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RESUMO

AMORIM, E. P. Produtividade de hibridos de milho, derivados de populacoes
So, € associacao com distancia genética baseada em microssatélites. 2005. 97 p.
Tese (Doutorado em Genética e Melhoramento de Plantas) — Universidade Federal
de Lavras, Lavras, MG.'

O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade de se produzir
hibridos inter e intrapopulacionais a partir de populagdes S, de hibridos simples
comerciais e correlacionar as distancias genéticas obtidas por meio de
microssatélites (SSR) entre os parentais com a produtividade de graos e heterose
dos hibridos. Foram utilizadas trés populacdes S, oriundas dos hibridos simples
comercias P30F45, Dow657 e DKB333B obtendo-se 163 hibridos, sendo 110
interpopulacionais e 53 intrapopulacionais. A avaliacio dos hibridos foi
realizada no ano agricola 2003/2004, em Lavras e Lambari, MG, em
delineamento ldtice simples 13 x 13, utilizando-se como testemunhas os trés
hibridos comerciais e suas Sy. Foram avaliados os caracteres altura de planta,
altura de espiga, nimero de espigas, peso de espigas despalhadas e
produtividade de grdos. Os dois hibridos mais e menos produtivos dos
cruzamentos inter e intrapopulacionais foram selecionados e seus genitores
mantidos a partir da autofecundacdo da segunda espiga de cada planta Sy,
genotipados com 47 SSR. Com isso, 48 linhagens parentais S; foram
identificadas e selecionadas para as andlises. Foi estimada a distincia
modificada de Roger (DMR) entre cada par de linhagens S,. As correlagdes
entre as distancias genéticas entre as linhagens parentais e a produtividade de
grdos e heterose dos hibridos foram obtidas por meio da correlacio de
Spearman. Foram identificados hibridos S, interpopulacionais superiores as
testemunhas, em ambos os locais. Em relacdo aos hibridos Sy intrapopulacionais,
ndo se identificou nenhum superior a2 média dos hibridos comerciais utilizados
como testemunhas. Cabe destacar que foram identificados hibridos Sy
intrapopulacionais com produtividade média de grios superior a 10 t ha, o que
pode ser considerada como uma 6tima produtividade. A distdncia genética
média entre todas as linhagens S, foi 0,75, variando entre 0,40 e 0,89, indicando
a existéncia de grande variabilidade genética entre as linhagens. A correlagio
entre DMR e produtividade de grdos foi alta e significativa para os cruzamentos
interpopulacionais (r = 0,84, P < 0,01) e baixa e ndo significativa (r = 0,18, P >
0,05) nos cruzamentos intrapopulacionais.

! Orientador: Dr. Jodo Candido de Souza — Universidade Federal de Lavras.



ABSTRACT

AMORIM, E. P. Grain yield of single cross maize hybrids, derived from S,
populations, and relationship with genetic distance based on microsatellite
markers. 2005. 97 p. Thesis (Doctorate in Genetics and Plant Breeding) —
Federal University of Lavras — Lavras, MG.”

This work was carried out with the objective of evaluate the viability of
producing inter and intrapopulation hybrids of maize from S, populations of
single cross hybrid, and to correlate the genetic distances obtained from
microsatellites markers among the parents and the grain yield and heterosis of
the hybrids. Three S, populations from the single cross hybrids (P30F45,
Dow657 and DKB333B) were used. One hundred and sixty three hybrids, being
110 inter and 53 intrapopulation crosses were obtained. All 163 inter and
intrapopulation hybrids, were evaluated using commercial hybrids and their Sy as
checks in Lavras and Lambari with a single 13 x 13 lattice design. Plant and ear
height, number of ears, unhusked ears yield and grain yield were measured. The
two best and the two poorest hybrids from the inter and intrapopulation crosses
were selected. Their parents were maintained by selfing of the second ear of
each Sy plant, and were genotyped with 47 microssatellite markers (SSR). Then,
48 S, inbred lines were identified and selected for the analysis. Genetic distances
were calculated from SSR data for all possible pair of S; inbred lines using
modified Rogers” distance (MRD). Spearman rank correlation coefficients were
estimated between the genetic distance with grain yield and heterosis for all
hybrids. Interpopulation hybrids more productive than the commercial hybrid
and their Sy checks were identified in both places. There were not identified
intrapopulation hybrids more productive than the checks due probably to the few
number of hybrids, only 53 against 110 interpopulation hybrids. Intrapopulation
hybrids with average grain yield of 10 t ha' were identified, and could be
considered of high productivity. The average genetic distance among all S,
inbred lines was 0.75, varying between 0.40 and 0.89, indicating the existence of
great genetic variability among the inbred lines. The correlation between MRD
and grain yield were high and significant for the interpopulation crosses (r =
0,84 P < 0,01) and low and not significant (r = 0,18, P = 0,05) in the
intrapopulation crosses.

: Major Professor: Ph.D. Jodo Candido de Souza — Federal University of Lavras.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € um dos cereais mais cultivados do mundo e, no
Brasil, mais de 3,6 milhdes de propriedades realizam seu cultivo. No entanto, a
produtividade em nosso pais estd em torno de 3,7 t ha” (IBGE, 2004), enquanto
que em paises desenvolvidos alcanca 8,0 t ha'. Esta variacdo ¢ atribuida as
condig¢des climéticas e as tecnologias empregadas em ambos os grupos de paises
(Pingali e Pandey, 2001).

Nos paises em desenvolvimento, a taxa de aquisi¢do de sementes é
baixa, sendo grande parte das 4reas cultivadas com milho semeadas com
variedade de polinizagdo livre e ou geragdes F, de hibridos comerciais,
denominadas de sementes de paiol. No Brasil, estima-se que, em média, 30% da
area cultivada com milho sejam oriundas destes tipos de sementes (ABRASEM,
2005).

Para Rosinha (2000), a maioria das empresas produtoras de sementes de
milho tem dado énfase a comercializacdo de hibridos simples. Uma das
alternativas para modificar este panorama seria o emprego de hibridos de
linhagens com endogamia intermedidria, como, por exemplo, linhagens Sy até S;.

Para Souza Jr. (1992), pode-se selecionar hibridos simples a partir de
linhagens S; superiores aos hibridos duplos e triplos de linhagens
homozigéticas, devido ao fato de os hibridos simples de linhagens S; explorarem
maiores quantidades de varidncia genética que os triplos e duplos. Alguns
trabalhos tém identificado hibridos obtidos a partir de linhagens parcialmente
endogimicas com produtividade de graos superior ao dos hibridos de linhagens
endogimicas (Souza Jr., 1995; Carvalho et al., 2003; Carvalho, 2004; Salin-
Neto et al., 2004).



Vérias sdo as opc¢des de populacdes que podem ser utilizadas para a
extracdo de linhagens para a produ¢do de hibridos. A mais vidvel, no entanto,
parece ser a utilizacdo de hibridos simples comerciais, j4 que apresentam a
vantagem de ja terem sido testados em varios ambientes, associando, dessa
forma, alta produtividade com grande propor¢do de locos favordveis ja
fixados. O potencial de hibridos simples para a extracao de linhagens tem sido
recentemente avaliado no Brasil (Lima et al., 2000; Souza Sobrinho, 2001;
Bison et al., 2003; Carvalho, 2004).

Dentro desse contexto, o conhecimento da distdncia genética entre
gendtipos € muito 1util porque permite uma melhora na eficiéncia da
amostragem e utilizagdo do germoplasma. Os melhoristas podem fazer uso
dessa informa¢do no momento de tomar decisdes, como a escolha de genitores
para a obtencdo de combinacdes hibridas, com o objetivo de maximizar a
expressdo da heterose (Cheres et al., 2000). A distdncia genética entre
linhagens, obtida com marcadores moleculares, tem sido considerada uma
alternativa vidvel para predi¢des do desempenho de hibridos e das heteroses
dos cruzamentos (Melchinger, 1999).

Baseados na hipétese de associag@o entre heterose e a freqiiéncia de
locos heterozigoéticos afetando a caracteristica, Hallauer et al. (1988) sugeriram a
predicdo da heterose com base em marcadores moleculares. Da mesma forma,
Arcade et al. (1996), considerando a participagio da heterozigosidade no
fendomeno da heterose, sugerem um potencial preditivo da heterose baseado na
quantifica¢do da distancia genética entre os genitores.

Com os marcadores de DNA, varios trabalhos tém sido feitos com o
objetivo de predizer o desempenho de hibridos por meio da genotipagem dos
seus parentais (Ajmone-Marsan et al., 1998; Drinic et al., 2002; Barbosa et al.,

2003; Reif et al., 2003a). De maneira geral, os resultados encontrados na



literatura sdo bastante inconsistentes quanto a eficiéncia da predicdo do
desempenho dos hibridos por meio de marcadores moleculares.

Os marcadores moleculares microssatélites ou SSR sdo indicados como
0os mais promissores para o estudo de diversidade genética e predicdo de
hibridos, uma vez que apresentam heranca Mendeliana e comportamento
codominante, ou seja, permitem a identificagdo de gendtipos homozigéticos e
heterozigdticos na populagdo. Além disso, ja existe um grande conjunto de
microssatélites disponiveis para a utilizagdio em milho, muitos deles
identificados como sendo associados a QTL para produtividade de graos (Sibov
et al., 2003).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade de se produzir
hibridos inter e intrapopulacionais a partir de populacdes S, de hibridos
simples comerciais e correlacionar as distancias genéticas obtidas por meio de
marcadores microssatélites entre as linhagens S; parentais com a produtividade

de grdos e heterose dos hibridos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Estrutura genética das espécies alogamas

Uma espécie € classificada como alégama quando apresenta cerca de 5%
de autofecundacdo, ou seja, 95% de cruzamentos naturais. Estas espécies
apresentam mecanismos para o favorecimento da alogamia que, no caso do
milho, sdo a monoecia, em que as plantas apresentam sexos separados (penddo e
espiga) e a protandria, na qual ocorre a liberagdo do pélen sem que o estigma
esteja receptivo.

A estrutura genética destas espécies estd em fung@o do sistema de
acasalamento, que se processa de maneira aleatéria. Para um melhor
entendimento dessa estrutura, serd considerado um caréter controlado por apenas
um loco com dois alelos B e b, cujas freqiiéncias em uma populagdo sio:

f(B)=p e f(b)=gq; conseqiientemente, a soma destas freqiiéncias é 1. Com

isso, tém-se gametas femininos com os alelos B e b e também gametas
masculinos com os mesmos alelos. Como para esta espécie aceita-se que possa
ocorrer até 5% de autofecundagdo, é necessdrio considerar o coeficiente de
endogamia (F), que mensura a quantidade de locos em homozigose nas
populagdes.

Na auséncia de endogamia (F=0), as freqii€éncias genotipicas sdo
funcdes apenas das freqiiéncias alélicas e, nesse caso, a freqiiéncia do loco em

heterozigose é méaxima para p =¢q =0,5 (Tabela 1). Ao se considerar um nivel

qualquer de endogamia (F # 0), ocorre uma redu¢do na quantidade de locos em

heterozigose e conseqiiente aumento nos locos em homozigose.



TABELA 1. Gen6tipos e freqiiéncias genotipicas de uma populacido alégama.

Genotipos  Fregiiéncias genotipicas (F#0) Freqii€ncias genotipicas (F=0)

BB P’ +Fpq P’
Bb 2pq—2Fpq 2pq
bb q’ +Fpq q’

Ao se estender a Tabela 1 para um maior nimero de locos e alelos,
pode-se verificar que as populagdes aldgamas apresentam parte dos locos em
homozigose e parte dos locos em heterozigose, e suas propor¢des estdo em
funcao das freqiiéncias alélicas e da presenga ou ndo de endogamia.

Para Falconer e Mackay (1996) considerando apenas um loco e na
auséncia de endogamia, selecdo, mutacdo, deriva genética e migracdo, as
freqiiéncias alélicas e genotipicas ndo se alteram no decorrer das geracgdes,
fendmeno conhecido como Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Ocorrendo endogamia, e se este coeficiente ndo se alterar ao longo das
geracoes, as freqiiéncias alélicas e genotipicas também se mantém constantes, ou
seja, encontram-se em Equilibrio de Wright. Para estas populagdes, ocorrendo
endogamia, selecdo, mutacdo, deriva genética e ou migracdo as freqii€ncias
alélicas e genotipicas alteram-se ao longo das geragdes, ou seja, as populacdes
deixam o equilibrio (Falconer e Mackay, 1996). No entanto, basta uma geracdo
de intercruzamento, ao acaso, para que as populacdes voltem ao estado de
equilibrio.

Para Souza Jr. (2001), a alogamia tem uma série de conseqiiéncias para
o melhoramento genético, das quais podem-se citar:

= parte dos locos estd em heterozigose, permitindo, dessa forma, que
alelos recessivos deletérios ou letais estejam presentes (carga

genética);



= as plantas ndo transferem seu genétipo para a descendéncia; ele é
formado aleatoriamente em cada geracdo;

= a endogamia, usualmente praticada por meio da autofecundagdo, é
utilizada normalmente e ¢ onde a depressdo por endogamia adquire
maior importancia;

= a variabilidade genética das populagdes estd associada as diferencas
entre plantas, envolvendo tanto os locos em homozigose quanto os em
heterozigose;

= o melhoramento destas espécies é feito aumentando-se as freqii€ncias
dos alelos favordveis dos caracteres de importancia econdmica e ou

agrondmica que serdo submetidos a selecao.

O melhoramento de milho, visando a produg¢do de hibridos, estd baseado
na identificacdo das melhores linhagens endogdmicas e posteriores cruzamentos
entre estas para a obtenc@o de hibridos superiores. Estas linhagens apresentam
reducdo no vigor e produtividade quando submetidas a sucessivos ciclos de
autofecundacdo, devido & maior carga genética e a menor quantidade de locos

em heterozigose.

2.2 Endogamia em milho

Endogamia pode ser definida como sendo o excesso de homozigotos
em relacdo a populagdo em equilibrio, em conseqiiéncia de cruzamentos entre
individuos aparentados. Este efeito ja era conhecido pelas antigas civilizagdes
e € devido a alelos recessivos deletérios em homozigose. Em milho, o
fendmeno da endogamia leva a uma redugdo no vigor, produtividade e
retardamento no florescimento. De acordo com Hallauer (1990), em média, a

altura de plantas € reduzida em 25%, o niimero de dias para o florescimento



aumenta em 6,8% e a produtividade de grdos pode ser reduzida em até 68%,
quando comparam-se linhagens endogdmicas com ndo endogimicas.

Por meio da genética quantitativa, a depressdo por endogamia pode ser
quantificada pela reducdo na média, que ocorre devido a efeitos genéticos nao
aditivos. O incremento dos homozigotos ou o decréscimo na freqiiéncia dos
genétipos heterozigdticos leva a endogamia, alcancando seu mdximo com a
autofecundagao (Miranda Filho, 1999).

Uma maneira prética para a estimativa da depressdo por endogamia pode

ser visualizada por meio da seguinte expressao:

_ (fl;S_O)

D *100

K

em que:

D : depressdo por endogamia;

F'1: média do hibrido comercial;

S, : média da populacdo Sy do hibrido comercial.

Existem vérios trabalhos que citam as estimativas de depressdo por
endogamia para vdrias caracteristicas agrondmicas, empregando diferentes
populagdes em milho.

Hallauer e Sears (1973) avaliaram as modificagdes ocorridas em
caracteristicas agrondmicas associadas a endogamia durante sete geracdes de
autofecunda¢do da populagdo Jlowa Stiff Stalk Syntetic (BSSS). A
produtividade de grios foi reduzida em torno de 4.490 kg ha' entre as
geracdes Sy e S7, tendo a produtividade das linhagens S; sido, em média,

superior as linhagens S¢ em 20%.



Good e Hallauer (1977) observaram taxas similares de depressdo por
endogamia em linhagens selecionadas da populacdo BSSS, a partir de trés
sistemas de acasalamento: autofecundagdo, progénies de irmdos completos e a
combinacdo de ambos. A redu¢@o na produtividade de graos ficou em torno de
4.600 kg ha” e detectou-se também um incremento de 5,2 dias para o cardter
florescimento entre as geracdes Sy e S7.

Aradjo e Gerage (2002) utilizaram nove hibridos comerciais de milho e
quatro populacdes para estimar a depressdo por endogamia. Estes genétipos
foram semeados em esquema que possibilitasse obter os 78 hibridos para
posterior avaliacio em dialelo. Além disso, os treze genétipos foram
autofecundados, obtendo-se a geracdo S;, que também foi avaliada. Observaram-
se valores de depressdo por endogamia de 20% a 66% entre os hibridos e de
42% a 62% entre as populacdes. De maneira geral, as populacdes apresentaram
tendéncia de valores relativamente altos de endogamia devido, em parte, a pouca
selecdo realizada nestes genotipos.

Recentemente, Simon et al. (2004) utilizaram oito populagdes S, de
milho-pipoca com o objetivo de obter estimativas de depressdo por endogamia.
Estas populagdes foram autofecundadas, obtendo-se as geragdes S; que,
juntamente com as populacdes Sy, foram avaliadas em dois anos. As estimativas
de depressdo por endogamia variaram de 5,38% a 58,80%. Estas estimativas estdo
de acordo com as obtidas por Hallauer e Miranda Filho (1988) com milho comum.

De maneira geral, observa-se uma grande variacdo entre as estimativas
de depressdo por endogamia em diferentes populacdes de milho. Esta variagao
estd associada, em parte, ao grau de parentesco entre os gendtipos sendo que,
quanto maior o relacionamento genético, mais expressivo € o valor da depressao
por endogamia (Miranda Filho, 1999).

A exploragdo da heterose dentro de um programa de melhoramento de

milho é fator crucial para o sucesso na obtencdo de hibridos com desempenho



produtivo superior. A endogamia associada as linhagens e a heterose explorada

nos cruzamento tém sido a base do sucesso do milho hibrido.

2.3 Heterose em milho

A definicdo de heterose estd associada ao vigor observado em
cruzamentos entre individuos geneticamente divergentes, resultando no
aumento, em valor, dos caracteres quantitativos observados nos hibridos em
relacdo aos pais (Suresh e Khasma, 1975).

Do ponto de vista prético, a heterose é obtida em relacdo a média dos
genitores ou ao genitor superior (heterobeltiose) ou ainda sobre as melhores
testemunhas como, por exemplo, hibridos comerciais ou suas geragdes
avancadas (Suresh e Khasma, 1975).

O termo heterose (h) ou vigor hibrido foi proposto por Shull (1948) e

representa a superioridade da gerac@o F; em relagdo a média dos genitores, ou seja:

2

em que:

h : heterose;

F, : média do hibrido;

vl

: média do genitor 1;

: média do genitor 2.

o

Existem vdrias hipéteses para explicar a heterose, algumas baseadas na
dominancia, ou seja, existe superioridade do heterozigoto como resultado do

alelo deletério recessivo, encoberto pelo alelo dominante. Por outro lado, a



hipétese de sobredominincia pressupde que o heterozigoto é superior a ambos
os homozigotos. Evidéncias atuais permitem afirmar que ndo ocorre a
sobredominancia (Crow, 2000). Além das interacdes alélicas de dominancia,
também as interacdes epistdticas sdo utilizadas para explicar a heterose
(Goodnight, 1998).

De acordo com Falconer (1981), a heterose estd em funciao do quadrado
da diferenca entre as freqiiéncias alélicas dos genitores, ou seja, da divergéncia
genética e também dos efeitos de dominéncia dos alelos que controlam o carater
em questao.

Recentes estudos com marcadores moleculares associados a locos que
controlam caracteristicas quantitativas (QTL) tém indicado que, quando duas
linhagens possuem diferentes contetidos de DNA, isto é, divergéncia genética
para locos de importancia agrondmica, a heterose ocorre de maneira expressiva
(Fu e Dooner, 2002).

Para o melhoramento do milho, o fendmeno da heterose é de grande
importincia para o desenvolvimento de hibridos cada vez mais produtivos e
adaptados as mais diversas condi¢des edafocliméticas.

Para maximizar a heterose, as populacdes sdo alocadas em grupos
heteréticos distintos e esses grupos heteréticos sd@o formados incluindo-se
populacdes, linhagens ou sintéticos, em grupos, de tal forma que, dentro de
grupos, os cruzamentos nao manifestem heterose ou esta heterose € muito baixa,
enquanto que entre grupos os niveis de heterose sio elevados.

Como a heterose s6 se manifesta quando as populac¢des sdo divergentes
geneticamente e quando o cardter tiver alto nivel de dominancia direcional
(Falconer e Mackay, 1996), pode-se direcionar os cruzamentos para capitalizar a
heterose nos hibridos e, conseqiientemente, os hibridos formados por

cruzamentos de linhagens oriundas de diferentes grupos heterdticos apresentarao
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desempenhos superiores daqueles hibridos formados por cruzamentos de
linhagens oriundas do mesmo grupo heterdtico (Hallauer et al., 1988).

Os grupos heterdticos sdo obtidos utilizando-se um delineamento
genético apropriado, denominado de cruzamentos dialélicos, no qual uma série
de genétipos s@o cruzados entre si, em todas as combinagdes possiveis. Este
delineamento permite a estimativa da capacidade geral de combinacdo (CGC) e
da capacidade especifica de combina¢do (CEC) das linhagens.

Os conceitos das CGC e CEC sao titeis na caracterizacdo das linhagens
em cruzamentos, estando a CGC associada aos efeitos aditivos dos alelos € a
CEC aos efeitos ndo aditivos (domindncia e epistasia). Os cruzamentos
dialélicos t€m sido muito utilizados no melhoramento de milho e se mostrado
eficientes para detectar divergéncias genéticas entre linhagens e a alocagdo
destas em grupos heteréticos distintos (Han et al., 1991; Gonzalez et al., 1997;
Terron et al., 1997; Soengas et al., 2003).

Recentemente, marcadores moleculares t€ém sido empregados para a
alocacdo de linhagens de milho em grupos heteréticos. De maneira geral, a
alocagdo de linhagens em grupos heteréticos distintos com base em marcadores
moleculares t€m confirmado a alocag@o destas mesmas linhagens em grupos
heteréticos por meio de dialelos.

Liibberstedt et al. (2000) genotiparam 51 linhagens representativas dos
grupos heterdticos dent e flint, com oito combinagdes de primers AFLP, com o
objetivo de investigar a utilidade deste marcador em alocar linhagens em grupos
heterdticos. A andlise de coordenadas principais das similaridades genéticas
permitiu observar um claro agrupamento das linhagens em dois grupos distintos:
grupo flint e grupo dent. Foi observada uma alta correlag@o entre a similaridade
genética obtida por meio de AFLP e dados de genealogia (r = 0,84, P < 0,01).

Reif et al. (2003a) genotiparam 20 populagdes de milho com 83

marcadores microsatélites (SSR), sendo cinco subtropicais, duas temperadas,

11



onze subtropicais intermedidrias, duas populacdes temperadas intermedidrias e
duas subtropicais adaptadas, mantidas pelo CIMMY'T. Os valores de distancias
genéticas foram correlacionados com dados de heterose, obtidos por meio de
cruzamentos dialélicos entre estas populagdes. Os valores de correlagdo foram
positivos e significativos, variando de 0,18 a 0,56. Observou-se a formagdo de
dois grupos heterdticos distintos, um composto pelas populac¢des subtropicais e
outro pelas temperadas.

Pinto et al. (2003) genotiparam 18 linhagens S; derivadas das
populagdes BR-105 e BR-106 com marcadores RFLP com o objetivo de alocar
estas linhagens em grupos heteréticos. Estas mesmas linhagens foram
intercruzadas em esquema dialelo inter e intrapopulacional, no qual avaliou-se a
produtividade de graos e foram estimadas a capacidade geral de combinacdo e a
capacidade especifica de combinacdo. Observou-se que a alocacdo destas
linhagens em grupos heterdticos, com base em RFLP, foi muito similar as
estimativas por meio de cruzamentos dialélicos.

A associagdo da endogamia das linhagens, da heterose capitalizada com
os cruzamentos e de grupos heterdticos, alocando as linhagens em grupos bem
definidos, sdo fatores chave para o progresso genético do milho nas tltimas

décadas.

2.4 Relacionamento entre distincia genética e heterose

Dentro de um programa de melhoramento, o conhecimento da distncia
genética entre gendtipos é muito ttil porque permite uma melhora na eficiéncia da
amostragem e utilizacdo de germoplasma. Os melhoristas podem fazer uso desta
informagdo no momento de tomar decisdes, como a escolha de gendtipos para o
desenvolvimento de populagdes, alocagcdo de grupos heterdticos ou, mesmo, para
facilitar a identificacdo de diversos genitores para a obtencdo de combinacgdes

hibridas, com o objetivo de maximizar a expressao da heterose (Cheres et al., 2000).
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Considerando duas populagdes w1l e w2, em equilibrio de Hardy-
Weinberg, e sua populagdo hibrida ®1 x ©2 e assumindo dois alelos por loco
com auséncia de epistasia, obtém-se o seguinte relacionamento entre as médias

destas populacdes (Falconer e Mackay, 1996):
AH (T1XT2) = iy oy = (Hoy + Hz2) 12= Y y7d; = Y DMR? (wlxx2)d,

em que AH é a variacdo na heterose, dl. é o efeito de dominancia do locos i,

y; € a diferenca da freqiiéncia alélica e DMRl-z(ﬂlxn2) corresponde ao

quadrado da distdncia modificada de Roger do locos i entre ml e m2.

Conseqiientemente, com domindncia direcional (d;, > 0), é esperado um

incremento na heterose com o aumento da distdncia genética entre wl e w2
(Falconer, 1981). Com isso, a DMR € especialmente indicada para estudos que
tenham como objetivos a predicdo da heterose, por meio da dissimilaridade
genética entre individuos e o estabelecimento de grupos heteréticos (Reif et al.,
2005).

Melchinger (1999), revisando o trabalho de Dhillon et al. (1993) com
grupos heter6ticos, observou um incremento de 19% na distancia genética média
entre os genitores, 33% na heterose e 16% na produtividade de grdos dos
hibridos entre grupos heteréticos sobre os hibridos obtidos dentro do mesmo
grupo heterético. Para o autor, isto implica que a endogamia pode afetar as
médias dos hibridos intra, porém, ndo de intergrupos heterdticos.
Conseqiientemente, a alta intensidade de sele¢@o dentro de cada grupo heterdtico
ndo ¢é prejudicial para as médias dos hibridos intergrupos, pelo menos em curto

prazo.
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De acordo com os resultados de Moll et al. (1962 e 1965), citados por
Melchinger (1999), existe um nivel 6timo para a distincia genética entre
genitores sendo que, apds este valor, ambos, heterose e desempenho dos
hibridos, declinam em fung¢éo da falta de adaptagdo dos mesmos.

A distancia genética entre linhagens, obtida com marcadores
moleculares, tem sido considerada uma alternativa vidvel para predi¢cdes do
desempenho de hibridos e das heteroses dos cruzamentos. O seu principio estd
na associacio entre heterose e medidas indiretas de diversidade genética para
cruzamentos entre linhagens de milho ou mesmo para cruzamentos inter-raciais
(Hallauer et al., 1988). Dessa forma, reduzindo-se o nivel heterozigdtico,
normalmente ocorre uma reducdo no desempenho e vigor, causada pela
depressdo por endogamia.

Baseados na hipétese de associag@o entre heterose e a freqiiéncia de
locos heterozigdticos afetando a caracteristica, Hallauer et al. (1988) sugeriram a
predicdo da heterose com base em marcadores moleculares. Da mesma forma,
Arcade et al. (1996), considerando a participacio da heterozigosidade no
fendmeno da heterose, sugerem um potencial preditivo da heterose baseada na

quantificacdo da distncia genética entre os genitores.

2.5 A utilizacio de hibridos e o progresso genético em milho

Os primeiros trabalhos de melhoramento com milho foram realizados
por East (1908) e Shull (1909), que relataram, isoladamente, a perda de vigor
das plantas devido a sucessivas autofecundagdes e a sua restauracdo por meio da
hibridacdo. Uma grande limitacdo a aplicabilidade desta técnica era o seu alto
custo, em funcdo da baixa produtividade das linhagens e, por este motivo, ndao

foi imediatamente disseminada entre os agricultores.
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Jones (1918) sugeriu o cruzamento entre dois hibridos simples, obtendo-
se, com isso, um hibrido duplo. A partir desse momento, a producdo de sementes
hibridas tornou-se economicamente vidvel e de amplo uso entre os agricultores.

Nos Estados Unidos da América, o primeiro hibrido duplo de milho foi
lancado entre os anos de 1920 e 1930 e superava as variedades de polinizagdo
aberta da época em produtividade, além de apresentar maior estabilidade e
tolerancia as condi¢des edafoclimdticas adversas. Por volta dos anos de 1950,
aproximadamente 100% da area cultivada com milho eram compostas de
hibridos duplos (Hallauer, 1990).

No Brasil, os primeiros trabalhos com hibridos de milho foram
realizados pelo Instituto Agrondémico de Campinas, que langou o primeiro
hibrido duplo brasileiro em 1939.

Com o progressivo melhoramento genético das linhagens, a utilizacdo de
hibridos simples tornou-se vidvel economicamente. J4 a partir de 1970,
praticamente todo o milho cultivado nos EUA era de hibridos simples. No
Brasil, existe uma tendéncia de substitui¢do dos hibridos duplos pelos simples,
como ocorreu nos EUA.

Em relacdo ao progresso genético, Vencovsky e Ramalho (2000)
encontraram valores médios de 71 kg ha” ano” no Brasil. J4 Duvick (1994),
avaliando hibridos comercializados nos EUA entre os anos de 1934 e 1991,
observou um incremento em produtividade, médio, de 1% ao ano, sem
indicativo de estabilizacdo neste patamar. Em parte, a manuteng¢do dos ganhos
genéticos no milho, neste patamar, deve-se a correta selecdo de populagdes para

a extracdo de linhagens promissoras.
2.6 Tipos de hibridos de milho

De maneira geral, os tipos de hibridos podem ser divididos em duas

categorias: hibridos normais e hibridos modificados. Os primeiros sao
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produzidos por meio de linhagens ndo relacionadas e os modificados por meio
de linhagens aparentadas (Souza Jr., 2001).

Quanto aos hibridos normais, existem basicamente trés tipos: hibridos
simples, duplos e triplos. Os hibridos simples sdo o produto do cruzamento de
duas linhagens; os hibridos duplos, o produto do cruzamento de dois hibridos
simples e os hibridos triplos, obtidos pelo cruzamento de um hibrido simples e
uma linhagem. Tém-se dois tipos de hibridos triplos: o tipo I, em que o hibrido
simples € obtido da populacdo 1 e a linhagem oriunda da populagdo 2 e o tipo II,
no qual o hibrido simples € obtido da populacdo 2 e a linhagem oriunda da
populagdo 1.

Os hibridos modificados podem ser divididos em simples e triplos
modificados. Os hibridos simples modificados podem ser do tipo I, quando as
duas linhagens genitoras sdao modificadas; tipo II, quando uma linhagem
modificada oriunda da populacdo 1 é cruzada com uma linhagem pura da
populacdo 2 e tipo III, quando uma linhagem pura oriunda da populacdo 1 é
cruzada com uma linhagem modificada da populacdo 2. Os hibridos triplos
modificados podem ser do tipo I, no qual a linhagem modificada oriunda da
populacdo 2 é cruzada com o hibrido simples da populagdo 1, e tipo II, em que a
linhagem modificada oriunda da populacdo 1 é cruzada com o hibrido simples
da populacgdo 2 (Souza Jr., 1992).

De acordo com Souza Jr. (2001), as populacdes de espécies aldgamas
apresentam elevada depressdao por endogamia e, por este motivo, as linhagens
endogimicas geralmente possuem baixa produtividade. Para contornar este
problema, os hibridos duplos e triplos foram propostos, uma vez que, ao contrério
dos hibridos simples, as sementes destes hibridos s@o colhidas de hibridos simples,

que sdo mais produtivos que linhagens, ja que a depressao por endogamia € nula.
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2.7 Selecao de populacoes para a obtencao de linhagens
O sucesso de um programa de melhoramento estd associado a selecdo de

populagdes para a obtencdo de linhagens. De maneira geral, o desempenho de
um hibrido qualquer é funcao: F=m+a+d, em que m+a representa a

contribui¢do dos locos em homozigose ja fixados e d estd associado ao desvio
dos heterozigotos em relacdo a média (Souza Jr., 2001). Com isso, um bom
hibrido depende de uma média alta entre os pais (m+a) e do grau de
divergéncia entre os mesmos.

Vencovsky (1987) propds uma forma pritica de obtencdo da
contribuicdo dos locos em homozigose (m+a) por meio da avaliagdo

simultinea das geragdes Sy e S, fazendo-se o contraste 25, -, .

Em relagdo a divergéncia genética entre as linhagens parentais (d ), esta
pode ser estimada por meio de caracteres morfoldgicos (Amorim, 2002),
marcadores moleculares (Amorim et al., 2003) e cruzamentos dialélicos (Souza
Sobrinho et al., 2002).

A extragdo de linhagens pode ser implementada desde variedades de
polinizacdo aberta até hibridos simples comerciais. Estes tltimos apresentam a
vantagem de ja terem sido testados em vdrios ambientes, associando, dessa
forma, alta produtividade com grande proporcao de locos favordveis ja fixados.

Lima et al. (2000) avaliaram 169 familias Sq., as geragdes Fy, Sp e S,
dos hibridos DKB333B, Z8392 e AG1051. Os autores relatam que a variagdo
para m+a oscilou entre 3,64 t ha' para o hibrido Z8392 a 6,51 t ha™ para o
hibrido AG1051. Para os autores, linhagens superiores poderiam ser obtidas a
partir do hibrido AG1051.

Um trabalho semelhante foi realizado por Bison et al. (2003), avaliando
o potencial dos hibridos simples comerciais AG9012 e DKB333 como fontes

para a extracdo de linhagens. Os autores avaliaram 169 familias S,.;; obtidas a

17



partir de dois hibridos comerciais. Em funcdo das estimativas de média,
herdabilidade e ganhos esperados com a selecdo, concluiu-se que as duas
populagdes sdo Stimas alternativas para a extracdo de linhagens, em especial a
populagdo derivada do hibrido DKB333.

Comparando-se populag¢des de hibridos comerciais com as variedades de
polinizacdo aberta (VPA), ainda muito utilizadas como fontes de linhagens, fica
facil perceber que as primeiras sdo superiores as VPA, visto que as mesmas,
geralmente, sdo pouco melhoradas. Com isso, sdo necessdrios trabalhos
adicionais de melhoramento, o que conduz a um maior aporte financeiro e tempo
para a obteng¢do das linhagens.

Do exposto, conclui-se que os hibridos simples comerciais sdo
germoplasmas prioritdrios para a extragdo de linhagens em um programa de
melhoramento, j& que foram extensivamente melhorados, tendo acumulados
véarios alelos desejdveis. Com isso, o trabalho do melhorista é diminuido,
principalmente nas empresas privadas, onde a pressido por novos langcamentos de
hibridos é muito grande.

Recentemente, tem sido proposta a utilizacdo de linhagens com
endogamia intermedidria (0 <F <1) para a obtencdo de hibridos. Esta metodologia
tem como objetivo reduzir os problemas relacionados com a depressdo por
endogamia que ocorre com as sucessivas geracdes de autofecundacdo,
conduzindo a redugio no vigor e a queda na produtividade (Souza Jr., 2001).

Linhagens Sy ou S; ainda apresentam variabilidade genética dentro, o
que poderia inviabilizar a sua manutenc¢do. Por outro lado, Carlone e Russel
(1988) observaram que a producdo de sementes de linhagens S, pode ser até
70% superior a de linhagens Sg delas derivadas, indicando com isso seu uso para
a obtencdo de hibridos. Os autores ainda destacaram que estas linhagens
apresentam menor interacdo gendtipos por ambientes, quando comparadas com

linhagens com alto grau de endogamia.
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Bernardo (1991) demonstra que a correlagdo entre o desempenho de
um individuo em geracdes precoces (n) e do seu respectivo gendtipo em
geragdes avangadas (n’) (r,G,) € representada pela expressdo

75,G

=1, G,h, , 0 que significa que esta correlagdo é fungdo da raiz quadrada
da herdabilidade na geracdo precoce e do desempenho das progénies nas
geracdes n e n’ . Esta correlacdo é igual a 0,87 para linhagens S,, 0,94 para S;
e 0,97 para S;. A partir de S;, a correlagdo com a geragdo S.. pode ser
considerada muito elevada (0,94).

Na mesma época, Souza Jr. (1992) demonstrou que as diferengas entre
as variancias genéticas dos hibridos simples de linhagens S; (F = 0,75) e de
linhagens S.. (F = 1) s@o pequenas, em especial a varidncia aditiva, como pode
ser visualizado na Tabela 2.

Souza Jr. (1995) avaliou o comportamento de 80 hibridos simples
obtidos a partir de oito linhagens S; da populacdo BR105 e dez da populagdo
BR106. O autor verificou que 27 hibridos S; x S; superaram a média dos cinco
hibridos comerciais utilizados como testemunhas superiores e que seis hibridos
S3 x S3 superaram a testemunha superior, um hibrido simples comercial.

Ao avaliar 90 progénies S, de cada uma das populagdes de milho BR106
e IAPAR-26, Aratjo (2000) verificou que a maior média de um hibrido S, foi
15,6% superior a média do hibrido P3041 utilizado como testemunha e 35,1%
superior a média das populacdes parentais.

Carvalho et al. (2003), conduzindo um experimento de avaliacido de
135 hibridos obtidos a partir de progénies S, nos estados de Minas Gerais e
Roraima, verificaram que 17% dos hibridos S, x S, superaram o hibrido
DKB333B utilizado como testemunha enquanto que 46% superaram a média

do hibrido duplo comercial C-435.
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TABELA 2. Coeficientes de varidncias genéticas interpopulacionais de
hibridos simples (HS), duplos (HD) e triplos (HT) obtidos de
linhagens completamente endogimicas, comparados com
hibridos simples obtidos de linhagens com diferentes graus de
endogamia. Adaptado de Souza Jr. (1992).

Variancia genética

Tipos de linhagens F o fm o 121 o [2) ;
S (HS) 0,00 0,2500 02500 0,2500
S, (HS) 0,50 0,3750 0,3750 0,5625
Sz (HS) 0,75 0,4375 0,4375 0,7656
Se (HS) 1,00 0,5000 0,5000 1,0000
S (HT) 1,00 0,5200 0,5000 0,5000
S (HD) 1,00 0,2500 0,2500 0,2500

2 A . L. .. . . - N
O ,,, : variancia genética aditiva interpopulacional com a populagdo 1 de referéncia;
0%, varianci ética aditiva int lacional lagdo 2 de referéncia;

o1 - variancia genética aditiva interpopulacional com a populagdo 2 de referéncia;

2 A s oo . . .

O 1, : variancia genética dominante interpopulacional;

F : coeficiente de endogamia.

Oito hibridos de milho obtidos a partir de linhagens parcialmente
endogamicas S; foram avaliados em nove municipios do estado de Goids,
utilizando-se como testemunhas duas variedades (V), dois hibridos simples
(HS), dois hibridos duplos (HD) e dois hibridos triplos (HT) (Salin-Neto et al.,
2004). A média dos hibridos S; x S; foi semelhante a média das testemunhas.
Por outro lado, comparando-se a média dos trés hibridos S; x S; mais
produtivos verificou-se que esta foi superior em 7%, 16%, 21% e 27% para os
HS, HT, HD e V, respectivamente.

Os hibridos de linhagens parcialmente endogamicas sdo uma alternativa
aos hibridos tradicionais, uma vez que, por ndo ser necessdria a condugdo das
linhagens até a homozigose completa, o tempo dispensado para a obtencdo de

sementes € sensivelmente reduzido, possibilitando com isso o fornecimento de
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sementes de qualidade a um custo mais acessivel para pequenos produtores
rurais que hoje ndo t€m acesso a hibridos de qualidade, em fun¢do do seu alto

custo.

2.8 Predicio do desempenho de hibridos de milho por meio de marcadores
bioquimicos e moleculares

No século XX, dados isoenzimdticos, em combinagdo com
cromatogréfica de zeinas, foram utilizados para examinar a diversidade genética
em germoplasma de milho. Estes estudos tiveram grande impacto na andlise da
pureza dos hibridos como descritores adicionais para a identificacio de
cultivares e linhagens.

Além disso, pesquisas também foram conduzidas para avaliar a
utilidade das isoenzimas como critério de selecdo e predicdo, obtendo-se
resultados variados (Gonella et al., 1978; Frei et al., 1986; Lankey et al., 1987;
Messmer et al., 1992).

As isoenzimas foram utilizadas extensivamente nas andlises de milho,
porém este marcador apresenta algumas limitacdes. Dentre elas destacam-se o
pequeno nudmero de locos amostrados, poucos locos polimérficos no
germoplasma elite, pequeno nimero de sistemas isoenzimdticos disponiveis, ndo
cobertura completa do genoma e influéncia ambiental sobre a atividade
enzimatica (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Com o advento das modernas técnicas de biologia molecular, surgiram
diversos marcadores moleculares que detectam polimorfismo genético
diretamente ao nivel de DNA. Para Milach (1998), estes marcadores podem ser
classificados em dois grupos: hibridiza¢do e amplificacdo de DNA. Entre os
identificados por hibridizacdo estdo os marcadores RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism) e minissatélites ou locos VNTR (Variable

Number of Tandem Repeats). Ja os revelados por amplificagdo do DNA
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incluem os marcadores do tipo RAPD (Random Amplification of Polymorphic
DNA), SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions), STS (Sequence
Tagged Sites) ou ASA (Amplified Specific Amplicon), microsatélites ou SSR
(Simple Sequence Repeats) e AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism).

Com os marcadores de DNA, varios trabalhos tém sido feitos com o
objetivo de predizer o desempenho de hibridos por meio da genotipagem dos
seus genitores. De maneira geral, os resultados encontrados na literatura sdao
bastante inconsistentes quanto a eficiéncia da predi¢do do desempenho dos
hibridos por meio de marcadores moleculares (Souza Jr., 2004).

Para Melchinger (1999), nos cruzamentos intragrupos, as correlacdes
entre as distincias genéticas (DG) dos parentais com a producio de grdos dos
hibridos simples e suas heteroses (h) variam de moderadas a altas. Esta
observacdo pode estar associada aos seguintes fatores: um oculto relacionamento
entre alguns genitores considerados como sendo nio relacionados, baseados em
dados de genealogia e a presenca de uma mesma fase de ligacdo entre QTL e
marcador nos genitores, a qual resulta em uma covariancia positiva entre DG e
h. J& para os cruzamentos intergrupos, a correlacio DG e h, normalmente, é
baixa, em funcdo de diferentes fases de ligacdo entre QTL e marcador nos
parentais, levando a valores positivos e negativos que se cancelam, deixando de
contribuir para a covariancia entre DG e h.

Smith et al. (1994) demonstraram que dados gerados a partir de 20
primers AFLP, em 35 linhagens endogdmicas de milho apresentaram uma
correlagcdo de 0,91 com a producdo de grios e 0,84 com a heterose de
hibridos simples. Por outro lado, Lanza et al. (1997) encontraram valores de
correlacdo baixos entre as distdncias genéticas e a produgdo de graos dos
hibridos simples obtidos a partir de 18 linhagens genotipadas com

marcadores RAPD.
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Ao avaliarem 13 linhagens endogimicas de milho, utilizando 209 AFLP
e 135 RFLP, Ajmone-Marsan et al. (1998) encontraram correlacdes entre
distancias genéticas e desempenho dos F, para a producdo de grdos positivas,
porém, de baixo valor preditivo; entretanto, a correlacdo entre distdncias
genéticas e capacidades especificas de combinacdo, para produgdo de grios, foi
alta, apresentando, dessa forma, valor preditivo.

Barbosa et al. (2003) genotiparam linhagens S; derivadas das
populagdes BR-105 e BR-106 com marcadores AFLP e SSR. As linhagens
foram intercruzadas em esquema dialelo, obtendo-se hibridos intra e
interpopulacionais, que foram avaliados em trés locais do estado de Sao Paulo.
Coeficientes de correlagdo da distdncia genética com produtividade de graos e
heterose foram altos para BR-106 x BR-106 (r = 0,91 para AFLP e 0,82 para
SSR), moderados para BR-105 x BR-105 (r = 0,52 para AFLP e SSR) e baixos
para BR-106 x BR-105 (r = 0,29 para AFLP e 0,16 para SSR). A baixa
correlacdo interpopulacional, provavelmente, estd associada a pequena variagdo
na distancia genética entre os genitores causada, por uma prévia selecdo para
capacidade de combinacao.

Benchimol et al. (2000), trabalhando com as mesmas populagdes, ja haviam
observado valores de correlacdo de 0,40 e 0,83 entre as distancias genéticas e o
desempenho dos hibridos intrapopulacionais das populacdes BR-105 e BR-106,
respectivamente. A correlagdo entre distancia genética e o desempenho dos hibridos
interpopulacionais BR-106 x BR-105 foi de 0,19.

Parentoni et al. (2001) avaliaram 378 hibridos obtidos a partir de 28
variedades de polinizacdo aberta em dez ambientes no Brasil. Estas variedades
foram genotipadas com 50 marcadores RAPD, com o objetivo de correlacionar a
capacidade especifica de combinacdo com a distdncia genética entre os

genitores. A correlagdo encontrada foi baixa e positiva (r = 0,16). Para os
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autores, uma possivel causa desta baixa correlagdo estd associada a ndo
utilizacdo de marcadores ligados a QTL para produtividade de grios.

Com o objetivo de investigar o relacionamento entre heterose e distancia
genética, determinada por meio de microsatélites, Reif et al. (2003b)
genotiparam sete populagdes de milho. Estas populagdes foram cruzadas em
esquema dialelo e os hibridos avaliados em sete locais em relacdo a
produtividade de grdos. A correlacdo foi alta e significativa nos cruzamentos
intergrupos (r = 0,63) e, segundo os autores, estes resultados vém de encontro
aos obtidos por Melchinger (1999), que indicava a associag@o entre heterose e
distancia genética somente nos cruzamentos intragrupos.

Resultado semelhante foi encontrado por Drinic et al. (2002) quando
genotiparam doze linhagens de diferentes origens, agrupadas em dois grupos,
segundo sua maturidade, com marcadores SSR. As linhagens foram cruzadas em
esquema dialelo inter e intragrupos e seus hibridos avaliados em dois locais por
dois anos. Os autores observaram que ndo houve uma tendéncia de maior
associacdo entre produtividade de graos e distdncia genética nos cruzamentos
intragrupos. Estes resultados indicam que o agrupamento das linhagens em
grupos heterdticos, com base em marcadores moleculares, ndo melhora a
correlacdo entre a heterose e a distdncia genética nos cruzamentos inter ou
intragrupos.

E uma pritica muito comum, em estudos para a estimativa da
distancia genética, que um conjunto de marcadores moleculares que cubram
o genoma seja prioridade. No entanto, estes marcadores, na maioria das
vezes, nao estdo associados a QTL influenciando diretamente a caracteristica

alvo da selecdo.
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2.9 Mapeamento de QTL associados a caracteristicas agrondomicas

A grande maioria das caracteristicas agrondmicas de interesse apresenta
variagdo fenotipica e distribui¢do continua. Esta distribui¢do estd associada ao
seu controle genético e a interagcdo com o ambiente. Varios locos interagem,
resultando na expressdo de uma determinada caracteristica como, por exemplo,
produtividade de graos, crescimento volumétrico e precocidade. Esses locos sdao
denominados “QTL, do inglés Quantitative Trait Loci”’, ou seja, locos
controladores de caracteristicas quantitativas. De maneira geral, QTL € a regido
gendmica identificada por um marcador molecular que pode conter um ou mais
locos quantitativos.

De maneira geral, os caracteres quantitativos sdo estudados por andlises
estatfsticas baseadas no fato de que a variabilidade na expressdao de um caréter
resulta de vérios locos segregantes que interagem com o ambiente (Fisher,
1918). Segundo Tanskley (1993), utilizando cruzamentos controlados entre pais
com fendtipos contrastantes, os melhoristas estimam a herdabilidade, o nimero
de locos relevantes, o grau de dominéncia, a aditividade e a heterose e também
as interagdes gene por gene e gene por ambiente. Os resultados destes estudos
fornecem informagdes preciosas para o progresso genético em programas de
melhoramento.

Porém, estes estudos ndo permitem a andlise do comportamento de
QTL individualmente. Com o advento dos mapas genéticos, comeca a ser
possivel analisar a variagdo de um carater quantitativo em fatores individuais,
isto €, analisa-se os QTL envolvidos na variagdo do carater em determinadas
regides cromossdmicas, assim como estimar seus efeitos (Malosseti et al.,
2004).

E necessario deixar claro que o mapeamento de QTL apresenta, ainda,
algumas limitagdes. Entre elas podem-se destacar: a necessidade de mapas

suficientemente saturados com marcadores, a dificuldade de mapear
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individualmente QTL mudltiplos em um mesmo grupo de ligacdo e o tamanho
das populacdes de mapeamento, que precisa ser relativamente grande para cobrir
locos de pequeno efeito.

Alguns modelos biométricos ja estdo disponiveis, com poder para
identificar e quantificar o efeito de QTL sobre um determinado carater.

O método de mapeamento por intervalo simples (Lander e Botstein,
1989) detecta QTL dentro de uma regifo limitada por dois marcadores ligados
e foi o primeiro método proposto, servindo como base para os atuais modelos.
O método de mapeamento por intervalo composto (Zeng, 1994) condiciona o
teste para um QTL em determinado intervalo a outros marcadores
selecionados, com o objetivo de minimizar efeitos de outros QTL no genoma.
Ambos os métodos detectam QTL em regides gendmicas separadamente, o que
¢ uma limitacdo. Recentemente, Kao e Zeng (1999) propuseram o mapeamento
por intervalo multiplo, que considera efeitos pleiotropicos entre QTL
proximos.

Sax (1923) foi o primeiro pesquisador a mapear QTL, indicando que o
tamanho das sementes de feijao estava associado com sua cor. Dessa forma, se a
segregacdo de um cardter monogénico simples, como a cor da semente, segundo
o autor, poderia ser utilizada para detectar ligacdes com QTL, portanto, poderia
eventualmente ser possivel mapear e caracterizar todos os QTL envolvidos com
caracteres complexos, como o tamanho das sementes de feijdo.

Em milho, vérias regides do genoma té€m sido associadas a QTL como,
por exemplo, a resisténcia a estresses bidticos e abidticos, caracteres
morfoldgicos e produtividade de grdos (Khairallah et al., 1989; Ajmone
Marsan et al., 1995; Ribaut et al., 1997; Frova et al., 1999; Sibov et al., 2003).

Em relacdo ao mapeamento de QTL associados aos componentes de
producdo, varios trabalhos foram realizados (Graham et al., 1997; Austin e Lee,

1998; Melchinger et al., 1998; Sanguineti et al., 1999; Frova et al., 1999). Em
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resumo, estes trabalhos utilizam um nimero de plantas varidvel entre 100 a 300
e os tipos de populacdes incluem F,, retrocruzamentos ou linhagens
recombinantes. O ndmero de QTL variou de trés a oito e a porcentagem da
variagdo fenotipica explicada por cada um de 5% a 35%. Cabe salientar que
estes trabalhos foram realizados com germoplasma temperado, principalmente
do cinturdo de milho norte-americano. Estas linhagens sdo oriundas de grupos
heterdticos bem definidos e de estreita base genética.

Grande parte das populagdes de milho tropical utilizadas em programas
de melhoramento deriva de diferentes populagdes e compostos, sendo
populagdes de ampla base genética e com maior variabilidade do que os
germoplasmas temperados (Sibov et al., 2003). Este fato pode limitar a
utilizacdo direta de QTL identificados em germoplasma temperado nos
programas de melhoramento de milho tropical. Outro fator limitante estd
associado a poucas indicagOes de interagdo gendtipos por ambientes, para os
caracteres analisados em germoplasma temperado.

QTL para produgdo detectados por Ribaut et al. (1997) com material
tropical, em ambientes simulando trés diferentes condi¢des de estresse hidrico,
ndo foram estdveis em relacdo a sua localizacdo gendmica e percentual de
explicacdo da variacdo fenotipica. Estes resultados indicam que diferentes
conjuntos génicos podem estar relacionados com o controle da producio de
graos nos diferentes ambientes tropicais sendo, necessdrio, dessa forma,
trabalhos de mapeamento de QTL no germoplasma de milho tropical.

Recentemente, Sibov et al. (2003) identificaram locos de caracteristicas
quantitativas (QTL) para producgdo de graos (PG), altura de planta (AP) e altura
de espiga (AE) em uma populacio de milho tropical. A partir das plantas F,, 400
progénies F,; foram derivadas e avaliadas em experimentos de campo, com duas
repeti¢des, em cinco ambientes do estado de Sao Paulo, Brasil. Detectaram-se 13

QTL para os caracteres avaliados, sendo quatro para PG, quatro para AP e cinco
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para AE. Estes QTL explicaram 33%, 25% e 21% da variagdo fenotipica para
PG, AP e AE, respectivamente. QTL para AP e AE foram localizados préximos
de locos com efeitos quantitativos para PG, indicando possiveis efeitos
pleiotrépicos ou ligagdo entre esses locos.

Uma estratégia que pode ser utilizada para uma maior eficiéncia na
predicdo do desempenho de hibridos é a selecio de marcadores que estejam
associados com QTL para produtividade de graos previamente mapeados. Com
isso, a selecdo assistida por marcadores moleculares (SAM) pode tornar-se

rotineira em um programa de melhoramento genético de milho.

2.10 Selecao assistida por marcadores moleculares

O melhoramento cldssico faz uso da sele¢do baseada em caracteristicas
fenotipicas e tem alcancado espetaculares resultados ao longo dos anos. E
evidente que esta metodologia continuard a contribuir para o desenvolvimento
da agricultura. Por outro lado, a utilizacdo de marcadores moleculares poderia
eliminar certos aspectos indesejdveis da selecdo puramente fenotipica,
melhorando a eficiéncia do processo de sele¢do (Charcosset e Moreau, 2004).

A selecdo assistida por marcadores moleculares é uma forma de sele¢do
indireta, na qual o cardter indireto apresenta herdabilidade igual a 100%, uma
vez que marcadores moleculares ndo sdo influenciados pelo ambiente. Esta
metodologia pode ser melhor entendida por meio da equagdo de ganho genético

descrita a seguir:

kai

G= 2 2 2
y\/(ae +0, +0,

em que:
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G : ganho genético, k : diferencial de selecdo, y = nimero de anos por ciclo de
selecdo, Gi = variancia aditiva, crf = variancia de ambiente, cr;e = variancia da

. ~ . . 2 _ A . .
1nteragao genotlpos por ambientes e O'g = variancia genetlca.

Os marcadores moleculares podem incrementar a eficiéncia no
melhoramento de plantas, atuando em varios componentes presentes na equagao.

Como os marcadores ndo sdo influenciados pelo ambiente, a variincia
de ambiente e da interagdo gendtipos por ambientes pode ser eliminada. Em
adicdo, desde que a selegdo seja praticada diretamente no gendtipo, o diferencial
de selecdo e a variancia aditiva poderdo ser levados ao extremo.

No caso de marcadores codominates SSR, a varidncia aditiva podera ser
extrapolada ao maximo. A auséncia de epistasia em marcadores moleculares
também poderd possibilitar a sele¢do para varios caracteres a0 mesmo tempo.
Cabe destacar que, neste caso, estd se desconsiderando a epistasia entre QTL e
a interacdo QTL por ambientes.

O nimero de anos para o processo de selecdo poderd ser reduzido
drasticamente, uma vez que vdrios ciclos de selecdo poderdo ser praticados a
cada ano (Barbosa Neto, 1998).

No entanto, para o emprego da selecdo assistida por marcadores
moleculares, é necessdrio o mapeamento de caracteres de interesse agrondmico,
de forma a maximizar a correlagdo genética. Este procedimento ¢ demorado e
requer a construcdo de mapas de ligacdo genética com as regides de interesse
saturadas de marcadores (Melchinger et al., 2004). E importante salientar o alto
custo envolvido na utilizacao desta tecnologia.

Caracteres de alta herdabilidade e de facil avaliagdo pelo melhorista
podem n@o ser apropriados para a utilizagdo da SAM, uma vez que a avaliagdo

direta do cardter é eficiente para a separacdo das diferentes classes de
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gendtipos e o custo envolvido na andlise com marcadores moleculares ndo
implicard em maior efici€éncia no melhoramento. Em geral, caracteres de baixa
herdabilidade ou de dificil avaliagdo, como tolerancia ao aluminio e resisténcia
a nematdides, sdo considerados preferenciais para a SAM.

Para caracteres governados por um grande nimero de genes de
pequeno efeito sobre o carater (poligenes), a selecdo assistida ndo tem
produzido resultados praticos. A dificuldade em definir quais marcadores
devem ser empregados e o efeito do ambiente na andlise dos QTL tém
dificultado o avanco desta técnica em programas de melhoramento de plantas.
No entanto, alguns trabalhos tém sido publicados com a selecdo assistida para
produtividade de grios em milho apresentando resultados satisfatérios

(Melchinger et al., 1998; Khairallah et al., 1998; Yousef et al., 2001).

2.11 Marcadores microssatélites (SSR)

Microssatélites ou SSR, do inglés Simple Sequence Repeats, sao
seqiliéncias de DNA com dois a seis pares de bases de comprimento repetidas em
tandem. Os primeiros relatos da sua existéncia foram descritos no genoma
humano, no qual estdo presentes em um grande nimero de cépias (Litt e Luty,
1989).

Em plantas, os microssatélites foram relatados pela primeira vez por
Weising et al. (1989). Os autores observaram que oligonucleotideos contendo
elementos repetidos de TG e GATA/GACA detectavam polimorfismo quando
utilizados com sondas de RFLP.

No genoma vegetal, os microssatélites sdo largamente distribuidos com
uma freqiiéncia de um a cada 50 mil pares de bases, sendo o elemento mais
repetido o dinucleotideo AT (Morgante e Olivieri, 1993).

O nuimero de repeticdes em tandem de um microssatélite geralmente é

variavel, enquanto que a seqiiéncia de bases adjacentes ao microssatélite pode
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ser Unica no genoma e conservada entre diferentes individuos da mesma espécie.
Sendo assim, pode-se desenhar primers especificos para as seqiiéncias
adjacentes a um dado microssatélite, de forma que, por meio de uma reacdo de
PCR (Polymerase Chain Reaction), seja possivel amplificar este loco em
diferentes gendtipos. Como o nimero de unidades repetidas em tandem em um
microssatélite pode ser varidvel entre diferentes genétipos, os produtos de
amplificacdo dos diferentes individuos exibirdo polimorfismo no tamanho do
fragmento amplificado, o que € a base da genotipagem com SSR.

Nao existe uma explicagdo definitiva sobre a variacdo encontrada no
nimero de unidades repetidas. Acredita-se que ela seja causada por falhas na
recombinacdo do DNA ou no processo de replicagdo. Esta variacdo leva a
existéncia de vdrios alelos em uma populagdo, podendo o nivel de
heterozigosidade ser extremamente alto. Aliado a isso, os SSR possuem heranga
Mendeliana e comportamento codominante, ou seja, permitem a identificagdo de
gendtipos homozigotos e heterozigotos na populagao.

O desenvolvimento de marcadores SSR requer um alto investimento
inicial, sendo que, a partir da obtencdo de um conjunto de SSR, a sua
aplicabilidade ser torna extremamente vidvel.

Um resumo das etapas para a obtencdo de microssatélites foi
apresentado por Souza (2001).

Primeiramente, é necessario o conhecimento das seqiiéncias adjacentes a
regido contendo as repeticdes. Para isso, faz-se uma biblioteca gendmica
utilizando-se clones previamente selecionados quanto a presenca de repeti¢des
em tandem. Estes clones sdo hibridizados com sondas constituidas por
oligonucleotideos apresentando as repeti¢des observadas no microssatélite. Os
clones positivos sdo analisados por meio de uma amplificacdo seletiva, para
deduzir-se onde estd localizada a repeticdo em relacdo a ambas as extremidades

do fragmento clonado. Apds a deteccdo dos clones desejdveis, estes devem ser
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seqlienciados e a regido contendo a seqiiéncia tnica € utilizada para o desenho
dos primers empregados para a amplificacio deste loco em diferentes genétipos.
Ao final do processo, os primers sdo utilizados para a amplificacdo do loco,
utilizando-se o DNA de diferentes individuos, para a identificacio e
caracterizacao dos alelos.

Como se pode observar, a obtencdo de microssatélites € um processo
laborioso e de custo elevado, sendo realizado, na maioria das vezes, por
instituicdes publicas como, por exemplo, a Universidade de Columbia/Missouri,
EUA (primers UMC) ou privadas, como o Brookhaven National Laboratory
(primers BNLG).

No caso do milho, j4 existem conjuntos de microssatélites disponiveis
para a utilizacdo em estudos genéticos que podem ser acessados por meio do
Maize Genome Database Page (Wwww.maizegdp.org/SSR).

Géis desnaturantes de poliacrilamida sdo os mais indicados para a
deteccdo de polimorfismo em microssatélites, j4 que possibilitam a deteccdo
de diferengas de tamanho tdo pequenas quanto um par de bases. Entretanto,
estes géis requerem a utilizacdo de primers marcados com isétopos radioativos
ou coloracdo do gel com nitrato de prata. Ambos os procedimentos sdo de
custo elevado e demorados, o que pode inviabilizar a utilizacdo dos
marcadores SSR.

Senior et al. (1998) propuseram a utilizagdo de agarose especial a uma
concentragcdo de 3% a 3,5% e tratamento do gel com brometo de etideo para a
visualizag@o dos alelos. Este procedimento mostrou-se eficiente na detec¢do de
polimorfismo, porém, com um poder de resolucdo inferior aos géis de
poliacrilamida corados com prata ou com primers radioativos. A utilizagdo de
géis de poliacrilamida tratado com brometo de etideo também tem se mostrado

eficiente com microssatélites.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Descricao das populacoes e dos locais

Foram utilizadas trés populacdes Sy oriundas dos hibridos simples
comercias P30F45 (Pioneer), Dow657 (Dow Agrosciences) e DKB333B
(Dekalb). O P30F45 é um hibrido de ciclo normal, de grdos amarelos e porte
alto. O Dow657 € um hibrido de ciclo normal, de graos semiduros e alaranjados
e porte médio. O DKB333B ¢ um hibrido simples modificado de ciclo normal,
de graos semiduros e alaranjados e porte alto.

Estes hibridos foram autofecundados na 4area experimental do
Departamento de Biologia (DBI), localizado no Campus da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), e avaliados neste Campus e na fazenda
experimental da Empresa de Pesquisa Agropecudria do estado de Minas Gerais
(EPAMIG) no municipio de Lambari.

O municipio de Lavras estd situado a 21° 14’ Latitude Sul, 45° 00
Longitude Oeste e altitude de 918 m. A temperatura média anual é de 19,4°C e
a precipitacdo de 1.529,7 mm. O municipio de Lambari estd situado a 21° 58’
10’° Latitude Sul, 42° 22’ Longitude Oeste e altitude de 896 m. A temperatura

média anual é de 19,1°C e a precipitacido de 1.568,9 mm.

3.2 Obtencao dos hibridos a partir de populacdes S

As populagdes Sy dos trés hibridos comerciais foram semeadas na drea
experimental do DBI/UFLA, no ano agricola de 2002/2003. As populacdes
foram codificadas como populacio A (P30F45), populagdio B (Dow657) e
populacdo C (DKB333B). Os cruzamentos para a obtengdo dos hibridos, a partir
das populagdes Sy, foram realizados no esquema interpopulacional e

intrapopulacional aos pares, sem repeticio de plantas. As plantas Sy de cada
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populacdo foram intercruzadas duas a duas, obtendo-se os hibridos
intrapopulacionais. Foram obtidos também os hibridos interpopulacionais, sendo
cada hibrido proveniente do cruzamento de duas plantas de um par de
populagdes.

A segunda espiga de cada um dos genitores S, dos hibridos foi
autofecundada, obtendo-se a geracdo S; que foi genotipada com marcadores

moleculares microssatélites (SSR).

3.3 Avaliaciao dos hibridos obtidos a partir de populacoes S,

A avaliacdo dos hibridos foi realizada no ano agricola 2003/2004 nos
municipios de Lavras e Lambari, MG.

Foram avaliados 110 hibridos S, interpopulacionais (34 AB, 48 AC e 28
BC) e 53 hibridos Sy intrapopulacionais (17 A, 17 B e 19 C), totalizando 163
hibridos S. Utilizaram-se como testemunhas os trés hibridos comerciais e as suas
respectivas populacdes So. O delineamento experimental utilizado foi um latice
simples 13 x 13.

Cada parcela foi constituida de uma linha de dois metros, no
espacamento de 0,90 m. Foram semeadas oito sementes/metro linear, de forma a
garantir a densidade final desejada de cinco plantas/metro, apds o desbaste que
foi realizado aos 15 dias apds a emergéncia, deixando-se 10 plantas/parcela.

No momento da semeadura, foram aplicados 400 kg ha™ da férmula 08-
28-16, no sulco de plantio. A adubagdo nitrogenada, em cobertura, foi realizada
aos 40 dias apds a emergéncia, fazendo-se uso de 200 kg ha" de uréia. Os
demais tratos foram os normalmente empregados na cultura do milho.

Foram avaliados os seguintes caracteres:

= altura de planta (AP): altura, em centimetros, do solo até a insercdo da
folha bandeira, por meio de uma avaliagdo visual da altura média da

parcela;
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= altura de espiga (AE): altura, em centimetros, do solo até a insercdo da
primeira espiga, obtida de forma semelhante a AP;

= estande final (EF): nimero total de plantas na parcela por ocasido da
colheita;

= teor de umidade dos graos;

= produtividade de grdos (RG): peso, em kilogramas, dos graos apds a
debulha de todas as espigas da parcela. Este valor foi extrapolado para
toneladas ha™.

= Para o municipio de Lambari, ainda foram avaliados os caracteres:

= numero de espigas (NE): nimero total de espigas de cada parcela;

= peso de espigas despalhadas (PED): peso, em kilogramas, de todas as
espigas da parcela. Este valor foi extrapolado para toneladas ha™.
A produtividade de graos foi corrigido para 13% de umidade, utilizando-

se a seguinte expresso:

100-U)
87

PG = PEP*

em que:
PG: peso de graos corrigido para 13% de umidade;
PEP: peso de graos por parcela;

U: umidade dos graos da parcela.

A produtividade de graos foi corrigido para o estande ideal, segundo o
modelo de andlise de covaridncia, em que se assume como co-varidvel o estande
final da parcela, ou seja, 10 plantas/metro linear (Cruz e Carneiro, 2003). Esta

correcao foi realizada por meio do software GENES (Cruz, 2004).
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3.4 Analise dos dados
3.4.1 Analises de variancia individuais

Inicialmente, os dados foram submetidos aos testes de aditividade do
modelo e normalidade dos erros. Como nao ocorreu nenhuma restricio as
pressuposicdes da andlise de varidncia, procederam-se as andlises individuais.
Estas andlises foram realizadas para os caracteres AP, AE, RG, NE e PED, por

meio do seguinte modelo estatistico:
Y,.j =m+t, +bj + ey

em que:

Yij : valor observado do hibrido i, no bloco j;

m : média geral do experimento;

t,: efeito aleatdrio dos hibridos i,i=1, 2, ..., 169;
b ; + efeito aleatério do bloco j, j =1, 2;

. . N ~ 2
€ : eIro experimental associado a observagao Yij NID (0, 7).

3.4.2 Analise conjunta

Foi realizado o teste de Hartley (H), que verifica a homocedasticidade
de varidncia para cada caracteristica, analisada individualmente por local,
realizando-se a razdo entre a maior € a menor variancia do erro.

O valor de H € testado pelo F mdximo obtido em tabelas estatisticas
apropriadas. Quando o valor de H for menor que o tabelado, conclui-se pela
homogeneidade dos quadrados médios, podendo-se proceder a andlise conjunta.

A andlise conjunta foi realizada somente para a caracteristica

produtividade de graos, utilizando-se o seguinte modelo estatistico:
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Y.

=M+, +bj(k) +1, +(pl), +eiw
em que:

Y, : valor observado do hibrido i, no bloco j; dentro do local k;

m : média geral do experimento;

t,: efeito aleatério dos hibridosi,i=1,2, ..., 169
b, : efeito do bloco j dentro do local k, em que j =1, 2;
[, : efeito aleatério do local k, em que k = 1, 2;

(pl), : interagdo de hibridos x locais;

€ijx) : erro experimental médio.

Tanto as andlises individuais quanto a andlise conjunta foram realizadas

por meio do software SAS v. 8,1 (SAS Institute, 2000).

3.4.3 Estimativa de parametros genéticos e fenotipicos

A partir das esperangas dos quadrados médios para as andlises
individuais e conjunta (Tabela 1 e 2) foram estimados os componentes de
variancia e os parametros genéticos e fenotipicos (Tabela 3), para os caracteres
produtividade de graos (PG) e peso de espiga despalhada (PED), este dltimo
mensurado somente no municipio de Lambari. Para as estimativas, as
testemunhas foram excluidas da analise.

A herdabilidade (h®) no sentido amplo foi estimada pela razdo entre a
variancia genética entre os hibridos e a variincia fenotipica média entre os
hibridos. As estimativas dos parametros genéticos e fenotipicos foram realizadas

por meio do software GENES (Cruz, 2004).
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TABELA 1. Esquema de andlise de variancia individual, com as respectivas
esperancas dos quadrados médios.

FV GL QM E(QM)
Blocos (r-1) Q
Hibridos (h-1) Q o2 +rol
Residuo (h-D)(x-1)) Qs o

e

TABELA 2. Esquema de andlise de varidncia conjunta, com as respectivas
esperancas dos quadrados médios.

FV GL QM E(QM)
Bloco/locais (r-1a Q
Locais (L) (a-1) Q
Hibridos (H) (h - 1) Q3 Gez + rcﬁu +ar6,%
HxL (h-1)a-1) Q4 o’ +ro},
Residuo médio ath-D(r-1) Qs ol

e

TABELA 3. Estimadores dos componentes de varidncia e dos pardmetros
genéticos e fenotipicos dos hibridos de milho.

Estimadores Andlise individual Andlise conjunta
Gg (Q:—Qy)/r (Q3 — Qq)/ar
o; QJ/r Qs/ar
h? [(Q2— Qa)/ r]/[ (Qof 1] [(Qs — Qu)/ar]/[ (Qs/ar)]
Cv, 1000, /X 1000, /X
em que:

o, : varidncia genética entre hibridos;
af. : variancia fenotipica média entre hibridos;

h*: herdabilidade no sentido amplo;
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cv,: coeficiente de variacdo genético entre médias;
O, : desvio padrdo genotipico;

Y : média dos hibridos.

A estimativa do erro associado a herdabilidade foi obtida por meio da

metodologia proposta por Knapp et al. (1985).

3.4.4 Estimativa da heterose dos hibridos

A heterose dos hibridos foi estimada considerando-se as médias para
produtividade de grios das testemunhas como sendo a dos genitores dos hibridos
intra e interpopulacionais.

Para os hibridos interpopulacionais, a heterose foi estimada, em relacao

a média das populacgdes Syou dos hibridos comerciais, da seguinte forma:

h = Hib,; —0,5(¢; + B,)

em que:

h : heterose média;

Hib, : média do hibrido interpopulacional ij;
(]Ti : média da populag@o Siou do hibrido comercial i;

ﬁ_j : média da populacéo Sy ou do hibrido comercial j.

Ja para os hibridos intrapopulacionais, a heterose foi estimada por meio

da seguinte expressao:

h=Hib, — ¢,

39



em que:

h : heterose média;

Hib, : média do hibrido intrapopulacional i;

(]T,. : média da populagdo Sjou do hibrido comercial i

3.4.5 Estimativa da depressido por endogamia entre os hibridos comerciais
Foi estimada a depressdo por endogamia entre os hibridos comerciais e
suas populacdes Sy, por meio da seguinte expressao:
(F1-3Sg)

F

em que (%) : depressdo por endogamia, expresso em porcentagem; F'1: média

do hibrido comercial; S, : média da populagdo Sydo hibrido comercial.

3.5 Avaliacdo das linhagens S; em laboratorio
3.5.1 Selecao das linhagens parentais S; para genotipagem com SSR

A selecdo das linhagens parentais para a genotipagem com microssatélites
foi realizada a partir das médias para produtividade de grios (t ha™) dos hibridos
interpopulacionais e intrapopulacionais, considerando a andlise conjunta.

Para tanto, foram selecionados os dois hibridos mais produtivos e os dois
menos produtivos de cada esquema de cruzamento (interpopulacional AB, AC e
BC; intrapopulacional A, B e C), totalizando 24 hibridos. Com isso, 48
linhagens parentais S; foram identificadas e selecionadas para as andlises. As

linhagens foram codificadas da seguinte forma:
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1 a8 Linhagens genitoras dos hibridos interpopulacionais AB

9 a 16 Linhagens genitoras dos hibridos interpopulacionais AC

17 a 24 Linhagens genitoras dos hibridos interpopulacionais BC
25 a 32 Linhagens genitoras dos hibridos intrapopulacionais A
33 a40 Linhagens genitoras dos hibridos intrapopulacionais B

41 a 48 Linhagens genitoras dos hibridos intrapopulacionais C

3.5.2 Preparaciao do material vegetal e extracio do DNA

Para a preparacdo do material vegetal, com o objetivo de extrair o DNA
total, vinte sementes de cada S; foram colocadas para germinar em cimara de
crescimento, em rolos de papel germinador, no Laboratério de Sementes do
Departamento de Agricultura da UFLA. Aos dez dias, folhas de cada uma das
vinte plantulas de cada S; foram coletadas e misturadas em partes iguais para a
extracdo do DNA.

O DNA foi extraido segundo o protocolo descrito por Saghai-Maroof et
al. (1984). Foram utilizados aproximadamente dois gramas de tecido vegetal, os
quais foram macerados em nitrogénio liquido. O material macerado foi
acondicionada em tubos e centrifugados, adicionando-se 10 mL do tampao de
extragdo CTAB e, posteriormente, incubados por 90 minutos em banho-maria a
65°C. O tampao de extracdo foi constituido por Tris HCI 0,1M, NaCl 0,7M,
EDTA 0,01M, CTAB e B-mercaptoetanol. Apds o periodo em banho-maria, foi
realizada a primeira extracdo do DNA, com 5 mL da mistura cloroférmio:alcool
isoamil (24:1). Durante esta extracdo, as fases organicas e aquosas foram
separadas por centrifugacio a 4000 rpm, por 10 minutos, sendo o sobrenadante
coletado.

Em seguida, o DNA foi precipitado pela adi¢do de 6 mL de isopropanol,
sendo removido com o auxilio de um gancho de vidro e transferido para 3 mL de

TE pH 8,0, constituido por Tris 1M pH 8,0, EDTA 0,2M e 4gua pura,
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permanecendo a temperatura de 4°C por uma noite. No dia seguinte, 0 DNA foi
novamente precipitado, adicionando-se 150 uLL de NaCl 5M e 3 mL de etanol e,
em seguida, removido novamente com o gancho de vidro e acondicionado em
tubo contendo 2 mL de WASH 1, soluc@o esta constituida de 76 mL de 4lcool
etilico 95%, 8 mL de acetato de sddio 2,5M e 16 mL de dgua, onde permaneceu
por aproximadamente 30 minutos. A utilizagdo do WASH 1 tem por objetivo a
lavagem do DNA.

Seguindo, uma segunda lavagem do DNA com WASH 2 (76 mL de
élcool etilico 95%, 1 mL de acetato de amoénio 1M e 23 mL de 4gua) por 10
segundos foi realizada. Ao final, o DNA foi dissolvido em 500 uL de TE pH 8,0
deixado a 4° C por uma noite, e mantido a-20°C.

Concluido o processo de extracdo, a quantificagdo do DNA foi realizada
em fluorimetro (Hoeffer Scientific TKO 100) e a diluigdo para uma

concentragdo de 10 ng ul”' de DNA.

3.5.3 Amplificacdes dos fragmentos de microssatélites (SSR)

Foram utilizados 50 primers de SSR gentilmente cedidos pela Profa.
Dra. Anete Pereira de Souza, da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). Estes primers foram selecionados de maneira a cobrir todos os
dez cromossomos do milho (em média, cinco primers por cromossomo). Destes
SSR, onze estdo associados a QTL para produtividade de grdos e outras
caracteristicas agrondmicas de interesse, identificados em germoplasmas de
milho tropical (Sibov et al., 2003).

As reacdes de SSR foram preparadas para 10 uL com 1 ng pL"' de
DNA, tampdo de reacdo 1X (Promega), 1,5 mM de MgCl, (Promega), 0,2 mM
de cada ANTP (Invitrogen), 2 U de Tag DNA polimerase (Promega) e 0,3 uM de

cada primer (Foward e Reverse).
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Procedeu-se a desnaturagdo inicial do DNA a 95°C por 1 minuto seguido
de 30 ciclos cada um constituido por uma desnaturacdo a 95°C por 1 minuto,
anelamento a 55-58°C por 1 minuto (dependendo do primer) e extensdo final a
72° C por um minuto. Utilizou-se uma extensao final a 72°C por 5 minutos.

As amplificagdes foram realizadas no termociclador Termocyler
Mastercycler Gradient , utilizando microtubos com capacidade para 0,2 mL.

Os fragmentos foram separados em gel de agarose ultrapura
(GibcoBRL) com concentragdo de 3% e preparado com tampdo TBE 0,5X. A
eletroforese foi conduzida a uma voltagem constante de 140V por
aproximadamente 2 horas em cuba horizontal (Hoefer SE 600 Gel Casters), no
Laboratério de Virologia Molecular do Departamento de Fitopatologia
(LVM/DFP) da UFLA. As reagdes de 10,65 uL foram adicionados 4 uL de
tampao de carregamento (0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de xileno
cyanol e 30% de glicerol com dgua). Utilizou-se um padrao de peso molecular
de 100 pb (Invitrogen). Apés a eletroforese, os géis foram corados com brometo
de etideo (0,5 pg mL™") por cinco minutos.

Os géis foram visualizados em luz ultravioleta e as imagens capturadas
por meio do equipamento digital EDAS 290 (Kodak Digital Science), no
Laboratério de Biologia Molecular do Departamento de Biologia (LBM/DBI) da
UFLA. As bandas foram inicialmente codificadas com “1” ou “0” para a
presenca e auséncia, respectivamente, e depois foram lidas como dados
genotipicos, a fim de identificar todos os locos e alelos.

Para sete primers, os fragmentos de DNA amplificados foram separados
em géis de poliacrilamida 7% em cuba vertical (Hoeffer HE 99x Max Submarine
Unit) no LVM/DFP da UFLA. A eletroforese foi conduzida a uma voltagem
constante de 210V por, aproximadamente, 2 horas e 30 minutos. Para um gel de

30 mL foram adicionados 7 mL de acrilamida/bisacrilamida 37.5:1 (Sigma-
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Aldrich), 6 mL de TBE 0,5X, 17 mL de dgua destilada, 500 puL de persulfato de
amonio 10% e 21 pL. de TEMED.
Os géis foram corados com brometo de etideo (0,5 pg mL™) por 10

minutos e visualizados em luz ultravioleta, sendo as imagens capturadas pelo

equipamento digital EDAS 290 no LBM/DBI da UFLA.

3.6 Analises estatisticas utilizando os dados obtidos com SSR
3.6.1 Estimativa das distancias genéticas entre as linhagens S,

Foram estimadas as distdncias modificadas de Roger (Goodman e
Stuber, 1983), a partir das freqiiéncias alélicas, por meio do software TFPGA v.

1,3 Mille, 1997), de acordo com a seguinte expressao:

I A
DMR ;= {Z (Pa — Pk )2] 2n

k=1

em que:
DMR : distancia modificada de Roger;

P © P : freqiiéncias do k-ésimo alelo para as linhagens i e j;
n : namero de locos;

I: nimero total de alelos considerando todos os locos

Foram estimados também o ndmero de alelos por loco de SSR e o
conteido de informacgdo de polimorfismo (PIC) de cada primer, por meio da

expressao:

PIC=1-Y p;

em que p;: freqii€ncia do j-ésimo alelo no i-ésimo loco microssatélite.
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3.6.2 Agrupamento das linhagens S,

As distincias genéticas foram utilizadas para fazer o agrupamento das
linhagens pelo método UPGMA (unweighted pair-group method averages) por
meio do software NTSYS-pc versdo 2,1 (Rohlf, 2000). Foi calculado o valor de
correlacdo cofenética entre a matriz de distancias genéticas e a matriz dos valores

cofenéticos, a fim de verificar a consisténcia do agrupamento.

3.6.3 Analise de bootstrap dos marcadores SSR

O método de reamostragens foi utilizado para verificar se o nimero de
locos (combinacdes de primers) do marcador SSR foi suficiente para determinar
com precisdo as estimativas de distincias genéticas entre as linhagens S;.

Para cada par de linhagens, a distincia modificada de Rogers foi
estimada a partir de reamostragens de diferentes tamanhos (2, 4, 6, ..., 42, 44, 46
locos de SSR) cada uma repetida 10.000 vezes por meio do software GQMol
(Cruz e Schuster, 2004). O programa obtém estimativas de correlagdo de valores
da matriz de distancia original com os de outras matrizes de distancia, obtidas
considerando-se diferentes nimeros de locos SSR. Além disso, o programa
ainda disponibiliza dois outros parametros: a soma dos quadrados dos desvios
em relacdo as reamostragens e um valor de estresse (E) que € indicativo de
ajuste entre a matriz original, considerando todos os SSR e a matriz amostral,

por meio da seguinte expressao:

em que:

E : estresse;
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dl, : distancia genética média entre todos os pares de gendtipos estimada para
cada reamostragem
d;; : distancia genética média entre todos os pares de gendtipos estimada a partir

do total de primers de SSR

3.7 Correlacoes entre as distincias genéticas e as médias de heterose e
produtividade de graos dos hibridos S,

As correlagOes entre as distancias genéticas entre as linhagens parentais
e a produtividade de grdos e heterose dos hibridos foram obtidas por meio da

correlacdo de Spearman, descrita pela seguinte expressao (Steel e Torrie, 1980):

DM D M
' DI

em que:
1, : correlacdo de Spearman;
3 3

I A I

-t

12

¢ : nimero de observacgdes repetidas em uma mesma classificagao;

T =

n : nimero de pares de valores;

x: e y, : valores de X e Y ordenados por postos (rank);

Ydi=Y o -y)
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Este coeficiente consiste no ranqueamento dos dados e posterior
utilizacdo do coeficiente de correlacdo de Pearson. As andlises foram realizadas
por meio do software SAS v. 8,1 (SAS Institute, 2000). A significincia para as

correlacdes foi obtida por meio do teste 7.

3.8. Regressao linear simples entre as distincias genéticas das linhagens S,
genitoras, as médias de heterose e as médias para produtividade de graos
dos hibridos Sy

Por meio da regressdo linear, buscou-se estimar a participagdo da
distancia genética entre os parentais na variacdo observada para heterose e
produtividade de grdos entre os hibridos avaliados, por meio do coeficiente de
determinagdo (RY).

As andlises, assim como os grificos, foram realizadas por meio do

software GENES (Cruz, 2004).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises de variancia por local

Como a eficiéncia do litice ndo foi superior a do delineamento em
blocos casualizados (DBC), todas as analises individuais, assim como a analise
conjunta, foram realizadas em DBC.

Os resumos das andlises de variancia para os experimentos conduzidos
em Lavras e Lambari, em relacdo as caracteristicas altura de planta (AP), altura
de espiga (AE), nimero de espiga (NE) e peso de espigas despalhadas (PED)
estdo apresentados nas Tabelas 4 e 5. Os caracteres NE e PED foram
mensurados somente em Lambari.

Observa-se que, para AP, o coeficiente de variacdo foi de 17,30% para
Lavras e de 5,92% para Lambari. De acordo com Scapim et al. (1995), estes
valores podem ser classificados como sendo muito altos para Lavras e médios
para Lambari. A média para a caracteristica foi de 193 cm para Lavras e 217 cm
para Lambari. Nota-se que ocorreram diferencas significativas (P < 0,01) para a
fonte de variacdo Hibridos, permitindo inferir que houve variagdo para AP, em
ambos os locais.

Em relacdo ao cariter AE, o coeficiente de variacdo foi de 12,86% para
Lavras e de 9,75% para Lambari. Para Scapim et al. (1995), ambos os valores
podem ser classificados como médios. A média para a caracteristica foi de 116
cm em Lavras e 139 cm em Lambari. Detectaram-se diferencas significativas (P
< 0,01) para a fonte de variacdo Hibridos, concluindo-se pela existéncia de

variagdo para AE, em ambos os locais.
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TABELA 4. Resumo das andlises de varidncia do experimento conduzido em
Lavras, no ano agricola 2003/2004, para as caracteristicas altura
de planta (AP) e altura de espiga (AE), expressos em cm.

QUADRADO MEDIO
FV GL AP AE
Blocos 1 23361,24 ** 1137,28
Hibridos 168 1059,82 ** 250,83 **
Residuo 168 1114,21 224,18
Média 192,93 116,45
CV(%) 17,30 12,86

** significativo a 1% pelo teste F.

As caracteristicas NE e PED apresentaram coeficientes de variacdo de
18,06% e 20,48%, respectivamente. Ambos os valores podem ser classificados
como de mediana magnitude (Scapim et al., 1995). As médias foram de 11,74
para NE e de 14,39 t ha' para PED. Pela tabela 5 percebe-se que houve
diferengas significativas (P < 0,01) para ambos, NE e PED, podendo-se inferir
pela existéncia de variagc@o para estas caracteristicas.

Na Tabela 6 encontra-se um resumo das andlises de varidncia para a
caracteristica produtividade de graos dos experimentos conduzidos em Lavras e
Lambari.

Em relagdo a caracteristica produtividade de graos, percebe-se que os
coeficientes de variagao variaram de 23,31% em Lambari a 24,48% em Lavras.
Ambos os valores sdo classificados como altos (Scapim et al., 1995). Estes
valores altos para o coeficiente de variacdo podem estar associados ao tamanho
das parcelas experimentais. As médias foram de 7,61 t ha' em Lavras e de 9,73 t
ha™' em Lambari. Percebe-se que a produtividade média de grios em Lambari foi
28% superior ao observado em Lavras. Este fato estd associado a condigdes

experimentais mais favordveis no municipio de Lambari.
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TABELA 5. Resumo das andlises de variancia do experimento conduzido em
Lambari, no ano agricola 2003/2004, para as caracteristicas
altura de planta (AP), altura de espiga (AE), expressos em cm e
nimero de espigas (NE) e peso de espigas despalhadas (PED),
expresso em t ha™.

QUADRADO MEDIO
FV GL AP AE NE PED
Blocos 1 515503 ** 473 ™ 11,37 ** 2,23 ns
Hibridos 168 484,65 ** 315,48 9,49 42,64
Residuo 168 165,15 184,49 4,49 8,69
Média 216,98 139,23 11,74 14,39
CV(%) 5,92 9,75 18,06 20,48

** gignificativo a 1% pelo teste F, ™ ndo significativo.

Na decomposi¢do da fonte de variacdo Hibridos, constatou-se que houve
diferencas significativas para os contrastes Intra vs. Inter, Inter AB, Inter BC,
Intra A e Entre Testemunhas, nos dois locais. Além disso, em Lavras, notaram-
se diferencgas significativas para os contrastes Inter AC e Entre Intra. J4 em
Lambari, ocorreram diferengas nos contrastes Intra B e Entre Inter. Nao foram
observadas diferengas significativas nos contrastes Entre Inter e Intra B, em
Lavras e Inter AC e Entre Intra, em Lambari. Para Intra C ndo houve diferenca
significativa em ambos os locais, assim como para o contraste Hibridos x
Testemunhas.

Analisando o contraste Intra vs. Inter percebe-se que os hibridos S, inter
e intrapopulacionais ndo apresentaram comportamento semelhante, tanto em
Lavras quanto em Lambari. Com isso, pode-se inferir que estes hibridos

diferiram quanto a caracteristica produtividade de graos.
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TABELA 6. Resumo das andlises de varidncia para produtividade de graos
(t ha'l) dos experimentos conduzidos em Lavras e Lambari, no
ano agricola 2003/2004.

Lavras Lambari
FV GL QM QM
Blocos 1 1,23 ™ 0,69 ™
Hibridos 168 10,89 ** 16,92 **
Intra vs. Inter 1 679,84 ** 965,61 **
Inter AB 33 6,76 ** 10,66 **
Inter AC 47 7,93 ** 542 ™
Inter BC 27 6,60 ** 11,28 **
Intra A 16 15,66 * 8,40 **
Intra B 16 5,06 ™ 18,82 **
Intra C 18 4,02 ™ 4,35 ™
Hib. x Test. 1 1,51 ™ 13,66 ™
Entre Inter 2 0,72 ™ 75,78
Entre Intra 2 17,30 0,11 ™
Entre Test. 5 14,68 ** 37,05 **
Residuo 168 3,51 4,67
Média (t ha™) 7,61 9,73
CV (%) 24,48 23,31

Inter: hibridos interpopulacionais; Intra: hibridos intrapopulacionais; Hib:
hibridos inter + intrapopulacionais; Test: testemunhas; */** significativo a 5% e
1% pelo teste F, ™ néo significativo; A: P30F45, B: Dow657 e C: DKB333B.

Em relagdo ao contraste Hibridos x Testemunhas, é possivel concluir
que ndo foi observado comportamento diferenciado em ambos os locais,
sugerindo, com isso, que os hibridos obtidos a partir de populacdes Sy, em

média, ndo diferiram das testemunhas em relacio a produtividade de grdos.
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TABELA 7. Nimero de cruzamentos, produtividade média de grios (t ha') e
variagio para produtividade (t ha') dos hibridos S, inter e
intrapopulacionais dos experimentos conduzidos em Lavras e
Lambari, safra 2003/2004.

Tipo N° Lavras Lambari
Produtividade Variagdo  Produtividade Variagdo

Total 163 7,61 2,17a 12,71 9,44 2,79 a 15,48
AXB 34 8,65 3,682 12,28 10,90 6,16 a 14,70
AXC 48 8,70 3,96 a 12,64 11,36 7,60 a 15,48
BXC 28 8,50 5,70 a 12,71 9,32 5,12a 12,86
AXA 17 4,84 2,17a7,.28 6,86 3,11a11,84
BXB 17 6,25 3,27 a 8,84 6,84 2,79 a 12,59
CXC 19 5,42 3,34 a 7,81 6,76 3,08 29,83
FA 9,33 12,89

F.B 8,32 9,72

F,C 11,88 16,59

Média 9,84 13,06

SoA 4,11 4,98

SoB 6,28 6,77

SoC 6,54 7,69

Média 5,64 6,48

F;: Hibrido comercial; Sy: populagao So; A: P30F45, B: Dow657 e C:
DKB333B.

Como esperado, o contraste entre testemunhas foi significativo, isso em
funcdo da utilizacdo de dois tipos de testemunhas: hibridos comerciais e
populacgdes Sy oriundas destes mesmos hibridos.

Na Tabela 7 também estdo apresentados a produtividade média de graos
(t ha™) e a variagdo para produtividade dos hibridos S, inter e intrapopulacionais
dos experimentos conduzidos em Lavras e Lambari.

Dos 163 hibridos Sy avaliados em Lavras, 18,4% superaram a média dos
hibridos comerciais utilizados como testemunhas, que ficou em 9,84 t ha'l,
sendo oito Inter AB, 16 Inter AC e seis Inter BC.

Cinco hibridos S, interpopulacionais superaram a média do hibrido

simples comercial mais produtivo (DKB333B), que foi de 11,88 t ha". Nio
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foram identificados hibridos S, intrapopulacionais superiores a média dos
hibridos comerciais utilizados como testemunhas. Identificou-se que 81% dos
hibridos S, inter e intrapopulacionais superaram a média das populacdes Sy
utilizadas como testemunhas, que foi de 5,64 t ha™.

Em Lambari, 8,6% dos hibridos S, interpopulacionais avaliados
superaram a média dos hibridos comerciais utilizados como testemunhas, que
ficou em 13,06 t ha™', sendo sete Inter AB e sete Inter AC. Nao foram
identificados hibridos Sy intrapopulacionais superiores a média dos hibridos
comerciais. Identificaram-se 80 hibridos S, inter e intrapopulacionais
superiores a média das populagdes Sy utilizadas como testemunhas, que foi de
6,48 t ha™'. Nenhum hibrido So superou a média do hibrido simples DKB333B
utilizado como testemunha, que foi de 16,59 t ha™.

A partir desses dados percebe-se que foram identificados hibridos S,
interpopulacionais superiores, tanto aos hibridos simples comerciais quanto as
suas geracdes Sy, em ambos o0s locais. Em relacdo aos hibridos Sy
intrapopulacionais, ndo se identificou nenhum superior 2 média dos hibridos
comerciais utilizados como testemunhas devido, em parte, a0 nimero de
hibridos S, intrapopulacionais avaliados, 53 contra 110 hibridos Sy
interpopulacionais. Cabe destacar que foram identificados hibridos Sy
intrapopulacionais com produtividade médio de grios superior a 10 t ha, o que
pode ser considerado como uma 6tima produtividade. Estes resultados refletem
também a melhor capacidade de combinagdo interpopulacional do que a

intrapopulacional.

4.2 Analise conjunta
O resumo da andlise de varidncia conjunta para produtividade de
grios (t ha') estd apresentada na Tabela 8. O coeficiente de variagio foi alto

para a caracteristica (23,92%) e a média ficou em 8,53 t ha™. Ocorreu
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diferenca significativa (P < 0,01) para a fonte de variagdo Locais, concluindo-se
que estes ambientes ndo sdo semelhantes. A fonte de variagdao Hibridos x Locais
foi ndo significativa, indicando que o comportamento dos hibridos foi consistente
nos dois locais.

Percebe-se que a fonte de variacdo Hibridos foi significativa (P < 0,01),
sugerindo variacdo para produtividade de graos dos hibridos. Devido a

significancia, procedeu-se a decomposicdo desta fonte de variacao.

TABELA 8. Resumo da anélise de variancia conjunta para produtividade de
grios (t ha™'), no ano agricola 2003/2004.

FV GL QM
Blocos(locais) 2 0,96 ™
Locais 1 565,47 **
Hibridos 168 23,36 **
Intra vs. Inter 1 1632,95 =**
Inter AB 33 13,97 **
Inter AC 47 8,99 **
Inter BC 27 11,98
Intra A 16 12,12 %
Intra B 16 19,81 **
Intra C 18 520 ™
Hib. x Test. 1 17,98 *
Entre Inter 2 45,65 **
Entre Intra 2 8,63 ™
Entre Test. 5 48,84 **
Hibridos x Locais 168 445 ™
Residuo 336 4,09
Média (t ha™) 8,53
CV (%) 23,92

Inter: hibridos interpopulacionais; Intra: hibridos intrapopulacionais; Hib:
hibridos inter + intrapopulacionais; Test: testemunhas; */** significativo a 5% e
1% pelo teste F, ™ ndo significativo; A: P30F45, B: Dow657 e C: DKB333B.
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Excluindo-se os contrastes Intra C e Entre Intra, todos apresentaram
diferencas significativas, indicando variacdo para produtividade de grdos, tanto
nos hibridos S, interpopulacionais quanto nos intrapopulacionais.

Na Tabela 1A estdo apresentadas as médias para produtividade de
grios (t ha™') dos hibridos S, interpopulacionais, intrapopulacionais e das
testemunhas, assim como a variagdo para cada um dos seis grupos de
hibridos.

A média dos hibridos comerciais utilizados como testemunhas foi de
11,45 t ha e das populagdes S de 6,06 t ha™'. Veja que, para o total de hibridos
obtidos a partir das trés populagdes Sy, a variacdo para produtividade de graos
foi de 2,99 t ha” a 13,14 t ha” podendo-se verificar que alguns hibridos obtidos
a partir das populagdes Sy de hibridos simples comerciais foram superiores a
estas. Um maior nimero de hibridos superou a populagdo Sy em comparagdo
com o0s hibridos comerciais. A média para produtividade de grdos nos
cruzamentos interpopulacionais foi 36,5% superior a dos cruzamentos
intrapopulacionais, ficando em 9,7 t ha™' contra 6,16 t ha (Tabela 1A).

Carvalho (2004), avaliando 90 hibridos obtidos a partir de populacdes
S,, observou alguns hibridos superiores aos hibridos comerciais utilizados como
testemunhas, destacando o potencial dos hibridos S, em produzir gendtipos
superiores a hibridos comerciais com ampla aceitagdo comercial.

Em todos os cruzamentos interpopulacionais constata-se hibridos Sy
superiores a média dos hibridos comerciais e das populagdes Sy originais.

De um total de 163 hibridos Sy, 11,65% superaram a média dos hibridos
comerciais utilizados como testemunhas, sendo sete Inter AB, dois Inter BC e
dez Inter AC (Figura 2B). O hibrido Sy com maior produtividade de graos foi
identificado no cruzamento Inter AB (13,14 t ha™).

Ao avaliar 90 progénies S, das populacdes de milho BR106 e IAPAR-
26, Aratdjo (2000) verificou que a maior média de um hibrido S, foi 15,6%
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superior a média do hibrido P3041 utilizado como testemunha e 35,1% superior
a média das populacdes parentais.

Carvalho et al. (2003), avaliando 135 hibridos obtidos a partir de
progénies S,, verificaram que 17% dos hibridos S; x S, superaram o hibrido
simples DKB333B utilizado como testemunha, enquanto que 46% superaram a
média do hibrido simples comercial C-435.

Oito hibridos de milho obtidos a partir de linhagens parcialmente
endogamicas (S;) foram avaliados em nove municipios do estado de Goids,
utilizando-se como testemunhas duas variedades (V), dois hibridos simples
(HS), dois hibridos duplos (HD) e dois hibridos triplos (HT) (Salin-Neto et al.,
2004). A média dos hibridos S; x S; foi semelhante a média das testemunhas.
Por outro lado, comparando-se a média dos trés hibridos S; x S; mais
produtivos verificou-se que esta foi superior em 7%, 16%, 21% e 27% em
relacdo ao HS, HT, HD e V, respectivamente.

N3ao foi identificado nenhum hibrido S, intrapopulacional superior a
média dos hibridos comerciais utilizados como testemunhas (Figura 3B).
Foram identificados apenas trés hibridos Sy superiores somente ao hibrido
comercial B (Dow657), sendo um hibrido Intra A e dois Intra B. Uma possivel
explicacdo para este fato pode estar associada ao nimero de hibridos Sy
intrapopulacionais avaliados, totalizando 53 contra 110 hibridos Sy
interpopulacionais. Além disso, as altas produtividades dos hibridos
comerciais dependeram de elevados valores de heterose provenientes das
combinacdes de linhagens de grupos heterdticos diferentes. O pequeno
nimero de linhagens tomadas nas populacdes S, certamente eram
recombinantes das genitoras e menos contrastantes.

Os hibridos S, foram obtidos a partir de trés hibridos simples
comerciais de empresas diferentes e, portanto, provavelmente, sem parentesco

nas linhagens parentais. Para Vasal et al. (1999), é possivel obter hibridos
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intrapopulacionais com desempenho superior, desde que se identifiquem
linhagens com boa capacidade especifica de combinacdo. Neste trabalho,
devido ao fato de se ter obtido um menor numero de hibridos
intrapopulacionais, a possibilidade de se identificar um hibrido superior ficou
reduzida.

Em relacdo a média das populacdes S, utilizadas como testemunhas,
83,43% dos hibridos Sy inter e intrapopulacionais apresentaram produtividade de
graos superior (Figura 2B e 3B).

E interessante destacar que nenhum hibrido obtido a partir das
populagdes Sy superou a produtividade de graos do hibrido simples comercial C
(DKB333B), que foi de 14,23 t ha'. Este hibrido tem se destacado com alta
produtividade de graos em vdrios trabalhos desenvolvidos no Sul de Minas
Gerais, podendo-se inferir que suas linhagens parentais apresentam elevada
complementariedade e capacidade especifica de combinacdo, dificultando a
identificacdo de novas combinagdes superiores, em geracdes avancadas, deste
hibrido (Lima et al., 2000; Souza Sobrinho, 2001; Carvalho et al., 2003;
Carvalho, 2004).

De acordo com os resultados é possivel obter hibridos, a partir de
populagdes Sy de hibridos simples comerciais com produtividade de grios
elevada. E conveniente destacar que hibridos S, interpopulacionais, ou seja,
oriundos do cruzamento de plantas S, de dois hibridos simples diferentes,
apresentaram produtividade média de grdos maior que os hibridos S,
intrapopulacionais, que sdo obtidos a partir de plantas Sy do mesmo hibrido
comercial.

Verificou-se que hibridos simples comerciais sdo uma excelente
alternativa para a extracdo de linhagens, jid que, em geracdes iniciais de

endogamia a obtencdo de hibridos superiores ja € vidvel. Alguns trabalhos t€m
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comprovado a efici€éncia dessa metodologia (Lima et al., 2000; Raposo, 2002;
Bison et al., 2003; Carvalho et al., 2003; Carvalho, 2004).
Para Bernardo (1991), a correlagdo entre o desempenho de um

individuo em geragdes precoces (7 ) e do seu respectivo gendtipo em geracdes

’ Z ~
avangadas (n" ) € representada pela expressdo 1, G, = ry,

G, h, . Com isso, a
correlacdo € funcdo da raiz quadrada da herdabilidade na geragcdo precoce e do
desempenho das progénies nas geracdes n e n’ . Esta correlagdo é igual a 0,87
para linhagens S,, 0,94 para S; e 0,97 para Ss. Este fato reforca a utilizacdo de

hibridos simples comerciais para a extra¢do de linhagens.

4.3 Estimativa de parametros genéticos e fenotipicos

As estimativas de pardmetros genéticos e fenotipicos para Lavras e
Lambari estdo apresentadas na Tabela 9. E importante salientar que as
estimativas de parametros genéticos e fenotipicos foram realizadas excluindo-se
as testemunhas.

Por meio da razdao maior que a unidade entre o coeficiente de variacdo
genética e o ambiental, pode-se perceber que o componente genético é
superior, facilitando a selecdo para estas caracteristicas. Verifica-se também
que a estimativa da varidncia genética entre os hibridos foi maior em Lambari,
assim como a estimativa da variancia fenotipica.

A herdabilidade para produtividade de grdos, no sentido amplo, foi de
68,02% em Lavras e 70,49% em Lambari, confirmando a diversidade genética
entre os hibridos e a possibilidade de obtencdo de hibridos superiores.

Para PED, a herdabilidade foi de 79,55%, corroborando com Carvalho
(2004), que avaliou hibridos obtidos a partir de linhagens parcialmente

endogamicas S, obtendo valores de herdabilidade de 83,6%.
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TABELA 9. Estimativa do coeficiente de variagdo genético (CV, ), varidncia
genética (cr; ), variancia fenotipica (Gj% ) e herdabilidade (4?) da

produtividade de grios (PG em t ha), obtidos em Lavras e
Lambari e para peso de espigas despalhadas (PED em t ha),
obtida em Lambari, safra 2003/2004.

ParAmetros Lavras Lambari
PG PG PED
cv, 25,19 25,47 28,62
CV,/CV, 1,03 1,09 1,40
a§ 3,68 5,78 16,96
o]% 5,41 8,20 21,32
h* (%) 68,02 70,49 79,55
LI (%) 56,40 62,70 72,45
LS (%) 76,12 79,50 84,90

LI: limite inferior e LS: limite superior para a herdabilidade.

Resultados semelhantes foram encontrados por Andrade (1995) na
avaliac@o de hibridos S; das populacdes ESALQ-PB1 e SUWAN e por Aratjo
(2000) avaliando hibridos S, das populacdes BR-106 e IAPAR-26.

Na Tabela 10 estdo apresentadas as estimativas de pardmetros genéticos
e fenotipicos para produtividade de graos (PG), com base na andlise conjunta.
Percebe-se que a estimativa da herdabilidade foi semelhante aos valores obtidos
para Lavras e Lambari. Este fato reforga a aplicabilidade de se utilizar hibridos

simples comerciais como fonte para a extragdo de linhagens.

4.4 Estimativa da heterose dos hibridos

As estimativas das heteroses dos hibridos, com base nos hibridos
comerciais e nas populagdes S, originais, estdo apresentadas na Tabela 1A.

A heterose média dos 163 hibridos Sy inter e intrapopulacionais, em

relacio as populacdes Sy, foi de 2,50 t ha', variando de -3,68 t ha™ a 7,60 t ha™.
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Para os cruzamentos inter e intrapopulacionais, a média de heterose foi de 3,51 t
ha' e 0,10 t ha'. Percebe-se maior heterose nos cruzamentos interpopulacionais,
destacando-se o cruzamento interpopulacional AB com média de 4,24 t ha™.

Em relacdo aos hibridos comerciais, a heterose média dos 163 hibridos S,
inter e intrapopulacionais foi de -3,06 t ha™, variando de -10,8 t ha™ a 3,07 t ha.
Para os cruzamentos interpopulacionais, a média foi de -1,93 t ha™', enquanto que
para os cruzamentos intrapopulacionais ficou em -529 t ha"'. Percebem-se
valores de heterose positivos, indicando hibridos S, inter e intrapopulacionais
superiores, em produtividade de graos, aos hibridos comerciais (Tabela 1A).

Aradjo e Garbuglio (2004) também observaram valores negativos ao
avaliarem a heterose média para o cariter peso de graos e seus componentes, por

meio do cruzamento dialélico entre 12 populacdes de milho.

TABELA 10.  Estimativa do coeficiente de variagdo genético (CV,),
varidncia genética (0§ ), variancia fenotipica (o]%) e

herdabilidade (4?) da produtividade de graos (t ha'l), obtidas
da média de Lavras e Lambari, safra 2003/2004.

Parametro Estimativa
cv, 25,25
CV, ICV, 1,05
o[? 4,64
g}% 5,68
h% (%) 81,69
LI (%) 76,30
LS (%) 87,03

LI: limite inferior e LS: limite superior para a herdabilidade.
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Gama et al. (1998) avaliaram cinco hibridos comerciais e seus respectivos
S; com o objetivo de estimar a heterose em relagdo ao pai superior
(heterobeltiose). A estimativa da heterose média foi de -14,8%, com uma
amplitude de variacdo de -83,8% a 23,1% entre os diferentes cruzamentos. O
cruzamento entre dois hibridos de uma mesma empresa forneceu valor médio
negativo (-44,3%), provavelmente devido mais a algum grau de parentesco do que
a um baixo efeito de dominancia para esta caracteristica. Os cruzamentos entre
hibridos de empresas diferentes disponibilizaram valores de heterose positivos.

E importante salientar que a heterose estimada em relagdo as populagdes
So originais é a ideal para a comparagdo com os hibridos S, inter e
intrapopulacionais, ja que os mesmos foram obtidos a partir destas populagdes.
Cabe destacar que a heterose estimada neste trabalho ndo reflete o conceito

cldssico de heterose, ja que as populacdes de referéncia ndo sio linhagens puras.

4.5 Estimativa da depressiao por endogamia entre os hibridos comerciais

A depressio por endogamia entre os hibridos comerciais P30F45, Dow657
e DKB333B e suas populacdes Sy estd apresentada na Tabela 11. Constatou-se mais
uma vez que a alta produtividade do hibrido DKB333B depende da alta
complementariedade das linhagens que o geraram. Ao contrdrio desse hibrido, o
Dow657, aparentemente ndo foi produzido por linhagens tdo contrastantes, pelo
menos para os genes que se expressaram nos ambientes utilizados.

Assim, considerando o processo de selecdo de linhagens para a
obtencdo dos hibridos simples comerciais e também as recombinagdes e
segregacdes em S, infere-se que um maior nimero de linhagens deve ser
tomado para aumentar a chance de se encontrar combinacdes

intrapopulacionais mais favoraveis.
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TABELA 11. Depressdo por endogamia entre os hibridos comerciais P30F45
(A), Dow657 (B) e DKB333B (C) e suas populacgdes So.

Hibridos comerciais Depressao por endogamia (%)
P30F45 59,13
Dow657 27,60
DKB333B 50,03

Os valores encontrados neste trabalho estdo de acordo com os obtidos
por Aradjo e Gerage (2002) que utilizaram nove hibridos comerciais de milho
para estimar a depressdo por endogamia. Estes nove hibridos e suas geragdes Sy
foram avaliados quanto a produtividade de graos em dois locais. Observaram-se
valores de depressao por endogamia de 20% a 66% entre os hibridos.

Resultado semelhante também foi obtido por Lopes et al. (1998),
avaliando o efeito da endogamia em geracdes avancadas de hibridos simples
(HS), hibridos duplos (HD) e hibridos triplos (HT). A reducdo média de
producdo de graos, devido a efeitos depressivos da endogamia, foi de 24% a
67% para HS, de 21% a 55% para HT e de 11% a 51% para HD.

De acordo com Souza (2002), o HS € o que mais sofre com a depressao
por endogamia, devido ao fato de todas as plantas apresentarem a mesma
constitui¢do e serem, pelo menos teoricamente, completamente heterozigotas.

Por meio da Tabela 1A, observa-se que os hibridos S, intrapopulacionais
obtidos a partir do hibrido comercial B (Dow657) foram os que apresentaram
maior média para produtividade de grdos (6,55 t ha™). Dos cinco hibridos mais
produtivos, quatro pertencem ao cruzamento intrapopulacional B. Este fato estd
associado ao menor efeito da depressdo por endogamia ocorrido no hibrido
Dow657. Do exposto, percebe-se que a alta produtividade depende ndo sé da
heterose, mas também dos efeitos aditivos (m+a), os quais devem ser maiores para
o hibrido Dow657. Por isso, esse maior efeito aditivo também se expressou nos

seus hibridos intrapopulacionais. Ao se observar o0s cruzamentos

62



interpopulacionais, é possivel verificar que o hibrido Sy de maior produtividade
(13,14 t ha) foi obtido pelo cruzamento de plantas da geracdo S, dos hibridos
simples DKB333B e P30F45, este tdltimo com maior efeito da depressdo por

endogamia.

4.6 Estimativas das distancias genéticas entre as linhagens S;

As 48 linhagens S, foram genotipadas com 50 primers de microssatélites
(SSR). Destes, 47 foram utilizados por apresentarem polimorfismo e facilidade
de avaliacdo dos géis. Na Tabela 2A estdo discriminados os 47 primers
utilizados na avaliacdo das linhagens S; de milho.

O ndmero de alelos obtidos foi 186, com média de 3,96 alelos por
primer. O maior nimero de alelos foi identificado no primer BNLG1016. Dos
47 primers, 19 amplificaram trés alelos, 18 quatro alelos, 4 amplificaram 5
alelos, 5 amplificaram 6 alelos e 1 primer amplificou 7 alelos. O nlimero médio
de alelos por loco SSR € similar ao obtido com outros estudos realizados em
milho. Menkir et al. (2004), utilizando 38 linhagens e 33 SSR, encontraram 5,33
alelos por loco; Lu e Bernardo (2001), com 40 linhagens e 83 SSR, encontraram
4,9 alelos por loco e Le Clerc et al. (2005), com 133 cultivares e 51 SSR
encontraram 3,9 alelos por loco.

O contetido de informacdo de polimorfismo (PIC) variou de 0,49 para o
primer BNLG2238 a 0,80 para o primer BNLG1016. O PIC médio foi 0,65. Os
valores de PIC estdo de acordo com os observados por Vaz Patto et al. (2004),
ao genotiparem 104 linhagens de milho com 15 marcadores SSR. De acordo
com os autores, o PIC ficou entre 0,33 e 0,89, com média de 0,56. Xia et al.
(2004), ao genotiparem 155 linhagens de milho com 79 marcadores SSR,
encontraram um PIC médio de 0,60.

Como o PIC fornece uma estimativa do poder discriminatério de um

marcador, e € sindbnimo de diversidade genética, segundo Weir (1996), pode-se
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inferir que as 48 linhagens genotipadas com SSR apresentam elevada
variabilidade genética.

A correlacdo entre o ndmero de alelos e o PIC foi alta (r = 0,82, P <0,001).
Este resultado estd de acordo com o de Vaz Patto et al. (2004), que observaram
um valor de correlacio de 0,85.

Na Figura 4B estd um exemplo de polimorfismo detectado pelo primer
BNLG1600 entre 40 das 48 linhagens S, genotipadas neste trabalho.

As distancias genéticas médias, minima e mdxima entre as oito
linhagens S; utilizadas em cada grupo de cruzamentos encontram-se na
Tabela 12. A distancia genética média entre todas as linhagens foi 0,75,
variando entre 0,40 e 0,89, indicando a existéncia de grande variabilidade
genética entre as linhagens.

A distancia genética média nos cruzamentos interpopulacionais foi 0,70,
enquanto que nos intrapopulacionais ficou em 0,59. A amplitude de variagcdo
para a distincia genética foi maior nos cruzamentos intrapopulacionais (0,42).
De maneira geral, as linhagens intrapopulacionais apresentaram-se mais
similares geneticamente. Como a distancia genética é diretamente proporcional a
heterose (Falconer, 1981), as maiores produtividades de griaos e heteroses dos
hibridos interpopulacionais em relagdo aos intrapopulacionais estdo de acordo

com esses resultados.

4.7 Agrupamento das linhagens S,

O dendrograma obtido pelo método UPGMA, das distincias genéticas
baseada em SSR, encontra-se na Figura 1B. O valor cofenético foi alto (r = 0,82,
P < 0,0001, 10.000 permutag¢des), refletindo em uma boa concordincia com os
valores de distdncia genética. Vaz Patto et al. (2004) consideram um valor acima

de 0,56 como ideal.
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TABELA 12. Média, minimo (Mim), miximo (Max) e desvio padrdo (DP) da
distdncia modificada de Roger (DMR), calculada por meio de
SSR, com 47 primers nos cruzamentos inter e intrapopulacionais.

Tipo de N° de linhagens S, Média DMR  Min Max DP

cruzamento

Entre todos 48 0,75 0,40 0,89 0,09
AXB 8 0,71 0,47 0,81 0,12
AXC 8 0,66 0,47 0,86 0,09
BXC 8 0,74 0,47 0,86 0,10
AXA 8 0,43 0,34 0,76 0,12
BXB 8 0,71 0,40 0,85 0,09
CcCXC 8 0,62 0,34 0,76 0,11

Neste trabalho assumiu-se como ponto de corte no dendrograma a
distancia genética média (0,75) entre todas as linhagens S; genotipadas com
microssatélites.

No dendrograma, observa-se que as linhagens S; associadas a cada
cruzamento intrapopulacional foram alocadas em trés grupos (intra A, intra B e
intra C). Partindo do pressuposto de que estas linhagens sdo provenientes de trés
diferentes hibridos comerciais e considerando-os grupos heteréticos distintos, os
microssatélites foram eficientes na alocacdo destas linhagens em grupos
heterdticos.

Barbosa et al. (2003), ao genotiparem 18 linhagens parcialmente
endogdmicas S; com marcadores AFLP e SSR, sendo oito derivadas da
populagdo BR-105 e dez da populagao BR-106, observaram que as 18 linhagens
foram agrupadas em dois grupos bastante distintos. Segundo os autores,
trabalhos anteriores ja tinham alocado as duas populacdes em grupos heterdticos
diferentes, concluindo que ambos os marcadores foram eficientes na alocagdo

das linhagens em seus respectivos grupos heteréticos.
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Reif et al. (2003b), ao genotiparem 20 populagdes de milho com 83
marcadores SSR, observaram uma alta correlacio entre o relacionamento
genético entre estas populacdes, obtido por meio de SSR e dados de pedigree.

As linhagens associadas aos cruzamentos interpopulacionais ndo
agruparam de forma distinta, como o que ocorreu com as linhagens dos
cruzamentos intrapopulacionais, o que era esperado, ja que a estrutura de grupos
heterdticos deixa de existir entre as linhagens dos cruzamentos

interpopulacionais.

4.8 Analise de bootstrap dos marcadores SSR

Os resultados das andlises de reamostragens bootstrap estdo
apresentados na Figura 5B. Nota-se que, com 25 primers, a estimativa das
distancias genéticas ja apresentou alta correlacio com a matriz original,
considerando os 47 primers utilizados neste trabalho. A correlacdo observada foi
de 0,88, com valor de estresse (E) de 0,049 e soma dos quadrados dos desvios
(SQq) de 1,66. Cada amostragem foi repetida 10.000 vezes, garantindo uma boa
confiabilidade aos resultados. Além disso, de acordo com Kruskal (1964), um
valor de estresse menor que 0,05 € indicativo de uma excelente precisio.

Pejic et al. (1998), avaliando 33 linhagens endogamicas de milho com
SSR, determinaram que 20-30 primers foram suficientes para estimar, com
precisdo, as distancias genéticas entre as linhagens. Em outro trabalho, Barbosa
et al. (2003), ao genotiparem 18 linhagens de milho, determinaram que 29 dos
68 marcadores SSR seriam necessdrios para uma precisa estimativa da distancia
genética entre as linhagens.

Com isso, € possivel concluir que o nimero de primers utilizado neste
trabalho foi suficiente para uma boa genotipagem das 48 linhagens S,
principalmente porque eles foram escolhidos visando conseguir uma cobertura

fisica representativa do genoma do milho (Tabela 2A).
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4.9 Correlacdes entre as distincias genéticas e as médias de heterose e
produtividade de graos dos hibridos S,

As correlagcdes de Spearman entre a distdncia modificada de Roger
(DMR), produtividade de graos dos hibridos Sy e suas heterose, nos cruzamentos
inter e intrapopulacionais, estdo apresentadas na Tabela 13.

A correlag@o entre DMR e produtividade de graos foi alta e significativa
para os cruzamentos interpopulacionais (r = 0,84, P < 0,01). Por outro lado, a
correlacio entre DMR e produtividade de grios, nos cruzamentos
intrapopulacionais, foi baixa e ndo significativa (r = 0,18, P = 0,05). A correlagdo
entre DMR e produtividade de graos foi de 0,55 (P < 0,01), considerando, em
conjunto, os cruzamentos inter e intrapopulacionais.

Em milho, vérios trabalhos tém indicado a ocorréncia de correlagdes entre
a distancia genética dos parentais e o desempenho dos hibridos, porém, com
diferentes magnitudes (Lee et al., 1989; Smith et al., 1990; Ajmone Marsan et al.,
1998; Melchinger et al., 1999; Benchimol et al., 2000; Barbosa et al., 2003).

Os resultados deste trabalho corroboram com os encontrados por Reif
et al. (2003a) genotipando sete populagdes de milho com marcadores SSR. Estas
populagdes foram cruzadas em esquema dialelo e os hibridos avaliados em sete
locais em relagdo a produtividade de grdos. A correlagdo foi alta e significativa
nos cruzamentos intergrupos (r = 0,63). Para os autores, esta alta correlagdo
pode estar relacionada a efeitos ndo aditivos (dominancia e epistasia) associados
a altos valores de capacidade especifica de combinagdo entre estas populacoes.

Num outro trabalho, Drinic et al. (2002) genotiparam doze linhagens de
diferentes origens com marcadores SSR. As linhagens foram cruzadas em
esquema dialelo inter e intragrupos. Os autores observaram que ndo houve uma
tendéncia de maior associag@o entre produtividade de grios e distancia genética
nos cruzamentos intragrupos em relagdo aos intergrupos. Em alguns casos, a

correlacdo foi maior nos cruzamentos intergrupos.
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TABELA 13. Correlagdes de Spearman entre a distincia modificada de
Roger (DMR), produtividade dos hibridos e heterose dos
hibridos inter e intrapopulacionais.

Tipo de cruzamento Numero Produtividade Heterose * Heterose "
Inter 12 0,84 ** 0,88 ** 0,75 **

Intra 12 0,18 ™ -0,03 ™ 0,42 ™

Inter + intra 24 0,55 ** 045 * 0,58 **

*/** gignificativo a 5% e 1% pelo Teste t, ™ nédo significativo, * em relagéo as
~ b ~ . .«
populacgdes Sy, ~ em relacdo aos hibridos comerciais.

Com base em relatos da literatura, Melchinger (1999) afirma que somente
cruzamentos intragrupos mostram correlacdo alta entre a distancia genética (DG)
dos parentais e a produtividade de graos (RG) dos hibridos. O autor levanta
algumas hipéteses para explicar esta alta associacdo: um oculto relacionamento
entre alguns genitores considerados como sendo ndo relacionados com base em
dados de genealogia e a presenca de uma mesma fase de ligacdo entre QTL e
marcador nos genitores, o qual resulta em uma covariancia positiva entre DG e
RG. J4 para os cruzamentos intergrupos, a correlagdo DG e RG, normalmente, é
baixa, em funcdo de diferentes fases de ligacdo entre QTL e marcador nos
parentais, levando a valores positivos e negativos que se cancelam, deixando de
contribuir para a covariancia entre DG e RG.

Por meio dos resultados obtidos neste trabalho observa-se também que
em cruzamentos intergrupos, a correlacdo entre a distdncia genética dos
parentais e a produtividade de gridos dos hibridos pode ser alta. Uma possivel
explicacdo para os resultados estd associada a uma maior distancia genética
média entre as linhagens nos cruzamentos interpopulacionais (0,70) que nos

intrapopulacionais (0,58). Com isso, o coeficiente de coancestralidade ( f.

Malécot, 1948) € menor entre as linhagens dos cruzamentos
interpopulacionais, contribuindo para uma maior correlagdo entre a distincia

genética dos parentais e a produtividade de grdos dos hibridos
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interpopulacionais. Além disso, a maior variabilidade da produtividade e das
heteroses dos hibridos interpopulacionais certamente contribuiu para um maior
valor de correlacao.

A correlacdo entre DMR e heterose, com base nas populacdes S, foi
alta e significativa para os cruzamentos interpopulacionais (r = 0,88, P <0,01).
Entretanto, para os cruzamentos intrapopulacionais, correlacio entre DMR e
heterose foi negativa -0,03 (P = 0,05). Quando se considerou a correlacdo entre
DMR e heterose em conjunto, a correlagio foi de 0,45 (P < 0,05).

A correlacdo entre DMR e heterose, com base nos hibridos comerciais,
foi alta e significativa para os cruzamentos interpopulacionais (r = 0,75, P <
0,01). J& para os cruzamentos intrapopulacionais, a correlagdo foi média, porém,
ndo significativa (r = 0,45, P = 0,05). A correlagdo entre DMR e heterose,
considerando os cruzamentos inter e intrapopulacionais em conjunto, foi de 0,58
(P<0,01).

Nota-se que, nos cruzamentos interpopulacionais, a correlacdo entre a
distancia genética das linhagens S, parentais e o desempenho dos hibridos foi
superior aos valores obtidos nos cruzamentos intrapopulacionais.

Em funcio do agrupamento das linhagens em trés grupos heteréticos
distintos, segundo sua origem, os marcadores SSR podem ser uteis na selecdo
de linhagens divergentes entre estes grupos heterdticos, para a obtengdo de
hibridos com desempenho superior. Isso evidencia que os trés hibridos
utilizados para gerarem as populagdes formam grupos heteréticos diferentes.
Deve ser considerado que as linhagens utilizadas na obten¢do de cada hibrido
comercial deveriam ser também de grupos heterdticos diferentes.

De acordo com esses resultados, infere-se que havendo interesse na
selecdo de linhagens intrapopulacionais, deve-se tomar da populacdo

segregante um numero maior de linhagens, para aumentar a chance de
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identificar aquelas mais contrastantes e, posteriormente, obter hibridos
superiores.

A utilizacdo de marcadores SSR associados a QTL para produtividade
de grios, identificados em germoplasmas de milho tropical (Sibov et al., 2003),
também pode ter contribuido para os resultados favordveis obtidos neste

trabalho.

4.10 Regressao linear simples entre as distancias genéticas das linhagens S;
genitoras, as médias de heterose e as médias para produtividade de graos
dos hibridos S,

Na Figura 6B estio apresentadas as regressdes simples entre a distancia
modificada de Roger (DMR) e a produtividade dos hibridos interpopulacionais e
intrapopulacionais.

Percebe-se que 69,03% da variacdo para produtividade de graos nos
cruzamentos interpopulacionais sdo explicados pela maior distincia genética
entre as linhagens parentais. Por outro lado, a distdncia genética entre as
linhagens parentais ndo exerce influéncia sobre a produtividade de grdos dos
hibridos S, intrapopulacionais. Estes resultados sdo diferentes dos encontrados
em alguns trabalhos em milho utilizando diferentes marcadores moleculares.

Betran et al. (2003) avaliaram hibridos obtidos a partir de um dialelo
envolvendo 13 linhagens de milho previamente genotipadas com marcadores
RFLP. Os autores registraram que somente 15% da variacdo para produtividade
de grdos entre os hibridos foram explicados pela maior divergéncia genética
entre as linhagens parentais. De maneira semelhante, Shieh et al. (2002)
observaram que 16% da variagdo para produtividade de graos entre hibridos
obtidos a partir de cruzamentos dialélicos eram devido a maior divergéncia entre

as 13 linhagens, genotipadas com marcadores RAPD.
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As regressdes simples entre DMR e heterose dos hibridos Sy inter e
intrapopulacionais podem ser visualizadas nas Figuras 7B e 8B.

Considerando os hibridos comerciais como base para a estimativa da
heterose para produtividade de grdos, percebe-se que, nos hibridos Sy
interpopulacionais, quanto maior a distdncia genética entre as linhagens
parentais, maior a heterose nos cruzamentos (R2 = 0,55). Em rela¢do aos
hibridos S, intrapopulacionais, verifica-se pouca influéncia da distincia genética
entre as linhagens parentais no incremento da heterose (R* = 0,10).

Em relacdo a heterose estimada a partir das populagdes Sy, 0 aumento da
distancia genética entre as linhagens parentais é responsdvel por 71,55% da
variagdo para heterose, nos cruzamentos interpopulacionais. Em relacdo aos
cruzamentos intrapopulacionais, a distdncia genética entre os parentais exerce
pouca influéncia sobre o incremento na heterose dos hibridos Sy. Shieh et al.
(2002) verificaram que somente 17% da variacdo para heterose de hibridos
obtidos a partir de 13 linhagens endogdmicas eram explicados pela maior
distancia genética entre os parentais.

O fendmeno da heterose depende da diversidade genética e dos desvios
de dominancia entre os parentais. No caso dos hibridos interpopulacionais,
ocorreram as duas coisas, dai a correlacdo alta entre a distncia genética e a
heterose dos hibridos. Por outro lado, nos hibridos intrapopulacionais, houve
maior similaridade entre as linhagens parentais e também menores desvios de
dominancia, ou seja, a menor variacdo desses parametros resultou na falta de

correlacdo observada nos hibridos intrapopulacionais.
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5 CONCLUSOES

Foram identificados hibridos S, interpopulacionais superiores a média dos
hibridos comerciais e das populagdes Sy utilizadas como testemunhas.

Nao se observaram hibridos S, intrapopulacionais superiores a média dos
hibridos comerciais utilizados como testemunhas.

Os marcadores SSR foram eficientes na alocacdo das linhagens S,
associadas aos cruzamentos intrapopulacionais em grupos heteréticos distintos,

segundo sua origem.
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TABELA 1A. Ndmero de cruzamentos, produtividade média de grios (t ha), variacdo para produtividade (t ha) e
heterose média (t ha™') dos cruzamentos inter e intrapopulacionais, com base na anélise conjunta.

Tipo N° Produtividade Variacdo Heterose Variagio Heterose Variacdo
média* média**

Total 163 8,53 2,99 a13.14 2,50  -3,68a7,60 -3,06 -10,80 a 3,07
AXB 34 9,78 4,92 a13.14 424  -0,62a7,60 -0,29 -5,15a 3,07
AXC 48 10,03 6,252 12.84 4,21 0,43a7,01 -2,64 -6,42 20,17
BXC 28 8,91 5,56 a12.01 2,09 -1,26a5,19 2,72 -6,07 2 0,38
AXA 17 5,85 2,99 a9.31 1,31 -1,55a4,77 -5,26 -8,12a-1,80
BXB 17 6,55 3,48 a 10,29 0,02  -3,05a3,76 -2,47 -5,54a 1,27
CXC 19 6,09 343 a8,82 -1,02 -3,68al,71 -8,14  -10,80 a-5,41

Test. FA 11,11

Test. F|B 9,02

Test. F,C 14,23

Média F, 11.45

Test. SoA 4,54

Test. SoB 6.53

Test. SoC 7.11

Média S, 6,06

Test: testemunhas; F;: hibridos comerciais; Sy: populagdes, * em relacdo as populacdes Sy, ** em relagdo aos hibridos
comerciais; A: P30F45, B: Dow657 e C: DKB333B.
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TABELA 2A. Locos microssatélites (SSR), localiza¢do no mapa (Bin), seqiiéncia repetida, nimero de alelos e contetido de
informacao de polimorfismo (PIC).

Locos SSR Bin Repeticdo Alelos PIC Locos SSR  Bin Repeticdo Alelos PIC
BNLG1484 1,03 (AG)19 4 0,67 UMCI1014 6,04 (GA)12 4 0,63
BNLG1016 1,04 (AG)20 7 0,80 UMCI1857 6,04 (TAA)6 4 0,59
BNLG2238 1,04 (AG)16 3 0,49 UMCI1653 6,07 (GAAA)24 6 0,78
UMC1297 1,05 (GA)6 3 0,58 UMCI1409 7,01 (GCTC)4 3 0,66
BNLG615 1,07 SI 3 0,55 BNLG434 7,03 SI 4 0,68
UMC1845 2,03 (AG)8 6 0,77 BNLG1666 7,04 (AG)34 3 0,65
BNLG166 2,04 SI 4 0,61 DUPSSR13 7,04 (CA)12 4 0,56
BNLG2077 2,07 (AG)33 4 0,73 UMCI1154 7,05 (AC)6 3 0,59
UMCI1230 2,09 (TAA)8 3 0,60 BNLG1176 8,05 (AG)37 4 0,69
UMC139%4 3,01 (AT)10 4 0,58 BNLG1607 8,06 (AG)18 3 0,64
BNLG1951 3,06 (AG)11 5 0,72 BNLG240 8,06 SI 4 0,66
BNLG2241 3,06 (AG)26 4 0,71 UMCI1069 8,08 (GGAGA)6 3 0,61
BNLG1318 4,01 (AG)28 4 0,62 UMCI1638 8,09 (CTCCGG)5 4 0,60
UMC1943 4,02 SI 3 0,55 BNLG1724 9,01 (AG)31 4 0,65
BNLG1755 4,05 (AG)27 3 0,61 BNLG2122 9,01 (AG)17 6 0,81
UMC1088 4,05 (Ch)7 5 0,69 UMCI1893 9,02 (AGC)5 4 0,64
BNLG1621 4,06 (AG)18 3 0,66 UMCI1804 9,07 (AG)44 5 0,75
BNLG589 4,10 SI 4 0,59 UMCI1380 10,00 (CTG)S 3 0,56
BNLG1006 5,00 (AG)20 3 0,59 UMCI1318 10,01 (GTC)5 6 0,81
BNLG105 5,02 SI 3 0,58 UMCI1432 10,02 (AG)6 3 0,58
UMC1221 5,04 (CT)7 4 0,68 BNLG2336 10,04 (AG)16 3 0,49
UMC1792 5,08 (CGG)5 4 0,58 BNLG1250 10,05 (AG)30 3 0,65
BNLG386 5,09 SI 5 Total 186

BNLG1600 6,00 (AG)21 3 0,70 Média 3.96 0,65
BNLG1371 6,02 SI 6 0,60
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FIGURA 1B. Distancia modificada de Roger entre linhagens S;. (A, B e C) linhagens dos cruzamentos
intrapopulacionais A, B e C.
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FIGURA 2B. Produtividade média de grios (t ha") dos hibridos interpopulacionais, considerando a andlise conjunta.
Produtividade média dos hibridos comerciais (tracejado), produtividade média das populacdes S
(pontilhado).
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FIGURA 3B. Produtividade média de grdos (t ha') dos hibridos intrapopulacionais, considerando a andlise conjunta.
Produtividade média dos hibridos comerciais (tracejado), produtividade média das populacdes Sy
(pontilhado).
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FIGURA 4B. Exemplo de polimorfismo detectado pelo primer
microssatélites BNLG 1600 entre 40 linhagens S; de milho.
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FIGURA 5B. Numero 6timo de marcadores para uma precisa estimativa das
distancias genéticas entre as linhagens S; de milho, obtida por
meio de 10.000 reamostragens bootstrap.
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FIGURA 6B. Regressio simples entre distdncia modificada de Roger e
produtividade de grdos dos hibridos inter (a) e intrapopulacionais

(b).
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FIGURA 7B. Regressao simples entre distdncia modificada de Roger e heterose
dos hibridos inter (a) e intrapopulacionais (b), com base nos
hibridos comerciais.
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FIGURA 8B. Regressao simples entre distdncia modificada de Roger e heterose
dos hibridos inter (a) e intrapopulacionais (b), com base nas
populagdes So.

97



