de novas 

pesquisas utilizando ISSR em Zea mays, tal situação torna-se ainda mais 

complexa, já que um quantum maior de marcas de especificidades dúbias pode 

estar sendo considerado e, por outro lado, as marcas que não são reveladas por 

condições inadequadas podem não estar sendo aproveitadas.  

 

3.8. Marcadores moleculares e variabilidade genética 

 

Por propiciarem a detecção da variabilidade presente em nível de DNA, 

além de serem menos influenciados ambientalmente, os marcadores moleculares 

são ferramentas poderosas para serem utilizadas em associação com programas 

de melhoramento clássico. (Ferreira e Grattapaglia, 1998; Milach, 1998; 

Guimarães, 2003; Pereira e Pereira, 2006; Tardin et al., 2007; Munhoz et al., 

2009) 

Os marcadores moleculares podem ser utilizados para estimar a distância 

genética entre os genótipos e, assim, orientar a escolha de genitores, para 

formação de híbridos, por exemplo.  

Os marcadores moleculares também têm sido utilizados para estabelecer 

grau de parentesco entre linhagens endogâmicas e para a predição de 

comportamento híbrido. (Borém e Miranda, 2005; Pereira e Pereira, 2006) 

Estudos têm sido realizados também para investigar a relação entre a diversidade 

genética em relação às regiões de origem, para fins de conhecimento de 

parecença entre materiais adaptados a diferentes condições ambientais. Xia et al. 

(2005), utilizando marcadores SSR em populações subtropical, tropical de meia 

altitude e alta atitude, obtiveram a separação dos grupos heteróticos, mostrando 

diferença entre o milho das diferentes regiões, apesar de, em alguns ambientes, 

este dado ser difícil de identificação.   

No trabalho desenvolvido por Santacruz-Varela et al. (2004), foi avaliada 

a distância genética de 56 acessos de milho pipoca provenientes de 10 países 

(inclusive o Brasil), baseados em características morfológicas, alelos 

isoenzimáticos e SSR (“simple sequence sepeat”), obtendo-se o reconhecimento 

de três grupos, a saber: i) “Yellow Pearl Popcorn”, que representa o mais 

importante grupo comercial dos E.U.A.; ii) “North American Pointed Rice 

Popcorns”, que, provavelmente, se originou de um complexo de raças tradicionais 
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de milho pipoca da América Latina; e iii) “North American and North American 

Early Popcorn”, que tem grande relação com os tipos duro de milho comum do 

norte.  

Outros autores também utilizaram marcadores moleculares para analisar 

a diversidade genética, via RAPD, microsatélites e ISSR, em milho comum e 

pipoca. (Carvalho et al., 2002; Carvalho et al., 2004; Vigouroux et al., 2005; 

Munhoz et al., 2009; Silva et al., 2009) Como exemplo, cita-se o trabalho de Silva 

et al. (2009), em que foi avaliada a divergência entre 25 genótipos de milho 

pipoca por microssatélites, cujo resultado foi que a maioria dos acessos 

agrupados possuía a mesma origem parental. Carvalho et al. (2004), ao 

estudarem a divergência genética entre 81 acessos de milho comum (“landraces” 

mantidas por agricultores no sul do Brasil), por marcador RAPD, concluíram que o 

tipo de agricultura praticada pelos pequenos agricultores de milho tem contribuído 

para a manutenção da variabilidade genética e que o isolamento de produção é 

uma prática regular. Estes resultados podem ser úteis para estabelecer e manter 

coleções de germoplasma de milho “landraces”, e servir como fontes para 

elaboração de estratégia de melhoramento. 

Utilizando-se a técnica ISSR em milho pipoca, Kantety et al. (1995) 

avaliaram a divergência genética entre o milho dentado e o pipoca. Os autores 

obtiveram média de 54 bandas/iniciador, com mais de 98% de repetição de 

bandas, fazendo uso dos seguintes iniciadores: (CA)6R, (CA)6RY, (CA)6RG, 

(GT)6YR, (GT)6AY, (AGC)4Y, (AGC)4GR, (AGC)4GY, (AGC)4AY, (GCT)4Y. Pelos 

resultados, constatou-se a absoluta separação entre os tipos de milho dentado e 

pipoca, além de discriminar, embora com menor distanciamento, três grupos 

heteróticos de milho pipoca: “South American” (representado por nove linhagens); 

“Supergold” (constituído por oito linhas); e “Amber Pearl” (com três linhas). 

Silva et al. (2009), estudando 25 genótipos pela técnica microssatélite, 

identificaram quatro acessos mais distantes, geneticamente, dos demais 

indivíduos e, com isso, foi possível sugerir o cruzamento de indivíduos, para 

aproveitamento de efeito heterótico, com estes acessos. 

Em milho comum, cujos programas de melhoramento receberam maior 

atenção por parte dos pesquisadores, autores têm demonstrado a eficiência na 

quantificação da diversidade genética e identificação de grupos heteróticos, 

utilizando-se de RFLP (Ajmone-Marsan et al., 1998; Benchimol et al., 2000; 
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Bretrán et al., 2003; Pinto et al., 2003), RAPD (Carvalho et al., 2004; Bruel et al., 

2007), AFLP (Laborda, 2003; Oliveira et al., 2004) e, mais recentemente, com o 

uso de marcadores SSR (Laborda, 2003; Reif et al., 2003; Vigourox et al., 2005; 

Barata e Carena, 2006) e ISSR (Carvalho et al., 2002).  

No entanto, no Brasil, não se tem relato do uso de marcadores 

moleculares ISSR na identificação de variabilidade genética de germoplasma de 

milho pipoca. Os escassos trabalhos aliados aos poucos programas clássicos de 

melhoramento com milho pipoca constituem um entrave ao desenvolvimento de 

híbridos superiores para grande parte das áreas produtivas do país, o que se 

estende à América do Sul, África e Oceania. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

4.1. Material genético 

 

Um total de 52 acessos, de diferentes constituições genéticas, foi 

analisado (Tabela 3). Destes, 34 acessos são milho pipoca; sete, milho dentado; 

dois, milho semidentado; quatro, milho duro; um, semiduro; um, milho doce; um, 

milho comum tetraploide; e dois, milho ancestral.  

O plantio foi realizado em Campos dos Goytacazes, no Colégio Estadual 

Agrícola “Antonio Sarlo” e em casa de vegetação, na Unidade de Apoio à 

Pesquisa da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). 

Os acessos cultivados em casa de vegetação foram: Argentina, PA 091, 

Colombiana, PAZM 130703, SE 013, TATU 1 e TATU 2.  

A coleta das folhas foi feitas em “bulk”, com cerca de 16 indivíduos de 

cada genótipo, após 45 dias de plantio. Em seguida, as folhas foram embaladas 

em papel alumínio e conservadas em gelo até a transferência para o ultrafreezer 

a -80 ºC. Os procedimentos laboratoriais, tais como, extração de DNA, 

amplificação de fragmento, eletroforese e fotodocumentação, foram 

desenvolvidos no Laboratório de Melhoramento Genético Vegetal do Centro de 

Ciências e Tecnologias Agropecuárias da UENF (LMGV/CCTA/UENF), em 

Campos dos Goytacazes, RJ. 
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Tabela 3 – Acessos de milho comum, pipoca, doce, teosinte e Tripsacum sp., utilizadas suas principais características e procedências 

Altura (m)  Cariopse  
Numeração Genótipo Tipo de Grão 

Dias para 

Florescimento 

Peso de 100 

sementes(g) Planta  Espiga  Pericarpo  Endosperma  
Procedência 

01 VALL 429 Pipoca 93 8,84 2,05 1,35 Amarela Laranja CIMMYT 

02 UFVM2-Barão Viçosa Pipoca 62 12,18 1,26 0,63 Incolor Laranja UFV 

03 ARGENTINA Pipoca - - - - Incolor AM/AL * UEM 

04 SE 013 Pipoca - - - - Incolor Branco e Amarelo UEM 

05 UNB-2U C1 Pipoca 59 14,77 1,53 0,87 Incolor Laranja UENF 

06 URUG 298 Pipoca 59 7,83 1,21 0,73 Vermelha Laranja CIMMYT 

07 IAC-125 Pipoca - 15,00 1,59 0,84 Incolor Laranja IAC 

08 RS-20 Pipoca 59 10,75 1,14 0,55 Incolor Laranja IPAGRO/AGROESTE 

09 TATU 2 Pipoca - 8,00 - - Incolor Branco UEM 

10 UNB-2U C0 Pipoca 60 14,30 1,45 0,83 Incolor Laranja UENF 

11 PAZM 130703 Pipoca -  - - Incolor Branco UEM 

12 SAM Pipoca - 14,49 - - Incolor Laranja Sul-americana/EUA 

13 BRS ANGELA Pipoca 74 10,52 1,52 0,84 Incolor Branco Embrapa 

14 IAC-112 Pipoca - 13,30 1,89 1,04 Incolor Laranja IAC 

15 Viçosa Pipoca 62 14,64 1,41 0,80 Amarela Laranja UFV 

16 COMPUESTO Pipoca - 17,00 - - Incolor AM/Branco * CIMMYT 

17 TATU 1 Pipoca - 8,70 - - Incolor Preto/Roxo UEM 

18 PA 091 Pipoca - - - - Incolor Amarelo UEM 

19 ARZM 13 050 Pipoca 63 16,22 1,62 0,97 Incolor Branco e Amarelo CIMMYT 

20 BEIJA-FLOR Pipoca 56 15,69 1,65 0,86 Incolor Laranja UFV 

21 BOYA 462 Pipoca 82 16,54 2,30 1,42 Incolor Incolor e Preto/roxa CIMMYT 

22 PARA 172 Pipoca 69 12,14 1,56 0,99 Incolor Branco e Amarelo CIMMYT 

23 ARZM 07 049 Pipoca 70 16,47 1,85 1,22 Incolor Laranja CIMMYT 

24 BOZM 260 Pipoca 61 12,86 2,06 1,29 Incolor Branco CIMMYT 

25 ARZM 05 083 Pipoca 76 9,76 1,82 1,34 Incolor Branca CIMMYT 

26 CHZM 13 0134 Pipoca 50 11,09 1,53 0,94 Marrom AM/AL * CIMMYT 

27 UNB-2U  C3 Pipoca 56 15,63 1,80 0,94 Incolor Laranja UENF 
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Cont. Tabela 3      

Altura (m)  Cariopse  
Numeração Genótipo Tipo de Grão 

Dias para 

Florescimento 

Peso de 100 

sementes (g) Planta Espiga Pericarpo  Endosperma  
Procedência 

28 PR-023 Pipoca 68 16,80 1,90 1,09 Incolor Laranja UEM 

29 Zélia Pipoca - 13,72 1,66 0,80 Incolor Laranja Pioneer Hi-bred 

30 UENFV-Explosiva C4 Pipoca 56 15,68 1,72 0,98 Incolor Laranja UENF 

31 PARA 170 Pipoca 85 6,55 0,91 0,58 Incolor e marrom Branco CIMMYT 

32 COLOMBIANA Pipoca - 11,66 - - Incolor Laranja UEM 

33 JADE Pipoca - 17,83 - - Incolor Laranja Pioneer Hi-bred 

34 UNB-2U  C2 Pipoca 56 15,18 1,60 0,90 Incolor Laranja UENF 

35 DOCE DE CUBA Doce 62 14,97 1,76 1,10 Incolor Amarelo UENF 

36 COMPOSTO FLINT N Duro 67 20,86 1,36 0,76 Incolor Laranja UENF 

37 CATETO SETE LAGOAS Duro 71 17,69 2,15 1,21 Incolor Laranja Embrapa 

38 CATETO COLOMBIA Duro 68 28,41 2,38 1,40 Incolor AM/AL * Embrapa 

39 CIMMYT – 11 Duro 72 27,73 1,58 0,88 Incolor AM/AL * UENF 

40 CATETO ROXO Semiduro 69 31,87 1,80 0,98 Marrom AM/AL * Pesagro 

41 MAYA Dentado 64 29,54 2,34 1,45 Marrom AM/AL * Embrapa 

42 CENTRALMEX Dentado 68 33,14 1,94 1,24 Incolor AM/AL * Embrapa 

43 CATETO AMARELO Dentado 72 26,25 2,50 1,48 Incolor Amarelo Pesagro 

44 PIRANÃO 11 Dentado 68 32,14 1,45 0,80 Incolor Amarelo UENF 

45 DENTE DE BURRO Dentado 77 24,68 2,05 1,19 Incolor Amarelo UENF 

46 AZTECA Dentado 64 26,07 2,46 1,58 Incolor AM/AL * Embrapa 

47 MAYA ANTIGO Dentado 67 30,81 2,27 1,35 Incolor AM/AL * UENF 

48 SARACURA Semidentado 68 24,74 1,64 0,89 Incolor AM/AL * Embrapa 

49 BR 106 Semidentado 70 25,66 1,68 0,96 Incolor AM/AL * Pesagro 

50 Tetraplóide Milho tetraploide 65 15,46 1,59 0,85 Incolor Amarelo UENF 

51 Teosinte Ancestral 74 6,64 - - - - UFV 

52 Tripsacum sp. Ancestral - 4,56 - - - - Embrapa 

* AM=Amarelo e AL=Alaranjado
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4.2. Análise molecular  

 

4.2.1. Extração do DNA 

 

Aproximadamente 200 mg de tecido macerado foram transferidos para 

tubos com a capacidade de 1,5 mL e imersos em nitrogênio líquido. A extração de 

DNA foi realizada, de acordo com o protocolo “mini-prep” de Doyle e Doyle 

(1990), com modificações, com a adição de proteinase K no tampão de extração, 

na concentração final de 0,125 mg.mL-1. 

 

4.2.2. Quantificação do DNA 

 

Para avaliação da concentração e da qualidade de DNA, as amostras 

foram avaliadas em gel de agarose a 1,0%, coradas com a mistura de ‘‘Blue 

Juice’’ 6X com “Gel Red”, na proporção de 1:1. Como padrão, foi utilizada 

amostra de DNA, com concentração conhecida de DNA de fago λ (10, 20, 30, 50 

e 100 ng). 

As amostras de trabalho foram posteriormente padronizadas na 

concentração de 5 ng.µL-1 e mantidas a -20 ºC. 

 

4.2.3. Amplificação do DNA 

 

4.2.3.1. Marcador RAPD 

 

A reação de amplificação, via PCR, foi realizada conforme Williams et al. 

(1990), com modificações. 

As concentrações adotadas, para um volume final de 15 µL, foram: 1,5 µL 

de Tampão 10X (500 mM KCl, 100 mM Tris-HCl a pH 8,4, 1% de Triton X-100); 

1,2 µL de 25 mM MgCl2, 0,75 µL de 2 mM dNTPs; 1,5 µL de iniciador (0,5 mM); 

0,12 µL de 5U de Taq DNA polimerase e 2 µL de DNA genômico (5 ng.µL-1), 

completando o volume final com água ultrapura. O procedimento foi realizado 

utilizando os 20 oligonucleotídeos de RAPD, a partir de uma seleção com vários 

nucleotídeos, quando estes revelaram melhor qualidade do gel e quantidade de 

polimorfismo, em relação aos demais (Tabela 4). 
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Tabela 4 – Oligonucleotídeos de RAPD, com as respectivas sequências de pares 
de bases. 
 

Oligonucleotídeos Sequência 5’�3’ 
ae11 AAGACCGGA 
ae18 CTGGTGCTGA 
c04 CCGCATCTAC 
c16 CACACTCCAG 
d13 GGGGTGACGA 
aa11 ACCCGACCTG 
aa14 AACGGGCCAA 
aa16 GGAACCCACA 
ab06 GTGGCTTGGA 
ac14 GTCGGTTGTC 
ac10 AGCAGCGAGG 
ac12 GGCGAGTGTG 
ac17 CCTGGAGCTT 
ad11 CAATCGGGTC 
e18 GGACTGCAGA 
f01 ACGGATCCTG 
i07 CAGCGACAAG 

m05 GGGAACGTGT 
n15 CAGCACTGGT 
ab08 GTTACGGACC 

 

 

As reações de amplificação foram realizadas no termociclador de 

gradiente da marca Eppendorf, de acordo com o seguinte programa: 1 min de 

desnaturação a 95 ºC, seguida por 45 ciclos de amplificação, sendo 94 ºC a 1 min 

(desnaturação), 36 ºC a 1 min (anelamento), 72 ºC por 2 min (extensão) e uma 

extensão final no último ciclo a 72 ºC por 7 min. 

 

4.2.3.2. Marcador ISSR 

 

A partir de uma triagem, foram selecionados 15 iniciadores que 

proporcionaram melhor qualidade de amplificação e polimorfismo. Destes 

iniciadores utilizados, dez eram dinucleotídeos; quatro, trinucleotídeos; e um, 

tetranucleotídeo. Sendo que seis foram sintetizados pela RW Genes – (CT)8RC; 

(CT)8TG; (GA)8T; (GA)8YC; (CTC)5RC; (GTC)6 – e nove pela Invitrogen – 
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(GA)6CC; (GT)6CC; (CAC)3GC; (AG)8YT; (AC)8CT; (AC)8YG; (CT)8RG; 

(GGAT)3GA; (GAA)6AA. 

O teste para o marcador ISSR foi conduzido com oito acessos de milho, 

sendo: Centralmex (milho comum do tipo dentado), Tripsacoide 01 (obtido do 

cruzamento entre milho comum e Tripsacum sp.), Doce de Cuba (milho doce), 

Cimmyt (milho comum do tipo duro), Cateto Amarelo (milho comum do tipo 

dentado), IAC-112 (milho pipoca), BOZM 260 (milho pipoca) e PR 023 (milho 

pipoca).  

As reações de amplificação, via PCR, foram realizadas, de acordo com a 

metodologia sugerida por Zietkiewicz et al. (1994), com modificações. As 

concentrações foram adotadas para um volume final de 20 µL contendo os 

reagentes nas seguintes concentrações: 2 µL de Tampão 10X (500 mM KCl, 100 

mM Tris-HCl a pH 8,4, 1% de Triton X-100); 2 µL de 25 mM MgCl2; 1,6 µL de 2 

mM dNTPs; 1 µL (5%) de DMSO (Dimethyl Sulfoxide); 1,8 µL de 0,5 mM de 

iniciador (RW Genes e Invitrogen); 0,12 µL de 5U de Taq DNA polimerase 

“Fermentas” e 2 µL de DNA genômico (5 ng.µL-1), completando o volume final 

com água ultrapura. 

As amplificações, para a otimização da temperatura ótima de anelamento 

(Ta), foram realizadas no termociclador de gradiente da marca Eppendorf, de 

acordo com o seguinte programa: 4 min de desnaturação a 94 ºC, seguida por 42 

ciclos de amplificação (94 ºC a 1 min, 1 min com Tm – “temperature of melting” – 

variando de 2 em 2 ºC, em um espectro de até 14 ºC para cada iniciador, a partir 

da temperatura média obtida pela equação: 2)(4)( TACGTm +++= , e 72 ºC por 

3 min). Após os 42 ciclos, foi realizada uma extensão final de 7 min a 72 ºC. Os 

produtos de amplificação foram separados em gel de agarose (2%), corados com 

a mistura de “Blue Juice” 6X com “Gel Red”, na proporção de 1:1, e as imagens 

foram reveladas pelo sistema ‘‘MiniBis Pro’’. 

Posteriormente, foi testada a técnica de Touchdown para todos os 

iniciadores com diferentes combinações de programações:  

(A) 4 min de desnaturação a 94º C, seguida por 30 ciclos de amplificação 

(94 ºC a 1 min, 1 min com Ta específica para cada iniciador, variando ± 7º C, e 72 

ºC por 3 min) e 12 ciclos (94 ºC a 1 min, decréscimo de 0,5 ºC da Ta de cada 

iniciador por ciclo, e 72 ºC por 3 min). Após os 42 ciclos, foi realizada uma 

extensão final de 7 min a 72 ºC;  
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(B) 4 min de desnaturação a 94 ºC, seguida por 32 ciclos de amplificação 

(94 ºC a 1 min, 1 min com Ta específica para cada iniciador, variando ± 7 ºC, e 72 

ºC por 3 min) e 10 ciclos (94 ºC a 1 min, decréscimo de 0,5 ºC da Ta de cada 

iniciador por ciclo, e 72 ºC por 3 min). Após os 42 ciclos, foi realizada uma 

extensão final de 7 min a 72 ºC;  

(C) 4 min de desnaturação a 94 ºC, seguida por 30 ciclos de amplificação 

(94 ºC a 1 min, 1 min com Ta específica para cada iniciador, variando ± 7 ºC, e 72 

ºC por 3 min) e 12 ciclos (94 ºC a 1 min, decréscimo de 1,0 ºC da Ta de cada 

iniciador por ciclo, e 72 ºC por 3 min). Após os 42 ciclos, foi realizada uma 

extensão final de 7 min a 72 ºC; 

(D) 4 min de desnaturação a 94 ºC, seguida por 32 ciclos de amplificação 

(94 ºC a 1 min, 1 min com Ta específica para cada iniciador, variando ± 7 ºC, e 72 

ºC por 3 min) e 10 ciclos (94 ºC a 1 min, decréscimo de 1,0 ºC da Ta de cada 

iniciador por ciclo, e 72 ºC por 3 min). Após os 42 ciclos, foi realizada uma 

extensão final de 7 min a 72 ºC. 

A análise foi feita por comparação dos acessos, levando-se em conta a 

qualidade dos géis, a nitidez das bandas, o número de marcas encontradas, 

marcas perdidas, marcas obtidas, quantidade de marcas monomórficas e 

polimórficas, quando submetidos à temperatura constante nos 42 ciclos, pela 

técnica Touchdown.  

Para avaliação comparativa das melhores condições de temperatura de 

anelamento, tomou-se como base a temperatura recomendada pelo fabricante. A 

empresa RW Genes calcula a temperatura de anelamento com base na equação: 

2)(4)( TACGTm +++= , no entanto, a empresa Invitrogen considera não apenas 

a quantidade de AT (adenina e timina) e CG (citosina e guanina), mas também a 

disposição dos oligonucleotídeos nos iniciadores (equação indisponibilizada pela 

empresa).  

 

4.2.4. Eletroforese 

 

Os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese horizontal em 

gel de agarose a 2,0% e tampão TAE 1X, a 100 volts por 2 h e, posteriormente, 

corados com a mistura de ‘‘Blue Juice’’ 6X com ‘Gel Red’, na proporção de 1:1. O 
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marcador Ladder de 250 pares de bases foi utilizado para a determinação do 

tamanho dos fragmentos gerados.  

Os géis foram fotodocumentados no sistema de revelação, sob luz 

ultravioleta no equipamento “Mini Bis Pro” (BioAmérica). 

 

4.3. Análises de diversidade  

 

A revelação das bandas nos géis, tanto para o marcador RAPD quanto 

para o ISSR, foram utilizadas para a confecção de matrizes de distâncias 

genéticas, considerando-se: a = presença da banda em ambos os indivíduos, b = 

presença em um indivíduo e ausência em outro, e c = ausência da banda em um 

indivíduo e presença em outro. As distâncias entre os indivíduos foram obtidas 

pela estimativa do complemento aritmético de similaridade de Jaccard: 

cba

a
J ij ++

−=1  (Jaccard, 1908). 

A partir da matriz de distância, foi implementado o agrupamento dos 

indivíduos com base nos métodos “unweighted pair group method with the 

arithmetic averages” (UPGMA), Neighbor-Joining e Análise das Coordenadas 

Principais (PCoA). (Sneath e Sokal, 1973; Cruz et al., 2004) 

O método UPGMA agrupa os genótipos com base nas médias das 

distâncias entre estes, a partir do par mais semelhante. (Mohammadi e Prasanna, 

2003) O método Neighbor-Joining é um método utilizado para a construção de 

árvores filogenéticas sem raiz, a partir de uma matriz de distância de acordo com 

o princípio da evolução mínima (soma total do comprimento dos ramos). O 

princípio do método é encontrar pares de unidades taxonômicas operacionais que 

minimizam o comprimento total dos ramos. (Saitou e Nei, 1987) O PCoA pode ser 

utilizado para verificar a dispersão dos indivíduos num plano de segunda ou 

terceira dimensão. PCoA é um método de dimensionamento que se inicia com a 

matriz de semelhança ou diferenças entre um conjunto de indivíduos, e objetiva 

produzir uma baixa parcela dimensional gráfica dos dados, de tal forma que as 

distâncias entre os pontos estejam perto da dissimilaridade original. (Mohammadi 

e Prasanna, 2003; Mingoti, 2007) 

Para tanto, foram utilizados os recursos computacionais do programa 

Genes (Cruz, 2006), Programa R, usando o pacote “cluster” (www.r-project.org) e 

DARwin 5 (Perrier e Jacquemoud-Collet, 2006). A consistência entre a matriz de 
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distância e os agrupamentos foi implementada pelo uso do coeficiente de 

correlação cofenética, cuja estimativa é a própria correlação de Pearson, entre os 

elementos correspondentes da matriz de distâncias genéticas e a matriz gerada 

pelo agrupamento. Trata-se de um coeficiente de correlação produto-momento 

que quantifica a concordância entre a matriz de dissimilaridade original e a matriz 

de dissilimaridade cofenética, expresssa pelo dendrograma. (Sneath e Sokal, 

1973; Cruz et al., 2004; Mingoti, 2007) 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 

5.1. Temperatura de anelamento e Touchdown no ajuste da técnica PCR para 

marcadores ISSR  

 

Em nove dos 15 iniciadores, verificou-se que a Ta variou ± 3,5 °C da T m 

recomendada pela empresa; todavia, a Ta dos iniciadores (CT)8TG, (GA)6CC e 

(GT)6CC diferiram em 10,0, 10,0 e 8,0 °C da T m recomendada pelas empresas, 

respectivamente. Para os iniciadores sintetizados pela RW Genes, com 

oligonucleotídeos degenerados (CT)8RC, (GA)8YC e (CTC)5RC, não foi 

determinada a Tm; entretanto, ao aplicar a equação [ 2)(4)( TACGTm +++= ], 

verificou-se uma variação de 6,5, 1,0 e 6,0 °C, res pectivamente, entre a Ta para 

com a menor temperatura informada pela equação, que varia com o 

oligonucleotídeo (Y = C ou T; R = A ou G). Diante destes fatos, evidencia-se a 

necessidade de realização de pré-testes com gradientes de temperaturas para 

cada iniciador, de forma que se tenha possibilidade de identificação da 

temperatura ideal de anelamento para proporcionar a máxima eficiência do PCR. 

Em algumas pesquisas com marcadores ISSR, verifica-se a adoção de 

apenas uma temperatura constante de anelamento para todos os iniciadores 

utilizados. (Kantety et al., 1995; Fernandez et al., 2002; Debinath, 2007) Porém, é 

consabido que as temperaturas são individuais para cada desenho do iniciador 

ISSR utilizado, estando vinculadas diretamente com a presença de CG e com a 

disposição destes pares de bases (Roux, 1995; Reddy et al., 2002); portanto, a 
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eficiência e a confiabilidade na geração de marcas possuem relação direta com o 

manuseio da temperatura ideal de anelamento, além da concentração dos 

reagentes. 

Como exemplo, cita-se a clássica pesquisa de Kantety et al. (1995) com 

milho comum e milho pipoca, em que estabeleceram 45 ºC como a temperatura 

de anelamento para todos os iniciadores. Todavia, por reavaliação das 

temperaturas ideais, com base na equação da Tm, em vez de 45 ºC para o 

iniciador (CA)6R, os autores deveriam ter utilizado a temperatura de 40 ºC para a 

amplificação. De todo modo, as estimativas de temperaturas de anelamento 

obtidas, com base na equação para os iniciadores utilizados por Kantety et al. 

(1995), não revelaram sequer um valor excedente a 45 ºC. 

Por sua vez, na pesquisa de Fernandez et al. (2002), com cevada, os 

autores estabeleceram a Ta de 52 ºC como padrão para todos os iniciadores 

validados, porém, de acordo com o cálculo da Tm, com base na equação, as 

temperaturas de anelamento dos iniciadores variaram de 50 a 58 ºC, denotando 

que temperaturas distintas para parte dos iniciadores deveriam ter sido utilizadas.  

Consideração distinta deve ser feita em relação à pesquisa com milho. Na 

pesquisa desenvolvida por Carvalho et al. (2002), foi utilizada uma Ta para cada 

iniciador. O procedimento foi indicado para todos os trabalhos envolvendo 

marcadores moleculares ISSR, por tornar confiáveis os resultados obtidos a partir 

do produto da PCR, evitando o surgimento de bandas inespecíficas e a ausência 

de amplificação de bandas, devido ao uso de temperatura diferente da ideal. 

Com base nos pré-testes realizados no presente estudo, utilizando o 

gradiente de temperatura de anelamento para cada iniciador, verificou-se que, 

quanto maior a temperatura, maior a identificação de bandas com menor peso 

molecular. Em contrapartida, as bandas de alto peso molecular foram perdidas, já 

que não eram reveladas ou eram evidenciadas em menor quantidade nos géis.  

Com a aplicação da técnica Touchdown, utilizando um gradiente variando 

de 1 a 10 oC a partir da Ta, constatou-se que, dos 15 iniciadores avaliados, 10 

proporcionaram géis com maior qualidade e número de bandas, a saber: 

(CT)8RC, (CT)8TG, (GA)8T, (CTC)5RC, (GTC)6, (GA)6CC, (CAC)3GC, (AG)8YT, 

(AC)8CT e (GGAT)3GA. Destes, a maioria foi eficiente com a utilização de 12 

ciclos finais, com um decréscimo de 0,5 ºC, exceto o iniciador (GTC)6 em que a 

maior eficiência ocorreu nos 10 ciclos finais (Tabela 5). 
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Tabela 5 – Comparação das temperaturas utilizadas para iniciadores ISSR pela 
técnica Touchdown (Ta em ºC); pelas Empresas RW Genes (calculada com base 
na equação 2)(4)( TACGTm +++= ) e Invitrogen, com base na Tm (ºC) por 
equação não informada; e, finalmente, Ta obtida pelo gradiente de temperatura.  

 
Touchdown 

Iniciadores Ciclos 
Iniciais 

Ta (ºC) 
Ciclos 
Finais 

Ta (ºC) 
Ta (ºC) 

(CT)8RC 30 47,5 12 47,5 -0,5 47,5 
(CT)8TG 30 50 12 50 – 0,5 44 
(GA)8T 30 53 12 53 – 0,5 51,5 

(GA)8YC 30 48 12 50 – 0,5 48 
(CTC)5RC 30 53 12 53 – 0,5 50 

(GTC)6 32 60 10 60 – 0,5 58,5 
(GA)6CC 30 42 12 42 – 0,5 42 
(GT)6CC 30 45 12 48 – 1,0 45 

(CAC)3GC 30 40 12 40 – 0,5 37 
(AG)8YT 30 46 12 46 – 0,5 42 
(AC)8CT 30 50 12 50 – 0,5 47 
(AC)8YG 30 52 12 55 – 0,5 52 
(CT)8RG - - - - 42 

(GGAT)3GA 30 46 12 46 – 0,5 40,5 
(GAA)6AA - - - - 48 

* A equação da Tm não é aplicável para oligonucleotídeos degenerados.  
** Valores alterados de acordo com a base nucleotídica: Y = C ou T; e R = A ou G. 

 

 

Em relação à temperatura inicial, constatou-se que apenas os iniciadores 

(CT)8RC e (GA)6CC foram eficientes, quando o primeiro ciclo de anelamento foi 

realizado com a mesma da Ta. Segundo Roux (1995), mesmo que a temperatura 

de anelamento fique abaixo da Tm nos ciclos finais, a reação de amplificação na 

região específica já terá sido iniciada, impedindo amplificação inespecífica 

durante os ciclos restantes. 

Os iniciadores (GA)8YC, (GT)6CC, (AC)8YG, (CT)8RG e (GAA)6AA não 

foram eficientes com o uso da técnica Touchdown. Por conseguinte, aplicou-se a 

Ta nos ciclos iniciais e um gradiente, variando de 1 a 5 ºC nos ciclos finais, com 

decréscimo de temperatura (0,5 ou 1,0 ºC) e alteração do número de ciclos finais 

(10 ou 12 ciclos). Com essa modificação no procedimento, houve melhoria na 

revelação das bandas amplificadas para a maioria dos iniciadores. Os iniciadores 

(GT)6CC e (AC)8YG proporcionaram melhor qualidade dos géis quando foram 

impostos 12 ciclos finais com acréscimo de 3 ºC nos últimos ciclos, enquanto, 

para o iniciador (GA)8YC, os melhores resultados foram possíveis com o 
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acréscimo de 2 ºC nos 12 ciclos finais. Entretanto, com base nas revelações dos 

géis, o iniciador (GT)6CC proporcionou maior eficiência de anelamento, quando 

utilizada a redução de 1,0 ºC por ciclo, enquanto, para os iniciadores (AC)8YG e 

(GA)8YC, isso ocorreu, quando se utilizou o decréscimo de 0,5 ºC (Tabela 5 e 

Figura 4). 

 

 

 

Figura 4 – As letras A com B referem-se ao produto do PCR, quando amplificado 
com o iniciador (GT)6CC em temperatura constante, e quando utilizada a técnica 
Touchdown, respectivamente. As letras C e D revelam o resultado do PCR do 
iniciador (CT)8TG, sendo a letra C com a temperatura superior ao da Ta (44 ºC), 
no qual houve perda de bandas com maior peso molecular e ganho de bandas 
com menor peso molecular. A letra D refere-se ao gel revelado, após uso da 
técnica Touchdown, com o emprego de alta temperatura (50 ºC) nos 30 ciclos 
iniciais, e decréscimo de 0,5 ºC por ciclo nos 12 últimos ciclos, em que se 
visualiza maior quantitativo de bandas de maior peso molecular, sem impedir a 
produção de bandas com menor peso molecular. M = 250 pb ‘High DNA Mass 
Ladder’ (Invitrogen, EUA). 

 

 

Alguns pesquisadores vêm fazendo uso da técnica Touchdown com 

marcadores ISSR (Martins et al., 2003; Martins et al., 2004), porém, o 

procedimento metodológico não é descrito com clareza, não contendo as 

informações necessárias para permitir a repetição dos trabalhos. O mesmo 

ocorreu em estudos que puderam validar ou não a eficiência das temperaturas e 

ciclos empregados. Nesse sentido, os resultados aqui apresentados são também 
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de relevância para futuras pesquisas nas culturas do milho comum, milho pipoca, 

milho doce, teosinte e Tripsacum sp., visto que o processo de experimentação 

das condições ótimas de temperatura, para um conjunto representativo de 

iniciadores, será de importância na economia de recurso, tempo e esforço. 

 
5.2. Divergência genética e inferência evolutiva utilizando os marcadores RAPD e 

ISSR  

 

Considerando o marcador RAPD, cada iniciador produziu bandas de 

intensidade variável, facilmente detectadas, e bandas inespecíficas, com pouca 

intensidade, sendo estas descartadas. No total de 20 iniciadores de RAPD 

utilizados, foram obtidas 92 bandas polimórficas (82,9%) e 19 bandas 

monomórficas (17,1%). A média de bandas por iniciador foi de 5.5. O percentual 

médio de dissimilaridade estimado foi de 82,55%. O iniciador que proporcionou 

maior número de marcas polimórficas foi c04, com um total de nove fragmentos, 

apresentando 100% de polimorfismo. A média de fragmentos polimórficos dos 

iniciadores foi de 4,6 (Tabela 6). 

 

 

Tabela 6 – Oligonucleotídeos de RAPD testados em milho (Zea mays L.) e 
ancestrais (Teosinte e Tripsacum sp.). 

 

Oligonucleotídeo 
Sequência 

5’�3’ 
Fragmentos 
amplificados 

Fragmentos 
polimórficos 

Percentagem de 
Polimorfismo 

ae11 AAGACCGGA 5 3 60 
ae18 CTGGTGCTGA 5 4 80 
c04 CCGCATCTAC 9 9 100 
c16 CACACTCCAG 5 3 60 
d13 GGGGTGACGA 10 9 90 
aa11 ACCCGACCTG 6 4 66,6 
aa14 AACGGGCCAA 3 2 66,6 
aa16 GGAACCCACA 6 5 83,3 
ab06 GTGGCTTGGA 6 5 83,3 
ac14 GTCGGTTGTC 5 4 80 
ac10 AGCAGCGAGG 5 4 80 
ac12 GGCGAGTGTG 5 5 100 
ac17 CCTGGAGCTT 7 5 71,4 
ad11 CAATCGGGTC 5 5 100 
e18 GGACTGCAGA 6 4 66,6 
f01 ACGGATCCTG 6 5 83,3 
i07 CAGCGACAAG 3 3 100 

m05 GGGAACGTGT 5 4 80 
n15 CAGCACTGGT 2 2 100 
ab08 GTTACGGACC 7 7 100 

TOTAL - 111 92 1651,1 
MÉDIA - 5,55 4,6 82,55 
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Carvalho et al. (2004), averiguando a diversidade genética entre raças 

locais de milho por marcador RAPD, utilizaram 31 iniciadores, obtendo 255 

marcas, das quais 184 (72,2%) foram polimórficas.  

Com base na matriz de dissimilaridade, por marcador RAPD, os acessos 

mais similares foram Azteca e PR 023, distantes em 0,10. Já os acessos 

Tripsacum sp. e IAC-125 foram os mais divergentes, com uma distância de 0.65, 

sendo que a distância média entre os acessos foi de 0,29 (± 0,077). 

Pelo marcador ISSR, foram testados 18 iniciadores, sendo três 

descartados devido à ausência de amplificação. Utilizando 15 iniciadores, foi 

possível obter 122 bandas polimórficas (89,1%) e 15 bandas monomórficas 

(10,9%). A média de bandas por iniciador foi de 9,1. O percentual médio de 

polimorfismo foi estimado em 89,6% (Tabela 7). 

 

 

Tabela 7 – Oligonucleotídeos de ISSR testados em milho (Zea mays L.) e 
ancestrais (Teosinte e Tripsacum sp.). 

 

Oligonucleotídeo Fragmentos 
amplificados 

Fragmentos 
polimórficos 

Percentagem de 
Polimorfismo 

(CT)8RC 8 8 100 

(CT)8TG 7 7 100 

(GA)8T 12 11 91,7 

(GA)8YC 12 11 91,7 

(CTC)5RC 15 11 73,3 

(GTC)6 8 7 87,5 

(GA)6CC 6 4 66,6 

(GT)6CC 7 7 100 

(CAC)3GC 8 7 87,5 

(AG)8YT 10 8 80 

(AC)8CT 8 7 87,5 

(AC)8YG 9 9 100 

(CT)8RG 9 8 88,9 

(GGAT)3GA 10 9 90 

(GAA)6AA 8 8 100 

TOTAL 137 122 1344,7 

MÉDIA 9,1 8,1 89,6 

 

 

Com o uso dessa técnica, verificou-se que a percentagem de 

polimorfismo variou de 66,6% a 100,0%. Os iniciadores que revelaram maior 

quantum de marcas polimórficas foram (GA)8T, (GA)8YC e (CTC)5RC, no total de 
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11 fragmentos, sendo que o iniciador (CTC)5RC foi o que proporcionou a maior 

quantidade de  fragmentos amplificados, com um total de 15 bandas. 

É necessário destacar que os iniciadores que proporcionaram maior 

quantidade de fragmentos amplificados não foram os que revelaram, 

proporcionalmente, maior grau de polimorfismo. Nesse aspecto, os marcadores 

que, em proporcionalidade aos fragmentos amplificados, exibiram maiores taxas 

de polimorfismo foram: (CT)8RC, (CT)8TG, (GT)6CC, (AC)8YG e (GAA)6AA. Para 

esses iniciadores, o número de fragmentos amplificados equivaleu ao quantitativo 

de bandas polimórficas, portanto, em termos proporcionais, contiveram 100,0% de 

bandas polimórficas. 

De modo geral, para os marcadores ISSR, o número de fragmentos 

amplificados e o quantitativo de fragmentos polimórficos foram adequados, 

comparando-se com o estudo de Carvalho et al. (2002), que investigaram a 

diversidade genética entre raças locais de milho por marcadores ISSR. Esses 

autores utilizaram 16 iniciadores, obtendo 153 marcas, das quais 116 (75,8%) 

foram polimórficas.  

Com base na matriz de dissimilaridade, os acessos mais similares foram 

PR 023 e TATU 2, distantes em 0,15, ambos milho pipoca. A maior estimativa de 

distância, no valor de 0,69, ocorreu entre um germoplasma ancestral, no caso, 

Tripsacum sp., e um exemplar de milho pipoca, VALL 429, proveniente do 

CIMMYT. Há que se destacar que a distância média entre os acessos foi de 0,38 

(± 0,077).  

A primeira diferença notória nos resultados das duas técnicas, RAPD e 

ISSR, foi constatada quanto aos indivíduos mais similares e mais distantes 

geneticamente. No caso dos acessos mais similares, a técnica RAPD revelou os 

acessos Azteca e PR 023. Com esta informação, pode-se verificar um indício de 

falha, visto que um destes acessos, o Azteca, é um milho do tipo dentado, da raça 

Tuxpeno, de porte alto e utilizado como um dos parentais da variedade BR 106. 

Por sua vez, o PR 023 é um tipo de milho pipoca. Já, em relação à técnica ISSR, 

os acessos mais similares (PR 023 e TATU 2), são milhos do tipo pipoca, 

provenientes da mesma região, no estado do Paraná.  

Com base nas bandas reveladas pelas técnicas RAPD e ISSR, foi 

realizada a análise de divergência genética, utilizando o complemento aritmético 

do Índice de Jaccard e a análise de agrupamento por Neighbor-joining e PCoA. 
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Considerando-se o resultado do agrupamento em ambas as técnicas moleculares 

(RAPD e ISSR), quanto ao marcador RAPD, houve eficiência na separação dos 

ancestrais (teosinte e Tripsacum sp.), em relação aos demais indivíduos. Tal 

resultado indica ainda que o teosinte está mais relacionado ao grupo do milho do 

que o Tripsacum sp., no entanto, não houve a perfeita separação entre os tipos 

de milho comum (dentado e duro) e pipoca (Figuras 5 e 6).  

 

 
 
 
Figura 5 – Agrupamento por Neighbor-Joining para marcadores RAPD, com base 
no complemento aritmético do Índice de Jaccard, em genótipos de milho comum 
(dentado, duro e tetraploide), milho pipoca, milho doce e ancestral (teosinte e 
Tripsacum sp.).  
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Figura 6 – Agrupamento por PCoA para marcadores RAPD, com base no 
complemento aritmético do índice de Jaccard, em genótipos de milho comum 
(dentado, duro e tetraploide), milho pipoca, milho doce e ancestral (teosinte e 
Tripsacum sp.). 
 

 

O marcador ISSR foi eficiente na separação dos ancestrais para com os 

demais genótipos, ratificando também a maior proximidade do teosinte em 

relação ao milho do que o Tripsacum sp., porém, com a vantagem de possibilitar 

a separação entre milho comum e pipoca (Figuras 7 e 8). 
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Figura 7 – Agrupamento por Neighbor-Joining para marcadores ISSR, com base 
no complemento aritmético do índice de Jaccard, em genótipos de milho comum 
(dentado, duro e tetraploide), milho pipoca, milho doce e ancestral (teosinte e 
Tripsacum sp.).  
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Figura 8 – Agrupamento por PCoA para marcadores ISSR, com base no 
complemento aritmético do índice de Jaccard, em genótipos de milho comum 
(dentado, duro e tetraploide), milho pipoca, milho doce e ancestral (teosinte e 
Tripsacum sp.). 
 

 

Neste sentido, a técnica RAPD, para este estudo, foi considerada 

insatisfatória para a formação de grupos heteróticos, sendo considerada, para fins 

de resultado, somente a técnica ISSR, possibilitando, assim, a comparação com a 

acurácia dos resultados obtidos por outros autores. 

No entanto, outros trabalhos desenvolvidos pela técnica RAPD têm sido 

considerados aceitáveis, como exemplo, cita-se o trabalho de Vilela et al. (2008) 

que, por meio de marcadores RAPD, avaliaram o impacto da seleção recorrente 

na variabilidade genética da população UNB-2U e observaram que a seleção 

recorrente não proporcionou o estreitamento genético da população sob seleção. 

Outro trabalho é o de Carvalho et al. (2004), em que estudaram a divergência 

genética entre 81 acessos de milho comum por marcador RAPD e obtiveram, 

como resultado, que o tipo de agricultura praticada pelos pequenos agricultores 

de milho tem contribuído para a manutenção da variabilidade genética e que o 
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isolamento de produção é uma prática regular. E, em ambos os estudos, a técnica 

RAPD mostrou-se satisfatória. 

Quanto aos resultados obtidos pela técnica ISSR, com base nas 

premissas de alguns autores (Goloubinoff et al., 1993; Eubanks, 1997; Poggio et 

al., 2000; Doebley, 2004) que corroboram a “hipótese do teosinte”, juntamente 

com a introgressão do Tripsacum sp. no milho, associando-as com os resultados 

aqui obtidos pela técnica ISSR, tem-se nova fundamentação (baseada em 

marcadores ISSR) para inferir sobre a genealogia do milho. É sensato inferir que 

o teosinte seja o ancestral do milho. Também que a diferenciação molecular entre 

o milho comum e o pipoca denota tratar-se de conjuntos gênicos distintos, a 

despeito de ambos serem da mesma espécie. Como os marcadores ISSR 

permitem detectar diferenças em nível de dinucleotídieos, essas ponderações são 

aceitáveis e atestam a eficiência da técnica ISSR, com discriminações sutis no 

genoma de espécies com mesma classificação botânica. Com isso, torna-se 

factível a realização de debates sobre a ancestralidade de milho pipoca em 

relação aos tipos de milho comum. 

O dendrograma obtido por Neighbor-Joining revela que o teosinte está 

mais próximo do milho (de uma forma geral) em relação ao Tripsacum sp., além 

de o teosinte encontrar-se posicionado entre o milho comum (dentado e duro) e o 

milho pipoca (Figuras 7 e 8). Este resultado é apoiado pelo que foi obtido por Fu 

et al. (2009), com base no gene PSY1, quando puderam aferir, com a árvore 

obtida por Neighbor-Joining, que o teosinte (Zea luxuriantes) é ancestral do 

Tripsacum sp. e Zea, e que o Tripsacum sp. é ancestral do Zea 

huehuetenangensis, Zea mexicana, Zea parviglumis e Zea diploperennis, estando 

estes teosintes mais relacionados ao milho. 

O Tripsacum sp., ao ser agrupado próximo ao milho tetraploide, permite 

uma abordagem interessante: a definição da origem poliploide destas espécies 

(Zea e Tripsacum sp.). Isso fundamenta que o evento de poliploidia possa ter 

ocorrido antes da divergência entre o Tripsacum sp. e Zea, mas após a 

divergência entre o milho e o sorgo. (Gaut et al., 2000) 

Importa, nesse momento, refletir, com base nos resultados aqui obtidos e 

de pesquisas anteriores, qual o tipo de milho surgiu primeiro. Segundo Eberhart 

(1979). a variedade do milho pipoca proveio do milho duro. Erwin, em 1949, 

também sugeriu que o milho pipoca tenha sido originado por mutação do milho 
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duro; porém, alguns autores mencionam que o mais antigo milho encontrado em 

tumbas pré-históricas é do tipo pipoca (Zinsly e Machado, 1980). Na Figura 7, 

visualiza-se que o Tripsacum sp. se encontra alocado próximo ao milho doce, e 

pode-se notar que o milho doce e o Tripsacum sp. foram agrupados com o milho 

pipoca. Em relação ao milho doce, por ter sido representado por apenas um 

indivíduo, não se pode afirmar que está mais relacionado com o ancestral 

Tripsacum sp. No entanto, constatou-se que o Tripsacum sp. possui marcas que 

são mais comuns ao milho doce e ao milho pipoca do que em relação ao milho 

comum. Talvez uma pesquisa, com resultados mais condizentes e com a maior 

semelhança de marcas ISSR do Tripsacum sp. para com o milho doce e milho 

pipoca, detectadas no presente trabalho, seja a de Poggio et al. (2005), em que 

sugeriram que o teosinte (Zea mays parviglumis) não é o único ancestral do milho 

e que a introgressão de Tripsacum sp. no milho não pode ser desconsiderada. 

Contudo, na pesquisa realizada por Poggio et al. (2005), por exemplo, foram 

utilizados somente milho comum e espécies relacionadas, não permitindo a 

inferência sobre os tipos de milho (comum, farináceo ou pipoca) ancestrais que 

possam ter participado da genealogia de Zea mays, dificultando a comparação 

com o presente estudo. 

Porém, a pesquisa aqui realizada com os marcadores ISSR reforça 

proposituras evolutivas de outros autores, isto é, que o teosinte é o ancestral mais 

próximo do milho e que não se pode descartar a possibilidade de introgressão de 

genes do Tripsacum sp. Gloubinoff et al. (1993), verificaram que o teosinte está 

mais relacionado com o milho comum do que com o Tripsacum sp. e, em 

consonância com Eubanks (1997), Poggio et al. (2000) e Poggio et al. (2005), 

comparando a relação entre milho comum, teosinte e Tripsacum sp., atestam a 

hipótese de que a hibridação entre o teosinte e Tripsacum sp. foi crucial na 

evolução do milho, não sendo o teosinte o único ancestral do milho. Destaca-se 

ainda que enquanto a introgressão do teosinte ocorreu para todos os tipos de 

milho, é possível que a introgressão de genes do Tripsacum sp. tenha ocorrido de 

forma mais abundante no milho doce e pipoca. 

Quanto à formação de grupos por marcadores ISSR, pode-se verificar a 

separação em dois grupos distintos, nos quais se visualiza uma clara diferença 

entre o grupo do milho comum e o grupo do milho pipoca (Figuras 7 e 8), apesar 

de dois indivíduos pertencentes ao tipo pipoca terem sido agrupados com o milho 
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comum (dentado e duro), quais sejam: Boya 462 (número 26) e Beija-Flor 

(número 25). O milho pipoca Boya 462 pertence à região da Colômbia, foi doado 

pelo CIMMYT, e não foram encontrados relatos sobre os parentais. O milho Beija-

Flor é uma variedade brasileira não melhorada e pertence ao banco de 

germoplasma da UFV (Universidade Federal de Viçosa). 

Apesar da eficiência em separar o milho pipoca do milho comum, quando 

foram avaliados os representantes apenas do grupo de milho do tipo comum, 

conforme esta pesquisa, verifica-se que não foi possível a separação entre os 

milhos dentados (incluindo semidentado) e duro (incluindo semiduro), tanto pela 

análise por Neighbor-Joining quanto por PCoA. Tal lacuna não permitiu, portanto, 

inferir sobre a proximidade de qual grupo de milho comum (dentado ou duro) está 

mais relacionado com o milho pipoca. Caso semelhante foi evidenciado por Souza 

et al. (2008), ao efetuarem a análise comparativa da diversidade genética entre 

linhagens de milho, com base em marcadores RAPD e SSR, que também não 

obtiveram sucesso na separação dos grupos em dentado (e semidentado) e duro 

(e semiduro). 

O que se pode verificar é que os acessos do tipo dentado e duro estão 

muito próximos, geneticamente. Como exemplo, cita-se o acesso Saracura, 

cedido pela Embrapa Milho o Sorgo, que é um composto de 36 variedades de 

milho, sendo selecionado desde 1986, para adaptação a solos encharcados, 

estando, atualmente, no 18° ciclo de seleção que fo i agrupado próximo ao 

CIMMYT-11, que é um milho do tipo duro. 

Para possibilitar a separação destes indivíduos, sugere-se utilizar outros 

iniciadores, que amplifiquem regiões relacionadas às características particulares 

dos grãos de cada grupo. 

Os acessos, Dente de Burro, Maya, Maya Antigo e Azteca, foram 

relatados por Fidelis et al. (2005) como formas antigas de milho comum, que 

passaram por melhoramento, tendo sido lançadas no mercado por volta de 1960 

e multiplicadas por pequenos agricultores. 

Em se tratando de populações antigas, houve o agrupamento entre 

representantes de Centralmex, Cateto Amarelo, Maya, Dente de Burro e Azteca. 

Centralmex, composto obtido pelo Dr. Ernesto Paterniani na ESALQ/USP, em 

Piracicaba, teve na origem a recombinação de vários materiais Tuxpenos, de 

grãos dentados, originários do México. O Cateto Amarelo é do tipo dentado, com 
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o endosperma amarelo, porém não se tem conhecimento sobre sua origem. O 

acesso Maya é uma variedade Tuxpeno de grãos dentados gerada pelo IAC. 

Dente de Burro é uma população do tipo dentado, com endosperma amarelo. 

Pelas considerações de Fidelis et al. (2005), Dente de Burro, Maya e Azteca são 

materiais que passaram por seleções e, certamente, tiveram modificações nas 

frequências gênicas, distanciando-os de seus progenitores ancestrais. 

Quanto ao acesso Azteca, da raça Tuxpeno de porte alto, dentado, 

apresentando a coloração do endosperma amarelo-alaranjado, utilizado como um 

dos parentais da variedade BR 106, o agrupamento não revelou proximidade com 

BR 106, que se classifica como semidentado, apresentando porte baixo e 

coloração do endosperma amarelo-alaranjada. Segundo Benchimol et al. (2000), 

BR 106 foi desenvolvido por intercruzamento de um composto brasileiro de 

maturação tardia (desenvolvido por intercruzamento de três populações) com uma 

população Mexicana com maturação precoce, seguido por três gerações de 

recombinação e seleção para planta com altura baixa e maturação precoce. 

Apesar de BR 106 conter em sua genealogia genes do acesso Azteca, 

provavelmente estes acessos não ficaram próximos devido às seleções e aos 

procedimentos de melhoramento aplicados ao BR 106, que constitui um cultivar 

recomendado. 

Quanto aos materiais de raça Cateto, duas variedades de grão duro – 

Cateto Colômbia e o Cateto Sete Lagoas – ficaram alocadas próximo. O Cateto 

Roxo e o Cateto Amarelo ficaram separados dos outros catetos. O Cateto Roxo é 

do tipo semiduro, mas apresenta pericarpo marrom, enquanto os outros catetos 

apresentam o pericarpo incolor. Cateto Amarelo é o único do tipo dentado. 

Merece destacar, de acordo com análise por Neighbor-Joining (Figura 7), 

a maior proximidade de Maya Antigo e o teosinte, denotando que, dentre os tipos 

de milho comum avaliados nesse trabalho, Maya Antigo, provavelmente, seja o 

mais remoto e possa conter fluxo de genes de teosinte ou, mesmo, de Tripsacum 

sp. 

 

5.3. Divergência genética no Milho Pipoca 

 

Considerando somente os 34 acessos de milho pipoca, com os mesmos 

15 iniciadores de ISSR, um total de 126 fragmentos de DNA foi contabilizado com 
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uma média de 8,4 fragmentos por iniciador, sendo que 100 destes foram 

polimórficos (79,4%). A média de dissimilaridade encontrada foi de 79,9%. Neste 

estudo, verificou-se que o percentual de polimorfismo variou de 50,0 a 100%. O 

iniciador que apresentou maior quantidade de marcas polimórficas foi (GA)8YC, 

com 11 fragmentos, enquanto o iniciador que expressou maior quantidade de 

fragmentos amplificados foi (GA)8T, com 14 bandas. Dentre os iniciadores, os que 

expressaram, de forma relativa, maior percentual proporcional, de polimorfismo – 

100% – foram: (CT)8TG, (GT)6CC e (GAA)6AA (Tabela 8). 

 

 

Tabela 8 – Fragmentos amplificados com oligonucleotídeos ISSR em milho 
pipoca. 
 

Oligonucleotídeo Fragmentos 
amplificados 

Fragmentos 
polimórficos 

Percentagem de 
Polimorfismo 

(CT)8RC 8 6 75 

(CT)8TG 4 4 100 

(GA)8T 14 9 64,3 

(GA)8YC 12 11 91,6 

(CTC)5RC 10 8 80 

(GTC)6 8 6 75 

(GA)6CC 6 3 50 
(GT)6CC 7 7 100 

(CAC)3GC 8 5 62,5 

(AG)8YT 9 7 77,8 

(AC)8CT 7 5 71,4 

(AC)8YG 9 8 88,9 

(CT)8RG 8 6 75 
(GGAT)3GA 8 7 87,5 
(GAA)6AA 8 8 100 

TOTAL 126 100 - 
MÉDIA 8,4 6,7 79,9 

 

 

Com base na matriz de dissimilaridade, os acessos mais similares foram 

PR 023 e TATU 2, distantes em 0,14. O acesso PR 023 possui o grão amarelo e, 

segundo Scapim et al. (2006), é derivado de híbridos norte-americanos e 

argentinos. O acesso TATU 2 contém grãos com o endosperma branco e foi 

disponibilizado à UEM por um produtor rural da região oeste do Paraná (região de 

Cascavel). Ambos os acessos são cultivados no Paraná. Em referência aos 

acessos mais divergentes, TATU 2 e Zélia, foram separados por uma distância de 

0.48, sendo a distância média entre os acessos de 0,36 (± 0,050). O híbrido Zélia, 

desenvolvido pela Pioneer Hi-Bred, apresenta grãos tipo americano, endosperma 
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amarelo, elevado potencial de produção, capacidade de expansão de 35 mL.g-1, 

mas é suscetível às principais doenças (Puccinia sorghi, Puccinia polysora, 

Physopella zeae, Exserohilum turcicum, Phaeosphaeria maydis, “Corn stunt” – 

enfezamento, e Cercospora zeae-maydis). (Pionner, 2009) 

Considerando o ponto de corte em 0,36 no dendrograma UPGMA, que 

permitiu a maior dispersão dos acessos, obteve-se a formação de cinco grupos 

(Figura 9).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9 – Agrupamento por UPGMA para marcadores ISSR, com base no 
complemento aritmético do Índice de Jaccard, entre 34 acessos de milho pipoca. 
 

 

TATU 1 e TATU 2 foram reunidos no primeiro grupo, apesar de 

apresentarem alguma distinção, como na cor do endosperma. São acessos 

oriundos da UEM, que foram disponibilizados por produtores rurais na região 

oeste do Paraná àquela instituição. Neste mesmo grupo, encontram-se PR 023 

(variedade derivada de híbridos norte-americanos, desenvolvida na região 

noroeste do Paraná), podendo-se presumir que esses indivíduos contêm genes 

de ancestral comum, ou ainda que a adaptação ao clima tropical do oeste do 

Paraná possa ter provocado uma parecença genética entre esses três acessos. 
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No segundo grupo, foram reunidos os acessos SE 013 e PA 091, 

contrastando com os resultados de Silva et al. (2009) que, em análise da 

diversidade genética em milho pipoca, constataram a proximidade entre PR 023 e 

PA 091, justificada por serem variedades de polinização aberta, derivadas de 

híbridos norte-americanos. Porém, a justificativa de Silva et al. (2009) é pouco 

robusta para sustentar a proximidade genômica entre PR 023 e PA 091, 

sobretudo, porque, naquele mesmo estudo, esses acessos estiveram presentes 

em grupos distintos pelo método do Tocher. 

No terceiro grupo, houve a reunião de duas raças, sendo uma da 

Argentina e outra do México 

No quarto grupo, encontram-se os acessos brasileiros comerciais IAC-

112, IAC-125, UFVM2 Barão Viçosa, RS 20 e Jade (Tabela 9). Apenas BRS 

Angela e Zélia, dentre os comerciais, não se reuniram aos demais acessos do 

quarto grupo, obtidos e comercializados no Brasil. BRS Angela apresenta o 

endosperma na cor branca, enquanto que, nos demais acessos comerciais, a 

matriz do endosperma é laranja. Em relação ao híbrido triplo Zélia, trata-se de 

material originado por cruzamento entre linhagens de clima temperado e tropical 

(Munhoz et al., 2009), já os demais materiais comerciais são de clima tropical.  

Nota-se que, no quarto grupo, também estão presentes os acessos SAM 

(South American Mushroom), Argentina, ARZM 13050, Colombiana e PAZM 

130134, provavelmente por possuírem ancestral comum. 

Oportuno destacar que o híbrido IAC-112 se originou da combinação de 

linhagens da variedade SAM, com linhagens provenientes do híbrido intervarietal 

Guarani x UFV Amarelo. A variedade SAM foi introduzida pelo IAC, em 1941, 

proveniente de South American, raça de origem Argentina e melhorada nos 

Estados Unidos da América. (Sawazaki, 1995) 

Em consonância com o que ocorreu no presente trabalho, com a 

presença de parte dos materiais comerciais no quarto grupo, também Munhoz et 

al. (2009), ao avaliarem, por marcadores RAPD, a diversidade entre os acessos 

de milho pipoca, verificaram o agrupamento de materiais comerciais, bem como o 

isolamento de Beija-Flor e de Zélia. Em pesquisa utilizando características 

agronômicas, Miranda et al. (2003), com base em dispersão gráfica e no método 

de otimização de Tocher, verificaram que Beija-Flor e Zélia ficaram dispostos em 

grupos distintos. 
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Tabela 9 – Características dos materiais melhorados no Brasil. 
 

Cultivar Tipo de 
material Origem Empresa 

Zélia Hibrido triplo Linhas melhoradas Pioneer Hi-bred 

Jade Hibrido triplo Linhas melhoradas Pioneer Hi-bred 

Viçosa Variedade 
Sintetizado de variedades locais 
(“landraces”) e cruzamento de 

híbridos norte-americano 

Programa de Melhoramento de milho 
pipoca do departamento de Genética 
da Universidade Federal de Viçosa 

BRS Angela Variedade Obtidas por seleção recorrente do 
composto CMS-43 Embrapa - Milho e Sorgo 

UFVM2 Barão Viçosa Variedade - 
Programa de Melhoramento de milho 
pipoca do departamento de Genética 
da Universidade Federal de Viçosa 

RS 20 Variedade 
Provavelmente obtida por gerações 

avançadas de híbrido norte-
americano (Sawazaki, 1995) 

Proveniente da FEPAGRO 

IAC-112 
Hibrido 
simples 

modificado 

Oriundo da combinação de 
linhagens da variedade SAM, com 
linhagens provenientes do hibrido 

intervarietal Guarani X UFV 
Amarelo 

Instituto Agronômico de Campinas, 
IAC 

IAC-125 Hibrido triplo 
(topcross) 

Linhas Melhoradas, resistentes à 
toxicidade de alumínio. 

Instituto Agronômico de Campinas, 
IAC 

 

 

Ainda tomando por base o trabalho de Silva et al. (2009) que fez uso de 

microssatélites, ocorreu uma situação contundente: todos os genótipos comerciais 

desenvolvidos no país estiveram alocados em um único grupo, pelos métodos de 

Tocher e UPGMA.  

A reunião, no quarto grupo do presente trabalho, da quase totalidade dos 

cultivares recomendados no país, associada aos demais resultados com 

marcadores moleculares e características morfoagronômicas, torna-se motivo de 

alerta para os poucos melhoristas de milho pipoca do Brasil, evidenciando a 

necessidade de aumentar a diversidade genética entre os programas de 

melhoramento nas instituições públicas e privadas.  

O quinto grupo reuniu quatro indivíduos, sendo dois comerciais: o híbrido 

triplo Zélia e a variedade BRS Angela. O híbrido Zélia foi desenvolvido pela 

Pioneer Hi-Bred, e apresenta grãos tipo americano, endosperma amarelo, tendo 

sido oriundo do cruzamento de linhas temperadas e tropicais. (Pionner, 2009) Por 

sua vez, o BRS Angela, desenvolvido pela Embrapa - Milho e Sorgo, por meio de 

ciclos de seleção recorrente intrapopulacional, a partir do cruzamento entre CMS-
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43 com a população Angela (BRA 065901), possui, como característica relevante, 

a cor branca do endosperma, o que dificulta sua aceitação no mercado, apesar da 

elevada capacidade de expansão dos grãos. Os outros dois são BOZM 260, da 

Bolívia, e Para 170. 

Um fato interessante no agrupamento dos acessos é que, com exceção 

do Zélia, os demais apresentam a coloração do endosperma branca, podendo 

indicar que marcas encontradas nestes indivíduos provavelmente referem-se a 

ancestrais em comum ou a materiais de origem comum, que pode agrupar os 

indivíduos que apresentam coloração do endosperma branca. 

A análise por coordenadas principais (PCoA) confirma os resultados 

obtidos por UPGMA, em que os cultivares comerciais revelaram proximidade 

genética com materiais em fase de recomendação (Figura 10). Ao contrário, os 

materiais não comerciais mostraram maior dispersão e podem constituir fonte de 

genes de interesse para programas de melhoramento, visando à ampliação da 

base genética e, mesmo, à introgressão de genes de resistência a doenças, além 

de outras opções de uso (Figura 10). 
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Figura 10 – Agrupamento por PCoA para marcadores ISSR, com base no 
complemento aritmético do Índice de Jaccard, de genótipos comerciais de milho 
pipoca (IAC-112, IAC-125, Zélia, Jade, RS 20, BRS Angela, UFVM2-Barão de 
Viçosa), gerações de seleção recorrente de UNB-2U (C0, C1, C2 e C3), UENFV-
Explosiva (ciclo C4 de UNB-2U), e materiais não comerciais de polinização 
aberta. 
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Pelo exposto, pode-se inferir que cinco grupos foram formados, sendo: i) 

o grupo I, constituído por duas raças e três variedades de polinização aberta, 

todas sul-americanas; ii) o grupo II, formado por três variedades de polinização 

aberta e três raças, todas sul-americanas; iii) o grupo III, constituído por duas 

raças, sendo uma da Argentina e outra do México;  iv) o grupo IV, que reuniu 

cinco cultivares (três híbridos e duas variedades), uma variedade em fase de 

recomendação (UENFV-Explosiva), quatro gerações de seleção recorrente com 

UNB-2U, duas variedades de polinização aberta (SAM e Viçosa) e quatro raças 

(três da Argentina e uma do Paraguai); e v) o grupo V, composto por dois 

cultivares (o híbrido Zélia, e a variedade de polinização aberta, BRS Angela) e 

duas raças (uma da Bolívia e outra do Paraguai). 

Há que se destacar que houve maior dispersão genética dos materiais 

não comerciais (raças, variedades de polinização abertas não melhoradas e 

variedades de polinização aberta em fase de recomendação), seguida pelos 

comerciais. E, por fim, com as menores dispersões, obtiveram-se os ciclos de 

seleção recorrente de UNB-2U, sendo os três últimos ciclos bastante próximos 

(revelando até mesmo alguma sobreposição), embora com um pequeno 

distanciamento para os dois primeiros ciclos, isto é, um pouco afastados entre si. 

(Figura 10) 

Li et al. (2004) examinaram a diversidade genética em relação a 56 

linhagens de milho pipoca representantes de ampla base genética da cultura, 

além de 21 linhagens de milho comum, provenientes de diferentes grupos 

heteróticos de programas de melhoramento da China. Os autores verificaram a 

formação de agrupamentos diferenciados entre as linhagens de milho pipoca e 

comum, sendo que sete grupos heteróticos foram identificados, havendo grande 

concordância das linhagens intragrupos com estudos prévios de melhoramento. 

Santacruz-Varela et al. (2004) utilizaram 29 marcadores morfológicos, 18 

locos isoenzimáticos e 31 locos SSRs na avaliação da relação entre germoplasma 

de milho pipoca representativos das Américas. O estudo incluiu 56 populações 

dos E.U.A. e de nove países da América Latina, que foram dispersas em grupos, 

como base em análise de agrupamento e de componentes principais. Pela 

aglomeração dos genótipos, foi proposto o reconhecimento de três grupos, a 

saber: i) “Yellow Pearl Popcorn”, que representa o mais importante grupo 

comercial dos E.U.A.; ii) “North American Pointed Rice Popcorns”, que 
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provavelmente originou de complexo de raças tradicionais de milho pipoca da 

América Latina; e iii) “North American and North American Early Popcorn”, que 

têm grande relação com os tipos duro de milho comum do norte dos E.U.A. 

Deve ser enfatizada que a quantificação da variabilidade genética ou, por 

outros termos, das diferenças entre as contrapartes alélicas de locos gênicos 

entre indivíduos é um dos pilares do melhoramento de plantas: para a 

identificação de genótipos geneticamente distantes, visando à utilização de 

distintos conjuntos gênicos em cruzamentos, para a obtenção de híbridos e 

segregantes superiores; ou para avaliar o grau de erosão genética ou mesmo 

para conhecer a amplitude da base genética de formas cultivadas ou em fase de 

domesticação e adaptação. (Miranda et al., 2003; Dandolini et al., 2008; Munhoz 

et al., 2009) 

 

5.3.1. Divergência genética entre os acessos de Milho Pipoca do Programa de 

Melhoramento da UENF (UNBs) 

 
Na análise individual com as populações UNBs (UNB-2U C0, UNB-2U C1, 

UNB-2U C2, UNB-2U C3 e C4 ou UENFV-Explosiva), fez-se uso de 14 iniciadores 

– o iniciador (GA)6CC, por não fornecer marcas polimórficas, foi descartado. Com 

estes, obteve-se um total de 83 fragmentos de DNA, com média de 5,9 

fragmentos por iniciador, sendo que 43 destes foram polimórficos (51,8%). Os 

iniciadores que apresentaram maior quantitativo de marcas polimórficas foram 

(AC)8YG, (GA)8T e (CT)8RG, com cinco fragmentos polimórficos cada. 

Pelo complemento aritmético do Índice de Jaccard, obteve-se uma 

distância mínima de 0,17 entre as populações UNB-2U C3 e UENFV-Explosiva 

(C4), e uma distância máxima entre as populações UNB-2U C0 e UNB-2U C2, 

com o valor de 0,34 (Tabela 10). A distância média entre as populações foi 0,28 

(± 0,049).  

 

Tabela 10 – Distância genética ente os acessos UNBs de milho pipoca, com base 
no complemento aritmético do Índice de Jaccard para marcadores ISSR. 

 
 UNB-2U C0 UNB-2U C1 UNB-2U C2 UNB-2U C3 

UNB-2U C1 0,26866 -   
UNB-2U C2 0,33803 0,30986 -  
UNB-2U C3 0,31884 0,27536 0,26471 - 

UENFV-Explosiva (C4) 0,32432 0,29730 0,22222 0,17391 
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Pelo agrupamento hierárquico UPGMA, obteve-se um coeficiente de 

correlação cofenética de 0.92. Um corte realizado na distância de 0.28, 

considerando-se o ponto de mudança abrupta, possibilitou a formação de dois 

grupos: i) um formado por UNB-2U C0 e UNB-2U C1, e ii) o segundo constituído 

por UNB-2U C2, UNB-2U C3 e UENFV-Explosiva (C4) (Figura 11).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 11 – Dendrograma por UPGMA das populações UNBs, com base em 
marcadores ISSR, utilizando, como estimativa de distância, o complemento 
aritmético do Índice de Jaccard. 
 

Cumpre rememorar que o programa iniciou-se com a variedade de 

polinização aberta, UNB-2U, originada de UNB-2, após dois ciclos de seleção 

massal em Campos dos Goytacazes. A população UNB-2 originou-se de seleção 

em um ‘Composto indígena’, que a ESALQ/USP doou à UNB de Brasília. Com 

isso, gerou-se a população UNB-1, que foi cruzada com a variedade de milho 

pipoca Americana, cujas progênies selecionadas foram cruzadas com uma 

variedade de grãos amarelos e resistentes à helmintosporiose. Após dois ciclos 

de seleção massal, foi obtida uma população formada por plantas resistentes e de 

grãos amarelos. Tal população foi retrocruzada três vezes com a variedade 

Americana, originando a população UNB2. 

O programa de melhoramento teve impulso, quando Pereira e Amaral 

Júnior (2001) avaliaram o potencial da população UNB-2U, possibilitando 

identificar a estratégia de melhoramento mais eficiente para obtenção de 

variedade melhorada. Pereira e Amaral Júnior (2001) utilizaram o Delineamento I 

(Comstock e Robinson, 1948), e avaliaram 92 famílias de irmãos completos e de 

meios-irmãos em dois ambientes contrastantes, com o intuito de definir a 
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estratégia de melhoramento que maximizasse os ganhos desejados. Os 

resultados evidenciaram a existência de suficiente variabilidade genética para a 

capacidade de expansão e de produção de grãos, e que os maiores ganhos, para 

estas características, seriam as possíveis seleções recorrentes entre famílias de 

irmãos completos. 

Daros et al. (2002) implementaram o 1º ciclo de seleção recorrente na 

população UNB-2U, obtendo 75 famílias de irmãos completos, avaliando-as em 

dois ambientes (Campos dos Goytacazes e Itaocara, RJ). Os resultados 

revelaram a possibilidade de progresso genético de 10,39%, para a capacidade 

de expansão, e 4,69%, para a produção de grãos, com o este ciclo. 

Diante dos resultados obtidos com o 1º ciclo de seleção na população-

base, Daros et al. (2004a) implementaram o 2º ciclo, utilizando famílias 

endogâmicas S1. A seleção das famílias superiores, realizada com base no índice 

de seleção de Smith (1936) e Hazel (1943), proporcionou ganhos preditos de 

26,95%, para a produção de grãos, e de 17,8%, para a capacidade de expansão. 

O fato de as populações UNB-2U C0 e UNB-2U C2 serem as mais 

distantes, geneticamente, pode ser justificado pela estratégia de empregar a 

seleção em progênies S1 para compor o ciclo C2. Para o milho pipoca, uma 

cultura mais frágil que o milho comum, os efeitos da depressão endogâmica são 

mais acentuados (Simon et al., 2004), favorecendo mudanças abruptas nas 

frequências alélicas e, consequentemente, no comportamento da população sob 

seleção.  

Por outro entendimento, a distinção dos grupos pode ser atribuída ao fato 

de que o avanço de ciclos (de C1 para C2), por meio de famílias endogâmicas S1, 

proporcionou os ganhos preditos mais expressivos, tanto para a produção de 

grãos quanto para a capacidade de expansão (respectivamente, 26,95% e 

17,80%, conforme Daros et al., 2004b), favorecendo maior diferenciação na 

variabilidade genética em relação à geração anterior. 

Santos et al. (2007), ao obterem o 3º ciclo de seleção recorrente na 

população UNB-2U de milho pipoca, detectaram, novamente, suficiente 

variabilidade genética a ser explorada em ciclos futuros. Foram avaliadas 192 

famílias de meios-irmãos e, com o emprego do índice de Mulamba e Mock (1978), 

verificou-se a possibilidade de ganhos genéticos de 7,16%, para a capacidade de 

expansão, e de 10,00%, para a produção de grãos. 
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Vilela et al. (2008), por meio de marcadores RAPD, avaliaram o impacto 

da seleção recorrente na variabilidade genética da população UNB-2U (UNB-2U 

C0, UNB-2U C1 e UNB-2U C2) e concluíram que a seleção recorrente, por 

diferentes estratégias de melhoramento (massal, irmãos-completos e famílias S1), 

não proporcionou o estreitamento genético da população sob seleção. 

É oportuna a repetição da análise dos resultados de Vilela et al. (2008), 

pelas informações aqui obtidas para as dispersões gráficas dos ciclos, com base 

nas Figuras 10 e 11. Pelos resultados atuais, é inegável que houve um 

afastamento genético dos ciclos CO e C1 em relação aos C2, C3 e C4 (esse 

último, denominado UENFV-Explosiva). Pode-se afirmar que há variação entre 

C2, C3 e C4, sobretudo, C2 em relação aos ciclos posteriores.  

Todavia, a análise mais acurada da Figura 10 clarifica que há forte 

similaridade entre C2, C3 e C4, provavelmente decorrente da parecença de 

indivíduos entre os sucessivos ciclos, em razão do tamanho maior que passou a 

ser adotado na obtenção das progênies, bem como da percepção de que o mais 

importante é a seleção em valores absolutos e não em proporções percentuais.  

Nesse aspecto, a seleção, em termos absolutos, de 30 progênies, 

oriundas da avaliação de famílias nos ciclos, que variaram em 192 a 200, em vez 

de focar na seleção percentual, pode ter favorecida a possibilidade de ocorrência 

de indivíduos mais semelhantes entre os ciclos consecutivos.  

Com relação aos consequenciais ganhos seletivos, Freitas Júnior et al. 

(2009) concluíram o 3º ciclo e obtiveram o 4º ciclo de seleção recorrente na 

população UNB-2U, desta vez, com famílias de irmãos completos. Os autores 

constaram a possibilidade de progressos genéticos de 8,50%, para a capacidade 

de expansão e 10,55%, para o rendimento de grãos, com o uso do índice de 

Mulamba e Mock (1978). 

Na consecução do 5º ciclo de seleção recorrente, Rangel (2009) obteve 

valores preditos de médias das progênies de irmãos completos de 29,30 mL.g-1 e 

de 2.920,93 kg.ha-1, para a capacidade de expansão e rendimento de grãos, 

respectivamente. Associando-se essas predições às respectivas herdabilidades, 

com base nas médias das parcelas, com estimativas de 0,9680 e 0,6247, obtêm-

se os ganhos truncados em valores absolutos de 2,77 mL.g-1 e 219,4133 Kg.ha-1. 

Isso revela uma situação promissora para a recomendação de cultivar para o 

Norte e Noroeste Fluminense.  
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6. RESUMO E CONCLUSÕES 
 
 

 

 

Mediante o ajuste de metodologia de PCR, foi utilizada a técnica 

Touchdown, que proporcionou maior eficiência na amplificação das bandas. Pela 

análise por Neighbor-Joining e PCoA, foi possível verificar a separação dos 

ancestrais dos demais genótipos, o que ratifica a proximidade do teosinte com o 

milho em relação ao Tripsacum sp.; e também a possibilidade de separação entre 

o milho comum e o pipoca, constatando-se que o Tripsacum sp. possui marcas 

que são mais comuns ao milho doce e ao milho pipoca do que em relação ao 

milho comum. Considerando somente os milhos pipoca, pelo método de 

agrupamento UPGMA, obteve-se a formação de cinco grupos, sendo que o quarto 

grupo uniu os acessos brasileiros comerciais IAC-112, IAC-125, UFVM2 Barão 

Viçosa, RS 20 e Jade, com exceção do BRS Angela e Zélia, evidenciando um 

estreitamento da base genética e a necessidade de aumentar a diversidade 

genética nos programas de melhoramento, realizados por instituições públicas e 

privadas. 

Com base nos resultados obtidos, pôde-se concluir, de forma 
sumarizada, que: 

 
a) A técnica Touchdown-PCR proporcionou, à cultura do milho, melhores 

resultados na amplificação de bandas; 

b) A técnica ISSR possibilitou a separação entre os ancestrais e os demais 

genótipos, ratificando a proximidade do teosinte ao milho em geral, quando 
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comparada ao Tripsacum sp. e possibilitou a separação do milho comum e do 

pipoca; 

c) A formação de grupos heteróticos possibilitou observar um possível 

estreitamento da base genética entre os cultivares de milho pipoca disponíveis 

comercialmente; 

d) Pela divergência genética da população de milho pipoca UNB-2U, houve maior 

afastamento genético entre os ciclos C0 e C1 em relação aos C2, C3 e UENFV-

Explosiva (C4). 
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