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RESUMO

SOUZA, Everton Diel. Divergéncia genética e avaliagiio de familias S, e top
crosses de milho, utilizando-se caracteres agrondmicos e marcadores
RAPD. Lavras: UFLA, 2000. 88p. (Tese - Doutorado em Genética e
Melhoramento de Plantas)*

A pressio pelo ripido desenvolvimento de hibridos comerciais leva a
busca de novas alternativas que sejam eficientes a curto prazo. Populagdes de
base genética estreita, como geragdes F. de hibridos comerciais, quando
comparadas com variedades de polinizagdo aberta, t8m sido utilizadas como
fonte de linhagens porque apresentam bom desempenho para as caracteristicas
importantes no melhoramento. A avaliagdo das linhagens ¢é feita, normalmente,
com base na capacidade de combinagfio estimada em cruzamentos dialélicos ou
em top crosses, sendo estes os mais utilizados. Outro método consiste na
avaliacdo da divergéncia genética, estimada por meio de caracteres agrondmicos
ou por marcadores moleculares. Dessa forma, os objetivos deste trabalho foram:
avaliar familias de milho S, per se e em top cross, obtidas de um hibrido simples
modificado e verificar se a distincia genética estimada por marcadores RAPD e
por meio de caracteres agrondmicos sdo preditivas na escolha de genitores
promissores para a obtencdo de hibridos de milho. Este estudo foi realizado na
area experimental ¢ no Laboratério de Genética Molecular do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras, durante os anos agricolas 96/97,
97/98 ¢ 98/99. Foram utilizadas 100 espigas F, autofecundadas de plantas F,
obtidas de uma populacio constituida pelo hibrido simples modificado Pioneer
3072. O trabalho foi realizado em quatro etapas: a) obtengio das familias S,, b)
obtengdo dos hibridos top crosses, c) avaliagio dos top crosses ¢ das familias S,
per se ¢ d) anilise molecular de uma amostra de 20 familias S, mais o testador,
utilizando marcadores RAPD. Foram estimados os parimetros genéticos e
fenotipicos dos top crosses ¢ das familias S,, além das correlagGes entre alguns
caracteres. Foram constatadas herdabilidades relativamente altas para o carater
peso de espigas despalhadas e correlagSes genotipicas também altas entre alguns
caracteres. Além disso, estimou-se a divergéncia genética entre as familias S, ¢
os respectivos hibridos top crosses, utilizando-se caracteres agrondmicos e
marcadores RAPD. Finalmente, foram calculadas as comelagdes entre as
diversas estimativas da divergéncia genética ¢ da produtividade encontrando-se
valores altos e significativos. Verificou-se que a utilizagio do testador
possibiliton a identificacio de gendtipos superiores ¢ promissores entre as

* Comité Orientador: Samuel Pereira de Carvalho - UFLA (Orientador), Jodo
Bosco dos Santos - UFLA (Co-orientador).



familias S, € que as distdncias genéticas obtidas pelos marcadores, embora nio
tenham apresentado capacidade preditiva, identificaram as familias que
originaram os hibridos mais divergentes ¢, dentre estes, os mais produtivos.

it



ABSTRACT

SOUZA, Everton Diel. Genetic divergence and evaluation of S, and topcross
families of maize by utilizing agronomic characteristics and RAPD
markers. Lavras: UFLA, 2000. 88p. (Thesis - Doctorate in Genetic and
Plant Breeding)*

The pressure for the fast development of commercial hybrids leads to the
search for new alternatives which may be efficient in the short run. Populations
of nmarrow genetic base such as F, generations of commercial hybrids when
compared with open-pollinated varieties, have been utilized as the source of
lines because they show good performance for the important characteristics in
breeding. The evaluation of lines is done, normally, on the basis of the
combining capacity estimated in diallel crossing or in topcrosses, the latter being
the most utilized. Another method consists into the evaluation of genetic
divergence, estimated by means of agronomic characters or by molecular
markers. Thus, the objectives of this work were: to evaluate S; maize families
per se and in top cross obtained from a modified single hybrid and verify
whether the genetic distance estimated by RAPD markers and by means of
agronomic characters are predictive in the choice of promising parents for
obtaining com hybrids. This study was accomplished in the experimental area
and in the Molecular genetic laboratory of the Department of Biology of the
UFLA over the agricultural years 1996/97, 97/98 and 98/99. 100 F, ears selfed
from F, plants, obtained from a population made up of the modified single
hybrid Pioneer 3072. The work was carried out in four stages: a) obtaining of the
S, families, b) obtaining of topcross hybrids, c) evaluation of the S; and topcross
families and d) molecular analysis of a sample of 20 S, families plus the tester
by utilizing RAPD markers. The genetic and phenotypic parameters of the
topcrosses and S, families were estimated in addition to the correlations among
some characters. Relatively high heritabilities for the trait strawless ear weight
and genotypic correlations also high among some characters. In addition, the
genetic divergence among S, families and their respective topcross hybrids, by
utilizing agronomic traits and RAPD markers was estimated. Finally, the
correlations among the several estimates of genetic divergence and yicld were
calculated, high and significant values being found. It{was verified that the
utilization of the tester enabled the identification of superior and promising
genotypes among the S, families and that the genetic distances obtained by the
markers, although they had not presented predicting ability, identified the

* Guidance Committee: Samuel Pereira de Carvalho - UFLA (Major Professor),
Jodo Bosco dos Santos - UFLA (Co-adviser)
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families which gave rise to the most divergent hybrids and among these, the
highest yielding ones.



1 INTRODUCAO

O uso da geragdo F, de cruzamentos intervarietais para a produgio
comercial de milho foi sugerido por Beal com base em estudos realizados no final
do século XIX (Allard, 1971). A utilizagdo do milho hibrido, a partir de 1920,
proporcionou um enorme impulso a agricultura modema. Os estudos
subseqilentes trouxeram muitas contribuigdes de importincia, tanto pratica como
cientifica. As contribui¢des dos melhoristas foram de importancia extraordinaria
¢ resultaram em aumentos constantes na produtividade do milho hibrido
(Miranda Filho e Viégas, 1987). X

O desenvolvimento do milho hibrido dentro de um programa de
melhoramento esta fundamentado na obtengio de linhagens ¢ avaliagdo da
capacidade de combinagdo dessas. A escolha adequada das fontes de linhagens
pode determinar o sucesso do programa. O germoplasma disponivel de milho ¢
muito amplo e, com a facilidade de cruzamento, as fontes se tornam praticamente
inesgotaveis,

A utilizagdo de cultivares de polinizagio aberta, como fonte de
germoplasma para a obtencdo de linhagens, tem diminuido significativamente nos
ltimos anos, principalmente devido ao baixo potencial de produgfio € & presenga
de caracteristicas indesejaveis nestes cultivares (Hallauer, 1990). Dessa forma, a
maioria dos melhoristas de milho no mundo tem preferido utilizar populagdes de
base genética estreita, incluindo sintéticos de linhagens elites relacionadas ou
nio, populacbes F, de hibridos simples ¢ populagdes obtidas por meio de
retrocruzamentos (Hallauer, Russel ¢ Lankey, 1988; Hallauer, 1990; Troyer,
1994).



A geragdio F; de hibridos comerciais tem sido utilizada como fonte paraa
obtencdo de linhagens em varios programas de melhoramento. Isto se deve ao
fato de que os hibridos comerciais tém sido amplamente avaliados, tanto com
relagdo ao seu desempenho per se como também das suas linhagens genitoras,
apresentando bom desempenho para aquelas caracteristicas importantes para o
melhoramento, quando comparados, por ecxemplo, com as variedades de
polinizagdio aberta, que s§o germoplasmas pouco melhorados (Troyer, 1994).

A avaliacio da capacidade combinatoria das linhagens ¢ muito
importante porque permite a utilizagio dos efeitos génicos aditivos para melhorar
os ganhos obtidos com a selegdo. Essa avaliagio pode ser feita cruzando-se as
linhagens em fase inicial de endogamia com um testador comum, comparando-se
em seguida, os hibridos obtidos. Os resultados obtidos podem ser utilizados para
selecionar as melhores linhagens que surgem no programa e/ou que podem ser
recombinadas para formar uma nova populagio.

Além dos cruzamentos em top crosses utilizando testadores, os
cruzamentos dialélicos tém sido utilizados apés a endogamia ter sido alcangada,
mas apresentam o inconveniente de aumentar em muito o nimero de
cruzamentos, quando o niimero de linhagens disponivel ¢ grande, dificultando as
avaliagdes. A justificativa para a avaliagio da capacidade combinatéria das
linhagens esta no baixo relacionamento entre o desempenho das linhagens per se
e seus hibridos (Hallaver, 1990; Troyer, 1994). Dessa forma, até o momento, os
top crosses tém sido fundamentais para avaliar o desempenho das linhagens em
combinagdes hibridas.

Uma outra metodologia que tem sido utilizada pelos melhoristas para
auxiliar na selegdo de linhagens ¢ a avaliagiio da divergéncia genética, que pode
ser estimada por meio de caracteres morfo-agronémicos ou por marcadores

moleculares.



O desenvolvimento de técnicas da biologia molecular permitiu a
avaliagdo da divergéncia genética por meio de marcadores moleculares que
apresentam algumas vantagens sobre os outros métodos, pois além de
identificarem grande polimorfismo, nio apresentam interagio com ambientes,
podendo ainda ser avaliados em qualquer estadio de desenvolvimento (Williams
et al., 1990).

Dentre os marcadores utilizados atualmente, 0 RAPD (“Random
Amplified Polymorphic DNA™) é o mais simples, além de permitir identificar
uma ampla variabilidade genética, ter custo mais acessivel e, por isso, vem sendo
um dos mais usados (Ferreira ¢ Grattapaglia, 1998). f

Além disso, os programas de melhoramento de populagdes ou de
obtengdo de linhagens endogdmicas demandam consideravel tempo e recursos. A
pressdo pelo rapido desenvolvimento de hibridos comerciais faz com que se
busquem novas alternativas que possam ser eficientes a curto prazo.

Nesse contexto, os objetivos deste trabalho foram: 1) avaliar familias de
milho S, per se ¢ em top cross, obtidas de um hibrido simples modificado; 2)
verificar se as distincias genéticas estimadas por marcadores RAPD e por meio
de caracteres agrondmicos sdo preditivas na escolha de genitores promissores
para a obtenggo de hibridos de milho.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Histérico do milho hibrido

Como j4 foi mencionado, partiu de Beal a sugestdo para a utilizagio da
geragdo F, de cruzamentos intervarietais para a producido comercial de milho,
com base em estudos realizados no final do século XIX (Allard, 1971). No
entanto, foram East (1908) e Shull (1909) que demonstraram, em trabalhos
diferentes, que o cruzamento entre linhagens endog&micas de milho resultava
numa geragdo F) mais vigorosa e produtiva. Apesar disso, tal pratica nio foi
disseminada na época, devido ao elevado custo das sementes hibridas, que eram
produzidas utilizando-se linhagens endogdmicas normalmente pouco produtivas.

O milho hibrido sé se tornou economicamente viavel, ap6s a sugestio de
Jones (1918) de utilizar as linhagens endogimicas para a formacdo de hibridos
duplos, os quais resultam do cruzamento de dois hibridos simples. Uma vez que
as sementes de hibridos duplos eram produzidas com uma certa facilidade e
economia, o interesse dos melhoristas se voltou para o método de hibridos de
linhagens e a hibridacgo intervarietal foi praticamente esquecida.

Mesmo assim, os primeiros hibridos comerciais s6 apareceram por volta
de 1930 e, gradativamente, foram substituindo as variedades de polinizaco livre,
Ja em 1939, a area plantada com milho hibrido nos Estados Unidos, na faixa
conhecida como “cinturdo do milho”, alcangava 75% do total (Miranda Filho e
Viégas, 1987).

Inicialmente, as linhagens empregadas para obtengiio de hibridos
apresentavam limitada capacidade especifica de combinacdo entre si. A partir de
1940, quando o progresso destes programas de obtengio de hibridos duplos



parecia ter atingido o seu maximo ¢ os resultados niio correspondiam aos
esforgos empregados, o interesse voltou-se para os cruzamentos entre linhagens
extraidas de diferentes populagSes. Tal mudanca sé foi possivel, principalmente
em virtude do grande impulso dado aos estudos da Genética Quantitativa, os
quais permitiram uma melhor compreensdo e detecgdo dos tipos de agio génica
em populagdes de ampla base genética (Gorgulho, 1997).

Paterniani (1993) relata que, de todas as regides tropicais e subtropicais
do mundo onde o milho hibrido tem sido utilizado, ¢ no'Brasil que se constata a
sua contribuicdo mais significativa para a agricultura. O mesmo autor cita uma
série de vantagens apresentadas pelas sementes hibridas, entre as quais relaciona
a possibilidade de: 1) associar caracteristicas de genitores distintos; 2) obter
gendtipos superiores num prazo relativamente curto; 3) utilizar interagdes
génicas na geracdo hibrida; 4) produzir genétipos uniformes; 5) conseguir menor
interacio com o ambiente (maior homeostase) na geragio F,; 6) produzir
sementes de milho hibrido em escala comercial, com reflexos gerais favoraveis

sobre a economia da regio.

2.2 Obtengio de linhagens de milho

Uma linhagem pode ser definida como um grupo de individuos idénticos
obtidos por sucessivas autofecundagdes e, consegiientemente, homozigéticos
(Ramatlho, Santos e Pinto, 1989).

- Segundo Miranda Filho ¢ Viégas (1987) e Hallaner (1990), existem
varios métodos para obtenglio de linhagens endogimicas, que sdo: a) método
padrio: a selegdo ¢é feita entre ¢ dentro das progénies a'medida que avanga o
processo de endogamia, baseada em caracteres fenotipicos; b) método de cova

unica: difere do método padriio porque cada progénic ¢ representada por uma



cova unica com trés plantas, em vez de uma linha com varias plantas; ¢) método
genealdgico: consiste inicialmente na escolha € no cruzamento de duas linhagens
elites que combinam bem e, a partir do segundo ciclo do hibrido resultante por
endogamia, realiza-se o isolamento de novas linhagens como no método padrio;
d) métodos altemativos: desenvolvimento de linhagens homozigoticas dipléides,
partindo de monopléides (cultura de tecidos), seguido de duplicagio do niimero
de cromossomos.

O método padrio, que ¢ o mais empregado, consiste inicialmente na
autofecundacio de centenas de plantas selecionadas de variedades ou hibridos
promissores, descartando-se as piores. Na ectapa seguinte, sio semeadas, em
fileiras individuais, cerca de 30 sementes de cada espiga obtida, efetuando-se a
autofecundagio de duas a cinco plantas escolhidas de cada progénie,
selecionando entre ¢ dentro das progénies e escolhendo até trés das metlhores
espigas por progénie. Finalmente, s30 semeadas de uma a trés fileiras das espigas
selecionadas, autofecundadas e selecionadas, repetindo o processo até que as
linhagens atinjam relativa homozigose (Miranda Filho e Viégas, 1987).

Hallauer (1990) comenta que uma das criticas ao método padrdo para o
desenvolvimento de linhagens estd no tempo requerido para a obtengio da
linhagern homozigética. O mesmo autor relata que os métodos alternativos tém
sido sugeridos por niio incluir os 5 a 7 ciclos de autofecundages, apesar desses
métodos terem sido testados com limitagdes, pois a ocorréncia de monopléides e
de homozigotos dipléides derivados de monopléides ¢ baixa.

As linhagens, apés obtidas, podem ser melhoradas. Um meétodo, utilizado
com freqiiéncia, para essa finalidade é o retrocruzamento. Miranda Filho e
Viégas (1987) afirmam que esse método é eficiente tanto na transferéncia de

alelos especificos entre genédtipos como para caracteres quantitativos.



2.3 Avaliagdo de linhagens de milho

Entre 1920 e 1930, poucas linhagens estavam disponiveis para os
programas de melhoramento. Em vista disso, as avaliages das combinacdes
hibridas eram feitas em todas as n(n - 1)/2 combinagdes possiveis de um
conjunto de linhagens. Porém, 4 medida que a disponibilidade das linhagens foi
aumentando, os cruzamentos ¢ os testes de linhagens por este procedimento
foram se tomando impraticveis (Hallaver ¢ Miranda Filho, 1988).

Quanto maior o mimero de linhagens para serem avaliadas maior devera
ser o numero de Fy’s a serem testados em ensaios comparativos, o que fez com
que os melhoristas logo percebessem que a obtengdo de linhagens de milho
constituia um problema muito pequeno em comparagio com o da avaliagio de
linhagens. Esta conclusio conduziu a uma intensa busca por procedimentos
adequados para a avaliagéo das linhagens (Allard, 1971).

No processo de avaliacdo de linhagens, o cruzamento entre quaisquer
duas linhagens ndo sclecionadas certamente proporcionari algum aumento de
vigor em relagio aos parentais. Todavia, apenas algumas das milhares de
linhagens que tém sido testadas exibem heterose em nive! suficiente para tornar-
se viavel, sob o ponto de vista econémico. Em 1951, Kiesselbach, citado por
Allard (1971), estimou que, de um total de mais de 100.000 linhagens que foram
avaliadas até aquela data nos Estados Unidos, apenas 60 eram suficientemente
boas para serem empregadas na produgio comercial de milhos hibridos.

De acordo com Ide (1983), no desenvolvimento de linhagens
endogdmicas a serem utilizadas na obtengdo de hibridos, a maior dificuldade esta
na sua avaliagdo, de modo que um dos pontos principais reside em qual estagio
de endogamia os testes de capacidade de combinagio devém ser realizados para

se ter uma maior eficiéncia.



A avaliagdo precoce early testing das linhagens para capacidade geral de
combinagdo foi proposta inicialmente por Jenkins, em 1935 (Allard, 1971). No
esquema do teste precoce, as plantas originais (S,) ou as plantas da primeira
geragdo de autofecundagio (S) sio cruzadas com um testador, permitindo assim
avaliar a capacidade de combinagio ¢ o comportamento geral dos top crosses. O
primeiro descarte permite concentrar maiores esforgos nas familias selecionadas
com o decorrer das autofecundagdes.

As linhagens podem ser testadas tanto em estigios iniciais (So-S;) de
desenvolvimento, como em estagios mais avangados (Ss ou mais). Os defensores
do teste em gerages iniciais acreditam que a alta produtividade ¢ tio importante
e tdo dificil de se obter que deveria ser identificada o mais cedo possivel,
enquanto os defensores do teste em geragdes mais avancadas acham que a
produtividade muda durante o desenvolvimento da linhagem devido & segregagéio
genética, de modo que testes em geragdes avancadas sdo melhores que em
geragdes iniciais, pois a maioria dos locos estd em homozigose (Troyer, 1994).

O estagio de teste para a avaliagio da capacidade combinatéria das
linhagens ndo tem sido um fator decisivo no desenvolvimento de linhagens elites,
visto que excelentes linhagens tém sido desenvolvidas tanto em estagios iniciais
como em estagios mais avangados (Hallaver, 1990; Troyer, 1994).

A justificativa para a avaliagio da capacidade combinatéria das
linhagens esta no baixo relacionamento entre o desempenho das linhagens per se
¢ seus hibridos (Hallauer, 1990; Troyer, 1994), o que tem sido demonstrado
teorica e empiricamente (Hallauer e Lopez Perez, 1979; Smith, 1986). Deste
modo, até o momento, os top crosses tém sido necessirios para avaliar o
desempenho das linhagens em combinagdes hibridas.



2.3.1 Utilizagdo de top cross para avaliagdo de linhagens de milho

Sugerida por Davis (1927), a introdugo do uso de top crosses, que sdo
cruzamentos de linhagens com variedades de polinizag3o livre, foi adotada como
uma pratica usual e eficiente para avaliar a capacidade geral de combinagdes das
linhagens. Vérios autores tém discutido a eficiéncia desse método,
principalmente, quanto a escolha do tipo de testador para a determinagdo da
capacidade de combinagdo (Matzinger, 1953; Lonnquist ¢ Rumbaugh, 1958;
Rawlings ¢ Thompson, 1962; Allison e Cumow, 1966).

Ao verificar que algumas linhagens destacavam-se¢ pelo seu
comportamento em combinagdo, Lindstrom (1931) recomendou o uso do top
cross para a ava.liaqﬁb. No ano seguinte, Jenkins ¢ Brunson (1932), trabathando
com variedades de polinizagio aberta utilizadas como testadores, encontraram
altas correlagdes entre a produgiio das linhagens e dos top crosses.

Jenkins (1934) comparou quatro métodos para avaliar o desempenho de
hibridos duplos de milho, sendo trés utilizando informagdes dos hibridos simples
¢ um utilizando apenas as informagges dos top crosses das linhagens genitoras.
Os resultados validaram as informagdes obtidas com os top crosses na avaliagdo
do desempenho dos hibridos duplos entre as linhagens.

Segundo Hallauer ¢ Miranda Filho (1988), a utilizacdo de top cross no
melhoramento tem como objetivos: 1) a avaliagdo da capacidade de combinagio
de linhagens endogdmicas num programa de melhoramento de hibridos e 2) a
avaliagdo do valor genético dos genétipos da populagio a ser melhorada.

A capacidade geral de combinagdo (CGC) foi definida por Sprague e
Tatum (1942) como o comportamento de uma linhagem -quando cruzada com
vérias outras, ou seja, o comportamento médio dessa lihagem numa série de

hibridos. Os mesmos autores associaram a CGC com a agiio aditiva dos genes,



enquanto a capacidade especifica de combinagio (CEC) referia-se ao
comportamento de uma linhagem quando cruzada com outra, originando um
hibrido simples e associaram a CEC aos efeitos de domindncia, epistasia ou
interagdo gendtipo x ambiente.

A avaliagio final de uma linhagem ¢é feita com base no seu
comportamento em hibridos. No inicio, o valor de uma linhagem s6 era avaliado
depois que a mesma atingisse um avangado grau de homozigose e essa avaliagio
era feita por meio de cruzamentos, o que tomava o trabalho demorado e
dispendioso, pois, mesmo com um pequeno nimero de linhagens, é grande o
namero de hibridos possiveis de serem sintetizados (Miranda Filho e Viégas,
1987).

 Miranda Filho e Viégas (1987) relatam que o uso do top cross se tormou
um método geral para avaliar o comportamento preliminar das linhagens,
principalmente a capacidade geral de combinagio e que o emprego do hibrido
simples como testador tem sido muito utilizado, pois permite avaliar muitas
linhagens e da informagdes de uso mais imediato.

Bellucci (1995), utilizando a’ metodologia proposta por Chaves e
Miranda Filho (1993) em populagdes derivadas de hibridos comerciais, a qual
nao considera o efeito de heterose especifica e permite a avaliagio de um némero
bem maior de cultivares que no dialelo, obteve boa avaliagdo de cultivares
utilizadas no top cross, mostrando ser este um bom método quando ndo se deseja
identificar cruzamentos especificos. O autor concluiu também que os hibridos
comerciais sio uma fonte muito boa de germoplasma para programas de
melhoramento que busquem cultivares com bom potencial de produtividade.

Comparando trés testadores para a discriminagio e avaliagio da
capacidade de combinagdo de 64 familias S, de milho, provenientes do composto
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CMS-39, Elias (1997) constatou que sé foi possivel discriminar os testadores em
funcdo da capacidade de combinacdo e das estimativas das heteroses.

2.4 Correlacges entre linhagens S, per se e em top cross

O estudo de correlagdes entre caracteres em milho tem sido muito intenso
e envolve diversos germoplasmas, tais como linhagens, hibridos e progénies de
populacdes. No caso especifico de linhagens, o sentido ¢ a magnitude das
correlagdes devem interferir mais ou menos intensamente nro critério de selegio
das linhagens (Miranda Filho ¢ Viégas, 1987).

As correlagoes envolvendo caracteres de progénies endogamas S, ou S,,
com seus respectivos top crosses, tém chamado a aten¢fio dos melhoristas de
milho. Viérios sao os trabalhos abordando este assunto, entre os quais verifica-se
o de Jenkins (1929), citado por Miranda Filho e Viégas (1987), no qual
apresenta uma ampla lista de correlagdes, sendo as de maior interesse aquelas
que envolvem a produgdo de grios. O autor encontrou algumas correlages
positivas mas que nfio apresentaram valores suficientemente altos para assegurar
uma previsdo dos caracteres nos hibridos, com base nos mesmos caracteres nas
linhagens.

Lonnquist ¢ Lindsey (1964) compararam 169 progénies S, per se e em
top cross com um testador aparentado e outro nio aparentado. Os resultados
mostraram que o progresso na selecdo para a produggo utilizando S, per se e top
cross com um testador ndo aparentado foi dependente de diferentes efeitos
genéticos, principalmente aditivos € a correlagiio encontrada entre a produgdo
das S, e seus respectivos top crosses foi significativa, mas ndo de magnitude
suficiente para ter valor preditivo.
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Posteriormente, Lonnquist (1968) relatou que a selecio das linhagens
bascada no comportamento dos top crosses, utilizando a populagio parental
como testador, originou variedades sintéticas com rendimento superior ao das
baseadas em progénies S,, selecionadas por meio de um testador néo aparentado.

Genter e Alexander (1966) compararam o comportamento das linhagens
S\ per se e em cruzamentos testcross da populagdo Corn Belt Southern
Synthetic (CBS). O comportamento das linhagens S, per se foi superior aos
festcrosses para aumentar a producio ¢ a capacidade geral de combinacgio das
populagdes. No entanto, a selegdo feita com base nos testcrosses foi eficiente
apenas no aumento da frequéncia alélica, contribuindo para elevar a produgio
nos cruzamentos, mas nio nas populagdes.

Ao correlacionarem a produgio das 153 linhagens S,, da populagio
CBS, com seus top crosses, 0s mesmos autores (Genter ¢ Alexander, 1966)
encontraram valores de r = 0,61**, sendo que seis das 10 linhagens mais
produtivas estavam entre as que originaram os 10 top crosses mais produtivos.
Correlacionando a produgio das 60 linhagens S,, derivadas da populagdo CBS-
TCl, com seus top crosses, cbtiveram r = 0,47** sendo que quatro das 10
linhagens S; mais produtivas estavam entre aquelas que originaram os top
crosses com maior produgio.

Por sua vez, Duclos ¢ Crane (1968), estimando a correlagdo fenotipica
das progénies S, com seus top crosses para a producdo de grios, encontraram
valores de r = 0,42**, o0 que, segundo os autores, evidencia a rela¢do entre os
métodos de avaliacdo, apesar deste valor ser pequeno para fins de predicio.

Correlacionando a produgdo de grios entre progénies de meios irmsos
avaliados per se ¢ em top cross das variedades de milho Piramex e Cateto, Ilig
(1969) obteve valores de r = 0,48* para a variedade Piramex ¢ r = 0,26* para a
variedade Cateto.
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Carangal et al. (1971) relataram que a selegdo de progénies S, para
producdo de grios foi melhor na populagio per se e semelhante a selegio de
testcross para melhorar a capacidade geral de combinag3o.

Gama ¢ Hallauer (1977) determinaram as correlagdes de oito caracteres
entre linhagens endogdmicas e seus hibridos, e encontraram valores muito baixos
para serem utilizados para a predigio.

Por outro lado, Hallauer ¢ Miranda Filho (1988) apresentaram um
resumo dos estudos de correlagdo entre linhagens e hibridos, tendo alguns
estudos evidenciado que certas linhagens tém maior capacidade de transmitir
seus caracteres aos hibridos. No entanto, geralmente, as correlagdes, embora
positivas em muitos casos, nio foram altas o suficiente para serem consideradas
no processo de selegdo; em outros casos, entretanto, as correlagdes positivas
foram suficientes para serem consideradas na selegdo. Estes autores afirmam que
o valor real de uma linhagem deve ser avaliado em combinagido hibrida, porém, o
processo de selegio deve conduzir a obtengdio de linhagens com certos padries de
vigor e produtividade antes de serem testadas nessas condigdes.

De acordo com Santos (1985), as comparagdes entre progénics S,
avaliadas per se ¢ em top cross apresentam divergéncia nos resultados.
Entretanto, varios trabalhos evidenciam a existéncia de uma alta correlagiio entre
os dois métodos de avaliagdio. O emprego de um testador que ndo discrimina
eficientemente as linhagens testadas provavelmente mascara as diferengas entre
os genotipos.

Smith (1986) estudou teoricamente a relagio entre o comportamento das
linhagens per se € em top cross para explicar as possiveis razdes para os baixos
valores das correlagdes. Os resultados mostraram que, para caracteres
condicionados por um grande nimero de locos exibindo dominancia completa,

espera-se que as correlagdes sejam menores que 0,5, provavelmente devido aos
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efeitos mascaradores de alelos favoraveis dominantes no testador. A baixa
correlacdo encontrada parece indicar que a quantidade de a¢o génica nio aditiva
esta afetando o comportamento dos top crosses.

Na mesma linha, Bernardo (1991) verificou que as correlagSes genéticas
esperadas entre top cross de linhagens em diferentes geracdes e nas Fo, variavam
de 0,71 a 1,00, de modo que esta correlagdo aumentou quando as diferencgas
entre seus coeficientes de endogamia diminuiram. Os resultados mostraram que a
correlagdo entre top crosses de linhagens S; e de linhagens S; ja é suficientemente
alta para possibilitar que a selegdio seja praticada em geragdes precoces como S;.

Arias, Takeda ¢ Souza Junior (1994) estimaram os coeficientes de
correlacdo fenotipica entre linhagens S, e top crosses intra e interpopulacionais
de 0,20* ¢ 0,17*, respectivamente, para a populagiio BR-105. Para a populagio
BR-106, os valores encontrados foram 0,38** ¢ 0,42** respectivamente,
indicando uma relagsio mais estreita entre os top crosses e as progénies S, para a
populagao BR-106.

Elias (1997) verificou que as estimativas das correlagdes do desempenho
das progénies dos testadores BR-201, CMS-39 ¢ CMS-50 e também per se
foram praticamente nulas, evidenciando que o comportamento das familias em
top cross varia com o testador e que o seu comportamento per se n3o possibilita
predizer o comportamento em combinagdes hibridas, embora algumnas progénies
se destacaram tanto per se como nessas combinagdes.

Pelo que se pode constatar, o top cross é um procedimento muito
utilizado no processo de selecfio precoce de linhagens, embora existam muitos
resultados discordantes, decorrentes, principalmente, da escolha de testadores
que ndo discriminam eficientemente as linhagens testadas. Dessa forma, outros
procedimentos que venham a contribuir para aumentar a sua eficiéncia
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certamente serdo benéficos para a obtencdo de linhagens superiores. O emprego
de marcadores moleculares, por exemplo, podera oferecer esta contribuicio.

2.5 Divergéncia genética e heterose

O conhecimento da distincia genética entre genétipos ¢ muito wtil em um
programa de melhoramento porque permite uma melhora na eficiéncia da
amostragem ¢ utilizacio de germoplasmas. Os melhoristas podem usar estas
informagdes para tomar decisies como a escolha :de genétipos para o
desenvolvimento de populacdes ou para facilitar a identificacio de diversos
genitores para a obtengdo de combinagdes hibridas, a fim de maximizar a
expressio da heterose (Santos et al., 1994).

A diversidade genética entre um grupo de genitores tem sido avaliada
com o objetivo de identificar combinagdes hibridas de maior efeito heterético e
maior heterozigose, de modo que, nas suas geragdes segregantes, seja possivel a
recuperacio de genétipos superiores (Cruz e Regazzi, 1997).

A divergéncia genética pode ser quantificada por meio da realizacio de
cruzamentos ou avaliada por meio de métodos preditivos. Os métodos preditivos,
por dispensarem a obtencio prévia das combinagdes hibridas, tém merecido
consideravel destaque (Cruz e Regazzi, 1997).

Apesar de a divergéncia genética ser uma condi¢io necessaria para que
haja heterose, ela nfo ¢ suficiente para que a heterose se manifeste, pois depende
da magnitude das diferengas de freqiéncias alélicas e da dominincia para todos
os locos envolvidos (Cress, 1966). '

A heterose pode ser definida como sendo o vigor manifestado em

cruzamentos entre individuos geneticamente divergentes, aumentando o valor dos
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caracteres quantitativos observados nos hibridos em relagio aos pais (Suresh ¢
Khanna, 1975).

Segundo Falconer (1981), a heterose é fungdo dos efeitos de dominéncia
dos genes para o carater em questio e do quadrado da diferenca das freqiiéncias
alélicas dos genitores, além dos efeitos epistiticos que, geralmente, nio sdo
considerados. A predigio da medida da distincia, antes que qualquer cruzamento
seja realizado, podera auxiliar os melhoristas a concentrar seus esforgos apenas
nas combinagdes mais heterdticas, pois a heterose manifestada nos cruzamentos
esta diretamente relacionada a distancia genética.

Na priética, a estimativa de correlacdes entre heterose da produgio de
hibridos Fy’s € as distdncias multivariadas entre os genitores correspondentes tém
sido utilizadas por varios autores. Dentre eles, destacam-se Maluf, Ferreira ¢
Miranda (1983) que, num trabalho sobre tomate, encontraram correlacdes de
0,81 ¢ 0,89 para as distancias euclidianas e de Mahalanobis, respectivamente,
com a heterose da produgfio, ficando demonstrada a eficiéncia da técnica
utilizada neste estudo.

Em relagdo ao milho, os melhoristas fregiientemente consideram os
grupos heterdticos, para os quais niio hi nenhuma definigio clara e objetiva nos
relatos encontrados na literatura. Este termo foi estabelecido empiricamente pela
relagdo da heterose observada nos cruzamentos envolvendo diferentes cultivares
de polinizacio aberta (Hallauer, Russel e Lamkey, 1988). Sua importancia para
o melhorista reside no fato de que os cruzamentos entre grupos heterdticos
distintos resultam em uma alta heterose.

Segundo Vencovsky (1987), a capacidade geral de combinagiio (CGO)
depende da diferenga nas freqiiéncias alélicas das populagdes envolvidas e do
tipo de agdio génica. Para um tnico loco, sio esperadas aitas CGCs, geralmente

para materiais com maior freqiiéncia de alelos favoraveis em relagdo a freqiiéncia

16



alélica média dos genitores utilizados. Por outro lado, a capacidade especifica de
combinacdo (CEC) depende apenas dos efeitos de domindncia. Desse modo,
quando dois genitores forem semelhantes ou apresentarem pouca divergéncia
genética, ou seja, possuirem altas ou baixas fregiiéncias alélicas nos mesmos
locos, € de se esperar um baixo valor para a CEC.

O estudo de divergéncia genética surgiu como um método alternativo
para selecionar aqueles materiais mais promissores e diminuir os gastos e o
tempo necessario para a realizacio de varias combina¢des hibridas que, muitas
vezes, sdo desnecessérias. Isto faz com que se concentrem os esforgos apenas nas
combinagdes mais promissoras, ou seja, entre os genitores mais divergentes. E
opiniio de alguns autores que quanto maior a divergéncia genética entre os
materiais a serem cruzados, maior serd a heterose e, em conseqiiéncia, também a
produtividade. Sendo assim, os trabalhos sobre divergéncia genética objetivam
avaliar sua intensidade entre os cruzamentos ¢ verificar as relagdes entre
divergéncia genética, capacidade de combinagio e heterose (Ferreira, 1993;
Fuzzato, 1999; Melo, 2000).

2.6 Selegiio assistida por marcadores moleculares

As estimativas de divergéncia genética obtidas pela analise das
informagdes fornecidas pelos marcadores moleculares tém aparecido com uma
certa freqii€ncia nos trabalhos mais recentes. Elas sio obtidas por vérios tipos de
marcadores moleculares ¢ analisadas por um grande nimero de metodologias.
Diversos estudos ja foram realizados para verificar se ¢ possivel fazer predicdes,
tendo como base a divergéncia genética.

Quatro tipos de marcadores genéticos tém sido utilizados em plantas:
morfologicos, citoldgicos, bioquimicos ¢ moleculares (Borém, 1998). Um

17



marcador molecular pode ser definido como todo e qualquer fenétipo derivado de
um gene expresso, como 1o caso de proteinas e caracteres morfologicos, ou de
um segmento especifico de DNA (correspondente a regides expressas ou nio do
genoma), cuja seqiéncia ¢ fungdo podem ser conhecidas ou ndo e cujo
comportamento esta de acordo com as leis basicas de heranga (Ferreira e
Grattapaglia, 1998).

Até meados da década de 1960, os marcadores utilizados em estudos de
genética ¢ melhoramento eram controlados por genes associados a caracteres
morfologicos. Em geral, sio fendtipos de facil identificagdo visual, como
nanismo, deficiéncia de clorofila, cor de pétala ou morfologia foliar, de acordo
com Ferreira ¢ Grattapaglia (1998). Segundo os mesmos autores, os marcadores
morfolégicos contribuiram significativamente para o desenvolvimento teérico da
analise de ligagdo génica e para a construgdo das primeiras versdes de mapas
genéticos. Entretanto, o pequeno nimero de marcadores, restrito as poucas
espécies de plantas utilizadas nestes estudos, limitaram cada vez mais o seu
emprego.

Os marcadores citologicos sdo de dificil monitoramento em cruzamentos
¢ capazes de alterar o fenétipo da planta originando individuos que nio podem
ser utilizados e, por isso, de uso menos difundido (Hu e Quiros, 1991).

Mais recentemente, os marcadores bioquimicos, principalmente as
isoenzimas e proteinas de reserva, tém sido utilizados na caracterizagio de
germoplasma e, de forma mais limitada, na selegfio indireta. A semelhanca dos
marcadores morfologicos e citolégicos, os marcadores bioquimicos também
existemn em nimero limitado e com baixo nivel de polimorfismo (Borém, 1998).

Os marcadores moleculares surgiram com o advento das técnicas de
biologia molecular e por meio de diversos métodos de detecgdo de polimorfismo
genético obtidos diretamente do DNA. O nimero de marcadores disponiveis
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passou a ser virtualmente ilimitado, podendo ser obtido em qualquer organismo
vivo ¢ a sua utilizagio ampliada para a grande maioria das espécies até entiio
pouco estudadas (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Os marcadores moleculares vém sendo utilizados na construgio de
mapas genéticos ¢ na selegdo de germoplasma em programas de melhoramento,
permitindo a caracterizacdo de diferentes genétipos fingerprint na determinagio
de relacionamentos filogenéticos ¢ da similaridade entre genétipos ¢ na clonagem
de genes baseada em mapeamento positional cloning .ou map-based cloning
(Tsaflaris, 1995; Ajmone Marsan et al., 1998). |

Os diferentes tipos de marcadores moleculares, ‘atualmente disponiveis,
distinguem-se pela tecnologia utilizada para revelar variabilidade pela analise do
DNA. Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser classificados em
dois grupos, conforme a metodologia utilizada para identifica-los: hibridagio ou
amplificacio de DNA. Entre os identificados por hibridag3io estiio os marcadores
RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism e minissatélites ou locos
VNTR Variable Number of Tandem Repeats. Ja aqueles revelados por
amplificacdo incluem os marcadores do tipo RAPD Random Amplified
Polymorphic DNA, SCAR Sequence Characterized Amplified Regions,
microssatélites ou SSR Simple Sequence Repeats ¢ AFLP Amplified Fragment
Length Polymorphism (Milach, 1998).

2.6.1 Marcadores PCR e RAPD

A tecnologia da reagdo da polimerase em cadeia (“PCR - Polymerase
Chain Reaction”) foi concebida por Mullis em meados da década de 80 (Mullis e
Faloona, 1987 e Saiki et al,, 1985, citados por Ferreira ‘¢ Grattapaglia, 1998).

Desde sua concepgdo, esta tecnologia causou uma verdadeira revolucio na
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biologia, tanto na pesquisa visando o entendimento dos processos biologicos
fundamentais, como nas areas aplicadas envolvendo diagnésticos de doengas e
melhoramento genético de plantas e animais domésticos.

O grande avanco no uso de marcadores moleculares na caracterizacio
biolégica, baseados em PCR, ocorreu em 1990, com a idéia de utilizar
iniciadores mais curtos ¢ de sequéncia arbitraria para dirigir a reagio de
amplificagdo, eliminando assim a necessidade do conhecimento prévio da
seqiiéncia-alvo. Esta técnica, mais conhecida pelo nome RAPD, do inglés
Random Amplified Polymorphic DNA, foi desenvolvida independentemente por
Williams et al. (1990) ¢ Welsh e McClelland (1990). Constitui-se em uma
varia¢do da PCR, diferenciando-se por utilizar um iniciador dinico em vez de um
par de iniciadores, possuindo uma seqiiéncia de nucleotideos arbitraria (Tingey,
Rafalski e Williams, 1992).

Um ciclo de PCR envolve trés etapas: desnaturagio da molécula de DNA
(a0 redor de 94°C), anelamento do iniciador (a0 redor de 36°C) e extensdo do
iniciador pela DNA polimerase (ao redor de 72°C). Esta ultima envolve a adicio
de nucleotideos utilizando como molde a seqiiéncia-alvo, de modo que uma cépia
desta sequéncia ¢é feita no processo. Este ciclo ¢ repetido algumas dezenas de
vezes. Uma vez que a quantidade de DNA da seqiiéncia-alvo dobra a cada ciclo,
depois de apenas 20 ciclos sio produzidas mais de um milhio de copias da
seqiiéncia-alvo. Essa escala de amplificagiio possibilita que se inicie com
quantidades minimas de DNA (na ordem de alguns picogramas ou nanogramas) €
termine a reagdo com grandes quantidades de DNA de uma seqiiéncia especifica
de interesse (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

A sintese de DNA in vitro em alta velocidade (40 ciclos entre 1 a 4
horas) s6 foi possivel gragas & descoberta de uma DNA polimerase especial
denominada Taq polimerase, isolada da bactéria Thermus aquaticus que vive em
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fontes térmicas ¢ que resiste a temperatura de até 95°C, necessaria para a
desnaturacdo do DNA durante o processo de sintese (Santos, 1998).

A reagdo de RAPD ¢ realizada em um termociclador programado para
fornecer as temperaturas ¢ respectivos tempos adequados para completar cada
ciclo de amplificacdo. O termociclador, além de efctuar as mudangas na
temperatura, também a mantém na faixa desejada pelo tempo minimo necessario
a cada fase da reagdo. O tempo de duragio da reagdo varia de acordo com o
termociclador ¢ o nimero de ciclos utilizados (Milach, 1998).

Os produtos de amplificagdo sdo normalmente separados em um gel de
agarosc ¢ visualizados sob luz ultravioleta, quando corados com brometo de
etidio ou por coloragdo com prata em géis de poliacrilamida (Williams et al.,
1990).

Além das vantagens ja descritas para os marcadores de DNA. os
marcadores RAPD apresentam ainda as vantagens adicionais de serem
tecnicamente mais acessiveis € possuirem um custo mais baixo (Santos et al..
1994).

Os problemas de repetibilidade do RAPD entre laboratorios. devido as
diferentes condigdes da reagdo de amplificagdo, podem ser superados pela
padronizacdo da técnica (Ferreira ¢ Grattapaglia, 1998). Atualmente, ¢ possivel
aumentar a repetibilidade de um marcador RAPD de interesse, convertendo-o em
um marcador mais especifico denominado SCAR (Milach, 1998).

Outra caracteristica fundamental dos marcadores RAPD ¢ o fato de eles
comportarem-se como marcadores genéticos dominantes, embora a dominancia
neste caso ndo se refira ao conceito classico de interagdo entre alelos de um
mesmo loco ¢ sim puramente do ponto de vista da interpretagio relativa entre

genotipo ¢ fenétipo de um individuo (Ferreira ¢ Grattapaglia, 1998).
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Desde que foram descritos, a utilizagdo de marcadores RAPD na analise
genctica ¢ no melhoramento de plantas tem tido uma difusio extremamente
rapida, sendo, provavelmente, hoje, o marcador molecular de maior utilizacdo na
arca vegetal. Ferreira ¢ Grattapaglia (1998) citam a aplicagdo dos marcadores
RAPD na obtengdo de fingerprints genbémicos de individuos, cultivares e
populagdes; na analise da estrutura e diversidade genética em populagées
naturais, populagdes de melhoramento ¢ bancos de germoplasma; na
determinagdo de relacionamentos filogenéticos entre diferentes espécics: na
construgao de mapas genéticos de alta cobertura genémica ¢ na localizagdo de

genes de interesse econémico.

2.6.2 Marcadores moleculares e divergéncia genética

Em trabalhos com milho, a técnica RAPD tem sido utilizada para a
identificagdo das linhagens genitoras de hibridos (Ajmone-Marsan ct al., 1998),
estudos de diversidade e distancia genética (Heun ¢ Helentjaris, 1993: Souza.
1996; Lanza et al., 1997; Pinto, 2000) e identificagdo de polimorfismo ¢ de
alelos de resisténcia a pragas (Silva, 1997).

Diversos estudos demonstraram que a distincia genética quantificada por
meio de isoenzimas ndo era um eficiente progndstico para a produtividade de
graos ou a resposta heterdtica (Frei, Stuber ¢ Goodman, 1986) e que
relacionamento de pedigree era um indicador mais eficiente (Smith e Smuth,
1939). Em programas de melhoramento, a previsio da produtividade dos
hibridos com base no conhecimento das linhagens genitoras ou alocagdo das
linhagens em grupos heteroticos tem importantes aplicacdes praticas.

O grande numero de marcadores disponiveis permite uma amostragem

extensiva dos genomas de interesse pela andlise de DNA. sem influéncia do
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ambiente. Na maioria dos modelos utilizados, cada marcador é analisado como
tendo um carater distinto ¢ independente dos demais. A interpretagdo deste tipo
de dado € feita de maneira simples: bandas em comum entre gendtipos
representam similaridades genéticas, enquanto que bandas nio comuns
representam  diferencas genéticas. Varios métodos estatisticos (anilise
multivariada de coordenadas principais, anilise de agrupamento, etc.) podem ser
aplicados sobre matrizes de cocficientes de distincia ou similaridade (Nei,
Rogers, Jaccard, etc.) para a anilise ¢ discussdo destes tipos de dados (Ferreira e
Grattapaglia, 1998).

Estudando viérios cocficientes de similaridade, Duarte (1998) verificou
que os resultados do agrupamento das cultivares com os coeficientes de Jaccard e
Dice foram idénticos, embora o segundo tenha sido considerado mais adequado
para o estudo da divergéncia genética entre os cultivares de feijdo, utilizando
marcadores RAPD.

A importancia da heterose € a necessidade de desenvolver metodologias
confiiveis para identificar populagdes ou linhagens com caracteres desejaveis,
identificacdo e mapeamento desses caracteres em linhagens e populagdes
divergentes, realizag8o da introgressdo desses caracteres em linhagens elites e
predi¢io do comportamento de hibridos sem a necessidade de testar todas as
combinagdes possiveis sdo temas abordados por Stuber (1994). O mesmo autor
relata ter utilizado retrocruzamentos em milho para fazer a introgressio de
segmentos especificos, associados a caracteristicas de heranga complexa como a
produtividade de grios. Nesse estudo, demonstrou que o sucesso da introgressio
foi facilitado pelo uso de marcadores isoenzimaticos.

Os marcadores moleculares do tipo RFLP, RAPD ou microssatélites
permitem a confecgdo de mapas que cobrem o genoma com rapidez € uma certa
facilidade. Souza Jr. (1997) considera que, uma vez mapeado o genoma de
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espécies ou populagdes, pode-se mapear os locos que controlam caracteristicas
quantitativas, ou seja, o mapeamento de QTL’s (Quantitative Trait Loci), os
quais podem auxiliar os processos de melhoramento permitindo a seleg3o precoce
ou o aproveitamento destas informagdes em indices de selegdo, facilitando o uso
da selecdo assistida por marcadores moleculares (MAS - Marker Assisted
Selection).

Na cultura do milho, alguns autores verificaram uma forte associagio
entre a divergéncia genética obtida por marcadores moleculares e a divergéncia
obtida pelos caracteres morfo-agrondmicos. Entre eles, destacam-se os trabalhos
de Smith et al. (1990) ¢ de Smith ¢ Smith (1991) que encontraram altas
correlagdes (r = 0,90) e (r = 0,91), respectivamente, entre os dois tipos de
divergéncia, trabalhando com hibridos de milho.

Na cultura do feijio, Duarte (1998), também encontrou uma alta
correlagio (0,89), da estimativa da divergéncia genética usando marcadores
RAPD, com a estimativa da divergéncia genética utilizando caracteres morfo-
agrondmicos (distancias de Mahalanobis).

Utilizando linhagens endogdmicas de germoplasma tropical, Lanza et al.
(1997) encontraram correlagdes diretas e positivas entre as distincias genéticas
baseadas em RAPD e a produtividade de griios de hibridos simples de milho. Os
mesmos autores relatam que estas distincias poderiam ser usadas para predizer
cruzamentos de maior desempenho na produgiio de griios ¢ para alocar genotipos
em diferentes grupos heterdticos, reduzindo sensivelmente o nimero de
cruzamentos para serem avaliados.

Ajmone-Marsan et al. (1998) compararam o uso de marcadores RFLP e
AFLP com o objetivo de determinar a divergéncia genética entre 13 linhagens de
milho, assim como verificar a relagdo entre distincia genética e o desempenho

dos hibridos em cruzamentos dialélicos. Os resultados mostraram que houve uma
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que houve uma variacio considerdvel entre as linhagens, detectada pelos dois
tipos de marcadores. Entretanto, a eficiéncia em detectar polimorfismos foi maior
nos AFLP’s comparados com os RFLP’s. As correlagGes entre distincia genética
com o desempenho dos hibridos simples para o carater produgdo de grios foram
positivas, mas pequenas. Os autores concluiram que as correlagdes das
distincias genéticas especificas, utilizando dados de AFLP como os efeitos da
capacidade especifica de combinagdio para a producdo de griios, podem ser uteis
na predi¢do de hibridos.

As estimativas das distincias genéticas obtidas por meio de marcadores
moleculares foram tdo eficientes quanto aquelas obtidas pelas distancias
generalizadas de Mahalanobis na escolha de genitores promissores para
cruzamentos em feijao, principalmente quando o interesse ¢ por populacdes
segregantes em varios caracteres agrondmicos (Machado, 1999).

Por outro lado, Melo (2000) estudando a correlagiio entre a estimativa da
divergéncia genética avaliada por meio de caracteres morfo-agrondmicos € a
estimada por meio de marcadores RAPD para 10 hibridos de milho, encontrou
um valor de pequena magnitude, apesar de significativo, indicando que estas
medidas sdo distintas € complementares. 3

Trabalhando com linhagens adaptadas e ndo adaptadas de soja, Barroso
(2000) concluiu que a distincia genética baseada em marcadores RAPD e a
distancia genética geral pode ser utilizada como método preditivo para selecionar
genitores de populagdes mais promissoras e para identificar a linhagem ndo
adaptada mais adequada, com relagdo a alguns caracteres, incluindo a producio
de grios, principalmente quando as linhagens ndo foram avaliadas em

experimentos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

Os experimentos de campo foram conduzidos na area experimental do
Departamento de Biologia, localizado no Campus da Universidade Federal de
Lavras - UFLA e as anilises de RAPD foram realizadas no Laboratdrio de
Genética Molecular do mesmo departamento. O municipio de Lavras est4 situado
a 21° 14’ de Latitude Sul, 45° 00’ de Longitude Oeste e altitude de 910 m. A
temperatura média anual é de 18,5°C.

3.2 Material

Foram utilizadas 100 espigas F, obtidas por autofecundacfio de plantas
F, escolhidas em uma populagiio constituida pelo hibrido simples modificado P
3072 (super precoce, duro e alaranjado) da Pioneer, produzidas no ano agricola
de 1994/95, como parte do programa de melhoramento de milho da Universidade
Federal de Lavras-MG.

3.3 Metodologia

O trabalho foi conduzido em qQuatro etapas: a) obtencio das familias S,;
b) obtencdo dos hibridos top crosses por meio do cruzamento das familias S,
com um testador; c) avaliagfio dos top crosses e das familias S; em ensaio de
campo ¢ d) analise molecular de uma amostra de 20 familias S; mais o testador,
utilizando marcadores RAPD,
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3.3.1 Obtencéio das familias S,

No ano agricola 1996/1997 foram semeadas 100 espigas da populagio
So, ou seja, a geragdo F; do hibrido P 3072, em linhas de 5m, espagadas de 0,90
m com a densidade, apos o desbaste, de 5 plantas/metro linear. A adubagio ¢ os
tratos culturais foram realizadas de acordo com as recomendagdes técnicas para
a cultura do milho na regiio.

Por ocasido do florescimento, foram selecionadas quatro plantas de cada
linha e nelas foram protegidas as primeiras espigas antes da emissdo do estilo-
estigma. Apds a emissdo deste, foi coletado o pélen de cada planta e aplicado
sobre suas espigas protegidas. Foram colhidas de uma a quatro espigas,
originadas por autofecundacdo, de cada linha. Apés a debulha, os grios foram
misturados, constituindo-se uma familia S,.

3.3.2 Obtengio dos hibridos top crosses

No ano agricola 1997/1998, as sementes das familias S; foram semeadas
¢ cruzadas com um testador comum (o hibrido P 3072). As familias S, foram
semeadas em fileiras femininas e o testador como fileira masculina. Foi utilizada
a proporgdo de quatro linhas femininas para uma masculina. Para evitar
possiveis contaminagGes, as espigas a serem cruzadas com o testador foram
protegidas com sacos plasticos durante o florescimento, realizando-se, entio, a
polinizacdo artificialmente. Foram realizados 20 cruzamentos em cada linha.

As linhas femininas (familias S;) com 4m de comprimento foram
semeadas na mesma data, utilizando-se a densidade de cinco plantas/metro. O
testador foi semeado em duas datas diferentes, isto ¢, junto com as familias e
uma semana apds, de forma a garantir a polinizagio.
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3.3.3 Avaliag@io dos top crosses e das familias S

Aavaliagiodostopcrossmedasﬁnﬁliassl foi realizada no ano
agricola 98/99. Foram avaliados 98 hibridos top crosses ¢ 98 familias S,,
utilizou-se um litice 14 x 14, com duas repetiges.

Cada parcela foi constituida de uma linha de quatro metros, no
espagamento de 0,90 m. Foram semeadas oito sementes/metro linear, de forma a
garantir a densidade final desejada de cinco plantas/metro apés o desbaste que
foi realizado aos 15 dias apés a emergéncia, deixando-se 20 plantas/parcela.

No sulco de semeadura foram aplicados 700 kg/ha da formula 4-14-8. A
adubacdo nitrogenada em cobertura foi realizada aos 35 dias apds a emergéncia,
utilizando-se 40 kg/ha de nitrogénio na forma de sulfato de aménio,

O controle das ervas daninhas foi efetuado apos a semeadura com o
herbicida pré-emergente Primextra na quantidade de 4 V/ha, complementado por
uma capina manual, aos 40 dias apés a emergéncia das plantas.

Foram avali;ados 0s seguintes caracteres:

- altura da planta (AP): altura, em centimetros, do solo até a inser¢io da
folha bandeira, medida em uma planta da parcela;

- altura da espiga (AE): altura, em centimetros, do solo até a inser¢io da
primeira espiga, obtida de forma semelhante a AP:

- estande final (EF): niimero total de plantas na parcela por ocasisio da
colheita;

- nimero de espigas (NE): mimero de espigas por parcela;

- peso de espigas despalhadas (PE): peso de espigas da parcela, em kg
por parcela;

- peso de 100 grdos (PC): peso, em g, de uma amostra de 100
grios/parcela;
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- prolificidade (PR): obtido pela relagdo entre o niimero de espigas (NE)
¢ o estande final (EF) € multiplicado por 100.

Os dados referentes ao peso de espigas despalhadas foram corrigidos

para a umidade padrdo de 14%. Para isso foi utilizada a seguinte expressdo:

Pya=PE (1 - U)/(0,36),

na qual:

P14 (%): peso de espigas despalhadas, corrigido para 14% de umidade;
PE: peso de espigas despalhadas observado;

U: umidade observada.

3.3.4 Anilise estatistica e genética dos dados

A analise de varincia para o peso de espigas despalhadas foi realizada
utilizando-se o seguinte modelo estatistico:

Yix =m+t+ 1+ b + e,

no qual;

Yix: valor observado do tratamento i, no bloco k, dentro da repetigio j;
m: média geral do experimento;

t;: efeito aleatoério do tratamento i, i=1, 2, ... , 196;

1;: efeito aleatorio da repetigio j, j=1, 2;

by;): efeito do bloco k, dentro da repeticio k=12 .14,

&jx: erTo experimental associado 3 observagio Y, NID (0, o?)

29



Os componentes da variancia foram estimados considerando-se aleatérios
os efeitos de tratamentos, repeticdes e blocos. O esquema da analise de varidncia,
bem como as esperangas dos quadrados médios, estdo especificados na Tabela
L.

Os dados foram analisados com auxilio do software MSTAT-C (1991).
Para realizar o teste F, foi utilizado o quadrado médio do tratamento ajustado e o
quadrado médio do residuo. As médias obtidas foram ajustadas considerando-se
a recuperagio da informagdo interblocos.

As médias ajustadas do cariter peso de espigas despalhadas (PE) dos
dois tipos de familias foram utilizadas para a representacio grafica da
distribuicgo de freqiiéncias.

Com o objetivo de se obter as estimativas dos componentes de variincia e
demais pardmetros genéticos e fenotipicos, os caracteres avaliados nas familias
S, € nos hibridos top crosses S,, foram analisados separadamente, para cada tipo
de familia, considerando o delineamento de blocos casualizados, cujo esquema de
analise de varidncia ¢ apresentado na Tabela 2. Para essa anilise utilizou-se o

programa “GENES” desenvolvido por Cruz (1997).

TABELA 1. Esquema de anilise de varidncia para o delineamento em latice.

Fontes de Variacio Graus de liberdade E (QOM)
Repeticio (r-1) Q
Bloco/repeticio (b-Dr Q:
Tratamento (ajustado) t-1) o] +r0} Q;
Erro efetivo rt-b)-t+1 c? Q.
Total rt-1
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TABELA 2. Esquema de anélise de varidncia para o delineamento de blocos
casualizados utilizado nas analises das familias S, e top crosses.

Fontes de variaciio Graus de liberdade E (OM)
Blocos ®-1 Q
Tratamentos g-1) c? +bo z Q:
Erro (b-1)e-1) c. Qs

O modelo estatistico utilizado nestas analises foi o seguinte:

Yij =m+g +b; + e,

em que:
Yij: valor observado no tratamento i, no bloco j;
m: média geral do experimento;

gi: efeito aleatério do tratamentoi,i= 1, 2, ..., g;
b;: efeito aleatériodo bloco j, j= 1, 2, ..., b;

&) erro experimental associado i observagio Yij.

3.3.4.1 Estimadores dos componentes de varidncia e parimetros genéticos e

fenotipicos

Partindo das esperangas matemiticas dos quadrados médios (Tabela 2)
foram estimados os componentes de varidncia e os parimetros genéticos €
fenotipicos (Tabela 3).

A herdabilidade no sentido amplo (h’) foi obtida pelo quociente entre a
varidncia genética entre tratamentos e a varidncia fenotipica média entre
tratamentos.
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TABELA 3. Estimadores dos componentes de varidncia e dos pardmetros
genéticos e fenotipicos dos top crosses e das familias S,.

Estimadores Parimetros Expressées
0': Varidncia genética entre tratamentos (Q:-Q:)b

2 Varidncia fenotipica média  entre
Cr tratamentos QP
' Herdabilidade no sentido amplo [(Q:-Q3)/bY/ [Q/b]
CV, Coef. variagio genético entre médias 6/X . 100
em que:

Oy desvio padrdo genotipico;
o : varidncia do erro experimental;
b : mimero de blocos;

X : média dos tratamentos.
3.3.4.2 Estimativa do intervalo de confianca da herdabilidade

Os intervalos de confianca para as estimativas das herdabilidades,
limite inferior e superior, foram calculados conforme as expressdes propostas por

Knapp, Stroup e Ross (1985) (Tabela 4).

TABELA 4. Expressdes utilizadas para o calculo dos intervalos de confianca das
estimativas de herdabilidade.

LS Limite superior de confianga LS =1-[(Q/Q:) F 1-a/2 (gl ;gk)]"
LI Limite inferior de confianca LI =1-[(Q/Q:) F o/2 (g ;gl)]*

32



em que:

Q:: quadrado médio de tratamentos;
Qs: quadrado médio do erro;

F: valor tabelado ao nivel 1 - a/2;

o nivel de significancia (no caso 0,05);

gl e gly: graus de liberdade de Q- (familias) e Q; (erro), respectivamente.
3.3.5 Estudo de correlagdes entre caracteres

Foram estimados os coeficientes de correlagdes genotipicas (rp),
fenotipicas (r) ¢ ambientais (r.) entre os caracteres AE, AP, PR e PE das
familias S, e dos hibridos top crosses.

As estimativas das correlagdes foram obtidas conforme a metodologia
preconizada por Cruz e Regazzi (1997), realizando-se analises individuais para
estimagdo dos coeficientes de correlagiio genotipica, fenotipica ¢ de ambiente,
conforme modelo estatistico apropriado ¢ analise da soma dos valores X e Y, de
tal forma que os produtos médios (covaridncias), associados a cada fonte de

variagio, possam ser estimados pela expressio:

_VX+)-V(X)-V({)
2

Cov

Os componentes de covaridncia podem ser estimados utilizando-se a
esperanca do produto médio das fontes de variagdes, que ¢ obtida de maneira
equivalente is esperancas dos respectivos quadrados meédios da analise de
variancia, sendo necessario apenas substituir a expressio de varidncia pela

covaridncta (Cruz e Regazzi, 1997).
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Os produtos médios associados a tratamentos e residuo sio obtidos por
meio das expressdes:
PMT,, = (QMT,., - QMT, - QMT,)/2

PMR,, = (QMRyvy - QMR, - QMR,)/2

Os coeficientes de correlagdo foram obtidos conforme as expressdes:

a) correlagdo fenotipica
PMT,_
rf =
QMT, QMT y
b) correlagio de ambiente
PMR
[ =—————
QMR , QMR,
c) correlagdo genotipica
__ 5%
L= 2 2
g = o -
sendo:
R PMT,, - PMR,,
Cgy = 5
2 _ OMT, - OMR,
& b
~2 QM]; — QMR.V
& = b
em que:
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Ogy : estimador da covaridncia genotipica entre os caracteres X e Y

c; € ci, : estimadores das varidncias genotipicas dos caracteres X ¢ Y,

respectivamente.
3.3.6 Estimativa da divergéncia genética utilizando caracteres agronémicos

Para os estudos de divergéncia genética foram utilizados os dados
obtidos das seis caracteristicas agrondmicas avaliadas, tanto nas 20 familias S,
como nos 20 top crosses, as mesmas que foram estudadas pelos marcadores.

Como medida de dissimilaridade, foi utilizada a distincia generalizada de
Mahalanobis (D?), definida pela seguinte expressio (Cruz ¢ Regazzi, 1997):

D; =8 y'§;

em que:

D;. : disténcia de Mahalanobis entre os genitores i ¢ j;

S : vetor de desvios entre os genitores i ¢ j, sendo cada desvio a diferenca entre as
médias dos genitores para cada carater; ‘

v : inversa da matriz de varidncias e covaridncias residuais envolvendo todos os

caracteres, obtida na analise de varidncia multivariada.

A partir da matriz de distincias obtidas por meio da analise multivariada
aplicada sobre os caracteres avaliados, utilizando o Programa SAS (1995),
verificou-se a similaridade ou dissimilaridade genotipica'das 20 familias S, e dos

20 hibridos top crosses a elas associados.
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Partindo das distincias de Mahalanobis (D?), realiou-s¢ a analise de
agrupamento, utilizando o método de otimizagiio de Tocher ¢ a visualizagio dos
resultados por meio da projegio das distincias no plano, obtidas pelo programa
“GENES” desenvolvido por Cruz (1997).

3.3.7 Estimativa da divergéncia genética utilizando marcadores RAPD

Com o objetivo de estudar a divergéncia genética utilizando marcadores
RAPD, optou-se por amostrar, aleatoriamente no ensaio, 20 familias S, mais o
testador.

3.3.7.1 Extrac¢io de DNA

No ano agricola 97/98, por ocasido da obten¢io dos top crosses, quando
as plantas estavam com quatro a cinco folhas expandidas, foi coletada uma
amostra da folha mais nova de cada uma das 20 plantas das 20 familias S,
selecionadas. As amostras enroladas em gaze e devidamente etiquetadas foram
armazenadas no “Deep Freezer” a "86°C para serem posteriormente liofilizadas.
Apos a liofilizagdo, foi extraido o DNA de cada amostra representando a familia
¢ analisado por meio de marcadores RAPD.

O DNA foi extraido conforme os procedimentos descritos por Saghai-
Maroof et al. (1984). Foram utilizados 700 mg de tecido liofilizado, que foram
triturados em nitrogénio liquido. Ao material triturado foram adicionados 10 m!
de tampdo CTAB, apds o que foram colocados em tubos para centrifugacdo a
4.000 rpm. Apés 10 minutos, o material centrifugado foi incubado por 90 min
em banho-maria a 65°C. A solugo do tampdo de extragio foi constituida de 73
ml de dgua, 10 ml de tris HC] 1M pH 7.5, 14 ml de NaCl 5M, 2 m! de EDTA
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0,5M pH 8,0, 1g de CTAB e 1 ml de B-Mercaptoetanol. Apés o banho-maria, foi
realizada a primeira extragio dos acidos nucléicos com 5 m! da mistura
clorofrmio:élcool isoamil (24:1). Durante a extragdio, as fases organica e aquosa
foram separadas por centrifugacdo a 4000 rpm, sendo coletado o sobrenadante.

A seguir, os 4cidos nucléicos foram precipitados pela adigiio de 6 ml de
isopropanol (gelado). O precipitado foi removido com um anzol de vidro e
tranferido para 3 ml de TE (IMm Tris, 0,1Mm EDTA) pH 8,0 e deixado a 4°C
por uma noite. No dia seguinte, o DNA foi precipitado adicionando-se 150 pl de
NaCl 5M e 3 ml de etanol ¢, em seguida, removido com um anzol de vidro e
transferido para outro tubo contendo 2 ml de WASH 1, solugdio constituida de 76
ml de alcool etilico 95%, 8 ml de acetato de sodio 2,5M ¢ 16 ml de dgua,
deixando-se por 30 minutos. A incubagio em WASH 1 tem como finalidade
fazer uma lavagem no DNA.

Apos esta etapa, foi realizada uma segunda lavagem do DNA com
WASH 2 por 10 segundos, 0 qual continha 76 ml de alcool etilico 95% , 1 ml de
acetato de aménio 1M ¢ 23 ml de dgua. Em seguida, o DNA foi dissolvido em
500 pl de TE pH 8.0 e deixado a 4°C por outra noite.

Concluida a extragio do DNA, foi realizada a quantificagio, para o que
utilizou-se fluorimetro Hoeffer Scientific TKO 100.

3.3.7.2 Amplificaciio do DNA e eletroforese

A reacdo de RAPD foi preparada em volume de 10 pl, de acordo com o
procedimento utilizado por Nienhuis et al. (1995), com modificagbes. Cada
mistura de reagdo continha: 20 ng de DNA genémico, 100 pM de cada um dos
desoxirribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,4 puM de um
oligonucleotideo iniciador, 0,6 unidade da enzima Taq DNA polimerase, 50 mM
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de tris pH 8,3, 20 mM de KCL 2 mM de MgCl,, 5 pg.ul” de BSA, 0,25% de
Ficoll 400, 10 mM de tartrazine e 4gua pura, totalizando 10 pl.

As reagdes foram realizadas em tubos capilares de vidro, em um
termociclador refrigerado a ar (Idaho Technology, Idaho Falls, Idaho USA). O
termociclador foi programado para 40 ciclos, seguindo as seguintes condicdes:
nos dois primeiros ciclos, 60 segundos para desnaturagdo a 91°C; 7 segundos
para anelamento do iniciador a 42°C ¢ 70 segundos para elongagio a 72°C. Os
38 ciclos subseqientes diferiram dos dois primeiros apenas em relagio ao tempo
de desnaturacdo, reduzido para 1 segundo. Uma etapa de 4 minutos a 72°C foi
programada depois dos 40 ciclos, para elongagdo final,

Apés a amplificacdio, os produtos da reagio foram separados por
eletroforese em gel de agarose a 1% em tampio TBE (0.045 M Tris-Borato ¢
0.001 M EDTA) a 65 volts por 4 horas, corados com brometo de etidio a uma
concentracdo de 0,5 pg/ml, visualizados em transiluminador de luz ultravioleta
Fotodyne e fotografados com filme polardide 667.

Foram utilizados 35 iniciadores decanucleotideos adquiridos junto a
“Operon Technologies” (Califémia, EUA), pré-selecionados pela resolugio das
bandas e por apresentarem polimorfismo. As bandas polimérficas foram
classificadas como intensas ¢ médias, baseando-se na resolucido ¢ grau de

amplificagdio (avaliagdo visual).

3.3.7.3 Anilise de similaridade genética

Na avaliagdo dos géis, cada banda foi tratada como um carater iinico € a
sua presenca em um individuo foi designada por 1 e a auséncia em outro
individuo por 0 (zero). De posse desses dados, foi construida uma matriz de zero
¢ um, relativa as familias analisadas.
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Os coeficientes de similaridade mais simples relacionam-se com variaveis
dicotémicas, nas quais, para cada varidvel existem apenas dois valores. Os
marcadores RAPD sdo binarios, podendo ser incluidos nesse tipo de variavel.
Para estes tipos de marcadores, existem quatro observagdes possiveis para
comparagdo entre dois genétipos cuja classificagio baseia-se na presenca (1) ou
na auséncia (0) de um marcador para cada genétipo (Tabela 5).

A estimativa da similaridade genética (sg;) entre cada par de familias i e
J foi efetuada pelo coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizando a expressdo
sgi=af(a+b+c).

As similaridades foram transformadas em medidas de distincias
geneéticas pela equagdo: dg; = 1 - sg; e os erros associados a cada distincia
foram estimados segundo Skroch, Tivang e Nienhuis (1992), pelas expressoes:

V=nd(1-d)/(n-1)
Erro padrio estimado = (V7n)'2,
em que:
V: varidncia da distdncia genética entre cada par de familias;
d. distancia genética entre cada par de familias;

n: numero total de bandas utilizadas na estimativa da distincia genética.

TABELA 5. Presenga (1) e/ou auséncia (0) de bandas em cada par (ij) de

ﬁlmiliassl.
Familia j Familia i
1 0
1 a=11 ‘ b=10
0 ¢=01 d=00
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3.3.8 Obtengdio de hibridos teéricos gerados por meio do cruzamento
simulado entre pares de familias S,

Por meio de um aplicativo computacional*, os padrdes de bandas das
familias foram utilizados dois a dois, simulando um cruzamento entre elas,
permitindo gerar hibridos tedricos, considerando a “interacdo dominante” do
marcador RAPD, ou seja, basta que uma das familias possua uma banda
polimérfica representada pelo mimero 1, para que o hibrido teérico entre elas
também possua essa banda. Apés o cruzamento simulado, o programa permite
estimar as distdncias genéticas entre os hibridos tedricos € o testador, e entre o
testador e cada top cross.

3.3.8.1 Obtengdo das matrizes de distancias genéticas

As matrizes de distincias genéticas foram obtidas dos dados dos padrées
de bandas das familias S, individualmente e intercruzadas simuladamente duas a
duas, mais o padrio de bandas do testador.

3.3.9 Correlagies entre as estimativas obtidas

Com o objetivo de verificar 0 grau de associacio entre as diversas
estimativas, calculou-se o coeficiente de correlagdo de Pearson (Steel e Torrie,
1980) entre as medidas de divergéncia genética (distincias obtidas por meio dos
caracteres agrondmicos ¢ distincias moleculares) ¢ a produtividade de espigas
despalhadas das familias S, e dos hibridos top crosses.

*Aplicativo elaborado pelos professores Daniel Furtado Ferreira ¢ Rubem Delly Veiga
do Departamento de Ciéncias Exatas da UFLA.

40



.

Também foram estimadas as correlagSes de Pearson entre as estimativas
da divergéncia genética (distincias de Jaccard) obtidas dos marcadores RAPD
com as que foram obtidas dos caracteres agrondmicos (distincias de
Mahalanobis).

Para o céleulo das estimativas das distincias genéticas obtidas tanto por
meio dos marcadores RAPD como por meio dos caracteres agrondmicos, foi
utilizada a média das distincias de cada familia em relagio as demais.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desempenho das familias S, e dos top crosses

A primeira questdo que surge quando se trata da avaliagdo de familias de
milho refere-se ao mimero ideal de familias a serem avaliadas para serem
representativas de uma populagdo. Pinto, Lima Neto e Souza Junior (2000),
estudando o tamanho apropriado da amostra para familias S, das populagdes
BR-105 ¢ BR-106, constataram que, em programas de selegdo recorrente, para o
carater peso de espigas despalhadas, o nimero ideal para as duas populagdes foi
de 175, portanto, superior ao que foi avaliado neste trabatho. Assim, o0 nimero
de familias ¢ de fundamental importancia na selegio recorrente cujo objetivo
seja aumentar a freqiiéncia de alelos favoraveis em uma populagdo, mantendo
também a variabilidade genética e permitindo ganhos continuos com a selegiio.
Entretanto, quando o objetivo é a seleciio de familias visando a obtencio de
hibridos de linhagens, esse nimero fica limitado as familias disponiveis, de
acordo com o programa de melhoramento, como no presente trabalho.

Nos estudos comparativos que utilizam familias per se e top crosses,
verifica-se uma tendéncia de se trabalhar com familias S, e top crosses obtidas
do cruzamento das respectivas plantas S,, ou das familias S, com um testador.
Nos relatos encontrados na literatura, os resultados obtidos foram os mais
diversos, tanto em relagio aos coeficientes de correlagdo, como no que diz
respeito aos progressos alcancados com a selegdo.

Tendo em vista que um dos objetivos deste trabalho foi o de avaliar as
familias S, e os top crosses obtidos de um hibrido simples modificado,
procurou-se dar maior énfase s estimativas dos parimetros genéticos e
fenotipicos, cuja confiabilidade e precisdo experimental sdo fundamentais para o
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sucesso de um programa de melhoramento e, também, evidentemente, gragas a
ampla variabilidade genética detectada entre as familias. Ndo obstante,
estudaram-se as correlagdes genotipicas, fenotipicas ¢ ambientais entre alguns

caracteres nos dois tipos de familias, a fim de se obter informacdes adicionais.
4.1.1 Analise de variancia

O resumo da andlise de varidncia para o carater peso de espigas
despalhadas (PE) encontra-se na Tabela 6. Observa-se que o coeficiente de
variagdo experimental (CVe) foi de 17.95% e que a eficiéncia do latice foi de
0.37%.

Como a eficiéncia do latice foi muito baixa, optou-se por analisar em
blocos casualizados as familias S, ¢ os top crosses O resumo da analise de
variancia para o carater peso de espigas despalhadas encontra-se nas Tabelas 7 ¢
8 ¢ os resumos das analises de varidncias das demais caracteristicas sdo
apresentados nas Tabelas 1A ¢ 2A. Pode-se observar que os CVe variaram de

7,26 para o carater altura de planta (AP) até 20,54 para o peso de espigas

TABELA 6. Resumo da analise de varidncia para o peso de espigas despalhadas
em kg/ha, relativa aos top crosses ¢ familias S;. Lavras-MG. 2000.

F.V. GL QM
Trat.(ajust.) 195 9010755,004**
Erro efetivo 169 916825.437
Média 5335.63
CV(%) 17.95
Ef. Latice 100,37

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.
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TABELA 7. Resumo da anlise de variancia, média e coeficiente de variacdo do
carater peso de espigas despalhadas avaliado em 98 familias S

Lavras-MG. 2000.
F.V, GL QM
Familias 97 6534654,09%*
Residuo 97 69190209
Média 4048.76
CV(%) 20,54

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F

TABELA 8. Resumo da analise de varidncia. média e coeficiente de variacdo do
carater peso de espigas despalhadas avaliado em 98 top crosscs.
Lavras-MG. 2000.

F.V. GL QM
Hibridos 97 4952458 53%*
Residuo 97 1157605.45
Média 6622.44 o
CV(%) 16,25

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F

despalhadas (PE) nas familias S, per se e de 7.62 para o cariter AP até 16,25
para o carater PE nos hibridos top crosses.

Em ambos os tipos de familias foram detectadas diferencas significativas
para os caracteres analisados, exceto para o cardter peso de cem grios (PC)
(Tabelas 1 A e 2A).

Considerando-se a precisdo avaliada pelo coeficiente de variacdo, os
valores encontrados estio dentro dos limites aceitaveis, visto que. segundo
Pimentel Gomes (1985). um CVe entre 10% e 20% ¢ considerado médio. Mais
recentemente, Scapin, Carvalho e Cruz (1995) propuseram uma nova
classificacio do CVe, considerando como médios os valores no intervalo de

10,5% a 22% para peso de espigas (Tabelas 6. 1A ¢ 2 A).
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Dentre os fatores que podem ter contribuido para que a precisio do
experimento nio fosse melhor, o principal pode ter sido a utilizacio de apenas
duas repeticdes. Segundo Steel e Torrie (1980), o nimero de repetigdes tem
efeito direto no quadrado médio do erro e, conseqiientemente, na precisdo
experimental,

Um segundo fator pode ser a natureza da populagio avaliada, visto que é
grande a variabilidade genética esperada entre as familias S,, tanto per se como
em cruzamento top Cross.

A variabilidade existente entre as familias S, ¢ entre os top crosses pode
ser observada pas distribuicdes de freqiéncias do peso médio de espigas
despalhadas apresentadas na Figura 1. A amplitude de variagio em relagio a
média dos hibridos foi de 108% enquanto que nas familias avaliadas per se, ela
foi bem mais acentuada, atingindo 196% do valor da média, provavelmente
devido &4 maior varidncia genética entre as familias. De modo anslogo, Elias
(1997) encontrou amplitudes de variacio semelhantes entre os top crosses, cerca
de 73% e 100,2%, quando utilizou as populagies CMS-39 E CMS-50,
respectivamente, como testadores e 107%, quando o testador foi o hibrido BR-
201. Ja a amplitude de variagio para as familias per se foi muito mais acentuada,
chegando a 237% do valor da média.

Quanto a varifincia genética entre as familias (0'82 ), baseada no peso de

espigas despathadas (Tabela 9), vale ressaltar que as estimativas envolvendo as
familias S, e o testador, de acordo com Vencovsky (1987), referem-se i
varidncia genética intrapopulacional, visto que o testador foi o proprio hibrido
que originou a populagio So.

Quanto 4 confiabilidade das estimativas da herdabilidade, observa-se
que, para as familias S, avaliadas per se, para uma herdabilidade de 89.41%, o
intervalo de confianca foi de 84,19 a 92,90 (Tabela 9). Para os top crosses, o
intervalo foi de 65,12 a 84,34, para uma herdabilidade de 76,63%.
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FIGURA 1. Distribuicdo de freqiiéncias para o peso de espigas despalhadas (kg/ha)
referente as familias S, (A) ¢ aos top crosses (B), obtidas pelas médias

ajustadas do latice. Lavras-MG, 2000,

TABELA 9. Estimativas dos pardmetros genéticos ¢ fenotipicos dos top crosses
S, ¢ familias S;, para o peso de espigas despalhadas (kg/ha).

Lavras-MG, 2000.

Parimetro Top cross Familias S,
o, 1897426.54 292137571

G’ 2476229.26 3267327.05
CV, 20,80 42,21

H? 76.63 89.41

(65.12 - 84.34)*

(84.19 - 92.90)*

*Limites inferiores e superiores de confiabilidade
herdabilidades (h”).
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Nas Tabelas 3A e 4A, os resultados obtidos propiciaram uma
diferenciacdo clara dos melhores tratamentos com a utilizagio do teste de Scott-
Knott (1974), o qual discriminou as familias em cinco grupos ¢ os top crosses
em trés grupos para o carater peso de espigas despalhadas (PE). Convém
salientar que, entre os nove primeiros top crosses (letra a), encontram-se as trés
familias (111, 115 € 157) que originaram os trés top crosses, indicando haver um
bom desempenho entre estas familias avaliadas per se e em combinacdo hibrida
com o testador. Entretanto, nem sempre as familias'S, que se destacam na
avaliagio per se sio as que conseguem bom desempenho quando em
combinacdo hibrida. Hallauer (1990) e Troyer (1994) justificam a necessidade
da avaliagio da capacidade combinatéria das linhagens pelo baixo
relacionamento entre o desempenho per se e de seus hibridos.

Quando se comparam as duas estimativas da varidncia genética
intrapopulacional, nota-se que aquela proveniente das familias S, é bem maior, 0
que estd de acordo com o que estd contido nessas estimativas. Ao se utilizar o
proprio hibrido como testador, a varidncia genética corresponde a varidncia entre
familias de meios irméos (6 2 ip crass) € explora 3/8 da varidncia genética aditiva
(3/8 6%4), visto que a expressdo geral para progénies endogdmicas é dada por (1

+ F)/4 0'; (Souza Junior, 1989), em que (F) corresponde ao coeficiente de

endogamia, que, no caso de S,, é igual a 1/2.

Por outro lado, ao se utilizar as familias S,, tem-se, segundo Souza
Junior (1989):

Ol =at1/4 o +2D, +12D,+ 14 H,

em que:
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o : varidncia genética aditiva associada aos efeitos médios dos alelos;

cf, : variincia genética de domindncia, associada aos efeitos das interagGes
intralélicas;

Dy : covaridncia genética entre os efeitos médios (aditivos) dos alelos ¢ os
efeitos de dominéncia dos homozigotos;

D: : varidncia genética dos efeitos de dominincia dos homozigotos;

v

H : depressdo por endogamia elevada ao quadrado.

O desempenho médio dos top crosses foi bem superior ao obtido pelas
familias per se, evidenciando a ocorréncia de heterose no top cross. De acordo
com as observagdes anteriores, a estimativa da herdabilidade (%) do carater
peso de espigas despalhadas do top cross foi inferior & herdabilidade das familias
S:. Isto acontece porque, quando se utiliza o testador, a estimativa de
herdabilidade corresponde 2 herdabilidade entre médias de hibridos no sentido

restrito. A expressdo de h’ contém apenas 3/3 cf, . No caso das familias S,, o

numerador da expressio de h’ incluird também todos os componentes da
varidncia genética entre familias relatados anteriormente (6%, + 1/4 o’ + 2 D, +

12D, +1/4 ﬁ ).

A estimativa da herdabilidade (h’) utilizando como testador o préprio
hibrido que originou as familias ¢ maior do que as relatadas em alguns trabalhos
envolvendo familias de meios-irmios obtidas em uma mesma populagio.
Destaca-se o trabalho de Elias (1997), cuja estimativa da herdabilidade para o
peso de espigas despalhadas foi de 79,79% para as familias S, e de 54,49% para
© top cross das familias de meios-irmdos. No presente trabalho, as estimativas
foram de 89,41% para as familias S, ¢ de 76,63% para o top cross.
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E interessante destacar que varios melhoristas acreditam que 2 avaliagdo
de familias em top cross apresenta varias caracteristicas indesejaveis associadas
a introdugio dos alelos do testador. Para Lonnquist e Lindsey (1964),
teoricamente, o testador contribui com 50% dos alelos, sendo que apenas os 50%
restantes representariam os genotipos a serem avaliados. Além desse efeito, os
alelos do testador podem interagir ou nfio com os alelos dos gendtipos a serem
avaliados, prejudicando a representatividade das diferengas desses genotipos.

No presente trabalho, houve diferen¢a significativa entre as familias Sie
entre os top crosses, como pode ser observado nas Tabelas 1A e 2A,
respectivamente, em relagio aos caracteres avaliados, com exce¢do de peso de
100 grios. Com isto, pode-se inferir que existem diferencas de desempenho
entre as familias S, quando avaliadas per se, as quais sio maiores nos top
crosses devido a heterose proporcionada pelo cruzamento com o testador. O fato
de o testador ter sido o préprio hibrido que originou as familias ndo influenciou
na discriminagdo dos top crosses.

Por outro lado, Lonngquist e Lindsey (1964) alertam para o fato de que o
sucesso na sele¢io de genétipos superiores em um programa de melhoramento
depende do emprego de procedimentos de avaliagio de razoavel precisdo e um
testador que possibilite a maior variagdo possivel entre os diferentes genotipos a
serem avaliados. Para estes autores, o emprego de top cross com um testador
parental reduz a variagio das caracteristicas entre as progénies a serem
avaliadas, pois a contribui¢io genética das linhagens pafentais nos top crosses
fica reduzida & metade. |

4.1.2 Correlagdes entre caracteres

Na Tabela 10 sdo apresentados os coeficientes de correlagio genotipica,
fenotipica e de ambiente entre os caracteres AE, AP, PR e PE avaliados nas
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TABELA 10. Coeficientes de correlagio genotipica (ry), fenotipica (r) e
ambiental (r.) entre os caracteres altura de espiga (AE), altura de
planta (AP), prolificidade (PR) ¢ peso de espigas (PE) avaliados
nas familias S, (acima da diagonal) e nos top crosses (abaixo da
diagonal). Lavras-MG, 2000.

Correlagdo Caracteres AE AP PR PE
0,96** 0,56%+ 0,73+
AE 0,85%* 0,36%* 0,61%+*
r. 0,65%* 0,17° 0,25%
Iy 0,91+* 0,51%# 0,76**
re AP 0,8]1%+ 0,20%* 0,63%+
re 0,72%* 0,06™ 0,28**
rg 0,27%* 0,10™ 0,54%*
rre PR 0,16™ 0,10 0,41%*
re 0,06™ 0,11™ 0,35%*
rg 0,67+ 0,54+* 0,47%+
It PE 0,48+%+ 0,46%* 0,40%*

r. 0,22* 0,36%* 0,32%%

*++* Significativo a 5% e a 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste t.

familias S, per se e nos top crosses de milho. Observa-se que, para todos os
pares de caracteres, os coeficientes dos trés tipos de correlagdes apresentaram
sinal positivo ¢ existe uma relagdo proporcional entre as magnitudes dos
coeficientes de correlagio genotipica (r) e fenotipica (ry). Maior énfase sera
dada as comelagdes genotipicas, visto serem estas as mais utilizadas na
orientagio de programas de melhoramento.

Foram observadas correlagdes genotipicas altas entre os caracteres AE e
AP (r; = 0,96 € 0,91), AE ¢ PE (r; = 0,73 ¢ 0,67) ¢ AP ¢ PE (r; = 0,76 € 0,54),
respectivamente para as familias S1 per se e para os top crosses. Entre os
caracteres AE e PR (r; = 0,56 e¢ 0,27) ¢ AP e PR (r; = 0,51 e 0,10), os valores
encontrados foram de consideravel magnitude para as familias e baixos para os
hibridos. Observaram-se valores consideraveis entre os caracteres PR ¢ PE (1, =
0,54 € 0,47), respectivamente para os dois tipos de familias.
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Os coeficientes de correlagdio genotipica, fenotipica e de ambiente entre
os caracteres AE, AP, PR e PE estimados nas familias S, ¢ nos hibridos (Tabela
10) evidenciam uma elevada associagdo entre os caracteres para os dois tipos de
familias avaliadas. As estimativas da correlagdo entre altura da espiga e a altura
da planta foram as mais altas, comprovando, assim, que ha forte associagio entre
os dois caracteres. Resultados semelhantes foram obtidos por Pinto, Lima Neto e
Souza Junior (2000), avaliando progénies das populagdes BR-105 ¢ BR-106
quanto aos mesmos caracteres.

Ja as correlagbes entre a prolificidade e os caracteres altura da espiga e
altura da planta foram mais baixos nos hibridos do que nas familias S;, o que
pode ser explicado pelo desequilibrio na constituigio genética das familias com
relagdo aos respectivos hibridos apés o top cross, fazendo com que essa

associagdo fosse mais estavel nas familias S,.

4.2 Divergéncia genética !

Uma outra medida que tem chamado a atengdio de muitos pesquisadores
¢ a divergéncia genética. Essa medida é sempre relativa, como a da capacidade
de combinagdo e, segundo Falconer (1981), é diretamente relacionada com a
diferenca nas freqgiiéncias alélicas. Para se estimar a divergéncia, tem-se
utilizado varias metodologias, porém, em todas elas uma caracteristica comum é
o envolvimento de varios caracteres. Como ji foi mencionado, a divergéncia
genética pode ser quantificada por meio da realizacio de cruzamentos ou
avaliada por meios preditivos. Os métodos preditivos, por dispensarem a
obtencdo prévia das combinagSes hibridas, tém sido os preferidos (Cruz e
Regazzi, 1997).

51



4.2.1 Estimativa da divergéncia utilizando caracteres agronémicos

Asesﬁmaﬁvasdasdistﬁnciasenu'easzoﬁxnﬂiass,eenu'eos
respectivos top crosses, obtidas pelo método das Distincias Generalizadas de
Mahalanobis, sGo apresentadas nas Tabelas 5A e 6A. Para o calculo das
estimativas das distdncias baseadas nos caracteres agrondmicos, bem como das
distincias genéticas obtidas por meio dos marcadores moleculares foi utilizada a
média das distincias genéticas de cada familia e de cada hibrido em relagdo aos
demais.

Na aplicagdo das técnicas multivariadas, a primeira €tapa consiste em
obter o maior mimero possivel de informagdes dos gendtipos. A partir dessas
informacdes, estima-se a divergéncia, que ¢ uma medida da diferenca nas
freqiéncias alélicas dos gendtipos. Com isso, pode-se inferir que a analise
multivariada pode fornecer indicagio da capacidade de combinagdo dos
cruzamentos dos genétipos envolvidos, minimizando o trabalho de realizacio
dos cruzamentos e da avaliagio dos hibridos (Ferreira, 1993),

No presente trabalho, as estimativas das distincias em uma amostra de
20 familias S, € os seus respectivos hibridos top crosses foram obtidas pelo
método das distincias generalizadas de Mahalanobis e apresentadas nas Tabelas
5A ¢ 6A. Para isto, foi realizada uma anilise multivariada das seis caracteristicas
agrondmicas avaliadas, cujas analises individuais podem ser vistas nas Tabelas
1A e2A.

De acordo com Cruz (1990) e Ferreira (1993), a significincia para o
efeito de tratamentos, no caso de familias ¢ hibridos, quando se consideram
diversos caracteres morfo-agrondmicos, indica que existe divergéncia genética

entre eles.
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Observando-se as Tabelas SA e 6A, encontra-se o par de familias 2 ¢ 18
€ 0 par de hibridos 1 e 11 como os que possuem as maic?)res distancias € os pares
de familias 15 e 19 e o par de hibridos 7 ¢ 20 com as de menores distancias.

Pelos resultados obtidos pode-se observar que a maior distancia (D° =
90,12) foi encontrada entre o par de familias 2 e 18 ¢ a menor distincia (D* =
1,14) entre o par de familias 15 e 19. Ja com relagiio aos hibridos, a maior
distincia (D* = 66,69) foi encontrada entre o par de hibridos 1e 11 ¢ a
menor distincia (D* = 0,41) entre o par de hibridos 7 ¢ 20. Considera-se que as
familias 2 e 18 e os hibridos 1 ¢ 11 sZo os mais divergentes entre si, enquanto as
familias 15 e 19 ¢ os hibridos 7 ¢ 20 sdo os mais similares (Tabelas 5A e 6A).

Partindo da matriz de distdncias de Mahalanobis foi realizada a analise
de agrupamento pelo método de otimizagdo de Tocher. Tanto para as familias S,
(Tabela 11) como para os top crosses (Tabela 12), houve formaco de cinco
grupos de similaridade,

Nas Tabelas 11 e 12 pode-se observar a formagiio de grupos de
similaridade obtidos pelo método de otimizagdo de Tocher, no qual as distancias
entre as medidas de similaridade dentro de cada grupo devem ser menores que

as distincias médias entre quaisquer grupos (Cruz e Regazzi, 1997). Houve 2

TABELA 11. Grupos de dissimilaridade formados pelo método de Tocher,
partindo das distincias de Mahalanobis estimadas para as 20
familias S,, avaliados para seis caracteristicas agronémicas.

Lavras-MG, 2000.
Grupos Familias S,
I 15 (138) 19 (143) 1(110) 13 (136) 9 (128) 7 (125) 11 (131)
6(124) 20(145) 12(135) 16(139) 8(126) 17 (140)

I 14 (137) 18 (142)

I 3 (114) 10 (129)

v 2(111) 4(115)

\' 5(123)

53



TABELA 12. Grupos de dissimilaridade formados pelo método de Tocher,
partindo das distincias de Mahalanobis estimadas para os 20 top
crosses, avaliados para seis caracteristicas agronoémicas. Lavras-
MG, 2000.

Grupos Top crosses
I 7 (125) 20 (145) 13 (136) 17 (140) 18 (142) 15 (138)
14(137) 6(124) 16 (139) 8(126)
I 10(129) 19(143) 2 (111)
Im 1(110) 12(135) 3 (114)
v 5(123)  9(128)
\' 4(115) 11(131)

formagdo de cinco grupos para ambos os tipos de familias. Dias (1994) relata
que o conhecimento dos pares de genitores de maior divergéncia pode orientar
0s cruzamentos. Assim, os pares mais divergentes devem ser utilizados em
Cruzamentos para a geragdo de hibridos mais heteréticos. Por outro lado, a
informacdo sobre os pares mais similares ¢ util nos programas envolvendo
retrocruzamentos, nos quais o emprego de genitores mais semelhantes,
diferenciado basicamente pelo alelo a ser transferido, permite recuperar o
genitor recorrente.

Para possibilitar a visualizacio dos resultados, realizou-se o estudo das
projegdes no plano das distincias entre as familias ¢ entre os hibridos, calculadas
pelo método de Mahalanobis, como pode ser visto nas Figuras 2 e 3. Nesse
procedimento, as medidas de dissimilaridade sdo convertidas em escores
relativos a duas variaveis X e Y (Cruz, 1997). Verifica-se que ha concordancia
entre estes resultados e aqueles obtidos pelo método de Tocher, evidenciando
que os processos utilizados para identificacio de gendtipos com maior ou menor
similaridade sdo consistentes, podendo auxiliar na tomada de decises em
programas de melhoramento.

Partindo-se das Tabelas 5A e 6A, foram extraidas as médias de cada
familia em relagio 4s demais (Tabela 13), assim como de cada hibrido em
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FIGURA 2. Projecdo das distincias no plano das 20 familias S,, obtida pelas distancias
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FIGURA 3. Projegdo das distancias no plano dos 20 hibndos tedricos, obtida pelas
distincias de Mahalanobis.
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relacidio aos demais e identificou-se as familias4e 2 ¢ OT hibridos 11, 4 e 1 como
0s que mais contribuiram para a divergéncia, enquanto’as familias 9, 7e 6 ¢ os
hibridos 17, 18 e 20 como os que menos contribuiram. Pode-se inferir que existe
alguma relagdo entre a distdncia obtida para cada par e a distancia obtida pela
média de cada genotipo em relagio aos demais. .

Pela Tabela 13 podem ser identificadas as familias S, 4 (53,81) ¢ 2
(52,11) como as mais distantes geneticamente das demais, enquanto as familias
9 (13,18), 7 (13,27) e 6 (13,61) sdo as mais semelhantes. Na mesma Tabela, os
top crosses 11 (34,59), 4 (29,22) ¢ 1 (21,94) sdo identificados como os mais
distantes geneticamente, enquanto os top crosses 17 (8,76), 18 (9,03) e 20 (9.41)

s#o os mais semelhantes.
4.2.2 Divergéncia genética baseada em marcadores RAPD

Para o estudo da divergéncia genética utilizaﬁdo marcadores RAPD,
foram utilizados 35 iniciadores, os quais geraram, pelo menos, uma banda
polimdrfica entre as familias analisadas (Tabela 7A). Estes 35 iniciadores
geraram 101 produtos de amplificacdo (bandas), com uma média de 2,89 bandas
por iniciador. O nimero de bandas polimorficas variou de um, para os
iniciadores OPA-02, OPA-11, OPB-10, OPC-08 ¢ Oi’D-ll, até oito para o
iniciador OPC-02. Um exemplo do padrio de bandas encontra-se na Figura 4.

O nivel de polimorfismo obtido foi menor do que em alguns trabalhos
com milho (Ajmone-Marsan et al., 1995, 1998; Lanza et al., 1997) mas foi
semelhante ao obtido por Heun ¢ Helentjaris (1993). E interessante ressaltar que
este polimorfismo, mesmo dentro da espécie, é dependente do grau de
divergéncia dos genétipos estudados.
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FIGURA 4. Produtos de amplificagdo do DNA obtidos com o iniciador
OPB-17. As colunas de 1 a 20 correspondem aos produtos
de amplificacdo das 20 familias S;.

Partindo das 101 bandas RAPD obtidas. foram montadas duas matrizes
de distincias genéticas, pelo complemento do coeficiente de similaridade de
Jaccard, relacionando todos os pares de familias e o testador (Tabelas SA ¢ 9A)

As 101 bandas polimérficas utilizadas neste estudo podem scr
consideradas suficientes para a avaliagdo da divergéncia, visto que, conforme
Johns et al. (1997), em um estudo com 69 cultivares de feijdo do Chile,
verificou-se, por reamostragem, que 50 bandas escolhidas ao acaso produziram o
mesmo  agrupamento obtido com 106 bandas. Em outro trabalho de
reamostragem verificou-se que, utilizando-se marcadores RAPD., partindo-s¢ de
100 bandas, praticamente ndo ocorre altera¢io no coeficiente de varia¢do das

distancias genéticas entre os genétipos (Nienhuis et al., 1995).
4.2.3 Obtencio das matrizes de distincias genéticas

Na Tabela 8A encontra-se a matriz das 190 distancias genéticas entre as
20 familias S;, duas a duas ¢, na coluna 21, pode-se observar as 20 distancizs
genéticas entre cada uma das familias ¢ o testador (acima da diagonal), enquanto

o erro padrdo referente a cada distancia esta abaixo da diagonal.



Na mesma Tabela 8A observa-se que a menor distincia genética foi
encontrada entre as familias 18 ¢ 19 (0,16) ¢ as maiores distincias entre as
familias 11 e 14 (0,74) € entre 1 e 11 (0,71). Na coluna 21 verifica-se que as
familias mais distantes geneticamente do testador sdo a 11 (0,57), 1 (0,43), 10
(0,40), 2 (0,37) € 4 (0,35).

Na Tabela 9A encontram-se as distincias genéticas (acima da diagonal)
entre os 190 hibridos tedricos obtidos simuladamente do intercruzamento das 20
familias S,, duas a duas (HT) e o testador (TS), bem como as distincias
genéticas entre os 20 top crosses tedricos (TT) e o testador (TS) (coluna 21),
enquanto o erro padrdo estimado esta abaixo da diagonal.

Pode-se observar que as menores distincias genéticas entre os hibridos
tedricos (HT) e o testador (TS) foram encontradas entre as familias 7¢ 9, § ¢ 9,
6¢13,7¢ 13 centrea9e 13 (0,09), enquanto as maiores distincias foram
encontradas entre as familias 2 ¢ 11 (0,36), 10 ¢ 11 (0,36), 1 ¢ 11 (0,33), 1 e 2
(0,32) ¢ 2 € 4 (0,32). Na coluna 21 da mesma Tabela (9A) pode-se observar que
o top cross tedrico (TT) que ficou mais préximo do testador (TS) foi aquele
originado da familia 6 (0,01), enquanto os top crosses tedricos que ficaram mais
distantes geneticamente do testador foram aqueles originados das familias 11
(0,18), 4 (0,17), 2 (0,13) ¢ 10 (0,12).

Pelos dados contidos na Tabela 8A foram calculadas as médias das
distancias genéticas de cada familia S, em relagfio s demais, correspondendo a
contribui¢do aditiva de cada familia para a distincia genética geral (C), o que
equivale & capacidade geral de combinagio segundo o modelo I de Griffing,
método 4 (Griffing, 1956) utilizado por Barroso (2000). Com este procedimento
obteve-se uma coluna de médias das distincias genéticas das 20 familias S,
(Tabela 13), que eqiiivale & distdncia genética geral de cada familia (C).

A mesma metodologia foi aplicada na Tabela 9A, ou seja, foram
calculadas as médias das distincias genéticas de cada hibrido tedrico em relagio



ao testador ¢ aos demais, obtendo-se, assim, a contribui¢io aditiva de cada
hibrido teérico para a distincia genética, o que seria equivalente a capacidade
geral de combinagio, como foi relatado. Estas médias estio na coluna D da
Tabela 13. Nesta tabela também podem ser visualizadas as distincias genéticas
(E) entre o testador (TS) e os top crosses tedricos (TT), extraidas da Tabela 9A.

Observando-se a Tabela 13 verifica-se que as familias que mais
contribuiram para a divergéncia foram a 11, 10, 1, 14 ¢ 2, enquanto as que
menos contribuiram foram a 13, 6, 8, 9 e 18. Ainda na mesma Tabela, pode-se
observar na coluna E que os top crosses mais distantes do testador foram os
originados das familias 11, 2, 10 e 14, enquanto aqueles mais semelhantes ao
testador foram originados das familias 13, 9 ¢ 6.

Observando-se as distincias genéticas médias apresentadas na Tabela 13
verifica-se que a familia 11 possui o maior valor médio de distincias genéticas
quando comparada com as outras familias S, (C). As familias mais divergentes
foram a 11 (0,628), a 10 (0,455), a 1 (0,449), a 14 (0,448) ¢ a 2 (0,441),
enquanto as mais semelhantes foram a 13 (0,286), a 6 (0,286), a 8 (0,291),a 9
(0,296) e a 18 (0,298).

As distincias genéticas médias entre os hibridos tedricos e o testador D)
mostraram que a familia 1] originou os hibridos mais distantes em relagdo ao
testador, alcancando valor de 0,273 , seguida pelas familias 4 (0,244), 10 (0,232)
e 2 (0,229). As familias 13 (0,135), 9 (0,150) ¢ 8 (0,153) foram as que
originaram os hibridos mais semelhantes ao padrio de bandas do testador.

As distancias (E) representam a distdncia genética entre o testador (TS)
¢ o top cross tedrico (TT), ou seja, entre o hibrido tedrico originado pelo
cruzamento simulado do testador com cada familia e o préprio testador. Sendo
assim, as familias que originaram os top crosses mais distantes geneticamente do
testador foram a 11 (0,183), a 4 (0,172),a2 (0,133) e a 10 (0,122), enquanto as
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que originaram os hibridos mais semelhantes ao testador foram a 6 (0,014), a 7
(0,027) ¢ as familias 8, 9, 16 e 18, todas com o valor de (0,40).

E interessante ressaltar que tanto a coluna D como a coluna E
apresentam as distincias genéticas médias dos cruzamentos simulados em
relacio ao testador € como elas se mantém eqiiidistantes, visto que o testador foi
comparado com todas os hibridos tedricos e top crosses tedricos, pode-se inferir
que elas representam praticamente as distincias entre os hibridos tedricos e entre
0s top crosses tedricos, respectivamente.

Na Tabela 13 também encontram-se as médias ajustadas do peso de
espigas despalhadas (PE) das 20 familias S; (PE) e dos 20 top crosses (PE) que
foram estudados pelos marcadores RAPD. Como pode-se observar, as familias
S com maior produtividade foram a 2 (10.177,70 kg/ha), a 4 (9.641,69 kg/ha) a
15(6.062,43 kg/ha) e a 1 (6.015,26 kg/ha). Ja nos top crosses, aqueles mais
produtivos foram os originados das familias 11 (11.00:1,40 kg/ha), 4 (10.201,49
kg/ha), 2 (8.304,95 kg/ha) ¢ 10 (8.262,72 kg/ha), enquanto os menos produtivos
foram originados das familias 1 (3.783,88 kg/ha), 12 (5.014,39 kg/ha) e 3
(5.070,90 kg/ha).

Para possibilitar a visualizacio dos resultados, também procedeu-se ao
estudo das projegdes no plano das distincias genéticas entre as familias e entre
os hibridos, como pode ser visto nas Figuras 5 e 6. Neste procedimento, as
medidas de dissimilaridade sdo convertidas em escores relativos a duas variaveis
XeY (Cruz, 1997).

Mais uma vez, os resultados sio coeremtes com oOs apresentados
anteriormente, identificando as familias 1, 11 ¢ 14 (Figura 5) como as que mais
contribuiram para a divergéncia, quando duas a duas, enquanto os hibridos
teoricos 4, 10 e 11 (Figura 6) foram os que mais contribuiram para a
divergéncia genética ao serem discriminados pelo testador.
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FIGURA 5. Projegiio das distincias no plano das 20 familias Si pelas distincias
genéticas obtidas pelos marcadores RAPD,
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FIGURA 6. Projecio das distincias no plano dos 20 hibridos tedricos pelas distincias
genéticas obtidas por meio dos marcadores RAPD.
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4.2.4 Estimativas dos coeficientes de correlacgiio

Com base no carater peso de espigas despalhadas, avaliado nas familias

S\ e nos top crosses, nas distincias obtidas por meio dos caracteres agrondmicos
e nas distincias genéticas moleculares obtidas pelos marcadores RAPD,

estimou-se a correlagdo entre as estimativas disponiveis, por meio dos

coeficientes de correlagfio de Pearson, cujos resultados encontram-se na Tabela

14.

TABELA 14. Correlagdes de Pearson entre as estimativas das distincias médias
obtidas por meio dos caracteres agrondmicos (distincias de
Mahalanobis) (MA), das estimativas das distincias genéticas
médias obtidas pelos marcadores RAPD (distincias de Jaccard)
(JC) e do peso médio de espigas despalhadas (PE) avaliado nas 20
familias S, e nos 20 top crosses. Dados extraidos da Tabela 13.

Lavras-MG, 2000,

Correlagdes* Caracteres/distincias genéticas Coeficientes
FxG Familias S, (PE) x top crosses (PE) 0,30™
AxB Familias S, (MA) x top crosses (MA) 0,30™
AxF Familias S; (MA) x familias S, (PE) 0,70%*
BxG Top crosses (MA) x top crosses (PE) 0,50*
CxF Familias S, (JC) x familias S, (PE) 0,17®
CxA Familias S, (JC) x familias S, (MA) 0,28"™
CxG Familias S, (JC) x top crosses (PE) 0,51*
CxB Familias S, (JC) x top crosses (MA) . 0,71*+
DxF Hibridos teéricos (JC) x familias S, (PE) 0,42%
DxA Hibridos tedricos (JC) x familias S, (MA) 0,48*
DxG Hibridos tedricos (JC) x top crosses (PE) 0,58%#*
DxB Hibridos tedricos (JC) x top crosses (MA) 0,74%+*
ExF Top crosses tedricos (JC) x familias S; (PE) 0,50*
ExA Top crosses tedricos (JC) x familias S; (MA) 0,62**
ExG Top crosses tedricos (JC) x top crosses (PE) 0,68+**
ExB Top crosses tedricos (JC) x top crosses (MA)  0,78**
DxE Hibr. teor. (JC) x top crosses tedricos (JIC) 0,86%*

* Correlagdes obtidas entre as estimativas presentes nas colunasde AaGda

Tabela 13.

63



RN D RS A

A primeira correlagiio apresentada foi calculada entre os caracteres peso
de espigas despalhadas das familias S, (PE) e o peso de espigas despalhadas dos
top crosses (PE) (Tabela 13), encontrando-se o valor de 0,30, nio significativo
pelo teste t. A segunda correlagio foi calculada entre as distincias obtidas pelo
método das distdncias generalizadas de Mahalanobis (D), avaliadas por meio de
caracteres agronémicos nas familias S, (MA) e nos top crosses (MA). Nesse
caso, também foi encontrada uma correlagio nio significativa pelo mesmo teste.

O coeficiente de correlagio estimado entre o peso de espigas
despalhadas das familias S, e os top crosses foi ndo significativo. Esses
resultados estdo de acordo com Hallauer (1990) e Troyer (1994), ao afirmarem
que existe um baixo relacionamento entre familias S, e seus respectivos top
crosses.

Ja para a correlagiio entre o peso de espigas despalhadas das familias S,
(PE) e as distincias obtidas por meio dos caracteres agrondmicos das mesmas
(MA), o resultado foi significativo. Da mesma forma, a correlagio enmtre o
mesmo carater e as respectivas distincias, s6 que nos top crosses, apresentou um
valor significativo pelo mesmo teste.

Quando foram correlacionadas as distincias genéticas moleculares entre
as familias S, obtidas pelos marcadores RAPD (JC) com o peso de espigas
despalhadas correspondentes (PE), encontrou-se um valor nio significativo.
Também foi ndo significativa a correlagdio entre as distincias moleculares das
familias S, (JC) ¢ as distincias obtidas utilizando-se os caracteres agron6micos
avaliados nas mesmas familias (MA).

A contribui¢io de cada familia S, para a distincia molecular nio se
correlacionou com o peso de espigas despalhadas das familias S, (correlacdo C x
F na Tabela 14), porém, correlacionou com o peso de espigas do top cross
(correlagdo C x G na Tabela 14). Por outro lado, o D* mostrou maior associagdo
com o peso de espigas despalhadas das familias S;. Quando se observa a
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associagao significativa entre o top cross teorico (TT) e os pesos de espigas
despalhadas de familias S; (PE) e dos top crosses (PE) (correlagdes Ex F ¢ E x
G. na Tabela 14) evidencia-se o potencial da distancia molecular em identificar
principalmente os hibridos top crosses mais promissores. Tal resultado permite
uma preé-selecdo dos mesmos e, consequientemente. a exploragdo de um numero
maior de familias no programa de melhoramento de milho. '
Resultados semelhantes foram obtidos por Barroso (2000) trabalhando
com marcadores RAPD na verificagdo da divergéncia genética entre cultivares
de soja adaptadas ¢ ndo adaptadas. As distincias moleculares permitiram
identificar e classificar uma cultivar ndo adaptada produtiva entre as adaptadas.
O mesmo autor acredita que a produgdo de grios seja controlada por um grande
numero de QTL’s € estes devem estar uniformemente distribuidos pelo genoma,
ndo havendo grandes diferengas em scus efeitos. Além do mais, ressalta que.
como os marcadores realizam uma amostragem casualizada do genoma, existe a
possibilidade de que as diferentes regides dos cromossomos estejam igualmente
representadas nas estimativas de distancia genética com base em grande numero
de marcadores, indicando que a distribui¢io dos marcadores RAPD esta mais
correlacionada a caracteres mais complexos do que a caracteres mais simples.
Como pode-sc observar na Tabela 13, as familias S; que mais
contribuiram para a distincia genctica, também foram as que originaram os
hibridos mais divergentes quanto ao peso de espiga despalhada. Isto ¢, a familia
| contribuiu para o pior hibrido. a 14 contribuiu para um hibrido em torno da
média ¢ as demais para os melhores hibridos. especialmentea 2, 4, 10e 11.
Porém, ao correlacionarem-se as distancias moleculares entre as familias
S; (JC) com o peso de espigas despalhadas dos hibridos top crosses (PE).
obteve-se um valor significativo. Ao correlacionar-se as mesmas distancias
moleculares com aquelas obtidas por meio dos caracteres agronémicos avaliados

nos hibridos (MA). o valor encontrado também foi significativo.



-
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A correlagdo das distdncias genéticas entre o testador ¢ os hibridos
teoricos originados do cruzamento simulado das familias S, (JC) com o peso de
espigas despalhadas das familias S, (PE) foi nio significativa. Entretanto, a
correlagdo com as distancias obtidas nos top crosses (PE) mostrou significincia.

Seguindo a mesma linha, procurou-se correlacionar as distincias obtidas
entre o testador (TS) e os hibridos teoricos (HT) com as distincias obtidas.
utilizando-se os caracteres agrondmicos avaliados tanto nas familias S, (MA)
como nos hibridos (MA). Foram encontrados valores significativos.
respectivamente, para as familias ¢ para os hibridos.

Correlacionando-se as distancias moleculares obtidas entre o testador
(TS) e os hibridos top crosses (TT) com o peso de espigas despalhadas das
familias S, (PE) encontrou-se um valor significativo. Também a correlagdo das
mesmas distancias moleculares com o peso de espigas despalhadas dos hibridos
(PE) foi significativa. Foram estimadas as correlagdes entre estas mesmas
distancias moleculares (TS x TT) ¢ as distdncias obtidas por meio dos
marcadores agronomicos, tanto para as familias S; (MA) como para os hibridos
(MA). Os resultados encontrados em ambos os casos foram significativos.

As distancias genéticas moleculares entre o testador (TS) ¢ os top
crosses teoricos (TT) que podem ser vistas na coluna E da Tabela 14 serviram
para discriminar os hibridos mais divergentes e, consegiicntemente, os que
apresentaram maior produtividade de espigas despalhadas (Tabela 13). ou seja. o
2. 4, 10 e 11. Como pode ser visto na Figura 5, na qual foram projetadas, no
plano, as contribui¢des de cada hibrido teérico para a divergéncia e cujas
contribuigdes estdo associadas significativamente as distancias do testador (TT).

Como pode-se observar nas Figura 5 e 6, a maioria das familias que
originaram os top crosses com produgdes médias ou baixas, poderia ser
eliminadas reduzindo-se assim o numero de familias ou hibridos a serem

avaliados ou. mesmo, permitindo explorar uma populagio muito maior.
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6 CONCLUSOES

O testador utilizado possibilitou a identificagio dos top crosses ¢

familias S, superiores.

As distincias genéticas estimadas entre as familias S; utilizando-se
marcadores moleculares € caracteres agrondmicos foram eficientes em

discriminar as que sdo mais divergentes e produtivas. |

As disténcias genéticas estimadas entre os hibridos teéricos utilizando-se
marcadores moleculares, embora nio tenham apresentado capacidade preditiva,
identificaram as familias que originaram os hibridos teéricos mais divergentes e,

entre eles, os mais produtivos.
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TABELA 3A. Médias ajustadas das caracteristicas analisadas nas familias S; de milho. Lavras-

MG, 2000.
Ord. Trat. Fam. AE AP EF NE PC PE
1 66 111 0.90 1.86 18.92 28.82 30.12 10177.70a*"
2 46 80 1.07 1.82 18.54 27.56 34.80 9753.10a
3 68 115 1.08 195 1638 2248 37.65 9641.69a
4 21 34 0.82 1.56 16.90 19.82 2823 7139.95b
5 91 157 1.07 190 16.02 15.15 39.17 7096.13b
6 18 31 091 1.81 16.57 2245 3222 7010.49b
7 45 78 0.67 1.41 17.93 22.40 26.65 6794.02b
3 27 40 1.00 1.84 16.78 19.23 2795 6650.84b
9 2 4 0.95 1.77 13.09 20.90 34.72 6213.18¢
10 8 10 0.90 1.64 18.04 22.43 3138 6197.67c
11 54 90 0.50 1.78 17.64 16.10 25.61 6109.51¢c
12 79 138 0.80 1.54 1590 19.06 30.41 6062.43¢
13 23 36 0.77 1.47 14.95 19.02 2995 6055.27¢
14 65 110 091 1.72 16.71 1818 29.90 6015.26¢
15 3 143 0.86 155 1638 1993 29.44 5843.24¢
16 26 39 0.77 1.58 14.47 19.15 31.42 5828.46¢
17 24 37 0.90 1.64 14.54 21.50 31.55 5707.22¢
18 56 922 0.70 1.60 16.07 19.76 2747 5607.75¢
19 37 62 0.7s 1.60 15.58 18.75 30.72 5547.58¢
20 34 56 0.85 1.63 18.20 23.12 28.07 5520.02¢
2] 28 41 1.00 2.01 11.50 15.37 2941 5440.36¢
22 60 104 0.69 1.61 17.89 16.90 3031 5379.52¢
23 12 17 074 1.49 18.73 19.92 26.32 5317.23¢
24 63 108 0.87 1.56 16.82 21.31 29.05 5297.73¢
25 29 45 0.67 149 12.60 14.84 30.76 5027.55¢
26 35 59 0.75 1.50 16.15 2196 28.60 4720.96¢
27 41 69 0.84 1.59 1195 17.57 30.13 4698.49¢
28 16 25 0.77 1.55 13.56 18.45 2997 4697.04c
29 64 109 1.02 1.73 16.06 18.03 30.80 4688.07c
30 11 13 0.72 1.51 14.42 18.85 31.79 4683.85¢
31 49 84 0.85 1.72 15.60 17.53 32.89 4667.57c
32 62 106 0.78 1.62 14.04 16.04 25.55 4654.12¢
33 77 136 0.84 151 16.59 19.10 29.70 4555.74c
34 52 88 0.65 1.50 15.70 17.45 30.31 4478.84c
35 90 152 0.383 1.57 17.42 26.49 26.02 4453.55¢
36 73 128 0.75 147 15.56 17.93 2298 44350.13¢
37 51 87 0.87 1.60 15.09 19.47 36.47 4439.65¢
38 31 49 0.70 1.40 15.14 18.15 25.48 4356.05¢
39 61 105 0.80 1.54 16.50 17.56 27.46 4343.60c
40 44 77 0.78 1.58 14.05 15.01 29.11 4309.07¢
41 88 149 0.72 1.58 14.04 13.45 31.54 4304.53¢
42 53 89 0.72 1.40 15.55 17.13 24.00 4292.56¢
43 19 32 0.75 1.52 17.02 15.78 3225 4026.93d
44 14 23 0.82 1.54 1441 1921 26.82 4016.16d
45 67 114 0.80 158 10.03 1580 3321 3993.47d
46 76 138 0.75 1.58 16.54 20.62 2511 3894.73d
47 57 93 0.70 1.50 14.88 13.83 28.00 3875.13d
48 86 147 0.82 1.58 1635 23.39 30.01 3870.26d
49 70 124 0.75 1.64 14.44 16.15 32,65 3852.484
S0 75 131 0.65 146 1594 13.97 2421 3802.154
51 7 9 0.85 1.7 13.44 18.77 2898 3792.59d
52 33 55 0.72 1.43 15.46 15.90 25.82 3688.184
. continua”...
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“TABELA 3A, Cont.”

Ord. Trat. Fam. AE AP EF NE_ PC PE
33 25 38 0.72 1.4 14.51 18.69 27.20 3630.06d
54 43 75 0.75 1.56 1297 21.78 26.63 3569.39d
55 32 51 0.95 1.84 12.19 14.13 33.56 3489.07d
S6 81 140 0.60 1.40 1192 1128 27.15 3485.53d
57 59 103 0.85 1.65 13.01 14.01 3427 3475.57d
58 98 168 0.77 1.39 14.59 2031 23.59 3428.06d
59 17 30 0.80 1.45 13.33 21.22 30.97 3424.66d
60 85 146 0.77 1.59 16.44 17.10 2768 3376.03d
61 n 125 0.79 161 15.40 14.61 30.62 3327384
62 97 167 0.72 1.54 9.50 14.34 3199 3291.11d
63 48 83 0.75 1.47 13.86 15.81 19.39 3175.73d
64 69 123 0.75 148 1747 21.95 29.51 3175.14d
65 94 160 0.65 1.42 15.01 16.97 25.96 3150.30d
66 4 6 0.86 1.62 15.61 19.40 24.22 2986.63d
67 87 143 0.80 1.59 14.59 16.12 23.00 2976.60d
68 95 162 0.69 1.40 10.82 11.05 2799 2969.68d
69 92 158 0.70 1.40 12.07 14.62 26.75 2951.65d
70 80 139 0.70 142 11.71 13.14 27.93 2925.81d
n 72 126 0.67 143 12.61 18.60 27.45 2895.19d
72 22 35 0.75 1.43 17.04 18.19 24.95 2878.21d
73 89 151 0.85 1.57 10.54 17.59 26.97 2874.60d
74 55 91 0.67 1.45 15.11 15.80 33.25 2714.36d
75 3 3 0.75 1.57 12.87 14.68 24.97 2713.80d
76 10 12 0.65 1.43 1547 1638 2807 2694.96d
7 50 85 0.62 1.40 16.55 16.37 25.67 2672.50d
78 84 148 0.70 148 14.47 14.90 30.04 2630.19d
79 4 129 0.85 1.47 11.56 14.57 3217 2617.70¢
80 13 22 0.70 1.50 17.06 19.53 3263 2534.45¢
81 39 66 0.76 1.59 11.52 12.41 29.52 2368.75¢
82 42 73 0.75 1.44 17.76 14.64 24.66 2365.87¢
83 20 33 0.75 1.51 11.52 14.92 26.19 2360.50¢
84 93 159 0.78 1.45 13.05 13.01 28.73 2219.41e
85 40 67 0.75 1.62 14.49 16.60 29.16 2200.60¢
86 47 81 0.60 1.41 11.09 13.04 2539 2189.12¢
87 6 8 0.30 1.62 15.06 19.38 23.94 2119.64¢
88 15 24 0.61 144 12,51 13.48 20.38 1998.53e
89 1 3 0.80 1.65 9.45 10.06 2779 1945.76e
9 36 60 0.70 1.39 15.15 12.60 18.53 1895.02e
91 5 7 0.30 156 12.06 13.23 28.50 1772.57¢
92 38 65 0.30 1.47 10.93 11.43 22.16 1686.80e
93 58 95 0.67 134 14.01 14.87 23.59 1643.00¢
94 78 137 0.65 144 13.87 1037 21.20 1484.86e
95 82 142 0.67 141 16.03 11.78 23.75 1474.82¢
96 2 11 0.60 1.41 12.00 13.19 24.43 1418.62¢
97 96 165 0.70 1.40 9.64 IL16 28.80 1304.90¢
98 30 46 0.75 147 11.53 2.50 29.08 1235.48¢

*Médias seguidas pela mesma letra nio diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de
Scott Kniott (1974),

"As 20 familias que estio em negrito correspondem as que foram analisadas pelos marcadores RAPD.
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TABELA 4A. Médias ajustadas das caracteristicas analisadas nos top crosses de milho, Lavras-

MG, 2000.
Ord.  Trat _ Hibr.____AE AP EF NE PC PE
1 91 157 117 208 1957 2436  36.13 11839.20a%
2 75 131 077 161 2000 2636 3097 11004.40a
3 18 31 0.82 174 1879 2592 3324 10291.30a
4 68 115 095 172 1842 2424 3454 10201.46a
s 41 69 0.97 177 1954 27.17  26.14 10094.00a
6 14 23 0.97 175 1795 2948 2746 9616.95a
7 % 165 095 178 1693 2294 3472 9550.33a
8 16 25 1.00 185 1952 2088 2999 9273.03a
9 19 32 1.00 188 1851 2306 3621 9149.83a
10 17 30 0.87 168 1798 2685 3446 8318.93b
1 6 11 099 174 1994 2819 3035 $304.95b
12 25 38 0.78 160 1982 3053 2443 8293.6%
13 3 143 080 166 1842 3019 2783 8270.53b
14 74 129 0% 170 1815 2968 3078 8262.72b
15 48 83 0.77 166 1901 2643 2813 8128.50b
16 56 92 0.85 165 1866 2436 3098 8075.82b
17 1 3 0.50 166 1947 3042  30.52 2015.42b
18 86 147 077 161 1950 3152 34.50 7945.53b
19 98 168 082 154 1909 3208 2546 7885.92b
20 72 126 o082 155 1933 2757 2622 7794.01b
21 31 49 0.87 160 1909 2287  29.44 7750.72b
22 24 37 0.87 169 1804 2376 3067 7721.070
23 35 59 092 172 1864 2174 2730 7628.86b
24 70 124 076 156 1875 2648  33.63 7593.11b
25 1 13 072 156 1602 2145  34.80 7481.92b
26 60 104 038l 159 1745 2130  27.08 7464.81b
27 29 45 0.80 155 1789 3062 2319 7442.98b
28 26 39 093 175 1906 2525  29.7 7430,53b
29 s 24 0.87 179 1832 2251 2691 7385.38b
30 2 36 1.00 172 1950 2328 3134 7362.56b
31 38 149 0.71 157 1802 2573 2974 7333.93b
32 87 148 0.82 154 1880 2409 2978 7288.41b
33 92 158 o082 167 1954 2355 2527 7288.14b
34 58 95 0.83 157 1950 3215  29.04 7028.40b
35 51 37 0.87 170 1961 2934 2570 6994.32b
36 35 146 095 184 1825 1894 3091 6992.16b
37 53 89 0.77 154 1959 2189 26389 6964.35b
38 81 40 083 166 1994 2464 3138 6775.00¢
39 21 34 0.82 159 1897 1921 3399 6698.73¢
40 43 75 096 173 1699 2164 2936 6626.06¢
41 46 80 092 167 1509 2078 3202 6573.76c
a 69 123 087 179 1747 2471 2838 6541.49¢
43 47 81 0.67 141 1955 2147 2216 6508.10c
4 32 s1 0.65 140 1915 2356  23.59 6436.56¢
45 34 145 075 151 1797 2067 2716 6427.54c
46 80 139 087 165 1844 2750 2945 6422.43¢
47 28 41 0.70 144 1951 2373 3139 6352.53¢
48 5 7 0.82 157 1854 1951 2971 6321.47¢
4 79 1338 065 146 1949 2466 3016 6300.00¢
50 57 93 0.78 155 1861 2219 3026 6269.75¢
s 37 62 0.67 153 1737 2154 3465 6222.51c
52 78 137 077 152 17.02 2450 _ 23.69 6197.13¢ _

... “ continua™,,,
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“TABELA 4A. Cont.”

Ord. Trat Hibr. AE AP EF NE PC PE
S3 71 125 0.72 145 17.49 1921 2688 6191.45¢
54 59 103 0.76 1.66 17.60 24.12 26.64 6171.10¢c
§8 82 142 0.80 1.64 13.82 25.03 28.42 6154.95¢
56 30 46 0.77 1.49 19.59 22.39 31.59 6145.76¢c
57 9 11 0.7 1.45 18.50 26.45 31.05 6091.47¢
58 45 78 0.89 1.48 13.00 26.30 29.16 6083.31c
59 2 4 0.72 1.63 19.06 1834 2924 6031.67¢
60 38 65 0.90 176 18.97 26.20 30.55 6019.09¢
61 93 159 0.70 1.46 17.86 19.85 28.72 6002.53¢
62 8 10 0.80 1.62 18.59 2064 - 29.10 5979.83¢c
63 90 152 0.75 1.43 17.98 24.38 28.28 5950.84c
64 61 105 0.89 1.81 16.54 20.28 26.93 5768.26¢
65 34 56 0.89 1.75 15.42 1460 - 2934 5697.83¢c
66 4 6 0.8] 1.62 15.83 2087 . 2599 5692.95¢
67 73 128 0.82 1.64 1954 2.7 26.94 5674.53¢
68 33 35 0.77 1.40 18.61 24.52 24.56 5632.45¢
69 42 73 0.82 1.57 14.99 18.00 . 2942 5628.49¢
70 15 24 0.75 1.49 19.56 19.69 27.10 5626.69¢
71 44 77 0.32 1.57 18.14 2212 28.97 5614.09¢
72 64 109 0.92 1.36 19.28 2001 - 3507 5548.38¢c
73 6 8 0.85 1.69 17.65 2099 2905 5485.66c
74 97 167 0.80 1.56 14.54 1860 | 2938 5418.40c
75 27 40 0.85 1.66 14.01 19.59 33.96 5399.96c
76 36 60 0.80 148 15.74 21.71 28.40 5344.05¢
7 39 66 0.72 1.49 16.52 25.67 27.89 5326.11c
78 13 2 0.75 1.67 17.85 2032 27.81 5302.38c
79 77 136 0.76 1.49 17.56 21.53 3047 §274.73¢
80 12 17 0.70 1.42 19.47 2028 25.08 5270.86¢
8l 94 160 0.67 1.45 15.60 16.57 30.71 5246.37c
82 52 88 0.82 1.65 18.49 2273 . 2899 5229.27¢c
83 89 151 092 1.74 14.13 1620 . 3209 5163.13¢
84 67 14 07s 1.68 1632 19.08 2789 5070.90c
85 7 9 0.80 1.63 16.00 19.67 29.49 5065.38¢
86 10 12 0.82 1.63 14.78 19.22 31.05 5025.08¢
87 76 135 0.84 1.6 15.09 1934 29.83 5014.39¢c
88 20 33 0.72 1.59 17.61 2203 2730 4942.52¢
8 58 91 0.84 157 13.92 1364 © 2398 4899.48¢
920 3 5 0.76 1.68 12.52 15.80 27.71 4876.57¢c
91 22 35 0.77 1.48 15.55 21.05 30.93 4863.37%c
922 50 85 0.72 1.46 16.04 21.65 29.38 4830.40c
23 63 108 0.76 1.47 19.47 19.43 28.04 4774.00c
94 40 67 0.85 1.61 16.30 18.94 29.64 4694.72¢
95 54 90 0.80 1.81 11.64 14.87 2598 4476.37c
96 95 162 0.90 1.62 14.55 16.90 31.25 4394.81c
97 62 106 0.75 1.46 19.01 15.97 27.07 3986.11c
98 65 110 0.83 1.58 14.44 16.04 3041 3783.88c

*Médias seguidas pela mesma letra nio diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de
Scott Knott (1974).

*Os 20 top crosses que estio em negrito comespondem as familias que foram analisadas pelos marcadores
RAPD.
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TABELA 5A. Matriz de distdncias, entre as 20 familias S,, obtidas pelo método das distdncias generalizadas de
Mahalanobis (D?) em relagfio as seis caracteristicas avaliadas. Lavras-MG, 2000.

Fam. 2 3 4 3 6 7 8 9 10 11 12 13 14151617 18 19 20
1* 2409 1662 2064 23,00 971 9,18 22,57 897 2008 1242 14,26 664 2864 3,02 1622 1824 28,53 332 16,09
2 5329 1395 6325 47,13 5531 62,06 40,63 7468 50,63 4641 4208 8791 2380 6320 5884 90,12 2720 6542
3 41,94 2844 854 1299 1115 17,82 743 21,54 21,69 21,69 2708 1436 607 1093 33,06 1638 1303
4 7703 4500 5194 7101 50,57 61,94 5861 61,65 4365 9331 2429 5944 5712 96,19 2803 66,06
5 1433 ILIS 846 1102 1796 1564 4,42 802 1859 21,08 1749 2795 1246 1717 7.3
6 2,02 856 1082 1265 798 835 1022 1390 11,20 657 850 1555 1321 443
7 991 853 1020 599 733 68 9,16 1206 632 1034 848 11,95 2.42
8 842 1035 11,83 611 11,5 1237 17,79 S,11 11,69 1448 1745 466
9 1555 429 477 413 1295 647 784 11,20 1333 540 764
10 21,19 1949 10,04 2037 1821 550 1682 2040 15,70 7,65
11 767 1013 699 11,06 798 608 799 1281 6,06
12 789 1232 14,67 12,65 1822 1LS3 1297 696
13 20,44 508 10,15 17,55 1641 245 697
14 29,84 9,57 1197 245 2961 7,06
15 1265 1362 2948 1,14 1430
16 3,53 1301 1369 3,50
17 17,70 1819 859
18 27,58 592
19 1401
*1(110), 2(111), 3(114), 4(115), 5(123), 6(124), 7(125), 8(126), 9(128), 10(129), 11(131), 12(135), 13(136), 14(137), 15(138),

16(139), 17(140), 18(142), 19(143) ¢ 20(145).
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TABELA 6A. Matriz de distincias, entre os 20 top crosses, obtidas pelo método das distdncias generalizadas de
Mahalanobis (D?) em relagfo as seis caracteristicas avaliadas. Lavras-MG, 2000.

Fam. 2 3 4 5 3 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1+ 2766 931 4813 1552 2264 1262 27,13 2038 2830 6669 2,54 666 1568 20,74 1636 1582 14,08 33,65 12,79
2 2385 1537 1035 763 1519 4,59 1406 301 2476 17,04 1390 11,10 1622 625 636 938 789 11,41
3 43,14 479 1559 10,56 2085 1290 2084 5030 423 423 1084 1208 1243 935 624 1946 891
4 3137 17,86 24,03 21,16 5096 1792 731 3531 34,67 3362 3512 33,71 2451 3423 2430 22,49
5 9,50 13,15 11,62 726 774 39,58 597 934 734 11,82 452 S11 28 817 947
6 7,59 465 13,06 461 1967 13,15 697 803 415 663 348 594 523 553
] 840 17,43 1555 2699 856 428 625 623 12,56 700 814 155 0,41
8 1067 399 21,81 1691 965 397 758 560 638 659 393 6,02
9 1242 5583 13,09 822 638 88 251 701 25 (1,33 13,50
10 23,61 1568 13,53 807 13,04 470 747 792 2,18 11,74
1 49,65 42,65 3639 3245 41,73 3036 3889 2286 2570
12 436 841 1392 852 858 67 1915 743
13 526 455 553 409 371 1536 3,51
14 666 405 133 349 667 455
15 810 445 427 10,17 4388
16 387 184 644 9,06
17 1,90 9,03 436
18 737 527
19 11,78

*1(110), 2(111), 3(114), 4(115), 5(123), 6(124), 7(125), 8(126), 9(128), 10(129), 11(131), 12(135), 13(136), 14(137), 15(138),
16(139), 17(140), 18(142), 19(143) ¢ 20(145).



TABELA 7A. Iniciadores utilizados e respectiva seqiiéncia de bases, mimero
de bandas polimérficas para as 20 familias S, estudadas
pelos marcadores RAPD. Lavras-MG, 2000.

Iniciador Segiiéncia (5°-3°) N° bandas polimérficas
OPA-01 CAGGCCCTTC 03
OPA-02 TGCCGAGCTG 01
OPA-03 AGTCAGCCAC 06
OPA-04 AATCGGGCTG 02
OPA-09 GGGTAACGCC 02
OPA-10 GTGATCGCAG 02
OPA-11 CAATCGCCGT 01
OPA-13 CAGCACCCAC 03
OPA-16 AGCCAGCGAA 04
OPA-17 GACCGCTTGT 03
OPA-18 AGGTGACCGT 02
OPA-20 GTTGCGATCC 05
OPB-01 GTTTCGCTCC 04
OPB-05 TGCGCCCTTC 04
OPB-06 TGCTCTGCCC 03
OPB-07 GGTGACGCAG 03
OPB-10 CTGCTGGGAC 01
OPB-12 CCTTGACGCA 02
OPB-17 AGGGAACGAG 04
OPB-18 CCACAGCAGT 04
OPC-01 TTCGAGCCAG 03
0oPC-02 GTGAGGCGTC 08
OPC-08 TGGACCGGTG 01
OPC-09 CTCACCGTCC 03
OPC-11 AAAGCTGCGG 03
OPC-13 AAGCCTCGTC 03
OPC-14 TGCGTGCTTG 04
OPC-16 CACACTCCAG 02
OPD-01 ACCGCGAAGG 02
OPD-02 GGACCCAACC 02
OPD-03 GTCGCCGTCA 02
OPD-05 TGAGCGGACA 03
OPD-11 AGCGCCATTG 01
OPD-15 CATCCGTGCT 02
OPD-20 ACCCGGTCAC 03

Total 101

86



L8

TABELA 8A. Distz’h]cias genéticas (acima da diagonal) e erro padrio estimado (abaixo da diagonal) entrc as 20
familiasS,, duas a duas (1 a 20) ¢ cntre cada uma delas ¢ o testador (21). Lavras-MG, 2000.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19 20 21

VeI LK W=

0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05

0,49

0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05

0,36 0,52 0,46

0,35

0,05
0,04
0,04
0,05
0,04
0,04
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,04

0,29
0,36

0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05

0,34
0,23
0,39

0,05
0,05
0,05
0,04
0,05
0,05
0,05
0,04
0,05
0,05
0,05
0,04
0,04
0,04
0,05
0,04

0,38
0,41
0,24
0,36
0,28

0,04
0,04
0,04
0,05
0,05
0,04
0,04
0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,05
0,04

0,42
0,50
0,30
0,39
0,35
0,22

0,04
0,04
0,05
0,05
0,04
0,04
0,05
0,04
0,04
0,05
0,04
0,05
0,05
0,04

0,39 0,36 0,54

0,43
0,24
0,38
0,28
0,21
0,18

0,04
0,05
0,05
0,04
0,04
0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,05
0,04

0,41
0,24
0,38
0,21
0,24
0,23
0,22

0,05
0,05
0,04
0,04
0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0,05
0,05
0,04

0,53
0,38
0,48
0,41
0,42
0,46
0,40
0,42

0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05

0,71
0,56
0,57
0,55
0,58
0,61
0,64
0,60
0,59
0,62

0,05
0,05
0,04
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05

0,42
0,50
0,32
0,41
0,35
0,19
0,18
0,25
0,25
0,41
0,67

0,04
0,05
0,04
0,05
0,05
0,04
0,05
0,05
0,04

0,39
0,42
0,28
0,39
0,23
0,21
0,27
0,19
0,23
0,39
0,61
0,27

0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,05
0,03

0,53
0,54
0,48
0,54
0,49
0,38
0,37
0,40
0,42
0,53
0,74
0,34
0,41

0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05

0,42
0,44
0,27
0,41
0,33
0,19
0,26
0,23
0,23
0,43
0,66
0,21
0,22
0,39

0,04
0,05
0,04
0,04
0,05
0,04

0,45
0,51
0,35
0,45
0,36
0,23
0,25
0,24
0,26
0,46
0,65
0,30
0,18
0,40
0,25

0,05
0,05
0,05
0,05
0,04

0,39
0,39
0,31
0,42
0,24
0,21
0,30
0,22
0,24
0,42
0,63
0,30
0,19
0,40
0,28
0,29

0,04
0,04
0,05
0,04

0,41
0,42
0,29
0,41
0,26
0,19
0,26
0,20
0,25
0,43
0,67
0,23
0,19
0,36
0,21
0,32
0,20

0,04
0,05
0,04

0,43
0,41
0,35
0,42
0,25
0,23
0,32
0,26
0,28
0,48
0,66
0,30
0,23
0,40
0,25
0,33
0,19
0,16

0,05
0,04

0,49
0,52
0,42
0,46
0,39
0,34
0,30
0,30
0,32
0,49
0,68
0,30
0,31
0,46
0,33
0,31
0,32
0,30
0,29

0,05

0,43
0,37
0,25
0,35
0,18
0,18
0,22
0,19
0,16
0,40
0,57
0,26
0,13
0,38
0,26
0,23
0,21
0,21
0.25
0,30
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TABELA 9A. Distincias genéticas (acima da diagonal) ¢ erro padrio estimado (abaixo da diagonal) entre os 190 hibridos
teéricos obtidos simuladamente do intercruzamento das 20 familias S;, duas a duas ¢ o testador (la20)e

entre os 20 top crosses tedricos ¢ o testador (21), Lavras-MG, 2000.

1

2

3

4

5

6

7

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19 20 21

VoA WLD WK

0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,05
0,04
0,03
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,03

0,32

0,04
0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,03

0,25
0,24

0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,05
0,04
0,03
0,04
0,04
0,03
0,03
0,04
0,04
0,04
0,03

0,27
0,32
0,25

0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,05
0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04

0,18
0,21
0,18
0,24

0,03
0,03
0,03
0,04
0,04
0,04
0,03
0,03
0,03
0,04
0,03
0,03
0,03
0,04
0,03
0,03

0,18
0,19
0,18
0,24
0,10

0,03
0,03
0,03
0,04
0,04
0,04
0,03
0,04
0,04
0,04
0,03
0,03
0,04
0,04
0,01

0,17
0,19
0,15
0,23
0,11
0,13

0,03
0,03
0,04
0,04
0,04
0,03
0,04
0,04
0,04
0,03
0,03
0,04
0,04
0,02

0,16
0,20
0,15
0,21
0,13
0,11
0,13

0,03
0,04
0,04
0,04
0,03
0,04
0,03
0,04
0,03
0,03
0,04
0,04
0,02

0,18
0,22
0,16
0,22
0,15
0,11
0,09
0,09

0,04
0,04
0,04
0,03
0,03
0,04
0,03
0,03
0,03
0,04
0,04
0,02

0,26
0,24
0,25
0,28
0,22
0,20
0,21
0,21
0,20

0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,03

0,33
0,36
0,30
0,35
0,25
0,26
0,25
0,27
0,26
0,36

0,04
0,04
0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04

0,22
0,21
0,19
0,24
0,14
0,17
0,21
0,14
0,15
0,25
0,26

0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,02

0,13
0,17
0,11
0,20
0,11
0,09
0,09
0,10
0,09
0,17
0,21
0,14

0,04
0,04
0,03
0,03
0,04
0,04
0,04
0,02

0,25
0,26
0,18
0,27
0,12
0,17
0,18
0,15
0,13
0,25
0,28
0,22
0,15

0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,02

0,19
0,22
0,17
0,24
0,15
0,17
0,15
0,13
0,14
0,24
0,26
0,22
0,14
0,22

0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,02

0,17
0,18
0,14
0,23
0,10
0,15
0,15
0,14
0,12
0,19
0,24
0,19
0,11
0,20
0,19

0,04
0,04
0,04
0,04
0,02

0,20 0,18 0,23

0,20
0,14
0,21
0,13
0,13
0,12
0,13
0,13
0,24
0,23
0,17
0,13
0,18
0,15
0,14

0,04
0,04
0,04
0,02

0,20
0,14
0,21
0,13
0,13
0,13
0,13
0,12
0,21
0,23
0,17
0,14
0,19
0,18
0,14
0,16

0,04
0,04
0,02

0,21
0,16
0,23
0,14
0,15
0,15
0,15
0,15
0,22
0,24
0,19
0,15
0,20
0,22
0,17
0,17
0,20

0,04
0,02

0,20
0,22
0,15
0,23
0,14
0,14
0,17
0,17
0,14
0,23
0,27
0,22
0,14
0,20
0,20
0,18
0,18
0,16
0,19

0,02

0,07
0,13
0,09
0,17
0,08
0,01
0,03
0,04
0,04
0,12
0,18
0,05
0,05
0,05
0,05
0,04
0,05
0,04
0,05
0,05






