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RESUMO

A ampla variabilidade existente em milho deve-se as inimeras variedades crioulas, gendtipos
importantes para o melhoramento, pois constituem fonte de variabilidade genética na
prospeccao de novos genes de interesse econdmico. Os objetivos deste trabalho foram analisar
a diversidade genética existente entre acessos de milho crioulo oriundos do Rio Grande do Sul
e do Parana a partir da analise do polimorfismo gerado pelos marcadores RAPD,
microssatélite (SSR) e AFLP; realizar o agrupamento destes genétipos através das estimativas
da similaridade genética e estabelecer possiveis relacdes entre a similaridade genética e os
locais de coleta das variedades crioulas. As reacdes de PCR para cada marcador foram
otimizadas através de protocolos especificos, sendo utilizados: 30 primers RAPD, 47 pares de
primers SSR e 25 combinagbes de primers EcoRI + Msel para o marcador AFLP. Os
fragmentos amplificados (RAPD e SSR) foram visualizados em gel de agarose a 2 e 3 %,
respectivamente, através de corrida eletroforética horizontal por aproximadamente 4 h a 80 V.
Os produtos da amplificacdo do AFLP foram resolvidos em gel de poliacrilamida (6 %)
submetidos a corrida eletroforética vertical por 3 h e 30 minutos a 80 W (1500 V). A
genotipagem das variedades de milho com o marcador RAPD amplificou 409 fragmentos com
indice médio de polimorfismo de 81,9 %. O SSR gerou 134 fragmentos com 78,3 % de
polimorfismo. Por outro lado, o AFLP amplificou 1889 fragmentos com indice médio de
polimorfismo de apenas 40,3 %. Os fragmentos polimorficos foram submetidos as analises de
similaridade genética através do coeficiente de Jaccard e de agrupamento pelo método
UPGMA individualmente e conjuntamente para os marcadores. O coeficiente médio de
similaridade foi de 57 % para 0 RAPD; 56 % para 0 SSR; 74 % para 0 AFLP e 69 % para a
analise conjunta. Os dendogramas obtidos a partir do RAPD e SSR mostraram 8 grupos
distintos, enquanto que o dendograma obtido a partir do AFLP e da andlise conjunta
formaram 6 e 7 grupos, respectivamente. De maneira geral, as correlagdes entre as matrizes de
similaridade foram baixas, porém entre o AFLP e a analise conjunta foi de 96 %. Os
resultados revelaram ampla variabilidade genética entre os acessos de milho crioulo. Os
marcadores RAPD e SSR apresentaram os maiores indices médios de polimorfismo e o AFLP
demonstrou maiores indices de similaridade genética entre os acessos crioulos. De maneira
geral, os marcadores utilizados foram ferramentas eficientes para amostrar a diversidade
genética e agrupar as variedades de acordo com os locais de coleta, embora possuam
capacidade diferencial de revelar polimorfismo bem como para agrupar os acessos crioulos de
milho.

Palavras-chave: Variabilidade genética. VVariedades crioulas. Polimorfismo. Similaridade genética.



ABSTRACT

The wide variability in corn is due to the numerous landraces, important genotypes for
breeding programs, because they constitute a source of genetic variability in the exploration
of new genes of economic interest. The objectives were to analyze the genetic diversity
between landraces from Rio Grande do Sul and Parana through the analysis of polymorphism
generated by RAPD, microsatellite (SSR) and AFLP markers; cluster these genotypes through
estimates of genetic similarity and establish possible relationships between genetic similarity
and the sampling sites of the landraces. PCR reactions for each marker were optimized
through specific protocols being used: 30 RAPD primers, 47 SSR primers pairs and 25
combinations of primers for the EcoRI + Msel for the AFLP marker. The amplified fragments
(RAPD and SSR) were visualized in agarose gel at 2 and 3 %, respectively, through
horizontal electrophoresis run for approximately 4 h at 80 V. The AFLP amplification
products were resolved on a polyacrylamide gel (6 %) submitted to a vertical electrophoresis
run for 3 h 30 min at 80 W (1500 V). Genotyping of the varieties of corn with the RAPD
marker amplified 409 fragments with a polymorphism average rate of 81.9 %. The SSR
generated 134 fragments with 78.3 % of polymorphism. On the other hand, the AFLP
amplified 1889 fragments with a polymorphism average rate of only 40.3 %. The
polymorphic fragments were submitted to analysis of genetic similarity using the Jaccard
coefficient and UPGMA clustering method individually and jointly for all markers. The
coefficient mean of similarity was 57 % for RAPD, 56 % for SSR, 74 % for the AFLP and 69
% for the joint analysis. The dendrograms obtained from RAPD and SSR showed 8 different
groups, while the dendrogram obtained from AFLP and the joint analysis formed six and
seven groups, respectively. In general, the correlations between the similarity matrices were
low, but between the AFLP and combined analysis was 96 %. Results revealed a wide genetic
variability among landraces. The RAPD and SSR had the highest average rates of
polymorphism and AFLP showed the highest rates of genetic similarity among landraces. In
general, the markers used were effective tools for sampling the genetic diversity and cluster
varieties according to the sampling sites, although they have differential capacity to reveal
polymorphism as well as to cluster the landraces.

Keywords: Genetic variability. Landraces. Polymorphism. Genetic similarity.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L. subsp. mays) é considerado a principal espécie vegetal
domesticada na Ameérica, aparecendo nos registros arqueoldgicos na América Central por
volta de 7.500 anos A.P. e mais tarde na América do Sul, na costa do Peru, em torno de 4.500
anos A.P. (GOLOUBINOFF; PAABO; WILSON, 1993). Originado a partir de uma ou mais
espécies de teosinto (Zea mays subsp. parviglumis e Zea mays subsp. mexicana), representa

uma das espécies domesticadas mais utilizadas na agricultura atualmente (FREITAS, 2002).

Devido a elevada diversidade genética, o milho pode ser adaptado aos mais diversos
ambientes, desde a latitude 58° N até 40° S, sendo cultivado desde o nivel do mar até 3.800 m
de altitude (HALLAUER; MIRANDA FILHO, 1988). E a espécie vegetal mais estudada
geneticamente, devido ao tamanho, a morfologia e ao pequeno nimero de cromossomos
(2n=20) e a ampla variabilidade genética representada por um grande numero de racas,
populacgdes, cultivares melhoradas e linhagens. Além disso, a importancia econdémica, o tipo
de reproducdo, a facilidade para realizar polinizacdes manuais e a possibilidade de gerar
diferentes tipos de progénies sdo fatores que contribuiram muito para tornar este cereal um
modelo para as espécies aldgamas (NASS; PATERNIANI, 2000).

O milho é extensivamente utilizado na alimentacdo humana e animal, bem como para
a producdo de biocombustivel (MACKAY, 2009). O principal destino deste cereal estd no
arracoamento de animais, principalmente suinos, bovinos e aves devido ao alto valor
energético e digestibilidade. Na alimentacdo humana pode ser consumido in natura como
milho verde, ou na forma de massas, farinha, biscoitos, pdes, dentre outros. Na industria,
destaca-se como importante matéria-prima na obtencdo de varios produtos como vinagre,
oleo, alcool, dextrinas, geléias, gomas de mascar, margarinas, sorvetes, produtos quimicos,
corantes, bebidas, papéis, colas, cosméticos, xaropes, antibioticos e explosivos. Estima-se que

o milho participe como matéria-prima de aproximadamente 600 produtos (PINAZZA, 1993).

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento, o sistema mais usado no cultivo
nas grandes areas € o Plantio Direto e o plantio convencional com maior frequéncia em novas
areas agricolas ou naquelas estabelecidas com pastagens. O sistema convencional ainda
predomina entre 0s pequenos produtores, embora seja crescente a adocdo do Plantio Direto. A
area total cultivada com milho, resultante da soma da primeira com a segunda safra 2010/11,
chegou a 14 milhdes de hectares, representando crescimento de 6,5 % em relacdo a safra

anterior. Estimativas indicam que a producdo brasileira, esperada para esta safra seja de 58
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milhdes de toneladas, das quais 36 e 22 milhdes de toneladas para a 1% e a 2% safra,
respectivamente (CONAB, 2011).

A colecdo mundial de milho compreende cerca de 12.000 acessos representados em
256 racas, com cerca de 30 em processo de extingdo (MACHADO; PATERNIANI, 1998).
Estima-se que somente 2 % do germoplasma seja utilizado nos programas de melhoramento.
Estudos indicam que uma importante fracdo € cultivada/conservada por pequenos
agricultores, sendo que a maioria da variabilidade genética (dentro e entre as racas) € mantida
pelo sistema agricola familiar tradicional (MARSHALL, 1997).

De acordo com Nass e Paterniani (2000), no Brasil sdo usados apenas 14 % dos
acessos do germoplasma do milho. As principais causas da baixa utilizacdo dos acessos
disponiveis nos bancos de germoplasma estdo na falta de descricdo adequada das colecdes,
auséncia de informacdes sobre as caracteristicas de cada acesso, bem como na falta da
determinacdo precisa da diversidade genética, através da caracterizacdo morfolégica e
molecular (PATERNIANI; NASS; SANTOS, 2000).

A erosdo geneética e a destruicdo dos ambientes pela agricultura moderna séo fatores
gue aumentaram a importancia da caracterizacdo do germoplasma vegetal. A principal razéo
para a aceleracdo da erosdo genética foi a substituicdo das racas crioulas por um pequeno
namero de genotipos melhorados. A producdo de grdos brasileira estd baseada em poucos
hibridos e o germoplasma utilizado de milho é representado por 3.800 acessos dos quais: 288
sdo genotipos introduzidos, 222 sdo populagdes com algum melhoramento genético e 1.783
acessos oriundos de diferentes regides agricolas do pais (ABADIE et al., 2000). Portanto, é
importante caracterizar e conservar os recursos genéticos visando estabelecer estratégias que
assegurem a manutencdo da variabilidade genética tdo essencial aos programas de

melhoramento vegetal.

Atualmente, muitas técnicas da biologia molecular estdo disponiveis para deteccao dos
polimorfismos genéticos das espécies. Essas técnicas permitem que praticamente um ndmero
ilimitado de marcadores moleculares possa prospectar grande parte do genoma do organismo
em estudo. Portanto, as limitacOes associadas com dados de pedigree e marcadores
morfoldgicos, fisiologicos e citoldgicos para a avaliacdo da diversidade genética em espécies
vegetais vém sendo contornadas pelo desenvolvimento de marcadores moleculares. Como
exemplo, pode-se citar: Polimorfismos de Comprimento dos Fragmentos de Restri¢cdo (RFLP;
BOTSTEIN et al., 1980), Polimorfismos de DNA por Amplificagdo Aleatoria (RAPD;
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WELSH; McCLELLAND, 1990; WILLIAMS et al., 1990), Polimorfismos de Comprimento
de Fragmentos Amplificados (AFLP; ZABEAU; VOS, 1993) e Sequéncias Simples Repetidas
(SSR; LITT; LUTY, 1989; TAUTZ, 1989). Porém, esses marcadores moleculares tém
diferencas inerentes como: custo, rapidez, quantidade de DNA necessario, grau de
polimorfismo, precisdo da estimativa das distancias genéticas e influéncia nos testes
estatisticos utilizados (GARCIA et al., 2004).

O AFLP se destaca por apresentar maior custo, tempo e consisténcia para obtencao
dos resultados, seguido do SSR e do RAPD. Além disso, 0 AFLP exige maiores quantidades
de DNA molde, além da necessidade de alta pureza e qualidade em comparacdo aos outros
dois marcadores, que necessitam de pequenas quantidades de DNA. Por outro lado, 0 RAPD e
0 SSR se caracterizam pela maior facilidade de implementagdo. Em relacdo ao nivel de
polimorfismo, o RAPD apresenta niveis variaveis (médio a alto), ao contrario dos SSR’s e
AFLP’s que se destacam por apresentarem altos niveis de polimorfismo, variando conforme a
espécie analisada (LOPES et al., 2003; MILACB, 1998; PINTO et al., 2001).

1.1 ORIGEM E DOMESTICACAO DO MILHO

Este cereal caracteriza-se por uma complexa e extensa historia evolutiva e pela
adaptacdo a uma ampla variabilidade de ambientes. O milho, o teosinto e o Tripsacum,
géneros do Novo Mundo, pertencem a tribo Maydeae e possuem um histérico evolutivo e
taxondmico bastante conturbado (NETO et al., 2008).

Taxonomicamente € identificado como Zea mays L. subsp. mays, com idade média
estimada de 11 milhGes de anos. Sendo considerado um poliploéide antigo e com origem ainda
ndo completamente elucidada, varias hipdteses tém sido descritas na literatura. A mais aceita
é que o genitor do milho seria Zea mays subsp. mexicana ou Zea mays subsp. parviglumis,
ambos teosintos (GALINAT, 1992; PATERNIANI; CAMPOS, 1999; WHITE; DOEBLEY,
1998). Estas espécies apresentam caracteres em comum, COmMO O mesmo ndmero de
cromossomos (2n=20) e sdo capazes de cruzar com o milho resultando em descendentes
ferteis na geracdo F;. Adicionalmente, existem fortes evidéncias genéticas e citogenéticas da
origem. Avaliagdes genéticas tém mostrado que o loco tbl do milho é o responsavel pelas
maiores diferencas morfoldgicas entre o milho e o teosinto, visto que, no processo evolutivo
do milho, essas mudancas ocorreram por meio de pequenas alteracbes nesse loco
(DOEBLEY; STEC, 1991). Evidéncias citogenéticas como os Knobs cromossomicos e 0s

cromossomos B também podem correlaciona-los a origem do milho. Como exemplo,
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pesquisas indicaram que espigas macias e flexiveis estavam associadas com baixo nimero de
Knobs, refletindo baixo nimero de introgressdes de teosinto. Ainda, o teosinto tem fornecido
genes de resisténcia a doencas e varias outras caracteristicas agrondmicas de interesse para o
melhoramento da cultura (COHEN; GALINAT, 1984; REEVES, 1950).

Apesar das varias hipoteses descritas, talvez nunca seja possivel afirmar a partir de
qual espécie o milho evoluiu, porque, possivelmente, seus genitores estejam extintos, ou apos
a domesticacdo pode ter se diferenciado tanto a ponto de ndo ser possivel estabelecer
nenhuma relacgdo direta de ancestralidade com outra espécie. Entretanto, pode-se afirmar que
a espécie mais relacionada ao milho é a Z. mays subsp. parviglumis (MATSUOKA et al.,
2002).

A domesticacdo do milho possivelmente ocorreu entre 7 — 10 mil anos atras
(DOEBLEY; BACIGALUPO; STEC, 1994; WHITE; DOEBLEY, 1998) por americanos
nativos que, por intensa selecdo, tornaram este cereal a principal cultura agricola de
importantes civilizagbes como os Astecas, Maias e Incas (GALINAT, 1992; MACHADO;
PATERNIANI, 1998; PATERNIANI; CAMPOS, 1999). Além disso, tornou-se a espécie
vegetal com maior grau de domesticacdo que, de tdo alto, ndo sobreviveria mais sem a acao

do homem.

Durante este periodo, muitas culturas e animais foram domesticados multiplas vezes
independentemente, incluindo o arroz, o feijdo, o milheto, o algodao, a ab6bora e animais
como: bovinos, ovinos e caprinos. Da mesma forma, o milho tem sido considerado um
produto de maltiplas domesticacBes independentes a partir do progenitor selvagem (teosinto)
devido a notavel diversidade genética e morfoldgica. Por exemplo, Galinat (1988) baseou-se
na diversidade das formas da espiga em milho e concluiu que os tipos ancestrais distintos de
teosinto anual, em diferentes regides do México, foram o ponto de partida para pelo menos
duas domesticacdes independentes deste cereal. Por outro lado, Kato (1984) inferiu que as
domesticacdes maltiplas haviam ocorrido independentemente em muitas regides do México
baseado na diversidade dos padrdes knob dos cromossomos entre 0s teosintos anuais e as

atuais racas de milho.

Matsuoka et al. (2002) determinaram a central de drenagem do rio Balsas (México)
como o possivel local para a domesticacdo do milho. Os dados moleculares foram bastante
consistentes com aqueles de 6.250 A.P. para o fossil mais velho (PIPERNO; FLANNEURY,

2001) bem como pelas estimativas arqueoldgicas que a domesticacdo deste cereal no México
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provavelmente ndo antecedeu 10 mil A.P. (SMITH, 1998). A analise filogenética indicou que
todos os tipos de milho foram derivados a partir da subspécie parviglumis via processo de
domesticacdo Unica e que depois desse evento inicial, a introgressdao por outros tipos de
teosintos pode ter contribuido para a formacdo do pool génico, a qual explicaria a notavel
diversidade genética e fenotipica observada nesta espécie. A subspécie mexicana adaptou-se
como planta daninha em muitos campos de milho das terras altas (> 1.700 m) do México
Central e do Norte, onde formou hibridos frequentes com milho, contribuindo com a
diversidade. Por outro lado, a subspécie parviglumis é nativa das terras baixas (< 1.800 m) e
raramente hibridiza com o milho. Neste sentido, as evidéncias sugerem que este cereal

diversificou-se primeiro nas terras altas e depois migrou para as terras baixas do México.

O milho é uma das espécies mais adequadas para entender o sistema genético vegetal,
pois caracteriza-se pela elevada importancia agricola e uma longa histéria como modelo em
vegetais. ApoOs sua domesticacdo, dispersou-se por toda a América e, como resultado,
observa-se a presenca de racas crioulas em diferentes regides geograficas no mundo
(GOODMAN; BROWN, 1988). Entretanto, a maioria destas racas tem contribuido pouco

para os modernos programas de melhoramento da cultura (TENAILLON et al., 2001).

Para entender a diversificacdo e os padrdes de migracdo através das Américas, a
morfologia dos acessos tem sido estudada extensivamente. A adi¢do de pesquisas genéticas
como, por exemplo, resultados citolégicos (McCLINTOCK; KATO; BLUMENSCHEIN,
1981) e isoenzimaticos (BRETTING; GOODMAN; STUBER, 1990; DOEBLEY;
GOODMAN; STUBER, 1986) tém refinado a classificagdo e as teorias da evolugdo deste
cereal. Visando entender a migracao e a domesticacao pelos primeiros agricultores, a variacdo
genetica tem sido de particular interesse na avaliacdo do parentesco genético entre racas de
milho. Adicionalmente, essas analises tém por objetivo classificar os espécimes arqueologicos
bem como conservar 0s recursos genéticos para o melhoramento de plantas (MOELLER,;
SHAAL, 1999).

A domesticacdo das principais espécies agricolas foi realizada através da selecdo
artificial para as caracteristicas que melhoraram as qualidades agronémicas. Como resultado
desse processo, houve a fixacdo dos alelos favoraveis nos loci que controlam as caracteristicas
agrondmicas. Apds a domesticacdo inicial, a pratica continuada de selecdo permitiu que alelos
favoraveis adicionais fossem dissipados através das espécies cultivadas. Por outro lado, a

diversificacdo da selecdo em resposta aos diferentes ambientes, durante a expansao geografica
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das culturas, levou a fixacdo regional de alelos favoraveis. Em meio a esta complexa historia
de selecdo, apenas uma porcédo limitada da populacdo contribuiu para a formagao da geracao
subsequente. Em funcdo disto, algumas consequéncias foram observadas: i) perda de
diversidade nos alelos ndo selecionados devido ao efeito genético gargalo de garrafa; ii)
reducdo severa na variabilidade dos genes sob selecdo direcional durante a domesticagao e iii)
alta divergéncia nos alelos sob efeito da selecdo (VIGOUROUX et al., 2005).

Os principais fatores que influenciam a quantidade e a distribuicdo da variacdo
genética nos genomas das culturas, em comparagdo aos genitores selvagens, sdo a selecdo
alvo em genes de interesse agrondmico e a deriva genética devido ao efeito gargalo de garrafa
gerado pela domesticacdo que afetam o genoma como um todo. Estudos com izoenzimas e
sequéncias génicas revelaram que a variagdo genética nas culturas é reduzida como resultado
do efeito gargalo de garrafa gerado pela domesticacdo (DOEBLEY; BACIGALUPO; STEC,
1994). Entretanto, esses estudos envolveram poucos loci e, desta forma, a generalizacao
destes resultados precisariam ser confirmados com outras analises (VIGOUROUX et al.,
2005).

Através da selecdo artificial, os genoétipos primitivos de milho adquiriram
independentemente caracteristicas desejaveis como rendimento de grdos, cor e finalidade
alimentar. Os resultados desta intensa selecdo para varias caracteristicas levaram a grande
diversidade morfologica raramente vista em outra espécie vegetal (DOEBLEY, 1994). Em
particular, a variabilidade na morfologia da espiga do milho é ampla, ndo s entre regides
geogréaficas, mas também entre 0s gendtipos, tornando a classificacdo mais dificil (CUTLER;
BLAKE, 1973). Algumas hipoteses sobre a migracdo e a evolugdo das variedades de milho
foram levantadas a partir de analises morfolégicas comparando os caracteres da espiga.
Embora se conhega a base genética das caracteristicas fenotipicas, as mesmas séo altamente
variaveis e ndo sdo as mais apropriadas para a reconstru¢cdo do parentesco geneético
(DOEBLEY:; ILTIS, 1980).

O grau de parentesco obtido através de marcadores genéticos pode fornecer
informacdes importantes para a organizacdo da colecdo de sementes nos bancos de
germoplasma. Além disto, a caracterizacdo morfoldgica e molecular da variabilidade genética
observada nos diversos acessos de milho possibilitaria obter uma estimativa mais precisa do
parentesco genético entre os acessos, sendo vital para os programas de melhoramento

genetico desta cultura.
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1.2 VARIEDADES CRIOULAS DE MILHO

Desde que a agricultura se iniciou ha mais de dez mil anos, a agéo direta de sucessivas
geracdes de selecdo por agricultores familiares tem melhorado as variedades de milho crioulo,
por meio do cruzamento de genotipos antigos e até mesmo recentes, ou simplesmente pela
selecéo intrapopulacional de plantas mais adaptadas. Algumas destas variedades destacam-se
por apresentar elevada variabilidade genética e adaptacdo a ambientes rasticos de cultivo, com
deficiéncia hidrica, escassez de nutrientes, excesso de acidez ou alcalinidade (LOUETTE et
al., 1997; PATERNIANI; NASS; SANTOS, 2000; WEID; DANTAS, 1998). Ceccarelli
(1996) mostrou ser possivel o aumento da producdo de grdos com baixa utilizacdo de insumos
e em condicdes climaticas marginais, utilizando germoplasma adaptado para estes ambientes.
Alguns trabalhos tém demonstrado a capacidade de adaptagdo e producgdo destas variedades
crioulas em ambientes pouco favoraveis ao cultivo (BISOGNIN et al., 1997; SPANER et al.,
1995, 1997).

Estudos indicam que na maioria das vezes as variedades crioulas adaptaram-se bem as
condi¢cdes ambientais, aos sistemas de cultivo e as preferéncias culturais especificas. Essas
variedades exercem papel fundamental no desenvolvimento de sistemas agroecoldgicos,
porque normalmente precisam pouco ou nenhum aporte de insumos quimicos ja que sao
adaptadas aos estresses ambientais locais a que foram submetidas durante longos periodos
evolutivos. Por isso, mesmo em condi¢des ambientais adversas, sdo capazes de manter
producdes satisfatorias. Além de produtivas nestes locais, ajustam-se bem aos sistemas de
policultivo e podem ser facilmente multiplicadas pelos agricultores familiares, tornando-se

desnecessaria a aquisi¢do anual de sementes no mercado (CORREA; WEID, 2006).

Além das variedades crioulas serem importantes economicamente para a agricultura
familiar, tém sido amplamente e independentemente cultivadas em todas as regies do Brasil,
resultando em diferentes acessos adaptados para diversos ambientes e caracteristicas
morfologicas. Além disso, analises genéticas confirmam que o milho é altamente variavel
tanto dentro como entre as diferentes populagdes. Estudos baseados nas sequéncias de DNA
geralmente confirmam essa alta variabilidade e indicam que a distribuicdo do polimorfismo
do milho é consistente com o modelo da evolugdo molecular neutra, que sugere que esta é
principalmente devido a deriva neutra. Sob esse aspecto, as muta¢fes que surgiram na

evolucdo foram seletivamente neutras em relagdo aos genes que elas substituiram (HILTON;
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GAUT, 1998; RIDLEY, 2006). No entanto, alguns loci tém baixa variacdo genética como
consequéncia direta da selecéo artificial (WANG et al., 1999).

Nas Gltimas décadas a agricultura moderna priorizou a uniformidade e a busca por
gendtipos altamente produtivos nos ambientes de cultivo. Neste sentido, paulatinamente tém-
se observado a substitui¢do das variedades crioulas de milho por gendtipos hibridos altamente
responsivos a melhoria dos ambientes. Porém, a diversidade genética, encontrada nas
variedades crioulas, desempenha papel fundamental para o continuo progresso dos programas
de melhoramento desta cultura, por constituirem fontes de genes de interesse agronémico

ainda pouco conhecidos ou caracterizados (YAO et al., 2007a).

A maioria dos estudos com milho crioulo refere-se a ensaios de competicdo e
caracterizacdo (BONOMO et al., 2000; MENEGUETTI et al., 2002), os quais tém revelado o
rendimento de grdo das variedades crioulas semelhante ou superior as variedades comerciais e
hibridos, principalmente em condicdes rasticas de cultivo. Bernal et al. (1996), Spaner et al.
(1997) e Camolesi (2002) estimaram o0s ganhos genéticos com a selegdo recorrente
intrapopulacional de variedades crioulas, onde os valores variaram de 221 a 903 kg ha™ por
ciclo de selecdo. Camolesi (2002) obteve produtividade média de 7.688 kg ha’ com a

variedade crioula Palha Roxa, quando cultivada em sistema de agricultura familiar.

Calderon et al. (1999) através de cruzamentos entre variedades crioulas e hibridos
comerciais de milho demonstraram que alguns cruzamentos chegaram a produzir até 1.156 kg
ha® a mais que os hibridos comerciais. Entretanto, poucos sdo os trabalhos na literatura
visando avaliar o potencial das variedades crioulas de milho em esquemas de cruzamentos
(FERREIRA; MOREIRA; HIDALGO, 2009).

1.3 DISTRIBUICAO, VARIABILIDADE E MELHORAMENTO GENETICO

O conhecimento da diversidade genética permite que a variabilidade existente no
germoplasma seja organizada. Assim, a organizacdo auxilia na selecdo de genitores para as
caracteristicas desejadas e na predicdo dos ganhos genéticos. Além disso, pode auxiliar nas
questdes relacionadas com a protecdo de cultivares (FORD; TAYLOR, 1997) bem como
assegurar a marca registrada e os direitos de propriedade (COOMBS; FRANK; SOUCHES,
2004).

A alta capacidade de adaptacdo aos ambientes esta diretamente relacionada com a

variacdo genética, bem como aos diferentes caracteres selecionados pelo homem. Segundo
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Paterniani e Goodman (1977), cerca de 50 % das racas descritas sdo adaptadas as baixas
altitudes (até 1000 m), 10 % as altitudes intermediarias (1000 a 2000 m) e 40 % desenvolvem-
se melhor em altitudes superiores a 2000 m. De acordo com o tipo de endosperma, as racas
sdo divididas em: amilaceas (40 %), duras ou flint (30 %), dentadas (20 %), tipo pipoca (7 %)
e de milho doce (3 %) (NASS; SANTOS; PATERNIANI, 2005).

Conforme Galinat (1992), o milho se diferenciou em mais de 300 ragas desde a época
que Cristovdo Colombo descobriu a América, sendo o mesmo responsavel pela dispersdo da
espécie na Europa em 1493. As racas crioulas representam uma vasta gama do germoplasma e
podem ser utilizadas no melhoramento deste cereal para melhorar as caracteristicas de
interesse agrondmico (YAO et al., 2007b). Possivelmente, os complexos raciais surgiram das
hibridagcOes ocorridas entre o germoplasma local e o americano (PATERNIANI, 1998). Alem
das hibridacGes, outras forcas da evolugdo como a selecdo, a mutacdo e a migracdo também
tiverem papel central para a constituicdo das diferentes racas e a maioria delas descende,
provavelmente, daquelas cultivadas pelas tribos indigenas durante muitos anos apds a
domesticacdo do milho (PATERNIANI; GOODMAN, 1977).

De acordo com Vilela-Morales e Valois (2000) os acessos de germoplasma atendem a
necessidade do desenvolvimento da agricultura sustentavel porque sdo fonte de variabilidade
que podem levar a melhorias genéticas, maior plasticidade ecoldgica e resisténcia a estresses
bidticos e abioticos. Além disso, a caracterizacdo genética € essencial para a conservacdo do
germoplasma além de permitir a estimativa do parentesco genético e dos indices de
diversidade (BHAT; JARRET, 1995). O conhecimento da quantidade e da distribuicdo da
variacdo genética proporciona um guia para predizer caracteristicas que sdo essenciais para o
melhoramento deste cereal como a acdo génica, os padrdes de heranca, a variabilidade e o
nivel de heterose (DUAN et al., 2006).

Os melhoristas tém procurado ampliar a variabilidade genética nos seus programas de
melhoramento, principalmente apds a catastrofe ocorrida em 1.970 nos Estados Unidos da
América, em funcdo de uma epidemia causada pela ocorréncia de Bipolaris maydis. A
maneira usual para a ampliacéo da variabilidade genetica tem sido o intercambio de linhagens
elites entre os diferentes programas, embora o0 germoplasma existente nos centros de
origem/diversificacdo e nos bancos de germoplasma ainda sejam pouco explorados
(SPRAGUE, 1980).
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Ao longo dos ultimos anos tém-se percebido declinio na diversidade genética das
variedades cultivadas. A selecdo continua estreitou a variagdo genética no germoplasma que
leva a producdo de hibridos. Com esta base restritiva, o germoplasma de milho pode nédo
conter todos os alelos favoraveis e desejaveis para manter o progresso com a selecao artificial
(YAO et al., 2007a). Consequentemente, as novas Vvariedades desenvolvidas séo
geneticamente mais homogéneas e, portanto mais sensiveis a novas doencas e a condicdes
ambientais adversas de cultivo (ASINS; CARBONELL, 1989).

Para aumentar a diversidade genética das cultivares é necessaria a utilizacdo de
germoplasma mais diverso. Assim, genétipos mais distantes podem ser utilizados para criar
combinacOes de genes favoraveis além de aumentar a probabilidade de obter hibridos com
maior heterose (TABELI et al., 2009). Isto tem motivado a pesquisa por novas fontes de
variacdo para serem usadas em programas de melhoramento, sendo que muitas organizagoes
nacionais e internacionais tém destacado a necessidade da conservacdo e do uso das espécies
silvestres relacionadas as espécies cultivadas (BROWN; BURDON; GRACE, 1990).

O estudo da diversidade genética € o processo pelo qual a variagdo entre as
populagdes, entre os grupos ou entre os individuos é analisada por meio de um método
especifico ou de uma combinacdo de métodos. Os dados normalmente envolvem um ndmero
grande de mensuracOes baseadas em dados morfoldgicos, bioguimicos, citologicos e aqueles
baseados em técnicas moleculares de DNA, permitindo uma diferenciagdo mais realista e fiel
dos genotipos. A analise da diversidade genética pode gerar conhecimento sobre a dispersao
de uma espécie bem como determinar locais para futuras coletas de germoplasma (PEREIRA,;
PEREIRA; COSTA, 2009).

As colecbes de germoplasma mantidas pelas instituicdes publicas ou privadas
conservam, além do germoplasma cultivado, um grande nimero de acessos que representam
as racas locais, as espécies silvestres e as espécies invasoras relacionadas ao grupo cultivado.
O uso desse germoplasma pelos melhoristas visa conhecer e transferir as caracteristicas
desejaveis para um conjunto de gendtipos melhorados e adaptados (PEREIRA; PEREIRA;
COSTA, 2009).

No passado, os melhoristas utilizavam apenas os dados da caracterizacdo morfoldgica
para conhecerem o0s genoétipos existentes nas colecbes. Com o advento dos marcadores

moleculares, os pesquisadores tém uma poderosa ferramenta que permite: estimar a
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diversidade genética existente na colecdo; determinar as relacdes genéticas entre 0s gendtipos

e acompanhar a introgressao de genes especificos durante o processo de selecao.
1.4 MARCADORES MOLECULARES

A diversidade genética em plantas tem sido avaliada mais eficientemente depois da
introdugdo de metodos que revelam polimorfismos diretamente ao nivel bioquimico e de
DNA. Consequentemente se obtém uma estimativa mais precisa quando baseada numa grande
quantidade de informacgdes sobre a diversidade genética dos gendtipos disponiveis para o
melhoramento (BRUEL et al., 2007; CARVALHO et al., 2004). Varios estudos tém
demonstrado a diversidade genética ou o parentesco de linhagens de milho ao nivel molecular
(BORNET; BRANCHARD, 2001; SENIOR et al., 1998).

As variacOes na sequéncia do DNA tém sido usadas como marcador molecular em
plantas e animais durante as ultimas duas décadas (KORZUN, 2003). A utilizacdo desta
tecnologia no gerenciamento do germoplasma pode facilitar a introgressdo da variabilidade
presente nos acessos silvestres através da caracterizacdo da diversidade genética e das

relagdes filogenéticas entre os gendtipos (BOREM, 2009).

Os marcadores moleculares sdo eficientes nas avaliacdes de germoplasma por
diferenciarem cultivares, para screening de genes e para a constru¢do de um subconjunto
representativo da colegdo nucleo (XU et al., 2003). A alta resolucdo e confiabilidade na
identificacdo das cultivares os tornaram ferramentas importantes nos estudos de diversidade
genética (BERED et al., 2005), os quais podem caracterizar eficientemente a matéria-prima

dos programas de melhoramento.

Aliados as técnicas da engenharia genética e do sequenciamento de genomas, 0S
marcadores moleculares sdo ferramentas auxiliares ao melhoramento de plantas. A utilizacdo
destas metodologias tem permitido melhorar a eficiéncia no processo seletivo principalmente
para caracteristicas com forte influéncia ambiental. De maneira geral, sdo eficazes, precisos e
com custos mais reduzidos quando comparados a selecdo baseada apenas na fenotipagem dos
individuos ao longo dos ciclos de sele¢do a campo (BOREM, 2009). Destacam-se em relagio
aos morfoldgicos por: detectar nimero ilimitado de marcadores, ndo variar entre os tipos de
tecidos ou estddios de desenvolvimento, ndo apresentar interacdes com o ambiente e

normalmente resultar em bom numero de loci polimorficos (NEALE et al., 1992).
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A caracterizacdo morfoldgica, a anélise de pedigree, as estimativas de heterose e a
deteccdo da variacdo ao nivel de DNA atraves de marcadores moleculares sdo algumas das
diferentes metodologias usadas para caracterizar a diversidade genética no germoplasma de
milho. Ainda pode ser estimada através da capacidade especifica de combinacdo dos
genotipos, manifestada em uma série de cruzamentos entre variedades e hibridos (MELO et
al., 2001).

A analise através dos marcadores moleculares pode definir precisamente o fingerprint
de qualquer organismo e no caso das plantas tornou-se importante ferramenta nos programas
de retrocruzamentos, por acelerar e facilitar a recuperacdo do genoétipo recorrente e garantir
que um nimero maior de individuos com os genes de interesse sejam selecionados (SALLA,
2002). Exercem uma importante funcdo no mapeamento cromossémico, na identificagdo e
clonagem de genes, no desenvolvimento de novas cultivares, permitindo o conhecimento da
variabilidade genética em niveis intra e interespecificos (GOTMISKY; KOKAEVA,;
BOBROVA, 1999; WILLIAMS et al., 1993). Além disso, tém sido usados para determinar

novos grupos heterodticos e/ou alocar genotipos em grupos heterdticos pré-existentes.

A caracterizacdo molecular em milho é um método eficiente para aplicacdo em larga
escala. Os resultados desta caracterizacdo possibilitam posicionar as linhagens e populacdes
nos respectivos grupos heteréticos, além de refinar os principais subconjuntos formados pela
avaliacdo a campo auxiliando na organizacdo das colec¢Bes e ainda permitindo uma melhor
compreensao da evolucdo das principais racas de milho (WARBURTON et al., 2002). O
fingerprinting molecular apresenta vantagens sob a caracterizagdo morfolégica porque
complementa as medidas fenotipicas, quantifica as mudancas genéticas e real¢a as variagdes
no DNA as quais podem ndo ser fenotipicamente expressas (SHEHATA; AL-GHETHAR;
AL-HOMAIDAN, 2009).

De maneira geral, as técnicas baseadas no DNA sdo utilizadas na caracterizagdo e
discriminacdo dos gendtipos e na identificacdo de marcadores associados a caracteristicas de
interesse agronémico (SILVA, 1999). Permitem identificar regides genémicas associadas a
heranca poligénica através do mapeamento de QTL s (quantitative trait loci) as quais servem
para localizar genes de interesse, facilitar a selecdo assistida por marcadores e a clonagem
baseada em mapa, além de possibilitar o entendimento da base bioldgica de caracteristicas

muito complexas. Ao contrario dos marcadores morfoldgicos, o nivel de polimorfismo dos
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marcadores moleculares geralmente é alto para cada locus estudado (KONGKIATNGAM,;
WATERWAY; FORTIN, 1995).

Varios tipos de marcadores de DNA estdo disponiveis atualmente, diferenciando-os
quanto a habilidade na deteccdo do polimorfismo, ao custo da aplicacao, a facilidade de uso e
a consisténcia dos resultados (BOREM, 2009). Para avaliar precisamente a diversidade
genetica a metodologia deve atender os seguintes critérios: barata e eficiente no tempo, gerar
marcadores multiplos e independentes, fornecer resolucdo adequada das diferencas genéticas,
repetibilidade, necessidade de pouco DNA e pequeno conhecimento prévio do genoma do
organismo. Neste sentido, ndo existe técnica molecular que atenda a todos esses critérios, o
que se constata € que todas as técnicas relacionadas aos marcadores de DNA apresentam
vantagens e algumas limitacdes relacionadas a sua plena utilizagio (MUELLER;
WOLFENBARGER, 1999).

A genotipagem através de marcadores que utilizam a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) tem sido extensivamente usada para a analise da diversidade em muitas
espécies cultivadas (CHANNAPPA et al., 2009). As técnicas como RFLP, microssatélite ou
SSR, AFLP e RAPD dentre outras sdo as principais utilizadas na analise genética em plantas
(ARAUJO et al., 2003). Ambas partem do principio que diferencas entre as sequéncias de
nucleotideos que compdem as moléculas de DNA de cada individuo revelam um padrdo Unico
(fingerprint) que pode ser util na identidade do individuo através do polimorfismo de
fragmentos de DNA gerado nestes locais do genoma (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

A literatura indica a existéncia de correlacdo positiva entre a divergéncia genética e a
porcentagem de heterose (FALCONER; MAKAY, 1996). Por este motivo, as estimativas de
divergéncia genética entre linhagens endogamicas, por meio dos marcadores moleculares,
contribuem para reduzir os esforgos das polinizagdes manuais, possibilitando a obtencéo de
grupos heteréticos e direcionando o0s cruzamentos na tentativa de obter hibridos mais
produtivos e com elevado vigor (LABORDA et al., 2005). Além disso, possibilitam a
organizacdo do germoplasma e uma amostragem mais eficiente dos genotipos que o compdem
(NIENHUIS etal., 1993).

Os coeficientes de similaridade especificos para variaveis binarias sdo sugeridos em
estudos de divergéncia baseados em marcadores dominantes (DUARTE; SANTOS; MELO,
1999). O agrupamento dos genotipos a partir dos diferentes coeficientes depende do modo

pelo qual a matriz de dados originais (1: presenca e 0: auséncia) € empregada na estimativa da
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similaridade. Quando dois gendtipos sdo comparados podem ocorrer as seguintes situacdes:
a=1,1; b=1,0; c=0,1 e d=0,0. Assim, conforme o0s pesos atribuidos pelos diferentes
coeficientes e o0 modo pelo qual sdo considerados, o agrupamento dos genétipos pode ser
influenciado (EMYGDIO et al., 2003)

Meyer et al. (2004) a partir da genotipagem de linhagens de milho com os marcadores
RAPD e AFLP visaram comparar diferentes coeficientes de similaridade e a influéncia dos
mesmos nas analises de agrupamento. Os resultados indicaram que os coeficientes de Jaccard;
Sorensen-Dice; Anderberg e Ochiai apresentaram indices semelhantes, possivelmente por
desconsiderarem as co-ocorréncias negativas (0-0) na analise. Da mesma forma, o0s
coeficientes Simple-Matching; Rogers e Tanimoto e Ochiai Il foram similares, provavelmente
por considerarem as co-ocorréncias negativas. Por outro lado, os coeficientes de Russel e Rao
demonstraram indices muito divergentes dos demais, possivelmente devido as co-ocorréncias
negativas estarem no numerador ao invés do denominador da expressdo. As co-ocorréncias
negativas ndo significam necessariamente que as regioes no DNA sdo idénticas, portanto o
uso de coeficientes que ndo as incluem é sugerido. O coeficiente de Jaccard tem sido mais

utilizado na literatura provavelmente pela maior facilidade na interpretacdo dos resultados.

Os métodos de agrupamento tém por finalidade separar um grupo original de
observacGes em varios subgrupos, de forma a obter homogeneidade dentro e heterogeneidade
entre 0s subgrupos. Dentre estes métodos, 0s hierarquicos e 0s de otimizagdo sdo empregados
em grande escala pelos pesquisadores. Nos métodos hierarquicos, os gendtipos sdo agrupados
por um processo que se repete em varios niveis, sendo estabelecido um dendograma, sem a
preocupacdo prévia do nimero 6timo de grupos. A forma mais conhecida e utilizada para
representar a estrutura dos agrupamentos com base na distancia entre pares de gendtipos é
através da média das distancias entre todos os pares de gendtipos analisados, denominado de
método UPGMA (BERTAN et al., 2006).

1.4.1 Marcador RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Novos sistemas de marcadores utilizados na avaliacdo da diversidade genética
envolvendo grande numero de individuos foram desenvolvidos a partir da amplificacdo de
sequéncias de DNA baseada na PCR (SAIKI et al., 1988). O marcador RAPD (WELSH,;
McCLELLAND, 1990; WILLIAMS et al., 1990) baseia-se na repeticdo ciclica da extensdo
enzimatica de iniciadores (primers) que se anelam nos dois extremos opostos do DNA molde

resultando em varios fragmentos com tamanhos diferenciados. Para esse conjunto de
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fragmentos € possivel determinar o polimorfismo da sequéncia de DNA, que pode ser usado
como marcador genetico (WILLIAMS et al., 1990). Nesta metodologia, utiliza-se apenas um
Unico oligonucleotideo de 10 bases (primer) com sequéncia aleatoria, portanto, sua sequéncia

alvo é completamente desconhecida no genoma em analise (ARAUJO et al., 2003).

No milho, essa técnica tem sido amplamente utilizada em estudos de diversidade
genetica pelo baixo custo e rapidez na obtencao de polimorfismos (HAHN et al., 1995; WU,
2000). Normalmente, sdo necessarios poucos primers para se obter resultados com sequéncias
complementares no genoma (MUELLER; WOLFENBARGER, 1999). Além disso, 0 RAPD
tem recebido atencdo pela habilidade em detectar regides no DNA que aparentemente
evoluem mais rapidamente do que os loci isoenziméaticos (BARUFFI et al., 1995). Carvalho et
al. (2004) estudaram a diversidade genética entre 79 variedades crioulas e duas variedades
melhoradas de milho através de 32 primers RAPD. A genotipagem com este marcador
amplificou 255 fragmentos, dos quais 184 (72,2 %) foram polimorficos. A similaridade
genética entre as variedades de milho variou de 78 a 91 %. A analise de agrupamento pelo
método UPGMA reuniu as variedades crioulas em dois grupos principais 0s quais estavam

associados a cor das sementes.

Este marcador molecular tem recebido criticas porque a amplificacdo via PCR ocorre
normalmente sob baixa seletividade, o que aumenta a chance de anelamento inespecifico
gerando artefatos da PCR. A origem do polimorfismo ndo é bem compreendida devido a
expressdao dominante do marcador, ou seja, ndo € possivel distinguir um individuo
homozigoto de um heterozigoto para o alelo marcador, consequentemente no caso de
homologia entre fragmentos estes ndo poderiam ser utilizados na reconstrucao da filogenia
(RIESENBERG, 1996). Além disto, os padrbes de bandas ndo sdo confidveis e reprodutiveis
na maioria dos casos (JONES et al., 1997; PEREZ; ALBORNOZ; DOMINGUES, 1998).

Para minimizar a baixa repetibilidade dos fragmentos amplificados, alguns aspectos
devem ser considerados: conhecimento prévio da composicdo do primer, otimizacdo dos
reagentes, adequagdo dos programas de PCR e cautela na execucdo do protocolo. Varios
estudos tém destacado pontos que podem afetar o nimero de fragmentos amplificados bem
como a intensidade dos produtos como: a concentracao do cloreto de magnésio, concentracao
do primer, unidades da enzima Tag DNA polimerase e principalmente a temperatura de
anelamento dos oligonucleotideos (GOTMISKY; KOKAEVA; BOBROVA, 1999;
WILLIAMS et al., 1993). Sob baixas temperaturas de anelamento (30 a 35 °C), duas
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sequéncias de DNA complementares aos iniciadores aleatorios devem estar suficientemente
adjacentes (< 4000 pares de bases) e em orientacdo oposta, de maneira a permitir a
amplificacdo exponencial de um segmento de DNA pela enzima. Ao utilizar ciclos rapidos de
PCR e alteraches na temperatura entre as etapas de anelamento e extensdo, os fragmentos
amplificados podem apresentar-se com baixa intensidade (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998).

A literatura indica que as melhores concentracGes para os iniciadores estdo entre 0,1 a
2,0 mM. Em baixas concentracGes os produtos de amplificagdo podem néo ser detectados em
gel de agarose e em altas concentragdes as bandas ficam com aspecto de arraste (WILLIAMS,
et al., 1993). Os pareamentos nucleotidicos do tipo GC (guanina-citosina) sdo mais estaveis
que os AT (adenina-timina) afetando diretamente o tempo de permanéncia do iniciador no
sitio de amplificacdo. Se este tempo for curto, a estabilizacdo do pareamento do iniciador com
o sitio de iniciacio no DNA ¢é prejudicado. Consequentemente, o segmento nao sera
amplificado ou ira gerar um fragmento fraco no gel (ARAUJO et al., 2003). Por outro lado, o
marcador RAPD pode apresentar maior confiabilidade quando sdo utilizados fragmentos
consistentes entre duas extracdes independentes de DNA (OLIVEIRA et al., 1996; YANG et
al., 1996).

Apesar das limitagdes, os marcadores RAPD s continuam a ser plenamente utilizados
porque muitos dos fragmentos sdo idénticos a nivel intraespecifico e as estimativas da
diversidade genética entre e dentro das populacdes sdo muito similares quando comparados a
outros marcadores com expressdo dominante como os AFLP e os Inter Simple Sequence
Repeats - ISSR (NYBOM, 2004). Os RAPD's sdo usados para avaliar e caracterizar as
variacOes genéticas existentes entre individuos de interesse, nem sempre relacionadas com
diferencas fenotipicas (WILLIAMS et al., 1990). Este marcador tem sido amplamente
utilizado para analisar a diversidade genética em Vvarias especies vegetais, populacoes
naturais, geracbes de segregacdo e colecdes de germoplasma (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1996).

O conhecimento do polimorfismo gerado pelo RAPD pode ser aplicado para
identificar e classificar diferentes cultivares através da similaridade genética (ARAUJO et al.,
2003) e solucionar problemas em diferentes espécies de plantas, gerando informacao util a

conservacédo e ao melhoramento genético.
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Lanza et al. (1997) utilizaram este marcador na analise da similaridade genética entre
linhagens endogamicas de milho, separando-as em diferentes grupos heteréticos com o
propésito de predizer os melhores cruzamentos para o desenvolvimento de hibridos. A analise
de agrupamento dividiu os gendtipos em 3 grupos principais. A distancia genética foi
correlacionada com importantes caracteristicas agrondmicas dos hibridos simples e com a
heterose. Desse modo, os resultados mostraram que as distancias genéticas estimadas atraves
do marcador RAPD podem ser usadas para determinar grupos heteréticos entre as linhagens

endogamicas de milho oriundas de populacdes tropicais com ampla base genética.

Bruel et al. (2007) avaliaram a diversidade genética em 16 linhagens de milho usando
22 primers RAPD, os quais resultaram na amplificacdo de 265 fragmentos. Destes, 237 (84,4
%) apresentaram-se polimorficos. A distancia genética média encontrada foi de 0,50. Através
do método UPGMA, as linhagens foram agrupadas em 5 grupos heteroticos distintos. O
procedimento bootstrap foi aplicado para verificar se a quantidade de fragmentos utilizados
foi suficiente para assegurar a confiabilidade dos resultados. Esta analise revelou que com
aproximadamente 130 fragmentos o coeficiente de variagdo estabilizou em 8,3 %, sugerindo
que 0s 265 fragmentos utilizados foram suficientes para avaliar a diversidade genética entre as
linhagens analisadas. O alto indice de polimorfismo revelado com o RAPD demonstrou
eficiéncia para analisar a diversidade genética em linhagens e que a divergéncia geneética

poderia ser utilizada para estabelecer grupos heteréticos entre as linhagens de milho.

Da mesma forma, Moeller e Schaal (1999) avaliaram a diversidade genética entre
cole¢cbes de milho crioulo através do RAPD. Este marcador revelou alto nivel de
polimorfismo entre os gendtipos, com média de 70,7 % entre os primers genotipados. A
analise de agrupamento foi eficiente na confirmacdo do parentesco e na identificacdo dos
acessos classificados erroneamente. Entretanto, o dendograma ndo revelou uma forte
correspondéncia entre o parentesco genético e a posicdo geografica das colecoes de milho.
Neste sentido, os resultados confirmaram a hipdtese que mdltiplas introducdes de milho

resultaram em uma ampla variabilidade morfoldgica encontrada nos acessos da regido.

Rinaldi et al. (2007) correlacionando heterose e divergéncia genética estimadas por
cruzamentos dialélicos e marcadores moleculares RAPD em populacbes de milho pipoca
detectaram 250 fragmentos amplificados através de 26 primers RAPD. Desses, 189 foram
polimorficos, resultando num polimorfismo médio de 75,6 %. Através do método bootstrap

observaram uma estabilizacdo do coeficiente de variacdo (5,2 %) das distancias genéticas
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entre 0s parentais, ou seja, 0s 250 fragmentos utilizados foram suficientes para a avaliacdo da
divergéncia genética. Os resultados demonstraram correlacdes significativas entre a
divergéncia genética e 0s caracteres massa de grdos, altura de planta, altura de espiga e
prolificidade dos hibridos avaliados no dialelo em estudo. Entretanto, para capacidade de
expansdo, florescimento e heterose percentual ndo foram constatadas correlagdes

significativas com a divergéncia genética estimada.

Esforcos consideraveis tém sido feitos a fim de avaliar a eficicia do RAPD em
comparacdo a outros marcadores, mediante a analise de correlacdo entre as matrizes de
similaridade genética (HAHN et al., 1995). Entretanto, cautela é necessaria quando se
compara diferentes sistemas principalmente devido a natureza diferenciada do contetdo de
informacdo bem como aos diferentes graus de confianga para cada método sobre a saturagao
dos genomas (LANZA et al., 1997).

1.4.2 Marcador microssatélite ou SSR (Simple Sequence Repeats)

O marcador microssatélite (LITT; LUTY, 1989; TAUTZ, 1989) se tornou popular
primeiramente em estudos genéticos com mamiferos, e tem gerado um consideravel interesse
entre geneticistas de plantas. Nos Gltimos anos foram desenvolvidos para muitas espécies
vegetais, incluindo o milho (SENIOR et al., 1996).

Os trechos de motivos repetidos em tandem no DNA podem ser di, tri ou tetra
nucleotideos como (GA), (ATT), ou (ATGT), respectivamente (WEBER, 1990). Estdo
presentes nas regides codantes e ndo codantes do genoma de eucariotos e procariotos (GUR-
ARIE et al., 2000). S&o caracterizados pela grande abundéncia, alta variabilidade e ampla
distribuicdo no genoma, com frequéncia de um a cada 50 mil pares de bases nos vegetais
(MORGANTE; OLIVIERI, 1993).

Esses marcadores fornecem informacgdo extremamente util para os melhoristas no
agrupamento de gendtipos e para o planejamento dos cruzamentos (LU; BERNARDO, 2001).
Tém sido utilizados para estudar a variabilidade genética baseada no polimorfismo do DNA
em uma série de plantas cultivadas incluindo a soja, o trigo, o milho, o arroz, o sorgo e a

cevada.

Atualmente existem diferentes estratégias para o desenvolvimento dos primers SSR's.
O método que se destaca € o da biblioteca gendmica enriquecida com hibridacdo seletiva,

podendo ser isolados diretamente de bibliotecas de DNA gendmico total ou de bibliotecas
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enriquecidas por microssatelite especificos (BUDAK et al., 2003). A maior desvantagem
desse marcador é o alto custo bem como o tempo e esfor¢o necessario para o desenvolvimento
dos primers (ZANE; BARGELLONI; PATARNELLO, 2002). Como consequéncia, a

utilizacdo pode ser prejudicada em estudos que necessitam de um grande nimero de primers.

No milho, o SSR é uma ferramenta valiosa para o mapeamento do genoma
(TARAMINO; TINGEY, 1996), estudos de evolucio (MATSUOKA; MITCHELL,;
KRESOVICH, 2002), genética da conservacdo (POWELL et al., 1995), protecdo dos direitos
de propriedade (KUBIK et al., 2001) e selecdo assistida por marcadores (WEISING et al.,
1998).

Legesse et al. (2007) estudaram a diversidade genética em linhagens endogamicas de
milho africanas através de 27 pares de primers SSR's, 0s quais amplificaram 104 fragmentos
(3,85 fragmentos/loci). A média do Conteudo de Informacao Polimorfica (PIC) encontrada foi
de 58 %, demonstrando o potencial do SSR em detectar diferencas entre as linhagens. O
agrupamento pelo método UPGMA formou 5 grupos entre as linhagens com bom ajuste da
matriz de dados baseado no valor do coeficiente de correlacdo cofenética. Adicionalmente, o0s
resultados da analise de agrupamento foram consistentes com a informacdo da ascendéncia e
confirmaram o posicionamento da maioria das linhagens de acordo com a adaptacdo

agroecologica as altas e médias altitudes.

Da mesma forma, Adeyemo et al. (2011) avaliaram a diversidade genética e o
parentesco entre linhagens de milho de endosperma amarelo através de 87 primers SSR's.
Destes, 75 foram polimorficos e produziram um total de 297 fragmentos (3,96 alelos/locus).
O valor médio do PIC foi de 56 %. Embora este valor represente um baixo nivel de
polimorfismo, a analise de agrupamento separou as linhagens em 2 grupos bem definidos

consistentes com os dados do pedigree.

Os microssatélites apresentam melhor poder de discriminacdo do que o marcador
RFLP e podem revelar associac@es genéticas oriundas do pedigree das linhagens endogamicas
envolvidas (PEJIC et al.,, 1998). A tecnologia é dependente da reagdo de PCR e o
polimorfismo entre os fragmentos amplificados pode ser detectado usando gel de agarose,

considerado o sistema mais acessivel e menos oneroso (BANTTE; PRASANNA, 2003).

No trabalho de Souza et al. (2008) os resultados indicaram que o RAPD foi eficiente

para validar os dados de pedigree, enquanto o SSR para reconhecer as diferencas entre as
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caracteristicas quantitativas. Devido a dispersdo aleatéria dos marcadores no genoma, a
selecdo de um ou outro dependera das caracteristicas do material usado e dos objetivos do
trabalho. O uso do RAPD é mais apropriado para o agrupamento de genétipos porque baseia-
se na similaridade entre os individuos; enquanto o0s microssatélites, por apresentarem

expressdo codominante, sdo mais indicados para a identificacdo dos genotipos.

Os loci SSR sédo altamente mutaveis e podem estar presentes em muitas regides no
genoma (MORGANTE; OLIVIERI, 1993; TAUTZ, 1989). Sdo extremamente Uteis em milho
porque sdo amplamente dispersos nos cromossomos, além do elevado conteddo de
polimorfismo gerado (CHIN et al., 1996). Uma vez desenvolvidos, tornam-se baratos e séo
muito faceis de manusear porgque necessitam de pouca quantidade de DNA molde. A maior
dificuldade encontrada € que os alelos dos microssatélites podem diferir por poucos ou por
um par de bases, necessitando eletroforese em géis de alta resolucao (poliacrilamida). Além
disto, as condicGes da reacdo da PCR precisam ser otimizadas para cada locus, ja que os pares
de primers utilizados na amplificacdo variam tanto em tamanho como na composi¢do dos
nucleotideos. Para contornar esse problema, Senior et al. (1996) propuseram um programa de
PCR denominado “touchdown”, onde a temperatura de anelamento (Tannea) do par de primers
decresce gradualmente conforme a reacdo acontece. Na auséncia de amplificacdo outras
variaveis deverdo ser otimizadas na metodologia como: concentracdo do primer, cloreto de
magnésio e quantidade da enzima Tag polimerase (OGLIARI; BOSCARIOL; CAMARGO,
2000).

Xiang et al. (2010) analisaram 22 variedades crioulas de milho através de 41 pares de
primers SSR em géis de alta resolucdo (poliacrilamida) para determinar a diversidade
genética. Os primers resultaram na amplificagdo média de 211 fragmentos polimorficos, com
indice médio de polimorfismo de 74,2 %. O valor médio da distancia genética encontrado foi
de 0,16 com numero efetivo de 1,5 alelos. O PIC variou de 52 a 93 %, com média de 78 %.
As variedades crioulas de milho foram classificadas em 3 grupos de acordo com a origem. Do
mesmo modo, Choukan et al. (2006) determinaram o nivel de parentesco e grupos heteréticos
em linhagens de milho com 46 primers SSR's, os quais amplificaram 225 fragmentos (4,9
alelos/locus). O valor medio de PIC foi de 54 %. A analise de agrupamento resultou em 4

grupos, os quais foram consistentes com a origem dos genétipos.

O milho foi uma das primeiras culturas usadas no desenvolvimento de primers SSR

(CHIN et al., 1996). A literatura indica a existéncia de mais de 2.000 primers disponiveis
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(WANG et al., 2007). O desenvolvimento em larga escala foi beneficiado pelos resultados
obtidos com o Sequenciamento do Genoma do Milho e com o depdsito de um grande numero
de sequéncias de DNA em bancos de dados (PARIDA et al., 2006). Nos tltimos anos, alguns
trabalhos tém destacado a importancia de selecionar um conjunto universal de primers
microssatélites visando a certificacdo de germoplasma, separacdo de grupos heteroticos,
identidade genética e para a constru¢do de um banco de dados de fingerprinting de DNA em
milho (WANG et al., 2007).

Os microssatélites sdo informativos para o estudo do parentesco genético entre as
espécies de plantas estreitamente relacionadas bem como entre as subpopulacGes de uma
mesma espécie, principalmente por apresentarem expressao codominante, ou seja, é possivel
distinguir um individuo homozigoto de um heterozigoto para o alelo marcador (BOWCOCK
et al., 1994). Destacam-se por superar as limitagfes associadas com os marcadores RFLP e
RAPD. Em relacdo a outros marcadores de DNA, os microssatélites sdo mais abundantes,
amplamente distribuidos no genoma, hipervariaveis na natureza e apresentam elevado
contetdo de informagdo (GUPTA et al., 1996).

Laborda et al. (2005) afirmam que este marcador tem melhor habilidade para explorar
a diversidade genética, revelando alto polimorfismo e consequentemente amostrando maior
porcdo da variabilidade genética. Wu e Tanskley (1993) afirmaram que a heterozigose
(polimorfismo) dos loci SSR é de 7 a 10 vezes maior que a dos RFLP em muitas espécies
vegetais. A aplicacdo deste marcador molecular em plantas depende da disponibilidade dos
loci microssatélites, que tém sido desenvolvidos para algumas espécies vegetais como a soja,

o arroz e o milho.

A utilizacdo do SSR para a discriminagdo entre genotipos extremamente relacionados
tem sido possivel pelo padrdo de expressdao codominante dos alelos do marcador associado a
deteccdo por metodologias automatizadas (AKKAYA; BHAGWAT; CREGAN, 1992).
Estudos prévios indicam que a repeticdo do dinucleotideo AT parece predominar no genoma
das plantas (WU; TANSKLEY, 1993). Porém, outros sugerem que as repeticdes CT e/ou TG
sdo frequentemente encontradas (CHIN et al., 1996). A literatura tem revelado que os SSR em
plantas apresentam altos niveis de polimorfismo, com 26 alelos em soja (RONGWEN et al.,
1995) e até 37 alelos por locus em cevada (SAGHAI-MAROOF et al., 1994).

Este marcador tem possibilitado a caracterizacdo genética em fina escala das colegdes

de germoplasma. Por serem altamente polimdrficos, faceis de gerar, altamente repetitivos,
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possibilidade de automatizacéo e alta acurécia, constituiem-se numa categoria muito Util em
pesquisas de larga escala como na caracterizagdo genética de recursos vegetais em bancos de
germoplasma (HECKENBERGER et al., 2002).

1.4.3 Marcador AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

O marcador molecular AFLP ¢é baseado na amplificacdo via PCR, de um subconjunto
de fragmentos gerados a partir da dupla digestio do DNA genémico com combinagdes de
enzimas de restricdo, que clivam o DNA em sitios especificos, de corte raro e de corte
frequente (ZABEAU; VOS, 1993).

A maior vantagem associada ao AFLP é a capacidade multiplex, ou seja, elevado
numero de fragmentos polimdrficos amostrados por gel, pequeno conjunto de primers
utilizado e incipiente conhecimento prévio das sequéncias (MANK et al., 1999). Como
resultado, tem revelado ampla aplicabilidade taxondémica principalmente para investigar a
variacdo genética em grande variedade de microorganismos, plantas e animais (AJMONE-
MARSAN et al.,, 2001; JANSSEN et al., 1996; TEREFEWORK; KAIJALAINEN;
LINDSTROM, 2001).

O marcador AFLP ndo requer nenhuma pré-informacéo sobre a sequéncia nucleotidica
sob investigacdo devido aos primers da reacdo de PCR serem baseados nas sequéncias obtidas
pelo corte das enzimas de restricdo e dos adaptadores universais aos quais sdo ligados. Esses
marcadores representam uma poderosa ferramenta para a analise do DNA pela melhoria no
fingerprinting e nos estudos de diversidade (POWELL et al., 1996), principalmente pelo alto
polimorfismo e reprodutibilidade (JAMES; LESEMANN; DOWN, 2003).

As analises baseadas em AFLP tém sido empregadas para 0 mapeamento do genoma
(ZIMNOCH-GUZOWSKA et al., 2000), analise de parentesco (GERBER et al., 2000),
identificacdo de marcadores ligados a genes de resisténcia a doengas (CERVERA et al., 1996)

e para comparacdo entre germoplasmas (PEJIC et al., 1998).

Legesse et al. (2008) estudaram as relagdes entre o desempenho hibrido e as distancias
geneticas obtidas atraves do marcador AFLP em linhagens endogadmicas de milho. Utilizaram
9 combinacdes de primers AFLP, as quais geraram um total de 601 fragmentos. Destes, 80,5
% foram polimorficos. O valor do PIC variou de 25 a 40 %, com distancia genética média

entre os gendtipos de 0,59. A analise de agrupamento formou 5 grupos, de acordo com o
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pedigree, indicando a eficacia deste marcador na andlise da diversidade genética e na

determinacgdo dos grupos heteroticos.

Da mesma forma, Kiula; Lyimo e Botha (2008) avaliaram a associacdo entre as
distancias genéticas obtidas através do AFLP e o desempenho hibrido em linhagens de milho
tropical. Foram utilizadas 5 combinagdes de primers as quais amplificaram 278 fragmentos
(42 a 74 fragmentos/primer). Destes, 238 (82 %) foram polimorficos, com PIC médio de 28
%. A distancia genética entre as linhagens variaram de 0,30 a 0,63. Os resultados indicaram
que este marcador foi eficiente na identificacdo dos gendétipos similares/divergentes e na
escolha das melhores combinacbes de linhagens para a producdo de hibridos com valor

comercial.

Devido a alta repetibilidade e praticidade, tem sido considerado um marcador genético
com ampla aplicacdo em analise sistematica, tipagem patogénica, genética populacional e
mapeamento de genes de caracteristicas quantitativas - QTL's (MUELLER;
WOLFENBARER, 1999). A comprovada eficacia e confiabilidade do marcador AFLP
levaram ao aumento da sua utilizagao, sobretudo em estudos de diversidade, filogenia, mapas
de ligacdo e na identificacdo de cultivares (PAPA; GEPTS, 2003).

Hartings et al. (2008) avaliaram o parentesco e a diversidade genética entre 54
variedades crioulas de milho da Itdlia através da combinacdo de 10 primers AFLP que
geraram um total de 284 fragmentos polimorficos. O valor médio do PIC foi de 0,37 + 0,12,
evidenciando a alta capacidade de discriminacdo deste marcador. A analise de agrupamento
demonstrou uma separacdo clara dos acessos em relacdo aos dados morfoldgicos com a
formacdo de 4 grupos principais associados sobretudo a origem geografica das variedades

analisadas.

A amplificacdo dos fragmentos de DNA ¢ realizada sob condi¢es de alta seletividade,
eliminando assim artefatos da PCR que sdo rotineiramente visiveis para 0 marcador RAPD.
Consequentemente, as amplificagdes dos fragmentos aproximam-se da repetibilidade perfeita
(JONES et al., 1997; VOS et al., 1995), com erros globais geralmente inferiores a 2 %
(ARENS et al., 1998; JANSSEN et al., 1997).

Os AFLP’s podem ser gerados velozmente pela capacidade multiplex e pela alta
porcentagem de polimorfismo entre os fragmentos amplificados. Estudos com este marcador

relatam a visualizacdo de centenas até milhares de fragmentos (AJMONE-MARSAN et al.,
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1997). Por exemplo, Mackill et al. (1996) estimaram que uma simples pesquisa pode analisar
milhares de loci por més, dos quais pelo menos 30 % serdo polimorficos. Além disso, 0s
AFLP’s segregam de forma mendeliana e diferencas de apenas um Unico nucleotideo entre 0s
fragmentos amplificados podem ser revelados em gel de poliacrilamida ou através de
metodologias automatizadas (MUELLER; WOLFENBARGER, 1999).

A principal desvantagem do marcador AFLP estd na dificuldade em identificar os
alelos homdlogos, por apresentar expressdo dominante, tornando esse método menos eficiente
para os estudos que requerem atributos do estado alélico, como nas analises que envolvem
loci na condicdo heterozigota. Além disto, a expressdo dominante do marcador poderia levar a
uma estimativa imparcial do grau de parentesco (REEVE; WESTNEAT; QUELLER, 1992).
Em contrapartida, o elemento chave deste marcador diz respeito a grande capacidade em
realizar screening simultdneo em varias regides do DNA distribuidas aleatoriamente por todo
0 genoma da espécie analisada (MUELLER; WOLFENBARGER, 1999).

Os marcadores AFLPs tém sido usados para inferir sobre as relagdes filogenéticas de
espécies proximas baseadas em medidas de distancia genética. Quando se trata de um nivel
taxondbmico mais elevado, a alta variabilidade deste marcador reduz a similaridade entre os
taxa distantes para um nivel ao acaso, tornando as inferéncias filogenéticas mais
probleméticas. Neste sentido, é extremamente util para o agrupamento de linhagens
intimamente relacionadas, sendo crucial para estudos de biodiversidade ou pesquisas
epidemioldgicas (MUELLER; WOLFENBARGER, 1999).

Este marcador apresenta ampla aplicacdo nos estudos relacionados a genética da
conservacdo, como na analise da variacdo genética abaixo do nivel de espécie,
particularmente nas investigacdes sobre a estrutura populacional e nos niveis de diferenciagdo
(GONZALEZ et al., 1998), incluindo a variagao genética dentro das populagdes (WINFIELD
et al., 1998). Alem dos trabalhos voltados a estrutura populacional, os marcadores AFLP's
tém sido aplicados para avaliar o fluxo génico e a dispersdo (ARENS et al.,, 1998),
introgressdo de genes (TOHME et al., 1996) e estudos de hibridagdo (ARENS et al., 1998). A
alta resolucdo do marcador permite testes de identidade clonal entre individuos e assim
inferéncias podem ser obtidas sobre os modos de reproducdo sexual ou assexual dos
individuos (BEISMANN et al., 1997).

Normalmente um pequeno nimero de combinacdes de primers € suficiente para gerar

um namero adequado de fragmentos polimorficos. Entretanto, em alguns casos é necessaria
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uma serie de combinacfes de primers para gerar fragmentos que possam revelar diferencas
entre individuos intimamente relacionados ou endogdmicos, ou para confirmar a falta de
diferencgas. Pouco se conhece sobre a quantidade de fragmentos que devem ser gerados para
representar significativamente os loci altamente polimérficos. A principio, qualquer individuo
pode ser caracterizado com uma unica combinacdo de primers AFLP, devido ao grande
namero de fragmentos gerados, dos quais presumivelmente alguns serdo polimorficos (VOS;
KUIPER, 1997).
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAIS

Este trabalho visou estimar a variabilidade genética em germoplasma de milho crioulo
através da genotipagem molecular, bem como estabelecer possiveis relacbes entre 0s

coeficientes de similaridade/diversidade genética e os locais de coleta deste germoplasma.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar os indices de polimorfismo a partir da genotipagem das variedades

crioulas de milho através dos marcadores RAPD, SSR e AFLP;

2. Avaliar a eficiéncia dos diferentes marcadores moleculares na obtencdo de

fragmentos polimorficos em germoplasma de milho crioulo;

3. Estimar a similaridade/diversidade genética entre as variedades crioulas através da

genotipagem molecular com os marcadores RAPD, SSR e AFLP;

4. Realizar o agrupamento das variedades crioulas de milho através dos indices de

similaridade genética;

5. Estabelecer possiveis relagdes entre a similaridade genética e os locais de coleta das

variedades crioulas de milho.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

O material vegetal utilizado neste trabalho foi obtido através de parcerias entre a

Universidade Estadual de Ponta Grossa e centros de pesquisa publica como: FEPAGRO —

Verandpolis/RS, EMBRAPA-CPACT — Pelotas/RS e associagdes de pequenos produtores

rurais que mantém nas propriedades o cultivo de sementes crioulas de milho nos municipios

de Ponta Grossa e Rio Azul, no Estado do Parana. A Tabela 1 apresenta a identificacdo dos

genotipos de milho crioulo utilizados nesta analise. Estes acessos estdo conservados no banco

de germoplasma do Laboratério de Genética Molecular da UEPG.

Tabela 1 - Relagdo das variedades crioulas de milho utilizadas na analise molecular e os respectivos locais de
coleta. Ponta Grossa, 2012.

Trat. Variedade Crioula Local de Coleta/UF  Trat. Variedade Crioula Local de Coleta/UF
1 Nutricional Rio Azul/PR 25 Crioulo Riscado Verandpolis/RS
2 Milho Grande Ponta Grossa/PR 26 Dente de Ouro 2 Pelotas/RS
3 Palha Roxa Rio Azul/PR 27 Crioulo Amareldo Veran6polis/RS
4  Paiol Ponta Grossa/PR 28 Populacdo Nonoai Nonoai/RS
5 Branco Rio Azul/PR 29 Pintadinho FE 109 Canela/RS
6 Asteca Rio Azul/PR 30 Crioulo Verandpolis Verandpolis/RS
7  Caiano Rio Azul/PR 31 Crioulo 8 Carreiras Verandpolis/RS
8 Roxo indio | Cangucu/RS 32  Crioulo Cunha Roxo Verandpolis/RS
9 Branco p/ Palha Rio Azul/PR 33 BR451 Pelotas/RS
10 Pérola Rio Azul/PR 34  Crioulo Rosa Verandpolis/RS
11 Carioca Rio Azul/PR 35 Colonial Pelotas/RS
12  Astequinha Sab. Fino Rio Azul/PR 36 Catete Amarelo Cangucl/RS
13 Vinten Rio Azul/PR 37 Caiano FE 121 Tenente Portela/RS
14 Palha Roxa Rio Azul/PR 38 Branco Dentado Cangucl/RS
15 Encantilado Rio Azul/PR 39 Branco FE 126 Candiota/RS
16 Branco Rio Azul/PR 40 Argentino FE 128 Alto Unido/RS
17  Amarelo Antigo Rio Azul/PR 41 Caiano Ponta Grossa/PR
18 Crioulo 8 Carreiras Veranopolis/RS 42 Branco Ponta Grossa/PR
19 Crioulo Pururuca Veranopolis/RS 43  Cinguentinha Ibarama/RS
20 Caiano Rajado Cangugl/RS 44 Roxo indio Il Cangugl/RS
21 Vermelhdo FE 127 Candiota/RS 45 Dente de Ouro Cangucu/RS
22 Cunha Ibarama/RS 46  Argentino Flint Cangucu/RS
23 Crioulo Sabugo Fino  Verantpolis/RS 47  Crioulo Branco Comum  Veran6polis/RS
24 Crioulo Asteca Veranopolis/RS 48 Crioulo Palha Roxa Veran6polis/RS

Para a analise da diversidade genética das variedades crioulas de milho, através dos

marcadores moleculares RAPD, microssatélite e AFLP, foram coletadas folhas jovens de 15



Programa de P6s-Graduacdo em Biologia Evolutiva (UEPG — UNICENTRO) 39

plantas por variedade, as quais constituiram um bulk equitativo de tecido vegetal para cada
gendtipo de milho. As mesmas foram identificadas e estocadas em freezer (- 20 °C) para

posterior extracdo do DNA gendmico.
3.2 METODOLOGIAS
3.2.1 Extragdo do DNA genémico

O DNA gendmico de cada variedade crioula foi extraido a partir de um bulk de folhas
representativas de cada gendtipo. A metodologia de extracdo seguiu o protocolo de
Hoisington; Khairallah e Gonzalez de Leon (1994) modificado para extracdo em tubos

eppendorfde 1,5 mL.

O tecido vegetal previamente congelado em nitrogénio liquido foi macerado em
cadinho de porcelana. A cada 150 mg de tecido macerado adicionou-se 650 pL de tampéo de
extracdo CTAB 1X (70 uM de NaCl; 50 uM de EDTA pH 8,0; 100 uM de Tris-HCI pH 7,5; 1
% de CTAB (p/v); 140 uM de B-mercaptoetanol). As amostras foram homogeneizadas através
de suaves inversdes dos tubos e incubadas em banho-maria a 65 °C por uma hora. Apos este
periodo, foram acrescentados 500 pL de cloroférmio/alcool-isoamilico (CIA) na proporcao
24:1 (v:v), homogeneizadas por suaves inversdes por aproximadamente 5 minutos e
centrifugadas a 12000 rpm, por 12 minutos. Apds este periodo, o sobrenadante foi transferido
para novos tubos contendo 500 pL de CIA, os quais foram novamente suavemente invertidos
e centrifugados na mesma rotacdo e tempo descritos anteriormente. O sobrenadante foi
cuidadosamente retirado e transferido para novo tubo ao qual foi adicionado igual volume de
alcool etilico absoluto resfriado a - 20 °C. Apos inversdo dos tubos, 0 DNA foi precipitado e
centrifugado a 12000 rpm por 15 minutos. Os pellets foram lavados com alcool etilico 75 %
por 1 minuto, 90 % por 30 segundos e 100 % por 30 segundos. Apds a secagem do pellet a
temperatura ambiente, o mesmo foi ressuspendido em 40 pL de &gua ultrapura estéril e
tratado com 1 pL de RNAse (1 mg/mL) por 2 horas em banho-maria a 37 °C.

A quantificacdo do DNA foi realizada no espectrofotdmetro Nanovue GE Healfcare®.
Apo6s devidamente calibrado, quantificou-se individualmente o DNA gendmico a partir de
aliquotas de 2 pL da solucgdo concentrada, seguido da dilui¢do das amostras de DNA para uma
concentracéo final de 10 ng pL™. A integridade do DNA gendmico foi visualizada em gel de
agarose a 1 % corado com 6 pL de GelRed 0,1X mais tampédo de carregamento (0,25 % de

azul de bromofenol e 0,4 % de sucrose), na proporcao 1:1. As amostras foram submetidas a
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corrida eletroforetica por aproximadamente 4 h a 60 V. Apos, o DNA foi visualizado sob luz
ultravioleta em aparelho Vilber Lourmat F-590 interference UV/IR, seguido da
fotodocumentacdo em aparelho MF-ChemisBis (DNR-Biolmaging Systems Ltd). A Figura 1
apresenta a integridade/qualidade do DNA gendmico concentrado de uma amostra de 19

variedades crioulas de milho.
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Figura 1 - Amostras de DNA gendmico de 19 variedades crioulas de milho. M: marcador de peso molecular de
100 pb. Ponta Grossa, 2012.

3.2.2 Marcador molecular RAPD
3.2.2.1 Otimizacdo da temperatura de anelamento dos primers

A genotipagem das 48 variedades crioulas de milho através do marcador RAPD foi
realizada por meio da amplificacdo de fragmentos de DNA a partir de uma amostra de 30
primers RAPD. Cada iniciador foi constituido por uma sequéncia de 10 oligonucleotideos
aleatdrios (decamero). A Tabela 2 apresenta a relacdo dos 30 primers analisados, a sequéncia
de oligonucleotideos, a temperatura de anelamento recomendada pela empresa Prodimol

Biotecnologia S/A e as temperaturas de anelamento otimizadas pelos testes de gradiente.

Inicialmente para cada primer realizou-se um teste de gradiente de temperatura
visando encontrar a melhor temperatura de anelamento que otimizasse a qualidade dos
fragmentos amplificados na reacdo de PCR. Os gradientes de temperatura variaram de 25 até

45 °C na etapa de anelamento do primer com as fitas molde do DNA.
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Tabela 2 - Relagao dos primers RAPD’s analisados, sequéncia de oligonucleotideos, temperatura de anelamento
recomendada, temperatura otimizada e diferenca de temperatura. Ponta Grossa, 2012.

. o es s T°C T°C O i

Primer Sequéncia 5° -3 Recomendada Otimizada C Diferenca
01) OPAR - 04 CCAGGAGAAG 29,8 38,0 8,2
02) OPAW - 10 GTTGTTTGCC 30,1 38,0 7,9
03) OPAV -13 CTGACTTCCC 30,4 33,8 3,4
04) OPAW -19 GGACACAGAG 30,6 33,8 3,2
05) OPAV -19 CTCGATCACC 311 33,8 2,7
06) OPAW - 14 GGTTCTGCTC 31,9 31,4 -05
07) OPW - 08 GACTGCCTCT 331 41,0 7,9
08) OPAU-12 CCACTGGTCT 33,3 39,4 6,1
09) OPY -10 CAAACGTGGG 33,7 41,0 7,3
10) OPAD - 14 GAACGAGGGT 33,8 41,0 7,2
11) OPW -09 GTGACCGAGT 33,9 41,0 71
12) OPAM -01 TCACGTACGG 34,3 41,0 6,7
13) OPAR - 02 CACCTGCTGA 34,3 41,0 6,7
14) OPAR - 15 ACACTCTGCC 34,3 41,0 6,7
15) OPY -04 GGCTGCAATG 34,4 44,0 9,6
16) OPE - 18 CGACTGCAGA 34,7 44,0 9,3
17) OPAV -03 TGTAGCCGTG 34,7 44,0 9,3
18) OPW —13 CACAGCGACA 35,9 39,4 35
19) OPP - 05 CCCCGGTAAC 36,0 41,0 5,0
20) OPAD -06 AAGTGCACGG 36,3 41,0 47
21) OPAX -10 CCAGGCTGAC 36,6 39,4 2,8
22) OPAW -11 CTGCCACGAG 37,5 39,4 1,9
23) OPAT-08 TCCTCGTGGG 38,0 44,0 6,0
24) OPAX - 07 ACGCGACAGA 38,0 44,0 6,0
25) OPAK -15 ACCTGCCGTT 38,1 44,0 5,9
26) OPAW - 07 AGCCCCCAAG 38,8 44,0 5,2
27) OPAR - 17 CCTTGCGCCT 41,1 44,0 2,9
28) OPY -09 AGCAGCGCAC 42,5 39,4 -31
29) OPAW -08 CTGTCTGTCG 31,2 43,0 11,8
30) OPAR - 05 CATACCTGCC 31,3 43,0 11,7

Média 6,01

A reacdo de PCR foi realizada em termociclador Biocycler, sendo composta de: 1
ciclo de desnaturacgao inicial por 3 minutos a 94 °C seguido por 45 ciclos de 94 °C por 1
minuto, gradiente de temperatura na fase de anelamento do primer (25; 27; 29; 31,4; 33,8;
38,6; 41; 43 e 45 °C) por 45 segundos e 72 °C por 2 minutos na etapa de extensdo dos
fragmentos. Na sequéncia, as amostras foram submetidas a um passo final de 72 °C por 6

minutos.

Os fragmentos amplificados na reagdo de PCR com os diferentes primers foram
corados com 5 pL de GelRed 0,1X mais tampédo de carregamento (1:1) e separados por
eletroforese em gel de agarose a 2 % em tampdo TBE 1X por aproximadamente 3 ha 80 V.
Os géis foram fotodocumentados sob luz ultravioleta em aparelho MF-ChemisBis (DNR-

Biolmaging Systems Ltd). A partir das imagens coletadas e da observacdo direta do gel sob



Programa de P6s-Graduacdo em Biologia Evolutiva (UEPG — UNICENTRO) 42

transluminador de luz UV (Vilber Lourmat F-590 interference UV/IR), notas foram atribuidas
a cada temperatura de anelamento testada levando-se em consideracdo a qualidade dos

fragmentos amplificados para cada primer.
3.2.2.2 Genotipagem das variedades crioulas de milho

As reacOes de amplificacdo para o marcador RAPD foram realizadas para um volume
final de 20 pL contendo 1X tampdo Green GoTag® Flexi; 4,0 mM MgCly; 0,27 mM de
solucdo dNTP; 0,8 pM de primer; 1,0 U de Taq DNA polimerase (Promega, 5 U uL™) e 40
ng de DNA molde.

As reacOes de amplificacdo do DNA das 48 variedades crioulas de milho foram
realizadas em termociclador com ciclos de desnaturacdo, anelamento e extensdo dos
fragmentos como descrito no item 3.2.2.1, com a diferenca de que a temperatura de
anelamento utilizada foi especifica para cada primer RAPD de acordo com o resultado do

teste de gradiente (Tabela 2).

Os produtos amplificados foram corados com 5 pL de GelRed 0,1X mais tampéo de
carregamento (1:1) e separados via eletroforese em gel de agarose a 2 % em tampé@o TBE 1X
por aproximadamente 3 h a 80 V. Em cada gel foi adicionado a extremidade esquerda uma
amostra de 5,0 uL do marcador de peso molecular de 100 pb visando determinar o tamanho
dos fragmentos gerados na amplificacdo. Os géis foram visualizados em transluminador
(Vilber Lourmat F-590 interference UV/IR) e posteriormente fotodocumentados sob luz UV
no aparelho MF-ChemisBis (DNR-Biolmaging Systems Ltd). Os fragmentos polimorficos
foram codificados em (1) presenca ou (0) auséncia, com os quais foi gerada a matriz de dados

binarios.
3.2.3 Marcador molecular microssatelite (SSR)

Para a genotipagem das variedades crioulas foram utilizados 47 pares de primers
microssatélite (forward e reverse) de modo que amostrassem os 10 grupos de ligacdo do mapa
consenso de milho. Em média foram analisados 4,7 primers por grupo de ligagdo, com
amplitude variando de 4 até 7 primers por grupo de ligacdo. Os primers foram escolhidos a
partir do banco de dados do Maize Genetics and Genomics Data Base — MaizeGDB
(http://www.maizegdb.org) e selecionados baseados em estudos prévios com este marcador
(MATIELLO, 2004).


http://www.maizegdb.org/
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3.2.3.1 Otimizacéo da reacdo de PCR

Nesta etapa foram utilizados apenas DNA das variedades crioulas Vermelhdo FE 127
(21), Cunha (22) e Crioulo Sabugo Fino (23) com o intuito de adequar a melhor metodologia
para a reacdo de amplificacdo dos fragmentos microssatélites. A reacdo de PCR foi preparada
em microtubos de 0,2 mL, contendo 1X tampao Green GoTag® Flexi; 2,0 mM MgCly; 0,1
mM de solugdo dNTP; 0,2 uM de cada primer (forward e reverse); 0,75 U de Taqg DNA

polimerase (Promega, 5 U pL™) e 40 ng de DNA molde para um volume final de reacdo de 20

pL.

Inicialmente os primers microssatélite foram testados no programa de PCR
denominado de SSR1 (“touchdown”). A reacdo de PCR foi composta por um passo inicial de
desnaturacdo a 94 °C por 3 minutos seguido de 21 ciclos de PCR: desnaturagdo a 94 °C por 1
minuto, anelamento variando de 65 a 55 °C por 1 minuto, com reducgdo de 1 °C a cada dois
ciclos (“touchdown”) e extensdo dos fragmentos a 72 °C por 2 minutos. Na sequéncia, 0s
fragmentos foram submetidos a mais 19 ciclos: desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto,
anelamento a 55 °C por 1 minuto, extensdo dos fragmentos a 72 °C por 2 minutos e um passo

final de extensdo a 72 °C por 6 minutos (Tabela 3).

Para os primers microssatélites em que as amostras ndo amplificaram ou a qualidade
ndo foi adequada foi testado um segundo programa de PCR designado de SSR2
(“touchdown”). A reacgdo foi composta por um passo inicial de desnaturagdo a 94 °C por 3
minutos seguido de 11 ciclos de PCR: desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento
variando de 70 a 65 °C por 1 minuto, com reducdo de 1 °C a cada dois ciclos (“touchdown™) e
extensdo dos fragmentos a 72 °C por 2 minutos. Na sequéncia, os fragmentos foram
submetidos a mais 29 ciclos de PCR: desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento de 65 °C
por 1 minuto, extensdo dos fragmentos a 72 °C por 2 minutos e um passo final de 72 °C por 6

minutos (Tabela 3).

Os primers microssatélites cuja amplificacdo dos fragmentos e a qualidade ndo foram
adequadas tanto para o programa SSR1 quanto para 0 SSR2 foram testados num terceiro
programa designado de SSRteste seguindo a metodologia proposta por YAO et al. (2007a). O
programa foi composto por um passo inicial de desnaturacdo a 95 °C por 1 minuto seguido de
35 ciclos de PCR: desnaturagdo a 95 °C por 1 minuto, anelamento a 55 °C por 1 minuto e 30
segundos, extensdo dos fragmentos a 72 °C por 2 minutos e um passo final de 72 °C por 5

minutos (Tabela 3).
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Tabela 3 - Relagcdo dos programas de PCR para o marcador microssatélite com os respectivos passos,
temperaturas e nimero de ciclos na reacdo. Ponta Grossa, 2012.

Programas de PCR
Passos SSR1 SSR2 SSRteste
T°C Tempo Ciclos T°C Tempo Ciclos T°C Tempo Ciclos

Desnaturacédo 94 3 min 94 3 min 95 1 min
Desnaturacdo 94 1 min 94 1 min 95 1 mim
Anelamento 65-55 1 min 21 70-65 1 min 11 55 1m30seg >35
Extenséo 72 2 min 72 2 min 72 2 min
Desnaturagéo 94 1 min 94 1 min
Anelamento 55 1 min 19 65 1 min 29
Extensédo 72 2 min 72 2 min
Extensdo final 72 6 min 72 6 min 5 min

Ciclos 40 40 35

As amostras amplificadas foram coradas com 5 pL de GelRed 0,1X mais tampéo de
carregamento (1:1) e separadas por eletroforese em gel de agarose a 3,0 % em tampao TBE
1X por aproximadamente 4 h a 80 V. Em cada gel foi adicionado a extremidade esquerda uma
amostra de 5,0 uL do marcador de peso molecular de 100 pb visando determinar o tamanho
dos fragmentos gerados na amplificacdo. Os géis foram observados em transluminador e
fotodocumentados sob luz UV no aparelho MF-ChemisBis (DNR-Biolmaging Systems Ltd).

3.2.3.2 Genotipagem das variedades crioulas de milho

A partir dos resultados da otimizacdo das reacOes de PCR para cada primer
microssatelite procedeu-se a genotipagem das 48 variedades de milho para os respectivos
programas de PCR conforme descrito no item 3.2.3.1. Nesta etapa as rea¢des de amplificacao
dos 47 pares de primers SSR (Tabela 4) foram realizadas em microplacas de PCR com 96

POGOsS.
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Os produtos da reagdo de PCR foram corados com GelRed 0,1X mais tampédo de
carregamento (1:1) e separados por eletroforese em gel de agarose a 3,0 % em tampdo TBE
1X por aproximadamente 4 h a 80 V. Os géis foram observados em transluminador e
fotodocumentados sob luz UV no aparelho MF-ChemisBis (DNR-Biolmaging Systems Ltd).
Os fragmentos polimorficos obtidos pela amplificacdo de cada primer foram genotipados em
(1) presenca ou (0) auséncia, com os quais foi gerada a matriz de dados binarios para este

marcador molecular.
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Tabela 4 - Relacdo dos 47 pares de primers microssatélites, localizagdo (grupo/bin), motivo repetido e
programa de PCR otimizado. Ponta Grossa, 2012.

N° Primer  Loco SSR Grupo/Bin Motivo repetido Programa otimizado
1 Bnlg 149 1/00 Indeterminado SSR1
2 Bnlg 1007 1/02 (AG) 15 SSR1
3 Umc 1035 1/06 (CT) 19 SSR2
4 Bnlg 131 1/11 Indeterminado SSR1
5 Bnlg 125 2/02 Indeterminado SSR1
6 Umc 1884 2/05 (TC)8 SSR1
7 Bnlg 1045 2/07 (AG) 17 SSR1
8 Phi 101049 2/10 (AGAT) SSR1
9 Umc 2118 3/00 (CTTT) 4 SSR1
10 Umc 1223 3/04 (AG)7 SSR2
11 Bnlg 197 3/06 Indeterminado SSR1
12 Umc 1136 3/10 (GCA)5 SSR1
13 Umc 1759 4/01 (CGG) 4 SSR1
14 Umc 2176 4/03 (TGC) 4 SSR1
15 Bnlg 490 4/04 Indeterminado SSR1
16 Bnlg 2291 4/06 (AG) 17 SSR1
17 Bnlg 1784 4/07 (AG) 13 SSR1
18 Bnlg 1565 4/09 (AG) 27 SSR1
19 Bnlg 1337 4/11 (AG) 21 SSR1
20 Umc 2036 5/01 (GTC) 4 SSR1
21 Bnlg 557 5/03 Indeterminado SSRteste
22 Umc 1348 5/05 (CA7 SSR1
23 Umc 1792 5/08 (CGG) 5 SSR1
24 Umc 1829 5/09 (AG) 10 SSR1
25 Bnlg 249a 6/01 Indeterminado SSRteste
26 Phi 077 6/01 (AG) SSR1
27 Umc 1887 6/04 (CGA) 4 SSR1
28 Phi 452693 6/04 (AGCC) SSR1
29 Umc 1463 6/06 (ACA) 6 SSRteste
30 Bnlg 1292 7/01 (AG) 14 SSR1
31 Phi 034 7/02 (CCT) SSRteste
32 Bnlg 434 7/03 Indeterminado SSRteste
33 Phi 082 7/05 (AG) SSRteste
34 Umc 1799 7/06 (TG) 12 SSRteste
35 Umc 1592 8/01 (CA) SSR1
36 Phi 115 8/03 (AT/ATAC) SSR1
37 Bnlg 240 8/06 Indeterminado SSR1
38 Phi 015 8/08 (AAAQC) SSR1
39 Phi 233376 8/09 (CCG) SSR1
40 Umc 2084 9/01 (CTAQG) 4 SSR1
41 Phi 065 9/03 (CACTT) SSR1
42 Phi 027 9/03 (GCGCT) SSR1
43 Umc 1519 9/04 (TC) 8 SSR1
44 Umc 1319 10/01 (ACC)5 SSR1
45 Bnlg 640 10/03 Indeterminado SSR2
46 Bnlg 1250 10/05 (AG) 30 SSRteste

N
~

Umc 2021 10/07 (TGG) 4 SSR1
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3.2.4 Marcador molecular AFLP

Para a genotipagem das variedades crioulas com o marcador AFLP foram utilizadas 25

combinagdes de primers EcoRI + Msel (Tabela 5).

As amostras de DNA gendmico previamente extraidas e quantificadas de acordo com
o item 3.2.1 foram diluidas para 50 ng pL™. Os adaptadores da Msel foram diluidos para 50
pmol pL™ e os da EcoRI para 5 pmol pL™. A preparacdo dos adaptadores [6000 pmol do
adaptador forward e reverse da Msel; 600 pmol do adaptador forward e reverse da EcoRl;
tampao OPA (One Phor All) 0,5X e agua milliQ estéril] foi realizada individualmente em
termociclador para cada adaptador num volume final de 120 pL, sendo composta de trés

ciclos de 10 minutos a 65 °C, 37 °C e 25 °C, respectivamente.

A metodologia utilizada seguiu a descrita por Vos et al. (1995) com adaptacdes de
Lopes (2003). A genotipagem para o marcador AFLP foi composta de quatro etapas: 1) A
dupla digestdo enzimatica do DNA com a EcoRI + Msel para um volume final de 50 pL (1X
BSA; 1X OPA; 5,04 U da EcoRI; 5 U da Msel e 200 ng de DNA genémico). A digestdo foi
realizada em termociclador por 3 horas a 37 °C com suaves inversdes a cada hora, seguido por
um passo final de 70 °C por 15 minutos para inativagdo das enzimas. 2) A ligacdo dos
adaptadores EcoRI e Msel aos fragmentos de DNA digeridos pelas respectivas enzimas foram
realizadas para um volume final de 10 uL sendo composto de: 5 pmol do adaptador EcoRI; 50
pmol do adaptador Msel; 1X tampao da T, DNA ligase e 1,5 U da enzima T4 DNA ligase. A
reacdo de ligacdo dos adaptadores EcoRI e Msel foi realizada a 23 °C por 3 horas (suaves
inversdes dos tubos a cada hora) em termociclador. 3) A pré-amplificacdo dos fragmentos
com primers contendo um nucleotideo seletivo na posi¢ao 3’ foi realizada para um volume
final de 20 pL (1X tamp&o Green GoTag® Flexi; 1,5 mM MgCly; 0,52 mM de solucéo dNTP;
25 ng de primer EcoRI+A e Msel+C; 3 U de Tag DNA polimerase e 2 uL do DNA ligado).

O programa de PCR foi composto por desnaturacdo inicial a 94 °C por 2 minutos
seguido de 26 ciclos de PCR: desnaturagdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 56 °C por 1
minuto, extensdo dos fragmentos a 72 °C por 1 minuto e um passo final de extensdo a 72 °C
por 5 minutos. Apds a etapa de pré-amplificagdo foram acrescentadas em cada amostra 80 pL

de agua ultrapura estéril, seguido da estocagem a - 20 °C.

A amplificagdo seletiva foi realizada através da combinacgéo de primers EcoRI e Msel

com 3 bases seletivas de acordo com o descrito na Tabela 5. As reacGes de amplificacéo
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seletiva foram preparadas para um volume final de 20 pL contendo: 1X tampdo Green
GoTag® Flexi; 25 mM MgCly; 0,52 mM de solucdo dNTP; 25 ng do primer EcoRI+3; 30 ng
do primer Msel+3; 1 U de Tag DNA polimerase e 1,5 uL do DNA pré-amplificado.

As reacOes de amplificacdo seletiva foram compostas de um ciclo inicial de
desnaturacdo a 94 °C por 2 minutos seguido de 12 ciclos de PCR: desnaturacgao a 94 °C por 30
segundos, anelamento a 65 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto. Na
sequéncia, os fragmentos foram submetidos a mais 23 ciclos de PCR: 94 °C por 30 segundos,

56 °C por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto, seguido de um passo final de 2 minutos a 72 °C.

Tabela 5 - Representacdo das 25 combinagdes de primers EcoRl + Msel utilizadas na genotipagem das 48
variedades de milho crioulo. Ponta Grossa, 2012.

Primers 1. M—-CAC 2. M-CCA 3. M-CGC 4. M-CTC 5. M-CAT
1. E-AGT AGT/CAC AGT/CCA AGT/CGC AGT/CTC AGT/CAT
2. E-ATC ATC/CAC ATC/CCA ATC/CGC ATC/CTC ATC/CAT
3. E-AGC AGC/CAC AGC/CCA AGC/CGC AGC/CTC AGC/CAT
4. E-ACA ACA/CAC ACA/CCA ACA/CGC AGC/CTC ACA/CAT
5. E-AAC AAC/CAC AAC/CCA AAC/CGC AAC/CTC AAC/CAT

Os produtos de PCR obtidos na reacdo de amplificacdo seletiva foram corridos em
géis de poliacrilamida (6 %). Para cada gel foram utilizados 120 mL da matriz de
poliacrilamida (6 % acrilamida/bisacrilamida; 7,5 M de uréia e 1X tampédo TBE), 120 uL de
TEMED (N, N, N, N" - Tetramethyl — ethylene diamine) e 800 puL de persulfato de amonio
10 %.

Inicialmente, o gel de poliacrilamida foi submetido a uma pré-corrida eletroforética
por 1 hora a 80 W (£ 1500 V) com o intuito de organizar a matriz bem como elevar a

temperatura do gel na cuba eletroforética vertical modelo Sequi-Gen® (BIORAD).

As amostras foram preparadas para a corrida eletroforética adicionando-se 8 pL de
tampéo formamida 2X [formamida 98 %; 10 mM EDTA pH 8,0; azul de bromofenol 0,002 %
(p/v) e xileno cianol 0,002 % (p/v)] seguidas de desnaturacdo a 95 °C por 5 minutos em
termociclador. A corrida eletroforética foi realizada em tampdo TBE 1X a 80 W de poténcia
por aproximadamente 3 horas e 30 minutos. Para a determinagdo do tamanho dos fragmentos
gerados na amplificacdo seletiva foi adicionado as extremidades do gel 10 uL do marcador de
50 pb acrescido do tampdo formamida 2X e desnaturado a 95 °C por 5 minutos em

termociclador.
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A metodologia para a impregnacéo pelo ion prata foi baseada no protocolo de Creste;
Tulmann Neto e Figueira (2001). A coloracdo do gel de poliacrilamida foi composta de 5
etapas, na respectiva ordem: 10 minutos em solucéo fixadora (1780 mL de agua ultrapura; 20
mL de acido acético glacial e 200 mL de etanol absoluto); 2,4 minutos em solucdo de pré-
tratamento (2000 mL de agua ultrapura e 30 mL de acido nitrico); de 20 a 35 minutos em
solucdo de impregnacdo pelo ion prata (2000 mL de agua ultrapura e 4 g de nitrato de prata);
de 10 a 15 minutos em solucdo reveladora (2000 mL de agua ultrapura e 60 g de carbonato de
so6dio) e 5 minutos em solucdo de bloqueio (1900 mL de agua ultrapura e 100 mL de acido
acético glacial). Intercalando as etapas de tratamento realizaram-se lavagens da placa em 2,0
L de agua deionizada por 1 minuto. Apds a secagem do gel, os fragmentos polimdrficos
amplificados foram genotipados em presenca (1) ou auséncia (0) para cada uma das 48
variedades de milho crioulo para cada combinacdo de primers EcoRI e Msel. Os locos do

marcador foram denominados segundo Castiglioni et al. (1999).
3.2.5 Analise dos dados

Os fragmentos gerados pela genotipagem das 48 variedades crioulas através dos
marcadores moleculares RAPD, microssatélite e AFLP foram tabulados numa matriz de
dados binarios (1 e 0). Da genotipagem molecular apenas os fragmentos polimorficos foram
submetidos a analise da similaridade genética a partir do coeficiente de Jaccard. Com base na
matriz de similaridade entre as variedades crioulas procedeu-se a analise do agrupamento,
utilizando-se o método UPGMA (método da média aritmética ndo ponderada). As analises de
similaridade e de agrupamento foram realizadas individualmente e conjuntamente para os trés
marcadores através do software NTSYS pc 2.1 (ROHLF, 1992) e GENES versédo 7.0 (CRUZ,
2006). A correlacdo entre as matrizes de similaridade genética individual e conjunta dos
marcadores foi através do teste de Mantel (MANTEL, 1967) no software NTSYS pc 2.1
(ROHLF, 1992).
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4 RESULTADOS
Os resultados estdo organizados em um capitulo correspondente ao artigo cientifico:
Capitulo |

Estudo da diversidade genética em germoplasma de milho crioulo através de

marcadores moleculares.

Manuscrito em preparo a ser submetido ao perioédico Theoretical and Applied Genetics, que

apresenta Qualis CAPES A2, Ciéncias Bioldgicas I.
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4.1 Estudo da diversidade genética em germoplasma de milho crioulo através de

marcadores moleculares.
Resumo

A diversidade genética encontrada entre as ragas crioulas de milho é a parte mais importante
da biodiversidade deste cereal, sendo que as racas locais representam uma significativa porcao
da variabilidade genética do género. Marcadores moleculares utilizados para estimar a
diversidade genética das culturas tém sido comparados visando avaliar a eficdcia como
ferramenta aos programas de melhoramento. Os objetivos foram estimar a diversidade
genetica existente entre 48 acessos de milho crioulo oriundos do Rio Grande do Sul e do
Parané a partir de trés marcadores moleculares (RAPD, SSR e AFLP); realizar o agrupamento
destes gendtipos através das estimativas da similaridade genética e estabelecer possiveis
relacBes entre a similaridade genética e os locais de coleta das variedades crioulas. As
variedades foram genotipadas a partir dos fragmentos polimorficos obtidos através de 30
primers RAPD, 47 SSR e 25 AFLP os quais foram submetidos a analise de similaridade
genética (coeficiente de Jaccard) e agrupamento (método UPGMA). O AFLP resultou na
amplificacdo de 762 fragmentos polimdrficos, seguido do RAPD (335) e do SSR (105). Os
indices de polimorfismo foram de 40,3; 81,9 e 78,3 %, respectivamente. O marcador AFLP
gerou em media 30,5 fragmentos polimorficos/primer, sendo superior em 3 vezes ao RAPD e
14 vezes ao microssatélite. As amplitudes de similaridade genetica baseadas no coeficiente de
Jaccard foram de 46 a 57 % para 0 RAPD; 41 a 56 % para 0 SSR; 59 a 74 % para 0 AFLP e
de 58 a 69 % para a andlise conjunta dos marcadores. O dendograma obtido a partir do RAPD
e SSR revelou 8 grupos distintos, enquanto que no AFLP e na analise conjunta mostrou 6 e 7
grupos, respectivamente. A maior correlacdo entre as matrizes de similaridade foi entre o
AFLP e andlise conjunta (96 %). As demais correlagbes foram baixas entre 0s marcadores
utilizados. Os resultados demonstraram existéncia de variabilidade genética entre as
variedades crioulas dentro e entre os locais de coleta. O marcador AFLP foi o mais eficiente
na geracdo de fragmentos polimorficos/primer. Prioritariamente as variedades foram
agrupadas de acordo com os locais de coleta. Além disso, observou-se que a analise conjunta
pode ndo ser a maneira mais eficiente de avaliar a variabilidade em genoétipos altamente
divergentes quando predominam fragmentos de um determinado marcador nessa analise.

Palavras-chave: polimorfismo molecular; similaridade genética; analise de agrupamento.
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Introducéo

O germoplasma do milho é constituido por racas crioulas, populagdes adaptadas e
materiais exoticos introduzidos. As populagdes crioulas sdo genotipos importantes para o
melhoramento devido ao elevado potencial de adaptacdo a condicdes ambientais especificas e
a grande fonte de variabilidade (PATERNIANI; NASS; SANTQOS, 2000). De maneira geral,
s80 menos produtivas que os cultivares comerciais embora, nos ultimos anos, tornaram-se
muito importantes porque representam fonte de variabilidade genética a ser explorada na
busca por genes de tolerancia e/ou resisténcia a fatores bidticos e abiodticos de interesse na
agricultura (ARAUJO; NASS, 2002).

A diversidade genética observada entre as racas crioulas é a parte mais importante da
biodiversidade do milho, sendo que as ragas locais representam uma significativa porcdo da
variabilidade genética encontrada no género (MACIEL et al., 2003). Entretanto, ainda séo
escassos 0s dados agrondmicos e genéticos sobre essas colecGes o que tem particularmente
limitado a utilizacdo, gestdo e conservacdo desse germoplasma (NASS; PELLICANO;
VALOIS, 1993). Além disso, estdo sendo substituidas rapidamente por um pequeno nimero

de gendtipos melhorados com base genética mais estreita.

A caracterizacdo molecular é frequentemente usada pelos melhoristas de milho como
um método alternativo para selecionar genétipos mais promissores e diminuir 0s gastos e 0
tempo necessario para desenvolver combinagfes hibridas. Segundo Garcia et al. (2004) as
populacgdes tropicais de milho se originaram de compostos com alta variabilidade genética, ao
contrario das populagdes temperadas e, na maioria das vezes, torna-se dificil alocar estes
compostos tropicais em grupos heteréticos bem definidos apenas com a avaliagdo do fenétipo.
Em milho, a caracterizacdo molecular tem sido eficiente na avaliacao da diversidade genética

e na composicao dos grupos heteréticos (GUIMARAES, 2007).

Os estudos de diversidade genética entre individuos foi intensificada através da
amplificacdo de sequéncias de DNA baseada na PCR (SAIKI et al., 1988). Varias
metodologias tém sido utilizadas: o RAPD (WILLIAMS et al., 1990; WELSH;
McCLELLAND, 1990), o microssatélite ou SSR (TAUTZ, 1989; LITT; LUTY, 1989) e o
AFLP (ZABEAU; VOS, 1993). Em milho, o RAPD tem sido amplamente utilizado em
estudos de diversidade pelo baixo custo e rapidez na obtencdo de polimorfismos
(CARVALHO et al., 2004; BRUEL et al., 2007). Os SSR’s apresentam alta reprodutibilidade,

acuracia e discriminacdo. Pela especificidade e facil detecgcdo tornaram-se um dos principais
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marcadores para a caracterizagdo dos recursos geneticos vegetais através da genotipagem das
colecdes de germoplasma bem como da analise da diversidade genética (ADEYEMO et al.,
2011; MORALES; DECKER; ORNELLA, 2010; TERRA et al., 2011). O marcador AFLP
aproxima-se de um sistema ideal por possibilitar avaliar a diversidade genética entre
individuos, populacdes e espécies (MUELLER; WOLFENBARER, 1999). A técnica pode
amostrar grande parte do genoma de qualquer organismo, permitindo uma genotipagem de
alta resolucédo e de qualidade. Segundo Gerber et al. (2000) a perda de informacéo resultante
da expressdo dominante do marcador é contrabalancada pelo elevado nimero de loci

polimdrficos revelados por esta metodologia.

Diferentes marcadores moleculares utilizados para estimar a diversidade genética das
culturas tém sido comparados com a finalidade de avaliar a eficAcia como ferramenta aos
programas de melhoramento. Garcia et al. (2004) trabalhando com linhagens endogamicas de
milho tropical relataram que o marcador RFLP apresentou maior média de PIC e distancia
genetica quando comparado aos marcadores SSR, RAPD e AFLP. O maior valor de
correlacdo obtido a partir da associacdo de matrizes de distancia genética foi entre o0 AFLP e
RFLP. Exceto o RAPD, os demais marcadores moleculares demonstraram alta correlacdo da
distincia genética com o vigor hibrido. Estes resultados reforcam a importancia dos
marcadores na predicdo do desempenho hibrido e da heterose a partir de cruzamentos
intrapopulacionais com base genética ampla. Além disso, as analises indicaram o AFLP como
0 mais adequado para a genotipagem e determinacdo do nivel de parentesco genético entre as

linhagens estudadas pela elevada acurécia.

Laborda et al. (2005) estudaram a diversidade genética entre linhagens de milho
tropical com marcadores AFLP e SSR. Os resultados da analise conjunta foram muito
similares com aqueles obtidos para o marcador AFLP individualmente. Neste sentido, a
analise conjunta dos marcadores ndo demonstrou ser a forma mais eficiente de quantificar a
variabilidade em germoplasma tropical. Por outro lado, Guimardes et al. (2007)
correlacionando a heterose de hibridos com a divergéncia genética entre linhagens
demonstraram correlagéo significativa entre a heterose e a divergéncia genética das linhagens
endogamicas de milho através dos marcadores AFLP e SSR. Em contrapartida, a divergéncia
genética estimada ndo foi suficiente para determinar a melhor capacidade especifica de

combinacdo para o rendimento de grdos nos hibridos.
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Souza et al. (2008) compararam os marcadores RAPD e SSR na analise da diversidade
genetica a partir de 16 linhagens de milho tropical. A similaridade genética entre as linhagens
para 0 marcador RAPD variou de 53 a 84 % e de 11 a 82 % para o SSR. A andlise de
agrupamento a partir do marcador RAPD revelou a formacdo de 5 grupos, enquanto que o
dendograma gerado pelo SSR formou 3 grupos e uma linhagem endogamica isolada. A
correlacdo entre as matrizes de similaridade genética pelo teste de Mantel foi de 54 %, valor
superior ao encontrado por Laborda et al. (2005). Esta diferenca pode ser atribuida a
expressao diferenciada dos marcadores, nimero de primers utilizados e eficacia relativa entre
0s marcadores RAPD, SSR e AFLP.

Os objetivos deste trabalho foram estimar a similaridade genética entre as variedades
crioulas de milho através da genotipagem molecular com os marcadores RAPD, SSR e AFLP.
Agrupar as variedades crioulas através dos indices de similaridade genética bem como

estabelecer possiveis relacdes com os locais de coleta das variedades crioulas.
Material e Métodos
Material vegetal

Para a analise molecular foram utilizadas 48 variedades crioulas de milho das quais:

18 sdo oriundas do Parana e 30 do Rio Grande do Sul (Tabela 1).
Analise Molecular

O DNA genbmico de cada variedade foi extraido a partir de um bulk de folhas jovens
coletadas de 15 plantas por variedade. A metodologia de extracdo seguiu 0 método CTAB
descrito por Hoisington; Khairallh e Gonzalez de Leon (1994), modificado para extracdo em

tubos eppendorf de 1,5 mL.
Marcador RAPD

Utilizaram-se 30 primers RAPD (Operon Tecnologies Inc.), os quais inicialmente
foram submetidos a testes de gradiente de temperatura na etapa de anelamento, visando

adequar a melhor amplificacdo dos fragmentos para este marcador.

As reacoes de amplificacdo para as 48 variedades foram preparadas para um volume
de 20 pL contendo 1X tampdo Green Go Taq® Flexi; 4,0 mM MgCly; 0,27 mM de cada
dNTP; 0,8 uM de primer; 1,0 U de Tag DNA polimerase (Promega, 5 U pL™) e 40 ng de
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DNA molde. As mesmas foram realizadas em termociclador Biocycler, compostas de 1 ciclo
de desnaturacéo inicial por 3 minutos a 94 °C seguido de 45 ciclos de PCR: desnaturacédo a 94
°C por 1 minuto, temperatura de anelamento especifica para cada primer por 45 segundos,
extensdo dos fragmentos a 72 °C por 2 minutos e um passo final de extenséo a 72 °C por 6

minutos.
Marcador SSR

Para esta analise utilizaram-se 47 pares de primers microssatélite (forward e reverse),
representando os 10 grupos de ligacdo do mapa consenso de milho. Em média foram

analisados 4,7 primers por grupo de ligacdo, com amplitude variando de 4 até 7 primers.

As reacOes de PCR foram preparadas para um volume final de 20 pL contendo 1X
tampao Green GoTag® Flexi; 2,0 mM MgCly; 0,1 mM dNTP; 0,2 uM primer (forward e
reverse); 0,75 U Taq DNA polimerase (Promega, 5 U pL™ ) e 40 ng de DNA molde.
Inicialmente, foram otimizados os programas de PCR para cada primer SSR a partir do DNA
de trés variedades de milho (Vermelhdo FE 127, Cunha e Crioulo Sabugo Fino). Para a
otimizacao das reagdes foram utilizados 3 programas, dos quais 2 do tipo “touchdown”
(SENIOR et al., 1996; OGLIARI; BOSCARIOL; CAMARGO, 2000) e um normal (YAO et
al., 2007a).

Os fragmentos amplificados pelo RAPD e SSR foram corados com GelRed 0,1X mais
tampéao de carregamento (0,25 % de azul de bromofenol e 0,4 % de sucrose) na proporcao 1:1
e separados em gel de agarose a 2 e 3 %, respectivamente, por aproximadamente 4 h a 80 V.
Em cada gel foi adicionado a extremidade esquerda uma amostra de 5,0 pL do marcador de
100 pb. Os géis foram fotodocumentados sob luz UV em aparelho MF-ChemisBis (DNR-
Biolmaging Systems Ltd).

Marcador AFLP

As variedades crioulas foram genotipadas para 25 combinacdes de primers EcoRI +
Msel de acordo com Vos et al. (1995) e adaptacdes de Lopes (2003). A amplificacdo dos
fragmentos AFLP consistiu de 4 etapas: 1) Digestdo enzimatica do DNA genémico com as
enzimas EcoRI + Msel; 2) Ligacdo dos adaptadores das enzimas de restricdo aos fragmentos
gerados pela digestdo; 3) Pré-amplificacdo dos fragmentos com primers contendo um
nucleotideo seletivo na posigdo 3’ (94 °C por 2 minutos seguido de 26 ciclos de PCR: 94 °C

por 1 minuto, 56 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto e um passo final de 72 °C por 5
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minutos) e 4) Amplificacdo seletiva com primers contendo trés nucleotideos seletivos na
posigdo 3’ (94 °C por 2 minutos seguida de 12 ciclos de PCR: 94 °C por 30 segundos, 65 °C
por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto. Na sequéncia mais 23 ciclos: 94 °C por 30 segundos,

56 °C por 30 segundos, 72 °C por 1 minuto e um passo final a 72 °C por 2 minutos).

Os produtos das reacdes de amplificacdo seletiva foram desnaturados e separados em
géis de poliacrilamida 6 %. A corrida eletroforética foi realizada em tampédo TBE 1X a 80 W
de poténcia por aproximadamente 3 h e 30 minutos em cuba vertical modelo Sequi-Gen®
(BIORAD). A metodologia para impregnacdo pelo ion prata foi baseada no protocolo de

Creste; Tulmann Neto e Figueira (2001).
Analise dos dados

Os fragmentos gerados pela genotipagem das 48 variedades crioulas atraves dos
marcadores moleculares RAPD, microssatélite e AFLP foram tabulados numa matriz de
dados binarios (1 e 0). Da genotipagem molecular apenas os fragmentos polimorficos foram
submetidos a analise da similaridade genética a partir do coeficiente de Jaccard. Com base na
matriz de similaridade entre as variedades crioulas procedeu-se a analise do agrupamento,
utilizando-se o método UPGMA (método da média aritmética ndo ponderada). As analises de
similaridade e de agrupamento foram realizadas individualmente e conjuntamente para os trés
marcadores através do software NTSYS pc 2.1 (ROHLF, 1992) e GENES versdo 7.0 (CRUZ,
2006). A correlacdo entre as matrizes de similaridade genética individual e conjunta dos
marcadores foi através do teste de Mantel (MANTEL, 1967) no software NTSYS pc 2.1
(ROHLF, 1992).

Resultados
1 Polimorfismo Molecular

Os trinta primers RAPD amplificaram um total de 409 fragmentos, produzindo uma
média de 13,6 fragmentos por primer, com tamanho aproximado de 160 a 2000 pb. Destes,
335 apresentaram-se polimorficos (81,9 %) e 74 (18,1 %) monomorficos. O numero de
sequéncias amplificadas variou de 5 no OPAR — 04 até 21 no OPY - 10. Variagdes no
namero de fragmentos polimérficos foram detectadas, desde 3 para 0 OPAR — 02 até 19
fragmentos para o0 OPY — 10. A porcentagem minima de polimorfismo detectada foi para o
OPAR - 02 (30 %) e a maxima (100 %) para OPAW — 08, OPY — 04, OPAX — 10, OPAW —
11, OPAT — 08 e OPAR - 16 (Tabela 6). Uma amostra dos fragmentos monomdrficos e
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polimorficos pode ser visualizada na genotipagem das 48 variedades crioulas de milho com o
primer OPY - 10 (Figura 2).

A genotipagem das variedades crioulas a partir dos 47 pares de primers microssatélites
amplificou 134 fragmentos com tamanho aproximado de 100 a 400 pb. Entre os fragmentos
amplificados, 105 apresentaram-se polimorficos (78,3 %) e 29 monomorficos (21,7 %). O
namero total de fragmentos amplificados por primer variou de 1 a 7, com média de 2,9
fragmentos. Apenas 8 apresentaram-se monomorficos (Umc 1035, Bnlg 1784, Umc 2036,
Umc 1792, Phi 082, Umc 1592, Phi 233376 e Umc 2021) e os demais polimorficos entre as
variedades crioulas. Dos microssatélites informativos, 26 revelaram 100 % de polimorfismo
entre as variedades analisadas, o restante detectou polimorfismos variando na ordem de 33,3
(Umc 1463) a 66,7 % (Phi 034, Umc 1519 e Bnlg 640) como mostra a Tabela 7. Perfil
monomorfico e polimorfico dos fragmentos amplificados pelo Umc 1519 pode ser visualizado

entre as variedades de milho, com fragmentos aproximados de 120, 190 e 400 pb (Figura 3).

A genotipagem das variedades crioulas com 25 combinac¢des de primers EcoRI/Msel
do marcador AFLP gerou 1889 fragmentos, com tamanho aproximado de 47 até 1153 pb. O
namero médio de fragmentos amplificados por primer foi de 75,6; com amplitude de 42 (E-
ATC/M-CGC) a 106 (E-ACA/M-CAT). Dos fragmentos amplificados, 1127 foram
monomorficos (59,7 %) e 762 polimorficos (40,3 %). Das 25 combinacBes genotipadas, 13
revelaram indice de polimorfismo abaixo de 40 %. Por outro lado, 5 combinagdes revelaram
polimorfismo superior a 52,7 %, com destaque positivo para E-ACA/M-CGC (67,8 %) e E-
AGT/M-CGC (65,5 %). O menor polimorfismo (20 %) foi obtido com E-ATC/M-CTC
(Tabela 8). A Figura 4 apresenta uma amostra dos fragmentos amplificados através da

combinagdo E-AGA/M-CAC para as 48 variedades crioulas de milho.

Uma maneira eficiente de avaliar a capacidade dos marcadores moleculares na geragao
de polimorfismo diz respeito a determinacdo do numero de fragmentos polimdrficos
amplificados em relacdo ao nimero de primers (iniciadores) utilizados. O marcador AFLP
destacou-se dos demais por amplificar em media 30,5 fragmentos polimorficos/primer
equivalendo de 3 a 14 vezes ao polimorfismo detectado pelos marcadores RAPD e SSR,

respectivamente (Tabelas 6, 7 e 8).
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2 Similaridade Genética entre as variedades crioulas de milho

A partir das estimativas de similaridade genética utilizando o coeficiente de Jaccard,
observou-se similaridade média para o marcador RAPD de 57 %, com amplitude de 46 até 70
%. A Populacdo Nonoai (V28) combinada com a Dente de Ouro (V45), a Crioulo Rosa (V34)
e a Crioulo Palha Roxa (V48) foram as que apresentaram a menor similaridade genetica. Por
outro lado, a combinagdo Asteca (V6) e Caiano (V7) detectou o maior indice de similaridade

genética (Tabela 9 e Anexo ).

Entre todos os pares de variedades analisados através do marcador microssatélite a
média de similaridade estimada foi de 56 %. Os indices gerados para o marcador SSR
revelaram apenas a combinacdo Branco (V42) com a Crioulo Palha Roxa (V48) como as mais
divergentes, com indice minimo de similaridade genética de 41 %. Por outro lado, a
similaridade genética maxima (76 %) foi observada gquando analisada a combinacdo das

variedades Nutricional (V1) e Branco para Palha (\VV9) (Tabela 9 e Anexo IlI).

Os valores estimados dos coeficientes de similaridade genética para o marcador AFLP
e para a analise conjunta dos marcadores foram muito semelhantes entre si. Os coeficientes de
similaridade genética para o AFLP variaram entre os pares de 59 a 89 %, com média de 74 %
(Tabela 9 e Anexo Ill), enquanto para a analise conjunta os valores variaram de 58 até 81 %,
com média de 69 % (Tabela 9 e Anexo IV). De maneira geral, as variedades Branco (V16) e
Branco Dentado (\V38) apresentaram a menor similaridade entre todos os pares de variedades.
Da mesma forma, na analise conjunta a combinacdo da variedade Branco (V16) com as
variedades Branco Dentado (V38), Populacdo Nonoai (V28) e Crioulo 8 Carreiras (V31)
revelaram o menor indice de similaridade genética. Por outro lado, o par Branco (V16) e
Carioca (V11) destacaram-se pela maior similaridade genética entre todos os pares de

combinacgdes para o AFLP (89 %) e para a analise conjunta dos marcadores (81 %).

Os menores e maiores valores, as médias e a amplitude dos coeficientes de
similaridade genética, entre as 48 variedades de milho, para os marcadores RAPD, SSR,
AFLP e para a analise conjunta estdo apresentados na Tabela 9. Observa-se que 0sS
marcadores RAPD e microssatélite detectaram coeficientes de similaridade genética muito
semelhantes, com média de 57 e 56 %, respectivamente. Estes coeficientes foram superiores
entre os pares de variedades comparados aos indices referentes ao marcador AFLP e a analise

conjunta, com média de 74 e 69 %, respectivamente.
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3 Anélise de agrupamento

Os dendogramas baseados nos indices de similaridade genética obtidos através dos
marcadores RAPD, microssatélite e AFLP (individual e conjunta) foram utilizados para a
analise de agrupamento pelo método UPGMA (média aritmética ndo ponderada), com intuito
de ilustrar as possiveis associacdes entre os pares de variedades crioulas analisadas neste

estudo.

Os dendogramas construidos a partir dos dados de similaridade genética dos
marcadores RAPD (Figura 5) e SSR (Figura 6) mostraram que as 48 variedades de milho
crioulo foram separadas em 8 grupos heteréticos, sendo que 6 variedades (V27, V32, V16,
V31, V34 e VV28) ndo se agruparam no RAPD e apenas a variedade Pérola (V10) permaneceu
isolada no SSR.

Os dados da analise de similaridade genética resultantes do marcador AFLP foram
bem contrastantes se comparado aos observados para os marcadores RAPD e SSR em relacéo
ao numero de agrupamentos e a quantidade de variedades isoladas visualizadas no
dendograma. A analise do dendograma evidenciou a formagao de apenas 6 grupos heteroticos
compostos por 27 variedades crioulas e um numero significativo de genétipos (21) que

permaneceram isolados no agrupamento (Figura 7).

O dendograma resultante da analise conjunta dos dados de similaridade genética
apresentou a mesma topologia da arvore obtida para o marcador AFLP. De maneira geral, a
analise conjunta possibilitou agrupar variedades que encontravam-se isoladas no AFLP
levando a formacdo do grupo heterético G. As demais alteracfes no agrupamento dizem
respeito a inclusdo e/ou exclusao de genotipos nos grupos B, C e E. Por outro lado, 0s grupos
heteréticos D e F mantiveram-se com 0 mesmo nimero de gendtipos no agrupamento, embora

a representacao tenha sido completamente alterada em relagdo ao AFLP (Figura 8).

A anélise de correlacdo entre as matrizes de similaridade genética obtida para cada
marcador molecular e para a analise conjunta através do teste de Mantel (MANTEL, 1967)
possibilitou determinar as possiveis associacfes entre os indices de similaridade genética
gerados bem como confirmar os resultados obtidos pela andlise de agrupamento das
variedades crioulas de milho. O maior valor de correlacdo obtido a partir da associacdo de
matrizes de similaridade genética foi observado para a comparacdo AFLP e analise conjunta

com coeficiente de 96 %. A segunda maior associacdo entre matrizes (66 %) foi obtida na
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comparagdo RAPD e conjunta. Valores intermediarios de correlagdo (46 e 44 %) foram
observados para as associagdes RAPD x AFLP e SSR x conjunta, respectivamente. Os
resultados da analise evidenciaram baixa associacdo entre as matrizes de similaridade genética
para RAPD x SSR e SSR x AFLP com apenas 31 e 30 % de correlacdo, respectivamente
(Tabela 10).

Discussdo

Os recursos genéticos vegetais constituem um dos principais patriménios que a
humanidade deve preservar. A variabilidade genética é a base para os programas de
melhoramento, os quais buscam de forma continua novas caracteristicas desejaveis
agronomicamente. Conhecer a diversidade genética é fator limitante para o progresso da
agricultura, principalmente no que concerne a plantas de interesse econdmico. Os resultados
revelaram que os marcadores moleculares foram eficientes na estimativa da variabilidade

genética existente entre as 48 variedades crioulas analisadas.

Neste trabalho o numero de fragmentos amplificados com os primers RAPD foi
superior ao encontrado por Carvalho et al. (2004) ao avaliar 81 variedades de milho com 32
primers, da mesma forma que Garcia et al. (2004) e Lanza et al. (1997), ao estudar a
divergéncia genética entre 18 linhagens endogamicas de milho. Adicionalmente, a
porcentagem de polimorfismo obtida foi semelhante a encontrada por Bruel et al. (2007),
Lanza et al. (1997) e Souza et al. (2008). Por outro lado, Carvalho et al. (2004), Moeller e
Schaal (1999) e Rinaldi et al. (2007) obtiveram indices de polimorfismo inferiores, com
amplitude de 71 a 76 %. O numero de fragmentos polimorficos por primer (11,2) esta de
acordo com o encontrado por Bruel et al. (2006) e Moller e Schaal (1999), embora proporc¢des
inferiores tenham sido relatadas (CARVALHO et al., 2004; LANZA et al., 1997; RINALDI
et al., 2007). Possivelmente estas diferencas encontradas quanto ao nimero de fragmentos
amplificados bem como a porcentagem de polimorfismo em relacdo aos dados da literatura
estejam associadas a base genética dos diferentes genétipos de milho analisados, ou ainda, aos

ajustes necessarios a adequacdo da metodologia entre os laboratorios para este marcador.

A genotipagem com o marcador microssatélite permitiu identificar 134 fragmentos,
com média de 2,9 fragmentos por primer, da mesma forma que Garcia et al. (2004) e Barbosa
et al. (2003) que encontraram 0 mesmo numero de alelos por loci em linhagens de milho
através de 68 pares de primers SSR. Xiang et al. (2010) estudando a diversidade entre

variedades crioulas de milho com 41 primers SSR encontraram uma media de 6,9 alelos por
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loci, do mesmo modo que Yao et al. (2007a). Valores muito diferenciados em relacdo ao
nimero de alelos por loci foram relatados por Yang et al. (2011) onde 82 primers SSR
geraram em média 8,2 alelos por loci e por Eschholz et al. (2008) que obtiveram em média
10,8 alelos por loci com apenas 10 primers SSR em germoplasma de milho doce. A
porcentagem de polimorfismo encontrada no presente trabalho foi semelhante a relatada por
Xiang et al. (2010) e muito abaixo da observada por Yao et al. (2007a), com 97 % de
polimorfismo. Em relacdo ao numero de fragmentos polimorficos por primer, o valor
encontrado neste trabalho (2,2) foi inferior ao observado por Adeyemo et al. (2011) e Yao et
al. (2008).

As diferencas quanto ao nimero de fragmentos e a porcentagem de polimorfismo
descritos na literatura possivelmente estdo associadas ao tipo de matriz (agarose ou
poliacrilamida) utilizada na separacdo dos fragmentos (PINTO et al., 2001). Esta constatacdo
fica evidenciada nos trabalhos de Yao et al. (2007a) e de Xiang et al. (2010) que relataram
maior namero de alelos por loci para este marcador utilizando matriz de poliacrilamida. Além
disso, Kostova et al. (2006) afirmaram que no caso dos SSR o0 uso de repeticOes de
dinucleotideos pode produzir um maior nimero de alelos, o que estd de acordo com o
encontrado por Yang et al. (2011) e Eschholz et al. (2008) ao utilizarem 44 e 50 % do total
dos primers que amostram essas regides de repeticdo, respectivamente. No presente estudo 38
% dos primers SSR apresentaram repeticGes de dinucleotideos. Possivelmente, o menor
namero de fragmentos por loci seja devido ao menor niamero de primers que amostram essas

regides.

Os resultados obtidos com o marcador AFLP, 1889 fragmentos a partir de 25
combinagdes de primers EcoRI/Msel, foi muito superior a maioria dos trabalhos, os quais
mostraram amplitude de 278 ate 638 fragmentos, utilizando em média apenas 8 combinacdes
de primers (LEGESSE et al., 2008; LABORDA et al., 2005; HARTINGS et al., 2008;
KIULA; LYIMO; BOTHA, 2008). Os trabalhos de Barbosa et al. (2003) e Garcia et al. (2004)
foram os que mais se aproximaram em relacdo ao numero de primers analisados (20
combinagdes) embora o nimero de fragmentos amplificados tenha sido respectivamente 1100
e 774. A porcentagem de polimorfismo (40,3 %) esta muito abaixo da relatada por diversos
autores como Barbosa et al. (2003), Legesse et al. (2008) e Kiula; Lyimo e Botha (2008). Por
outro lado, o nimero de fragmentos polimoérficos por primer (30,5) estd de acordo com

Hartings et al. (2008) e Barbosa et al. (2003) embora proporcGes superiores tenham sido
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detectadas (LABORDA et al., 2005; LEGESSE et al., 2008; KIULA; LYIMO; BOTHA,
2008).

As diferencas nestes resultados podem ser o reflexo do nimero de combinacdes de
primers utilizados, os quais superaram a literatura encontrada em estudos de diversidade
genetica de milho, aliado a auséncia de selecdo prévia das melhores combinacdes de primers
visando aumentar a porcentagem de polimorfismo. Ou seja, das 25 combinaces (EcoRI +
Msel) disponiveis todas foram utilizadas para genotipar o conjunto das variedades crioulas.
Segundo Caixeta et al. (2009) as diferentes combinacdes de enzimas de restricdo aléem de
variar a complexidade do padrdo dos fragmentos, podem afetar o namero de loci polimorficos

produzidos.

Ao analisar os indices de polimorfismo gerados para cada marcador molecular
percebe-se que o SSR e 0 RAPD revelaram as maiores porcentagens de polimorfismo (78,3 e
74,1 %, respectivamente), o que esta de acordo com Caixeta et al. (2009) ao afirmarem que
em geral o nivel de polimorfismo detectado pelo AFLP é menor que o detectado por outros
marcadores, como 0s microssatélites. Entretanto, quando avalia-se a eficiéncia dos diferentes
marcadores na geracdo de polimorfismo, destaca-se 0 AFLP com média de 30,5 fragmentos
polimdrficos por primer. Estes resultados indicam eficiéncia relativa de 3 vezes ao RAPD e
de 14 vezes ao microssatélite, o que concorda com Caixeta et al. (2009), Gerber et al. (2000) e
Vos e Kuiper (1997), os quais afirmam que um pequeno nimero de combinacdes de primers

AFLP é suficiente para gerar um nimero adequado de fragmentos polimoérficos nas analises.

Outros aspectos importantes a serem considerados dizem respeito ao numero de
acessos analisados, a base genética do germoplasma (temperado ou tropical) e principalmente
a regido gendmica que cada marcador molecular esta amostrando. De maneira geral, quanto
maior o numero de acessos estudados bem como provenientes de base genética ampla espera-
se maiores porcentagens de polimorfismo. As diferencas inerentes aos marcadores também
devem ser consideradas. Por exemplo, os RAPD s utilizam primers curtos (10 nucleotideos)
de sequéncia aleatoria, ao passo que 0os SSR's utilizam primers especificos (20 a 25 pb) para
as regides que flanqueiam os microssatelites. Por outro lado, o AFLP combina a

especificidade das enzimas de restricdo com a amplificacdo exponencial do PCR.

O namero de fragmentos amplificados bem como os indices de diversidade confirmam
a ampla base genética das variedades crioulas. As amplitudes de diversidade genética

estimadas entre o conjunto de variedades, 30 a 54 % para 0 RAPD e 24 a 59 % para 0
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microssatélite, reforcam a hipotese inicial da existéncia de grande variabilidade genética
disponivel entre os acessos de milho crioulo. Muitas vezes fragmentos amplificados pelos
marcadores RAPD e SSR apresentam diferencas muito pequenas em relacdo ao niumero de
pares de bases e por serem tradicionalmente resolvidos em géis de agarose ndo conseguem ser
adequadamente genotipados nesta matriz. Neste sentido, a separacdo de fragmentos com
pequenas diferengas (1 pb) poderia ser melhor resolvida em géis de alta resolucdo, através da

matriz de poliacrilamida.

A baixa diversidade genética entre os acessos de milho obtida pelo marcador AFLP
em relacdo ao RAPD e ao SSR possivelmente esteja associada aos sitios de restricdo das
enzimas EcoRI e Msel estarem em regides altamente conservadas no genoma destas
variedades crioulas de milho. Segundo Mank et al. (1999) analisando a distribuicdo dos
fragmentos AFLP no genoma do milho através de diferentes combinagdes de enzimas de
restricdo com niveis variaveis de metilacdo revelaram que os agrupamentos de fragmentos sao
prioritariamente co-localizados nas regifes centroméricas dos cromossomos em milho,
principalmente quando sdo utilizadas as combinagdes do tipo: EcoRI/Msel e "Pstl/Msel
enquanto a combinagdo Pstl/Msel gera fragmentos aleatoriamente mais dispersos pelo
genoma. Entretanto, a grande maioria dos trabalhos disponiveis na literatura utilizam a
combinacdo EcoRI/Msel para a amplificagdo de fragmentos com o marcador AFLP. Além
disso, de acordo com Jansen et al. (1996) a combinacdo EcoRI/Msel é mais adequada para
genomas pobres em guanina + citosina (G+C), HindlIl/Msel para genomas com conteido

intermediario de G+C (40 a 50 %) e Apal/Tagl para genomas ricos em G+C.

Resultados semelhantes ao marcador AFLP foram obtidos a partir da analise conjunta
dos trés marcadores, demonstrando claramente que o AFLP sozinho sobressaiu em relacao
aos demais marcadores na anélise conjunta. Esta constatacdo estd de acordo com Laborda et
al. (2005) onde as estimativas de diversidade baseadas no AFLP foram pouco correlacionadas
com as do SSR. Os autores preconizaram que a analise conjunta (AFLP + SSR) nédo foi a
forma mais eficiente de avaliar a variabilidade entre acessos de origem tropical. Essas
evidéncias sdo confirmadas pela elevada correlacdo (96 %) das matrizes de similaridade entre

0 AFLP e a analise conjunta dos marcadores.

A correlacdo das matrizes de similaridade genética entre 0 RAPD e 0 AFLP (46 %) e
RAPD e SSR (31 %) estd de acordo com o obtido por Garcia et al. (2004). Os autores

afirmam que o RAPD foi 0 marcador mais divergente em relacdo ao RFLP, AFLP e SSR,
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enquanto os demais mostraram padrdes de associacdes mais elevados entre si. Por outro lado,
os marcadores SSR e AFLP foram os que apresentaram o menor valor de correlagcdo neste
estudo (30 %), abaixo do observado por Laborda et al. (2005) e muito inferior ao encontrado
por Barbosa et al. (2003) e Garcia et al. (2004).

Laborda (2003) estudando linhagens de milho tropical através dos marcadores SSR e
AFLP afirmou que a discrepancia dos resultados entre as técnicas pode ser o resultado de
diferencas na taxa de evolucdo para cada marcador. Por exemplo, Vigouroux et al. (2002)
afirmaram que os SSR’s mutam numa taxa de 10 enquanto os AFLP’s numa taxa de 10°
(MARIETTE et al., 2002). Possivelmente, estas diferencas na taxa de mutacdo repercutem
numa avaliacdo diferencial do genoma em relagdo a genotipagem com estes marcadores.
Provavelmente, a menor variabilidade genética entre as variedades crioulas expressas pelo
marcador AFLP em relagdo ao SSR possa ser reforcada por este fato, uma vez que a
similaridade genética estimada pelo SSR foi ligeiramente inferior ao obtido com o AFLP. Em
contrapartida, a amplitude de variacdo dos valores da diversidade foi maior no SSR em
comparagdo ao AFLP. Esses resultados confirmam a hipotese que os SSR's possuem maior
capacidade de explorar a diversidade, revelando maior polimorfismo e consequentemente

amostrando maior variabilidade genética entre os acessos de milho crioulo.

Os dendogramas construidos com os dados de similaridade obtidos a partir de cada
marcador ilustraram algumas discrepancias. Analisando os agrupamentos de forma geral,
observa-se que as combinacdes de variedades crioulas que apresentaram os maiores indices de
similaridade genética a partir do AFLP e da analise conjunta foram a Asteca (V6) com a
Carioca (V11); para o SSR: Nutricional (V1) com Branco para Palha (V9) e para o RAPD:
Asteca (V6) com Caiano (V7). Por outro lado, percebe-se nos agrupamentos combinagfes de
variedades que poderiam maximizar a heterose a partir de esquemas de cruzamentos artificiais
pelos programas de melhoramento. Por exemplo, no RAPD as variedades crioulas do grupo A
com as variedades isoladas: Populacdo Nonoai (V28), Crioulo Rosa (V34) e Crioulo 8
Carreiras (V31). Para o microssatélite, a maior heterose poderia ser esperada a partir do
cruzamento de gendtipos do grupo A com aqueles do grupo H (V25, V32 e V41). Os
dendogramas gerados pelo AFLP e analise conjunta revelaram a mesma topologia de arvore
com pequenas alteragcGes. Particularmente, esquemas de cruzamentos envolvendo o grupo A
em relacdo aos genotipos isolados mais distantes possibilitariam maior sucesso na geracao de
variabilidade genética possibilitando maximizar a exploracdo da heterose e a segregacao

nestes cruzamentos.
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As discrepancias nos dendogramas gerados pelos trés marcadores e pela analise
conjunta se devem principalmente ao fato dos trés acessarem regides distintas no genoma. As
variedades que se mantiveram no mesmo grupo (A) nos 4 dendogramas foram Nutricional
(V1), Milho Grande (V2), Palha Roxa (V3) e Paiol (\V4), indicando alta similaridade genética
entre estes acessos independentemente do marcador analisado. Comparando os dendogramas
obtidos através do RAPD e SSR percebe-se um numero maior de variedades crioulas
mantidas no mesmo grupo (A): Branco (V5), Asteca (V6), Caiano (V7), Branco para Palha
(V9), Carioca (V11), Vinten (V13), Encantilado (\V15), Amarelo Antigo (V17) e Crioulo 8
Carreiras (V18).

O dendograma obtido através do marcador AFLP foi muito semelhante ao da analise
conjunta. Em ambos, no grupo B doze variedades mantiveram-se em comum (V1, V11, V12,
V13, V14, V15, V17, V18, V19, V20, V23 e V30); no Grupo C duas (V46 e V47) e no Grupo
E apenas a variedade Caiano FE 121 (V37). Da mesma forma, onze variedades crioulas
isoladas no dendograma (AFLP) foram as mesmas da analise conjunta (V39, V24, V25, V43,
V31, V40, V8, V38, V42, V27 e V16). As variedades Branco (V16), Branco Dentado (V38) e
Crioulo 8 Carreiras (\V31) foram as mais divergentes a partir da analise de similaridade

genética bem como através da analise de agrupamento.

Em relacdo aos locais de coleta das variedades crioulas foi possivel observar que em
dois dendogramas (RAPD e AFLP) houve o predominio de grupos formados exclusivamente
por gendtipos oriundos do RS, seguido de agrupamentos com gendtipos apenas do PR (AFLP)
ou de ambos os locais (AFLP e RAPD). No dendograma resultante do SSR predominaram
grupos com variedades procedentes das duas localidades (5) e apenas 3 com gendtipos
exclusivos do RS. Por outro lado, a partir da analise conjunta dos marcadores houve a
formacdo de 3 grupos provenientes apenas do RS, 2 exclusivos do PR e 2 com genotipos de
ambos os locais de coleta. Fato interessante pode ser visualizado no grupo A para o
dendograma do RAPD e do SSR. Particularmente, neste grupo houve um predominio de
variedades crioulas oriundas do PR em relagdo ao RS (15:1 e 13:5, respectivamente).
Possivelmente a presenca de variedades do RS neste grupo seja devido as variedades do PR
terem sido introduzidas no passado atraves da colonizacdo galcha neste estado. Mesmo assim
observou-se a formacéo de grupos exclusivos do PR, possivelmente pela fixacdo regional de
alelos diferenciados durante a expansdo geografica dessas variedades pelo isolamento das
mesmas através de barreiras fisicas ao fluxo génico entre os diferentes locais. Além disso, a

conscientizacdo dos agricultores familiares para ndo misturar as sementes provavelmente
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contribuiram muito para o agrupamento prioritario das variedades de acordo com os locais de

coleta.

De maneira geral, o marcador AFLP sobressaiu em relacdo aos demais marcadores na
analise conjunta. A provavel explicacdo deve-se ao nimero ndo igualitario de fragmentos
polimorficos utilizados para a analise conjunta entre os marcadores. Neste contexto, o AFLP
representou 63 % dos fragmentos presentes na analise conjunta em relacdo aos fragmentos do
RAPD e SSR. Este fato justificaria a elevada correlacdo entre as matrizes de similaridade
genéetica do AFLP e analise conjunta bem como os valores medianos a baixos entre 0s

marcadores individuais.

A estabilidade do dendograma € um aspecto importante a ser considerado nos estudos
que envolvem o agrupamento de genoétipos atraves de indices de similaridade/dissimilaridade
genética (CARVALHO et al., 2004). A analise da diversidade genética envolvendo diferentes
linhagens de milho tropical evidenciou que a partir de 150 fragmentos polimérficos foi
suficiente para estabilizar o agrupamento das respectivas linhagens (LANZA et al., 1997;
PEJIC et al., 1998). A analise de bootstrap realizada por Barbosa et al. (2003) e Garcia et al.
(2004) indicaram que para estabilizar o coeficiente de variacdo a 10 % seria necessario obter
pelo menos 262 (RAPD), 232 (AFLP) e apenas 29 fragmentos polimérficos para o SSR. O
namero de fragmentos polimdrficos utilizados nas analises foi de 335 para 0 RAPD, 762 para
0 AFLP e 105 para o SSR. Neste sentido, confirma-se que o nimero de fragmentos utilizados
foi muito superior ao recomendado para obter informac@es precisas a respeito dos indices de
similaridade genética bem como promover a estabilidade da analise de agrupamento das

variedades crioulas de milho.

As variagfes em uma populacdo sdo induzidas pela ocorréncia de mutacdes,
recombinacdo meiotica e introgressdes génicas. Por outro lado, a deriva genética e selecéo
natural/artificial sdo responsaveis pela reducdo da diversidade genética existente em qualquer
espécie. Ao longo dos anos, esses fatores associados permitiram o desenvolvimento de
inimeras variedades de polinizagdo aberta com elevada adaptagdo aos nichos ecoldgicos que

foram rotineiramente desenvolvidas.

Embora em poucos pares de combinacdes de variedades crioulas os indices de
similaridade genética tenham sido elevados, a maioria revelou elevada diversidade genética a
partir da genotipagem com os trés marcadores moleculares. Estes resultados sdo confirmados

quando leva-se em consideracgao a caracterizacdo agronémica destes acessos (MATIELLO et.
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al., 2010; ARAUJO; NASS, 2002). Além disso, destacam-se positivamente como fonte de
variabilidade genética para caracteristicas de interesse agrondmico até entdo pouco explorada
neste germoplasma como: resisténcia a podriddo do colmo (MATIELLO et al., 2006),
tolerancia ao aluminio téxico (COELHO, 2011) e precocidade reprodutiva (MATIELLO et
al., 2010). Neste sentido, a genotipagem molecular através de diferentes marcadores
juntamente com a caracterizagdo agrondmica destes acessos crioulos permitirdo prospectar
novos genes de interesse econdmico, indicar 0s cruzamentos mais promissores visando
maximizar a heterose, bem como preservar parte desta variabilidade genética até entdo pouco

utilizada pelos programas de melhoramento genético da cultura.
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Tabela 6 - Relagdo dos primers RAPD’s, nimero total de fragmentos amplificados, nimero de fragmentos
monomorficos, nimero de fragmentos polimorficos, porcentagem de polimorfismo e nimero de
fragmentos polimérficos por primer. Ponta Grossa, 2012.

Primer Sequéncia Fragmentos Monomorficos  Polimorficos  Polimorfismo (%)

01) OPAR-04 5- CCAGGAGAAG -3' 5 1 4 80,0
02) OPAW-10 5 -GTTGTTTGCC -3 18 3 15 83,3
03) OPAV -13 5 -CTGACTTCCC -3 11 2 81,8
04) OPAW-19 5'-GGACACAGAG -3 13 4 69,2
05) OPAV -19 5'- CTCGATCACC - 3 14 3 11 78,6
06) OPAW-08 5 -CTGTCTGTGG-3' 8 0 100,0
07) OPAR-05 5 - CATACCTGCC - 3 12 4 66,7
08) OPAW-14  5-GGTTCTGCTC -3’ 18 3 15 83,3
09) OPW-08 5'- GACTGCCTCT-3' 15 6 9 60,0
10) OPAU -12 5 -CCACTGGTCT - 3' 17 3 14 82,6
11) OPY -10 5'- CAAACGTGGG - 3 21 2 19 90,5
12) OPAD-14 5 -GAACGAGGGT -3 16 2 14 87,5
13) OPW-09 5' - GTGACCGAGT - 3' 13 5 8 61,5
14) OPAM-01 5-TCACGTACGG- 3 8 4 4 50,0
15) OPAR -02 5-CACCTGCTGA -3 10 7 3 30,0
16) OPAR-15 5 - ACACTCTGCC - 3 14 4 10 71,4
17) OPY -04 5 - GGCTGCAATG - 3 18 0 18 100,0
18) OPE-18 5'-CGACTGCAGA-3' 10 4 60,0
19) OPAV -03 5 - TGTAGCCGTG -3’ 9 2 77,8
20) OPW-13 5 -CACAGCGACA -3 20 2 18 90,0
21) OPP-05 5 - CCCCGGTAAC - 3' 13 3 10 76,9
22) OPAD-06 5-AAGTGCACGG-3 13 1 12 92,3
23) OPAX-10 5'-CCAGGCTGAC-3 13 0 13 100,0
24) OPAW-11 5'-CTGCCACGAG-3 17 0 17 100,0
25) OPAT - 08 5 -TCCTCGTGGG - 3' 12 0 12 100,0
26) OPAX-07 5'-ACGCGACAGA - 3' 15 3 12 80,0
27) OPAK-15 5 - ACCTGCCGTT -3’ 12 3 9 75,0
28) OPAW-07 5'-AGCCCCCAAG-3 17 2 15 88,2
29) OPAR -16 5 -CCTTGCGCCT - 3' 14 0 14 100,0
30) OPY -09 5 - AGCAGCGCAC - 3 13 1 12 92,3
Total 409 74 335 81,9
Fragmentos Polimérficos/Primer 11,2
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Tabela 7 - Relagdo dos primers microssatélites, nimero total de fragmentos amplificados, nimero de fragmentos
monomorficos, nimero de fragmentos polimorficos, porcentagem de polimorfismo e nimero de
fragmentos polimérficos por primer. Ponta Grossa, 2012.

N°  Primer Grupo/Bin Motivo Repetido Fragmentos Monomorficos Polimorficos Polimorfismo (%)

1 Bnlg 149 1/00 Indeterminado 2 0 2 100
2 Bnlg 1007 1/02 (AG) 15 3 0 3 100
3 Umc 1035 1/06 (CT) 19 1 1 0 0
4 Bnlg 131 1/11 Indeterminado 5 0 5 100
5 Bnlg 125 2/02 Indeterminado 3 0 3 100
6 Umc 1884 2/05 (TC)8 5 0 5 100
7 Bnlg 1045 2/07 (AG) 17 5 0 5 100
8 Phi101049  2/10 (AGAT) 3 0 3 100
9 Umc 2118 3/00 (CTTT) 4 3 0 3 100
10 Umc 1223 3/04 (AG) 7 3 0 3 100
11 Bnlg 197 3/06 Indeterminado 2 1 1 50
12 Umc 1136 3/10 (GCA) 5 2 0 2 100
13 Umc 1759 4/01 (CGG) 4 7 4 3 42,8
14 Umc 2176 4/03 (TGC) 4 3 0 3 100
15 Bnlg 490 4/04 Indeterminado 2 0 2 100
16 Bnlg 2291 4/06 (AG) 17 3 0 3 100
17 Bnlg1784 4/07 (AG) 13 1 1 0 0
18 Bnlg 1565 4/09 (AG) 27 5 0 5 100
19 Bnlg 1337 4/11 (AG) 21 6 0 6 100
20 Umc 2036 5/01 (GTC) 4 1 1 0 0
21 Bnlg 557 5/03 Indeterminado 2 1 1 50
22 Umc 1348 5/05 (CA7 2 1 1 50
23 Umc 1792 5/08 (CGG) 5 1 1 0 0
24 Umc1829 5/09 (AG) 10 4 0 4 100
25 Bnlg 249a 6/01 Indeterminado 3 0 3 100
26 Phi 077 6/01 (AG) 2 0 2 100
27 Umc 1887 6/04 (CGA) 4 2 1 1 50
28 Phi 452693  6/04 (AGCC) 2 0 2 100
29 Umc 1463 6/06 (ACA) 6 3 2 1 333
30 Bnlg 1292 7/01 (AG) 14 4 0 4 100
31 Phi034 7/02 (CCT) 3 1 2 66,7
32 Bnlg 434 7/03 Indeterminado 3 0 3 100
33 Phi 082 7/05 (AG) 1 1 0 0
34 Umc 1799 7/06 (TG) 12 5 0 5 100
35 Umc 1592 8/01 (CA) 2 2 0 0
36 Phi 115 8/03 (AT/ATAC) 2 0 2 100
37 Bnlg 240 8/06 Indeterminado 2 0 2 100
38 Phi015 8/08 (AAAC) 4 2 2 50
39 Phi233376  8/09 (CCG) 1 1 0 0
40 Umc 2084 9/01 (CTAG) 4 3 0 3 100
41 Phi 065 9/03 (CACTT) 2 1 1 50
42 Phi 027 9/03 (GCGCT) 2 0 2 100
43 Umc 1519 9/04 (TC)8 3 1 2 66,7
44 Umc 1319 10/01 (ACC)5 2 1 1 50
45 Bnlg 640 10/03 Indeterminado 3 1 2 66,7
46 Bnlg 1250 10/05 (AG) 30 4 2 2 50
47 Umc 2021 10/07 (TGG) 4 2 2 0 0
Total 134 29 105 78,3

N
N

Fragmentos Polimdrficos/Primer
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Tabela 8 - Relacdo das combinacBes de primers AFLP's EcoRI (E) + Msel (M), nimero total de fragmentos
amplificados, ndmero de fragmentos monomorficos, nimero de fragmentos polimérficos,
porcentagem de polimorfismo e nimero de fragmentos polimorficos por primer. Ponta Grossa,

2012.

N° Primers Fragmentos Monomorficos  Polimdrficos  Polimorfismo (%)
1 E-AGC/M-CCA 64 30 34 53,1
2 E-ATC/M-CCA 90 50 40 44,4
3 E-AGC/M-CAC 68 37 31 45,6
4 E-ACA/M-CAC 81 57 24 29,6
5 E-ATC/M-CAC 89 59 30 33,7
6 E-ACA/M-CCA 93 58 35 37,6
7 E-AAC/M-CAC 82 38 44 53,7
8 E-AGT/M-CAC 92 60 32 34,8
9 E-AAC/M-CAC 88 45 43 48,9

10 E-AGT/M-CCA 55 40 15 27,3

11  E-AGT/M-CGC 58 20 38 65,5

12 E-ATC/M-CGC 42 26 16 38,1

13 E-AGC/M-CGC 73 41 32 43,8

14  E-ACA/M-CGC 59 19 40 67,8

15 E-AAC/M-CGC 55 26 29 52,7

16  E-AGT/M-CTC 66 38 28 42,4

17 E-AGC/M-CTC 72 47 25 34,7

18  E-ATC/M-CTC 60 48 12 20,0

19 E-ACA/M-CTC 77 50 27 35,1

20 E-AAC/M-CTC 91 60 31 34,1

21  E-AGT/M-CAT 67 50 17 25,4

22 E-ATC/M-CAT 84 60 24 28,6

23 E-AGC/M-CAT 98 57 41 41,8

24  E-ACA/M-CAT 106 63 43 40,6

25 E-AAC/M-CAT 79 48 31 39,2

Total 1889 1127 762 40,3

Fragmentos Polimérficos/Primer 30,5
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Tabela 9 - Valores minimos, maximos, amplitude e média da similaridade genética obtida através dos
marcadores RAPD, SSR, AFLP e da andlise conjunta. Ponta Grossa, 2012.

Marcador Minimo Variedades Méaximo Variedades Amplitude Média

V28 e V45

RAPD 0,46 V28e V34 0,70 V6 e V7 0,24 0,57
V28 e V48

SSR 0,41 V42 e V48 0,76 V1eV9 0,35 0,56

AFLP 0,59 V16 e V38 0,89 V6 e V11 0,30 0,74
V16 e V38

CONJUNTA 0,58 V16 e V28 0,81 V6 e V11 0,23 0,69

V16 e V31
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Tabela 10 — Valores de correlagao entre as matrizes de similaridade genética dos marcadores RAPD, SSR, AFLP
e andlise conjunta. Ponta Grossa, 2012.

Matriz SSR AFLP  Conjunta

RAPD 0,31 0,46 0,66
SSR 0,30 0,44
AFLP 0,96
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Primer OPY - 10, Gel de Agarose 2,0 % e Temp. anelamento 41 °C (45x)
5 6 7 8 9 10 1 12 13
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Figura 2 - Gel de agarose 2 % mostrando fragmentos de DNA amplificados através do primer RAPD “OPY -
10”. Pogos de n° 1 a 48 referem-se as 48 variedades crioulas de milho. As setas indicam fragmentos
polimérficos entre as variedades crioulas. M: marcador molecular de 100 pb. Ponta Grossa, 2012.
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27 28 29 30 31

46 47 48

Figura 3 - Gel de agarose 3 % mostrando os fragmentos monomdrficos e polimoérficos através do primer
SSR Umc 1519. Os pocos de n° 1 a 48 referem-se as 48 variedades crioulas de milho. M:
marcador molecular de 100 pb. Ponta Grossa, 2012.
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Figura 4 - Gel de poliacrilamida 6 % mostrando os fragmentos monomorficos (seta maior) e polimérficos
(seta menor) através da combinacdo de primers E-AGA/M-CAC. Os pogos de n° 1 a 48

referem-se as 48 variedades crioulas de milho. M: marcador molecular de 50 pb. Ponta Grossa,
2012.
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Figura 5 - Dendograma produzido a partir da similaridade genética existente entre as 48 variedades crioulas de milho através do marcador RAPD. A
identificacdo dos nimeros das variedades em azul refere-se aos gen6tipos oriundos do Paran e em vermelho do Rio Grande do Sul. As diferentes
cores nas ramificagdes referem-se aos 8 grupos distintos (A — H) formados a partir do indice de similaridade de Jaccard através do método UPGMA.
Ponta Grossa, 2012.
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Figura 6 - Dendograma produzido a partir da similaridade genética existente entre as 48 variedades crioulas de milho através do marcador SSR. A
identificacdo dos nimeros das variedades em azul refere-se aos genétipos oriundos do Parana e em vermelho do Rio Grande do Sul. As
diferentes cores nas ramificages referem-se aos 8 grupos distintos (A — H) formados a partir do indice de similaridade de Jaccard através
do método UPGMA. Ponta Grossa, 2012.
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Figura 7 - Dendograma produzido a partir da similaridade genética existente entre as 48 variedades crioulas de milho através do marcador AFLP. A
identificacdo dos numeros das variedades em azul refere-se aos genotipos oriundos do Parand e em vermelho do Rio Grande do Sul. As
diferentes cores nas ramificacOes referem-se aos 6 grupos distintos (A — F) formados a partir do indice de similaridade de Jaccard através do
método UPGMA. Ponta Grossa, 2012.
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Figura 8 - Dendograma produzido a partir da similaridade genética existente entre as 48 variedades crioulas de milho através dos marcadores RAPD, SSR e AFLP. A
identificacdo dos nimeros das variedades em azul refere-se aos genotipos oriundos do Parana e em vermelho do Rio Grande do Sul. As diferentes cores nas
ramificacBes referem-se aos 7 grupos distintos (A — G) formados a partir do indice de similaridade de Jaccard através do método UPGMA. Ponta Grossa, 2012.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

1. A genotipagem molecular das variedades crioulas de milho permitiu identificar

variabilidade genética dentro deste germoplasma independente do marcador utilizado;

2. Os marcadores RAPD e microssatélite apresentaram os maiores indices médios de
polimorfismo em relagdo ao AFLP embora este tenha gerado maior nimero de fragmentos
polimoérficos por reacdo de amplificacdo. Esta constatacdo confirma a eficiéncia deste
marcador uma vez que possibilitou a obtencdo de 3 até 14 vezes mais fragmentos

polimarficos por reacdo em relacdo aos demais marcadores;

3. Os coeficientes de similaridade genética entre as combinacBes de variedades
crioulas variaram de 41 a 89 %. Os marcadores RAPD e microssatélite revelaram indices de
similaridade genetica equivalentes entre si. Por outro lado, o AFLP demonstrou maior

magnitude na similaridade genética entre 0s acessos crioulos;

4. Prioritariamente as variedades crioulas foram agrupadas de acordo com os locais de
coleta. De maneira geral, os dendogramas gerados pelo RAPD e AFLP apresentaram
predominio de grupos constituidos por variedades do Rio Grande do Sul. Em contrapartida,

no SSR grupos compostos por acessos de ambos os locais;

5. As observagdes através dos dendogramas de grupos de variedades crioulas
exclusivas do Rio Grande do Sul e do Parana reforcam a hipétese de divergéncia entre estes
grupos possivelmente pela fixacdo de alelos de adaptacdo regional ao longo dos anos bem
como por barreiras espaciais ao fluxo génico entre esses locais. Embora, o tempo evolutivo
ndo tenha sido suficiente para separar completamente as variedades crioulas em grupos

exclusivos do Rio Grande do Sul e do Parana.

6. As semelhancas na topologia dos dendogramas gerados pelo AFLP e pela anélise
conjunta referem-se ao predominio de fragmentos polimdrficos do marcador AFLP em

relacdo ao total de fragmentos utilizados na andlise conjunta.
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APENDICE A - Tabela 11 — Matriz contendo os valores de similaridade (abaixo) e dissimilaridade
genética (acima) calculados a partir da comparacao entre pares de variedades crioulas de milho através do
marcador RAPD, pelo coeficiente de Jaccard. As células em vermelho representam o valor maximo de
similaridade/dissimilaridade e as em azul os valores minimos de similaridade/dissimilaridade. Ponta
Grossa, 2012.
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Tabela 11 — Matriz contendo os valores de similaridade (abaixo) e dissimilaridade genética (acima) calculados a partir da comparacao entre pares de variedades crioulas de
milho através do marcador RAPD, pelo coeficiente de Jaccard. As células em vermelho representam o valor maximo de similaridade/dissimilaridade e as em azul

os valores minimos de similaridade/dissimilaridade. Ponta Grossa, 2012.
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20 062 059 062 062 062 066 064 05 058 059 060 063 063 063 064 055 062 061 060 038 03 041 040 040 042 040 047 037 040 041 04 042 043 040 038 041 041 042 042 039 041 045 042 044 042 043 048
21 060 05 060 058 o064 062 060 063 060 058 061 063 061 063 061 055 065 062 05 062 045 038 037 039 039 o040 048 042 039 042 043 04 048 038 039 037 038 046 042 044 042 046 039 040 044 045 0,46
22 05 05 057 057 o060 060 05 05 05 051 05 05 05 05 058 05 05 05 057 061 055 044 046 044 042 043 048 038 041 044 046 050 042 042 041 039 039 046 043 042 048 048 043 050 041 047 046
23 063 05 062 063 065 o061 061 05 05 058 o062 061 062 061 064 058 05 05 062 05 062 056 037 039 039 043 04 040 040 044 040 040 045 041 042 042 047 045 041 043 041 047 041 044 045 042
24 05 057 064 059 061 064 060 05 05 058 061 05 064 062 060 05 05 05 057 060 063 054 063 040 038 040 049 04 04 048 044 041 05 041 040 042 047 047 044 041 044 049 045 046 047 047
25 05 05 05 05 062 061 05 05 058 05 060 05 05 05 058 05 05 05 054 060 061 05 061 060 042 043 049 043 04 046 043 039 046 044 046 042 046 047 046 048 046 050 046 045 044 048
26 057 057 057 o061 062 05 05 05 05 058 060 05 05 05 060 053 05 061 05 058 061 05 061 062 058 041 046 045 040 043 042 045 045 038 045 038 041 050 046 041 049 046 044 045 045 049
27 05 05 05 05 061 061 05 05 058 058 05 05 05 05 058 05 05 05 05 060 060 05 05 060 05 059 05 043 044 045 047 043 044 042 042 047 044 045 043 048 045 0,44
28 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 049 05 051 05 05 05 05 05 05 05 05 050 046 046 050 053 047 051 o048 047 051 051 045 050 053 051 0,48 R
29 058 059 060 058 065 063 05 055 058 054 060 059 057 058 05 05 059 058 0% 063 058 062 060 05 057 055 057 054 039 041 048 042 040 040 044 038 041 043 044 043 046 046 038 048 044 047 046
30 058 05 05 060 o063 o060 05 05 059 060 o060 058 062 060 05 054 062 060 063 060 061 05 060 05 05 060 05 054 061 044 041 040 044 039 043 038 041 047 044 043 044 044 043 043 042 043 049
31 053 052 05 05 05 05 05 054 053 052 05 05 05 057 05 05 05 05 05 05 058 05 05 052 05 057 05 05 05 05 044 046 047 041 047 044 043 049 046 048 047 050 049 05 046 049 0,50
32 058 05 060 o062 o060 05 05 05 060 05 05 05 05 05 060 05 05 05 058 05 05 05 060 05 05 058 05 047 05 05 056 044 045 039 046 044 045 046 047 043 046 047 047 047 047 044 046
33 05 05 05 057 o061 062 05 05 05 05 060 05 061 05 05 053 05 05 05 058 05 05 060 05 061 05 05 05 05 060 054 056 042 044 045 042 046 043 042 044 040 044 045 045 044 043 045
34 05 05 05 053 05 05 05 05 05 049 05 05 05 05 05 051 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 055 060 05 05 05 058 041 042 042 042 047 046 045 044 045 048 052 047 048 047
35 062 057 061 061 063 065 05 05 05 060 05 063 061 061 061 057 05 065 060 060 062 05 05 05 05 062 062 052 060 061 05 061 056 059 039 037 037 044 040 039 044 046 046 048 044 046 045
36 05 051 05 060 o062 060 05 05 05 05 062 061 05 05 058 05 05 05 05 062 061 05 05 060 05 05 05 049 05 05 05 05 055 058 061 035 037 046 041 045 047 045 046 046 041 048 050
37 062 05 05 o061 o064 061 05 05 061 054 061 061 05 05 061 05 05 060 05 05 063 061 05 05 058 o062 05 05 062 062 05 05 058 058 063 065 040 043 041 039 042 046 043 043 041 045 044
38 08 054 05 057 06 05 05 05 05 05 064 062 05 05 058 05 061 05 055 059 062 061 053 053 054 05 058 05 059 05 057 055 054 058 063 063 0,60 046 045 044 047 046 041 046 044 042 047
39 05 05 05 058 05 05 05 05 05 05 05 05 060 05 05 05 05 05 058 05 05 05 05 05 05 05 05 049 05 05 051 05 05 05 05 05 057 054 040 042 043 046 044 046 043 042 048
4 05 05 05 05 05 057 05 05 05 05 05 05 057 06l 057 052 058 06l 060 058 058 05 05 05 054 054 05 049 05 05 05 055 05 05 060 05 059 05 0,60 040 044 045 046 044 042 044 043
41 061 05 060 05 05 064 058 05 05 057 05 061 060 05 05 05 061 061 058 061 05 05 05 05 052 05 05 05 05 05 052 057 05 05 061 05 061 05 058 0,60 045 043 041 04 042 041 039
42 05 05 05 05 062 060 05 05 06l 05 055 05 060 061 05 057 056 058 05 059 058 05 05 056 054 051 05 05 05 05 05 05 060 05 05 053 058 053 057 05 055 048 045 047 046 040 044
43 05 05 05 05 05 05 048 05 05 057 05 05 05 05 05 05 05 05 051 05 05 05 05 05 05 05 05 047 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 052 044 043 046 043 050
44 05 057 05 05 05 057 05 05 05 055 058 05 060 060 05 052 062 05 058 058 06l 05 05 05 05 05 055 062 05 051 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 055 056 038 040 043 046
45 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 049 05 05 057 05 060 05 05 05 05 05 053 05 05 05 05 05 048 052 05 057 054 054 05 05 05 057 062 043 045 048
46 055 055 05 054 05 05 051 055 05 051 057 05 05 058 05 053 05 058 0% 058 05 05 05 054 05 05 05 052 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 060 057 045 0,46
47 054 05 05 054 05 05 05 05 05 051 05 05 05 057 05 050 053 05 051 05 05 053 05 053 05 05 05 05 05 057 051 05 057 05 054 052 05 058 05 05 05 060 05 057 055 055 0,45
48 05 05 05 05 05 05 05 051 05 051 05 05 05 05 05 05 05 05 05 052 05 05 05 05 05 051 051 |046 |05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 061 05 05 05 052 054 055
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APENDICE B - Tabela 12 - Matriz contendo os valores de similaridade (abaixo) e dissimilaridade
genética (acima) calculados a partir da comparacgéo entre pares de variedades crioulas de milho através
do marcador SSR, pelo coeficiente de Jaccard. As células em vermelho representam o valor maximo de
similaridade/dissimilaridade e as em azul os valores minimos de similaridade/dissimilaridade. Ponta
Grossa, 2012.
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Tabela 12 — Matriz contendo os valores de similaridade (abaixo) e dissimilaridade genética (acima) calculados a partir da comparagdo entre pares de variedades crioulas de
milho através do marcador SSR, pelo coeficiente de Jaccard. As células em vermelho representam o valor maximo de similaridade/dissimilaridade e as em azul

os valores minimos de similaridade/dissimilaridade. Ponta Grossa, 2012.

VAR 1 2 3 4 5 6 7 8 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48
1 028 037 032 032 032 044 046 038 044 039 034 035 04 039 037 044 037 046 043 049 043 042 040 035 051 036 043 044 034 038 036 043 046 048 044 034 037 045 039 040 043 048 046 044 044
2 0,72 038 033 040 031 04 047 035 04 04 049 042 043 043 044 042 041 051 044 049 050 054 042 05 047 045 054 04 038 047 038 045 049 048 051 05 05 035 047 049 042 045 048 047 052 049 042
3 063 0,62 033 o038 03 043 05 04 042 030 05 042 037 04 049 046 040 036 043 054 04 049 049 056 046 036 054 04 040 043 046 047 051 049 048 050 049 052 044 057 05 041 046 048 044 044 045
4 068 067 0,67 041 033 03 04 04 040 029 040 038 036 033 04 037 042 042 043 042 045 040 047 048 049 036 044 035 041 043 047 046 044 051 042 048 044 041 046 051 045 041 045 040 040 046 045
5 068 060 063 059 031 032 044 032 046 036 046 044 04 042 039 040 042 046 043 05 048 046 049 049 044 038 05 039 040 041 035 043 04 042 038 046 047 035 036 048 042 045 044 044 043 048 047
6 068 069 065 068 069 034 03 032 046 027 042 035 034 040 037 039 033 036 035 046 039 045 043 046 038 033 048 037 031 048 032 043 038 032 038 040 048 032 038 048 041 032 039 034 040 040 041
7 05 05 058 064 068 0,66 041 042 045 037 049 04 044 041 040 043 039 048 048 051 053 047 052 048 051 04 049 042 047 052 04 046 052 047 041 049 050 038 039 051 049 044 049 044 053 044 05
8 053 048 05 05 064 059 042 043 039 047 04 050 043 040 036 039 04 052 047 053 049 043 048 045 043 049 042 047 054 045 044 046 047 041 049 050 044 039 049 047 042 049 045 049 045 042
9 065 057 05 068 068 058 058 046 042 046 044 047 042 036 039 042 044 043 05 047 053 049 049 044 040 052 04 042 045 034 04 04 04 048 048 051 039 040 042 044 047 055 052 054 048 049
10 067 05 05 060 054 054 05 057 054 039 051 041 042 043 046 041 041 049 048 047 051 049 049 052 047 043 053 048 051 052 047 042 048 047 051 053 05 040 051 053 047 048 045 053 05 047 048
1 062 05 070 071 064 073 063 061 058 061 042 028 031 03 038 02 03 03 04 047 043 043 047 048 037 02 043 038 041 044 043 042 040 036 039 045 040 040 041 055 043 036 034 035 039 039 044
12 05 051 048 060 05 05 051 053 054 049 0,58 045 042 041 050 047 051 044 043 041 049 047 051 046 049 043 037 04 045 050 051 050 046 043 041 049 044 048 045 053 051 052 041 048 048 051 046
13 061 058 05 063 05 065 05 05 05 05 072 055 044 032 040 038 03 047 038 04 04 04 046 044 04 036 049 033 05 049 044 039 046 042 049 049 041 040 045 049 049 039 044 039 049 041 046
14 066 05 063 064 05 066 05 05 05 05 06 058 056 044 051 044 044 033 045 046 037 049 045 049 044 038 04 04 039 049 039 047 045 045 046 05 047 045 042 048 048 041 043 042 048 044 041
15 065 05 05 067 05 060 05 057 058 057 068 05 068 05 03 039 03 045 038 037 045 039 047 044 045 027 041 033 045 040 040 042 046 038 043 045 037 042 045 047 053 040 041 041 045 035 040
16 05 05 05 057 06l 063 060 060 064 05 062 050 060 049 064 03 02 050 043 048 051 042 039 034 03 033 046 043 048 052 037 043 043 037 05 05 045 037 044 042 044 043 048 050 048 044 047
17 061 05 05 063 060 061 05 064 061 05 071 053 062 05 061 065 029 047 044 04 049 04 049 046 034 034 053 04 049 05 044 030 048 044 045 049 046 035 045 047 045 039 047 039 041 043 042
18 063 05 060 05 058 067 061 061 05 05 07 049 068 05 066 071 071 043 042 049 042 04 04 038 032 032 05 038 04 05 036 033 044 033 049 041 04 036 04 041 045 035 043 045 045 037 038
19 05 049 064 05 054 064 053 05 05 051 065 05 053 067 05 05 05 057 043 053 034 051 047 05 044 04 049 042 037 042 045 05 048 041 043 043 042 054 039 05 05 046 045 048 046 042 038
20 063 05 05 057 05 065 05 048 05 05 058 058 062 05 062 05 05 05 058 040 042 040 046 041 041 040 046 037 040 045 042 041 047 039 040 048 041 041 05 048 052 041 038 043 044 036 047
21 05 051 046 05 05 05 049 053 046 053 053 059 05 054 063 05 05 051 047 060 051 03 05 046 043 045 041 046 047 048 049 042 050 047 041 047 052 044 055 049 053 046 045 043 047 043 044
22 05 05 05 05 053 061 048 047 053 049 057 051 05 063 05 049 051 058 066 058 049 046 05 051 038 040 049 039 038 039 046 041 045 044 040 042 041 049 049 051 053 043 038 049 041 043 049
23 051 046 051 060 05 05 05 05 047 051 057 053 059 051 061 05 05 05 049 060 064 054 048 039 03 04 04 038 05 044 048 042 051 052 047 043 043 046 058 051 053 044 046 043 041 043 044
24 05 05 05 05 051 05 048 05 051 051 05 049 054 05 05 061 051 05 053 054 048 048 0,52 047 045 047 053 031 048 05 040 043 049 048 053 049 045 051 045 051 053 045 052 05 049 051 042
25 058 047 044 052 051 o054 052 05 051 048 05 054 05 051 05 066 054 063 046 05 054 049 061 053 042 044 037 045 051 05 034 049 041 045 048 052 045 039 046 042 046 049 051 050 052 044 051
26 060 053 05 051 05 062 049 05 05 05 06 051 059 05 05 064 066 068 05 05 05 062 065 055 058 043 049 038 043 046 045 031 042 043 045 045 044 038 047 045 041 040 039 044 042 039 044
27 065 05 064 064 062 067 05 05 060 057 075 057 064 063 073 067 066 068 059 060 05 060 05 05 05 057 043 038 04 048 038 042 042 033 039 039 042 044 043 049 051 033 036 041 041 032
28 049 046 046 05 046 053 051 051 048 047 057 063 051 054 05 05 047 049 051 054 05 051 05 047 063 051 057 046 047 046 047 054 052 053 045 049 050 052 047 047 049 050 042 049 055 047
29 064 05 05 o065 o061 063 058 05 05 05 o062 05 067 05 067 05 05 062 058 063 05 061 062 069 05 062 062 054 040 047 037 039 047 049 044 042 036 047 040 048 046 043 046 046 042 040
30 05 062 060 05 060 069 05 05 05 049 05 055 05 061 05 05 o051 05 063 060 05 062 05 05 049 05 05 05 060 044 038 048 042 036 04 045 047 044 043 051 049 048 034 041 047 037
31 05 053 05 05 05 05 048 046 05 048 05 050 051 051 060 048 05 05 058 05 05 061 05 043 04 054 052 05 05 056 053 043 05 051 04 05 05 049 052 054 054 051 051 048 046 050
32 066 063 054 053 065 068 05 05 066 053 057 049 056 061 060 063 05 064 05 058 051 05 052 060 066 05 062 05 063 062 047 043 043 044 049 051 049 035 036 038 046 049 052 051 058 043
33 062 05 05 054 057 05 05 05 05 05 05 05 061 05 05 05 07 067 05 05 05 05 05 05 051 069 05 046 061 05 057 057 043 045 042 044 049 039 048 042 048 036 045 048 044 036
34 064 051 049 05 05 062 048 05 05 052 060 054 054 05 05 05 052 05 05 05 05 05 049 051 05 058 058 048 05 058 048 057 057 037 038 044 045 043 046 05 048 041 039 040 050 042
35 05 05 051 049 058 o068 05 05 05 05 064 057 058 05 062 063 05 067 059 061 05 05 048 052 05 05 067 047 051 064 049 056 05 063 042 047 043 039 049 051 05 04 038 043 049 041
36 054 049 052 058 062 062 05 05 05 049 o061 059 051 054 05 048 05 051 05 060 05 060 053 048 052 05 061 05 05 059 05 051 058 063 058 034 044 042 043 05 051 035 038 039 04 041
37 05 04 05 05 05 060 05 051 052 047 05 051 051 05 05 05 05 05 057 05 053 058 057 051 048 05 06L 05 05 05 05 049 05 056 053 0,66 046 048 049 051 051 033 041 045 039 0,39
38 05 047 051 05 053 05 05 05 049 044 060 05 05 05 063 05 05 05 05 05 048 059 057 055 05 05 05 05 064 05 047 051 051 055 057 056 054 053 046 058 058 038 03 048 042 044
39 066 065 048 05 065 068 062 05 061 060 060 052 060 05 05 063 065 064 046 059 05 051 05 049 061 062 05 048 05 05 051 065 061 05 061 058 052 048 044 040 030 041 044 038 048 044
40 063 05 05 05 064 o062 061 061 060 049 05 055 055 05 05 05 05 05 061 05 04 051 042 05 05 05 05 05 060 057 048 064 052 054 051 057 051 054 056 045 045 046 049 053 047 047
41 05 051 043 049 052 053 049 051 05 047 045 047 051 052 053 058 053 05 047 05 05 049 049 049 058 05 051 053 052 049 046 062 058 050 049 045 049 042 060 055 049 044 053 05 057 045
42 06l 058 04 05 05 05 05 05 05 05 057 049 051 052 047 056 055 05 045 048 047 047 047 047 054 05 049 051 054 051 046 054 052 05 047 049 049 042 070 05 051 052 049 05 049 0,55
43 060 05 05 05 05 06 05 05 053 052 064 048 06l 05 060 05 06l 06 05 05 054 057 05 055 051 060 067 05 057 05 049 051 064 059 059 065 067 062 05 05 05 048 03 040 038 033 045
44 05 05 05 05 05 061 051 05 045 05 066 059 05 05 05 05 05 057 05 062 05 063 05 048 049 061 064 05 05 066 049 048 05 061 063 062 059 066 05 051 047 051 0,68 041 041 034 046
45 05 05 052 060 05 066 05 05 048 047 065 053 061 05 05 05 o061 05 05 05 05 051 057 048 05 05 05 05 05 05 052 049 052 060 05 061 05 052 062 047 045 045 0,60 059 042 042 050
46 05 048 05 060 05 060 047 051 046 045 06l 053 051 05 05 05 05 05 05 05 053 05 059 051 048 058 05 045 05 053 054 042 05 050 051 059 06l 05 05 05 043 051 062 05 058 044 050
47 05 051 05 05 05 060 05 05 052 053 06L 049 05 05 065 05 05 063 05 064 05 05 05 049 05 061 068 05 060 063 05 057 064 05 05 059 06l 05 05 05 05 045 067 066 058 056 0,36
48 05 05 05 05 053 05 05 05 05 052 05 054 05 05 060 05 05 062 062 053 05 05 05 058 049 05 05 05 05 05 051 061 066 051 05 046 050 053 051 054 05 | 041 | 05 054 050 050 064
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APENDICE C - Tabela 13 - Matriz contendo os valores de similaridade (abaixo) e dissimilaridade
genética (acima) calculados a partir da comparacgéo entre pares de variedades crioulas de milho através
do marcador AFLP, pelo coeficiente de Jaccard. As células em vermelho representam o valor maximo de
similaridade/dissimilaridade e as em azul os valores minimos de similaridade/dissimilaridade. Ponta
Grossa, 2012.
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Tabela 13 — Matriz contendo os valores de similaridade (abaixo) e dissimilaridade genética (acima) calculados a partir da comparacdo entre pares de variedades crioulas de
milho através do marcador AFLP, pelo coeficiente de Jaccard. As células em vermelho representam o valor maximo de similaridade/dissimilaridade e as em
azul os valores minimos de similaridade/dissimilaridade. Ponta Grossa, 2012.

VAR 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 2 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 a1 42 43 a4 45 46 47 48
1 015 021 020 027 02 024 032 027 024 021 02 02 02 019 034 024 021 023 02 027 02 023 028 028 029 034 028 024 024 031 025 026 027 028 027 027 03 026 031 029 030 03 02 02 027 025 028
2 0,85 0,17 018 024 018 024 031 027 026 017 o018 o022 017 018 035 021 020 019 020 024 024 022 027 025 027 032 027 02 02 027 023 024 028 026 027 025 03 0726 029 025 03 027 02 02 024 023 026
3 079 083 02 02 02 027 033 02 028 019 02 02 022 02 038 02 02 023 022 024 026 023 028 028 027 034 029 02 02 028 02 025 026 026 028 02 031 028 031 027 033 028 024 02 026 024 029
4 08 08 078 02 019 02 030 026 025 020 02 02 02 02 034 02 021 023 021 02 02 022 027 026 027 034 029 02 024 029 025 024 028 027 028 02 032 023 030 026 033 029 023 02 025 025 029
5 073 076 0,77 0,75 021 02 032 02 029 021 024 021 023 02 03 02 023 025 024 028 02 023 030 028 029 034 02 025 024 031 028 028 028 027 02 02 033 027 031 027 031 031 02 02 027 025 029
6 08 08 080 081 0,79 017 026 02 021 014 016 014 012 029 018 016 018 017 024 020 018 024 025 024 028 02 019 020 02 021 023 02 021 024 02 02 022 025 020 028 02 019 017 021 019 021
7 07 076 0,73 078 072 083 028 024 023 018 o020 02 019 019 030 024 018 023 022 028 02 023 027 026 028 032 03 025 025 02 023 026 027 024 029 028 032 026 029 024 032 029 023 02 02 025 028
8 068 069 067 070 068 074 072 028 032 025 o028 027 025 02 03 028 027 029 029 032 028 03 03 035 03 033 03 02 03 034 083 03 o031 02 03 03 03 03 033 031 03 033 027 029 029 029 032
9 073 073 071 074 072 078 076 072 0,26 022 024 02 023 023 03 028 022 026 025 032 030 02 030 029 028 03 031 02 02 033 028 029 029 027 029 03 03 025 033 02 031 031 027 02 028 026 029
10 07 074 072 075 071 079 077 068 074 021 02 023 02 02 03 026 02 024 024 02 028 025 029 02 03 03 02 025 02 03 02 02 02 028 02 02 03 028 03 029 03 03 02 026 02 028 030
11 079 083 081 080 0,79 082 07 078 079 014 016 013 013 029 019 0,14 017 017 023 020 019 025 025 023 03 02 02 02 02 022 023 021 02 02 02 02 021 025 020 030 02 019 017 021 021 023
12 078 08 078 078 07 08 08 072 07 078 0,86 018 016 014 030 021 0,16 020 019 027 021 02 024 025 023 031 02 021 021 02 021 024 028 028 025 024 028 022 025 022 028 024 019 019 023 023 025
13 078 079 078 078 079 08 078 073 075 077 084 082 017 016 031 021 019 020 02 027 023 02 026 026 027 031 026 021 02 028 02 024 024 025 026 024 030 023 027 025 029 028 022 021 024 023 026
14 079 08 079 08 077 08 08 075 077 078 08 08 08 013 03 019 014 017 015 023 02 018 024 024 024 02 02 020 018 02 02 02 02 023 023 02 028 019 02 02 029 02 018 018 02 02 02
15 08 08 078 08 078 08 08 074 077 079 08 08 08 087 028 018 014 017 017 023 021 017 024 023 025 03 02 02 021 027 02 02 02 02 023 02 02 02 02 02 03 02 019 017 02 02 02
16 066 065 062 066 065 071 07 065 07 066 071 070 069 070 0,72 034 029 032 031 039 034 032 034 037 03 039 038 034 034 038 083 034 03 03 03 037 0,33 038 033 040 039 034 034 035 033 037
17 0,76 0,79 0,80 077 077 08 07 072 072 074 08 079 079 08 08 066 0,17 022 02 021 024 02 027 026 02 03 02 02 02 028 025 025 025 02 02 02 028 027 029 024 033 029 019 021 023 023 026
18 079 08 080 079 077 o084 08 073 078 078 08 08 081 08 08 071 083 018 018 025 021 02 023 024 023 029 02 021 019 02 022 021 023 021 024 024 029 021 026 020 030 027 018 019 021 019 025
19 07 08 077 077 075 08 077 07L 074 07 08 08 08 08 08 06 078 08 019 02 023 019 02 02 02 03 026 02 019 019 024 024 024 02 02 02 03 02 02 02 03 02 02 02 02 02 02
20 0,78 080 0,78 079 07 08 078 071 075 076 08 08 08 08 08 069 08 08 0,81 022 023 018 024 026 026 031 02 021 019 028 022 024 024 024 025 024 031 0724 027 023 031 028 022 019 024 023 024
21 073 076 0,76 07 072 07 072 068 068 071 077 073 073 077 077 061 079 075 0,75 0,78 026 021 030 029 029 03 028 024 02 02 026 027 029 027 03 027 03 028 032 028 03 030 025 02 026 026 028
22 074 076 0,74 07 075 08 074 072 07 072 08 079 077 078 079 066 076 079 077 077 0,74 023 028 029 023 03 02 02 02 028 025 027 024 025 023 024 029 0726 027 027 032 025 02 02 02 024 029
23 077 078 077 o078 077 08 077 07 074 075 o8 o8 08 08 08 068 08 080 08 08 079 077 022 026 026 029 024 021 019 027 024 02 025 02 027 024 031 024 028 023 031 027 02 02 023 023 025
24 072 073 072 073 07 07 073 067 070 071 075 07 074 07 076 066 073 077 074 07 07 072 078 0,30 029 034 031 025 025 032 025 027 02 027 03 031 03 027 03 026 033 032 02 027 028 027 028
25 072 075 072 074 072 07 074 065 071 071 075 07 074 07 077 063 074 076 074 074 07 071 074 070 03 03 032 025 02 031 0027 028 02 03 03 03 03 028 031 o028 033 031 02 027 029 028 029
26 071 073 073 073 071 07 072 07 072 070 o077 o7 073 07 075 065 074 077 07 074 071 077 074 071 070 028 02 025 026 027 028 027 027 024 026 028 031 027 029 028 034 029 025 025 024 026 027
27 066 068 0,66 066 066 072 068 067 065 065 07 069 069 071 070 061 070 071 069 069 07 070 071 066 064 0,72 031 030 032 03 033 034 032 02 032 03 03 036 033 032 038 032 030 030 030 028 030
28 072 073 071 071 072 074 070 065 069 071 074 07 074 075 074 062 074 075 074 074 072 074 07 069 068 0,74 0,69 026 025 030 029 031 o027 02 027 027 034 027 030 030 034 02 025 024 026 027 033
29 07 078 0,77 078 075 08 07 071 074 075 o8 079 o079 08 08 066 078 079 o8 07 07 077 079 075 075 075 070 074 020 027 024 024 027 024 026 02 028 024 026 024 030 027 02 02 02 022 026
30 076 080 0,78 07 07 08 075 07 072 076 o8 079 o078 08 079 066 08 081 o8 08 078 077 08 075 074 074 068 075 080 025 025 022 02 02 024 021 02 025 028 025 030 027 02 02 022 023 024
31 069 073 072 071 069 074 071 066 067 0,69 074 074 072 07 073 062 072 074 08 o072 o071 072 073 068 069 073 065 07 073 075 0,27 029 027 029 029 028 031 0728 032 029 033 028 027 028 028 029 031
32 075 077 0,74 07 072 079 077 068 072 071 o078 079 07 07/ 078 068 075 078 07% 078 074 07 07 075 073 072 067 071 07 075 0,73 024 027 026 028 02 031 026 029 027 032 028 025 024 025 024 028
33 074 076 0,75 07 072 077 074 068 071 073 077 07 07 079 078 066 075 079 07% 07 073 073 077 073 072 073 066 069 07 078 071 0,76 027 026 026 028 03 026 030 024 030 029 024 024 026 023 027
34 073 077 074 072 072 078 073 069 071 073 079 o077 07 079 077 06 075 077 07% 07 071 07 075 071 071 073 068 073 073 07 073 073 0,73 026 026 025 031 027 030 o028 033 028 021 024 026 026 029
35 072 074 074 073 073 079 07 071 073 072 08 077 07 07/ 078 068 078 079 07 07 073 07 07 073 070 07 071 071 07 075 071 0,74 0,74 0,74 024 028 031 0727 029 024 034 028 022 024 023 023 027
3 073 073 072 072 070 07 07. 068 07L 073 078 075 074 07 077 06 074 07 075 075 070 077 073 067 06 074 06 073 074 07 07L 072 074 074 076 027 03 027 02 02 033 027 02 02 025 027 03
37 073 07 074 074 0710 078 072 068 07 071 079 07 07 07 07/ 06 074 07 078 07 073 076 07 069 069 072 067 073 077 079 072 071 072 075 072 073 03 02 029 02 03 028 02 02 02 02 028
38 065 068 0,69 068 067 071 068 065 065 065 071 072 07 072 071 072 071 07 069 o068 071 069 067 067 069 064 066 072 071 069 0,69 068 069 069 067 070 0,29 032 032 03 032 027 028 029 031 031
39 074 074 072 077 073 078 074 068 075 072 079 o078 077 08 079 067 073 079 077 07 072 074 07 073 072 073 064 073 07 075 072 074 074 073 073 073 072 071 028 025 028 02 02 02 025 024 028
40 069 071 069 070 069 075 071 067 067 06 075 075 073 075 074 06 071 074 072 073 06 073 072 070 06 071 067 070 074 072 06 07L 070 070 071 072 071 068 0,72 029 03 03 027 02 027 02 03
41 071 075 073 074 073 08 07 069 074 071 08 078 075 08 08 067 07 08 07 077 072 073 077 074 072 072 06 070 07 07 07. 0738 07 072 076 071 072 068 075 071 03 02 023 024 02 025 024
42 070 068 067 067 069 072 068 065 069 06 07 072 071 071 070 06 067 07 070 069 065 068 069 067 067 066 062 066 07 070 067 068 070 067 066 067 068 064 072 067 070 03 031 03 03 03 03
43 070 073 072 071 069 07 071 067 069 0,70 074 07 072 07 073 061 071 073 074 072 07 07 073 068 069 071 068 074 073 073 072 072 071 072 072 073 072 068 071 069 071 0,66 023 025 025 028 031
44 075 079 0,76 077 07 081 077 073 073 075 o8 08 078 08 08 066 08 08 08 07 07 078 078 074 075 07 07 07 077 08 073 075 07% 079 078 077 078 073 077 073 077 069 077 019 021 022 024
45 078 08 08 078 074 08 077 071 074 074 08 08 079 08 08 066 079 08 078 08 078 077 08 073 073 07 07 076 078 07 072 07 07 07 07 075 077 072 077 072 076 068 075 08l 021 02 025
4 073 07 074 075 073 079 07 071 072 072 079 077 07 07 078 06 077 079 077 07 074 077 07/ 072 07L 07 07 074 077 07 072 07 074 074 077 07 075 071 075 073 074 068 075 079 079 020 027
47 075 0,77 0,76 07 07 08 07 071 074 072 079 o077 o077 08 079 067 077 081 07% 077 074 07 077 073 072 074 072 073 07 077 071 0,76 077 074 077 073 075 069 076 07 o075 069 072 078 078 080 023

48 072 074 071 071 071 079 072 068 071 070 077 075 074 078 077 063 074 075 074 076 072 07 075 072 071 073 070 067 074 076 069 0,72 073 071 073 070 072 069 072 070 0,76 068 069 076 075 0,73 0,77
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APENDICE D - Tabela 14 - Matriz contendo os valores de similaridade (abaixo) e dissimilaridade
genética (acima) calculados a partir da comparacgéo entre pares de variedades crioulas de milho através
dos marcadores RAPD, SSR e AFLP, pelo coeficiente de Jaccard. As células em vermelho representam o
valor maximo de similaridade/dissimilaridade e as em azul os valores minimos de
similaridade/dissimilaridade. Ponta Grossa, 2012.
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Tabela 14 — Matriz contendo os valores de similaridade (abaixo) e dissimilaridade genética (acima) calculados a partir da comparacdo entre pares de variedades crioulas de
milho através dos marcadores RAPD, SSR e AFLP, pelo coeficiente de Jaccard. As células em vermelho representam o valor médximo de

similaridade/dissimilaridade e as em azul os valores minimos de similaridade/dissimilaridade. Ponta Grossa, 2012.

VAR 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 a1 42 43 44 45 46 47 48
1 02 02 02 030 024 028 03 03 029 028 027 026 038 03 027 02 027 03 03 028 033 033 033 03 034 020 03 03 03 03 033 032 033 031 03 032 03 03 034 035 031 03 03 032 034
2 0,78 024 024 029 023 029 03 031 030 02 027 024 038 026 02 027 027 03 03 02 032 032 032 03 03 028 02 034 03 03 03 03 034 032 03 031 03 030 03 034 028 02 032 032 032
3 0,74 0,76 027 027 02 03 037 032 03 028 027 027 040 027 o027 028 028 03 032 02 032 033 032 03 03 020 02 033 03 03 033 03 033 032 03 033 03% 03 038 033 030 02 032 032 03
4 075 076 073 028 024 027 034 030 029 028 02 025 03 02 026 02 027 031 031 02 03 03 03 03 035 028 02 034 03 031 03 o032 032 031 03 029 035 032 036 034 030 02 031 032 035
5 07 071 073 072 025 031 03 030 033 029 027 028 03% 020 o028 031 029 032 03 028 034 032 03 03% 035 028 028 03 031 032 038 031 032 032 03 032 034 033 034 035 030 032 033 031 034
6 07 077 075 07 0,75 022 030 02 027 020 02 o020 032 02 o021 02 02 020 026 026 028 03 02 03 032 025 02 032 027 028 02 025 02 02 033 02 03 026 032 030 026 02 02 027 029
7 072 071 07 073 069 078 032 028 029 024 025 027 024 03 030 024 029 028 032 033 029 032 032 034 03 03 030 031 035 03 032 03 03 034 033 03 032 03 03 03 036 031 031 03 032 035
8 064 064 063 066 065 070 0,68 033 03 03 03 031 03 038 031 03 033 03 03 034 034 03 038 03 03 039 034 034 038 03 03 03 033 036 03 038 03 036 036 039 03 034 036 035 035 037
9 07 069 068 070 07 074 072 067 031 028 028 02 029 034 033 o028 031 03 03% 03 032 034 034 034 03 03 03 032 03 031 033 03 031 034 034 038 031 036 032 034 03 033 033 034 03 035
10 071 070 068 071 067 071 064 069 028 029 029 028 03 o031 o028 031 03 034 035 031 034 034 034 037 03 032 030 03 034 032 035 032 033 036 039 033 036 034 03% 035 031 038 035 035 036
1 074 075 076 074 075 07 070 072 072 020 021 020 03 02 021 02 025 029 027 026 03 03 02 03 03 02 02 03 028 029 028 027 027 028 03 027 03 02 03 03 025 02 028 02 03
12 072 07 072 072 071 08 075 067 072 071 080 024 023 021 03 02 02 027 02 03 02 02 03 03 03 03 03 02 02 03 02 03 03 028 03 03 03 029 03 028 03 03 02 02 02 03 03
13 073 073 073 074 073 078 073 069 071 071 079 076 023 02 03 026 025 02 02 031 03 026 03 032 03 03 03 028 028 03 031 02 031 03 032 03 034 028 032 03 03 033 028 02 032 030 033
14 074 07 073 07 072 079 07 068 071 0,72 0,77 0,77 02 034 026 o022 024 02 028 028 02 029 03 020 038 031 02 02 03 020 02 029 02 029 03 033 02 030 02 033 03 026 026 02 02 029
15 07 074 072 07 073 08 07 068 072 072 079 078 08 03 02 o021 02 02 02 028 02 030 02 030 033 031 026 028 027 028 03 027 029 029 028 031 027 034 032 026 02 02 027 03
16 062 062 060 063 064 068 065 062 066 063 066 066 066 066 0,69 03 032 038 03 041 03 03 03 03 038 041 037 038 03 038 040 035 038 040 037 04 03 04 04 038 03 03 038 04l
17 070 074 073 07L 071 077 070 069 067 06 077 075 074 074 075 064 022 028 02 02 030 02 03 03 03 03 028 027 03 03 030 03 02 03 03 03 03 03 029 03 033 02 02 029 030 032
18 073 07 073 074 072 07 07 068 072 072 079 07 07 079 079 068 0,78 025 025 03 02 027 02 03 02 03 03 02 026 033 028 02 03 02 03 02 033 027 030 02 03 031 026 027 02 02 03
19 071 073 072 071 06 075 071 067 069 069 07 073 073 07 07 062 072 075 026 03 02 027 032 03 032 03 03 028 02 026 030 03 03 03 03 02 03 030 032 031 03 033 02 020 03 031 03
20 073 07 072 07 o071 07 072 066 07 07 07 07 07 07 07/ 064 074 075 074 028 028 026 03 031 031 034 032 026 026 032 02 030 03 02 02 03 034 030 0338 02 03 03 027 027 030 02 032
21 069 069 07 069 o068 071 068 065 064 066 071 07 069 072 072 05 074 07 068 072 03 027 034 033 033 034 034 03 o028 034 032 031 03 031 033 03 035 03 036 034 038 035 030 028 032 032 034
22 068 069 068 069 07 074 067 066 065 065 073 o071 07 072 072 062 07 072 071 072 067 030 03 034 02 034 033 028 028 0338 032 03 03 o031 029 02 0338 033 033 032 038 032 028 031 029 031 035
23 072 o071 071 073 072 074 071 066 068 069 074 073 074 07 077 06 073 073 073 074 073 070 028 03 03 03 03 02 02 038 02 029 032 03 032 03 03 031 034 030 03 038 02 02 03 03 031
24 067 068 068 068 066 072 068 064 066 066 07 07 07 071 070 063 068 070 068 070 066 065 0,72 034 032 03 03 03 o031 038 03 032 03 032 03 03 03 03 03 032 03 03 033 034 034 034 034
25 067 o068 067 068 068 07 068 062 066 066 070 069 068 069 071 062 068 070 067 069 067 066 070 0,66 034 03 03 03 03 03 032 032 03 03 03 03 03 033 03 034 03 03 033 034 035 033 036
26 067 068 068 068 068 070 066 065 066 066 071 07 069 071 070 062 069 073 068 069 067 071 070 068 0,66 032 03 031 03 o032 033 032 038 02 032 032 034 033 035 032 038 03 030 032 031 031 034
27 063 063 064 063 065 069 064 063 063 063 066 065 065 067 067 05 066 067 065 066 066 066 066 064 061 068 037 034 03% 03 03 03 03 031 03% 03 038 039 03 036 04 036 034 035 034 032 036
28 066 066 064 065 065 068 064 061 063 064 068 069 066 069 066 067 067 068 066 067 069 063 064 067 0,63 03 032 03 03 03 03 03 03% 034 038 03 03 03 03 035 032 033 033 034 039
29 071 072 o071 072 072 07 07 066 069 068 074 072 072 073 072 073 072 074 07 072 073 070 069 069 066 067 026 032 031 03 032 03 032 02 032 03 032 03 03 033 028 03 03 03 032
30 o7 072 072 071 072 074 069 066 068 07 073 072 072 075 073 o074 07 074 072 072 073 069 068 070 064 068 074 03 03 o028 02 02 030 02 033 032 033 032 035 038 027 02 029 029 032
31 064 066 067 066 065 068 065 062 063 063 068 067 066 069 066 067 074 068 066 067 067 062 063 068 061 064 068 069 034 034 03 03 035 034 036 035 03 03 038 036 034 035 034 035 037
32 070 070 069 07 069 073 o070 063 069 066 072 070 069 071 073 064 068 072 070 071 068 068 071 069 068 067 063 064 069 070 0,66 03 033 03 034 034 03 032 03 032 03 034 032 032 033 03 033
33 069 070 069 069 068 072 o068 063 067 068 071. 06 071 072 072 062 07 073 069 070 069 066 07L 068 068 068 063 064 070 072 066 070 032 03 032 033 03 031 034 031 03 033 031 03 032 02 03
34 067 069 067 066 067 071 066 063 066 065 072 070 06 071 070 060 068 070 068 070 064 070 068 064 066 067 064 064 068 071 066 067 068 03 031 031 03 033 03 03 03 03 029 03 03 033 035
35 068 069 069 068 069 07 o070 067 069 068 073 072 07 072 073 065 070 075 07 071 069 069 069 068 066 071 069 065 07 071 066 07 068 070 029 03 03 032 033 03 038 038 02 03 03 03 033
36 067 066 067 068 068 0710 066 064 066 067 073 07 068 071 071 062 o068 o070 069 071 o067 071 068 064 063 068 064 065 068 070 065 066 068 069 071 03 03 033 032 03 038 03 03 031 03 033 037
37 069 068 068 069 068 072 067 065 066 064 072 070 070 070 071 069 071 071 070 069 07L 070 065 065 068 064 066 072 073 066 066 067 069 069 070 03 033 034 033 03 03 029 03 03 031 034
38 063 063 064 064 065 067 064 062 062 06l 069 068 066 067 067 068 067 065 066 065 067 064 063 063 066 062 062 068 067 064 064 063 066 067 065 066 03 03 037 040 03 031 034 03 034 036
39 068 069 067 071 068 072 068 063 069 067 073 07L 072 074 072 063 068 073 070 070 066 067 069 066 067 067 06l 065 070 068 065 068 069 067 068 067 067 065 032 030 03 03 03 029 03 03 035
40 065 066 065 065 066 069 066 064 064 064 070 068 068 070 069 05 066 070 068 067 064 067 066 066 064 065 063 063 068 067 063 066 066 065 067 068 066 064 068 033 03 03 03 034 03 034 034
41 067 070 o067 o068 067 074 07 064 068 066 072 072 07 073 073 064 071 074 069 071 066 068 070 068 066 068 064 065 069 068 064 068 069 066 070 065 067 063 07 067 03% 03 03 032 03 03 02
42 066 064 062 064 066 068 064 061 066 064 065 066 066 067 066 05 063 066 064 065 062 062 065 063 063 062 060 06l 065 065 062 063 066 063 062 062 064 060 068 064 065 03 03 038 037 03 037
43 065 066 067 066 065 070 064 063 063 065 069 068 067 069 068 05 067 069 067 067 06 068 067 063 063 066 064 065 067 067 064 066 067 067 067 068 067 064 066 064 067 061 020 030 031 032 03
44 069 072 07 07 07 074 069 066 067 069 075 074 072 074 074 062 074 074 072 073 07 072 071 067 067 07 066 068 072 073 066 068 069 071 071 07 071 069 070 067 07 064 071 025 027 028 031
45 070 o071 071 071 o068 074 069 064 067 067 075 072 073 074 075 061 073 07 071 073 072 069 072 066 066 068 065 067 07 071 065 068 069 068 069 069 070 066 071 066 068 062 07 0,75 028 029 033
46 067 068 068 069 067 071 066 065 066 065 072 071 068 071 071 061 070 072 070 07 068 071 070 066 065 069 066 067 07 071 066 067 068 067 07 07 07 066 068 068 067 063 069 073 072 028 034
47 068 068 068 068 069 073 o068 065 067 065 072 069 07 072 073 062 07 074 069 071 068 069 070 066 067 069 068 066 070 071 o065 07 071 067 070 067 069 066 070 066 070 065 068 072 071 072 0,30
48 066 068 065 065 066 071 065 063 065 064 070 069 067 071 070 05 068 070 068 068 066 065 069 066 064 066 064 061 068 068 063 067 068 065 067 063 066 064 065 066 071 063 064 069 067 066 070
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