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RESUMO

NETTO, D.A.M. Validacdo e valoracdo da colecdo nucleo de milho,
subgrupo endosperma duro. 2003. 84 p. Tese (Doutorado em Agronomia) —
Universidade Federa de Lavras, Lavras, MG.*

A €ficiénciade utilizacdo dos acessos de germoplasma de milho que compdem a
colecdo nicleo pode ser incrementada ao se agregar valores de caracterizagdo
molecular e morfo-agrondmica, fornecendo informagdes mais detalhadas sobre
esses acessos. Este trabalho objetivou validar e valorar a colecdo nicleo de
milho, subgrupo endosperma duro, da Embrapa Milho e Sorgo, através do
emprego de descritores morfo-agrondmicos e marcadores moleculares AFLP.
Para isso, utilizaram-se 58 acessos da colecdo nlcleo e uma amostra de 21
acessos da coleg@o base, para os quais foram avaliados 22 caracteres morfo-
agrondmicos e seis combinagdes de primers AFLP para obtencdo dos perfis
genéticos. Apesar dos dados morfol 6gicos referentes a amostra da colecéo base
terem sido obtidos em diferentes anos e locais, através de consulta ao banco de
dados, foram feitos testes comparativos entre as duas colegdes. Houve diferencas
significativas para médias, variancias e distribuicdo de freqiéncia de acessos
das duas colegbes em relacdo a maioria dos descritores. O estudo da validagdo
da coleg&o niicleo utilizando dados morfo-agronémicos ndo pode ser conclusivo,
possivelmente, em razéo da influéncia do efeito de ambiente. Os dendrogramas
da colegdo nicleo e da amostra da colec@o base apresentaram estrutura geral
semel hante e indicaram um bom gjuste entre as matrizes de disténcias genéticas
e cofenéticas. A diversidade genética da amostra da colegdo base e da colegdo
nucleo, baseada nos marcadores AFLP, foi atribuida em 94,45% "a diversidade
presente dentro de colegdes, e apenas 5,55% devido a diferenca entre colegdes.
Com relacdo as freguiéncias alélicas entre as duas colegles, a identidade genética
foi dta, significando que as colegbes possuem freguiéncias alélicas semelhantes.
A digribuicdo de freqiiéncia aélica demonstrou que ndo houve diferenca
significativa para 79% dos locos. A andlise de variancia molecular ndo mostrou
diferenca significativa entre a variabilidade genética da colecdo nicleo e a
amostra da colecdo base. A caracterizacdo molecular dos acessos permitiu
verificar que a estratégia de amostragem estratificada em regides ecogeograficas
empregada no desenvolvimento da colecéo nucleo de milho, tipo de endosperma
duro, foi adequada, indicando que esta representa a variabilidade genética da
colecdo base.

*Comité Orientador: Prof. Ph.D. César Augusto Brasil Pereira Pinto — UFLA
(Orientador), Ph.D. Isabel Regina Prazeres de Souza— Embrapa Milho e Sorgo,
Dr. Antonio Carlos de Oliveira- Embrapa Milho e Sorgo.



ABSTRACT

NETTO, D.A.M. Validation and valorization of maize core collection, sub-
group flint endosperm. 2003. 84 p. Thesis (Doctorate in Agronomy) — Federa
University of Lavras, Lavras, MG.*

The utilization efficiency of a maize core collection can be incremented by using
molecular and morpho-agronomical characteristics, providing more detailed
descriptions about these accessions. The objectives of this work were to validate
and valorize maize core collection, sub-group flint endosperm of the Brazilian
Agricultural Research Corporation (Embrapa), through the use of morpho-
agronomical descriptors and AFLP molecular markers. Fifty eight accessions
from the core collection and a sample of 21 accessions of the whole collection
were used. Twenty two morpho-agronomical descriptors and six AFLP primers
combinations were tested to obtain the genetic patterns. Although morpho-
agronomical data of the whole collection sample had been obtained from
different years and locals, through data base consulting, comparative tests were
made between the two collections. There were significant differences for means,
variances, and frequency distribution of the accessions in the two collections in
relation to the majority of descriptors. The core collection validation study using
morpho-agronomical data was not conclusive due the existence of genotype-
environment interaction. Dendrograms of core collection and whole collection
sample showed similar generd structure, indicating a good fit among the
cophenetic and genetic distance matrices. The genetic diversity of whole
collection sample and core collection, based on AFLP markers, was 94,45%
atributed to the diversity existing inside the collections and only 5,55% to the
difference between the collections. Nei’s genetic identity was high, showing
similar alelic frequencies between collections. The alelic frequency distribution
did not present any significant difference for 79% of loci. The anaysis of
molecular variance did not show significant difference of genetic variability
between  the core collection and whole collection sample. Molecular
characterization of accessions alowed to verify that the stratified sampling
strategy using ecogeographic regions in the development of the maize core
collection, subgroup flint, was adequate, indicating that the core collection
genetic variahility is representative of the whole collection.

*Guidance Committee: Ph.D. César Augusto Brasil Pereira Pinto — UFLA
(Magjor Professor), Ph.D. Isabel Regina Prazeres de Souza — Brazilian
Agricultural Research Corporation (Embrapa), Dr. Antdnio Carlos de Oliveira -
Brazilian Agricultura Research Corporation (Embrapa).



1INTRODUCAO

Os recursos genéticos, conjunto de plantas, animais ou microrganismos
mantidos com o objetivo de tornar disponivels caracteristicas genéticas Uteis
com valor atual ou potencial, constituem- se na integragéo entre a biodiversidade
e 0 desenvolvimento sustentavel da agricultura (ViledlasMorades et d., 1997). Por
iSSO 0S recursos genéticos devem ser investigados, manejados, conservados e
usados adequadamente. As informagdes sobre 0s recursos genéticos, no Brasil e
em todo o mundo, sdo organizadas e disponiveis em colegdes ou bancos de
germoplasma.

Especificamente no caso do milho (Zea mays L.) no Brasil, a colegdo de
germoplasma estd armazenada na Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, €
chamada de colecdo ativa, pois fornece material aos melhoristas e demais
usuérios, de universidades ou empresas de pesquisa. Em Brasilia, DF, se
encontra a colecdo base ou de reserva mantida na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, com o objetivo de preservar 0 germoplasma como estratégia de
seguranca naciona (Valois et d., 1996; Faiad et al., 1998). Existe ainda uma
duplicata da colecéo base no Centro Internacional de Meoramiento de Maiz y
Trigo (CIMMYT), México.

Para facilitar 0 acesso a variabilidade genética disponivel e estimular a
utilizacdo de germoplasma, estabeleceu-se uma colecdo nuclear de milho na
Embrapa Milho e Sorgo. Por definicdo, colecdo nuclear € um sub-conjunto
considerado representativo da colecéo base desenvolvido com 10 — 20% dos
acessos, mas preservando 70 — 80% de diversidade genética (Brown, 1995). A
colecdo nlcleo de milho foi criada em 1997, através de agBes conjuntas de
melhoristas, curadores e estatisticos, voltada, principalmente, para ser mais uma
colecio de uso de germoplasma do que para a sua conservacio simplesmente. E



congtituida por 300 acessos, correspondendo a 13% da colecdo base,
classficados em diferentes categorias, racas e caracteristicas morfo-
agrondémicas.

Varios procedimentos estatisticos sdo utilizados para a criacdo de
colegBes nuicleo como as técnicas multivariadas de classificagdo (agrupamento)
e 0s de ordenacdo (andlises de componentes principais) dos acessos (Crossa et
al., 1995h). Para verificar se a colegéo nuicleo contempla a variabilidade genética
detodo germoplasma presente na colegdo ativa, ou sgja, para validar a colegdo
nucleo de milho € importante avaliar a sua representatividade comparando-se as
caracteristicas morfol 6gicas e moleculares dos acessos de ambas colecdes.

Além disso, é de fundamental importancia a valoracdo da colecéo
nicleo, ou sgja, devem-se agregar 0 maximo de informagdes sobre os acessos
que a compdem para um mehor conhecimento de suas caracteristicas,
diversidade genética e potencial de uso em programas de melhoramento.

Este trabaho teve por objetivo valorar e vaidar a colegdo nlcleo de
milho, subgrupo endosperma duro, do Banco Ativo de Germoplasma de Milho
da Embrapa utilizando-se descritores morfo-agronémicos e marcadores
moleculares AFLP.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Recur sos genéticos e colecdo de germoplasma

Entende-se como recursos genéticos, toda a variabilidade de espécies de
plantas, animais e microrganismos integrantes da biodiversidade, de interesse
socio-econdbmico aua e potencid, para utilizacdo em programas de
melhoramento genético, biotecnologia e em outras ciéncias afins. A colecéo de
germoplasma é definida como o conjunto de gendtipos de uma espécie com
origens geogréfica e ambiental variadas, sendo matéria-prima para a pesquisa
(Vaois et a, 1996). Essa colegdo também é chamada de banco de genes, banco
de germoplasma ou banco genético e constitui-se na base fisica onde é feita a
conservagao de todo o conjunto de materiais hereditérios de uma espécie (Vaois
et a, 1996; VildaMordes et a., 1997). No caso de espécies vegetais, S0
armazenadas, prioritariamente no banco de germoplasma, as sementes, partes da
planta, ou até células, consideradas Uteis para o propdsito de estudar, mangjar ou
utilizar ainformagdo genética que possuem (VilelaMoraeset a., 1997).

Para facilitar 0 mango e a obtencdo de informagbes sobre o
germoplasma, este € organizado em agrupamentos de géneros, familias ou
produtos, ou grupos de produtos como forrageiras, frutiferas, etc. O termo
acesso € utilizado para qualificar toda amostra de germoplasma representativa de
uma variacdo genética de uma populacdo ou de um individuo. Praticamente todo
acesso propagado adequadamente reproduz as caracteristicas genéticas da
populacdo de onde foi obtido (VildaMoraes et a., 1997).

Os mehoristas, de uma maneira geral, reconhecem a importancia dos
recursos genéticos armazenados em bancos de germoplasma. Apesar disso,
utilizam as colegbes proprias como fonte de variabilidade em seus programas de
melhoramento. Existem alguns aspectos que impedem a maior utilizacdo dos



recursos genéticos fazendo com que a taxa de uso de germoplasma conservado
em bancos genéticos, de uma maneira global, esteja em torno de 2% (Morales e
Vaois, 1996). No Brasil, Nass et d. (1993) verificaram que 14,7% dos
pesquisadores de milho e soja utilizam regularmente os acessos do banco ativo
de germoplasma (BAG). Estes autores citaram ainda que a maioria das colegdes
de trabalho de milho, que é a colegéo particular do melhorista, tem um tamanho
gproximado de 100 acessos, e que, apesar da qualidade das informacdes dos
acessos nos BAGs ser considerada boa (24,1% para 0 milho; 43,8% para a soja),
a quantidade de informagBes, segundo os usuarios pesquisados, foi considerada
insuficiente para a cultura do milho (66,7%) e suficiente para soja (68,8%).
Além disso, as principais fontes de acessos visando resisténcia a pragas, doencas
e outros estresses utilizados nos programas de melhoramento de milho foram
provenientes da colegdo de trabalho do préprio melhorista e, para a soja, a troca
de materiais entre pesquisadores. Nass (2001) menciona que as causas da baixa
utilizacdo dos bancos de germoplasma so a falta de conhecimento sobre os
fatores bi6ticos e abidticos que afetam 0 germoplasma, a fata de divulgacéo das
informagdes dos acessos que compdem as colegdes, aém de documentacdo
inadequada. VilelaMorales et al. (1997) também descrevem que as dificuldades
em se adquirir o germoplasma podem estar nos impedimentos burocréticos e nos
procedimentos de quarentena inadequados. Para aumentar a utilizagdo dos
acessos mantidos em bancos de germoplasma, alternativas como programas de
prémelhoramento  (pre-breeding) e a concentracdo de esforcos em
caracterizacao e avaliacao dos acessos que compdem as colecdes nucleares (core
collections) devem merecer maior atengdo (Nass, 2001).

O numero e a abrangéncia dos acessos de um banco de germoplasma, a
informag&o sobre as caracteristicas e a facil obten¢do desses acessos sfo fatores
freqlientemente mencionados como cruciais para o uso do germoplasma em
melhoramento de plantas. Dada a necessidade de otimizar a relagdo entre custos



e manutencdo de uma colecdo de germoplasma, Frankel (1984), citado por
Brown (1995), propGs o termo colegdo nlcleo que deveria representar, com um
minimo de repetitividade, a diversidade genética de uma espécie e seus parentes.
Essa coleg@o nlcleo (CN) consiste em ser 0 conjunto mais importante de acessos
de toda a colegdo base (CB) (Brown, 1989). O tamanho da colecdo nucleo,
segundo a teoria de amostragem de aelos neutros em populagoes finitas, deve
ser de cerca de 10% de acessos tomados aleatoriamente da colegdo base tendo a
eficiéncia de reter a variagdo genética total em aproximadamente 70% (Brown,
1995). A colegdo nucleo vem facilitar e incrementar a acessibilidade de usuérios
desde melhoristas de plantas até geneticistas fundamentais a diversidade
genética conservada (Hamon et d., 1995).

Os acessos da colecdo nicleo sdo escolhidos por ser primariamente
representativos, ecologicamente e geneticamente distintos entre s, permitindo
que se maximize a diversdade genética e minimize a smilaridade entre os
acessos. diferentes e perceptivels vantagens sdo apontadas por Brown (1995) ao
se referir as agbes de gerenciamento do germoplasma conservado na colegéo
nucleo: @ conta com um conjunto de referéncia para decidir se 0 novo acesso
acrescentard caracteristicas desgjavels a colecdo; b) os materiais que a compdem
sd0 de dta prioridade para conservagdo, monitoragdo da viabilidade,
regeneracdo e multiplicagdo de sementes; ¢) a colegdo nicleo possui materiais
adequados para elaboracdo de uma lista de descritores distintos e eficientes; d) a
avaliagdo dos acessos que compdem a colegdo niicleo cobre uma ampla variagéo
de toda a colegdo base, permitindo desenvolver estudos multivariados dos dados
e suas interrelagbes entre os caracteres; €) 0 enriquecimento do germoplasma é
realizado por meio de melhoramento das caracteristicas desgjaveis encontradas
nos acessos da colegdo nicleo; f) a distribuicdo de germoplasma, € feita de
maneira acelerada, pois as entradas da colegdo nlcleo poderéo ser multiplicadas
previamente.



A cultura do milho, por ocupar lugar de destaque na economia brasileira,
desponta como um referencia para o desenvolvimento de uma colegdo nucleo e
assm facilitar 0 acesso de melhoristas e usuérios a ampla variabilidade genética
existente.

2.2 A espécieZea mays e sua diver sidade genética

Graminea, da familia Poaceae, 0 milho pertence a tribo Maydeae e
compreende sete géneros, dos quais dois sdo nativos do hemisfério ocidental —
Zea e Tripsacum 0 género Zea compreende cinco espécies. Z. mays, Z
mexicana, Z. luxurians, Z. diploperennis, e Z. perennis. O género Zea, em sua
maioria dipléide, apresenta 2n = 20 cromossomos com excegdo de Z. perennis,
que é tetrapldide. Aproximadamente, 300 ragas de milho ja foram identificadas e
dentro de cada raga, milhares de variedades. O milho é cultivado praticamente
em todos os continentes, sob as mais diversas condigdes. dai observa-se a sua
grande variabilidade genética estendendo-se na maioria dos caracteres da planta,
dos gréos e da espiga (Paterniani et a., 2000).

O milho é originario do México e a teoria mais aceita hoje é que tenha
resultado da evolugdo do teosinte. A domesticagdo do milho aconteceu com os
povos primitivos que habitavam a América Central, que por selecdo, produziram
um grande nimero de ragas. Quando o europeu chegou a América, ja encontrou
varios tipos de milho domesticados e cultivados pelos indigenas.

Na Ameérica do Sul, os milhos indigenas foram adotados pelo homem
ocidental e desenvolveram-se nas chamadas ragas comerciais antigas. As ragas
comerciais recentes sdo resultantes dos milhos introduzidos da América Centra
e do Norte (Paterniani et a., 2000).



Vé&ios s80 os milhos indigenas que tiveram grande importancia no
melhoramento genético atua. Entre eles citam-se o Avati moroti com gréos
amarelos e 0 Avati moroti branco com todas as estruturas brancas, cultivados
pelos indios Guaranis do Paraguai, Bolivia e regides adjacentes do Brasil. Outro
milho cultivado era o dos Kaingang, grupo indigena que vivia desde o Urugua
até o estado de So Paulo. Este milho apresenta gréos amiléceos, dentados e
normalmente brancos, ocorrendo variagdes na coloragdo do gréo, como
vermelho, variegado e roxo. H& também o milho entrelagado, cultivado numa
extensa area amazonica, com espigas longas e as fileiras de gréos entrelacadas,
a0 invés de retas, como ocorre no milho em geral. Os milhos entrelagados séo
amiléceos e com grande variacdo na coloracdo dos gréos. No estado do Rio
Grande do Sul, araca Lenhafoi encontrada com graos brancos amiléceos, espiga
curta com elevado nimero de fileiras (Paterniani et al., 2000).

O milho pipoca foi desenvolvido, principamente, pelos Guaranis, no
Paraguai. Nesse milho, predominam os gréos redondos e também os pontudos.
Os indios Guaranis também cultivavam um milho de gréos duros, chamado flint,
de cor branca. Este foi adotado pelo homem civilizado passando a ser cultivado
para fins especiais, como a variedade Cristdl que € usada para fazer canjica. Os
indios Tupis viviam em toda a costa atlantica e cultivavam milhos de gréos
duros laranja escuros, os quais originaram o milho Cateto. Esses foram os
principais milhos desenvolvidos pelos indios na América do Sul e tiveram
grande importancia no melhoramento genético atual, principamente o milho
Cateto e 0 Cristal (Paterniani et a., 2000).

Algumas ragas foram desenvolvidas a partir de cruzamentos ocorridos
entre as introdugcdes de milhos dos Estados Unidos da América e o Cateto,
originando variedades que apresentavam germoplasma Cateto em combinagdo
com milhos dentados. Novas introdugdes de milhos dentados americanos foram
feitas por volta de 1915 pelo pesquisador Benjamin Hunnicut, e, passando a ser



cultivados, naturalmente se cruzaram com o Cateto, resultando em inUmeras
variedades. Muitas delas ficaram conhecidas por nomes regionais. Itaici, Caiano,
Argentino, Dente-de-Cavalo, etc., porém apresentavam o tipo de gréo dentado
amarelo mais produtivo que o Cateto. As diversas variedades encontradas em
S&0 Paulo foram denominadas de milho Dente Paulista. Aquelas encontradas no
Rio Grande do Sul foram chamadas de Dentados Riograndenses. Na Bahia, foi
identificada uma raga de milho, originada de uma variedade da América Centra
chamada Tuson. Esta raga é dentada, com espigas grandes de gréos amarelos e
com freqiéncia aparecem gréos avermelhados (Paterniani et a., 2000).

As acles de organizacdo do banco de germoplasma de milho iniciaram-
se no México, pela Fundacdo Rockefdler, a partir de 1943. Foi feito um
levantamento dos milhos existentes, e sua classificagdo resultou na descricéo de
25 ragas. Verificou-se um potencial de germoplasma bastante diversificado que
poderia ser Util em programas de melhoramento. Surgiu, entdo, o interesse de se
verificar a diversdade de germoplasma existente em outros paises latino-
americanos. O estudo das racas de milho existentes no Brasil comegou em 1952,
pelo Departamento de Genética da Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz — ESALQ. Detectaram-se centenas de variedades dos milhos Avati
Moroti, Pipoca, Catetos, Dentados e Semi-dentados, bem como o dos Kaingang
e milho entrelagado. Inicialmente o banco de germoplasma do Departamento de
genética da ESALQ contou com mais de 3 mil amostras de sementes, que foram
caracterizadas e avaliadas morfolégica e agronomicamente (Paterniani et d.,
2000). Uma duplicata dessa colecéo foi enviada para o National Seed Storage
Laboratory (NSSL) nos Estados Unidos da América, e posteriormente enviada
para 0 CIMMYT para manutencdo (Taba, 1994). Quando a Embrapa (Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria) desenvolveu um banco de germoplasma
em 1975, amostras de sementes de 283 acessos foram enviadas para a Embrapa
Milho e Sorgo em Sete Lagoas, MG. Parte da colecdo enviada ao NSSL (593



acessos) foi repatriada para o Brasil em 1984, e o restante (1.371 acessos) foi
repatriada em 1999, onde encontram preservados 0s acessos ha colegdo base da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia em Brasilia, DF e no Banco Ativo
de Germoplasma (BAG) de Milho na Embrapa Milho e Sorgo (Ramiro Andrade,
comunicagdo pessod ).

A colecéo de germoplasma de milho € mantida em banco ativo, em Sete
Lagoas, MG, cujas sementes sd0 armazenadas em camaras de conservagéo a
médio prazo, e tém como objetivo atender aos programas de pesquisa. A colecdo
base, que conserva a longo prazo todo o germoplasma de milho, considerado de
seguranga nacional, esta armazenada em Brasiliaaz, DF. A colecdo de
germoplasma de milho € uma das maiores do Brasil, possuindo mais de 3.000

aCessos.

2.3 Colegdo nucleo brasleira de milho

O desenvolvimento de uma coleg@o nlcleo € basicamente um exercicio
de amostragem que tenta assegurar a maxima conservacao dos aelos presentes
na colecdo base. A amostragem estratificada aeatéria € um procedimento
recomendado por Vé&ios autores para se obter a conservagdo dos aeos
comumente dispersos, raramente dispersos e comumente localizados (Abadie et
al., 2000). Esses ultimos sdo particularmente importantes, porque incluem os
aledlos que tém sido submetidos a grande pressdo de selecdo, conferindo
adaptacdo a condigbes especificas ambientais. Quatro passos podem  ser
adotados para selecdo de uma colegdo nicleo. Sdo des: @) definicdo da colegdo
base; b) divisdo da colegdo base em grupos geneticamente distintos; ¢) aocagéo
das entradas por grupos; d) escolha das entradas de cada grupo que fardo parte
da colegdo nucleo (van Hintum, 1999).



SO foi possivel eaborar a colecdo nlcleo de milho devido a organizacdo
dos dados de passaporte e de caracterizacdo morfologica e a avaiagdo
agrondmica dos acessos. A colecdo nucleo de milho foi desenvolvida utilizando
a edratégia de estratificacdo da colecdo, uma vez que este procedimento
possibilita a amostragem dos aelos localizados e comuns (Brown, 1995; Crossa
et a., 1995b; Spagnoletti Zeuli e Qualset, 1995; Abadie et a., 2000). Foram
utilizadas as informagdes de origem do germoplasma, origem ecogeografica e
tipo de gréo das variedades autoctones, e para cada grupo, a representagdo na
colecdo nucleo foi relativa ao logaritmo do nimero de acessos da colegéo base
(Tabela 1) (Abadie, 1997; Abadie et d., 2000). Assim, pode-se estabelecer uma
colecdo nucleo com 235 variedades autéctones, 35 materiais melhorados e 30
materiais introduzidos resultando em uma amostra de 300 acessos, considerada
de tamanho adequado para ser manejada pelos curadores a baixo custo.

Abadie et al. (1997, 2000) enfatizam a necessidade de se proceder a
avaliacdo e caracterizacdo da colecdo nucleo brasileira de milho para outros
caracteres visando aumentar o conhecimento de cada material e também utilizar
técnicas moleculares que permitirdo refinamentos e adicdo de valor agregado a
colecdo base. Outros autores (Hamon, 1995; Brown, 1995; Brown e Spillane,
1999; Nass, 2000) enfatizam o uso de marcadores moleculares, juntamente com
os morfoldgicos e agrondmicos, na caracterizacdo de germoplasma como forma

de aumentar o conhecimento sobre 0s acessos armazenados em col ecdes.
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Tabela 1. Distribuicdo das variedades autéctones brasileiras na colecdo nucleo
(CN) a partir do tipo de gréo e regido ecogeogréfica de origem dos
acessos da colecéo base (CB). Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas,

MG, 2003.

Regido Tipo de Gréo
Ecogeografica  Pipoca Duro Farinéceo Dentado

CB CN CB CN CB CN CB CN
Sul 29 10 23 9 5 5 2719 17
Cerrados 26 10 77 13 50 12 321 19
CerradosNorte 12 8 9 7 6 5 110 14
Amazonia H 12 U 15 19 8 121 14
Caatinga 17 8 3 11 1 1 169 16
Agresteelitoral 1 1 14 8 0 0 62 12
NZo classificado 4 0 5 0 7 0 10 0
Total 124 49 260 63 88 31 1072 92

Total das variedades autéctones na colecdo nicleo = 235
Fonte: Tabela 1l (Abadie et a., 2000) com modificacdes.

2.4 Marcadores morfolgicos e moleculares

Desde os primordios da agricultura, os marcadores morfoldgicos foram
utilizados pelo homem para selegdo de plantas com fenétipo de seu interesse.
Seguramente, os marcadores morfoldgicos contribuiram de forma significativa
em estudos de genética e melhoramento de plantas, especificamente no
estabelecimento dos principios tedricos do mapeamento genético e das andlises
de ligagdo génica (Ferreira e Grattapaglia, 1998). No entanto, por apresentarem
algumas desvantagens como a necessidade de um grande nimero de descritores
a serem identificados em diferentes partes da planta e no estadio adulto, tempo e
necessidade de espaco fisico para avaliagdo do materid e passiveis de serem
influenciados pelo ambiente, tornam sua aplicagdo limitada. E apenas
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ocasiondmente € que os marcadores morfolOgicos estéo ligados a alelos de
importancia econdmica identificados, limitando seu emprego em programas de
melhoramento, aém do nivel de polimorfismo gerado ser baixo (Ferreira e
Grattapaglia, 1998). Isto ocorre devido ao pegueno nimero de marcadores
distintos disponiveis para um mesmo materia. Além disso, o marcador
morfologico deve possuir uma alta herdabilidade e deve estar intimamente
ligado ao delo deinteresse (Ramaho et a., 1999).

Com o rapido desenvolvimento da biotecnologia, foram otimizados
diversos métodos de deteccdo de polimorfismo diretamente em nivel de DNA.
Os marcadores moleculares que utilizam o DNA apresentam elevado nivel de
polimorfismo, heranca menddliana, podem conter grande informacdo genética
por loco e podem ser detectados em amostras de células ou de tecidos em
qualquer estadio de desenvolvimento da planta (Ferreira e Grattapaglia, 1998;
Guimarées e Moreira, 1999).

Os marcadores isoenziméticos foram inicialmente utilizados, porém com
a descoberta e uso de enzimas de restricéo aliadas ao processo de amplificacdo
em cadeia utilizando uma DNA polimerase (PCR), o desenvolvimento de
diversas classes de marcadores moleculares pode ser incrementado. Dentre as
técnicas mais utilizadas atualmente, a de AFLP @Amplified Fragment Length
Polymorphism) ou polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados,
destaca-se por ser precisa e interessante para o estudo da variabilidade genética.
Marcadores AFLP amostram de maneira ampla o genoma gerando um grande
nimero de bandas (aeos) por gel, aumentando o rendimento das informactes
que podem ser resolvidas em um Unico gel. Porém, uma das limitagdes do AFLP
€ 0 baixo contelido de informagdo genética por loco, por ser uma técnica
essencialmente dominante (Ferreira e Grattapaglia, 1998).
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25 Técnicade AFLP

A técnica de AFLP é baseada na amplificacdo seletiva, via PCR, de
fragmentos de restricéo apos a digestdo do DNA gendmico, sendo composta,
basicamente, por trés etapas. (i) clivagem do DNA com enzimas de restricéo e
ligacdo de adaptadores oligonucleotideos; (ii) amplificacdo seletiva dos
conjuntos de fragmentos de restricdo; (iii) andise em ge dos fragmentos
amplificados. O AFLP dia vantagens de usar DNA de qualquer origem, ou sgja,
de qualquer espécie ou complexidade, a deteccdo de grandes nimeros de
fragmentos em uma Unica reacdo. Além disso, € uma técnica precisa, porque
condicdes de reagéo adstringentes sdo usadas no anelamento do primer (Vos et
al., 1995; Ferreira e Grattapaglia, 1998).

2.6 Avaliacdo da diversidade genética

A diversidade genética tem uma estrutura complexa multidimensional.
Agrupamentos baseados em dados de progénie, marcadores genéticos, caracteres
quditativos ou quantitativos podem diferir, porque todos os tipos de dados
requerem suas proprias medidas de divergéncia genética. A diversidade genética
ndo é distribuida a0 acaso nas populagdes de plantas. Como um resultado do
processo natura de evolugdo, domesticacdo e melhoramento, ela tem uma
estrutura que, geralmente, pode ser resumida num modelo hierérquico de uma
arvore. Para descrever a estrutura, a avore da diversidade genética pode ser
construida por ramificacfes (baseadas em conhecimentos da evolucdo natural,
domesticacdo, distribuicéo e utilizagdo) ou por agrupamentos. Para 0 proposito
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de agrupamento, os dados morfoldgicos, moleculares e outros marcadores
representam a sustentacéo da diversidade genética total (van Hintum, 1995).

Tanto em bancos de germoplasma como em programas de
melhoramento genético de plantas sdo avadiados diversos caracteres
morfolégicos e fisioldgicos muitas vezes de maneira visual. Uma forma mais
adequada de andlise dos caracteres é a utilizacdo de técnicas de andlise
multivariada para agrupar €/ou descrever um grupo de individuos considerando
todo o conjunto de descritores. Andlises multidimensionais como os coeficientes
de distdncia genética tém proporcionado importantes contribuicbes ao
melhoramento genético, a conservacdo de recursos genéticos e aos estudos de
evolucdo das espécies (Crossa et a., 1995b; Dias, 1998, Pinto-Coeho, 2000).
No melhoramento, tem-se obtido sucesso na classificagdo de linhagens em
grupos heterdticos a partir de cruzamento de materiais com maior grau de
divergéncia genética; os coeficientes de distancias genéticas tém auxiliado na
identificacdo de populages e locais de coleta de germoplasma com eevada
diversidade (Dias, 1998).

A andlise de componentes principais, andlise de agrupamento, disténcia
de Mahalanobis, e outras, sdo técnicas multivariadas de grande utilizagdo no
melhoramento de plantas. A proposta de andlise da divergéncia genética
considerando a divisdo dos acessos em sub-grupos, constituiu-se em uma
estratégia eficiente, com manipulacdo mais raciond e objetiva da variabilidade
encontrada no Banco Ativo de Germoplasma de Mandioca (Pereira, 1989).

A utilizacdo de métodos de ordenacdo em estudos de divergéncia genética
também vem sendo aplicada em vérias espécies de plantas, tais como: guandu
(Santos et a., 1995); mandioca (Cordeiro et al., 1995); trigo OelLacy et 4d.,
2000); amendoim silvestre (Veiga et a., 2001); coco (Zibumbo e Colunga,
2001); Sesbania spp (Veasey et d., 2001). Esses estudos tém sido de grande
utilidade no reconhecimento de genitores para cruzamentos, na manipulacdo de

14



acessos em bancos de germoplasma, estabelecimento da relagdo entre
diversidade genética e geogréfica, na avaliacéo da variabilidade tota disponivel
em grupos geneticamente relacionados e validacdo da colecdo nicleo. O método
de Tocher é citado como um dos preferidos pelos melhoristas na avaliagdo da
divergéncia genética (Cruz e Regazzi, 1997).

As medidas feitas entre pares de acessos sdo chamadas de associagéo
por considerarem que ha uma distancia que pode ser quantificada entre eles
(Crossa et a., 1995b; Cruz e Regazzi, 1997). Essas medidas podem ser de
similaridade, como o coeficiente de Jaccard, que mede 0 quanto 0s acessos s
smilares num conjunto de atributos, ou de dissmilaridade, como a distancia
euclidiana, que verifica o quanto os acessos diferem entre Si.

Vé&rios sdo os coeficientes de similaridades aplicados no agrupamento de
acessos de germoplasma. Oito deles foram estudados no agrupamento de 27
cultivares de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) andisados por marcadores RAPD
(Duarte et al., 1999b). Esses autores encontraram poucas ateracbes no
agrupamento dos cultivares. Verificaram que as correlagdes entre as distancias
genéticas foram sempre maiores que 0,86, e que o coeficiente de similaridade de
Jaccard foi 0 de mais smples interpretagdo, devendo ser preferenciamente
empregado. A divergéncia genética dessas 27 cultivares de feijdo foi avaliada
com base na smilaridade entre os caracteres morfolégicos e os marcadores
RAPD. A corrdlacéo de 0,89 entre as disténcias genéticas obtidas por RAPD, e
as disténcias generalizadas de Mahaanobis obtidas por dados morfolgicos,
indicou que estes marcadores forneceram classificagbes semehantes de
divergéncia genética (Duarte et al., 1999a).

A similaridade genética estimada pelo coeficiente de Dice, utilizando
dados de RAPD e agrupamento UPGMA, foi eficiente em avdiar a variabilidade
genética liberada por diferentes métodos de conducdo da populacdo segregante
de feij&o, segundo Castanheira (2001).
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Outras medidas da diversdade genética também tém sido utilizadas
como o indice de diversidade de Nei e o indice de informacdo de Shannon, bem
como a diferenciacéo genética entre populacdes como o Gst (van Hintum, 1995;
Galwey, 1995, Robinson, 1998). Van Hintum (1995), Skinner et al. (1999) e van
Hintum et al. (2000) mencionaram que para andisar a diversidade da cultura
com dados quantitativos dentro de populagdes, o desvio padré& comum e o
coeficiente de variagdo podem ser usados, e a diferenciacdo entre popul agdes é

usua mente quantificada usando médias ou componentes de variancia.

2.7 Validacdo da colegdo de germoplasma

Quando uma colecdo nucleo é definida, sua representatividade pode ser
avaliada por comparagéo de sua diversidade com a da colegéo base, em cada
descritor individual (Gawey, 1995; van Hintum et al., 2000). Assm, pode-se
guantificar qudo préximo € a variacdo presente na colegdo nicleo em relacéo a
colecdo base e se os padrfes de variacdo da nlcleo se assemelham aos da base.
Gawey (1995) propde os mesmos indices de diversidade citados anteriormente.
O temo verificagdo pode ser usado para indicar a avdiacdo da
representatividade relativa a colecdo base, e o termo validagdo, para indicar a
avaliagdo relativa a critérios externos aos acessos como dados de passaporte,
estudos taxonémicos e ecogeograficos da planta, caracteres externos ou nao
contemplados na colecdo de germoplasma (Gawey, 1995). No presente
trabalho, o termo validago sera usado com o significado de verificagao.

As aplicagbes de marcadores moleculares no melhoramento de plantas
abrangem desde a identificag@o do gendtipo até construcdo de mapas genéticos
passando pela quantificacdo da variabilidade genética. Uma das aplicactes de
curto prazo do marcador molecular é o estudo da diversidade e distancia
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genética. Cada marcador € analisado como sendo um caréter fenotipico distinto e
independente dos demais cuja interpretaco € feita da seguinte forma aelos
(bandas - fragmentos de DNA) em comum entre acessos representam
similaridades genéticas, enquanto os nd comuns representam diferencas
genéticas. A informacdo molecular de diversdade genética pode auxiliar na
avaliagdo de redundancia e deficiéncias das colegbes de germoplasma, bem
como no estabelecimento e comparagdes de colecbes nucleares (Ferreira e
Grattapaglia, 1998).

Um ensaio utilizando marcadores RAPD, para validar a colegdo nucleo
de feij& no México, foi realizado em uma amostra de 90 acessos tanto para a
colecdo nucleo quanto para a colegdo base. Marcadores RAPDs foram gerados
usando 39 primers que produziram 224 bandas polimorficas. A variablidade
relativa foi avaliada nas duas amostras. Essencialmente, ndo puderam ser
detectadas diferencas nas frequiéncias aéicas (bandas) ou variabilidade em cada
amostra, ou sgja, as amostras foram virtualmente idénticas demonstrando que as
andlises da diversidade dos marcadores moleculares sugerem que a colegdo
nucleo foi representativa da colecdo base (Skroch et a., 1998).

Para validar a colecdo nicleo de mandioca, Cordeiro et d. (1995)
utilizaram dados de caracterizagéo e avaliagdo de acessos. Esses autores usaram
técnicas multivariadas como andlises de correspondéncia e escaa
multidimensional para validar o agrupamento e a classificacdo ecogeogréfica.
Concluiram que a estratificacdo dos acessos foi bem sucedida, pois as
informacbes agroecol 6gicas estavam ligadas as morfolégicas. Para Cordeiro et
a. (1995), Crossa et d. (1995b), Tohme et a. (1995) e Schoen e Brown (1995),
0s marcadores genéticos devem ser usados para auxiliar a validagéo da colegdo
nucleo.

Numerosos sd0 os trabalhos utilizando técnicas moleculares na
caracterizacdo da diversidade genética de inimeras espécies. Tohme et 4.
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(1996) andisaram a diversidade genética em colecdo nucleo de feijéo utilizando
AFLP e dados morfologicos. Um total de 110 bandas foi encontrado em 114
gendtipos utilizando 16 combinacdes de primers. A andlise com marcadores
AFLP produziu grande quantidade de informagtes em curto periodo de tempo,
permitindo discernimento sobre a estrutura genética da colec@o nucleo de feijéo
silvestre (Tohmeet a., 1996).

Barrett et al. (1998) compararam a diversidade genética obtida por
marcadores AFLP e a obtida com informactes de pedigree em 43 cultivares de
trigo. A diversidade genética foi calculada pelo complemento do coeficiente de
similaridade de Jaccard e a andlise de agrupamento pelo méodo UPGMA. A
diversidade genética baseada no pedigree e a baseada nos marcadores tiveram
padrfes hierérquicos semel hantes entre as 43 cultivares.

Avaliando a diversidade genética entre 61 acessos chineses de soja
utilizando oito pares de primers de AFLP que geraram 569 fragmentos, Zhu et
a. (1999) observaram que a diversidade genética da colecdo chinesa de
germoplasma é maior que aquela encontrada na colecéo americana.

Usando duas combinagtes de primers AFLP, Cervera et a. (1998)
encontraram 108 locos polimdrficos, em 67 acessos de Vitis vinifera L.. Esses
resultados permitiram identificar, com elevada seguranga, cultivares que
pertenciam a mesma variedade dentro da coleg&o, o que reduziu tempo e custo
na sua conservacao.
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3MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida na Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG,
locdlizada no km 65 da Rodovia MG 424, que liga Belo Horizonte a Sete
Lagoas. As coordenadas geograficas sao 19° 28' latitude sul e longitude 44° 15'
08" W GrW. A dltitude, em sua estacdo meteoroldgica, é de 732 m. Ocupa uma
area de 1.932,80 ha, que tem como solos predominantes os latossolos vermelho-
escuro e vermelho-amarelo, ocorrendo ainda, em menor escala, cambissolos,
aluviais e hidromorficos. O clima da regido, segundo Koopen, é do tipo AW
(clima de savana com inverno seco) (http://www.cnpms.embrapa.br).

3.1 Material genético

Os materiais genéticos utilizados foram os acessos de milho da colegéo
nucleo do tipo de endosperma duro e uma amostra da colecéo base. Esse grupo
foi selecionado por se constituir de materiais de grande importéncia para o
melhoramento genético do milho.

Apesar da colecdo nicleo ser congtituida por 63 acessos do tipo de
endosperma duro, apenas 58 apresentavam quantidade suficiente de sementes
que pudessem ser disponibilizadas. Portanto, foram caracterizados morfo-
agronomicamente e molecularmente 58 acessos constituidos de variedades
autoéctones provenientes de varias regifes ecogeograficas do Brasil (Tabela 2).

A amostragem dos materiais genéticos da colecdo base para
caracterizacdo morfo-agrondbmica e molecular seguiu a estratégia logaritmica
edtratificada. Essa estratégia € baseada na proporgéo do logaritmo do nimero de
acessos de cada estrato eco-geogréfico em relacdo a soma dos logaritmos de
todos os estratos, multiplicados pela amostragem de 10% do total de acessos da
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Tabela 2. Identificacdo e regido ecogeogréfica dos acessos de milho endosperma
duro da colegdo nucleo e da amostra da colegdo base. Embrapa Milho
e Sorgo, Sete Lagoas, MG, 2003.

Colecao Nucleo Colecdo Base
Nome* Regido Nome** Regido Nome*** Regido
PRO13 1 RS001 1 RS 093 1
PR034 1 RS099 1 RS 095 1
RS194 1 SC038 1 RS 100 1
RS160 1 MG001 2 RS 076 1
RS162 1 MGO003 2 RS 081 1
RS165 1 MG004 2 RS 165 1
SC005 1 MG022 2 RS 001 1
MGO010 2 MG145 2 RS 099 1
MG089 2 SP014 2 SP 008 2
MG104 2 RR131 3 SP 015 2
MS019 2 ACO017 4 SP 021 2
BA178 2 ACO018 4 SP 132 2
Cateto SL 2 ACO033 4 SP 186 2
GO001 2 ACO034 4 SP 187 2
MG084 2 PA086 4 SP 170 2
PR056 2 AL005 5 MG 007 2
SPO15 2 BA052 5 RJ005 2
SPO50 2 PB007 5 SP 014 2
SPo87 2 SE026 5 MG 001 2
SP145 2 BAO70 6 MG 003 2
RROO1 3 BA103 6 SP 173 2
RR106 3 RR 033 3
RR0O12 3 RR 131 3
RR088 3 RR 009 3
RR090 3 AM 002 4
RR003 3 PA 023 4
ACO014 4 PA 039 4
ACO036 4 PA 082 4
PAOO3 4 PA 111 4
PA022 4 AC 017 4
PA032 4 AC018 4
RR200 4 AC 034 4
AC022 4 PA 086 4
AMO001 4 PA 050 4

Continua. ...
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Tabela 2. Continuagéo.

Colegao Nucleo Colecéo Base
Nome* Regido Nome** Regido Nome*** Regido
MTO038 4 PA 033 4
PA047 4 PA 070 4
RO009 4 AC 044 4
RR201 4 PA 097 4
AMO003 4 PA 105 4
AMO06 4 PA 107 4
PA089 4 PA 031 4
AL009 5 PA 040 4
BA020 5 PA 054 4
BA226 5 BA 012 5
PB020 5 CE 014 5
BA003 5 CE 015 5
BA042 5 PB 018 5
BA061 5 PE 040 5
CEO39 5 AL 005 5
RNO12 5 BA 052 5
SE014 5 PB 007 5
BA066 6 SE 026 5
BA117 6 BA 009 5
BA201 6 BA 041 5
BA224 6 BA 237 5
PE029 6 BA 233 5
PEOO1 6 RJ003 6
BA132 6 BA 070 6

Regido: 1. Sul; 2. Cerrados; 3. Cerrados-Norte; 4. Amazobnia; 5. Caatinga; 6. Agreste-Litoral
* Acessos caracterizados morfo-agronomicamente e mol ecularmente.
** Acessos caracterizados mol ecularmente.

*** A cessos caracterizados morfo-agronomicamente.

colecdo base, apés retirados aqueles que compdem a colecdo nicleo, conforme
Abadie et a. (2000). Assm, a caracterizagdo molecular foi redlizada em 21
acessos do tipo de endosperma duro, amostrados da colegdo base para comparar

com os dados molecul ares da colecdo nucleo.

21



Para obtencdo dos dados morfo-agrondmicos dos acessos da colegéo
base, uma amostra de 58 acessos constituida com base também na amostragem
edtratificada, alocagdo logaritmica conforme Abadie et a. (2000), foi
considerada (Tabela 2).

3.2 Caracterizagdo morfo-agronémica

3.2.1 Dados morfo-agrondmicos dos acessos da amostra da colecdo base

Foram realizadas consultas as bases de dados existentes a respeito das
informagbes sobre as caracteristicas morfo-agrondbmicas dos 58 acessos de
germoplasma de milho endosperma duro. Foram utilizados dados médios de 22
caracteres morfo-agrondmicos dos acessos de milho avaliados nos locais de Sete
Lagoas e Janallba, no periodo de 1991 a 1998 (Tabela 3).

3.2.2 Dados morfo-agr ondémicos dos acessos da colecao nucleo

O experimento de caracterizagdo morfol6gica dos 58 acessos da colecdo
nucleo foi realizado na érea experimental da Embrapa Milho e Sorgo em Sete
Lagoas, MG, com época de semeadura em outubro de 2001. Para a semeadura
utilizaram-se 20 gramas de sementes de cada acesso distribuidas em duas linhas
de cinco metros com espacamento de 0,90 m entre linhas. O deshaste foi
realizado deixando cinco plantas por metro linear, perfazendo um estande de 50
plantas. A irrigacdo suplementar foi realizada quando necessaria, bem como o
controle de pragas, doengas e plantas invasoras de acordo com 0 mango
utilizado para a cultura. foram tomados os dados de 10 plantas ao acaso de cada

aCes0.
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Tabela 3. Caracteres morfo-agrondmicos avaliados nas colegdes de milho.

Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, 2003.

Abreviacdo Caracter

Descricéo do Caracter

FM

FF

RP

AP
AE
FA
TF
DC
C5F
CH
EP

CP

DE
NF

NG

PE
PG
DS
NC
AF

Floragdo masculina
Floragdo feminina
Ramificag&o do pendao

Alturadaplanta
Alturadaespiga

Folhas acima da espiga
Ttotal defolhas
Diémetro do colmo
Comprimento dafolha
Comprimento da haste
NUmero de espiga por
planta

Comprimento da espiga
Diémetro da espiga
Numero defileirasde
gréos

Numero de graos por
fileira

Peso de espiga

Peso de gréos por espiga
Diametro do sabugo
NUmero de entrends

Angulo dafolha/colmo

Numero de dias apdés semeadura com 50% de
espiguetas abertas

NUmero de dias apds semeadura com 50% dos
estigmas liberados

NuUmero de ramificacBes primarias e secundarias
do pendéo

Medidaem cm do nivel do solo a ponta do penddo

Medida em cm do nivel do solo & base da 1 espiga
NUmero de folhas acimada 1 espiga

Numero total de folhas da planta

Medida em mm do colmo tomada a 10 cm do solo
Medidaem cm da5 folha

Medidaem cm da haste principal do penddo
NUmero de espigas por planta

Medida em cm da base a ponta da espiga

despal hada
Medida em mm na porc¢éo intermediaria da espiga

Numero de fileiras de gréos na porgdo
intermedidriada espiga

Numero de gréos por fileira, tomada ao acaso, por
espiga

Peso em gramas da espiga

Peso em gramas de gréos por espiga

Medida em mm napor¢do intermediéria do sabugo
NUmero de entrenés da planta

Angulo tomado da 5" folha em relagéo ao colmo

Continua ...
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Tabela 3. Continuagéo.

Abreviagdo Caracter

Descricéo do Caracter

PMG

CF
QE
SE
TE
CE
cc
PQ
PA
CPF

F1F

AG

Peso de mil gréos
Cor dafolha
Qualidade da espiga

Sanidade da espiga

Tipo de espiga

Cor do endosperma

Cor dacoroa

Plantas quebradas
Plantas acamadas
Comportamento da

folha
Formada primeirafolha

Arranjo dos gréos

Peso em gramas de mil gréos tomados ao acaso
Observacdo visual da cor predominante dafolha

Observacédo visual numa escala de 1 a 9 onde 1=
péssima, 9= excelente

Observacédo visual numa escala de 1 a 9 onde 1=
completamente doente, 9=compl etamente sadia
Observacao visual: conica, cilindrica ou cilindrica
conica

Observagdo visual: branca, amarela, laranja,
vermelha

Observagdo visual: branca, amarela, laranja,
vermelha

Porcentagem de plantas quebradas (estande de 50
plantas)

Porcentagem de plantas acamadas (estande de 50
plantas)

Observacdo visual da 5 folha (reto, recurvado,
fortemente recurvado)

Observagdo visua no 10 dia de plantio
(pontiaguda, pontiaguda arredondada,
arredondada, arredondada para espatulada,
espatul ada)

Observacdo visual do arranjo dos gréos (reto,
levemente curvado, espiral, irregular)

Além dos descritores considerados para a colecéo base, foram aplicados

mais oito caracteres valorando assm os acessos de milho da colecdo nicleo
descritos também na Tabela 3. S20 eles (IBPGR, 1991, Brasil, 1999):

1
2.
3.

NUmero de entrends;

Cor do endosperma;

Angulo entre a lamina da folha, logo acima da espiga superior, e o

caule;

Comportamento da 5" lamina foliar acima da espiga superior;

Comprimento dafolha;
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6. Cor dafolha
Comprimento da haste principal do pendéo;
Cor da coroa do gréo na espiga.
Um paquimetro digital foi usado para medir os caracteres. diametro do
colmo, da espiga e do sabugo. Para 0s outros caracteres foram utilizadas a régua
de campo graduada de 5 em 5 cm, régua graduada em mm e balanca digital.

3.3 Andlise dos dados morfo-agrondémicos

3.3.1 Egtatisticas descritivas

Foram obtidas estimativas de médias, variancias, desvios-padrdo,
coeficientes de variacdo, méximo e minimo referentes as caracteristicas
consideradas utilizando-se o programa Genes vs 2001.0.0 (Cruz, 2001). As
meédias dos descritores da colegdo nicleo e da amostra da colecéo base foram
comparadas pelo teste de t e as variancias pelo teste de Bartlett.

3.3.2 Dissmilaridade genética entre acessos e andlise de agrupamento

A dissmilaridade dos dados quantitativos teve por finalidade estudar a
divergéncia genética entre acessos. A dissimilaridade genética foi estimada para
os dados morfo-agronémicos pelo procedimento de distancia Euclidiana média.
O céculo das distancias Euclidianas foi feito a partir dos dados padronizados
por meio do desvio-padrdo da variavel x. a distancia Euclidiana média (d,)

(Cruz & Regazzi, 1997) foi estimada por :
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em que

d,. éadistanciaeuclidianamédiaentre o i-éSimo e 0 i’-ésimo acesso;

X, =

sendo:

X, €éaobservacdo no i-esmo acesso (i = 1,2, ...m) ; emreferénciaaoj-

€simo descritor estudado (j= 1, 2,..., n);

S(X j )é 0 desvio-padréo dos dados do j-ésimo descritor.

O método de agrupamento utilizado foi o upgma (unweighted pair
group method with arithmetic average). Este método adota o crité&io de
formag&o dos grupos utilizando média das distancias entre todos os pares de
acessos que formam cada grupo. A distancia intergrupo € a média das disténcias
dos pares dos membros dos dois grupos (Dias, 1998).

Estas andises foram executadas no programa NTSyspc 2.02k Rohlf,
1998).

A andlise dos componentes principais consiste em transformar um
conjunto de v variaveis em um novo conjunto, que sdo fungdes lineares das
variavels originais e independentes entre .  Esse novo conjunto de variaveis
tem a funcdo de reter o méximo da informago da variacdo tota em poucos
componentes, tendo-se demonstrado como uma técnica viavel no estudo da
divergéncia genética. Andises de componentes principais foram conduzidas
para os caracteres morfolégicos e agrondmicos conjuntamente utilizando o
programa Genes.
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Para descartar as variaveis (descritores) que contribuiram pouco para a
discriminacdo dos acessos utilizou-se o critério de contribuicdo relativa para
divergéncia genética, segundo Singh (1981) conforme programa Genes.

Para avdiar o méodo de agrupamento verificou-se o0 grau de
concordancia entre o dendrograma e a matriz de distancias Euclidianas. Esta
avaliacdo é dada pelo coeficiente de correlagdo cofenética. A matriz cofenética e
a matriz de distancias entre os pares de acessos, congtituida de elementos que
representam os niveis de fusdo verificados no dendrograma.  Os valores da
correlagdo cofenética acima de 0,80 indicam um bom guste entre as duas
matrizes. Para redizar esta andlise, utilizou-se 0 médulo Clustering/ Coph do
programa NTSyspc 2.02k.

3.4 Caracterizacdo molecular

Para a caracterizago molecular dos acessos de milho da colegdo nlcleo
e basefoi utilizada atécnicade AFLP.

Etapa 1. Obtencdo do material vegetal

O plantio das sementes dos acessos foi redizado em canteiros e
amostrados 100 individuos de cada acesso, sendo a terceira folha de cada
plantula coletada 20 dias gpos plantio. O conjunto de 100 folhas foi embalado
em gaze e papel aluminio e durante o periodo de coleta, os materiais foram
mantidos no gelo, em caixas de isopor, e imediatamente apds imersos em
nitrogénio liquido e armazenados em ultra freezer -80° C, até que o DNA fosse
extraido.

Etapa 2: Isolamento e quantificacdo de DNA gendmico

O DNA foi extraido de um bulk de 100 folhas de cada acesso
utilizando-se 0 méodo de Saghai-Maroof et a. (1984), com modificacOes.
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Foram usadas cerca de cinco gramas de folhas jovens, maceradas em nitrogénio
liquido, com o auxilio de pistilo e amofariz, até obtencdo de um po fino. Foram
adicionados 10ml de tamp&o CTAB (CTAB; TrisHCI 1M pH 7,5; NaCl 5M;
EDTA 0,5M pH 8,0; b-mercaptoetanol) e a mistura foi incubada a 65° C por 90
minutos com homogeneizagdo a cada 15 minutos. Apos a incubacdo, adicionou-
se 5 ml de cloroférmio/octanol (24:1), homogeneizou-se por 10 minutos e
centrifugou-se a 3000 rpm por 10 minutos. Removeu-se 0 sobrenadante a nova
lavagem com cloroférmio. Os acidos nucleicos foram precipitados adicionando-
s 6 ml de isopropanol. ApGs remocdo do isopropanol, adicionou-se ao
precipitado 3 ml de TE pH 8,0 (TrisHCI e EDTA) e 20 mi de RNAse 10 mg/ml,
o qua ficou incubado a 37° C por uma hora. O DNA genémico foi precipitado
adicionando-se 6 ml de etanol e transferido para 2 ml de etanol 70% por 10
minutos. O DNA precipitado foi ressuspenso em 300 i de TE pH 8,0.

A quantificacéo da concentragdo de DNA foi redizada em
espectrofotdmetro através de leituras a 260 nm, empregando-se a formula:

X 50 x 100
1000

[DNA | = 20

em que:

Ao € aldtura da absorbancia a 260 nm, cujo comprimento de onda é da
regido ultra-violeta;

50 € o fator de OD (vdor de leitura ética) parao DNA de fita dupla;

100  éofator dediluicao;

1000 éofator de correcdo das unidades para 0 volume dado em m.

Posteriormente, a solucdo estoque de DNA foi armazenada a—20°C e a

solucdo de DNA diluida para a concentracao de trabalho de 25 ng/ml e mantida a
4 C.
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Etapa 3: MarcadoresAFLP

Para 0 desenvolvimento desta técnica foram empregados kits da GIBCO
(Rockville, MD, EUA) para a etapa de restricdo do DNA gendmico com as
enzimas EcoRI e Msd e ligagdo dos adaptadores (Figura 1). Para as etapas de
amplificago pré-seletiva e seletiva utilizaram-se oskits da Invitrogen (Carlsbad,
Caiférnia, EUA). Na amplificacdo seletiva, os primers referentes a regido de
corte da EcoRI foram marcados com os fluorocromos 6-FAM, HEX e NED,
para que durante a eletroforese os fragmentos emitissem a fluorescéncia azul,
verde e amarela, respectivamente.

A reacd0 de AFLP foi preparada de acordo com o manua de AFLP
(AFLP, 1997) com modificacOes e utilizadas seis combinagdes de conjuntos de
primers. Msel CAG e EcoRIl ACA (6-FAM), Msel CAG e EcoRI ACG (HEX),
Msel CAG e EcoRl ACC (NED); Msel CAG e EcoRl ACT (6-FAM), Msel
CAG e EcoRI AGG (HEX), Msel CAG e EcoRI AGC (NED).

Etapa 3.1: Restricdo e ligacdo dos adaptadores. Adicionaram-se 10
m da solugdo de trabalho de DNA na concentracdo de 25ng/m aos reagentes
congtituintes do kit GIBCO: 5 m do tampéo dereacéo 5X , 2 mt EcoRI/Msel e 8
M de &gua destilada autoclavada para completar um volume find de 25 mi. Apos
misturar suavemente e centrifugar brevemente, incubou-se a misturaa 37° C por
duas horas e depois a65° C por 20 minutos para inativar as enzimas de restricao.
Colocou-se 0 tubo no gelo para resfriar, fez-se uma breve centrifugacéo e
adicionaram-se 24 m da solucéo adaptador/ligacéo e 1 m de T, DNA ligase.

Misturou-se suavemente, centrifugou-se e incubou-se a 20° C por duas horas.
Para uma diluicdo 1:10 da mistura de ligacdo adicionaram-se 90 m de tampéao
TE e 10 m da mistura da reacdo. Essa mistura de ligacéo diluida foi usada para a
reacdo de pré-amplificacdo. A porcdo ndo usada da mistura de reacdo foi
armazenadaa—20° C.
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Clivagem da:RNA gendmico com duas enzimas

EcoRlI #4

Ligacdo de adaptador.es ECoRI- e Msel-aos terminais coesivos dos
fragmentos

Amplificacdo pré-seletiva dos fragmentos utilizando primers acrescidos
de uma base arbitraria(r educao-de:16x:no nimero.de fragmentos)

—— [

Produtos da amplificacao pré-seletiva via PCR

B s e F A re1e
I - '- .':I - s

Amplificacdo seletiva dos fragmentos utilizando  primers acrescidos de
mais 2 bases arbitrérias (reducdo de 256x no.numer o de fragmentos)

T T Tl N K1 Bl - =
TR e LY
N EAHANAE
ks
Produtos da amplificacio seletiva via PCR
e S T 1Y ' CITIGE

Mar cafluorescente

Figura 1. Representacdo esquemética da técnica de AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism, Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos
Amplificados) (Fonte: Perkin Elmer, 1996). Embrapa Milho e Sorgo,
Sete Lagoas, MG, 2003.
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Etapa 3.2: Amplificacdo pré-seletiva das seqiiéncias especificas. Para
areacdo de PCR adicionaram-se 15 ni de AFLP CoreMix, 1 m de AFLP EcoRI
+A e Msel +C primer de pré-amplificacdo e 4 nm da solugdo de DNA diluido
preparados na etapa de restricdo e ligagdo dos adaptadores, perfazendo-se um
volume find de 20 m. As misturas foram submetidas a0 termociclador, em
programa de 72° C por 2 min, mais 20 ciclos sendo cada um de: 94° C por 20
seg, 56° C por 30 seg, 72° C por 2 min, seguido de 60° C por 30 min e £ C por
tempo indeterminado.

Preparou-se a diluicéo do produto da reagcéo da amplificacdo pré-seletiva
usando-se 95 m de tamp&o TE,; €5 m do produto dareacdo de DNA .

Etapa 3.3: Amplificacdo seletiva dos fragmentos pré-amplificados:
Paraareacdo de PCR adicionaram-se 2,85 ni de agua destilada e autoclavada, 1
m de tampé&o PCR 10X sem magnésio, 0,3 i de cloreto de magnésio (MgCly)
50 mM, 0,8 m de dNTPs (2,5 mM cadd) , 0,5 m de primer Msel CAG a5 ni,
05 de primer Eco RI ACA a5 niM, 05 m de primer Eco RI ACC a5 nM, 0,5
m de primer Eco RI ACG, 0,05 m da enzima Tag polimerase e 4 nt da solugéo
de DNA, perfazendo um volume final de 10 nl. Nesta etapa os ciclos para
amplificacdo dos fragmentos foram: dez ciclos de 94° C por 2 min, 94° C por 20
seg, 66° C por 30 seg, 72° C por 2 min, 20 ciclos de 94° C por 20 seg, 66° C por
30 seg, 72° C por 2 min, com uma extensdo final a 60° C por 30 min e 4 C por
tempo indeterminado.

Etapa 3.4: Preparo das amostras para carregamento no ge:
Adicionou-se 1 nt de formamida, 0,1 m de Rox 500 (marcador padréo de peso

molecular), 0,4 m de corante Blue Dextran, 0,8 m do produto da amplificagéo
seletiva com o primer marcado com 6-FAM, 1 m do HEX e 1,4 ni do NED.

Centrifugou-se, desnaturou-se a amostra a 95° C por trés minutos e colocou-a
em gelo. Foram carregados 1,5 nml da amostra por candeta em ge de
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poliacrilamida 5% e a eetroforese dos fragmentos de DNA redlizada a 1.388
volts por sete horas. O equipamento utilizado foi o seqiienciador automatico ABI
PRISM 377 da Perkin Elmer. A extracdo dos dados obtidos na corrida
eletroforética foi automética pelos programas GeneScan 2.1 e GenoTyper 2.0 em
que foram analisados os tamanhos de fragmentos. O padréo de bandas AFLP
utilizando combinagdes de primers com as diferentes fluorescéncias pode ser
visualizado no exemplo dado na Figura 2.

Os pefis das bandas de AFLP em variedades de milho com seus
tamanhos, em pb, séo apresentados em eletroferogramas (Figura 3) gerados pelo
programa GenoTyper 2.0. A montagem das tabelas bindrias para cada conjunto
de primer foi semi—automética e conferéncia com os tamanhos de fragmentos

amplificados no gel foi manual.

3.5 Andlise dos dados molecular es

3.5.1 Similaridade genética entr e 0s acessos e analise de agr upamento

A andlise dos marcadores AFLP foi redizada tendo como base uma
meatriz considerando os dados binérios, onde o valor 1 (um) foi atribuido para a
presenca do fragmento (banda) polimérfico e o valor 0 (zero) para a sua
auséncia

As estimativas de similaridades genéticas entre cada par de acessos
foram determinadas por sete coeficientes diferentes (CS: Coincidéncia Simples;
RT: Rogers e Tanimoto; RR: Russdl e Rao; J. Jaccard; D: Dice; O: Ochiai; Oll:
Ochiai 1l). Esses coeficientes comparam dois acessos quaisquer possibilitando a
construcdo de uma tabela de contingéncia 2 x 2, utilizando-se das freqiiéncias de
bandas observadas no gel, conforme o esquema (Dias, 1998):
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Figura 2.

1 k] 5 T4 1 12 AL . 21 23 25

5230

TI33

6420

Imagem de gel de poliacrilamida obtida utilizando-se sequenciador de

DNA ABI 377. Os fragmentos em azul, verde e amarel o foram gerados

através da amplificagdo seletiva de AFLP com conjuntos de primers
marcados (A). Detalhe da amplificagdo dos fragmentos mostrando o
polimorfismo gerado pelos diferentes conjuntos de primers, nos
acessos de milho. As setas indicam algumas das bandas polimorficas.

(B). Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, 2003.
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Figura 3. Eletroferogramas gerados pelo programa GeneScan para uma mesma amostra
de DNA genbémico, com duas combinagcfes de primers seletivos de AFLP.
Eletroforese realizada no sequenciador de DNA ABI 377. A setaindica o pico
preenchido em azul que corresponde ao fragmento amplificado de tamanho de
492,64 pb (Ver natabela, alinha destacada em preto). O tamanho do fragmento
foi calculado pelo programa que gera uma curva de calibragdo, baseada nos
padrdes de peso molecular do Rox 500, eletroferograma em vermelho. Embrapa
Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, 2003.
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Acesso 1
Presenca (1) Auséncia (0)

Acesso 2 Presenca (1) a b
Auséncia (0) c d

sendo: a = presenca da banda em ambos 0s acessos;
b = presenca da banda no acesso 2 e ausénciaem 1;
¢ = auséncia da banda no acesso 2 e presengaem 1;

d = auséncia da banda em ambos os acessos.

As estimativas de similaridades genéticas foram obtidas com a
utilizagéo do programa NTSyspc 2.02k (Rohlf, 1998).

A comparagdo entre os coeficientes de similaridade foi redizada pela
correlacdo de Spearman. Optou-se pelo coeficiente de Jaccard por ser um
coeficiente smples, grandemente utilizado e preferido em estudos de biologia ha
comparacdo de populacdes dentro da mesma espécie (Dias, 1998). A expressao
do coeficiente de Jaccard ( S; ) & S, =2

(a+b+c)

Para a construgéo dos dendrogrameas foi utilizado o método da média
aritmética entre pares ndo ponderados (UPGMA), utilizando a distancia dada
pelo coeficiente de similaridade de Jaccard, sendo cada acesso denominado uma
unidade taxonémica operaciond. A comparacdo dos dendrogrameas foi feito pelo
indice de ramificagdo de consenso (Clc) obtido a partir de dendrogramas
comparados dois a dois. Este indice fornece uma estimativa relativa da
semelhanca dos dendrogramas e foi usada a op¢do Clustering/ Consen com a
interpretacdo de acordo com Rohlf (1998).

Os erros associados a cada similaridade (s;) foram estimados de acordo
com a expressdo (Skroch et al., 1992):
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Sy = [Sgij (1' SO;; )/ (n' :I-)]}é

em que:

sg; €éasmilaridade genética entre os acessosi ej;

n € 0 nimero total de combinacBes a, b e c utilizadas na estimativa da
similaridade genética.

Os acessos geneticamente diferentes foram identificados no
dendrograma a partir da estimativa do valor minimo de similaridade, acima do
qual os acessos sf0 semelhantes, ou o vador méximo significativo de
similaridade (SOmax)- O Sgmax fOI estimado por meio do teste de t, em nivel de 1%
de probabilidade pela expresso (Hagiwara et a., 2001):

ngax =1- (t ' §sg)

em que:

t € o vaor tabelado de t com n-2 graus de liberdade;

Sy € o ero médio das smilaridades genéticas consideradas no
dendrograma.

O indice de eficiéncia da técnica de AFLP (ETarp) foi caculado
conforme Pgjic et a. (1998):

nlocos. ne
cp

ETarp=

em que:
nlocos € o nimero total de locos,

ne € 0 nUmero efetivo de aldos,

cp € 0 nimero de combinagdes de primers AFLP utilizado.
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3.5.2 Diversidade genética
i) Indice de diver sidade genética e frequiéncia alélica

A partir dos dados tabulados foi possivel calcular a freqliéncia de cada
alelo para cada um dos locos, sendo a auséncia da banda identificada por 0 e a
sua presenca por 1. Cada acesso foi considerado como um individuo. As
freqiéncias aéicas foram utilizadas para avadiar o conteldo de informacéo
polimorfica do loco calculando-se o indice de diversidade genética, também
chamada de heterozigosidade esperada (h) ou Polymorphic Information Content
(PIC) admitindo-se que a populacdo esta em Equilibrio de Hardy-Weinberg
(Hedrick, 1999), segundo a formula:

2

(n)

h=1-

Qo3

1
[y

em que:
m= nimero de alelos;
p, = frequiénciarelativa do i-ésimo alelo em um loco.

O intervalo de variacdo da heterozigosidade para dois deloséde 0 a0,5.

ii) Diversidade genética deNei

Nel (1987) menciona a particdo hierérquica da diversidade genética em
Seus componentes entre e dentro das populagdes. A diversidade total sera Hy, e
€ constituida por:

H, =H¢ +Dg

em que:

37



H, =1- § p?> emaque

i=1
Ei = (Nlpil + N2 pi2)/ (Nl + NZ)
Hg € o componente de diversidade dentro da populago ou colecéo de acessos

dado pela formula:

H :[(Nl'Hl)+(N2'H2)]
T (NN

sendo:
N,, N, onimero de acessos da populacéo (colegéo) 1 e 2;
H,, H, adiversidade estimada em cada popul agéo;
Dsr € o componente entre colegdes, dentro da espécie estudada, dado pela
diferencaentre H. eHg.
A propor¢do da diversidade genética, que € atribuida ao componente
entre coleces, € estimada por Gsr :
h
HT
Para o marcador AFLP, cada fragmento de DNA foi considerado como

GST =

um loco (banda) independente no genoma do milho.

iif) NUmer o efetivo de alelos ( N, )

Esta € uma medida de diversidade que representa o nimero médio de
ados por loco polimorfico (Nei, 1987; Hedrick, 1999), que é estimada por:
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em que:
m= nimero de delos;

p, = freqUiénciarelativa do i-ésimo aelo em um loco.

O intervalo de variacdo do nimero efetivo de a€elos para dois ados € de

1 a2 e muda conforme o nimero de alelos considerados.
iv) Distancia genética deNei e ldentidade de Nei

A disténcia genéticade Ne (Dy) é a mais conhecida das medidas de
distdncia genética e leva em conta tanto os locos polimérficos como
monomorficos. Os valores de Dy sdo calculados a partir de uma amostra da
populacdo, portanto eles variam entre amostras. Alguns fatores podem
influenciar Dy como o tamanho de amostras, nimero de locos estudados e a
quantidade de divergéncia genética entre as popul acdes. E definida como:

D, =-In(l,)
em que:
Iy € aidentidade genética de Nei, que expressa a probabilidade de um dado
alelo de um loco, tomado ao acaso em duas diferentes populagdes, sgja idéntico
em relacdo a probabilidade de que dois aelos do mesmo loco, tomados também
a0 acaso em cada popul agdo, sgjam também idénticos. E usada para quantificar a
semelhanca genética entre duas populagbes e mede a correlagdo entre
frequiéncias a élicas em cadaloco em duas popul agdes. E definida como:

JM

IN i V(JlJZj
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J,=a Pub, ; di=ar;d,=anr;
i=1 i=1 i=1
em que:

p2 e p’ sk asfreqiiéncias do ado i nas colegdes 1 e 2, respectivamente.

In variade 0 a 1, enquanto que Dy variade 0 ainfinito.

v) Indice de Shannon

O indice de diversdade de Shannon-Weaver foi caculado para
comparar a diversidade genotipica entre as colegdes. Esse indice é usado em
estudos de recursos genéticos como uma medida conveniente de riqueza e

uniformidade aldica quando se usam dados genéticos. E definido por:
H'=-a R log(P)
i=1
em que:
n € o nimero de classes genotipicas;

P; é afreqiiéncia de acessos naclassei.

Cadavaor de H' foi normalizado pela divisdo por log(n) para enquadrar
o vaor do indice no intervalo 0 £ H’'£ 1. Um baixo valor de H' indica menor
diversidade genética (Dias, 1998).

O indice de diversidade genética de Nei, freqiiéncia aéica, nimero

efetivo de a€los, diversidade genética total, dentro e entre as colegdes, distancia
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genética de Nel e identidade de Nei e indice de Shannon foram estimados com a

utilizacéo do programa PopGene versdo 1.31 (Yeh, 1999).

3.5.3 Andlise de variancia molecular (AMOVA)

A andlise de variancia molecular (AMOVA) foi redlizada de modo a se
determinar a variancia entre e dentro das colegdes, conforme 0 método proposto
por Excoffier et a. (1992) e utilizando-se o programa Arlequin versdo 2.000
(Schneider et a., 2000). Este método utiliza a soma dos quadrados dos desvios
entre todos os pares de individuos para construir uma andlise hierarquica da
variancia molecular. A andlise de varidncia molecular é feita diretamente da
matriz das distancias Euclidianas entre todos os pares de acessos. A soma dos
quadrados totais correspondentes s distncias genéticas pode ser particionada
em componentes que representam as somas dos quadrados dentro e entre
colecBes de germoplasma (Tabela 4).

Procedimentos permutacionais foram usados na matriz original das
distdncias para subsidiar testes de significancia para cada componente de
variancia e relacionados com a estatistica F de Wright. O coeficiente Fsr
representa a correlagdo de acessos entre os marcadores AFLP tomados ao acaso
dentro de uma colegdo de germoplasma, em relagcdo a acessos tomados ao acaso
em toda populacdo. Esta estatistica pode ter vaores entre O e 1; altos vaores
indicam grandes particionamentos da populagdo em subgrupos.
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Tabedla 4. Esquema da andlise de variancia molecular (AMOVA). Embrapa
Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, 2003.

Fonte de variacdo GL N E(QM)
Entre colegdes c-1 SQenire colesses ns’+s?
Dentro de coleges a-c Noentrodecolegses S 2

Total a-1 Nrota s?

C : nimero de colegdes (c = 2);

a: nlmero de acessos,

n : valor ponderado em fung¢do do nimero diferente de acessos de cada colecéo

(Excoffier et al., 1992), sendo:

2

N-J -2

~ay
c-1

n=

2
a

S

2
Sb

das coleges.
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4 RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Car acterizagéo morfo-agronémica

4.1.1 Andlise descritiva

As andlises descritivas dos caracteres morfo-agrondmicos quantitativos
mostram a variabilidade genética encontrada nos acessos de milho tipo de
endosperma duro da amostra da colecdo base e colegdo nicleo (Tabela 5).
Apesar dos caracteres avaliados serem muito diferentes e com diversas unidades
de medida, a variabilidade fenotipica foi semelhante observando-se os
descritores individuamente. O maior valor para o coeficiente de variacéo foi de
26,95% e 25,14% para peso de graos por espiga nas duas colegdes base e nicleo,
respectivamente, e o menor vaor foi de 8,53% e 6,09% para folhas acima da
espiga (FA) na amostra da colecéo base e colegdo nuicleo, respectivamente.

Observando os valores de coeficiente de variagdo, verifica-se que as
maiores variagdes dos 17 caracteres avaliados na amostra da colecéo base foram
peso de gréos por espiga (PG), peso de espiga (PE), peso de mil gréos (PMG),
altura da espiga (AE) e nimero de gréos por fileira (NG).

Para 0s acessos da colegdo nucleo, os caracteres morfo-agrondémicos de
maior variagao foram peso de gréos por espiga (PG), peso de espiga (PE),
ramificagdo do penddo (RP) e altura da espiga (AE). As menores variagdes
foram apresentadas pelas variaveis nUmero de folhas acima da espiga (FA),
didmetro do colmo (DC), dtura da planta (AP).
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Tabela 5. Edtatisticas descritivas dos caracteres morfo-agronémicos avaiados na
amostra da colegdo base e colecdo nlcleo de milho. Embrapa Milho e
Sorgo, Sete Lagoas, MG, 2003.

Caracter Edimador Amostra  Colecdo Testede Testede
da Colecdo Nucleo t Bartlett
Base

Floragéo Média 70,60 64,08 4,39**
masculina Minimo 49,00 54,00
(nimero de dias) Méximo 94,00 79,00

Des. Padréo 9,71 5,80

C.Variacdo 13,73 9,05

Varidncia 93,99 33,66 o
Floragéo Média 74,74 68,24 4,06*
feminina Minimo 55,00 58,00
(nimero de dias) Méximo 104,0 82,00

Des. Padrao 10,42 6,33

C.Variagdo 1394 9,28

Variancia 108,62 40,12 *
Ramificagdodo Média 23,47 24,22 1,09%
pendéo Minimo 14,00 16,60

Maximo 32,00 34,70

Des. Padréo 3,65 391

C.Variagdo 1554 16,15

Varidncia 1331 15,33 NS
Alturadaplanta Média 291,50 323,60 5,91**
(cm) Minimo 209,00 263,50

Maximo 344,00 362,50

Des. Padrédo 33,64 24,02

C.Variagdo 11,54 742

Varidncia ~ 1131,80 577,04 *
Alturada Média 168,86 193,09 4,32%*
primeraespiga  Minimo 100,00 132,00
(cm) Méximo 221,00 237,50

Des. Padrao 30,96 29,43

C. Variagdo 1834 15,24

Vaiancia 958,65 866,20 NS

Continua ...



Tabela 5. Continuagdo

Caracter Edimador Amostra Colecdo Testede Testede
da Colecdo Nucleo t Bartlett
Base

Folhasacimada Média 5,74 5,78 0,76'"°
primeraespiga  Minimo 5,00 5,10

Maximo 7,00 6,50

Des. Padrédo 0,49 0,35

C.Variagdo 8,53 6,09

Variancia 0,24 0,12 *
Numero total de  Média 14,55 15,49 3,31**
folhas Minimo 12,00 12,90

Maximo 18,00 24,70

Des. Padrdo 1,34 1,66

C.Variagdo 9,19 10,76

Vaiancia 1,79 2,78 NS
Didmetro do Média 22,83 22,95 0,30"°
colmo (mm) Minimo 15,00 18,80

Méaximo 29,00 27,30

Des. Padréo 2,75 1,58

C. Variagcdo 12,06 6,88

Variancia 7,58 2,50 *x
Numero de Média 1,06 1,05 0,31
espigas por planta Minimo 1,00 1,00

Méaximo 1,60 1,60

Des. Padrédo 0,12 0,12

C. Variagdo 11,40 11,52

Vaiancia 0,017 0,015 NS
Comprimentoda Média 12,67 13,49 2,62*
espiga (cm) Minimo 8,00 9,90

Maximo 17,00 17,10

Des. Padrao 1,87 1,38

C.Variacdo 14,77 10,29

Variancia 3,50 1,93 *x
Diametro espiga  Média 42,02 38,77 4,74**
(mm) Minimo 31,0 29,50

Maximo 50,0 46,80

Des. Padrdo 4,23 3,03

C. Variagdo 10,07 7,82

Variancia 17,91 9,20 *

Continua....
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Tabela 5. Continuagéo.

Caracter Edimador Amostra Colecdo Testede Testede
da Colecdo Nucleo t Bartlett
Base

NUmero de Média 13,51 12,99 2,03*
fileirasdegraos  Minimo 10,00 10,60
naespiga Maximo 18,00 16,60

Des. Padrdo 1,46 1,27

C. Variagéo 10,84 981

Vaidncia 2,15 1,63 NS
NUmero de grios Média 30,81 32,53 1,98%
por fileira Minimo 20,00 21,30

Maximo 44,00 41,10

Des. Padréo 5,08 4,23

C. Variagdo 16,50 13,03

Vaidncia 2584 17,97 NS
Peso de espiga Média 127,95 109,62 3,32**
(9 Minimo 39,00 51,30

Maximo 191,00 175,50

Des. Padrao 33,34 25,60

C. Variagdo 26,05 23,35

Vaiancia 111131 655,58 *
Peso de gréos por  Média 108,05 91,13 3,32%*
espiga (g) Minimo 51,00 38,80

Maximo 165,00 150,50

Des. Padrao 29,12 22,91

C. Variagdo 26,95 25,14

Vaiancia 848,08 525,11 NS
Diametro do Média 24,36 23,76 1,26
sabugo (mm) Minimo 20,00 18,60

Maximo 30,00 31,70

Des. Padrao 2,45 2,61

C. Variagdo 10,05 11,00

Vaidncia 599 6,84 NS
Peso de mil gréos Média 276,24 242,34 3,61**
(9 Minimo 159,00 168,80

Méaximo 425,00 319,30

Des. Padréo 62,23 35,15

C. Variagdo 22,53 14,50

Vaiancia 387299 1235,96 o

* Significativo a 5%; ** Significativo a1%; "> Nao significativo.
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O teste F, aplicado para testar as variancias das duas colegdes em
relacdo a cada descritor detectou diferencas significativas para nove dos 17
descritores morfo-agrondmicos.

O teste de t ndo mostrou diferencas significativas entre as médias da
colecdo nlcleo e base para os seguintes descritores: ramificacdo do pendéo,
folhas acima da primeira espiga, didmetro do colmo, nimero de gréos por fileira,
didmetro do sabugo e nimero de espigas por planta Para os outros 11
descritores em um tota de 17, houve diferengas significativas a 5% e 1% de
probabilidade.

As variancias de cada descritor da amostra da colecéo base e colecéo
nucleo comparadas pelo teste de Bartlett mostraram-se homogéneas, ou sgja, ndo
houve diferencas significativas para oito caracteres morfo-agrondmicos em um
total de 17: ramificacdo do pend&o, dtura da primeira espiga, niUmero total de
folhas, nimero de espigas por planta, nimero de fileiras de gréos na espiga,
numero de gréos por fileira, peso de gréos por espiga e didmetro do sabugo.

Quando se estudou a distribuicdo de frequiéncia dos acessos das duas
colegdes em relagio a cada descritor, verificou-se pelo teste de ¢ diferencas
significativas em 16 caracteres morfo-agrondmicos.

Hu et a. (2000) estabeleceram os seguintes critérios para considerar
representativa a colecéo nucleo em relacéo a colecdo base: @) ndo mais que 20%
dos descritores com diferencas entre as médias das colegdes, significativas a 5%
de probabilidade, e b) distribuicbes em classes dos acessos em relacdo aos
descritores apresentadas pela colegdo niicleo ndo for menor que 80%. Adotando
o critério de Hu et a. (2000) e apoiando-se nos resultados dos descritores morfo-
agrondmicos avaiados, verificase que a colecdo nlcleo ndo poderia ser
considerada como uma amostra representativa da colegdo base. E importante

ressaltar, no entanto, que os dados morfo-agrondmicos da amostra da colecéo
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base foram obtidos em anos e épocas diferentes, tendo sido possivelmente
afetados pelo efeito de ambiente e ocorréncia da interacdo genotipo-ambiente.

Adotando-se o critério de Singh (1981) usado pelo programa Genes para
se estudar a contribuicdo relativa dos caracteres para divergéncia na colegdo
base e nicleo, observou-se que os caracteres nimero de espigas por planta,
nimero de folhas acima da espiga, total de folhas e nimero de fileiras de gréos
apresentaram quase nenhuma contribuicdo para a divergéncia genética da
colecdo base variando entre 0,0002% e 0,0251%.

Quanto as maiores contribuicbes relativas dos caracteres para a
divergéncia genética dos acessos da amostra da colecéo base, 0 peso de mil
grdos foi 0 de maior importancia (45,3%), seguido pela dtura de planta
(13,24%), peso de espiga (13,0%), altura de espiga (11,21%) e peso de gréos por
espiga (9,92%). As menores variagdes foram em folhas acima da espiga (FA),
total de folhas (TF) e diametro do sabugo (DS).

Os caracteres que mais contribuiram para a divergéncia genética da
colecdo nucleo, segundo o critério de Singh (1981), foram peso de mil gréos
(31,0%), dtura da espiga (21,7%) e peso de espiga (16,4%). Os caracteres da
colecdo nuicleo nimero de espigas por planta, nimero de folhas acima da espiga,
nimero tota de folhas, nimero de fileiras de gréos, nimero de colmos,
comprimento da espiga e didmetro do colmo contribuiram com menos de 0,04%
para a divergéncia genética, portanto foram descartados. Assim, foram
descartadas as varidvels nimero de espiga por planta (EP), folhas acima da
espiga (FA), nimero tota de folhas (TF) e nimero de fileiras de gréos (NF),
pois tiveram uma contribui¢do pequena para a divergéncia genética dos acessos
da amostra da colegéo base.

Ao se utilizar técnicas multivariadas no estudo de divergéncia genética,
Cruz e Regazzi (1997) e Ribeiro Janior (2001) mencionaram a possibilidade de
se descartarem as varidvels, que contribuiram pouco para a discriminagdo de
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materiais, tornando-se caracteres dispensavels. Ferreira (1993) avadiando a
utilizagdo de técnicas multivariadas para estimar a divergéncia genética em 28
variedades de milho e 19 caracteres morfo-agronémicos concluiu que trés
varidveis foram redundantes (comprimento do entrend, largura da folha e
nimero de graos por fileira) e, portanto descartadas. A prética de descarte de
variaveis também foi usada por Santos et a. (1995) num estudo de selecéo de
descritores de germoplasma de guandu e por Veasey et d. (2001) ao caracterizar
acessos de Sesbania.

Quanto aos caracteres morfo-agrondmicos qualitativos, aguns nédo
tiveram variacdo na avaliacdo das plantas dos acessos da colegdo nucleo. Por
exemplo, a arquitetura da planta foi norma em todos os acessos ndo se
encontrando planta ang; a cor dafolhafoi considerada verde médio para todos os
acessos; 0 comportamento da folha foi sempre recurvado; a forma da primeira
folha foi sempre reta; e o arranjo dos gréos foi reto, levemente curvo para todas
as espigas. O carédter cor da coroa do gréo foi avaiado apenas nos acessos da
colecdo nucleo, sendo que 40% apresentou cor laranja, 43% amarela e 17%
branca.

De maneira geral, os resultados da avaliagdo dos caracteres qualitativos de
sanidade e tipo de espiga, porcentagem de plantas quebradas e acamadas foram
semel hantes entre o0s acessos das colegBes base e niicleo (Tabela 6). Observarse
gue a qualidade e sanidade da espiga foram elevadas com predominéncia de
notas 7 a 9 que correspondem a espigas boas, bem formadas e sadias, com
poucos graos doentes a completamente sadias. Nota-se que houve concordancia
de resultados quanto a0 tipo de espiga, sendo que a maoria das espigas
apresentavam o formato cilindrico. As maiores porcentagens de plantas
quebradas e acamadas apareceram na classe até 25 plantas. Desses caracteres
gualitativos, os que mais variaram entre as duas coleces foram quaidade e
sanidade da espiga evidenciando que estas variaveis sdo altamente subjetivas,
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Tabela 6. Caracteres morfo-agrondmicos qualitativos dos acessos da amostra da
colecdo base e colegdo nicleo. Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas,

MG, 2003.

Descritor Escala* Colegdo Base (%) Colegdo Nucleo (%)

Qualidade da espiga 9 46 13
8 46 53
7 8 16
6 0 15

Sanidade da espiga 9 18 19
8 63 40
7 14 29
6 0 12

Tipo de espiga Conica 0 0
Cilindrica 64 66
Con/Cll 36 A

Plantas Quebradas (%) 0-25 87 78
26-50 13 3
51-75 0 12
76-100 0 7

Pantas Acamadas (%) 0-25 87 64
26-50 13 14
51-75 0 14
76-100 0 8

*9: completamente bem formada e sadia; 8: 85% bem formada e sadia; 7: 70%
bem formada e sadia; 6: 55% bem formada e sadia

principalmente devido a amplitude das escalas (1 a 9), dificil classificagdo e
dependentes das influéncias dos gendtipos, ambientes e suas interagdes, o que

infere em maior variagéo.
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4.1.2 Dissmilaridade genética e agrupamento

A andlise de componentes principais utilizada para avaliar a divergéncia
genética entre os acessos foi realizada com 13 caracteres morfo-agronémicos da
amostra da colegdo base. As variaveis nimero de espiga por planta, folhas acima
da espiga, nimero tota de folhas e nimero de fileiras de gréos foram
descartadas por contribuirem pouco para a variagdo total.

A variancia tota dos dados morfo-agrondbmicos da colecdo base foi
decomposta em trés componentes principais. O primeiro componente principal
concentrou 33,99% do total da variancia, o segundo 23,95% e o terceiro 16,35%
(Tabela 7). A variancia acumulada dos trés primeiros componentes principais foi
de 74,29%, resultado que mostra relativamente alta porcentagem da variagdo
total das variaveis originais.

A andise dos componentes principais dos acessos da colegdo nucleo foi
realizada com 14 varidveis morfo-agrondbmicas e demonstrou que o primeiro
componente concentrou 33,65% da variancia total, o segundo 27,57% e o
terceiro 9,35%, explicando assm 70,57% da variancia total.

Tabela 7. Edtimativas da varidncia (% acumulada) dos trés primeiros
componentes principais para os caracteres morfo-agronémicos
avaliados nos acessos da amostra da colecéo base e colecéo nucleo,
respectivamente. Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, 2003.

CP Amostra da Colegdo Nucleo CB eCN
Colecéo Base (CN)
(CB)
CP1 33,99 33,65 29,16
CP2 57,94 61,22 48,34
CP3 74,29 70,57 66,75
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Estes resultados aproximam-se dos valores citados por Dias (1998),
onde 75% a 85% da variancia total deve ser explicada pelos dois ou trés
primeiros componentes principais. A estimativa acumulada de variancia de
74,29% encontrada, também aproxima-se do valor considerado por Cruz e
Regazzi (1997), de 80%, como indicativo da variancia tota em estudos de
divergéncia genética. Veasey et a. (2001) encontraram uma variancia
acumulada nos dois primeiros componentes principais de 74,38% utilizando 17
caracteres morfo-agrondmicos em 19 acessos de Sesbania spp.  Também,
Zibumbo e Colunga (2001) em um estudo com 18 populacdes de coco e 19
descritores morfo-agrondémicos aplicados encontraram 76% de variancia tota
para os dois primeiros componentes principais.

Embora os trés primeiros componentes principais ndo tenham absorvido
alta proporgéo da variancia total de CB e CN juntas resultando em 66,75%,
pode-se notar que grande parte da variabilidade encontrada na amostra da
colecdo base € contemplada também na colecdo nicleo de milho tipo de
endosperma duro (Figura 4). Nota-se que a maioria dos acessos estdo dispersos
de maneira deatdria, ou sga, sem a formacdo de grupos definidos mostrando
gue as duas colegdes ndo formam agrupamentos independentes sendo, portanto,

partes de um mesmo conjunto.
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CF1

Figura 4. Dispersdo dos acessos da colecdo base (ll) e da colecdo nicleo (@)
considerando os trés primeiros componentes principais. Embrapa
Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, 2003.

Os dendrogramas construidos a partir da medida de dissmilaridade pelo
coeficiente de distancia euclidiana média com padronizagdo dos dados morfo-
agrondmicos, e o0 método de agrupamento UPGMA estdo apresentados nas
Figuras 5 e 6 para a colecéo base e colecdo nucleo, respectivamente. Pode-se
observar uma estrutura geral semelhante para as duas colegdes, em ambos 0s
casos, sem aformagdo de grupos homogéneos até uma disténcia correspondente
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Figura 5. Dendrograma das distancias genéticas entre 0s acessos da amostra da
colecdo base utilizando a distancia euclidiana média para os dados
morfo-agrondmicos e o méodo de agrupamento de UPGMA.
Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, 2003.
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Figura 6. Dendrograma das distancias genéticas entre os acessos da colecéo
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a 25% da maior disténcia entre grupos de acessos, evidenciando a néo
ocorréncia de redundancia de acessos.

Em relacdo a amostra da colecéo base, as distancias genéticas entre os
acessos variaram de 0,44 a 1,81 sendo a menor distancia observada entre os
acessos RS095 e RS099 (Figura 5). Observa-se que 0 acesso RR033 ficou
isolado dos demais.

As distancias genéticas detectadas para a colecéo nucleo foram de 0,45 a
2,27. As menores distancias verificadas foram para os pares de acessos BA0OO3 e
SE014, e MS019 e PA0B9 (Figura 6).

Observa-se pelos dendrogramas que 0S acessos iniciam 0 agrupamento a
partir de distancias bem proximas, 0,44 para a colecdo base e 0,45 para a colecédo
nucleo.

Para verificar o grau de concordancia entre o dendrograma e a matriz de
disténcias euclidiana média foram redizadas as andlises de correlagéo
cofenética. A matriz cofenética foi comparada com a matriz das distancias
originais. A correlagdo entre as matrizes normalizada pela estatistica de Mantel
foi de 0,71. Este valor, segundo a escala proposta por Mantel (Rohlf, 1998),
significa que o grau de gustamento entre as matrizes foi considerado regular
para 0s acessos da amostra da colecdo base. O mesmo foi realizado para os
acessos da colecdo nucleo, e verificou-se uma correlacdo de 0,78, aproximando-
se do vaor de um bom gjustamento. O valor da corrdlacdo cofenética de 0,83
indicou um bom guste entre as duas matrizes em um estudo feito por Dias
(1998) utilizando o método de agrupamento UPGMA para sete populacfes de
arbustos tropicais.

Este tipo de validagéo entre matrizes também foi utilizado por Mumm et
al. (1994). Esses autores chamaram de validag&o interna correlacionando dados
de RFLP em linhagens de milho. O coeficiente da correlagdo cofenética foi de
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0,93 sugerindo que o dendrograma representava as estimativas da relagdo

genética corretamente.

4.2 Caracterizacdo molecular

Os marcadores AFLP demonstraram ser muito informativos sobre a
diversidade genética presente nos 58 acessos da colegdo nucleo e 21 acessos da
colecdo base, ambas congtituidas de variedades autoctones. Os tamanhos de
fragmentos AFLP variaram de 52,43 a 498,79 pares de base (pb) (Tabela 8). As
analises dos 58 acessos com seis combinagdes de primers revelaram um total de
207 fragmentos ou bandas, com média de 32,8 bandas polimorficas por
combinagdo de primer para a colegdo nicleo, correspondendo a 98% de
polimorfismo. Para a amostra da colego base verificou-se média de 25 bandas
polimorficas, ou sga, 84,5% de polimorfismo. Dos 207 marcadores AFLP, 150
(76%) ocorreram em ambas as col ecOes.

O nimero de fragmentos variou de 22 para a combinacéo Msel CAG +
Eco Rl ACG para acessos da amostra da colegéo base até 50 para a combinacéo
Msel CAG + Eco RI ACT para acessos da colegdo nicleo. Esta Ultima
combinagdo de primers foi particularmente interessante ja que conseguiu
distinguir 45 fragmentos polimoérficos que representam a caracteristica de
diferenciacdo em 58 acessos da colegdo nicleo e 34 fragmentos polimorficos em
21 acessos da colecdo de base. A combinacéo de primers Msel CAG + Eco RI
ACG gerou 0 menor nimero de fragmentos nas duas colegBes, porém com ata
porcentagem de polimorfismo. As combinagbes Msel CAG + Eco RI ACA e
Msel CAG + Eco RI ACC apresentaram 100% de polimorfismo nos acessos da
colecdo nucleo. Padilha (2002) estudou em 35 linhagens de milho, 11
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Tabela 8. Combinacdo de primers utilizados na técnica de AFLP e nimero de
fragmentos encontrados na colecdo nucleo (CN) e amostra da colecéo
base (CB). Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, 2002.

Combinagdo de  Amplitude N°. de Bandas CN N°. de Bandas CB
Primers Alélica Tota  Poli- % Total  Poli- %
(pb) morfica morfica
1) Msel CAG + 59,76 — 29 29 100 29 22 759
EcoRI ACA 488,69
2) Msel CAG + 57,53 — 24 23 95,8 22 20 90,9
EcoRI ACG 426,06
3) Msel CAG + 81,02—- 31 31 100 31 24 774
EcoRI ACC 460,15
4) Msel CAG + 52,43 - 50 45 90,0 44 34 77,3
EcoRI ACT 498,79
5) Msel CAG + 57,76 — 35 32 91,4 26 24 92,3
EcoRI AGG 444,30
6) Msel CAG + 68,92 — 338 37 97,4 28 26 92,9
EcoRI AGC 474,48
Total 52,43 — 207 197 - 180 150 -
498,79
Média 6290- 345 32,8 95,8 30 25 84,5
465,41

combinagdes de primers AFLP gerando 260 fragmentos, sendo 158 polimérficos
e média de 14 bandas polimorficas por combinagdo de primers Em 114
gendtipos da colecdo nucleo de feijao e duas combinacdes de primers, Tohme et

al. (1996) encontraram em média 102 bandas sendo que 90% eram polimérficas.
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O nivel de polimorfismo encontrado no presente trabalho também foi
superior a0 relatado por Peic et a. (1998), os quais obtiveram 38,7 bandas
polimérficas de AFLP utilizando seis combinagfes de primers em linhagens de
milho. J& Barrett et al. (1998) encontraram 229 bandas polimorficas de AFLP
em 43 cultivares de trigo e Zhu et d. (1999) encontraram um total de 569
fragmentos com oito pares de primers, com média de 71 fragmentos por primer
em 61 acessos de soja cultivada e silvestre, sendo que 48% dos fragmentos eram
polimorficos.

O procedimento de simulagbes sobre 0 nimero de marcadores usados
em estudos de diversidade genética tem sido executado para se determinar a
confiabilidade e a precisdo do agrupamento produzido (Pgjic et a., 1998). Da
mesma forma, foram realizadas simulagOes utilizando matrizes de distancias
calculadas pelo coeficiente de Jaccard com base em um ndmero crescente de
marcadores AFLP, verificando-se uma diminuicdo no desvio padréo e um
aumento na correlagdo entre as matrizes de distancias genéticas (Figura 7). A
partir de 100 marcadores de AFLP, o desvio padrdo foi inferior a 0,05 e a
correlacdo superior a 0,95 para 0s acessos da amostra da colegdo base. Ja para a
colegdo nucleo, a partir de 80 marcadores AFLP, o desvio padréo e a correlagdo
foram constantes em 0,3 e 0,90, respectivamente. Estes vaores corresponderiam
a utilizacdo de quatro combinagdes de primers mais polimérficos para o AFLP,
baseados nos resultados da amostra da colecéo base. Estes resultados indicam
gue as 150 e 197 bandas polimorficas avaliadas na amostra da colecéo base e
colecdo ndcleo, respectivamente, foram suficientes para definir, com
confiabilidade, a divergéncia genética entre os acessos. |sto pdde ser verificado
por Johns et d. (1997) gue encontraram 0 mesmo agrupamento utilizando 50 e
106 bandas com 69 gendtipos de feijdo do Chile. Dias (1998) comentou que a
utilizagdo de, pelo menos, 30 locos polimérficos sdo suficientes para a
construcdo de dendrogramas de elevada preciséo.
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para os acessos de milho da amostra da colecdo base e da nicleo.
Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, 2003.

4.2.1 Similaridade genética e agrupamento

O estudo da similaridade genética entre os acessos foi redizado com
sete coeficientes. A disténcia genética foi gerada pelo complemento destes
coeficientes e a comparag@o entre os coeficientes por meio da correlagcéo de

Spearman. As correlagdes entre as diferentes distancias genéticas da amostra da
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colecdo base estdo apresentadas na Tabela 9 e para a colegdo nucleo na Tabela

10.

Tabela 9. Corrdlacdo de Spearman entre as distancias genéticas geradas a partir
do complemento dos coeficientes de similaridades entre os acessos da
amostra da colecdo base. Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG,

2003.
Cosficiente CS RT RR J D (@) Oll
CS 1,00
RT 0,94 1,00
RR 0,52 0,57 1,00
J 0,92 098 0,70 1,00
D 0,92 098 0,70 1,00 1,00
(@) 0,93 0,98 0,69 1,00 1,00 1,00
Oll 0,94 1,00 059 099 099 099 1,00

CS: Coincidéncia Simples; RT: Rogers e Tanimoto; RR: Russel e Rao; J.

Jaccard; D: Dice; O: Ochiai; Oll: Ochiai Il.

Tabela 10. Correlacdo de Spearman entre as distancias genéticas geradas a partir
do complemento dos coeficientes de similaridades entre os acessos
da colecdo nacleo. Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, 2003.

Coeficiente CS RT RR J D O Oll
CS 1,00
RT 1,00 1,00
RR 051 051 1,00
J 09 09 082 1,00
D 09 0% 082 100 1,00
O 089 08 08 100 100 1,00
Oll 09 09 047 08 087 087 1,00

CS: Coincidéncia Simples; RT: Rogers e Tanimoto; RR: Russdl e Rao; J.

Jaccard; D: Dice; O; Ochiai; Oll: Ochiai Il.
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Veificase pela Tabela 9 que a maioria das correlagbes sdo altas,
mostrando uma grande associagdo entre as distncias estimadas. Observa-se
ainda que, as correlagcdes para o coeficiente Russel e Rao apresentaram valores
inferiores em relacdo aos outros coeficientes. As mesmas observacdes podem ser
feitas paraa Tabela 10.

Altas correlages entre as disténcias sdo frequentes quando se avaiam
diferentes coeficientes em varidveis binarias. Duarte (1999a), trabalhando com
marcadores RAPD em feij&o, encontrou correlactes de 0,96 entre o coeficiente
Coincidéncia Simples e os coeficientes de Jaccard, Dice e Ochiai; e também
entre o coeficiente de Rogers e Tanimoto e os de Jaccard, Dice, Ochiai e Ochial
I1. Este autor encontrou correlagdes baixas para o coeficiente de Russel e Rao
em relagdo aos demais coeficientes. Estes resultados estéo de acordo com os
encontrados no presente trabalho. Johns et d. (1997) igualmente trabahando
com marcadores RAPD em feij&o encontraram correlagdes de 0,99; 0,97 e 0,98
entre o coeficiente Coincidéncia Simples e os coeficientes de Jaccard, Dice e
disténcia modificada de Rogers, respectivamente. Os resultados encontrados
também estéo de acordo com os de Skroch et al., (1998) que encontraram o valor
de 0,99 para a correlagdo de distncia genética estimada pelo coeficiente de
Jaccard e Coincidéncia Simples para dados de RAPD.

Como os resultados das correlagbes de Spearman tavez néo
expressassem claramente as diferencgas entre os coeficientes testados, utilizou-se
o procedimento chamado de indice de ramificacdo de consenso comparando-se
os dendrogramas gerados pelos coeficientes de similaridade (Tabela 11). Por
este indice, cuja amplitude varia de 0 a 1, dois dendrogramas séo considerados
idénticos quando seu valor corresponde a unidade. Verificou-se, portanto, que os
coeficientes de Jaccard e Dice conduzem a dendrogramas idénticos. Levando-se

em consideracdo a base genética binaria dos marcadores AFLP observa-se que a
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Tabela 11. indices de ramificagdo de consenso (Clc) na comparagdo dos
dendrogramas gerados pelos coeficientes de similaridade. Embrapa
Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, 2003.

Coeficientes CS RT RR J D O

CS 1,00 0,80 0,07 0,59 0,59 0,59
RT 1,00 0,07 0,57 0,57 0,57
RR 1,00 0,09 0,09 0,09
J 1,00 1,00 0,95
D 1,00 0,95
(@] 1,00

CS: Coincidéncia Simples; RT: Rogers e Tanimoto; RR: Russdl e Rao; J.
Jaccard; D: Dice; O: Ochiai; Oll: Ochiai Il.

auséncia de amplificacdo de uma determinada banda em dois acessos néo
representa, necessariamente, semelhanca genética entre eles, o que faz com que
aqueles coeficientes que excluem as co-ocorréncias negativas de sua expressao
de similaridade (Jaccard, Dice, Ochiai), a principio, sgjam mais adequados para
0 uso com este tipo de marcador (Williams et a, 1990). Optou-se, portanto, em
usar o coeficiente de Jaccard por ser um coeficiente smples, largamente
utilizado e preferido em estudos de biologia e, segundo Dias (1998), é melhor
empregado para comparar materiais dentro da mesma espécie, em que
concordancias sdo mais freguientes.

Os dendrogramas obtidos pelo méodo UPGMA estéo apresentados na
Figura 8 para a amostra da colegéo base e Figura 9 para a colegdo nicleo. Pode-
se observar que esses dendrogramas possuem estrutura semelhante, apesar da
Figura 8 ter sido construida com 21 acessos da colecdo base. Os distintos
acessos ndo formaram grupos homogéneos definidos tanto na amostra da

colegdo base quanto na colegdo nucleo até uma distancia correspondente a
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da colecéo base pdo coeficiente de Jaccard e 0 agrupamento por

UPGMA. Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, 2003.
aproximadamente 25% da maior disténcia, reafirmando os resultados obtidos
para os dados morfo-agrondmicos. As linhas de corte nestas figuras representam
o valor maximo significativo de similaridade (Sgms), determinado pelo teste de t
em nivel de 1% de probabilidade, sendo considerado como ponto de referéncia
para discriminagdo ou agrupamento dos acessos.

O grau de concordancia entre o dendrograma e a matriz de similaridades
pelo coeficiente de Jaccard foi verificada pela andlise de correlacdo cofenética.
A correlacdo de matrizes normalizada pela estatistica de Mantel (Rohlf, 1998)
foi de 0,86 significando que o grau de gustamento entre as matrizes foi
considerado bom para os acessos da colecéo base. Para a colecdo niicleo, 0 vaor

da corrdlacdo de matrizes foi de 0,76 aproximando-se do valor de um bom
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gjustamento. Os valores dos coeficientes de correlacdo cofenética encontrados
por Pgic et a. (1998) trabalhando com milho, foram de 0,83 para os dados de
AFLP, 0,80 para SSR e 0,72 para RAPD, os quais consideraram o grau de
gustamento das matrizes como regular para bom.

As distribuicbes dos marcadores classificados por freqiéncia de
amplificagdo de fragmentos AFLP em cada colecdo de acessos foram
comparadas e pareceram bem semelhantes por possuirem a mesma forma do
gréfico (Figura 10). Os gréficos sugerem que a diversidade genética encontrada
na amostra da colecéo base também aparece na colecdo nucleo. Skroch et d.
(1998) encontraram uma distribuicdo de marcadores quase idéntica quando
compararam as distribuicbes dos marcadores classificados por frequiéncia de
amplificagdo de fragmentos RAPD em 90 acessos de cada colegéo, base e
nlcleo pertencentes ao CIAT.

66



45 5 42
40 4
35 4
i g 24
20 4
15 -

14
16
11 12 12
10
. 100
a T T T T T T T T
00- 015- 025- 035- 045- 055- 065- 075- 085- 095-

014 024 034 044 054 0OE4 074 05 054 10
Fregiéncia de amplificagio AFLP (A

20

Humero de bandas AFLP

#0474
T 4
B0 4
50 - 4
40
a0 4 23
*1 05 5 2 noZ
10 4 i
o B TR N
oo- o45- 0256- 036- 045- 0B55- 065- 0OY5- 085 095-
004 024 034 044 054 084 074 084 03 10
Fregiéneia de amplificacio AFLE (E)

Mumero de bandas AFLP

Figura 10. Distribuicéo de marcadores AFLP por freqiiéncia de amplificacdo dos
fragmentos entre os acessos da colecdo nucleo (A) e amostra da
colegdo base (B). Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, 2003.

67



4.2.2 Diversidade genética

Os resultados da andlise da variabilidade e estrutura genética da amostra
da colecdo base e colecdo nlcleo usando os marcadores AFLP quanto a
freqiéncia alélica, nimero efetivo de alelos, diversidade genética de Ne e
informacdo sobre o indice de Shannon estéo apresentados na Tabela 12. O
numero médio de alelos observado foi de 1,9662 e o nimero médio efetivo de
aleos foi de 1,4420 para as duas colegdes. O nimero efetivo de aelos por loco
encontrado por Pgic et a. (1998) trabalhando com AFLP foi de 1,6 usando seis
combinagdes de primers em 33 linhagens de milho e comentaram que este vaor
reflete uma baixa heterozigosidade esperada. Ja o indice de eficiéncia da técnica
encontrado para o AFLP foi de 61,9 e o encontrado no presente trabalho foi de
49,7. Estes valores sdo considerados atos quando comparados com indices de
eficiéncia de RFLP, RAPD e SSR que foram de 3,2, 5,8, e 4,4, respectivamente,
encontrados por Pgjic et a. (1998). O ato indice de eficiéncia do AFLP € devido
a deteccdo smultanea de varios locos em apenas uma reacdo de amplificacdo
(Pgic et a., 1998).

A heterozigosidade esperada (h), também chamada de indice de
diversidade genética de Nei, foi usada para avaliar o contelido polimorfico de
cada loco. O valor obtido de 0,1988 foi calculado quando se consideraram todos
os locos para a amostra da colegdo base e 0,2807 para a colecdo nucleo,
utilizando-se seis combinagbes de primers de AFLP. Considerando que a
amplitude de variacdo de h va de 0 a 0,5, os vaores encontrados no presente
trabalho foram baixos. Padilha (2002) obteve o valor de h de 0,39 para
marcadores AFLP em milho usando 11 combinagdes de primers. Os resultados
do presente estudo também foram inferiores aos encontrados por Peic et d.
(1998) quando obtiveram o valor de h de 0,34 para marcadores AFL P usando
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Tabela 12. Estimativas do nimero de aelos e diversidade genética para os 207
marcadores AFLP na amostra da colecdo base e colecéo nucleo.
Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, 2003.

Colecéo Base Colecdo Nucleo CB eCN

Pardmetro (CB) (CN)

Média Desvio Média  Desvio Média Desvio

Padrdo Padrdo Padrdo

Numerode ddos 1,7246 0,4478 1,9517 0,2149 19662 0,1812
observados
Numerode ddos 1,3247 0,3430 1,4677 0,3410 14420 0,3312
efetivos (Ne)

Heterozigosidade 01988 01823 02807 01668 02698 0,1629
(h)
Indice de Shannon 03094 02561 04303 02184 04183 02120
(H)

Diversidade tota - - - - 0,2698 0,0265
das duas colegdes

(Hv)

Diversidade dentro - - - - 0,2589 0,0241
das colegdes (Hs)

Diversidade entre - - - 0,0109 -

as colecdes (Dsr)

Proporcéo da - - - - 0,0404 -

Diversidade entre
as colecoes (Gst)

seis combinagdes de primers em linhagens de milho. Estes valores indicam
baixo contetido polimérfico, quando comparados com valores de h para RFLP
de 0,63 e 0,72 para SSR Pgjic et a., 1998). O baixo contetido de informagdo
genética por loco, ou heterozigosidade, € uma das limitagdes do AFLP, por ser
essencia mente dominante.

A diversidade genéticatotal (H+) apresentada pelas duas colegdes foi de
0,2698 quando se consideraram todos os 207 locos para os 79 individuos e
frequiéncias médias ponderadas deale€los. A diversidade genética dentro (Hs) das
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colegdes foi de 0,2589 e a diversidade entre colegdes (Dsr) foi de 0,0109, que €
adiferencaentre Hr e Hs .

A proporgdo da diversidade genética devido a diferenca entre colecoes,
em relacdo a diversidade total (Gst) foi 0,0404. De acordo com os resultados
apresentados, conclui-se portanto que apenas 4,04% da variabilidade genética
total € atribuivel a diferenca entre as duas colegdes, enquanto que o restante,
95,96% ocorre em virtude da diversidade presente dentro destas.

O indice de Shannon (H’) também é empregado para medir a
diversdade genotipica em populagdes. Esse indice € usado em estudos de
recursos genéticos como uma medida de riqueza e uniformidade aéica, cujo
baixo H' indica freqiéncia de classes deshaanceadas para uma determinada
caracteristica e uma falta de diversidade genética (Perry e Mclntosh, 1991). No
presente trabalho o indice de Shannon normalizado médio foi de 0,31 para a
colecéo base, 0,43 para a colecdo nucleo e 0,42 quando se estimou o H' para as
duas colecles juntas. O valor de H' para cada loco da colecdo base variou de
0,1136 a 0,6929. O vaor de H' para cada loco da colecdo nicleo variou de
0,0877 a 0,6930. Estes resultados demonstram que a colecéo nicleo apresentou
maior diversidade genética em relacdo a amostra da colegdo base. Isto pode ter
ocorrido devido a quantidade menor de acessos amostrados na colegéo base.

A identidade genética de Nei (I) obtida a partir das frequéncias dos
alelos nas duas colegdes base e nucleo foi de 0,9643 e tem sido usada para medir
a extensdo da similaridade genética entre populactes (Nei, 1987). A disténcia
genética D de Ne foi de 0,0363, caracterizando, em média, 3,6 substituices
alélicas a cada 100 locos ou marcadores analisados conforme Dias (1998).
Considerando que | expressa a probabilidade de que um dado aelo de um loco,
tomado a0 acaso em duas diferentes populacbes sgja idéntico em relagdo a
probabilidade de que dois aelos do mesmo loco tomados também ao acaso em
cada populagdo sgjam também idénticos e que | variade 0 a 1, verifica-se que a
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identidade genética de Nei foi dta, aproximando-se de 1, significando que as
duas colecbes possuem frequéncias aéicas semelhantes. Considerando que a
distancia genética D de Nei varia de 0 ao infinito, conclui-se que a distancia
genética verificada neste trabaho € muito pequena, confirmando que as
freqléncias aélicas da amostra da colegdo base e da colecdo nucleo sdo
semel hantes.

As freqiiéncias aélicas foram calculadas para cada loco de ambas
colecOes base e nucleo e a sua digtribuicdo de freqiéncia foi testada para
homogeneidade pelo teste de c®. A distribuicdo de fregiiéncia adica foi
estatisticamente homogénea para 164 locos ou 79,23%, significando que em
79% dos locos ndo houve diferenca na distribuicdo da frequéncia aélica entre a
amostra da colecdo base e colecdo nicleo. Este resultado foi semelhante ao
encontrado por Huaman et a. (2000), no qua mencionam que em 77,78% dos
locos isoenziméticos analisados ndo houve diferenca significativa entre acessos
das colegdes base e nlicleo de batata.

A andlise de varidncia molecular (AMOVA) foi usada como um outro
critério para se determinar o grau de diferenciacdo genética entre as duas
colecOes. Pelos resultados da AMOVA (Tabela 13), observa-se que a maior
porcentagem de variagdo ocorreu dentro das coleges (88,37%), evidenciando a
alta variabilidade genética entre os acessos.

Os resultados confirmam que a fracdo da variancia exposta pela variacéo
dentro das colegdes €, aproximadamente, oito vezes maior que a variagdo devido
a diferenciagdo entre colegdes, ndo havendo diferenca significativa para a
variancia devido a diferencgas entre as duas colegdes com um valor de P menor

que 0,0001 pelo teste permutacional.
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Tabela 13. Andlise de varidncia molecular dos 79 acessos de milho analisados
por marcadores AFLP. Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG,
2003.

Fontes de Vari agéo Grausde Somados Componentes  Porcentagem P
Liberdade Quadrados deVaridncia  deVariago

Entre colegtes 1 130,155 3,386 11,63 00,0000
Dentro de colegdes 77 1981,785 25,738 88,37
Total 78 2111,949 29,124

Indice de Fixacdo de Aldlos (Fsr): 0,1163

A porcentagem de variacdo atribuida as diferencas entre colectes foi de
11,63%, 0 que corresponde ao valor de Fs de 0,1163.

4.3 Consider acfes sobr e a validacéo da colegdo nucleo

Conforme Brown (1989) a colegdo nuiicleo deve ter 10% do tamanho da
colecdo original e conter 70% da variagdo genética. Uma estratégia adequada
para se obter essa representatividade € o estabelecimento da colegcdo nucleo de
uma maneira estratificada (Mordes et a., 1995). Uma vez organizada, a
vaidacdo ou a representatividade da colecdo nlcleo deve ser avaiada
comparando sua diversidade com a da colegdo base em cada descritor individual
(Galwey, 1995). No presente trabalho, apesar dos dados morfo-agrondmicos
referentes a amostra da colegéo base terem sido obtidos nos anos de 1991 a 1998
em Sete Lagoas e Janalba, através de consulta ao banco de dados, foram feitos
testes comparativos entre as duas colecdes. Os resultados mostraram que houve
diferencas significativas pelo teste de t para médias, teste de Bartlett para
variancias e teste de ¢? para a distribuicdo de freqiiéncia de acessos das duas

72



colegdes em relacdo a maioria dos descritores. O estudo da validagéo da colegdo
nucleo utilizando dados morfo-agrondémicos ndo pode ser conclusivo em razéo
daocorrénciadainteracéo gendtipo-ambiente e do efeito de ambiente.

Os resultados da andlise de componentes principais estimaram em
aproximadamente 70%, a variagdo fenotipica considerando os trés componentes
principais. Os dendrogramas da colecdo nlcleo e da amostra da colegdo base
apresentaram estrutura geral semelhante, resultando em um bom gjuste entre as
matrizes de disténcias genéticas e a cofenética.

Quanto a caracterizagd molecular, o nivel de polimorfismo encontrado
para a colecdo nucleo e a amostra da colecdo base foi bastante informativo e
confidvel. Através dos estudos de diversidade genética, apenas 4,04% (Ggr) da
variabilidade genética total € atribuivel a diferenca entre a amostra da colegdo
base e colegdo nlcleo, enquanto que 95,96% € devido “a diversidade presente
dentro das coleces.

Com relacdo as frequéncias aélicas entre as duas colecdes, a identidade
genética de Nei foi ata, significando que as colecBes possuem freqiéncias
aélicas semehantes, e a distncia genética de Ne foi peguena. Quanto a
distribuicdo de freqiéncia aélica verificou-se que ndo houve diferenca
significativa pelo teste de ¢? para 79% dos locos. Finamente, a andise de
variancia molecular veio confirmar os resultados anteriormente obtidos,
mostrando diferenca ndo significativa entre a variabilidade genética das colegbes
base e nucleo.

Portanto, os resultados obtidos nas avaliagdes moleculares, permitiram
concluir que a formagdo da colecdo nucleo com base na estratificacdo dos
acessos, de acordo com as regides agroecoldgicas, apresentou-se adequada,

evidenciando a representatividade da colecdo nlcleo em relacéo a colecdo base.
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4.4 Consider acfes sobre a valoracéo da colecédo nucleo

Como se sabe, a colecdo nlcleo deve ser um subconjunto representativo
da variabilidade genética da colecdo base. Além disso, 0s acessos que a
compdem devem ser amplamente caracterizados de modo a fornecer o maximo
de informagdo aos seus usuarios. O incremento do conhecimento dos acessos
gue compdem a colecdo nucleo adicionara valor estratégico a colecéo base
(Abadie et d., 2000), sendo que a caracterizagdo morfo-agrondmica e molecular
€ essencia e de demanda prioritéria (Paterniani et a., 2000).

A obtencdo de dados de mais oito descritores morfo-agronémicos:
nimero de entrends, comprimento da 5 folha, comprimento da haste do pendo,
angulo da folha em relacdo ao caule, comportamento da folha acima da espiga,
cor da folha, cor da coroa do gréo e cor do endosperma permitiram valorar os
acessos que compdem a colecdo nucleo de milho, subgrupo endosperma duro
(Tabela 14).

Quanto aos caracteres morfo-agrondmicos qualitativos, a maioria ndo
apresentou variagdo entre os acessos. Por exemplo, a cor da folha foi
considerada verde médio para todos os acessos; 0 comportamento da folha foi
sempre recurvado.

Quanto a cor da coroa do gréo, 40% dos acessos apresentou cor laranja,
43% amarela e 17% branca. A cor do endosperma laranja foi a predominante
(81%), seguida pela cor branca (16%), amarela (2%) e vermelha (1%0).
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Tabela 14. Edtatisticas descritivas dos caracteres morfo-agronémicos avaliados
nos acessos da colecdo nlcleo. Embrapa Milho e Sorgo, Sete

Lagoas, MG, 2003.
Descritor

NUumerode Comprimento Comprimento  Angulo da

Estimador entrenos da5 folha da haste do folhal caule
(cm) pendéo (cm) ()

Média 15,75 103,21 40,00 46,16
Minimo 12,60 88,30 31,50 30,10
Maximo 19,50 132,00 77,90 60,60
Des. Padréo 1,31 7,93 5,60 6,58
C. Variagdo 8,33 7,69 14,02 14,25
Variancia 1,73 63,03 31,45 43,30

A caracterizacdo molecular permitiu a valoragdo de cada acesso,
proporcionando uma nova informacao acerca da estrutura genética da colecdo
nucleo, obtendo-se estimativas de freqiéncias aéicas e indices de diversidade
genética. Dessa maneira, a valoragdo dos acessos da colecdo nicleo de milho,
subgrupo endosperma duro, poderd incrementar 0 uso dos recursos genéticos,

mantidos em banco de germoplasma pelos melhoristas e usuérios em gerd.
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5 CONCLUSOES

O uso do marcador molecular AFLP foi um instrumento valioso na
vaidacdo da colecdo niicleo de milho, tipo de endosperma duro, sendo eficiente
em detectar 0 polimorfismo e (til nos estudos de diversidade genética dos
acessos.

A caracterizacdo morfo-agrondmica com mais oito descritores e a
caracterizacdo molecular adicionaram valores agregados a cada acesso da
colegdo nucleo de milho.

A caracterizacdo molecular dos acessos permitiu verificar que a
estratégia de amostragem estratificada em regifes ecogeograficas empregada no
desenvolvimento da colegdo nulcleo de milho, tipo de endosperma duro, foi
adequada, demonstrando que esta representa a variabilidade genética da colegdo
base.
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