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VARIABILIDADE GENETICA‘EM POPULAC}QES DE TEOSINTO (Zea mays
subsp. mexicana) VISANDO A CONTRIBUICAO PARA O MELHORAMENTO
GENETICO DO MILHO (Zea mays subsp. mays)’

Autor: Tatiana de Freitas Terra
Orientadora: Maria Jane Cruz de Melo Sereno
Co-orientador: Sérgio Delmar dos Anjos e Silva

RESUMO

O milho (Zea mays subsp. mays) foi domesticado a cerca de 8000 anos,
a partir do teosinto. A variagao genética das populagées domesticadas de milho
pode ter sido reduzida pela deriva e pela selecdo, promovida pelos primeiros
agricultores. Diversos trabalhos indicam que o genoma do milho cultivado
apresenta uma perda de variabilidade quando comparado ao seu ancestral
silvestre. E nesta variabilidade, pertencente ao teosinto, que se podem
identificar alelos de interesse agrondmico para a cultura do milho, tais como os
relacionados com tolerancia a estresses bidticos e abidticos. Apesar da
proximidade existente entre milho e teosinto, poucos trabalhos caracterizam
este taxon. Os objetivos deste estudo foram analisar a variabilidade genética
de duas populagbes de teosinto (Zea mays subsp. mexicana), a partir de
analises fenotipicas, bioquimicas e moleculares e avaliar a compatibilidade dos
cruzamentos dirigidos entre milho e teosinto, a partir da viabilidade dos gr&os
de pdlen e da obtencdo de populagdes segregantes. Os genodtipos foram
analisados através de oito caracteres fenotipicos, 12 bandas isoenzimaticas e
25 locos microssatélites. Os dados morfoldégicos demonstraram elevada
diversidade genética entre as populagdes de teosinto (0,84), concordando com
a similaridade média obtida pelos dados de esterase (0,24). Entre os 25 locos
microssatélites analisados, 88% apresentaram polimorfismo, com uma média
de 2,5 alelos por loco e divergéncia genética reduzida entre as populagdes
(0,14). A estrutura genética das populagdes foi considerada moderadamente
alta, com um coeficiente de endogamia de 0,44. Também foi observado
moderado grau de diferenciagdo genética (0,15) e reduzido fluxo génico entre
as populacdes de teosinto. Foi observada uma elevada frequéncia de gréos de
polen viaveis (acima de 90%), sugerindo auséncia de barreiras citolégicas entre
milho e teosinto. Os cruzamentos indicaram incompatibilidade entre as duas
subespécies e presenga de barreiras genéticas. Este trabalho representa uma
contribuigdo para a caracterizagdo da variabilidade genética em teosinto e
indica o potencial deste germoplasma silvestre como recurso genético para o
melhoramento de milho.

! Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (161 p.) Margo, 2009.
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GENETIC VARIABILITY IN TEOSINTE (Zea mays subsp. mexicana) IN
ORDER TO CONTRIBUTE TO MAIZE (Zea mays subsp. mays) BREEDING?

Autor: Tatiana de Freitas Terra
Orientadora: Maria Jane Cruz de Melo Sereno
Co-orientador: Sérgio Delmar dos Anjos e Silva

ABSTRACT

Maize (Zea mays subsp. mays) was domesticated about 8000 years ago,
from teosinte. Genetic variability of domesticated maize populations may have
been reduced due to genetic drift and early farmer’s selection. There is scientific
indication that the cultivated maize genome presents a loss of variability when
compared with its wild ancestral. The variability present in teosinte germplasm,
which was not selected during domestication, can be used to identify alleles for
important agronomic traits for maize, such as related with biotic and abiotic
stress tolerance. Although teosinte is closely related to maize, there are few
works on characterization of this subspecies. The objectives of this study were
to analyze the genetic variability of two populations of teosinte (Zea mays
subsp. mexicana), through phenotypic, biochemic and molecular analysis, and
to evaluate the compatibility of oriented crosses between maize and teosinte
from segregant populations and of pollen grains viability. The genotypes were
analyzed through eight phenotypic traits, 12 isozymes bands and 25
microsatellites loci. The phenotypic data indicated high genetic variability (0.84)
between the teosinte populations, agreeing with the average similarity (0.24) of
esterases data. Amongst 25 analyzed SSR loci, 88 % presented polymorphism,
with an average of 2.5 alleles/locus, and reduced genetic distance between the
populations (0.14). The genetic structure of the populations was considered to
be moderately high, presenting a coefficient of endogamy of 0.44. Also was
observed moderate genetic differentiation (0.15) and reduced gene flow
between the populations. It was observed a high frequency of viable pollen
grains (above of 90%), suggesting absence of cytological barriers between
maize and teosinte. The crossings had indicated incompatibility between the
two subspecies and presence of genetic barriers. This work represents a
contribution for the characterization of the genetic variability in teosinte and
indicates the potential of this wild germplasm as genetic resource for maize
breeding.

% Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (161 p.) March, 2009.
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1 INTRODUGAO

O conhecimento da variabilidade genética de espécies silvestres €
fundamental para o melhoramento genético de espécies cultivadas. O
germoplasma silvestre — quando adequadamente caracterizado — representa a
possibilidade de melhoria de diversos caracteres agronémicos, ainda mais
quando ocorre hibridagdo com espécies cultivadas com as quais sao
aparentadas e introgressdo dessas caracteristicas. Dessa forma, o
germoplasma silvestre pode constituir um importante reservatério de genes,
tais como os relacionados com tolerancia a estresses abidticos e com
resisténcia a doengas.

Em se tratando de culturas de alto valor econémico, como o milho (Zea
mays subsp. mays), a importancia do estudo das espécies silvestres
relacionadas € elevada, dada a necessidade de variabilidade genética nos
materiais que, cada vez mais, apresentam maior uniformidade genética e,
consequentemente, maior predisposi¢cao aos estresses inesperados.

Diversos trabalhos tém demonstrado elevadas taxas de decréscimo na
diversidade genética em inumeras linhagens e variedades comerciais de milho.
Isso vem ocorrendo porque a grande maioria dos genotipos superiores tem

sido desenvolvida a partir de um numero muito limitado de materiais elite, os



quais, por sua vez, apresentam uma base genética bastante restrita,
consequéncia direta da forte selecédo exercida sobre eles.

O milho é o terceiro cereal mais cultivado no mundo, perdendo apenas
para o trigo e o arroz. Apesar da grande variabilidade genética existente nesta
subespécie — a qual permite que ela seja cultivada nas mais variadas regides
do mundo — a busca de variabilidade em germoplasma relacionado continua
sendo importante para o melhoramento genético da cultura. Entretanto, para
gue os materiais silvestres possam ser aproveitados para essa finalidade, eles
necessitam ser identificados e caracterizados.

O teosinto (Zea mays subsp. mexicana) € uma subespécie utilizada para
a alimentagdo animal, como forragem de corte para o gado leiteiro,
principalmente, no sul do Brasil. Apesar de ser muito proximo ao milho, existem
poucos trabalhos envolvidos com a caracterizagdo dessa subespécie. De
acordo com Fukunaga et al. (2005), o teosinto representa um importante
recurso para os estudos genéticos, evolutivos e para o melhoramento genético
do milho, ainda que n&o tenha sido extensivamente utilizado para esse fim.

Diversos trabalhos indicam que o genoma do milho cultivado apresenta
uma perda de variabilidade genética quando comparado ao germoplasma do
seu ancestral silvestre. E nesta variabilidade pertencente ao teosinto, que se
podem identificar alelos de interesse agrondmico para o milho cultivado que,
constantemente, necessita de ampliagdo da sua base genética. Um exemplo
classico desta necessidade foi a catastrofe ocorrida em 1970 nos Estados
Unidos, em funcdo de uma epidemia causada pela ocorréncia de

Helminthosporium maydis.



A caracterizagao da variabilidade genética pode ser realizada através de
analises fenotipicas, avaliando caracteres de importéncia agronédmica, analises
bioquimicas e moleculares, avaliando marcadores isoenzimaticos e de DNA,
respectivamente. A deteccdo de variabilidade, através de marcadores
isoenzimaticos e moleculares, permitem também o acesso a informacdes
quanto a estrutura das populagdes, fluxo génico, relagbes filogenéticas,
padrdes biogeograficos, além de analises de paternidade e de parentesco.

Além da importancia da caracterizagdo dos materiais silvestres, o
conhecimento da possibilidade de hibridacdo entre silvestres e cultivadas
também é imprescindivel para o aproveitamento da variabilidade genética.

Sendo assim, os objetivos desse trabalho foram analisar a variabilidade
genética de duas populagbes de teosinto, através de analises fenotipicas,
bioquimicas (isoenzimas de esterase) e moleculares (marcadores
microssatélites), bem como avaliar a compatibilidade dos cruzamentos dirigidos
entre milho (Zea mays subsp. mays) e teosinto (Zea mays subsp. mexicana), a
partir da estimativa de viabilidade dos gréos de pdlen e através da obtengao de

populagdes segregantes.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Histérico

As primeiras descrigdes da existéncia de milho na costa norte de Cuba
foram realizadas em 1492. Provavelmente, Cristovdao Colombo tenha sido o
responsavel pela dispersdo da espécie na Europa, ao regressar a Espanha, em
1493, embora sejam provaveis contatos anteriores de europeus com o Novo
Mundo (Goodman, 1987). Nessa mesma época, o milho era cultivado do sul do
Canada ao centro do Chile e pouco cultivado na parte central dos Estados
Unidos, apesar de muito utilizado pelos indios do Novo Mundo. As evidéncias
indicam que os povos indigenas americanos iniciaram o cultivo e,
consequentemente, a domesticacéo e a selecdo do milho (entre 8.000 e 10.000
anos atras) tendo sido a principal cultura de importantes civilizagdes como, por
exemplo, os astecas, os maias e os incas (Machado & Paterniani, 1998;
Paterniani & Campos, 1999). Atualmente, o milho é cultivado praticamente em
todas as regiées do mundo (Goodman, 1987).

Os primeiros escritores e exploradores apresentaram descrigdes
variadas de tipos de milho cultivados nestas diferentes areas. As primeiras
descrigdes sugeriam que o tipo de milho cultivado era colorido e farinaceo, com
endosperma branco. Nas regides litoraneas do Brasil, a maior parte do milho foi

descrito como branco e duro. Entretanto, essas formas foram seguidas de



muitas outras, até de endospermas com variagdes de preto, vermelho ou roxo.
Atualmente, sabe-se da extraordinaria variabilidade existente nos tipos de
milho cultivado, os quais variam de duro a semi-dentado, sendo que o

endosperma amarelo € a coloragdo mais comum (Goodman, 1987).

2.2 Taxonomia do género Zea

Uma complexa e extensa histéria evolutiva aliada a adaptacdo a uma
ampla variedade de ambientes contribuiu para as dificuldades de construgao de
um sistema taxonémico adequado para a cultura (Stebbins & Crampton, 1961).

O milho € uma graminea anual, pertencente a familia Poaceae, tribo
Maydeae, género Zea, espécie Zea mays L. Taxonomicamente é identificado
como Zea mays L. subsp. mays (Machado & Paterniani, 1998; Paterniani &
Campos, 1999). O género Zea é composto de um grupo de espécies anuais e
perenes nativas do México e América Central e inclui o taxon silvestre
conhecido como teosinto (Zea spp.), estreitamente relacionado ao milho
cultivado (Buckler & Stevens, 2005). Além da ocorréncia natural nas regides
onde é nativo, o teosinto é cultivado em diversas areas do globo, como o sul
dos Estados Unidos, llhas do Caribe, América do Sul, india e Paquistéo
(Relwani, 1968). O teosinto representa um importante recurso para estudos
geneéticos, evolutivos e para o melhoramento genético do milho — ainda que
nao tenha sido extensivamente utilizado para esse fim (Fukunaga et al., 2005).
Sua principal utilizagao esta relacionada a alimentagdo animal, como forragem
de corte (Motta & Maia, 1999) uma vez que o uso no pastejo é inviavel devido a

fragilidade de seu enraizamento (informagé&o verbal).



Por muito tempo o relacionamento dentro do género Zea esteve sujeito a
muitas controvérsias. A principal dificuldade na taxonomia do milho, bem como
na identificacdo de seus parentes proximos esta na auséncia de uma estrutura
reprodutiva feminina como a “espiga” em qualquer outra espécie conhecida.

De fato, milho e teosinto apresentam diferengas de origens agronémicas,
onde a maior diferenga entre eles esta na arquitetura de suas inflorescéncias
(Galinat, 1971). Fato que fez com que os botanicos do século XIX falhassem no
reconhecimento do relacionamento estreito entre os dois e determinasse o
teosinto como membro do género Euchlaena (Buckler & Stevens, 2005).

A respeito dessas opinides conflitantes, diversos estudos morfologicos,
citologicos e genéticos foram realizados dentro do género Zea com o objetivo
de elucidar as duvidas relativas ao relacionamento existente entre essas
subespécies que compdem o género. Wilkes (1967) apresentou um esquema
de classificagdo utilizando diferentes populagbes geograficas, com
determinagdes raciais baseadas na distingdo de caracteristicas morfologicas.
Na década de 80, Doebley & lltis (1980) publicaram um sistema de
classificagcao descrevendo o provavel relacionamento evolutivo dentro do taxon.
Sanchez et al. (1998) desenvolveram uma caracterizagdo mais adequada para
este género, com analises de locos de caracteres quantitativos (QTL -
Quantitative Trait Loci) e a descoberta de populagdes adicionais. De acordo
com a revisdo de Buckler & Stevens (2005), cinco espécies do género Zea séo
reconhecidas atualmente — baseada nas caracteristicas morfologicas e nos

delineamentos geograficos estabelecidos:



|. Zea diploperennis: teosinto dipldide e perene, encontrado em

regides muito limitadas das montanhas do oeste do México;

Il. Zea perennis: teosinto tetrapldide e perene, também com
distribuicao restrita as montanhas do oeste do México;

lll. Zea luxurians: teosinto dipldide e anual, encontrado em regides
equatoriais do sudeste da Guatemala e Honduras;

IV. Zea nicaraguensis: teosinto dipléide, anual e muito proximo ao
Zea luxurians, é encontrado na Nicaragua;

V. Zea mays L.: compreende espécies diploides e anuais, altamente

polimorficas, incluindo outros teosintos e o milho cultivado.

Essa ultima espécie foi subdividida em quatro subespécies dipldides (2n

= 20 cromossomos):

I. Z. mays L. subsp. huehuetenangensis: teosinto anual encontrado
em poucas montanhas do noroeste da Guatemala;
Il. Z. mays L. subsp. mexicana: teosinto anual das montanhas das
regides central e norte do México;
lll. Z. mays L. subsp. parviglumis: teosinto anual, comum no
sudoeste do México;
IV. Z. mays L. subsp. mays: milho, provavelmente domesticado no

sul do México.



2.3 Origem, evolugao e domesticagao

O possivel local (ou locais) do qual o milho domesticado tenha se
originado tem sido amplamente discutido, entretanto, com base nas evidéncias
atuais, é mais provavel que tenha se originado no México (Paterniani & Viégas,
1987). Mesmo que existam incertezas relacionadas a verdadeira origem desta
espécie, ndo existem duvidas de que o milho € um cereal americano, sendo
mencionadas areas de cultivo desta espécie desde o Paraguai até a Colémbia
na América do Sul, assim como na Guatemala e no México, na América Central
e América do Norte. Além disso, no continente americano se encontram os
seus parentes selvagens mais proximos: os teosintos e o Tripsacum (Paterniani
& Campos, 1999).

Existem diversas teorias quanto a origem do milho, porém a mais aceita,
€ que tenha se originado diretamente do teosinto (Paabo, 1999; Paterniani &
Campos, 1999; Wang et al., 1999). Evidéncias genéticas e citoldgicas indicam
que milho e teosinto sdo extremamente aparentados (White & Doebley, 1998;
Takahashi et al., 1999; Poggio et al., 2000; Matsuoka et al., 2002a; Doebley,
2004; Doebley et al., 2006).

Analises da composi¢cao dos knobs (estruturas celulares presentes no
nucleo das células de milho, com fungdo ainda muito discutida) foram
amplamente estudadas, objetivando a resolu¢do do problema da origem do
milho (Aguiar-Perecin, 1987). A primeira teoria que considerou os knobs
importantes foi desenvolvida por Reeves & Mangelsdorf (1942), na qual o milho
selvagem original era desprovido dessas estruturas e ao ser hibridizado com o
Tripsacum (que possui varios knobs terminais), resultou em um hibrido, que

retrocruzou com o milho e deu origem a novas variedades de milho. Portanto,



os knobs que o milho e o teosinto possuem seriam originarios do Tripsacum.
Entretanto, uma série de autores discorda desta teoria, principalmente, em
funcdo da disposicdo dos knobs, que no Tripsacum sao terminais, enquanto
gue no milho e no teosinto sao intercalares. Com a tendéncia em aceitar que os
knobs do milho moderno séo originarios do teosinto, é importante destacar que
a analise dessas estruturas tem contribuido muito para resolugdo do problema
de evolugcdo, bem como, para correlacionar e caracterizar ragas de milho
(Aguiar-Perecin, 1987). Esses estudos, em teosintos mexicanos, permitiram
importantes correlagdes entre milho e teosinto, onde as caracteristicas em
comum na constituicido cromossémica e as semelhangas de constituicdo dos
knobs, acompanhando suas distribuicdes geograficas, estabeleceram
informagdes importantes (Aguiar-Perecin, 1987).

Basicamente, existem quatro hipoteses para explicar as origens do milho
e do teosinto, embora para cada uma delas existam varias interpreta¢des
(Paterniani & Viegas, 1987). A hipétese mais simples € da “origem comum” ou
‘evolucdo divergente” (Weatherwax, 1954, 1955 e Randolph, 1955, 1959,
1976), a qual sugere que o milho, o teosinto e o Tripsacum se originaram de
um ancestral comum, sendo que o Tripsacum teria se diferenciado antes do
milho e do teosinto A segunda hipdétese sugere que o milho originou-se
diretamente do teosinto, por acdo da selecdo humana. Existem diversos
trabalhos indicando que o genitor do milho seria ou Zea mays subsp. mexicana
ou Zea mays subsp. parviglumis, ambos conhecidos como teosintos (Galinat,
1977; White & Doebley, 1998; Paabo, 1999; Paterniani & Campos, 1999;
Takahashi et al., 1999; Wang et al., 1999; Piperno & Flannery, 2001). Estas

subespécies apresentam caracteres em comum, como 0 mesmo numero de
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cromossomos (2n = 20), além de serem capazes de cruzar com o milho
resultando em descendentes férteis (Goodman, 1995), apesar de ja terem sido
identificadas algumas barreiras genéticas entre elas (Evans & Kermicle, 2001;
Terra, 2004). Essa hipotese é, atualmente, a mais aceita em fungdo da
definicdo de que sao cinco os genes responsaveis pelas principais diferengas
relacionadas com a morfologia do teosinto e do milho (Szabo & Burr, 1996), a
qual tem sido reforgcada por evidéncias moleculares que comprovam que existe
uma relacado de ligagcdo entre esses locos. A terceira hipotese é de que as
diversas formas de milho indicariam uma evolucdo independente a partir de
varias espécies ancestrais (Goodman, 1995). Entretanto, Matsuoka et al.
(2002b) discordaram desta hipotese ao genotiparem, com microssatélites,
diversos genotipos de milho coletados entre o Canada e o Chile.

Embora existam certas divergéncias de opinides a respeito da origem do
milho, do teosinto e do Tripsacum, as hipéteses concordam que o Tripsacum
divergiu primeiro, e que milho e teosinto se diferenciaram bem mais tarde.
Atuais evidéncias botanicas, arqueoldgicas e trabalhos de melhoramento de
plantas, demonstram que milho e teosinto continuaram a evoluir desde aquela
época. A quarta hipotese sugere que o milho, apds a sua formacéo, teria
passado por inumeras alteragdes génicas, tornando impossivel uma correlagéo
positiva de ancestralidade com qualquer espécie proxima (Takahashi et al.,
1999; Poggio et al., 2000). Uma das explicagdes para essa ultima teoria pode
estar relacionada com a intensa presenca de elementos transponiveis no
genoma do milho. Segundo Kidwell (2002), 60 % do genoma do milho é
constituido por esses elementos, que s&o caracterizados como agentes moveis

do genoma que apresentam a habilidade de induzir diversos rearranjos
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cromossomais, tais como deleg¢des, duplicacdes, inversdes e translocagdes
reciprocas (Zhang & Peterson, 1999), o que pode ter -contribuido
significativamente para a intensa diferenciacdo do milho em relagdo aos seus
verdadeiros genitores (White & Doebley, 1998). De qualquer forma, inumeras
evidéncias apontam que teosinto e milho sdo muito proximos (Doebley et al.,
1997).

De fato, ainda ndo é possivel concluir a partir de que espécie o milho
evoluiu. Por um lado, seus genitores poderiam estar extintos ou, por outro, o
milho poderia ter se diferenciado de tal forma apés a domesticagdo, que nao
haveria possibilidade de uma relagdo direta de ancestralidade com outra
espécie. No entanto, € possivel afirmar que entre as espécies mais préximas
do milho cultivado esta um teosinto, Z. mays subsp. parviglumis (Matsuoka et
al., 2002b).

Além das observacdes acima citadas, existem ainda diversos fatores
genéticos que serdo discutidos ao longo desse trabalho indicando que,
provavelmente, o milho tenha surgido a partir do teosinto. Com a extensa
utilizacdo das técnicas moleculares e citogenéticas que apontam o estreito
relacionamento entre milho e teosinto, estudos evolutivos tém sido focalizados
na heranga das diferentes caracteristicas morfologicas existentes entre os
mesmos. Regides gendmicas associadas a caracteristicas fenotipicas (QTLs —
quantitative trait loci) foram entdo determinadas, revelando que cinco
segmentos cromossOmicos controlam as principais caracteristicas que
distinguem milho e teosinto. Duas dessas regides tém sido bem analisadas e
dois locos foram responsabilizados pelas principais diferencas. Um deles é

encontrado no cromossomo quatro e foi denominado de teosinte glume
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architecture1 (tgat), responsavel pelas diferengas estruturais. O segundo loco
esta localizado no cromossomo um e € responsavel por diferencas na
arquitetura da planta, descrito como teosinte branched1 (tb1), faz com que as
plantas de milho lembrem as de teosinto (White & Doebley, 1998).

Durante muitos anos o milho foi considerado uma espécie dipléide que
evoluiu por meio de selegdo e recombinagdes entre gendtipos (Mangelsdorf,
1974; Galinat, 1977; Goodman, 1978). Entretanto, existem evidéncias de que o
milho possui uma origem alotetrapldéide e que seu numero cromossémico
basico € de x = 5 (Molina et al., 1991; Poggio et al., 1997 e Doebley et al.,
1997). Atualmente é aceito que um evento de poliploidizagado ocorrido apos a
divergéncia entre milho e sorgo — ha cerca de 11 milhdes de anos — resultou na
duplicagcdo do genoma do milho, com posterior rearranjo genémico e
diploidizagado, tornando o cereal considerado como um polipléide antigo (Gaut
et al.,2000). A existéncia de pareamento cromossémico durante a meiose de
haploides, a associagdo secundaria de bivalentes e a distribuicao
tridimensional em metafases somaticas (onde os cromossomos formam quatro
grupos de cinco cromossomos cada) foram observagbes decisivas
relacionadas com a descoberta da poliploidia na espécie (Poggio et al., 2000).

Ja em relacdo a domesticacao da espécie, existem evidéncias indicando
que ela teria ocorrido entre 7.000 e 10.000 anos atras (Doebley et al., 1994;
White & Doebley, 1998) por americanos nativos que, via intensa selecgéao,
tornaram o milho o principal cultivo de importantes civilizagdes como a dos
astecas, maias e incas (Galinat, 1985; Machado & Paterniani, 1998; Paterniani
& Campos, 1999). Portanto, ao milho tem sido creditado o titulo de grao que

civilizou o Novo Mundo. Estas primeiras comunidades utilizavam o milho n&o
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somente para alimentagdo, mas também para arte e inspiragdo religiosa
(Buckler e Stevens, 2005).

Apesar da ampla variabilidade genética e morfologica dentro das
variedades crioulas de milho induzir inumeros pesquisadores a propor multiplas
origens para a cultura (Kato, 1984), recentes analises filogenéticas baseadas
em amostras de milho e teosinto indicam um uUnico evento de domesticacao
(Matsuoka et al., 2002b).

O milho domesticado é resultado de repetitiva interagcdo com humanos,
com o homem primitivo selecionando e plantando sementes com
caracteristicas desejaveis e, por sua vez, eliminando as que ndo possuiam
essas caracteristicas. Dessa forma, alelos favoraveis aumentaram em
frequéncia dentro da populagdo, enquanto alelos desfavoraveis diminuiram. E
assim, com cada sucessiva geragao de humanos, foram produzidas plantas
mais semelhantes ao milho moderno e menos similares ao seu ancestral
silvestre (Buckler & Stevens, 2005).

E importante ressaltar que a domesticagdo do milho contribuiu
efetivamente com o seu desenvolvimento evolutivo. O homem primitivo foi
habilidoso em selecionar, conscientemente ou ndo, combinacbes de mutacdes
génicas que, aos poucos, construiram uma espécie com caracteristicas
importantes que agora a distingue do seu parente mais proximo. Como
resultado de milhares de anos de selegcdo fica uma espécie de ampla
diversidade e de importancia econ6mica mundial, porém extremamente

dependente do homem.
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2.4 Caracterizagao geral: milho x teosinto

Milho (Zea mays subsp. mays) e teosinto (Zea mays subsp. mexicana)
diferem, dramaticamente, na morfologia de suas inflorescéncias, apesar de
pertencerem a mesma espécie biologica. No milho sdo formados dois tipos
distintos de inflorescéncias: uma feminina ou espiga e outra masculina ou
pendao (Doebley et al., 1991). O meristema apical origina o pendao terminal,
com longas ramificagbes onde se desenvolvem as flores masculinas. As
espigas sao derivadas de meristemas axilares, possuem um eixo proeminente,
sem nenhuma ramificagdo e desenvolvem as flores femininas (Bommert et al.,
2005).

Doebley & Stec (1993) definem que durante o processo de
domesticagcdo do milho, a selegdo humana reduziu o numero de espigas nas
ramificacdes laterais, levando a concentragdo dos recursos da planta para uma
unica e grande espiga no apice do ramo lateral.

A arquitetura das plantas € outra caracteristica marcante de distingédo
entre milho e teosinto (Figura 1). A planta de teosinto é caracterizada por
abundante perfilhamento, colmos espessos e com muitos nos (Motta & Maia,
1999), apresenta ramificagbes laterais com reduzidas espigas secundarias e
inflorescéncias laterais primarias masculinas ou estaminadas. Este taxon
apresenta espigas com quatro ou cinco cupulas em uma unica ramificagéo,
completamente desarticuladas, com glumas endurecidas. Os gendtipos de
milho incluem colmo ereto e ndo ramificado, espigas com numerosas cupulas,
que permanecem intactas na maturidade da planta e glumas relativamente

leves. Pouca ou nenhuma espiga secundaria é encontrada no ramo lateral,
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entretanto, ocorrem inflorescéncias laterais primarias femininas (Doebley &
Stec, 1993).

Os mesmos autores indicam que a gluma endurecida do teosinto, serve
para protecdo do grdo, tornando-o inacessivel ao consumo humano. Dessa
forma, as mudangas de gluma endurecida para a leve e de graos totalmente
encapsulados para absolutamente expostos, teriam sido cruciais para a
transformacgao do teosinto no milho cultivado.

O arranjo dos 6rgédos ao longo da inflorescéncia é um carater
fundamental na distingdo entre milho e teosinto (Figura 2). Por ser um
componente importante da produgédo de graos (numero de fileiras de graos por
espiga), esse carater tem estado sob permanente selecdo humana (Doebley &

Stec, 1993).
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FIGURA 1. Morfologia das plantas de teosinto e de milho. A) (Zea mays subsp.
mexicana) e B) (Zea mays subsp. mays). Fotos modificadas de White &
Doebley (1998).

FIGURA 2. Morfologia das inflorescéncias femininas. A) de milho e B) de teosinto.
Fotos modificadas de Wang et al. (2005).
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2.5 Variabilidade genética x melhoramento genético

Segundo Stebbins (1970), a variabilidade genética é fonte primaria dos
estudos genéticos e sem ela n&o seria possivel haver evolugédo nas espécies.

A estrutura genética de uma espécie pode ser definida como a
distribuicdo da variabilidade genética (entre e dentro) de populagdes. Esta
estrutura resulta da combinagcdo entre mutagcdo, recombinagdo genética,
migragcdo, selecdo e deriva genética — as quais definem a distribuicdo da
variabilidade genética nas populagdes (Cavalli & Winge, 2003).

O milho &, provavelmente, uma das espécies cultivadas que exibe maior
variabilidade genética. Essa variagao esta relacionada a fatores de adaptacgéo
ambiental para muitos caracteres, permitindo que o milho seja cultivado em
distintas condigbes ambientais, desde o extremo norte ao extremo sul, de
baixas altitudes até altitudes superiores a 2.500 m (Teixeira et al., 2002). A
variabilidade genética existente na cultura esta organizada em grupos raciais
(Brown & Goodman, 1977). Uma raga foi definida como sendo um conjunto de
individuos que apresentam certas caracteristicas em comum, as quais
permitem seu reconhecimento como um grupo. Em termos genéticos, €
caracterizada por apresentar um significativo numero de genes em comum
(Anderson & Cutler, 1942).

Em milho, muitos trabalhos tém sido realizados com o objetivo de
detectar variabilidade genética entre diferentes materiais (Smith et al., 1990; Lu
& Bernardo, 2001; Gethi et al., 2002; Vieira et al., 2005; Reif et al., 2006;

Warburton, et al., 2008, entre outros).
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Apesar da extensa variabilidade apresentada pelo milho cultivado,
espécies relacionadas como o teosinto, sdo amplamente utilizadas em
hibridag¢des artificiais, para fins de melhoramento genético.

Analises moleculares sugerem que um unico evento de domesticagéo
(Matsuoka et al., 2002b) resultou em perda de variabilidade genética no milho
cultivado (Eyre-Walker et al., 1998; Vigouroux et al., 2002). Embora, no
processo “pOs-domesticacdo” o fluxo génico com o teosinto teria,
presumivelmente, elevado a base genética existente no milho (Doebley, 2004),
subsequentemente, a variabilidade foi reduzida por deriva genética e selegéo
(ambas, artificial e natural) efetuada pelos primeiros agricultores (Reif et al.,
2006).

Doebley (1990) apresentou dados isoenzimaticos de que o milho
apresenta uma perda de, aproximadamente, 25% da variabilidade genética
encontrada em Z. mays subsp. parviglumis. Sob o ponto de vista do
polimorfismo de sequéncias de nucleotideos, os dados foram consistentes com
os citados acima. Para locos microssatélites analisados por Vigouroux et al.
(2005), o milho continha 88% da variabilidade genética encontrada no teosinto
e 76% do numero de alelos. Outros trabalhos também demonstraram que a
perda foi de cerca de 30%, na variabilidade genética do milho (Goloubinoff et
al., 1993; Hilton & Gaut, 1998). E nessa variabilidade pertencente ao teosinto —
a qual nao foi alvo da selecdo durante a domesticacdo do milho — que se
podem identificar alelos de interesse agronémico.

O entendimento da variabilidade disponivel é de fundamental
importancia para minimizar o problema de vulnerabilidade genética, bem como,

para reduzir a quantidade de cruzamentos que devem ser realizados nos
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programas de melhoramento de milho (Brown & Goodman, 1977). Segundo
Paterniani & Campos (1999), para que a condugdo de um programa de
melhoramento genético seja coerente, é necessaria a caracterizagdo da
variabilidade genética dos diversos tipos de germoplasma. Isto permite ao
melhorista a selecdo de plantas com caracteristicas especificas desejadas e
descarte de outras (Nodari & Guerra, 2000). O grau de relacionamento
genético existente entre materiais constituintes de um programa de
melhoramento é outro aspecto fundamental para atingir a maxima eficiéncia e
ganho genético. Para Melchinger et al. (1994) o grau de relacionamento
genético entre gendtipos pode ser estimado através de diferentes métodos,
podendo estar baseados em dados de genealogia, caracteres morfolégicos e
marcadores moleculares ao nivel de DNA, entre outros.

A busca por variabilidade genética para fins de melhoramento genético
de plantas e em beneficio humano continua sendo uma das metas principais
dos pesquisadores. Neste sentido, diversas ferramentas podem auxiliar no
acesso — direto ou indireto — ao vasto potencial de variabilidade a ser explorado
em inumeros materiais, dentre as quais se destacam as analises fenotipicas,

bioquimicas, moleculares e citogenéticas.

2.5.1 Marcadores fenotipicos

A analise de caracteres morfolégicos ou fenotipicos tem sido utilizada
desde os tempos de Mendel em estudos de genética e para o melhoramento
de espécies. A caracterizagdo morfolégica consiste na adogao de descritores
botanicos herdaveis, facilmente visiveis, mensuraveis e, que em geral, s&o

expressos em todos os ambientes (International Board of Plant Genetics
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Resources, 1988). Até meados da década de 60, eram os principais
marcadores utilizados e contribuiram significativamente para a construgdo das
primeiras versdes de mapas genéticos (Ferreira & Grattaplaglia, 1998).

Embora muitas caracteristicas de interesse agrondbmico possam servir
de marcadores morfologicos, existem algumas limitagbes na sua utilizagéo.
Dentre elas, esta o forte efeito de genes determinantes que podem afetar a
analise genética de grande numero de caracteres. Além disso, poucos
caracteres podem ser estudados ao mesmo tempo, devido aos efeitos das
interagbes génicas e também das interagcbes com o ambiente, que podem
modificar a expressao dos caracteres utilizados como marcadores (Weeden et
al., 1994; Bered et al., 1997).

A caracterizagdo morfolégica com o objetivo de avaliar caracteres de
interesse agrondmico e determinar a distancia genética entre genétipos vem
sendo empregada ha muito tempo no melhoramento do milho.

Melo et al. (2001) estimaram a divergéncia genética entre hibridos
comerciais de milho, através da analise de 25 caracteres morfolégicos e do
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA ou Polimorfismo de DNA
Amplificado ao Acaso, Williams et al., 1990). Os autores observaram que
ambos os marcadores foram capazes de discriminar os gendtipos, embora
encontrassem baixa correlacdo entre eles, concluindo que os dois tipos de
marcadores sao distintos, mas complementares.

Andrade et al. (2002) caracterizaram e avaliaram colegbes de gendtipos
de milho armazenados no Banco Ativo de Germoplasma da EMBRAPA Milho e
Sorgo (Sete Lagoas/ MG). Os autores obtiveram grande variabilidade fenotipica

para todos os caracteres estudados e os resultados obtidos permitiram a
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selecdo de acessos para melhoramento genético. Teixeira et al. (2002) e Netto
et al. (2002) encontraram resultados semelhantes.

A avaliagdo da divergéncia genética também tem sido utilizada e, com
sucesso, na estimativa do relacionamento entre gendtipos de milho, auxiliando
na classificagdo de ragcas e populagbes (Goodmam et al., 1978; Camussi,
1979). Aléem do que esta metodologia pode servir como uma ferramenta
adicional na escolha dos genitores, para a obtencdo das melhores
combinagdes (Melo et al., 2001a; Netto et al., 2002). Dessa forma, é necessario
salientar alguns trabalhos relacionados a essas investigagdes, evidenciando a
importdncia do teosinto como recurso genético para programas de
melhoramento de milho.

Sohoo et al. (1993) identificou genes de resisténcia a broca de milho e
menor suscetibilidade a mancha da folha causada por Curvularia trifolii e
Pyricularia spp em genotipos de teosinto (Zea mays subsp. mexicana). Esta
variedade também produziu 26 % mais de matéria seca e 14,9 % mais graos,
quando comparada a genotipos de milho.

Segundo Swarup et al. (1995), alguns caracteres agrondmicos
importantes ndo foram selecionados pelo homem durante o processo de
domesticacdo do milho. Os autores demonstraram que genes para alto
conteudo de metionina ndo foram selecionados do teosinto e poderiam ser
aproveitados para melhoramento genético dessa cultura.

Zhou et al. (1997) desenvolveram 14 linhagens apds selecdo de um
cruzamento entre milho e teosinto e oito geragbes de autofecundagéo. As
linhas foram identificadas como resistentes a moléstias, insetos e a estresses

ambientais. Os hibridos de milho x teosinto mostraram forte heterose,
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indicando a potencialidade de hibridizagado entre milho e teosinto para ampliar o
germoplasma de milho.

Por fim, a variabilidade fenotipica observada em muitas caracteristicas
pode ser devida a variagdes no genotipo, variagées no efeito do ambiente e na
resposta diferencial de alguns gendtipos ao ambiente (Federizzi, 1998). Além
do que o numero reduzido de variantes fenotipicas pode resultar na
classificagdo de homogeneidade genética de populagdes (Futuyma, 1992),
embora isso muitas vezes ndo expresse a realidade. As limitacdes inerentes a
utilizacdo dos descritores morfologicos gerou a necessidade de se encontrar
novas alternativas e estratégias, como os descritores bioquimicos (isoenzimas)
e de proteinas e, mais recentemente os de DNA, principalmente pelo seu
potencial de discriminagdo de genoétipos morfologicamente similares e

geneticamente aparentados (Milach, 1998).

2.5.2 Marcadores bioquimicos

O controle genético da sintese de proteinas torna possivel a existéncia
de diferengas estruturais de enzimas homdlogas ou proteinas sintetizadas por
espécies distintas, ou até mesmo por gendtipos diferentes dentro da mesma
espécie. O fato surpreendente € que diversas enzimas nao sé existam em
multiplas formas dentro de um unico organismo, como dentro de um unico
tecido (Weeden & Wendel, 1990).

As isoenzimas podem ser definidas por um grupo de multiplas formas
moleculares da mesma enzima que ocorrem em uma espécie, como resultado
da presenca de mais de um gene codificando cada uma das enzimas (Moss,

1982 citado por Ferreira & Grattapaglia, 1998). Sendo que o termo
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“‘isoenzimas” somente foi adotado apos sugestdo do Standing Committee on
Enzyme of International Union of Biochemistry (Webb, 1965 apud Oliveira,
1976), anteriormente, eram denominadas por isozimas. A base desta técnica
esta na associagdo de métodos de separagao de proteinas: eletroforese em gel
(Smithies, 1955) e metodologias de coloragdo histoquimica para produtos
enzimaticos. A deteccdo envolve, basicamente, trés etapas: a extracdo de
proteinas do tecido vegetal, a separagdo destas proteinas através de
eletroforese em gel (de amido ou poliacrilamida) e a coloragao histoquimica do
gel, o que permite a visualizagdo do produto da reagdo enzimatica — expressa
na forma de bandas de atividade (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Desde sua descoberta, no final da década de 50, até o presente
momento, 0 uso das isoenzimas se difundiu através do desenvolvimento de
meétodos eficientes de visualizagdo dos produtos enzimaticos (Ferreira &
Grattapaglia, 1998), da identificagcdo de enzimas com formas multiplas em
diferentes taxons e sistemas enzimaticos (Stebbins, 1990), bem como por ter
sido comprovada sua aplicabilidade em estudos de diversas areas da biologia
vegetal.

Por varias décadas, as isoenzimas foram os marcadores bioquimicos
mais utilizados em analises genéticas e no melhoramento vegetal (Cavalli,
2003). Isoenzimas possuem muitas caracteristicas que as tornam uteis como
marcadores genéticos para estudos da variabilidade existente em populagdes
vegetais. Uma das caracteristicas mais importantes € a sua expressao
codominante, onde os gendtipos homozigotos e heterozigotos podem ser

distinguidos. Além da especificidade enzimatica, a qual permite a atribuigdo de
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alelos a locos diferentes e comparacgdes destes locos em diferentes populagdes
e/ ou espécies (Brown & Weir, 1983; Ballve et al., 1995).

Por serem proteinas, as isoenzimas s&o produtos, quase direto, de
genes estruturais. Alteracbes nas sequéncias de DNA resultam em
modificagdes na composicdo de aminoacidos. Estas mudangas — por
substituicdio ou conformacdo - se manifestam através de diferentes
mobilidades eletroforéticas (Brown & Weir, 1983; Weeden & Wendel, 1990). De
acordo com Ferreira & Grattapaglia (1998), essa é a premissa basica adotada
ao se utilizar o polimorfismo gerado por proteinas — diferengas na mobilidade
de isoenzimas em um campo elétrico sdo resultantes de diferencas em
sequéncias do DNA que codificam tais enzimas.

Segundo Alfenas et al. (1991), a expressédo das isoenzimas nos géis
constitui o polimorfismo genético através de um conjunto de bandas com
intensidade e mobilidade especificas.

Dentre as inumeras vantagens dos marcadores isoenzimaticos estio:
importante informagdo genética para diversas aplicagbes, a relativa
simplicidade, baixo custo e rapidez na analise de varios locos
simultaneamente. No entanto, quando a investigagdo requer uma cobertura
mais ampla do genoma, as isoenzimas apresentam limitagdes, como por
exemplo, o numero limitado de sistemas polimérficos que pode ser visualizado
em cada espécie, auséncia de polimorfismo para determinados locos,
especificidade de formas enzimaticas por alguns tecidos vegetais, polimorfismo
em resposta a condigbes ambientais ou associado a estadios do

desenvolvimento da planta, entre outras (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
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A técnica pode ser utilizada para a quantificacdo de variabilidade
genética e para analise da estrutura genética de populagdes (Jasieniuk &
Maxwell, 2001), entre outras finalidades.

Desde o advento da eletroforese de proteinas (por volta de 1960),
marcadores isoenzimaticos tém sido extensivamente usados para acessar a
variabilidade genética entre e dentro de populagbes vegetais (Dubreuil &
Charcosset, 1998). Para espécies vegetais de importancia agronémica, como o
milho, a estimativa da variabilidade genética através da utilizagdo das
isoenzimas, tem sido objeto de interesse para muitos pesquisadores (Doebley
et al., 1983, 1984; Doebley et al., 1988; Sanchez et al., 2000). Foi através de
analises isoenzimaticas que Doebley et al. (1987) indicaram Zea mays subsp.
parviglumis como o ancestral mais préximo do milho, apoiando a teoria de que

o milho foi domesticado a partir do teosinto.

2.5.2.1 Sistema das esterases (EST — EC. 3.1.1.1)

Segundo revisdo de Scandalios (1969), os primeiros estudos de
isoenzimas em plantas foram realizados por Schawartz (1960), com esterases,
em milho. O autor observou a existéncia de diferentes isoenzimas de esterase,
controladas por trés locos. O mesmo autor, em 1965, identificou a estrutura
funcional destas isoenzimas como dimérica, devido a ocorréncia de
heterozigotos, quando efetuados cruzamentos de individuos com padroes
isoenzimaticos distintos.

As esterases fazem parte de um grupo complexo e heterogéneo de
enzimas (Scandalios, 1969). Conforme International of Biochemistry (IUPAC)

1979, as esterases sao hidrolases que atuam nas ligacdes ésteres e estao



26

divididas em sete subgrupos, de acordo com substrato sobre o qual atuam. O
polimorfismo apresentado por esta enzima € devido a especificidade por
multiplos substratos e por pertencerem ao metabolismo periférico, o qual
possui ampla variabilidade genética (Gillespie & Langley, 1974).

As esterases tém sido amplamente estudadas, estando entre as
enzimas com maior polimorfismo observado. Geralmente, em plantas,
apresentam estrutura funcional monomeérica e/ ou dimérica, com duas a dez
isoenzimas (Weeden & Wendel, 1990).

Na década de 80, muitas pesquisas direcionaram seu interesse para as
analises isoenzimaticas da diversidade genética existente no milho. Neste
contexto, Heidrich-Sobrinho (1982) realizou a identificagcdo de nove linhagens
de milho, utilizando quatro locos de esterase. Estes locos apresentaram de
duas a quatro isoenzimas associadas. O mesmo autor ja havia observado 11
locos atuando no controle de 26 isoenzimas de esterase em milho.

Recentemente, Sanchez et al. (2006), para determinar a variabilidade
genética e o relacionamento entre racas de milho dos Andes, utilizaram
diferentes sistemas enzimaticos, entre eles o sistema das esterases. Os
mesmos autores (Sanchez et al., 2007) analisaram a variagcado das esterases e
outras enzimas entre as ragas brasileiras de milho — relacionando os dados
obtidos com as isoenzimas a dados geografico-taxondmicos e morfolégicos —
para determinar o nivel relativo de diversidade genética existente na regiao.

A aplicacdo desta técnica para caracterizagdo genética de populagoes,
aliada aos dados obtidos com marcadores morfolégicos e, atualmente, aos
dados moleculares, contribui para obtencdo de informacdes valiosas sobre

germoplasmas de interesse ao melhoramento genético, bem como para
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estabelecer o relacionamento filogenético entre taxons aparentados, entre
outras finalidades.

Sendo assim, as analises de padrboes de esterase em milho tém
apresentado amplo polimorfismo e alta estabilidade e podem contribuir para a
caracterizagao da variabilidade existente nas populagdes de teosinto utilizadas

neste estudo.

2.5.3 Marcadores moleculares

Diversas técnicas tém sido utilizadas para caracterizar a diversidade
genética existente nas diferentes espécies. O emprego de marcadores
moleculares, por exemplo, permite a obtencdo de um numero ilimitado de
marcadores cobrindo todo o genoma do organismo e podem ser utilizados com
diversos objetivos. O uso de marcadores moleculares tem contribuido muito na
exploracdo das variagbes genéticas para inferir sobre a historia evolutiva e
auxiliar no planejamento dos programas de melhoramento de milho (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

A caracterizacdo genética, através da utilizagdo de marcadores
moleculares, possibilita a estimativa de varios indices genéticos e o
conhecimento da organizagao da distribuigdo da variabilidade genética entre e
dentro de populagbes (Nodari & Guerra, 2000). Diversos trabalhos seguem
nessa linha de estimativa da variagdo genética em populagdes a partir de
marcadores moleculares (Bered et al., 2002; Amorim et al., 2003; Vieira, 2004;
Oliveira et al., 2007).

Com o advento das técnicas modernas de biologia molecular surgiram

varios métodos de detecgdo de polimorfismo genético em nivel de DNA.
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Inicialmente, a utilizacdo de enzimas de restricao e hibridizagcado de sequéncias
de DNA permitiu a analise de RFLP (Restriction Fragments Length
Polymorphism ou Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restri¢ao).
O desenvolvimento do PCR (Polymerase Chain Reaction ou Reacdo da
Polimerase em Cadeia, ou seja, processo de amplificagdo em cadeia do DNA,
utilizando a enzima DNA polimerase), em meados da década de 80,
possibilitou o desenvolvimento de outras classes de marcadores moleculares
(Ferreira & Grattapaglia, 1998). Sdo elas: o RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA ou Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso), o AFLP
(Amplified Fragments Length Polymorphism ou Polimorfismo de Comprimento
de Fragmentos Amplificados), os SSR (Simple Sequence Repeats ou
Sequéncias Simples Repetidas: microssatélites), entre outras (Ferreira e
Grattapaglia, 1998; Melo et al., 2001; Benchimol et al., 2001).

Maluf et al. (2005) utilizaram trés tipos de marcadores (RAPD, AFLP e
SSR) para a caracterizagao da variabilidade genética de linhagens comerciais
de Coffea arabica L. e sugeriram que a utilizagdo conjunta de descritores
botanicos, agronébmicos e marcadores moleculares poderia ser recomendada
para a identificag&o precisa de linhagens.

No milho encontrou-se forte associagdo entre a divergéncia genética
obtida por marcadores moleculares e a obtida a partir de caracteres
agrondmicos, sendo que a utilizagdo complementar de ambas n&o exclui a
funcionalidade de nenhuma, ao contrario maximiza sua eficiéncia (Melo et al.,
2001). Em estudo similar, Benchimol et al. (2001) constataram que o conteudo
de informacéao de polimorfismo € superior em marcadores codominantes (RFLP

e SSR) do que em dominantes (RAPD e AFLP), ao compararem o poder de
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quatro tipos de marcadores moleculares (RFLP, RAPD, AFLP e SSR) em
linhagens de milho.

Portanto, a utilizacdo dos marcadores moleculares vai muito além dos
estudos de caracterizagdo da variabilidade genética. Eles permitem a analise
da divergéncia genética entre genotipos, avaliagbes de diferentes grupos
taxondbmicos em nivel de DNA — principalmente dentre os cereais (Keller &
Feuillet, 2000), bem como a quantificagdo da variabilidade genética,
correlacionando-a com caracteres fenotipicos no mapeamento de caracteres
de importancia agrondmica (Beavis et al., 1991; Stuber et al., 1987; Edwards et
al., 1992; Goldman et al., 1993; Beavis et al., 1994; Veldboom et al., 1994;

Tadmor et al., 1995), entre outras finalidades.

2.5.3.1 Microssatélites (SSR)

Os microssatélites (SSR — “Simple Sequence Repeats”) sédo sequéncias
curtas com um a seis nucleotideos repetidos lado a lado, ao longo da molécula
de DNA, as quais sao flanqueadas por sequéncias conservadas. Cada ilha de
microssatélites constitui um loco genético altamente variavel, com um elevado
conteudo de informacdo de polimorfismo (PIC: Polymorphism Information
Content) e apresenta estabilidade ao longo das geragdes (Taramino & Tingey,
1995; Ferreira & Grattapaglia, 1998; Sharopova et al., 2000; Padilha et al.,
2002). Este tipo de marcador utiliza iniciadores (primers) especificos que
amplificam regides de DNA repetitivo (Milach, 1998).

Em plantas, os sitios microssatélites sdo largamente distribuidos com
uma frequéncia de um a cada 50 mil pares de bases, sendo o elemento mais

comum o di-nucleotideo AT. As regides contendo as sequéncias simples
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repetidas sdo amplificadas através da PCR (Polimerase Chain Reaction ou
reacdo da polimerase em cadeia), utilizando-se um par de iniciadores
especificos (de 20 a 30 pares de bases) e complementares as sequéncias
unicas que flanqueiam o microssatélite. Cada segmento amplificado de
tamanho diferente representa um alelo do mesmo loco. A deteccdo das
sequéncias microssatélites via PCR, é feita em gel de eletroforese utilizando-se
poliacrilamida ou agarose especial de alta resolugdo. A visualizagdo das
bandas no gel pode ser feita diretamente, por coloragdo com brometo de etideo
ou nitrato de prata ou ainda, através de auto-radiografia, utilizando iniciadores
marcados com radioisotopos na reagdao de PCR (Ferreira & Grattapaglia,
1998).

Os marcadores do tipo microssatélites tém se revelado eficientes na
diferenciagdo e agrupamento de linhagens de milho, na analise de sintenia e
mapeamento de caracteres de importancia agronémica (Smith & Smith, 1988;
Smith et al., 1990; Beavis et al., 1991). Quando comparado a outros sistemas
que utilizam PCR, como por exemplo, o RAPD, os SSR apresentam algumas
vantagens. A técnica apresenta alta reprodutibilidade, e tem a capacidade de
distinguir varios alelos para o mesmo loco (multialelismo), fazendo com que
esse tipo de marcador seja ideal para identificacdo e discriminagdo de
genotipos e estudos de genética de populagdes (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Segundo Senior (1993), os microssatélites constituem uma importante
ferramenta em estudos genéticos no milho. Além disso, existem inumeras
sequéncias de pares de iniciadores (primers) — que flanqueiam locos
microssatélites de milho — disponiveis na Base de Dados do Genoma do Milho

(Maize Genome Database: www.agron.missouri.edu/ssr.html).
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LUbberstedt et al. (1998) indicaram que os SSR possuem muitas
caracteristicas desejaveis, como um modo de heranga codominante
(capacidade de identificar heterozigotos), serem abundantes nos genomas de
plantas, o multialelismo, o baixo custo e o potencial de se utilizar reacdes
multiplex.

Taramino & Tingey (1995) ao compararem marcadores RFLP e SSR,
concluiram que os microssatélites sdo mais informativos que os marcadores
RFLP, possibilitando sua utilizacdo em analises de espécies altamente
polimorficas, como o milho. Semelhante a conclusédo efetuada por Pejic et al.
(1998), que afirmaram que locos microssatélites sdo marcadores co-
dominantes mais informativos do que o RAPD e o RFLP.

Analisando a evolugcdo dos locos microssatélites, Li et al. (2002)
desenvolveram um esquema para demonstrar as possiveis fungdes do
microssatélites e os seus efeitos, dividindo-os em trés grupos: 1) organizagéo
da cromatina: organizagdo do cromossomo, estrutura do DNA, centrbmero e
teldbmero; 2) regulagdo do processo metabolico do DNA: replicagdo do DNA,
recombinacdo, sistema de reparo e ciclo celular e 3) regulagdo da atividade
genética: transcrigao e tradugéo.

Em milho, diversos estudos tém demonstrado a eficacia dos marcadores
microssatélites na caracterizagdo da variabilidade genética entre gendtipos ou
grupos para fins de melhoramento. Dentre eles estdo Liu et al. (2003), em
linhagens do CIMMYT (International Center for the Improvement of Maize and
Wheat) e IITA (International Institute of Tropical Agriculture); Reif et al. (2003) e
Reif et al. (2004), em populagdes tropicais; Reif et al. (2005), em variedades

européias de polinizagdo aberta; Laborda et a. (2005), em linhagens tropicais;
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Reif et al. (2006), em acessos mexicanos; Wang et al. (2008), em linhagens
recombinantes provenientes do cruzamento entre uma linhagem temperada e
uma linhagem tropical de milho, entre outros.

Nesta linha de pesquisa, Gethi et al. (2002) analisaram a variabilidade
genética existente entre e dentro de linhagens de milho de diferentes origens,
usando marcadores moleculares microssatélites. Amorin et al. (2003) utilizaram
uma analise conjunta com marcadores morfolégicos e moleculares (RAPD e
SSR) para estimar a variabilidade genética em gendtipos de milho doce.
Similarmente, Wietholter et al. (2008) caracterizaram a variabilidade genética
existente em variedades crioulas de milho provenientes do sul do Brasil,
através de analises moleculares e fenotipicas.

Outra aplicagdo dos microssatélites € a analise da divergéncia genética,
com a qual é possivel identificar os genitores mais distantes, objetivando
maximizar a heterose, apos o cruzamento. Segundo Laborda et al. (2001),
marcadores microssatélites possuem grande aplicabilidade para esse fim,
devido ao multialelismo, a distribuigdo randémica e dispersao pelo genoma,
bem como, ao padrdo de heranca codominante. Esses pesquisadores
ressaltaram ainda que, com base em valores de divergéncia genética, €
possivel avaliar diversos genotipos e prever os melhores cruzamentos,
reduzindo drasticamente esforgos e custos em programas de melhoramento
genético.

Estudos evolutivos foram desenvolvidos por diversos autores na
elucidagcdo do relacionamento genético no género Zea, atraves da utilizagédo
dos locos microssatélites. O emprego de marcadores microssatélites em

estudos populacionais tem demonstrado um alto potencial para utilizagdo em
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espécies altamente polimérficas como o milho, bem como em materiais com
estreito relacionamento genético.

LUbberstedt et al. (1998) realizaram um estudo onde locos
microssatélites de milho foram utilizados em teosinto, objetivando verificar seu
potencial para exploracdo deste recurso genético. Eles demonstraram que os
microssatélites sdo marcadores uteis na detec¢do da variabilidade genética em
genotipos relacionados.

Matsuoka et al. (2002a) avaliaram o desempenho dos microssatélites
para estudos evolutivos entre milho e teosinto. As analises revelaram que os
microssatélites s&o marcadores filogenéticos poderosos para reconstruir o
relacionamento, inter e intra-especificos, de populacdes de Zea.

Vigouroux et al. (2005) analisaram a variabilidade apresentada por
marcadores microssatélites no genoma do milho e compararam a variagéo
existente nestes locos, com a que foi observada no teosinto, visando definir as
forgas evolutivas que atuaram na domesticagdo do milho cultivado.

Na era das novas biotecnologias, os marcadores moleculares do tipo
microssatélites validaram sua importancia para estudos genéticos e evolutivos,
bem como para auxiliar a definicdo de estratégias para o melhoramento
genético do milho. No entanto, as tecnologias celulares, como por exemplo,
técnicas citogenéticas, ainda apresentam importancia expressiva e numerosas

aplicacdes dentro do segmento cientifico.
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2.6 Citogenética

2.6.1 Consideragoes gerais

A literatura classica sobre a jungcdo dos conhecimentos das areas da
genética com a citologia, denominada citogenética, € definida como a
correlagdo da genética com as caracteristicas cromossémicas. A citogenética
pode ainda ser definida como a disciplina que diz respeito as implicacbes
genéticas da estrutura dos cromossomos e seu comportamento. Como ciéncia,
estuda qualquer comportamento relativo aos cromossomos, bem como, suas
variagdes e evolugdo durante a transmissao ou meiose (Gill & Friebe, 1998).
Singh (1993) considera a citogenética como a ciéncia que combina a analise
dos cromossomos, fungdo e movimento, numero e estrutura, bem como
modificagdes da estrutura e comportamento e, como estdo relacionados a
recombinacgdo, transmissdo e expressdo dos genes. Segundo Guerra (1988),
estudos citogenéticos compreendem todo e qualquer estudo relativo ao
cromossomo isolado ou em conjunto, condensado ou distendido, no que diz
respeito a morfologia, organizagao, fungdo e replicagdo, bem como na sua
variagao e evolugao.

Os estudos citogenéticos possibilitam a obtengdo de informacgdes para
caracterizagao citologica e permitem que diferengas possam ser encontradas
entre as espécies. Essas informagcbes sao fundamentais para estudos
evolutivos, de relacao filogenética e de polimorfismos intra e interespecificos
(Pozzobon, 2005). Para Lacadena (1996), a citogenética tem como objetivos
principais analisar e explicar como a estrutura e o comportamento dos

cromossomos garantem a tripla fungdo de, conservar a informagado genética

entre as células de um organismo pluricelular, transmiti-la de pais para filhos e
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libera-la de forma ordenada para controlar as fungdes celulares e o
desenvolvimento do organismo.

A citogenética também possui um papel importante em estudos
evolutivos e taxondmicos, uma vez que auxilia nos problemas de classificacdo
e identificacdo taxonémica, além de melhorar a compreensao evolutiva dos
grupos (Stace, 2000). Nessa linha, diversos trabalhos vém sendo
desenvolvidos para esclarecer questdes relacionadas a taxonomia, origem e
evolugdo das espécies vegetais (Almeida, 2003; Terra, 2004; Conterato &
Schifino-Wittmann, 2006; Pozzobon et al., 2006), entre outras finalidades
igualmente relevantes.

Mesmo com o advento das técnicas moleculares atuando no
mapeamento e sequenciamento dos genomas, o uso de analises citogenéticas
se mantém relevante e de suma importancia por diversas razées. Em primeiro
lugar, devido a citogenética ser parte integrante de projetos que envolvem
mapeamento. Em segundo, nas fases de mitose e meiose, 0s cromossomos
podem indicar anomalias, viabilidade dos grdos de pdlen, proximidade

taxondmica entre espécies, entre outras informacdes (Gill & Friebe, 1998).

2.6.2 Citogenética x melhoramento genético

A citogenética se desenvolveu, principalmente, a partir do século
passado e seu progresso foi permitido através do surgimento das técnicas e
equipamentos para microscopia. Na area vegetal, apresentou um grande
avanco na década de 30 (Moraes-Fernandes, 1982) e, desde ent&do, essa

ciéncia vem fornecendo valiosa contribuicdo para resolucdo de muitos
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problemas de evolucdo e dos programas de melhoramento de plantas
cultivadas (Aguiar-Perecin, 1987).

A citogenética possui duas importantes fungbes para o melhoramento
geneético de plantas: gerar informagdes e fornecer métodos para a manipulagéo
genética (Sybenga, 1998). Os métodos de manipulagdo relacionados a
técnicas citogenéticas ja permitiram a transferéncia de genes ou blocos génicos
(intra ou interespecificos) que controlam diversas caracteristicas de importancia
agrondmica. Para tanto, a caracterizagdo de germoplasma é etapa essencial
para fins de melhoramento genético, entre outras finalidades. Uma vez que, o
germoplasma representa todo o conjunto genético de uma espécie que pode
servir como fonte de variabilidade genética a ser utilizada pelos melhoristas
(Miglani, 1998).

A engenharia cromossGmica € uma importante ferramenta para
aplicagdo no melhoramento genético de plantas, o qual continua promovendo
impactos significantes na producédo agricola (Gill & Friebe, 1998). Através
dessa analise, € possivel determinar o numero e o comportamento dos
cromossomos, 0s niveis de ploidia, a fertilidade dos graos de podlen, entre
outros, auxiliando na identificagdo e escolha de materiais para serem utilizados
em cruzamentos dirigidos em programas de melhoramento genético (Sybenga,
1993, 1998; Pagliarini & Pozzobon, 2004). Dessa forma, a viabilidade dos
cruzamentos interespecificos pode ser eficientemente verificada. Neste
contexto, Defani-Scoarize et al. (1996) publicaram um estudo que demonstra o
valor da estabilidade meidtica em linhagens para o processo de produgdo dos
hibridos em programas de melhoramento e que a mesma depende do

comportamento das combinacgdes utilizadas, entre outros fatores.
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Nas anadlises da meiose de células méae de pdolen — as quais fornecem
informagdes importantes sobre a estabilidade de cruzamentos interespecificos
— podem ser observadas possiveis anomalias na formagdo dos gametas
masculinos e femininos que poder&o originar novas plantas.

Love (1949) avaliou o indice mei6tico — o qual representa a porcentagem
de quartetos de polen normais — em cultivares de trigo do Rio Grande do Sul e
observou diversas anormalidades capazes de explicar o insucesso obtido em
alguns cruzamentos. O indice meidtico pode ser aplicado as analises dos graos
de pdlen, indicando irregularidades ocorridas na meiose.

Para Stebbins (1951), disturbios citoldégicos representam um dos
principais fatores condicionantes de esterilidade em plantas. Sendo assim, o
estudo dos graos de podlen (viabilidade, forma, tamanho e germinagao) pode
contribuir para a determinacao da fertilidade masculina de variedades de milho.
As informagdes geradas nestes estudos sdo de grande interesse e
indispensaveis ao melhoramento genético, pois indica o potencial reprodutivo
das plantas.

A importancia da analise da divisdo meidtica esta no fato de envolver
uma série de fendbmenos mecanicos e bioquimicos de consideravel
complexidade que se associam em relagdo a redugdo do numero
cromossOmico.

A efetividade do pareamento meidtico dos cromossomos depende
fundamentalmente da similaridade estrutural e quimica entre os mesmos,
conhecida como homologia. O pareamento dos cromossomos e a segregacao
mendeliana dos genes podem ser afetados pela divergéncia estrutural entre os

cromossomos, bem como pelo ambiente celular que predominar na meiose.
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Esse ultimo pode ser afetado pelo ambiente externo (temperatura e
disponibilidade hidrica) ou por genes que controlam mecanismos moleculares
requeridos na meiose (Singh, 1993). Foi através de analises citogenéticas
realizada em colegdes de Coix spp., Zea mays e teosinto (Zea spp), que
Katiyar & Sachan (1992) demonstraram a similaridade morfolégica existente
entre os cromossomos de teosinto com os do milho, excluindo caracteristicas
cariomorfolégicas comuns entre os genomas de Coix e Zea.

Poggio et al. (1997), analisando o comportamento meiotico e o conteudo
de DNA em linhas aloplasmicas de milho, observaram que, ao combinar
genotipos de milho com teosinto (Zea mays sbsp. mexicana), varios caracteres
herdaveis sdo afetados — modificando a estrutura e a fungdo genémica de
alguns gendtipos de milho.

Almeida (2003) encontrou alta estabilidade meidtica em genotipos
oriundos de hibridacbes entre milho comum, milho doce e teosinto.
Demonstrando que os hibridos apresentaram algumas anormalidades em
determinadas fases da meiose, sem, entretanto, reduzir a formacéo de tétrades
e a viabilidade dos graos de polen.

A viabilidade dos grdos de polen, apesar de ser geneticamente
determinada, pode sofrer influéncia de diversos fatores, como o uso de
agrotoxicos (Sereno et al., 1981; Smith & Moser, 1985; Sari-Gorla, 1994),
variagbes de temperatura e umidade (Bodanese-Zanettini et al., 1979;
Rodriguez-Garay & Barrow, 1988), concentragbes salinas do solo (Hormaza &
Herrero, 1992), entre outros fatores, os quais induzem mudangas significativas

na resposta do polen.
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Enfim, a analise da viabilidade dos graos de polen € uma importante
estratégia utilizada em estudos que visam avaliar o potencial de fertilidade em
diferentes materiais, bem como € uma indicagdo de estabilidade nas

hibridag¢des interespecificas, de interesse para o melhoramento genético.



3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado em populagbes de teosinto (Zea mays subsp.
mexicana) e linhagens de milho (Zea mays subsp. mays), bem como em
geragbes oriundas de cruzamentos entre as duas subespécies (Fis e de
retrocruzamentos: RC1Fs e RC1Fzs). Os estudos incluiram investigagbes da
variabilidade genética nas populagdes de teosinto e analises de cruzamentos
dirigidos entre milho e teosinto. As analises da variabilidade genética foram
realizadas nos Laboratérios de Biotecnologia Vegetal do Departamento de
Plantas de Lavoura e no Laboratorio de Citogenética Vegetal e Eletroforese do
Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia, ambos localizados
na Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(Porto Alegre, RS). As avaliacdes em campo experimental foram efetuadas na
Estacdo Experimental Agrondmica, da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (EEA-UFRGS, Eldorado do Sul, RS), na sede da EMBRAPA — Clima
Temperado (Pelotas, RS) e na Faculdade de Agronomia, da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (Porto Alegre, RS). O laboratério de Citogenética
e Cultura de Tecidos do Departamento de Plantas de Lavoura da UFRGS foi
utilizado para a avaliagdo da viabilidade dos graos de pdlen. O germoplasma
utilizado no projeto foi recomendado pelo Dr. Sérgio Delmar dos Anjos e Silva e

cedido pela EMBRAPA — Clima Temperado. Neste trabalho foram utilizadas



41

trés linhagens de milho do programa de melhoramento para tolerédncia ao
encharcamento da EMBRAPA. Estas linhagens foram selecionadas por
apresentarem comportamento diferenciado quanto a tolerdncia ao
encharcamento do solo, sendo 672733 (P2) uma linhagem resistente ao
encharcamento, 672736 (P5) uma linhagem suscetivel e 672739 (P6) uma
linhagem moderadamente suscetivel ao encharcamento. Os procedimentos

adotados estio detalhadamente caracterizados abaixo.

3.1 Estimativas da variabilidade genética

A variabilidade genética foi analisada em duas populagbes de teosinto
(Zea mays subsp. mexicana), determinadas conforme a sua localizagdo de
origem (Cangugu e Monte Bonito). Esses materiais foram submetidos a

analises fenotipicas, bioquimicas e moleculares.

3.1.1 Analises fenotipicas

Os experimentos para a avaliacdo dos caracteres agronémicos foram
instalados a campo, em Eldorado do Sul (EEA-UFRGS) e em Pelotas
(EMBRAPA - Clima Temperado), entre outubro de 2006 e margo de 2007.
Foram utilizadas linhas de cinco metros, com espagamento de 70 cm entre
linhas, 30 cm entre plantas e delineamento completamente casualisado. A
semeadura foi realizada com auxilio de plantadeiras manuais, utilizando trés
sementes por cova. Em torno de 20 dias apds a semeadura, foi realizado o
desbaste mantendo apenas uma planta por cova. No estadio de quatro a oito
folhas por planta foi realizada a aplicagdo de uréia, estimando-se 100 kg de

nitrogénio (N2) por hectare.
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Foram analisadas 48 plantas das popula¢des de teosinto (Cangugu e
Monte Bonito) e em cada local, totalizando 96 plantas avaliadas. Além de trés
populagdes utilizadas como testemunhas. As testemunhas foram constituidas
por trés linhagens de milho (P2: 672733, P5: 672736 e P6: 672739), sendo que
16 plantas foram analisadas na EEA-UFRGS e 24 plantas na EMBRAPA —
Clima Temperado, totalizando 40 plantas. Cabe adicionar que, para realizacao
das medidas nas populagdes de teosinto, foi tomado por referéncia o colmo
principal.

Foram mensuradas as seguintes caracteristicas fenotipicas:

EST: estatura de planta (cm) — média da altura da planta do solo até a
folha bandeira;

INSE: altura de insergdo da espiga (cm) — média da altura das espigas
do solo até a insergao da primeira espiga;

Cl: comprimento do internédio (cm) — média do comprimento do
internodio abaixo da primeira espiga;

NI: numero de internédios por planta — média do numero de internddios
do solo até o pendao;

NFACE: numero de folhas acima da espiga — média do numero de folhas
acima da primeira espiga até o pendéo;

NFABE: numero de folhas abaixo da espiga — média do numero de
folhas abaixo da primeira espiga até o solo;

CFIE: comprimento da folha de insergdo da espiga (cm) — média do
comprimento da folha de inser¢édo da primeira espiga, tomado da bainha até a

ponta da folha;
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LFIE: largura da folha de inser¢do da espiga (cm) — média da largura da
folha de insergéo da primeira espiga, tomada no meio da folha;

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo método Tukey-Kramer, o qual utiliza médias ajustadas pelo
LSMean — no caso de interagdes significativas. Estas analises foram realizadas
no programa SAS (SAS Institute, 1999). Para verificar o agrupamento dos
individuos de cada populagdo de teosinto e compara-los as testemunhas
(linhagens de milho P2: 672733, P5: 672736 e P6: 672739), foi calculada a
distdncia genética entre eles (Distancia Euclidiana), utilizando o programa
NTSYSpc versédo 2.10m (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis
System ou taxonomia numérica e sistema de analise multivariada — Rohlf,

2000). A matriz dos dados foi utilizada para a constru¢édo de um dendograma.

3.1.2 Analises bioquimicas

O experimento foi desenvolvido entre agosto e outubro de 2008, no
Laboratério de Citogenética Vegetal e Eletroforese do Departamento de
Plantas Forrageiras e Agrometeorologia da Faculdade de Agronomia da
UFRGS. Foi utilizado o sistema enzimatico das esterases para caracterizar as
populagdes, onde foram analisados padrdes de alfa (a) e beta (B) esterase. As
analises foram desenvolvidas em duas populagbes de teosinto (Cangugu e
Monte Bonito) e duas linhagens de milho (P2: 672733 e P5: 672736), sendo
que as linhagens foram utilizadas como testemunhas. Foram analisados 29
individuos da populagdo Cangucgu, 21 da Monte Bonito e sete individuos de

cada linhagem.
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3.1.2.1 Germinagao do material

A germinagdo das sementes foi efetuada no Laboratorio de Fisiologia
Vegetal do Departamento de Plantas de Lavoura, na Faculdade de Agronomia
da UFRGS (Porto Alegre, RS).

O material foi semeado em copos plasticos de 200 ml, previamente
preenchidos com substrato esterilizado (Apéndice 1). O processo de
esterilizagdo constou em submeter o substrato a uma temperatura de 120 °C
(em autoclave), por 60 minutos. Esse procedimento visa reduzir contaminagéo
do substrato por fungos pré-existentes. Logo apos a esterilizagdo, o substrato
foi enriquecido com uréia, seguindo a estimativa de 100 kg de nitrogénio (N2)
por hectare.

Foi disposta uma semente individual em cada copo plastico. Os copos
foram acondicionados em bandejas plasticas de, aproximadamente, 65 x 45 x 9
cm (Figura 3). As bandejas foram mantidas em sala de crescimento, com
controle de temperatura (25 °C) e sob lampadas fluorescentes (mantidas
ligadas 24 horas). O material foi acompanhado diariamente para que fosse
possivel manter a umidade do substrato contido nos copos. Em geral, as
sementes iniciaram sua germinag&do quatro dias apds a serem semeadas e a
coleta do tecido foliar foi realizada apds a emissdo da terceira folha
(anteriormente a emiss&o da quarta folha).

Para a realizagao das analises isoenzimaticas foi utilizado o tecido da

terceira folha inteira e foram realizadas quatro repeticbes do experimento.
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FIGURA 3. Germinacado de sementes de teosinto (Cangucu e Monte Bonito) em
sala de crescimento. A) dois dias apds a semeadura B) 15 dias apos a
semeadura. Fotos: Terra, T. F. UFRGS — Porto Alegre, RS. 2008

3.1.2.2 Eletroforese de isoenzimas

As amostras foram obtidas de extratos foliares coletados no momento da
realizagdo da técnica e todo o processo de extracao foi efetuado sobre gelo.
Foram utilizados componentes quimicos (Apéndice 2) associados a solugao de
extracdo, que auxiliam na prevencao do processo de oxidacdo de compostos
fendlicos existentes nos vegetais. A temperatura do ambiente foi também
controlada e mantida em torno dos 18 °C, visto que o calor e/ou a oxidacéo dos
extratos vegetais podem causar a desnaturagdo das proteinas, modificando a
sua mobilidade e atividade enzimatica

Amostras de foliolos jovens foram coletadas, submetidas a extragéo de
isoenzimas individualmente e, posteriormente, sua separacao foi efetuada por

eletroforese horizontal.

3.1.2.3 Extracao de proteinas
Os extratos foliares coletados foram picados com tesoura e colocados
em placas de vidro com pequenas cavidades (em torno de cinco centimetros

de didametro), onde foram adicionadas 100 pl da solugdo de extragédo de Collins
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et al. (1984) modificada (Apéndice 2). A solu¢cdo de extragao foi previamente
preparada e mantida a 4 °C, até a maceragao dos tecidos. Os tecidos foliares
foram macerados com o auxilio de um bastdo de vidro até a obtengcdo de um
liquido homogéneo. Durante a realizagdo desse procedimento, as placas foram
mantidas sobre gelo, visando manter a integridade das proteinas. Sob o liquido
macerado foram mergulhados papéis cromatograficos (nas dimensdes de 1 x 4
mm), possibilitando a absorgdo da solugdo para, posteriormente, serem

aplicados nas cavidades dos géis.

3.1.2.4 Preparo dos géis de poliacrilamida

Foram utilizados géis de poliacrilamida a uma concentragdo de 10%.
Para confecgdo dos géis, uma solugdo estoque (Apéndice 3) foi preparada
anteriormente e mantida a 4 °C, até a utilizacdo para eletroforese de
isoenzimas.

No preparo de cada gel individual, uma aliquota de 70 ml da solugdo
estoque foi reservada em uma proveta, onde foram acrescentados 700 ul de
persulfato de aménio (APS: solugdo a 10%). A solugédo estoque foi composta
de uma solugdo de acrilamida e bis-acrilamida (50 ml), de N, N, N, N’ -
tetrametiletilenodiamina (TEMED - 0,2 ml), além de dois tipos de tamp&o: A e
B, na propor¢ao de nove partes da solugéo B (18 ml) e uma parte da solugao
A(2 ml), conforme protocolo de Scandalios (1969). Nas cubas eletroliticas foi
utilizada a solugao tampao A

A solucéo foi vertida em um suporte de vidro com dimensdes de 210 x
180 x 1 mm, o qual foi coberto por uma placa de vidro com dimensdes iguais e,

previamente umedecida com 6leo mineral, para evitar a adesdo do gel. Esta
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etapa foi realizada com cuidado, evitando a formacg&o de bolhas de ar entre o
suporte e a placa de vidro enquanto o gel polimerizava.

O processo de polimeralizagdo dos géis ocorreu na auséncia de ar e em
temperatura ambiente. Em geral, os géis permaneceram cerca de 30 minutos a
temperatura ambiente para polimeralizagao e, logo apods, foram aplicadas as

amostradas das proteinas extraidas.

3.1.2.5 Aplicagao dos extratos foliares

Para a aplicagdo das amostras em gel, a placa de vidro superior foi
cuidadosamente removida e, com o auxilio de um pente de ago inoxidavel (com
24 dentes de 0,4 cm cada e 0,3 cm entre eles), foram feitos os orificios para a
insercao dos papéis utilizados na extracdo das proteinas, a distédncia de dois
centimetros da borda do gel.

Em cada gel foi aplicado o numero de amostras extraidas na ocasiéo,
conforme a germinagao da populagdo de interesse. Uma solugédo de azul de
bromofenol a 0,1% foi aplicada sob as cavidades dos géis para auxiliar na
visualizagao da linha de frente de migracdo, formada durante a eletroforese. A
linha de frente foi, posteriormente, utilizada para a medicdo das bandas
reveladas e correspondentes as diferentes formas isoenzimaticas.

A solucao de azul bromofenol a 0,1% foi composta de 0,1 g de azul de

bromofenol e 100 ml de alcool etilico.

3.1.2.6 Separagao das amostras
O suporte de vidro que continha o gel de poliacrilamida 10% e as

amostras aplicadas foi colocado entre duas cubas eletroliticas horizontais,
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contendo 600 ml da solugdo tampéo A (formando uma ponte). Para efetuar o
contato entre o gel e o tampéao das cubas, foi utilizado um pedaco de tecido em
viscose e resina (“perfex”) mergulhado no tampéo. A disténcia entre os pontos
de aplicacao das amostras e o tecido era de, aproximadamente, um centimetro,
bem como entre uma cuba e outra era de 12 cm. O conjunto (cubas eletroliticas
e gel) foi coberto por uma pelicula de filme plastico durante a migragcao das
amostras, para evitar a desidratagao do gel e a evaporagao do tampéo.

Para a condugédo da eletroforese horizontal de isoenzimas, o conjunto de
cubas foi ligado a uma fonte elétrica por eletrodos (catodos e anodos), que
realizavam a migragcdo das amostras através de uma corrente elétrica e no
sentido do polo negativo (catodos) para o polo positivo (anodos). Foi mantida
uma voltagem constante de 400 volts (V) e uma tens&o de corrente elétrica de
40 miliamperes (mA), para que as moléculas migrassem no campo elétrico.

A migracédo horizontal foi realizada a uma temperatura de 4 °C e a
distancia percorrida foi padronizada para quando a linha de frente atingia oito
centimetros da linha de aplicacdo, ou cerca de trés horas apos o inicio da

eletroforese.

3.1.2.7 Coloragao, revelacao e fixagao

Apos a eletroforese horizontal, as isoenzimas de esterase foram
visualizadas através de corantes histoquimicos especificos, os quais fornecem
o0 substrato para as enzimas. Os papéis cromatograficos de aplicagdo das
amostras foram removidos com o auxilio de uma pinga e o gel foi recortado
com estilete a uma faixa de um centimetro das bordas superiores e da linha de

frente.
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Foi utilizado protocolo modificado de Scandalios (1969) para o preparo
da solugédo de coloragdo das isoenzimas de esterase. Os reagentes utilizados
foram misturados as respectivas solu¢gdes tampao C e D (Apéndice 4) no
momento da adi¢do aos géis. A solugdo de coloragao foi acondicionada em um
recipiente, onde os geéis foram mergulhados para a revelagdo das bandas de
atividade enzimatica.

Os géis foram incubados a uma temperatura de 37 °C em estufa sem
iluminagao até o aparecimento das bandas isoenzimaticas, por no minimo 30 e
no maximo 60 minutos. As bandas correspondentes as isoenzimas a
apresentaram coloragdo marrom-acinzentada, enquanto as isoenzimas [
apresentaram coloragdo avermelhada. Logo apds, os géis foram enxaguados
em agua destilada e fixados em solugdo de Ayala (Apéndice 5), por 15 minutos.
A solucao fixadora foi preparada no momento e quantidade de sua utilizagao.
Em seguida, os géis eram enxaguados por trés vezes em agua destilada,
envoltos em pelicula de filme plastico (para evitar desidratag&o), identificados e

estocados a 4 °C.

3.1.2.8 Analise dos dados

O conjunto de bandas de atividade enzimatica (zimograma) de cada gel
foi representado através de um esquema. As interpretacbes dos zimogramas
foram realizadas com o auxilio de um transluminador de luz branca.

As bandas foram identificadas por suas cores e sua caracterizacao foi
realizada através de suas taxas de migragdo. Com o auxilio de uma régua
milimetrada, foi medida a distancia percorrida por cada banda de atividade

enzimatica revelada e pela linha de frente. A taxa de migracéo foi calculada
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através da divisdo dos valores de distancia percorrida pelas bandas de
atividade enzimatica pela distancia percorrida pela linha de frente.

Os géis foram fotografados, envoltos em pelicula de filme plastico e
armazenados a temperatura de 4 °C até seu descarte.

Uma matriz binaria de presenca (1) e auséncia (0) foi gerada com base
nos padrdes de bandas esterase alfa (a) e beta (B) e o programa NTSYSpc
versao 2.10m (Rohlf, 2000) foi empregado para realizagao das analises.

Foi utilizado o coeficiente de Jaccard para a analise de similaridade
entre as populacdes de teosinto e as linhagens de milho. Com os dados de
similaridade, um dendograma foi construido através da analise de agrupamento
pelo médulo SAHN — NTSYS (Rohlf, 2000), utiizando o método da média
aritmética ndo ponderada (UPGMA — Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Average). A fim de verificar a consisténcia dos agrupamentos, um
coeficiente de correlacédo cofenética foi calculado. O teste de Mantel com 1000
permutacbes foi realizado para determinar o nivel de significAncia do

coeficiente de correlacado entre a matriz de similaridade e a matriz cofenética.

3.1.3 Analises moleculares

As analises foram realizadas no Laboratério de Biotecnologia Vegetal do
Departamento de Plantas de Lavoura, da Faculdade de Agronomia da UFRGS.

Para detecgdo de polimorfismo em nivel molecular foram utilizados
marcadores do tipo microssatélites (SSR) de milho e analisadas duas
populagdes de teosinto (Cangugu e Monte Bonito). Foram analisados vinte e

um individuos de cada populacgao de teosinto.
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3.1.3.1 Extracao do DNA total

As sementes das populagdes de teosinto foram cultivadas em papel
germinador em agosto de 2006, o qual foi umedecido e mantido a temperatura
ambiente (em torno de 25 °C) por, aproximadamente, sete dias. Apos a
germinagao, foram coletadas folhas jovens (em torno de 20 mg) de plantas
individuais de cada populacdo. As extracbes do DNA de cada planta foram
efetuadas conforme protocolo descrito por Murray & Thompson (1980) e a
quantificacdo do DNA foi realizada em gel de agarose 0,9 % acrescido de
brometo de etideo, para visualizagdo dos fragmentos de DNA vegetal. Um
marcador padrdo de peso molecular de DNA (lambda) foi utilizado para a
comparagao e estimativa de tamanho dos fragmentos de DNA que foram
visualizados em luz ultravioleta. As solugdes de trabalho do DNA foram
padronizadas a uma concentragdo de 10 ng/ul. As imagens obtidas foram

capturadas pelo programa Kodak Digital Science 1D v.3.0.1.

3.1.3.2 Condigoes de PCR e amplificagao do DNA

Foram utilizados conjuntos de iniciadores especificos para milho na
amplificacdo das regides microssatélites. As reagdes foram preparadas em um
volume de 20 ul cada. Os componentes de cada reagcdo continham as
seguintes concentragdes finais: tamp&do para PCR 1x (Tris HCI 20mM, KCI
50mM), magnésio-MgCl, (1,5 mM), nucleotideos-dNTPmix (0,2 mM), iniciador
direto (0,3 mM), iniciador reverso (0,3 mM), enzima Taq polimerase (1U), DNA
gendmico (60 ng) e agua ultrapura até completar o volume total da reagdo. As
solugcdes de trabalho dos iniciadores foram preparadas a 20 uM. Foram

testados 65 pares de iniciadores, escolhidos a partir do Banco de Dados
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Genéticos de Milho (Maize Genome Database — www.agron.missouri.edu), dos

quais 25 foram utilizados nas analises (Tabela 1) realizadas nas populagdes de
teosinto. O DNA genémico foi amplificado em termociclador PTC — 100™ (MJ
Research, Inc) com um programa do tipo touchdown, constituido de 18 ciclos
de 1 minuto com temperatura de 94 °C seguidos de um decréscimo de 1 °C a
cada 2 ciclos (de 69 °C a 60 °C) e 1 ciclo de 1minuto a 72 °C. Apds, foram
realizados 20 ciclos de 94 °C por 1 minuto, seguidos de 60 °C por 1 minuto e
72 °C por mais um minuto. No final, as amostras foram submetidas a 72 °C

durante 5 minutos.

TABELA 1. Descricdo de locos microssatélites analisados em duas populagdes de
teosinto (Cangugu e Monte Bonito). Loco microssatélite, gene
relacionado, cromossomo e motivo dos microssatélites utilizados na
analise molecular. UFRGS — Porto Alegre, RS. 2008.

Loco Gene relacionado Cromossomo Motivo

bnig439 - 1 -

nc004 adh, — alcohol dehydrogenase 2 4 AG

phi021 adh,— alcohol dehydrogenase 2 4 AG

phi027 wx; — waxy 1 9 GCGCT

phi032 sus — sucrose synthase 1 9 AAAG

phi037 - 1 AG

phi075 fdx; — ferredoxin 1 6 CT

phi080 gst,— glutathione-S-transferase 1 8 AGGAG

umc1016 kpp1— kinase associated protein 7 (CT) 25

phosphatase 1

umc1058 bip2 binding protein homolog 2 4 (GC);

umc1082 tb;— teosinte branched 1 1 (GA)16

umc1094 sody — superoxide dismutase 9 9 -

umc1172 pdc, — pyruvate decarboxylase 1 8 (CCA),

umc1185 ole,; — oleosin 1 2 (GC)s

umc1309 hox,— homeobox 1 8 (TG)s
umc1355 - 5 (TTTC),
umc1397 - 1 (ATGCA),
umc1426 - 7 (TG)s
umc1576 gdcp,— glycine decarboxylase 1 10 (TG)s
umc1594 - 3 (TA)1o
umc1727 prcs — proteasome component 3 1 (CGT),
umc1799 - 7 (TG)12
umc2047 - 1 (GACT),
y1SSR y+1— yellow endosperm 1 6 CCA, CCATC, TCATC
ZmRR1 crr,; — cytokinin response requlator 1 2 -
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3.1.3.3 Eletroforese e identificagao genética

Os fragmentos de DNA amplificados foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 3%, com sistema de tampdao Tri-Borato-EDTA (TBE 0,5x), com
pH 8,0 e voltagem constante de 145 Volts, durante 2 horas. Ao gel foi
adicionado brometo de etideo para possibilitar a visualizagdo dos fragmentos,
os quais foram, posteriormente, observados em luz ultravioleta. O tamanho de
cada fragmento observado foi estimado por comparagdo com DNA padréo de
peso molecular conhecido (DNA Ladder de 100 pares de bases ou 50 pares de
bases — Invitrogen). A analise dos fragmentos amplificados foi realizada apos
as imagens terem sido capturadas através do uso do programa Kodak Digital

Science 1D v.3.0.1.

3.1.3.4 Analise dos dados

A partir da interpretacdo do padrdo de bandas de cada individuo das
populagdes nos geéis, foi confeccionada uma matriz binaria baseada na
presenca (1) e auséncia (0) de alelos em cada loco microssatélite.

A magnitude da variabilidade genética pertencentes as populagdes de
teosinto foi analisada através da proporcao de locos polimérficos, do numero
total de alelos identificados nos locos, do numero médio de alelos por loco e do
conteudo de informagao de polimorfismo (PIC) — obtido através da expresséo:
PIC = 1-Spu?, onde pu é a freqiiéncia do alelo u. O calculo do PIC foi feito com
a utilizacdo do Microsoft Excel.

As populagdbes de teosinto e o0s locos microssatélites foram
caracterizados pelo programa TFPGA (Tools for Population Genetic Analyses -

Miller, 1997), um programa do Windows para analisar dados genéticos e
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moleculares. As frequéncias alélicas foram estimadas e cada loco
microssatélite foi submetido ao teste de probabilidade (Haldane, 1954) para
aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg.

Uma analise da estrutura genética das populagbes de teosinto foi
efetuada através das estimativas de parametros de diversidade genética:
heterozigosidade esperada (H.), heterozigosidade observada (H,) e as
estimativas da estatistica F (Fjs, Fs;, Fi) de Wright (1943). Segundo analises do
TFPGA, os coeficientes de endogamia Fis e F; correspondem a f e F,
respectivamente, bem como Fg corresponde ao O.

Foi utilizado um método indireto para calcular o fluxo génico entre as
populag¢des de teosinto, proposto por Slatkin (1995), o qual determina que os
valores obtidos nas estimativas da estruturagdo da variabilidade genética
podem ser utilizados, em populag¢des sob equilibrio de Hardy-Weinberg. Dessa
forma, o fluxo génico ou numero de migrantes (Nm) foi estimado a partir da
seguinte equacgao: Nm = 4 [(1/©) — 1], onde © é o grau de diferenciagao entre
as populagdes para cada loco (obtido através das estimativas da estatistica F
de Wright, 1943).

Para quantificar a distancia entre as populagdes foi utilizado o

coeficiente de Nei (1978).

3.2 Formagdo de geragdes segregantes para analises dos
cruzamentos dirigidos

Na obtencdo de populagbes segregantes e nas analises dos

cruzamentos dirigidos foram utilizadas duas populag¢des de teosinto (Cangugu

e Monte Bonito) e trés linhagens de milho (P2: 672733, P5: 672736 e PG:
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672739). Para a realizagdo dos cruzamentos e retrocruzamentos, as
populagdes de teosinto foram utilizadas como gendtipos doadores de gréaos de
polen, enquanto que as linhagens de milho foram utilizadas como os gendtipos
recorrentes.

O controle dos cruzamentos dirigidos foi feito manualmente, com a
protecdo das inflorescéncias femininas (espigas) com sacos plasticos, anterior
a emissdo dos estigmas. Esse procedimento evita a polinizagdo das plantas
com polen indesejavel. Quando aproximadamente 50 % das plantas da linha
apresentavam liberagdo de graos de pdlen, os cruzamentos foram realizados
com o auxilio de sacos de papel para coleta dos graos de polen.
Posteriormente, os estigmas foram novamente protegidos (com os mesmos
sacos de papel), visando prevenir contaminagbes de pdlen e assegurar a
confiabilidade do procedimento (Figura 4).

A descricao dos experimentos esta detalhada abaixo.
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FIGURA 4.

Metodologia adotada para a realizagdo dos cruzamentos dirigidos. A)
protecdo da espiga com saco plastico; B) coleta dos graos de pélen com
saco de papel; C) grdos de pélen recolhidos no saco de papel; D)
espiga pronta para receber os graos de pdlen; E) grdos de podlen
vertidos sobre a espiga; F) protecdo da espiga apdés o cruzamento.
Fotos: Terra, T. F. EEA-UFRGS - Eldorado do Sul, RS. 2007.
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3.2.1 Geragao F

O experimento realizado para a obtencdo das populagdes Fq foi
semeado em novembro de 2005, na sede da EMBRAPA — Clima Temperado.
Foram semeadas trés linhas de cada populagéao de teosinto (Cangugu e Monte
Bonito) e duas linhas de cada linhagem de milho (P2: 672733, P5: 672736 e
P6: 672739), totalizando 12 linhas. Foram utilizadas trés sementes por cova,
em linhas de cinco metros, com espagamento de 70 cm entre linhas e 30 cm
entre plantas, totalizando 135 plantas de cada populacdo de teosinto e 90
plantas de cada linhagem de milho. Aproximadamente, 20 dias apos a
semeadura, foi realizado o desbaste mantendo apenas uma planta por cova,
totalizando 45 plantas de cada populacdo de teosinto e 30 plantas de cada
linhagem de milho. No estadio de quatro a oito folhas por planta foi realizada a
aplicacao de uréia, estimando-se 100 kg de nitrogénio (N2) por hectare.

Os cruzamentos dirigidos foram realizados nos meses de fevereiro e
margo de 2006. Uma mistura de gréos de pdlen proveniente de cada populagéo
de teosinto (Cangugu e Monte Bonito) foi utilizada para o cruzamento com as
linhagens (P2: 672733, P5: 672736 e P6: 672739). Dessa forma, as
populag¢des Fis foram desenvolvidas a partir dos cruzamentos: P2 x Cangugu;
P2 x Monte Bonito; P5 x Cangugu; P5 x Monte Bonito; P6 x Cangugu e P6 x
Monte Bonito (Tabela 2).

As sementes F1s foram obtidas em maio 2006, as quais foram utilizadas

para a realizagdo da primeira geragao de retrocruzamento.
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TABELA 2. Cruzamentos dirigidos para o desenvolvimento da geragao F;.
EMBRAPA — Pelotas, RS. 20086.

Genotipos Recorrentes Genotipos Doadores PF,
Linhagem P2: 672733 Teosinto Cangugu F.: P2 x Cangugu
Linhagem P2: 672733 Teosinto Monte Bonito ()
Linhagem P5: 672736 Teosinto Cangugu F+: P5 x Cangugu
Linhagem P5: 672736 Teosinto Monte Bonito F1: P5 x Monte Bonito
Linhagem P6: 672739 Teosinto Cangugu (-)
Linhagem P6: 672739 Teosinto Monte Bonito F1: P6 x Monte Bonito

Genotipos Recorrentes: linhagens que receberam pdlen das populagdes de teosinto;
Genotipos Doadores: populagdes de teosinto doadoras de polen; PF,: populagdes F
desenvolvidas; (-) popula¢des em que néo foram obtidas sementes.

3.2.2 Primeira geragao de retrocruzamento (RCF)

Os experimentos para a obtencdo das populagdes de retrocruzamento
(RC4F1s) foram instalados na EMBRAPA — Clima Temperado e na Estac&o
Experimental Agronémica da UFRGS, em outubro de 2006.

Foram semeadas duas linhas com cada genitor recorrente (linhagens
P2: 672733, P5: 672736 e P6: 672739) e duas linhas com cada populagéo F4
(P2 x Cangugu; P5 x Cangugu; P5 x Monte Bonito e P6 x Monte Bonito),
totalizando 14 linhas. Foram semeadas trés sementes por cova em linhas de
cinco metros, com espacamento de 70 cm entre linhas e 30 cm entre plantas,
totalizando 270 plantas dos genitores recorrentes (linhagens) e 360 plantas das
populagdes Fi. Em torno de 20 dias apds a semeadura, foi realizado o
desbaste mantendo apenas uma planta por cova, totalizando 90 plantas das
linhagens e 120 plantas das populagdes F1s. No estadio de quatro a oito folhas
por planta foi realizada a aplicag&o de uréia (100 kg de nitrogénio por hectare).

A primeira geragdo de retrocruzamento (RC4F4) foi obtida através de
cruzamentos dirigidos realizados em janeiro e fevereiro de 2007. As linhagens
de milho foram usadas como genitores recorrentes e as plantas da geragao F

como doadoras de gréos de pdlen, sendo RC1F4: P2xCangugu x P2; RC4F:
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P5xCangucgu x P5; RC4F1: P5xMonte Bonito x P5 e RC+F1: P6xMonte Bonito x
P6 (Tabela 3).

Em abril de 2007 foram colhidas as sementes de cada local que,
posteriormente, foram utilizadas em autofecundacdes para obtencdo de
populac¢des de RC1F; (item 3.2.3),

Como a produgéo de grdos da primeira geragao de retrocruzamento foi
reduzida, em dezembro de 2007 um novo experimento foi instalado e os
mesmos genotipos semeados na Faculdade de Agronomia da UFRGS para a
obtengdo de maior quantidade de sementes. Foram semeadas sete linhas da
populagcdo Fi: P5 x Cangugu, sendo uma semente por cova e,
aproximadamente, 15 plantas por linha, totalizando 105 plantas nas sete linhas.
Para as demais populagdes F+’s (F1: P2 x Cangugu e P6 x Monte Bonito) foram
semeadas duas linhas de cada populacdo, sendo 15 plantas por linha e
totalizando 60 plantas nas quatro linhas. Para a linhagem P5: 672736 foram
semeadas cinco linhas, sendo 15 plantas por linha e totalizando 75 plantas. As
linhagens de milho P2: 672733 e P6: 672739 foram semeadas em duas linhas
para cada populagao, sendo 15 plantas por linha de cada linhagem de milho,

totalizando 60 plantas nas quatro linhas.

TABELA 3. Cruzamentos dirigidos para o desenvolvimento da primeira geragado de
retrocruzamento (RC+F,). Pelotas e Eldorado do Sul, RS. 2007.

Genotipos Recorrentes Genotipos Doadores PRC,F

Linhagem P2: 672733 F1: P2 x Cangucgu RC,F4: P2xCangugu x P2
Linhagem P5: 672736 F1: P5 x Cangucgu RC+F: P5xCangucgu x P5
Linhagem P5: 672736 F1: P5 x Monte Bonito RC+F4: P5xMonte Bonito x P5
Linhagem P6: 672739 F1: P6 x Monte Bonito RC+F4: P6xMonte Bonito x P6

Gendtipos Recorrentes: linhagens que receberam pélen das populagbes F4; Gendtipos
Doadores: populacbes F; doadoras de pélen; PRC,F: populacbes de retrocruzamento
(RC4F) desenvolvidas.
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3.2.3 Geragao RC+F; (autofecundagoes)

Em dezembro de 2007 foi instalado o experimento para a
autofecundacédo da primeira geragdo de retrocruzamento, na Faculdade de
Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Foram utilizadas linhas de cinco metros, com espagamento de 70 cm
entre linhas, 30 cm entre plantas e uma semente por cova. Foram semeadas
duas linhas e, aproximadamente, 30 plantas de cada populagdo de
retrocruzamento (RC1F1: P5xCangugu x P5; RC1F1: P2xCangugu x P2;
RC1F1: P6xMonte Bonito x P6), totalizando 90 plantas nas seis linhas. No més
de janeiro de 2008 foi realizada a aplicagéo de uréia, estimando-se 100 kg de
nitrogénio (N) por hectare. Para o controle de insetos foi aplicado o inseticida
Dipel (2,5 g/L), 35 dias apés semeadura.

As autofecundacgdes foram realizadas em fevereiro de 2008, utilizando
polen das plantas da primeira geragédo de retrocruzamento (RC4F1) para verter

sobre seus proprios estigmas. O experimento foi colhido em maio de 2008.

3.2.4 Analise dos cruzamentos dirigidos a partir da viabilidade dos
graos de pdlen

O estudo de viabilidade dos graos de polen foi realizado no Laboratorio

de Citogenética e Cultura de Tecidos do Departamento de Plantas de Lavoura

da UFRGS (Porto Alegre, RS). A analise foi realizada nas populagdes de

teosinto (Cangugu e Monte Bonito), nas linhagens de milho (P2: 672733, P5:

672736 e P6: 672739) e nas geragdes segregantes (F1s e de retrocruzamento:

RC1F1s), obtidas de cruzamentos dirigidos entre milho e teosinto. Os gendétipos
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avaliados estdo dispostos na Tabela 4. Abaixo estdo detalhadas as etapas

seguidas:

TABELA 4. Genétipos avaliados quanto a viabilidade dos graos de podlen nas
populagbes de teosinto (Cangugu e Monte Bonito), nas linhagens (P2:
672733, P5: 672736 e P6: 672739), nas populagcbes Fis e nas
populagdes de retrocruzamento (RC+F;s), obtidas de cruzamentos entre
milho e teosinto. Eldorado do Sul e Porto Alegre, RS. 2007-2008.

Genotipos N° de plantas
Cangugu 06
Monte Bonito 08
Total teosinto 14
P2: 672733 08
P5: 672736 05
P6: 672739 03
Total milho 16
F1: P2 x Cangucgu 04
F1: P5 x Cangucgu 05
F4: P6 x Monte Bonito 02
Total F4s 11
RCF4: (P2 x Cangugu)xP2 05
RCF4: (P5 x Cangugu)xP5 04
RC,F4: (P6 x Monte Bonito)xP6 03
Total RC+Fs 12

3.2.4.1 Coleta, fixacao e estocagem do material

O material foi coletado em dois periodos distintos: em janeiro de 2007,
na Estacdo Experimental Agronémica (EEA-UFRGS, Eldorado do Sul, RS) e de
fevereiro a margo de 2008, na Faculdade de Agronomia da UFRGS (Porto
Alegre, RS).

No periodo de florescimento, foi coletado o numero maximo de
inflorescéncias masculinas (penddes) disponiveis por genotipo em fases
diversas do desenvolvimento vegetal. Para analise da viabilidade dos gréos de
polen, foram utilizadas inflorescéncias proximas a fase de antese. O material foi
fixado em solugdo Carnoy (trés partes de alcool etilico 99% : uma parte de

acido aceético glacial) e mantido pelo periodo de 24h, em temperatura ambiente



62

para, posteriormente, ser transferido para alcool 70% e mantido a uma

temperatura de — 20 °C, até a confeccao das laminas para as analises.

3.2.4.2 Preparo das laminas

As laminas foram confeccionadas utilizando o corante carmim propidnico
na concentracdo de 2% para visualizagdo da coloracdo das células. As
inflorescéncias foram transferidas para uma placa de Petri contendo alcool
70%, em cada ocasidao de preparo das laminas. Um botéo floral foi retirado e
colocado sobre uma lamina para que, com auxilio de lupa e agulha histolégica,
as trés anteras fossem separadas. Com um conta-gotas foi colocado o corante
carmim propiénico sobre as anteras que, posteriormente, foram esmagadas
com uma lanceta, sendo retirados e eliminados os fragmentos maiores das
mesmas com o auxilio de pingas, mantendo apenas o corante e os gréos de
polen. As anteras foram cobertas com uma laminula. As laminas foram

identificadas e, imediatamente, observadas ao microscépio éptico.

3.2.4.3 Analise dos dados

A viabilidade dos grédos de pdlen foi estimada de acordo com a
capacidade de coloragdo dos mesmos com o corante carmim propiénico.
Foram considerados viaveis os graos de pdlen que apresentaram a coloragao
vermelha de maneira uniforme em seu citoplasma, com tamanho normal e um
unico poro. Os inviaveis apresentaram auséncia de coloragdo e/ou alguma
irregularidade (forma, tamanho, multiplos poros). Os genoétipos foram
amostrados com, pelo menos, trés repeticdes, ou seja, trés inflorescéncias

diferentes para cada genoétipo. Foram preparadas trés laminas de cada
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inflorescéncia, sendo que 200 grdos de pdlen por lamina foram analisados,
totalizando 600 gréaos por inflorescéncia, para cada repetigcdo. O percentual de
graos de polen viaveis foi estimado, através da divisdo do numero de graos
corados pelos observados por lamina e multiplicados por 100. Todas as
observacdes foram feitas com o auxilio de um microscopio 6ptico interligado a
um programa computacional de captagcdo de imagens, o qual permitia uma
analise detalhada das células, de acordo com o aumento utilizado no

microscopio.

3.2.5 Anadlise dos cruzamentos dirigidos a partir da média de
sementes

As populagbes segregantes (Fis e de retrocruzamentos: RCFss e
RC1F2s), oriundas de cruzamentos dirigidos entre as duas subespécies (Zea
mays subsp. mays e Zea mays subsp. mexicana), foram utilizadas para avaliar
a compatibilidade dos cruzamentos realizados. As atividades foram realizadas
no periodo agricola de 2006-2007 e 2007-2008. Foram registrados o numero
de sementes semeadas e 0 numero de cruzamentos realizados por populagéo.
A analise de compatibilidade dos cruzamentos dirigidos foi efetuada a partir de
uma estimativa do numero médio de sementes resultantes de cada cruzamento

realizado entre as populagdes de milho e de teosinto.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estimativas da variabilidade genética

A variabilidade genética é de essencial interesse para os melhoristas de
plantas, visto que possibilita progressos em espécies cultivadas através do
melhoramento genético. Além de que viabiliza o emprego de técnicas que
possibilitam a identificagdo de gendtipos superiores (Coimbra et al., 2004).

A auséncia de caracterizagdo da variabilidade existente no teosinto (Zea
mays subsp. mexicana) € uma das causas principais para a restrita utilizacéo
do germoplasma, uma vez que os trabalhos realizados tém sido direcionados,
principalmente, ao estudo de seu relacionamento evolutivo com o milho (White
& Doebley, 1998; Wang et al., 1999; Lauter & Doebley, 2002; Doebley, 2004;
Yamasaki, 2007), restringindo sua utilizagdo a forragem de verao para o gado

de leite, nas pequenas propriedades do sul do Brasil (Motta & Maia, 1999).

4.1.1 Analises fenotipicas

Tradicionalmente, os melhoristas tém utilizado informag¢des fenotipicas
para caracterizar a variabilidade genética existente, principalmente, em
espécies extensivamente estudadas como o milho. O teosinto, proximamente

relacionado ao milho, apresenta elevado potencial como recurso genético para
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o melhoramento da cultura sem, entretanto, possuir descricdo adequada,
principalmente, em relagdo a caracteristicas de interesse agronémico.

Neste trabalho, foram avaliadas duas populagdes de teosinto (Cangugu
e Monte Bonito) e trés testemunhas (linhagens de milho P2: 672733, P5:
672736 e P6: 672739), quanto a variagdo em oito caracteristicas morfologicas:
estatura de planta (EST), altura de inser¢ao da espiga (INSE), comprimento do
interndédio (Cl), numero de internodios (NI), numero de folhas acima da primeira
espiga (NFACE), numero de folhas abaixo da primeira espiga (NFABE),
comprimento da folha de insergdo da primeira espiga (CFIE) e largura da folha
de insercdo da primeira espiga (LFIE). A escolha das caracteristicas
morfolégicas foi baseada em Melo et al. (2001).

O coeficiente de variagdo (Cv %) é utilizado para indicar o nivel de
precisdo com que as caracteristicas fenotipicas foram estimadas. Em geral,
foram observados valores reduzidos de CV’'s % para a maioria das
caracteristicas (Tabela 5). Os coeficientes de variacdo relacionados aos
caracteres fenotipicos avaliados em Eldorado do Sul e em Pelotas, nas duas
populagdes de teosinto e nas trés linhagens de milho (testemunhas), variaram
entre 5,85% (estatura) e 20,97% (numero de folhas acima da espiga),
indicando que houve precisdo experimental.

Scapim et al. (1995) desenvolveram uma classificagdo dos coeficientes
de variagdo (CV %) para milho, baseada em resultados de 66 teses
desenvolvidas nas areas de genética e melhoramento vegetal. Seguindo esta
classificacdo, os coeficientes obtidos neste trabalho para estatura de planta
(5,85%) e altura de insercdo da espiga (6,83%) seriam considerados como

médios (4.5 — 9.0 e 6.5 — 13.0, respectivamente). Para os demais caracteres
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avaliados neste estudo, ndo existem valores propostos, embora, Netto et al.
(2002) tenham relatado valores de CV % entre 6 e 25, para diversas
caracteristicas agronémicas.

Os caracteres estatura de planta (EST), altura de insergdo da espiga
(INSE), comprimento do internddio (CI), numero de internddios (NI),
comprimento da folha de inser¢do da primeira espiga (CFIE) e numero de
folnas abaixo da primeira espiga (NFABE) apresentaram significancia na
analise de variancia para a interagdo genotipo x local, indicando que o
ambiente influenciou na expressdo dessas caracteristicas nos genotipos
avaliados (Tabela 5). Esse resultado ja era esperado, visto que os caracteres
analisados sédo considerados quantitativos (Sibov et al., 2003; Enoki et al.,
2006; Zhang et al., 2006; Li et al., 2007; Li et al., 2008), ou seja, controlados
por varios genes, muito influenciados pelo ambiente, onde o efeito de cada
gene € pequeno na expressao do carater (Bueno et al., 2001).

Nos caracteres que nao apresentaram significancia para interagao
genotipo x ambiente — numero de folhas acima da primeira espiga (NFACE) e
largura da folha de insercdo da primeira espiga (LFIE) — foram observadas
diferencas significativas para gendtipo e para local. Segundo revisdo de Melo et
al. (2001), a significancia no efeito de cultivares, quando considerados diversos
caracteres agronémicos, em principio, indica que existe divergéncia genética

entre eles.



TABELA 5. Resumo da analise de varidancia (QME) nas populagbes de teosinto (Cangucu e Monte Bonito) e nas
testemunhas (linhagens de milho P2: 672733, P5: 672736 e P6: 672739), em relagcdo aos caracteres estatura
(EST), altura de insergéo da espiga (INSE), comprimento do internddio (Cl), numero de internédios (NI), numero
de folhas acima da primeira espiga (NFACE), numero de folhas abaixo da primeira espiga (NFABE),
comprimento da folha de insergdo da primeira espiga (CFIE) e largura da folha de insergdo da primeira espiga
(LFIE), avaliados em Pelotas e em Eldorado do Sul, RS. 2006-2007.

Causas de variagao EST INSE Cl NI NFACE NFABE CFIE LFIE
Gendtipo 5442,57**  7958,93** 17364,54** 18,36** 19,38** 51,37** 246,31** 33,84**
Local 43470,42** 150,52"  49734,87**  487,08** 37,29** 0,83" 7153,03**  13,32**
Gendtipo x Local 5376,33**  2530,25** 20165,53** 35,87** 1,48" 6,32** 1006,19** 2,55™
Erro 175,84 110,58 125,91 0,86 0,55 1,17 35,60 1,38
Médias

Cangucu 235,16 168,51 15,04 12,79 2,94 8,83 56,19 4,98
Monte Bonito 225,91 156,95 17,56 11,09 2,98 9,71 55,72 5,46
Milho 197,00 83,30 13,50 8,00 5,31 4,87 71,20 9,39
CV (%) 5,85 6,83 9,92 8,72 20,97 13,21 10,22 20,01

** significativo a 1%; ns nao significativo
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A tabela 5 traz as médias encontradas para as caracteristicas avaliadas
neste trabalho. O carater estatura de planta (EST) apresentou média de 225,91
cm na populacgéo de teosinto Monte Bonito, 235,16 cm na populagdo Cangugu
e 197 cm nas linhagens testemunhas de milho (P2: 672733, P5: 672736 e PG6:
672739). Conforme Motta & Maia (1999), a estatura de planta em populagdes
de teosinto pode variar entre um metro e meio e quatro metros, podendo
atingir, excepcionalmente, até cinco metros. Sendo assim, as populagdes
Cangugu e Monte Bonito apresentaram estatura reduzida, quando comparadas
ao maximo que a subespécie pode exibir, com valores proximos aos
encontrados para as linhagens testemunhas de milho.

Considerando que a analise da variabilidade dessas populacdes foi
realizada visando, principalmente, caracteriza-las para serem aproveitadas pelo
melhoramento genético de milho, estaturas reduzidas seriam desejaveis em
teosinto, por exemplo, para realizacdo de cruzamentos interespecificos, onde o
resultado fosse um hibrido mais similar ao milho, o que é importante para a
cultura.

Para altura de inser¢cdo da espiga (INSE), as médias observadas foram
de 168,51 cm na populagdo Cangugu, 156,95 cm na populacdo Monte Bonito e
83,30 cm nas linhagens testemunhas (P2: 672733, P5: 672736 e P6: 672739).
Valores médios similares aos obtidos neste estudo para o teosinto foram
obtidos por Wiethdlter (2005), para o mesmo carater, em genoétipos de milho
crioulo (130 cm) e por Brachtvogel (2008), em populagbes de milho hibrido
(120 cm).

Para as caracteristicas comprimento do internodio (Cl) e numero de

internodios (NI), as populagdes de teosinto apresentaram médias de 15,04 cm
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e 12,79 para Cangugu, bem como 17,56 cm e 11,09 cm para Monte Bonito
(respectivamente). Nas linhagens de milho usadas como testemunhas (P2:
672733, P5: 672736 e P6: 672739) as médias observadas foram de 13,50 cm
para comprimento do internédio e 8,0 para numero de internodios. Distancias
superiores entre os internddios, bem como elevado numero de internddios, séo
caracteristicas de plantas silvestres, indesejaveis para o melhoramento
genético do milho, o qual apresenta estrutura de planta domesticada (mais
compacta).

Para o numero de folhas acima da espiga (NFACE), foi observada média
de 2,94 para Cangugu, 2,98 para Monte Bonito e 5,31 para as linhagens
testemunhas (P2: 672733, P5: 672736 e P6: 672739). Para numero de folhas
abaixo da espiga (NFABE), a média foi de 4,87 nas linhagens testemunhas de
milho (P2: 672733, P5: 672736 e P6: 672739), 8,83 na populagao de teosinto
Cangugu e 9,71 em Monte Bonito. Para comprimento da folha de insergcéo da
primeira espiga (CFIE), a média foi de 55,72 cm para Monte Bonito, 56,19 cm
para Cangucu e 71,20 cm para as linhagens testemunhas (P2: 672733, P5:
672736 e P6: 672739), bem como para a largura da folha de insergdo da
primeira espiga (LFIE), cujas médias foram de 4,98 cm para populagdo de
teosinto Cangugu, 5,46 cm para Monte Bonito e 9,39 cm para as linhagens
testemunhas de milho (P2: 672733, P5: 672736 e P6: 672739).

Motta & Maia (1999) apresentaram médias superiores de comprimento
da folha da primeira espiga (entre 70-90 cm), bem como, aproximadamente,
oito centimetros de largura, para genodtipos de teosinto (Zea mays subsp.
mexicana). Esta redugcdo nos caracteres CFIE e LFIE das populagbes de

teosinto avaliadas neste trabalho pode ser devido ao seu cultivo estar
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direcionado a utilizagdo como forragem de corte para o gado, de pequenas
propriedades, onde sao produzidas suas proprias sementes e,
consequentemente, a selecdo do agricultor para plantas mais compactas, é
uma forgca atuante.

Para classificar os geno6tipos quanto a variagao entre os caracteres que
apresentaram significadncia na interagdo gendtipo x ambiente, na analise de
variancia, as médias foram comparadas pelo método Tukey-Kramer, o qual
utiliza médias ajustadas pelo LSMean — no caso de significAncia para as
interagdes genotipo x local (Tabela 6). Por esta razdo as médias apresentadas
nesta tabela diferenciam das médias apresentadas na analise de variancia dos
caracteres agrondmicos (Tabela 5), citada anteriormente.

Os resultados indicaram que, para os caracteres estatura de planta
(EST) e altura de insercdo da espiga (INSE), em Pelotas, a populacéo de
teosinto Cangugu foi significativamente mais alta que a populagcdo Monte
Bonito, e ambas superiores as linhagens testemunhas de milho (P2: 672733,
P5: 672736 e P6: 672739). Ja em Eldorado do Sul, ndo foram observadas
diferengas significativas entre as duas populagdes de teosinto (Cangugu e
Monte Bonito) para as mesmas caracteristicas (EST e INSE), indicando que o
ambiente, provavelmente, n&o favoreceu a expressdo de determinados alelos
que foram expressos em Pelotas e determinaram as diferengas entre as

populagdes.
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TABELA 6. Anadlise da interagcdo gendtipo x ambiente dos caracteres fenotipicos
avaliados nas populagdes de teosinto (Cangugu e Monte Bonito) e nas
testemunhas (P2: 672733, P5: 672736 e P6: 672739), através do
Teste Tukey-Kramer com médias ajustadas (LSMean). Pelotas e
Eldorado do Sul, RS. 2006-2007.

Carater Local Populagéo Média

EST Pelotas Cangugu 275,83 a

Pelotas Monte Bonito 24542 b
Pelotas P2: 672733 177,50 c
Pelotas P5: 672736 207,50 ¢
Pelotas P6: 672739 205,00 ¢
Eldorado do Sul Cangugu 194,48 ns
Eldorado do Sul Monte Bonito 206,39 ns
INSE Pelotas Cangugu 174,00 a
Pelotas Monte Bonito 147,92 b
Pelotas P2: 672733 62,50 d
Pelotas P5: 672736 95,00 c
Pelotas P6: 672739 92,50 d
Eldorado do Sul Cangugu 163,02 ns
Eldorado do Sul Monte Bonito 165,98 ns
Cl Pelotas Cangugu 13,92 b
Pelotas Monte Bonito 19,00 a
Pelotas P2: 672733 14,50 b
Pelotas P5: 672736 13,75 b
Pelotas P6: 672739 14,25 b
Eldorado do Sul Cangugu 16,16 a
Eldorado do Sul Monte Bonito 16,12 a
Eldorado do Sul P5: 672736 10,45 b
Eldorado do Sul P6: 672739 596 c
NI Pelotas Cangugu 15,33 a
Pelotas Monte Bonito 12,50 b
Pelotas P2: 672733 15,00 a
Pelotas P5: 672736 15,00 a
Pelotas P6: 672739 15,00 a
Eldorado do Sul Cangugu 10,25 a
Eldorado do Sul Monte Bonito 9,69 ab
Eldorado do Sul P5: 672736 575 b
Eldorado do Sul P6: 672739 437 b
NFACE Pelotas Cangugu 433 b
Pelotas Monte Bonito 4,33 b
Pelotas P2: 672733 7,00 a
Pelotas P5: 672736 6,00 ab
Pelotas P6: 672739 5,50 ab
Eldorado do Sul Cangugu 1,54 ¢
Eldorado do Sul Monte Bonito 1,62 ¢
Eldorado do Sul P2: 672733 6,00 a
Eldorado do Sul P5: 672736 428 b
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TABELA 6. Continuacdo... Analise da interacdo gendtipo x ambiente dos caracteres
fenotipicos avaliados nas populagdes de teosinto
(Cangugu e Monte Bonito) e nas testemunhas (P2:
672733, P5: 672736 e P6: 672739), através do Teste
Tukey-Kramer com médias ajustadas (LS MEAN). Pelotas
e Eldorado do Sul, RS. 2006-2007.
Carater Local Populagéo Média
NFABE Pelotas Cangugu 8,83 a
Pelotas Monte Bonito 8,92 a
Pelotas P2: 672733 550 b
Pelotas P5: 672736 550 b
Pelotas P6: 672739 6,00 b
Eldorado do Sul Cangugu 8,83 b
Eldorado do Sul Monte Bonito 10,50 a
Eldorado do Sul P2: 672733 3,33 ¢
Eldorado do Sul P5: 672736 4,86 c
CFIE Pelotas Cangugu 79,67 ns
Pelotas Monte Bonito 76,75 ns
Pelotas P2: 672733 70,00 ns
Pelotas P5: 672736 72,00 ns
Pelotas P6: 672739 74,00 ns
Eldorado do Sul Cangugu 32,71 b
Eldorado do Sul Monte Bonito 34,69 b
Eldorado do Sul P5: 672736 69,67 a
LFIE Pelotas Cangugu 537 b
Pelotas Monte Bonito 6,50 b
Pelotas P2: 672733 7,50 a
Pelotas P5: 672736 10,75 a
Pelotas P6: 672739 9,50 a
Eldorado do Sul Cangugu 459 b
Eldorado do Sul Monte Bonito 443 b
Eldorado do Sul P5: 672736 9,67 a

Médias seguidas de mesma letra n&o diferem significativamente entre si pelo Teste
Tukey-Kramer com médias ajustadas (LS MEAN) a 5% de probabilidade.

Para o carater comprimento do internodio (Cl), em Pelotas, a populagéo

de teosinto Monte Bonito apresentou média significativamente superior a

populacdo Cangugu, sendo que, a meédia desta ultima populagdo, né&o

apresentou diferenca significativa em relacdo as meédias das linhagens

testemunhas de milho (P2: 672733, P5: 672736 e P6: 672739). Em de

Eldorado do Sul, as médias das populacbes de teosinto apresentaram

diferengas significativas em relagdo as medias das linhagens testemunhas,
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sendo que, a média da linhagem de milho P5: 672736 foi significativamente
superior a média da linhagem de milho P6: 672739. Dessa forma, para esse
carater, o ambiente de Eldorado do Sul favoreceu a expressao de
determinados alelos que possibilitaram a expressdo de diferengcas entre as
populagdes de teosinto e as linhagens testemunhas de milho (P2: 672733, P5:
672736 e P6: 672739).

Para o carater numero de internédios (NI), em Pelotas, a populagéo
Cangugu e as linhagens testemunhas (P2: 672733, P5: 672736 e P6: 672739)
nao apresentaram diferencas significativas entre suas médias, porém as
mesmas foram superiores a populacdo de teosinto Monte Bonito. Ja em
Eldorado do Sul, Cangugu e Monte Bonito apresentaram comportamento
similar, porém Cangugu apresentou médias significativamente superiores as
linhagens testemunhas de milho, ao contrario da populagdo de teosinto Monte
Bonito.

Quanto ao numero de folhas acima da primeira espiga (NFACE), em
ambos os experimentos, as duas populacdes de teosinto ndo apresentaram
médias significativamente diferentes entre si, entretanto, os valores
encontrados foram inferiores aos observados nas linhagens testemunhas de
milho (P2: 672733, P5: 672736 e P6: 672739). De modo que, em Pelotas, a
meédia da linhagem de milho P2: 672733 foi significativamente superior aquela
observada para a linhagem P5: 672736.

Para a caracteristica numero de folhas abaixo da primeira espiga
(NFABE), em Pelotas, ndo foram observadas diferencas significativas entre as
meédias das populacbes de teosinto. No entanto, em Eldorado do Sul, a

populacdo Monte Bonito apresentou média significativamente superior a
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populagdo Cangugu e, nos dois locais avaliados, as duas populagdes de
teosinto apresentaram valores significativamente superiores as linhagens
testemunhas de milho.

Em milho, a redugdo da quantidade de folhas € um carater desejado
(Balbinot Junior, 2007), pois resulta em maior quantidade de energia para o
grao. Entretanto, considerando o uso do teosinto como forragem de corte, a
reducdo da quantidade de folhas se apresenta como desvantajosa, uma vez
que esta diretamente relacionada a quantidade de matéria verde produzida
para alimentagc&o animal.

Em Pelotas, ndo foram observadas diferengas significativas entre as
meédias das populagbes de teosinto e das linhagens testemunhas para o
comprimento da folha de inser¢cao da primeira espiga (CFIE). Da mesma forma
que em Eldorado do Sul, onde ndo foram observadas diferengas entre as
meédias das populagdes de teosinto, entretanto, ambas apresentaram médias
inferiores as linhagens testemunhas (P2: 672733, P5: 672736 e P6: 672739).

Para largura da folha de inser¢cdo da primeira espiga (LFIE), ndo foram
observadas diferencgas significativas entre as populagbes de teosinto, tanto em
Pelotas quanto em Eldorado do Sul. No entanto, em ambos os experimentos,
as populagdes de teosinto foram significativamente inferiores as testemunhas.

Dentro dos caracteres agrondémicos importantes ao melhoramento
genético do milho, numero e tamanho de folhas, estdo diretamente
relacionados com o indice de area foliar (Winkler, 2006), o qual esta
diretamente relacionado com uma maior capacidade fotossintética. Embora,
sob altas densidades de plantas na semeadura (0o que é desejado pelo

melhoramento, pois resulta no aumento do rendimento de gréos), a quantidade
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de luz seja diminuida e, consequentemente, o desenvolvimento das
ramificagbes laterais seja suprimido, podendo levar a esterilidade feminina
(Sangoi et al., 2002). Dessa forma, o teosinto pode contribuir para a melhoria
de caracteristicas importantes na cultura do milho, visto que foram encontradas
diferencgas significativas entre as testemunhas (linhagens de milho P2: 672733,
P5: 672736 e P6: 672739) e as populagdes de teosinto (Cangugu e Monte
Bonito) para os componentes relacionados com a estruturagdo das folhas nas

plantas.

4.1.1.1 Distancia genética

Em fungdo das caracteristicas fenotipicas avaliadas, as populacbes de
teosinto (Cangugu e Monte Bonito) e as testemunhas (linhagens de milho P2:
672733, P5: 672736 e P6: 672739) foram agrupadas de acordo com sua
distancia genética.

De acordo com Benin et al. (2003), a quantificagdo da dissimilaridade
genética € um dos mais importantes paradmetros estimados para finalidades de
melhoramento, principalmente, quando o objetivo for a obtencdo de ampla
variabilidade genética.

Neste contexto, os métodos multivariados — em que diversos caracteres
podem ser dimensionados simultaneamente — tém contribuido na identificacéo
de gendtipos para serem utilizados em programas de melhoramento genético
de varias culturas (Santos et al., 2000), inclusive com indicagcdo de caracteres
mais representativos para a obtencéo de populagdes geneticamente diferentes.

A distancia genética entre as populagdes teosinto e as testemunhas

(linhagens de milho) foi estimada através dos dados obtidos em uma matriz de
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distancia euclidiana e apresentou diferentes magnitudes, sendo que foi obtida
uma média de 0,84 entre as populagdes de teosinto (Cangugu e Monte Bonito)
e 0,88 entre as populagdes de teosinto e as testemunhas (linhagens de milho
P2: 672733, P5: 672736 e P6: 672739). O maior valor de distdncia observada
foi de 1,20 entre os gendtipos de teosinto Cangugu e da linhagem de milho P5:
672736 e a menor (0,48) se estabeleceu entre linhagens de milho P5: 672736 e
P6: 672739.

O dendograma (Figura 5) foi dividido no ponto de distancia média (0,84)
entre as populagbes de teosinto (Cangugu e Monte Bonito), formando trés
grupos distintos. O primeiro grupo formado (G1) agrupou os gendétipos de
teosinto Cangugu, no segundo grupo formado (G2) foi observado um
relacionamento mais proximo da populagdo de teosinto Monte Bonito com as
linhagens de milho P5: 672736 e P6: 672739. Ja a linhagem de milho P2:
672733 compbs um grupo independente das demais (G3). A analise de
agrupamentos por distancia indica que a populagao de teosinto Cangugu esta
mais distante das testemunhas (linhagens de milho P2: 672733, P5: 672736 e
P6: 672739). No entanto, a proximidade observada para a populacdo de
teosinto Monte Bonito pode ser devida ao numero limitado de caracteres
agronémicos avaliados, bem como ao numero de amostragem utilizado em

cada populagéao constituinte deste estudo.
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FIGURA 5. Agrupamento baseado na Distancia Euclidiana (SAHN — NTSYS), em
funcédo dos caracteres agrondmicos avaliados em Pelotas e Eldorado do
Sul, RS. 2006-2007.

De maneira geral, os genotipos de teosinto mantém sua variabilidade
genética similar a originalmente encontrada em uma espécie silvestre —
demonstrada pela distédncia das linhagens de milho no dendograma. Dessa
forma, as diferencas encontradas entre teosinto e milho, refletem a presenca
de variabilidade genética especifica no teosinto para a expressdo das
caracteristicas fenotipicas avaliadas neste estudo.

Através desses resultados, foi possivel verificar que existe ampla
variabilidade entre as populagdes de teosinto, bem como em relagdo as
linhagens testemunhas de milho (P2: 672733, P5: 672736 e P6: 672739).
Sendo assim, é provavel que, além da variabilidade observada entre milho e
teosinto para esses caracteres, exista variabilidade para diversas outras
caracteristicas, tais como tolerancia a estresses biodticos e abidticos, os quais

poderiam contribuir significativamente para o melhoramento genético do milho.
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Hallauer & Miranda Filho (1981) definem que sao preferiveis
cruzamentos entre populagdes ou genitores que apresentem altas médias e
divergéncia ampla nas caracteristicas morfologicas de interesse.

Moro et al. (2007) relataram dissimilaridade genética entre 64 linhagens
de milho, avaliadas para identificar as melhores combinagdes hibridas,
permitindo determinar sete grupos distintos.

Atualmente, diversas técnicas tém sido utilizadas para investigar a
variabilidade genética existente nos mais diversos materiais. As analises com
descritores morfologicos realizadas neste trabalho podem ser complementadas
com marcadores bioquimicos e moleculares, os quais permitem caracterizar as
populagdes e identificar caracteristicas desejaveis através do gendtipo, além do

fendtipo.

4.1.2 Analises bioquimicas

Isoenzimas s&o poderosos marcadores bioquimicos para acessar a
variabilidade genética disponivel em diferentes materiais, e tém sido utilizadas
em estudos taxondmicos, evolutivos, genéticos e ecologicos (Lange & Schifino-
Wittmann, 2000).

O sistema enzimatico das esterases € considerado como complexo e
apresenta variagbes consideraveis (Scandalios, 1969). No entanto, as
esterases tém sido amplamente estudadas em milho (Tanksley & Rick, 1980;
Abbot et al., 1984; Ainsworth et al., 1984; Sanches et al., 2000; Sanches et al.,
2006; Sanches et al., 2007), estando entre as enzimas com maior polimorfismo
observado. O alto grau de polimorfismo apresentado por esta enzima esta

relacionado ao fato de pertencerem ao metabolismo periférico (Weeden &
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Wendel, 1990). As esterases apresentam importante fungdo fisioldgica, visto
que originam acidos livres e compostos alcodlicos, os quais s&o essenciais em
processos metabdlicos oxidativos, como transporte de acidos, ressintese de
compostos alcodlicos e fosforicos, entre outros (Oliveira, 1976).

Neste estudo, foram analisados 64 gendtipos, sendo 14 gendtipos milho
(sete da linhagem P2: 672733 e sete da linhagem P5: 672736) e 50 gendtipos
de teosinto (21 da populagdo Monte Bonito e 29 da Cangugu).

As anadlises apresentadas a seguir foram baseadas nos dados de
migracgao relativa e nos padrbes de especificidades obtidos para as zonas de
atividade de alfa (a) e beta (B) esterases. Os resultados apresentam os
padrbes isoenzimaticos de esterase observados nos gendtipos de cada
populagdo, sendo que determinacdes de locos e alelos ndo foram efetuadas.
Segundo Simpson & Withers (1986), a caracterizagdo de populagbes por
isoenzimas pode determinar o grau de similaridade entre gendétipos através da
comparagao de seus zimogramas e contagem do numero de bandas de
atividade enzimatica, sem inferir sobre o controle genético das mesmas.

Tanto as populagdes de teosinto (Cangugu e Monte Bonito) quanto as
linhagens de milho (P2: 672733 e P5: 672736) apresentaram polimorfismo para
o sistema de esterases. De acordo com resultados de Lange e Schifino-
Wittmann (2000), que também observaram uma alta variabilidade pelo sistema
das esterases no género Trifolium L.. As autoras acrescentaram que o sistema
de esterase € um dos mais satisfatorios para o acesso a variabilidade genética
de populagdes, bem como apresenta estabilidade na coloracdo das bandas de

atividade enzimatica.
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Foi detectado um total de 12 bandas de esterases, sendo seis bandas
alfa (a) e seis bandas beta (B). A maioria das bandas de a-esterase se
distribuiu nas regides de migragdo mais lenta quando comparadas as bandas
de B-esterase. As medidas de distancias das bandas variaram de 1,0 a 6,1 cm,
para a migragcédo das a-esterase e 2,6 a 7,0 cm, para migragao das [-esterase.
Similarmente, Lange (2001) indicou as bandas a-esterase como de migracéo
mais lenta que as [3-esterase.

Do total de bandas encontradas, o numero de bandas variou de uma a
quatro entre os gendtipos nos zimogramas que representaram a variabilidade
isoenzimatica das populagcdes. Nao foram observados padroes monomoérficos
de bandas. O mesmo foi obtido por Yanaka (2002) e por Rivas (2001), em
analises de esterases realizadas em acessos de Bromus auleticus.

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com os observados por
outros autores, para o mesmo sistema enzimatico. Malaviya et al. (2005)
verificaram um total de 18 bandas de esterase em 25 espécies do género
Trifolium. Bortolini (2008) também detectou um total de 18 bandas de esterase
em 47 acessos de trevo branco.

A estimativa de similaridade entre os gendétipos de teosinto e de milho,
através do indice de Jaccard, apresentou valores de coeficientes de
similaridade que variaram entre zero (minimo) e um (maximo), bem como a
similaridade média foi de 0,24. Esse valor de similaridade média entre as
populag¢des foi considerado de baixa magnitude, indicando que as mesmas
apresentam maior divergéncia entre elas, para o sistema de esterases.

Segundo Alfenas et al. (1991), o indice de similaridade de Jaccard

estima a propor¢ao de bandas isoenzimaticas que sdo compartilhadas entre as
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unidades taxonémicas. O mesmo autor indica que Jaccard pode ser utilizado
para fenétipos ndo interpretaveis por locos e alelos.

O dendograma foi dividido no ponto de similaridade média (0,24) e a
partir deste ponto, cinco grupos de gendtipos foram formados (Figura 6). A
analise dos agrupamentos foi util para identificar a divergéncia existente entre
as populacdes de teosinto e de milho, estabelecida para o produto da atividade
enzimatica das esterases. Os genotipos que compdéem o dendograma foram
numerados da seguinte forma: de 1 a 7 — linhagem de milho P2: 672733; de 8 a
14 — linhagem de milho P5: 672736; de 15 a 35 — teosinto Monte Bonito e de 36

a 64 — teosinto Cangugu.
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FIGURA 6. Dendograma obtido pelo coeficiente de similaridade de Jaccard para populagdes de teosinto e linhagens de
milho (P2: 672733 e P5: 672736) utilizadas como testemunhas, a partir de analises de esterases. UFRGS -
Porto Alegre, RS. 2008.
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Os dois maiores grupos formados, grupo 1 e grupo 3 (G1 e G3), foram
constituidos por 19 e 20 gendtipos, respectivamente. No primeiro grupo ou
grupo um (G1) ocorreu o agrupamento de uma mistura de gendtipos, sendo
que em maior numero estdo os gendtipos de teosinto Monte Bonito, seguidos
de teosinto Cangucu e da linhagem de milho P2: 672733. No grupo dois (G2)
se encontram a maioria dos gendtipos de teosinto Monte Bonito. Da mesma
forma que, no grupo trés (G3), foram agrupados a maioria dos genotipos de
teosinto Cangugu. Os demais grupos apresentaram menor numero de
genotipos, sendo o quarto grupo (G4) foi composto das linhagens de milho P2:
672733 e P5: 672736. O ultimo grupo formado ou grupo cinco (G5), apresentou
a dispersdo de gendtipos de teosinto Cangugu e da linhagem de milho P2:
672733.

Estes resultados sugerem que, de maneira geral, a similaridade genética
para atividade de esterases é maior dentro das populagcdes do que entre elas.
Mesmo assim, ocorreu mistura de genotipos dentro dos grupos descritos
acima, demonstrando o estreito relacionamento existente entre milho e
teosinto.

O coeficiente de correlagédo (r) cofonética foi de 0,96, indicando que o
dendograma construido através da analise de agrupamentos apresentou uma
consisténcia excelente, quando comparado com os dados da matriz de
similaridade. Segundo Pejic et al. (1998), o coeficiente de correlagdo cofonética
indica o quanto o agrupamento de gendtipos no dendograma representa a
estimativa da similaridade genética a partir de um determinado marcador.

As atividades metabdlicas fundamentais para os organismos sdo muito

similares e, muitas vezes, as enzimas que catalisam reag¢des idénticas podem
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ser encontradas em diferentes organismos e/ou em diferentes tecidos, dentro
do mesmo organismo (Markert & Moller, 1959). Entretanto, as esterases
pertencerem ao metabolismo periférico e, por essa razdo, apresentam um

grande polimorfismo, possibilitando a caracterizagao da variabilidade genética.

4.1.3 Analises moleculares

A caracterizagao dos niveis de variabilidade e estruturagado genética das
populagdes proporciona as bases necessarias para a execugao de estratégias
adequadas ao aproveitamento dos recursos genéticos por programas de
melhoramento, bem como para conservagdo genética (Rajora, 1999). Nas
ultimas décadas diversas ferramentas moleculares baseadas na PCR vém
sendo disponibilizadas para utilizagdo em estudos genéticos de populagdes
(Regitano & Coutinho, 2001). Para a escolha do melhor marcador molecular
deve ser levada em conta a possibilidade de maximizar o conteudo de
informagédo por loco e a disponibilidade de marcadores na literatura para a
espéecie de interesse.

Regibes microssatélites de milho vém sendo utilizadas com éxito em
estudos genéticos e evolutivos de genotipos relacionados como o teosinto

(Lubberstedt et al., 1998; Matsuoka et al., 2002a; Vigouroux et al., 2005).

4.1.3.1 Padrao dos microssatélites

Neste trabalho foram testados 65 locos microssatélites (SSR) de milho
em duas populagdes de teosinto (Cangugu e Monte Bonito), dos quais 25 locos
apresentaram padrao consistente de amplificacdo e foram utilizados na analise

de variabilidade. Dentre 25 Ilocos microssatélites analisados, 88%
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apresentaram polimorfismo e 12% apresentaram um uUnico alelo por loco
(monomorficos), taxa superior a observada para microssatélites em milho (de
30% a 50%) segundo Wong et al., 2003. Esse resultado confirma a
heterogeneidade das populagdes de teosinto.

Todos os 25 locos microssatélites de milho apresentaram produtos de
amplificagdo para a maioria dos individuos dentro das popula¢des de teosinto,
bem como os fragmentos possuiam tamanhos alélicos similares aqueles
obtidos em populagdes de milho, em estudos anteriores (Amorin, 2002;
Almeida, 2003; Terra, 2004; Wietholter, 2005). Conforme Lubberstedt et al.
(1998) a aplicagdo de marcadores microssatélites de espécies cultivadas em
espécies silvestres € promissora e pode auxiliar na identificagdo de regides de
interesse para a cultura no genoma de espécies silvestres ou vice-versa.

Uma possivel explicagdo para esta similaridade na diversidade genética
do teosinto com a do milho € a recente origem do milho cultivado a partir do
teosinto (aproximadamente, 8000 anos). Neste contexto, Matsuoka et al.
(2002a) indicaram que milho e teosinto possuem um padrdo similar de
diversidade genética, considerando o numero meédio de alelos, e que a maioria
dos alelos presentes em milho crioulo (>92%) sao comuns ao genoma

silvestre.

4.1.3.2 Diversidade genética

A variagao nos perfis microssatélites (SSR) de 42 gendtipos de teosinto
resultou em 62 alelos em 25 locos analisados, com uma média de 2,5 alelos
por loco e uma variagdo de um a quatro alelos. O tamanho dos alelos

identificados variou de 90 a 260 pares de base (pb), conforme demonstrado na
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tabela 7. Estes dados foram obtidos de analises realizadas em géis de agarose
que, por sua menor resolucdo, podem subestimar a variabilidade estimada.
Resultados semelhantes foram obtidos por Wiethdlter et al. (2008), que
detectaram 60 alelos, com uma média de 2,7 alelos por loco, ao analisar 23
locos microssatélites em milho crioulo.

As populagdes crioulas possuem importancia similar ao germoplasma
silvestre do teosinto para fins de melhoramento genético do milho, visto o
elevado potencial como fonte de variabilidade genética em ambos (Araujo &
Nass, 2002). Alem da possibilidade de existéncia de caracteres de interesse
agrondmico ainda nao explorados nestes germoplasmas.

Valores similares foram obtidos por Barbosa et al. (2003) que
encontraram uma variagdo de dois (2) a cinco (5) alelos em 68 locos SSR
testados em 18 linhagens de milho da Embrapa Milho e Sorgo, com uma média
de 2,9 alelos por loco. Também Almeida (2003), que analisou gendtipos de
milho comum, milho doce e de teosinto (Zea mays subsp. mexicana), obteve 33
alelos em dez locos microssatélites analisados.

Terra (2004) detectou 57 alelos em 13 locos microssatélites, com uma
meédia de 4,4 alelos por loco, analisados nas mesmas populagdes. O numero
superior de alelos detectados para as mesmas populagdes de milho comum,
milho doce e teosinto do ultimo estudo, pode ser resultante da utilizagcdo de
eletroforese em gel de poliacrilamida. De forma semelhante, Bered et al. (2005)
obtiveram média de 4,2 alelos por loco, variando de dois a seis alelos em seis
locos microssatélites analisados em populagdes de milho doce.

Segundo Senior et al. (1998) os géis de acrilamida possuem uma maior

resolugcdo — detectando diferengas no tamanho alélico de até um par de bases
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— enquanto que sequéncias com diferencas de dois pares de bases podem nao
ser detectados em géis de agarose.

Em contrapartida, Matsuoka et al. (2002a) obtiveram uma média superior
de alelos por loco para teosinto (7,6) e para milho crioulo (5,6), em 42 locos
SSR. Kostova et al. (2007) também obtiveram uma meédia superior de alelos
por loco SSR (9,1), ao comparar 41 linhagens européias com 10 linhagens
americanas, com base na diversidade genética detectada em 18 locos SSR.
Entretanto, essa riqueza na diversidade alélica tem sido atribuida, muitas
vezes, a maior proporcido de sequéncias repetitivas dinucleotidicas utilizadas
nos SSR (Enoki et al., 2002; Kostova et al., 2007).

A tabela 7 traz o valor médio de PIC (Polymorphism Information Content
ou conteudo de informagao de polimorfismo), que foi de 0,41 e variou de 0,12
(phi032) a 0,72 (nc004), iniciadores relacionados a sintese da sacarose 1 e
alcool desidrogenase 2, respectivamente. Resultados consistentes com os
demonstrados por Laborda et al. (2004), nos quais ocorreu uma variagao de
0,2 a 0,9 para valores de PIC, quando investigados 50 locos microssatélites de
populagdes tropicais de milho. Similarmente, um valor médio de PIC de 0,32 foi
descrito por Wietholter (2005) para microssatélites, apresentando variagao de
0,17 a 0,67.

Por outro lado, Reif et al. (2003) encontraram valores de PIC de 0,10 a
0,85, com uma média de 0,60, bem como para Patto et al. (2004) os valores de
PIC variaram de 0,33 a 0,89, com uma média de 0,56.

Valores absolutos de PIC podem indicar o poder discriminatério de locos
microssatélites, visto que estdo diretamente relacionados a variabilidade da

regido para os genotipos analisados. No entanto, Warburton et al. (2002)
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relataram que um maior poder discriminatorio nem sempre esta relacionado a

microssatélites com valores superiores de PIC e que a composi¢cao da

populagdo € um dos fatores que influencia o poder informativo de um

marcador.

TABELA 7. Padrado de 25 locos microssatélites analisados em duas populagdes de
teosinto (Cangucu e Monte Bonito). Locos, numero de alelos
identificados, tamanho dos alelos e conteddo de informacédo de
polimorfismo (PIC) de cada loco. UFRGS — Porto Alegre, RS. 2008.

Locos N° de alelos Tamanho dos alelos PIC

(pb)*

umc1799 04 100-150 0,67

phi037 01 150 -

phi021 03 90-110 0,55

umc1727 02 150-160 0,43

phi032 02 225-230 0,12

umc1172 02 150-155 0,42

umc1594 03 120-130 0,65

nc004 04 150-180 0,72

umc1082 02 90-100 0,15

phi075 03 250-260 0,55

bnlg439 02 200-220 0,24

umc1355 01 150 0,43

umc2047 02 120-130 -

umc1058 01 100 0,50

umc1016 02 95-105 -

ZmRR1 02 200-210 0,45

phi080 03 160-180 0,60

phi027 02 150-170 0,50

y1SSR 02 200-210 0,20

umc1309 03 105-115 0,33

umc1426 03 140-150 0,64

umc1094 04 140-170 0,68

umc1576 04 100-130 0,61

umc1185 03 170-190 0,35

umc1397 02 160-180 0,49

Total 62 - -

Média 2,48 - 0,41

Minimo — Maximo 90-260 0,12-0,72

* (pb) = pares de bases

Os 25 pares de iniciadores foram submetidos as estimativas de

diversidade genética (He, Ho) e estatistica F (f, ©, Fg) através do programa
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TFPGA (Tools for Population Genetic Analyses - Miller, 1997), o qual excluiu
trés pares de iniciadores (phi 037, umc1058 e umc1355) das analises.

O conhecimento da distribuicdo da diversidade genética nas populagdes
€ importante para determinar estratégias para conservagéo deste germoplasma
e para a selecdo de gendtipos superiores em programas de melhoramento
genetico (Bered et al., 2005).

Valores de heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada
(He) e numero de alelos de cada loco SSR analisado nas duas populagdes de
teosinto (Cangugu e Monte Bonito) sdo demonstrados na tabela 8. Os valores
de heterozigosidade observada e esperada, para as duas populagdes em todos
os locos SSR analisados, abrangeram de 0 a 0,81 e de 0 a 0,72,
respectivamente.

De maneira geral, os valores de heterozigosidade observada foram
inferiores aos de heterozigosidade esperada dentro do equilibrio de Hardy-
Weinberg. No entanto, esses valores poderiam ser os mesmos dentro das
expectativas de Hardy-Weinberg. A discrepancia poderia ser devida a falha na
amplificacdo de um dos alelos pela PCR ou a estrutura das populagdes
(Fukunaga et al., 2005), igualmente para este estudo.

A populagdo Monte Bonito apresentou valores médios superiores de Ho
(0,29) e He (0,43) em relagdo a Cangucu Ho (0,19) e He (0,40). Valores
similares de heterozigosidades médias observada (0,20) e esperada (0,44)
foram demonstrados por Eschholz et al. (2008), em uma analise de populagdes
de milho crioulo provenientes da Suiga. Esses mesmos autores consideram
que os valores de heterozigosidade esperada refletem a média de diversidade

geneética das populagdes.
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Os valores observados neste estudo para a média de heterozigosidade
esperada foram inferiores quando comparados a valores de 0,85 para o mesmo
taxon Zea mays subsp. mexicana (Fukunaga et al., 2005), 0,62 para linhagens
americanas de milho (Patto et al., 2004), 0,69 para linhagens européias de

milho (Kostova et al., 2007) e 0,61 para milho crioulo (Patto et al., 2008).

TABELA 8. Medidas de diversidade genética, obtidas pela analise de 22 locos
microssatélites. Namero (N°) de alelos, estimativas da heterozigosidade
observada (Ho) e da heterozigosidade esperada (He) nas populagbes de
teosinto (Cangucu e Monte Bonito). UFRGS — Porto Alegre, RS. 2008.

Loco Cangugu Monte Bonito

N° alelos Ho He N° alelos Ho He
umc1799 4 0,57 0,52 4 0,53 0,59
phi021 3 0,00 0,48 3 0,50 0,59
umc1727 2 0,30 0,26 2 0,53 0,50
phi032 2 0,00 0,17 2 0,05 0,05
umc1172 2 0,14 0,21 2 0,47 0,50
umc1594 3 0,25 0,59 3 0,55 0,66
nc004 4 0,38 0,66 4 0,81 0,72
umc1082 2 0,00 0,24 1 0,00 0,00
phi075 3 0,00 0,32 3 0,25 0,57
bnlg439 2 0,19 0,24 2 0,17 0,24
umc2047 2 0,28 0,41 2 0,33 0,44
umc1016 2 0,28 0,49 2 0,42 0,43
ZmRR1 2 0,05 0,50 2 0,00 0,28
phi080 3 0,15 0,61 3 0,00 0,44
phi027 3 0,24 0,45 3 0,00 0,10
y1SSR 2 0,05 0,21 2 0,00 0,20
umc1309 3 0,00 0,00 3 0,30 0,55
umc1426 3 0,30 0,51 3 0,47 0,64
umc1094 4 0,38 0,67 4 0,55 0,63
umc1576 4 0,57 0,67 4 0,40 0,46
umc1185 3 0,10 0,28 3 0,07 0,47
umc1397 2 0,00 0,43 2 0,08 0,47
Média 2,7 0,19 0,40 2,7 0,29 0,43

O numero de alelos por loco SSR pode estar subestimado neste estudo,
devido a baixa precisdo dos géis de agarose para a separagdo de bandas,
onde o numero de alelos detectados para cada loco SSR pode ser inferior

quando comparado ao numero de alelos observados em géis de poliacrilamida.



91

Labate et al. (2003) relataram que a variagdo no numero de individuos
por amostra (5-23) ndo resulta em dados significativamente diferentes para
variagdo genética ou para numero médio de alelos por loco e individuos. Os
resultados encontrados neste trabalho suportam esta afirmacao e indicam que
a distribuicdo das frequéncias alélicas dentro das populagdes e nos locos

analisados apresenta maior contribuigdo para a média de heterozigosidade.

4.1.3.3 Estruturagao das populacdes e fluxo génico

O conhecimento da variabilidade genética é requisito basico para o
entendimento da dindmica evolutiva das populagbes. Em um programa de
melhoramento genético € fundamental o amplo conhecimento das fontes de
variabilidade, uma vez que o objetivo seja reunir num s6 individuo ou planta,
caracteristicas de interesse ao melhorista (Muniz et al., 2008).

Com base nos dados obtidos nos 22 locos microssatélites (SSR)
selecionados, foi realizada uma analise da estrutura genética das populagdes
de teosinto (Cangugu e Monte Bonito), visando identificar o grau de
diferenciagdo genética entre as mesmas (Tabela 9).

O coeficiente de endogamia € um parametro que afeta diretamente a
diversidade e resume de forma conveniente a estrutura genética de uma
populagcdo (Muniz et al., 2008). Wright (1965) determina o significado do
coeficiente de endogamia e de parametros relacionados a pares de gametas:
Fi ou F - expressa a correlagao entre os gametas que se unem para produzir
os individuos da populacéao total; Fis ou f - expressa a meédia das correlagdes,

sendo cada uma delas proveniente dos gametas que se unem em cada
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subpopulagédo e Fs ou O - expressa a correlagdo entre os gametas ao acaso
dentro da subpopulagdo em relagdo aos gametas da populagao total.

Um coeficiente de endogamia (f) moderadamente alto foi encontrado
(0,44), quando todos os locos SSR foram combinados e analisados, indicando
que forgas evolutivas a favor da endogamia estariam atuando sob os alelos
(Tabela 9). Esses dados sugerem que ocorreram, preferencialmente,
cruzamentos entre individuos coespecificos dentro das populagdes de teosinto
e que 0os mesmos apresentaram um importante papel na determinacdo da
estrutura genética destas populagcbes. Para Moraes et al. (1999), este tipo de
cruzamento pode ser provocado pela baixa densidade de plantas determinadas
para cada populagéo.

Uma excecdo foi obtida em um dos locos microssatélites (umc1727),
onde foi encontrado um valor negativo (-0,07), que sugere excesso de
heterozigotos ou acasalamento ao acaso.

O grau de diferenciagdo (média de ©) entre as populagdes foi de 0,15,
indicando que existe moderada diferenciagdo genética entre Cangugu e Monte
Bonito (Tabela 9). Segundo Wright (1978), um valor de © igual a zero indica
panmixia (cruzamentos ao acaso e sem restricdes, entre individuos da mesma
espécie) e valor de um (1) indica completo isolamento por diferenciagdo entre

as populagdes.
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TABELA 9. Estimativas da estatistica F de Wright (1943), obtidas pela analise de
22 locos microssatélites. Coeficiente de endogamia (f), grau de
diferenciacdo genética (©) e fluxo génico (Nm) nas populagdes de
teosinto (Cangucu e Monte Bonito). UFRGS — Porto Alegre, RS. 2008.

Loco f C] Nm
umc1799 0,03 0,28 0,64
phi021 0,56 0,03 -
umc1727 -0,07 0,20 1,00
phi032 0,79 -0,01 -
umc1172 0,16 0,27 0,68
umc1594 0,36 0,02 -
nc004 0,20 0,05 -
umc1082 1,00 0,08 -
phi075 0,72 0,26 -
bnlg439 0,28 -0,03 - 8,58
umc2047 0,30 -0,03 - 8,58
umc1016 0,27 0,10 2,25
ZmRRA1 0,94 0,18 -
phi080 0,87 0,18 -
phi027 0,58 0,59 -
y1SSR 0,88 -0,05 -
umc1309 0,48 0,28 -
umc1426 0,34 0,10 2,25
umc1094 0,31 0,03 8,08
umc1576 0,17 0,09 2,53
umc1185 0,75 -0,02 -
umc1397 0,92 0,12 -
Média 0,44 0,15 0,27

A distancia genética entre as populagbes (Nei, 1978) foi de 0,14,
sugerindo que, aproximadamente, 14% da diversidade genética se encontram
entre as populagdes de teosinto e que a maior parte (86%) esta dentro delas,
concordando com os valores de © para os locos SSR utilizados na analise.
Essa variagdo pode ser usada como recurso geneético para fins de
melhoramento de milho, visto que gendtipos distintos e com caracteristicas de
importancia agronémica podem ser descobertos dentro das populagbes de
teosinto.

Patto et al. (2008) encontraram valores inferiores de f (0,11) e Eschholz
et al. (2008) encontraram valores superiores de f, com uma média de 0,58.

Entretanto, resultados similares de distancia genética foram apresentados em
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diferentes estudos com milho, indicando que a maior parte da diversidade
genética esta dentro das populagdes (Warburton et al., 2002; Hartings et al.,
2008; Patto et al., 2008).

Valores superiores de endogamia (f) sdo surpreendentes para as
populagdes de teosinto, as quais sdo populacbes de polinizacdo aberta e
fecundagao cruzada, preferencialmente. Embora, o isolamento geografico
original destas populagbes — cuja nomenclatura determina sua origem em
municipios distintos do Rio Grande do Sul (Cangugu e Monte Bonito) — seja
uma possibilidade de aumento da homozigose. Outra razdo que pode causar a
um numero superior de homozigotos € a assincronia demonstrada entre os
periodos reprodutivos destas populagdes que pode ter levado ao isolamento
reprodutivo das mesmas.

Para Moraes et al. (1999), a selecao altera as frequéncias génicas e
genotipicas, e age em concordancia com a migragao, dispersao e outros
processos que geram a estrutura genética, como por exemplo, o isolamento
pela distdncia, que é o principal modelo conceitual para se explicar como
ocorrem as subdivisées das grandes populacgdes, de distribuigdo continua, e
organizadas aleatoriamente.

Em 59% dos locos SSR analisados nas populagdes Cangugu e Monte
Bonito ocorreram desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg, o qual foi atribuido
ao excesso de homozigosidade nestes locos. Para Reif et al. (2004), o excesso
de homozigotos em alguns dos locos SSR analisados pode estar relacionado a
diversas causas, tais como: reduzido numero de alelos ou desvio de
distribuicdo de frequéncias alélicas, selecdo a favor dos homozigotos, entre

outras.
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A distribuicdo da diversidade genética entre e dentro das populagdes é
uma fungédo da taxa de fluxo génico ou numero de migrantes (Nm) entre as
mesmas (Hartings et al., 2008). A Tabela 9 traz os valores obtidos para o fluxo
génico estabelecido entre as populagdes de teosinto (Cangugu e Monte
Bonito).

A taxa média de fluxo génico entre as populagdes de teosinto foi de 0,27
em nove locos SSR, visto que o valor foi baseado em um calculo indireto
proposto por Slatkin (1995), impossibilitando a utilizagao de locos SSR que n&o
estivessem de acordo com as expectativas de Hardy-Weinberg. Conforme
Moraes et al. (1999), um dos métodos mais robustos e confiaveis para a
estimativa indireta de fluxo génico € a partir da obtencdo do numero de
migrantes (Nm) através de Fs ou O.

Neste trabalho, essa taxa indica um reduzido fluxo génico entre as
populagdes e que parte da diferenciagdo genética relacionada as populagdes
de teosinto, pode ser devida ao reduzido fluxo de alelos entre elas. Outra causa
pode residir no fato de que valores, relativamente baixos, de Nm indiquem que
o fluxo génico n&o foi suficiente para evitar uma diferenciagdo populacional
devido a deriva genética. Segundo Slatkin & Barton (1989), valores maiores
que um (1) determinam que o fluxo génico seja suficientemente alto para
prevenir uma diferenciacdo em funcéo da deriva genética.

Segundo a teoria de equilibrio instavel (Wright, 1932), a subdivisdo de
uma populagdo em pequenos grupos, havendo baixo fluxo génico entre os

mesmos, pode resultar em uma rapida diferenciagdo genética devido a deriva.
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4.2 Analise dos cruzamentos dirigidos a partir da viabilidade dos

graos de pélen

A biologia do podlen tem sido assunto de elevado interesse por extenso
periodo, devido a suas implicagbes para o melhoramento genético de plantas
(Johansen & Bothmer, 1994). Entretanto, informacdes sobre os graos de podlen
dos cereais — 0 grupo mais importante economicamente dentre os vegetais —
sdo, muita vezes, fragmentadas.

O estudo dos gréos de polen fornece subsidios para avaliar o potencial
de fertilidade masculina de individuos e/ou populagdes, contribuindo para
estudos taxonémicos, evolutivos e para fins de melhoramento genético.

A qualidade do podlen &, muitas vezes, determinada pela estimativa da
viabilidade dos graos de polen. Existem diversos métodos capazes de estimar
a viabilidade do pdlen, embora a técnica de coloragdo por carmim propidnico
seja uma das mais utilizadas (Almeida, 2003; Terra, 2004; Wiethdlter, 2005;
Conterato & Schifino-Wittmann, 2006; Balbinot, 2007; Navarini, 2008), onde é
realizada a contagem de grdos completamente corados (viaveis) e graos
parcialmente ou n&o corados (inviaveis). Heslop-Harrison (1992) considera a
coloragdo com carmim uma técnica eficiente, rapida, pouco onerosa e
adequada precisao relativa.

Neste trabalho, foi estimada a viabilidade dos graos de pélen através do
método de coloracdo por carmim propidnico. No total, foram analisadas 53
inflorescéncias masculinas (penddes) de milho (Zea mays subsp. mays), de
teosinto (Zea mays subsp. mexicana) e de popula¢des segregantes obtidas de
cruzamentos entre eles (F4s e de retrocruzamentos: RC1F1s), sendo que de

cada pendao foram feitas trés laminas.
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A tabela 10 traz os resultados obtidos para a estimativa de viabilidade
dos gréos de pdlen nas populag¢des anteriormente citadas. Foram considerados
como graos de pdlen com anormalidades os que apresentaram formato

irregular, tamanho menor e auséncia de coloragéo (vazios).

TABELA 10. Viabilidade dos graos de podlen avaliada nas populagbes de teosinto
(Cangugu e Monte Bonito), nas linhagens de milho (P2: 672733, P5:
672736 e P6: 672739), nas populagbes Fis e nas populagbes de
retrocruzamento (RC4Fis), obtidas de cruzamentos entre milho e
teosinto. UFRGS — Porto Alegre, RS. 2008.

Gendtipos N° de N° de Viabilidade dos graos
plantas células de pdlen (%)

Cangugu 06 3600 99,75
Monte Bonito 08 4800 99,77
Total 14 8400

Média teosinto 99,76
P2: 672733 08 3400 97,15
P5: 672736 05 3000 99,30
P6: 672739 03 1600 99,81
Total 16 8000

Média milho 98,75
F4: P2 x Cangugu 04 2400 99,96
F.: P5 x Cangugu 05 2800 98,31
F4: P6 x Monte Bonito 02 1200 99,83
Total 11 6400

Média F4s 99,31
RC+F4: (P2 x Cangugu)xP2 05 3000 99,90
RC+F4: (P5 x Cangugu)xP5 04 2400 99,95
RC,F4: (P6 x Monte Bonito)xP6 03 1800 72,22
Total 12 7200

Média RC,F;s 90,69

Foi observada uma elevada frequéncia de graos de pdlen viaveis (acima
de 90%) para todos os gendtipos, sugerindo que as plantas resultantes dos
cruzamentos realizados entre milho teosinto n&o indicavam barreiras
reprodutivas que impedissem a formac&o de gréos de podlen viaveis. Esses
valores sdo semelhantes aos encontrados anteriormente por Almeida (2003),
para teosinto (100%), milho (99,7%) e F1s (99,3%) e por Terra (2004), para

teosinto (100%), milho (99,4%) e F1s (96,8%).
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As taxas de viabilidade variaram de 72,22% (RC+F: P6 x Monte Bonito x
P6) a 99,96% (F1: P2 x Cangugu). Através da viabilidade média foi possivel
verificar que as populagbes de teosinto (Cangugu e Monte Bonito)
apresentaram maior indice de viabilidade (99,75%) e o menor indice foi
encontrado para as populagdes de retrocruzamento (90,69%). No entanto, os
valores reduzidos de podlens viaveis observados para as populagdes de
retrocruzamento foram, diretamente, influenciados pelos valores da populagao
RC1F4: (P6 x Monte Bonito) x PG, a qual apresentava anteras com aspecto de
degeneracéo, dificultando a visualizag&o das células.

Estes resultados indicam que as populagcdes analisadas apresentam
uma meiose regular, visto que a regularidade na divisdo é um pré-requisido

para formacao de gréos de podlen viaveis (Figura 7).
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FIGURAT7. Viabilidade dos graos de pdlen. A) pélen de teosinto com formato regular; B) graos
de polen regulares de teosinto; C) pélen de milho com formato regular; D) polen de
plantas F, com formato irregular; E) pélens regulares de RC,F, e F) polen regular
de RC,F,. Fotos, Terra, T. F. (Escala: 10 um). UFRGS - Porto Alegre, RS. 2008.
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A microsporogénese envolve desde a meiose em células mae de polen
até a formacdo do pdélen maduro e foi extensivamente estudada em milho
(Chang & Neuffer, 1989; Defani-Scoarize et al., 1996), sendo que em todas as
fases do desenvolvimento €& possivel ocorrerem anormalidades ocasionadas
pelo gendtipo e/ou pelo ambiente. Efeitos ambientais como estresse por altas
temperaturas, conforme demonstrado por Bodanese-Zanettini et al. (1979) em
trigo, e a utilizacdo de agrotdxicos (Sereno et al., 1981), podem induzir
anomalias meidticas que podem resultar na invibialidade dos graos de pdlen.

Foi encontrada menor disponibilidade de inflorescéncias masculinas em
fase adequada do desenvolvimento para as plantas pertencentes a linhagem
P6: 672739, bem como para os cruzamentos (Fi: P6 x Monte Bonito) e
retrocruzamentos (RC+F¢: P6 x Monte Bonito x P6) desenvolvidos com a
mesma. A razao para obtengao destes resultados pode estar relacionada a
auséncia de adaptabilidade desta linhagem aos estresses ambientais ocorridos
no ano de 2008, com oscilagdes entre periodos de excesso de chuvas e de
temperaturas elevadas, bem como o numero reduzido de plantas analisadas.

Em geral, as inflorescéncias masculinas apresentavam anteras com
coloracdo amarelada e claras. Foi encontrada dificuldade de avaliagdo das
células nas populagbes em que as anteras possuiam coloragdo amarelo-
escuras, visto que o material demonstrava aspecto de degeneragéao.
Resultados diferentes foram obtidos por Moraes (2007) em Hypericum
brasiliense, que caracterizou as anteras claras como macho-estéreis,
visualizando a ma formagéo de graos de pdlen através de secg¢des anatdmicas

das mesmas.



101

Segundo revisdo de Caetano Pereira & Pagliarini (1997), a citomixia
(transferéncia de material genético através de células ndo gaméticas) pode
contribuir para diminuigdo da viabilidade dos gendétipos de milho gerando uma
série de outras anomalias, como desvios no numero cromossOémico e
degeneragdo de meidcitos, entre outras. Estas anormalidades podem resultar
em esterilidade parcial por supressao da meiose ou pela formagao de produtos
desbalanceados na meiose.

O alto indice de gréos de polen viaveis encontrado nas linhagens de
milho (P2: 672733, P5: 672736 e P6: 672739), nas populagdes de teosinto
(Cangugu e Monte Bonito) e nas geragcdes segregantes (Fis e de
retrocruzamentos: RC+F1s) é compativel com estudos prévios (Almeida, 2003;
Terra, 2004), os quais demonstraram meiose regular e indice mei6tico acima
de 90%.

Por fim, os resultados obtidos sobre a viabilidade dos grdos de podlen
confirmam o potencial reprodutivo das populagdes de teosinto (Zea mays
subsp. mexicana) e de milho (Zea mays subsp. mays), bem como sugerem
que, a dificuldade de manutengao de sucessivas geragdes através da produgéo
de sementes, ndo é devida a barreiras citoldégicas. Aléem do que, estes
resultados demonstram a similaridade entre seus conjuntos cromossémicos,
indicando um estreito relacionamento evolutivo entre milho e teosinto, o qual,
entretanto, ndo contribuiu para o sucesso das hibridagcbes realizadas entre as
duas subespécies avaliadas neste estudo (conforme resultados e discusséo

apresentados a seguir).
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4.3 Analise dos cruzamentos dirigidos a partir da média de

sementes

O questionamento a respeito do fluxo génico entre milho e teosinto
ganha significancia adicional na atual situacdo do meio cientifico, uma vez que
os interesses estdo direcionados a possivel transmissao de genes entre estes
taxons (Ellstrand et al., 2007).

Hibridos esponténeos entre milho (Zea mays subsp. mays) e teosintos
(Zea mays subsp. mexicana ou parviglumis) sao extensivamente encontrados
em lavouras de regides onde o ancestral silvestre & abundante (Fukunaga et
al., 2005). Entretanto, estudos realizados com cruzamentos manuais indicaram
que Z. mays subsp. mexicana e milho exibem incompatibilidade genética
(Evans & Kermicle, 2001; Baltazar et al., 2005), sem resultados significativos.

Dados obtidos de trabalhos anteriores (Almeida, 2003 e Terra, 2004)
demonstram que existem barreiras genéticas nas hibridagbes entre milho e
teosinto, principalmente, na formacado de populagdes F,. Os experimentos
foram instalados em dois locais diferentes — em Eldorado do Sul (RS) e em
Recife (PE) — com o objetivo de isolar o fator ambiental e propiciar a produgao
de sementes F,. Em ambos os trabalhos, a germinagcdo da geragao F, foi
extremamente reduzida, impossibilitando o desenvolvimento das plantas até o
estadio adulto.

Dentro deste contexto, foi estabelecida uma analise dos cruzamentos
dirigidos entre populagbes de teosinto (Cangugu e Monte Bonito) e linhagens
de milho (P2: 672733, P5: 672736 e P6: 672739), neste trabalho.

Das 90 plantas das linhagens de milho (P2: 672733, P5: 672736 e P6:

672739) e 120 plantas das populagdes F1's (P2 x Cangucgu; P5 x Cangugu; P5



103

x Monte Bonito e P6 x Monte Bonito) semeadas no periodo agricola de 2006-
2007, na EMBRAPA - Clima Temperado, em Pelotas (RS), foram realizados
aproximadamente, 25 cruzamentos dirigidos, que resultaram em 275 sementes
da primeira geragao de retrocruzamento (Tabela 11). Para 0 mesmo numero de
sementes semeadas na EEA — UFRGS, em Eldorado do Sul (RS), uma média
de 14 cruzamentos foram realizados, com obtencdo de 29 sementes das
populagdes de RC1F¢’s.

Resultados contrarios foram encontrados em Pelotas (RS), quando as
mesmas populagdes foram mantidas sob polinizagado espontanea, sendo que o
numero de sementes resultantes chega a ser maior do que o triplo obtido via
polinizagdo manual, concordando com dados apresentados por Fukunaga et al.

(2005) e Elistrand et al. (2007).

TABELA 11.  Estimativa da compatibilidade dos cruzamentos entre milho e teosinto
para obtencdo de populagbes de retrocruzamento (RCF¢’s),
realizados em Pelotas e em Eldorado do Sul, RS. 2007.

Pelotas

Média de cruzamentos Média de sementes RC,F4
F.: P2 x Cangugu 7 150
F.: P5 x Cangugu 7 35
F4: P5 x Monte Bonito 5 60
F4: P6 x Monte Bonito 6 30
Total 25 275

Eldorado do Sul

Populacdes Média de cruzamentos Média de sementes RC+F;,
F.: P2 x Cangugu 3 -
F.: P5 x Cangugu 3 4
F4: P5 x Monte Bonito 4 -
F4: P6 x Monte Bonito 4 25
Total 14 29

Para realizacdo de autofecundagdes nos RC4F4 foram semeadas 30
sementes das populagdes RCiFi's (RC4Fs: P2xCangugux P2, RC4Fq:

PxCangucgux P5 e RC+F1: P6xMonte Bonitox P6) no periodo agricola de 2007-
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2008, em Porto Alegre (RS). Foram realizados, aproximadamente, 16
cruzamentos dirigidos, que resultaram em 555 sementes de RC1F;’s (Tabela

12).

TABELA 12.  Estimativa da compatibilidade dos cruzamentos entre milho e teosinto
para obtencao de populagdes de retrocruzamento (RC+F4’s e RC4F;’s),
realizados em Porto Alegre, RS. 2008.

Populacgdes Média de cruzamentos Média de sementes RC+F,
RC,F4: (P2xCangugu) x P2 10 370
RC,F4: (P5xCangugu) x P5 1 99
RC,F4: (P6xMonte Bonito) x P6 5 86
Total 16 555
Populacdes Média de cruzamentos Média de sementes RC,F;
F.: P2 x Cangugu 6 -

F.: P5 x Cangugu - -
F4: P6 x Monte Bonito - -
Total 6 -

Visando aumentar o numero de sementes das populagdes de
retrocruzamento (RC4F4’s) obtidas no ano anterior, foram semeadas 105
sementes da populagcdo Fi: P5 x Cangugu e 75 sementes da linhagem P5:
672736 e realizados, aproximadamente, seis cruzamentos, sem obtencdo de
sementes RC1F4 (Figura 8). Para as demais populagdes F1's (F1: P2 x Cangugu
e P6 x Monte Bonito) e linhagens de milho (P2: 672733 e P6: 672739) foram
semeadas 30 sementes de cada, sem a viabilizacdo de nenhum cruzamento.
Nos dois casos, foi constatada auséncia de gametas masculinos,
provavelmente, devido as elevadas temperaturas registradas no periodo
reprodutivo destas populacdes.

De maneira geral, os resultados obtidos no presente trabalho
corroboram com os relatos de incompatibilidade entre Zea mays subsp.
mexicana e milho (Szabo & Burr, 1996; Evans & Kermicle, 2001;Fukunaga et

al., 2005; Ellstrand et al., 2007) .
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FIGURA 8. Sementes resultantes dos cruzamentos dirigidos entre milho e teosinto.
A) RC4F,: (P2xCangucu) x P2; B) RC+F,: (P6xMonte Bonito) x P6; C)
RC4F2: (P5xCangugu) x P5 e D) RC4F¢: (P5xCangugu) x P5. Fotos:
Terra, T. F. UFRGS — Porto Alegre, RS. 2008.

E fato também que as hibridagdes foram dificultadas por estresse
ambiental sendo que, para alguns gendtipos, foram impossibilitadas (Tabela
12). O desenvolvimento reprodutivo foi afetado pela incidéncia de temperatura
elevada, intercalada por periodos de niveis pluviométricos acima do normal.
Bodanese — Zanettini et al. (1979) observaram que, em cultivares de trigo,
choques de temperatura elevada durante o periodo meidtico de
desenvolvimento podem inviabilizar a formagcdao de gametas, bem como,
ocasionar em uma completa supressao do processo meioético.

Também foi observada uma assincronia entre os gendtipos em estadio
reprodutivo, embora os mesmos tenham sido semeados em épocas

diferenciadas, a fim de viabilizar os cruzamentos dirigidos. Além do que,
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ocorreram danos significativos provocado pela lagarta do cartucho (Spodoptera
frugiperda) em muitos gendtipos (Figura 9). As inflorescéncias masculinas
(pendbes) foram totalmente destruidas pela lagarta, a qual se alimenta das
folhas centrais e, em maiores infestacdes, inclusive do pendao. Estas podem
ser outras razdes para restringir o sucesso das poliniza¢gées manuais.

No entanto, é correto afirmar que existe um mecanismo de
incompatibilidade genética entre os cruzamentos realizados com milho e
teosinto (Zea mays subsp. mexicana), principalmente na formagéao de geragdes
segregantes e a partir de F¢'s. Os dados obtidos anteriormente (Almeida, 2003
e Terra, 2004) corroboram com esta afirmativa, visto que mesmo em ambientes
mais homogéneos, foi possivel detectar dificuldades na obtencdo de geracdes

segregantes.

FIGURA 9. Demonstragédo do ataque da lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda)
a lavoura de milho. A) e B) penddes totalmente destruidos. Fotos: Terra,
T. F. UFRGS - Porto Alegre, RS. 2008.
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Ellstrand et al., 2007 definem a incompatibilidade dos cruzamentos como
assimétrica, pois tende a ser mais forte quando o milho desempenha o papel
de doador de pdlen. Entretanto, considerando o numero de cruzamentos
efetuados e a média de sementes que podem ser obtidas em milho, os
cruzamentos relatados anteriormente demonstraram elevada incompatibilidade,
mesmo utilizando o teosinto como doador de pdlen.

Por fim, milho e teosinto continuam coexistindo como subespécies
distintas a milhares de anos, embora apresentem estreito relacionamento
genético. E correto afirmar que os mecanismos genéticos e as forcas evolutivas
que atuam sobre esta incompatibilidade fornecem vantagens na
individualizagdo destes taxons. No entanto, segundo Baltazar et al. (2005),
permanecem as questdes sobre o grau e a diregado deste fluxo génico, bem
como os fatores que influenciam a polinizagcdo de ambos.

Os resultados apresentados neste estudo complementam aqueles
obtidos em investigagbes anteriores e sugerem a necessidade de estudos mais
aprofundados para a elucidagdo e entendimento destas importantes barreiras

geneéticas ocorridas em subespécies do género Zea.



5 CONCLUSOES

As populagbes de teosinto (Zea mays subsp. mexicana)
apresentaram variabilidade genética em relacdo as analises morfologicas,
bioquimicas e moleculares, indicando elevado potencial como recurso genético
para o melhoramento de milho (Zea mays subsp. mays).

Os marcadores fenotipicos, isoenzimaticos e moleculares
demonstraram eficiéncia na deteccdo de variabilidade, indicando o
relacionamento genético entre as populagdes de teosinto, em fungdo da
similaridade e disténcia genética existente entre as mesmas e em relagdo ao
milho.

O germoplasma de teosinto, de milho e das populagdes
segregantes, obtidas de cruzamentos interespecificos, apresentaram elevada
viabilidade nos gréaos de polen, sugerindo regularidade nas divisdes meioticas e
indicando auséncia de barreiras citologicas entre os dois taxons.

Os cruzamentos dirigidos entre milho e teosinto indicam
incompatibilidade entre os genomas, visto que houve reduzida formagédo de
sementes, indicando barreiras genéticas que vao além do estreito

relacionamento existente entre as duas subespécies.
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7 APENDICE

APENDICE 1.  Composigéo do substrato utilizado na germinagdo do material em sala
de crescimento.

- 25 % de casca de Pinus

- 25 % de casca de arroz

- 50 % de lodo aerdbico
-pH 5,8

- compostado por 18 meses

Fornecedor:

Policultura Rosa

RS 040, Km 23

Aguas Claras — Viamao, RS

(51) 3250.5543 (51) 9985.8330
Site: www.policulturarosa.com.br

APENDICE 2.  Solugéo de extracdo (pH 8,0) para eletroforese de isoenzimas (Collins
et al., 1984) modificada.

- Fosfato de sédio dibasico anidro 0,355¢g
- Ditiotreitol (DTT) 0,075 g
- Acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,085¢
- Tritox-100 1ml
- Agua destilada (até completar) 50 ml

APENDICE 3. Solugbes utilizadas nas cubas eletroliticas e nos géis de
poliacrilamida para eletroforese de isoenzimas (Scandalios, 1969).

Solucao tampao A (tampéo Borato de Litio 0,24 M, pH 8,3)

- Hidroxido de litio anidro 1,20 g
- Acido bdrico anidro 11,89 ¢
- Agua destilada (até completar) 1000 ml

Solucdo tampéao B (tampéo tris-citrato 0,0595 M, pH 8,3)

- Tris hidroximetil-aminometano anidro 6,297 g
- Acido citrico anidro 1,537g¢g
- Agua destilada (até completar) 1000 ml

Solugéao estoque (Bis-acrilamida)

- acrilamida 16 g
- Bis-acrilamida 0,8¢g
- TEMED (N, N, N’, N’ — tetrametiletilenodiamina) 0,2 ml
- Agua destilada 200 ml
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APENDICE 4.  Solugdo de coloragédo para alfa (a) e beta (B) esterases (Scandalios,
1969) modificada.

- a-naftil acetato 0,055¢g
- B-naftil acetato 0,045¢g
- Fast blue BB salt 0,060 g

Tampoes de coloragédo C (50 ml) + D (10 ml) + agua destilada até completar 100ml

Tampéo C (Fosfato de sédio monobasico 0,2 M, pH 4,3)
- Fosfato de sddio monobasico anidro 6.8995 g
- Agua destilada (até completar) 250 ml

Tampéo D (Fosfato de sdédio dibasico 0,2 M, pH 9,2)
- Fosfato de sodio dibasico anidro 2,84 ¢
- Agua destilada (até completar) 100 ml

APENDICE 5.  Solugao de fixagdo de Ayala.

- Alcool metilico 450 ml
- Acido acético 110 ml
- Agua destilada (até completar) 900 ml

APENDICE 6.  Analise de variancia a partir dos dados fenotipicos das populagées de
teosinto (Cangugu e Monte Bonito) em relacdo as testemunhas
(linhagens de milho: P2: 672733, P5: 672736 e P6: 672739), pelo

SAS.
Class Levels Values
LOCAL 2 12
POP 5 12358
Number of observations 74
Dependent Variables With Equivalent
Missing Value Patterns
Dependent
Pattern Obs Variables
1 54 EST INSE
2 70 CINI
3 64 NFACE NFABE
4 57 CFIELFIE

Dependent Variable: EST EST

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 6 57098.15856  9516.35976 54.12 <.0001
Error 47  8264.44792 175.83932
Corrected Total 53 65362.60648

R-Square CoeffVar Root MSE  EST Mean

0.873560 5.847567 13.26044  226.7685
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Source DF Typelll SS Mean Square F Value Pr>F
LOCAL 1 43470.42187 43470.42187 247.22 <.0001
POP 4 21770.29167 544257292 30.95 <.0001
LOCAL*POP 1 5376.33333 5376.33333 30.58 <.0001

Dependent Variable: INSE INSE

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 6 39213.13079 6535.52180 59.10 <.0001
Error 47  5197.40625 110.58311
Corrected Total 53  44410.53704

R-Square CoeffVar Root MSE INSE Mean

0.882969 6.832582  10.51585  153.9074

Source DF Typelll SS Mean Square F Value Pr>F
LOCAL 1 150.52083 150.52083 1.36  0.2492
POP 4 31835.70521  7958.92630 71.97 <.0001
LOCAL*POP 1 2530.25521  2530.25521 22.88 <.0001

Dependent Variable: CI CI

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 8 1023.651948 127.956493 63.91 <.0001
Error 61  122.139740 2.002291
Corrected Total 69 1145.791688

R-Square Coeff Var  Root MSE Cl Mean

0.893401  9.917808  1.415023  14.26750

Source DF Typelll SS Mean Square F Value Pr>F
LOCAL 1 942933799  94.2933799 47.09 <.0001
POP 4 384.1420180 96.0355045 47.96 <.0001
LOCAL*POP 3 174.3192965 58.1064322 29.02 <.0001

Dependent Variable: NI NI

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 8 937.9078869 117.2384859 136.40 <.0001
Error 61  52.4322917 0.8595458
Corrected Total 69 990.3401786

R-Square Coeff Var  Root MSE NI Mean

0.947056  8.719944  0.927117  10.63214

Source DF Typelll SS Mean Square F Value Pr>F
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LOCAL 1 487.0858004 487.0858004 566.68 <.0001
POP 4 73.4241716  18.3560429 21.36 <.0001
LOCAL*POP 3 107.6144052 35.8714684 41.73 <.0001

Dependent Variable: NFACE NFACE

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 8 172.8058036 21.6007254 39.04 <.0001
Error 55  30.4285714 0.5532468
Corrected Total 63 203.2343750

R-Square Coeff Var Root MSE NFACE Mean

0.850278  20.97073  0.743806  3.546875

Source DF Typelll SS Mean Square F Value Pr>F
LOCAL 1 37.28853383 37.28853383 67.40 <.0001
POP 4 77.53271563 19.38317891 35.04 <.0001
LOCAL*POP 3 443111733  1.47703911 2.67 0.0564

Dependent Variable: NFABE NFABE

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 8 267.3355655  33.4169457 28.65 <.0001
Error 55  64.1488095 1.1663420

Corrected Total 63 331.4843750
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R-Square Coeff Var Root MSE NFABE Mean

0.806480 13.21573  1.079973  8.171875

Source DF Typelll SS Mean Square F Value Pr>F
LOCAL 1 0.8309054 0.8309054 0.71 0.4023
POP 4 205.4922173 51.3730543 44.05 <.0001
LOCAL*POP 3 18.9587457 6.3195819 5.42 0.0024

Dependent Variable: CFIE CFIE

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 7 25641.27290 3663.03899 102.89 <.0001
Error 49  1744.40953 35.60019
Corrected Total 56 27385.68243

R-Square CoeffVar Root MSE CFIE Mean

0.936302 10.22298  5.966590  58.36447

Source DF Typelll SS Mean Square F Value Pr>F
LOCAL 1 7153.031254 7153.031254 200.93 <.0001
POP 4 985231829  246.307957 6.92 0.0002
LOCAL*POP 2 2012.375630 1006.187815  28.26 <.0001

Dependent Variable: LFIE LFIE

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 7 174.8947094  24.9849585 18.04 <.0001
Error 49  67.8678125 1.3850574
Corrected Total 56 242.7625219

R-Square CoeffVar Root MSE LFIE Mean

0.720435 20.01266 1.176885  5.880702

Source DF Typelll SS Mean Square F Value Pr>F
LOCAL 1  13.3172024  13.3172024 9.61 0.0032
POP 4 135.3524334  33.8381084 24.43 <.0001

LOCAL*POP 2 5.1034422 2.5517211 1.84 0.1693



132

APENDICE 7. Teste Tukey-Kramer de comparagdo entre médias significativas
(ajustadas pelo LSMean), a partir dos dados fenotipicos das
populagdes de teosinto (Cangucu e Monte Bonito) em relagdo as
testemunhas (linhagens de milho: P2: 672733, P5: 672736 e PG6:
672739), pelo SAS.

Class Levels Values
LOCAL 2 12

POP 5 12358
Number of observations 74

Dependent Variables With Equivalent
Missing Value Patterns

Dependent
Pattern Obs Variables

54 EST INSE

70 CINI

NFACE NFABE
57 CFIELFIE

A OWON =
(]
SN

Dependent Variable: EST EST

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 6 57098.15856  9516.35976  54.12 <.0001
Error 47  8264.44792 175.83932
Corrected Total 53 65362.60648

R-Square CoeffVar Root MSE  EST Mean

0.873560 5.847567  13.26044  226.7685

Source DF Typelll SS Mean Square F Value Pr>F
LOCAL 1 43470.42187 43470.42187 247.22 <.0001
POP 4 21770.29167  5442.57292  30.95 <.0001

LOCAL*POP 1 5376.33333 5376.33333  30.58 <.0001



The GLM Procedure
Least Squares Means
Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey-Kramer

LSMEAN

LOCAL POP  ESTLSMEAN  Number

NN =

il 1

<.0001
<.0001
<.0001
<.0001
<.0001
<.0001

NO A WN -

275.833333
245.416667
177.500000
207.500000
205.000000
194.479167
206.395833

N—=200 WN =
~NoOo o~ WN =

Dependent Variable: EST

2 3 4 5 6 7

<.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001

<.0001 0.0083 0.0040 <.0001 <.0001

<.0001 0.2836 0.3845 0.6345 0.0859
0.0083 0.2836 1.0000 0.8550 1.0000
0.0040 0.3845 1.0000 0.9421 1.0000
<.0001 0.6345 0.8550 0.9421 0.3144

<.0001 0.0859 1.0000 1.0000 0.3144

Dependent Variable: INSE INSE

Source

Model

Error

Corrected Total

Source

LOCAL
POP
LOCAL*POP

Sum of
DF Squares Mean Square F Value Pr>F

6 39213.13079 6535.52180 59.10 <.0001
47  5197.40625 110.58311

53 44410.53704

R-Square CoeffVar Root MSE INSE Mean

0.882969 6.832582  10.51585  153.9074

DF Typelll SS Mean Square F Value Pr>F

1 150.52083 150.52083 1.36  0.2492
4 31835.70521  7958.92630 71.97 <.0001
1 2530.25521  2530.25521 22.88 <.0001
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LSMEAN
LOCAL POP INSELSMEAN  Number
1 1 174.000000 1
1 2 147.916667 2
1 3 62.500000 3
1 5 95.000000 4
1 8 92.500000 5
2 1 163.020833 6
2 2 165.979167 7
Dependent Variable: INSE
ilj 1 2 3 4 5 6 7
1 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.1629 0.5107
2 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.0158 0.0021
3 <0001 <.0001 0.0486  0.0859  <.0001  <.0001
4 <.0001 <.0001 0.0486 1.0000 <.0001 <.0001
5 <.0001 <.0001 0.0859 1.0000 <.0001 <.0001
6 01629 0.0158 <.0001  <.0001  <.0001 0.9926
7 0.5107 0.0021 <.0001 <.0001 <.0001 0.9926
Dependent Variable: CI Cl
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 8 1023.651948 127.956493 63.91 <.0001
Error 61 122.139740 2.002291
Corrected Total 69 1145.791688
R-Square Coeff Var  Root MSE Cl Mean
0.893401 9.917808  1.415023  14.26750
Source DF Typelll SS Mean Square F Value Pr>F
LOCAL 1 942933799  94.2933799 47.09 <.0001
POP 4 384.1420180 96.0355045 47.96 <.0001
LOCAL*POP 3 174.3192965 58.1064322 29.02 <.0001
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The GLM Procedure
Least Squares Means
Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey-Kramer

LSMEAN
LOCAL POP CILSMEAN  Number

13.9166667 1
19.0000000 2
14.5000000 3
13.7500000 4
14.2500000 5
16.1604167 6
16.1250000 7
10.4500000 8
5.9625000 9

NNONNN - A
COIN =200 WN =

Dependent Variable: CI

2 3 4 5 6 7 8 9

=
-

<.0001 0.9998 1.0000 1.0000 0.0074 0.0089 <.0001 <.0001
<.0001 0.0030 0.0003 0.0014 0.0002 0.0002 <.0001 <.0001
0.9998 0.0030 0.9998 1.0000 0.8338 0.8495 0.0163 <.0001
1.0000 0.0003 0.9998 1.0000 0.4000 0.4203 0.0969 <.0001
1.0000 0.0014 1.0000 1.0000 0.7025 0.7229 0.0307 <.0001
0.0074 0.0002 0.8338 0.4000 0.7025 1.0000 <.0001 <.0001
0.0089 0.0002 0.8495 0.4203 0.7229 1.0000 <.0001 <.0001
<.0001 <.0001 0.0163 0.0969 0.0307 <.0001 <.0001 <.0001
<.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001

O©O~NOOUTARWN=

Dependent Variable: NI NI

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 8 937.9078869 117.2384859 136.40 <.0001
Error 61 524322917 0.8595458
Corrected Total 69 990.3401786

R-Square Coeff Var  Root MSE NI Mean

0.947056  8.719944  0.927117  10.63214

Source DF Typelll SS Mean Square F Value Pr>F
LOCAL 1 487.0858004 487.0858004 566.68 <.0001
POP 4 73.4241716  18.3560429 21.36 <.0001

LOCAL*POP 3 107.6144052 35.8714684 41.73 <.0001
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LOCAL POP NI LSMEAN  Number
1 1 15.3333333 1
1 2 12.5000000 2
1 3 15.0000000 3
1 5 15.0000000 4
1 8 15.0000000 5
2 1 10.2500000 6
2 2 9.6875000 7
2 5 5.7500000 8
2 8 4.3750000 9
Dependent Variable: NI
ilj 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 <.0001 0.9999 0.9999 0.9999 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
2 <.0001 0.0211 0.0211 0.0211 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
3 0.9999 0.0211 1.0000 1.0000 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
4 0.9999 0.0211 1.0000 1.0000 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
5 0.9999 0.0211 1.0000 1.0000 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
6 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.8576 <.0001 <.0001
7 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.8576 <.0001 <.0001
8 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.0933
9 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.0933
Dependent Variable: NFACE NFACE
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 8 172.8058036 21.6007254  39.04 <.0001
Error 55  30.4285714 0.5532468
Corrected Total 63 203.2343750
R-Square Coeff Var Root MSE NFACE Mean
0.850278  20.97073 0.743806  3.546875
Source DF Typelll SS Mean Square F Value Pr>F
LOCAL 1 37.28853383 37.28853383 67.40 <.0001
POP 4 7753271563 19.38317891  35.04 <.0001
LOCAL*POP 3 443111733  1.47703911 2.67 0.0564



1.0000
0.0006
0.1028
0.5143
<.0001
<.0001
0.0261
1.0000

CoO~NOOUTRWN-—-

LOCAL

NNNN- A A

2

QWN =200 WN =

3 4

Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey-Kramer

The GLM Procedure
Least Squares Means

LSMEAN

4.33333333
4.33333333
7.00000000
6.00000000
5.50000000
1.54166667
1.62500000
6.00000000
4.28571429

5 6

1.0000 0.0006 0.1028 0.5143

0.0006 0.1028 0.5143
0.9130 0.5389

0.0006
0.1028
0.5143
<.0001
<.0001
0.0261
1.0000

0.9130
0.5389
<.0001
<.0001
0.8631
0.0009

0.9990
0.9990

POP NFACE LSMEAN

O©CO~NOOURWN-

Number

Dependent Variable: NFACE

7

<.0001
<.0001
<.0001
<.0001
<.0001

<.0001 <.0001

<.0001 <.0001
1.0000 0.9980
0.1177 0.5260

Dependent Variable: NFABE NFABE

Source

Model

Error

Corrected Total

Source

LOCAL
POP
LOCAL*POP

Sum of

DF

Squares

8 267.3355655

55  64.1488095

63

331.4843750

R-Square

0.806480

9

<.0001
<.0001
<.0001
<.0001
<.0001
1.0000

1.0000
<.0001
<.0001

33.4169457

1.1663420

Coeff Var

13.21573

0.0261
0.0261
0.8631
1.0000
0.9980
<.0001
<.0001

<.0001
<.0001

28.65

1.079973

1.0000
1.0000
0.0009
0.1177
0.5260
<.0001
<.0001
0.0373

0.0373

Mean Square F Value Pr>F

<.0001

Root MSE NFABE Mean

DF Typelll SS Mean Square F Value Pr>F

1

0.8309054

4 205.4922173

3

18.9587457

0.8309054

51.3730543

6.3195819

0.71
44.05

0.4023
<.0001
542 0.0024

8.171875
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The GLM Procedure
Least Squares Means
Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey-Kramer

LSMEAN
LOCAL POP NFABELSMEAN  Number
1 1 8.8333333 1
1 2 8.9166667 2
1 3 5.5000000 3
1 5 5.5000000 4
1 8 6.0000000 5
2 1 8.8333333 6
2 2 10.5000000 7
2 3 3.3333333 8
2 5 4.8571429 9
Dependent Variable: NFABE
ilj 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 1.0000 0.0049 0.0049 0.0289 1.0000 0.0108 <.0001 <.0001
2 1.0000 0.0036 0.0036 0.0218 1.0000 0.0187 <.0001 <.0001
3 0.0049 0.0036 1.0000 0.9999 0.0049 <.0001 0.4215 0.9979
4 0.0049 0.0036 1.0000 0.9999 0.0049 <.0001 0.4215 0.9979
5 0.0289 0.0218 0.9999 0.9999 0.0289 <.0001 0.1701 0.9210
6 1.0000 1.0000 0.0049 0.0049 0.0289 0.0108 <.0001 <.0001
7 0.0108 0.0187 <.0001 <.0001 <.0001 0.0108 <.0001 <.0001
8 <.0001 <.0001 0.4215 0.4215 0.1701 <.0001 <.0001 0.5203
9 <.0001 <.0001 0.9979 0.9979 0.9210 <.0001 <.0001 0.5203

Dependent Variable: CFIE CFIE

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 7 25641.27290 3663.03899 102.89 <.0001
Error 49  1744.40953 35.60019
Corrected Total 56 27385.68243

R-Square CoeffVar Root MSE CFIE Mean

0.936302 10.22298  5.966590  58.36447

Source DF Typelll SS Mean Square F Value Pr>F
LOCAL 1 7153.031254 7153.031254 200.93 <.0001
POP 4 985.231829  246.307957 6.92 0.0002

LOCAL*POP 2 2012.375630 1006.187815  28.26 <.0001
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The GLM Procedure
Least Squares Means
Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey-Kramer

LSMEAN
LOCAL POP CFIELSMEAN  Number
1 1 79.6666667 1
1 2 76.7500000 2
1 3 70.0000000 3
1 5 72.0000000 4
1 8 74.0000000 5
2 1 32.7104167 6
2 2 34.6875000 7
2 5 69.6666667 8
Dependent Variable: CFIE
ilj 1 2 3 4 5 6 7 8
1 0.9289 0.4163 0.6982 0.9145 <.0001 <.0001 0.1820
2 0.9289 0.8135 0.9653 0.9987 <.0001 <.0001 0.5975
3 04163 0.8135 1.0000 0.9974 <.0001 <.0001 1.0000
4 0.6982 0.9653 1.0000 1.0000 <.0001 <.0001 0.9999
5 09145 0.9987 0.9974 1.0000 <.0001 <.0001 0.9926
6  <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.9917  <.0001
7  <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.9917 <.0001
8 0.1820 0.5975 1.0000 0.9999 0.9926 <.0001 <.0001
Dependent Variable: LFIE LFIE
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 7 174.8947094 249849585 18.04 <.0001
Error 49 67.8678125 1.3850574
Corrected Total 56 242.7625219
R-Square CoeffVar Root MSE LFIE Mean
0.720435 20.01266 1.176885  5.880702
Source DF Typelll SS Mean Square F Value Pr>F
LOCAL 1 13.3172024  13.3172024 9.61 0.0032
POP 4 135.3524334  33.8381084 24.43 <.0001
LOCAL*POP 2 5.1034422 2.5517211 1.84 0.1693
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The GLM Procedure
Least Squares Means
Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey-Kramer

LSMEAN
LOCAL POP LFIELSMEAN  Number
1 1 5.3750000 1
1 2 6.5000000 2
1 3 7.5000000 3
1 5 10.7500000 4
1 8 9.5000000 5
2 1 4.5895833 6
2 2 4.4270833 7
2 5 9.6666667 8
Dependent Variable: LFIE
ilj 1 2 3 4 5 6 7 8
1 0.2930 0.2817  <.0001 0.0008 0.7274 0.5099  <.0001
2 0.2930 0.9510 0.0005 0.0321 0.0052 0.0018  0.0029
3 02817 0.9510 0.1290 0.6875 0.0416  0.0258 0.4816
4  <.0001 0.0005  0.1290 0.9616  <.0001 <.0001 0.9710
5 0.0008 0.0321 0.6875 0.9616 <.0001 <.0001 1.0000
6 0.7274 0.0052 0.0416  <.0001 <.0001 1.0000 <.0001
7 05099 0.0018 0.0258 <.0001 <.0001 1.0000 <.0001
8  <.0001 0.0029 0.4816 0.9710 1.0000 <.0001 <.0001

APENDICE 8.  Estatistica descritiva dos dados de microssatélites das populagées de
teosinto (Cangugu e Monte Bonito) pelo TFPGA.

Data set contains genotypes of individuals sampled from populations.
Organism Type: Diploid
Marker Type: Codominant

DESCRIPTIVE STATISTICS

RESULTS FOR EACH POPULATION.

POPULATION 1

Locus 1 # obs. at locus= 21

allele: # obs: allele freq: # hets: het freq:
1 27 0,6429 11,0000 0,5238
2 10 0,2381 8,0000 0,3810

3 4 0,0952 4,0000 0,1905

4 1 0,0238 1,0000 0,0476

Heterozygosity: 0,5204
Heterozygosity (unbiased): 0,5331
Heterozygosity (direct count): 0,5714



Locus 2 # obs. at locus=6

allele: # obs: allele freq: # hets:

1 12 1,0000 0,0000
Heterozygosity: 0,0000
Heterozygosity (unbiased): 0,0000
Heterozygosity (direct count): 0,0000

Locus 3 # obs. at locus= 19

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 26 0,6842 0,0000
2 8 0,2105 0,0000
3 4 0,1053 0,0000

Heterozygosity: 0,4765
Heterozygosity (unbiased): 0,4893
Heterozygosity (direct count): 0,0000

Locus 4 # obs. at locus= 20

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 6 0,1500 6,0000
2 34 0,8500 6,0000

Heterozygosity: 0,2550
Heterozygosity (unbiased): 0,2615
Heterozygosity (direct count): 0,3000

Locus 5 # obs. at locus= 21

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 4 0,0952 0,0000
2 38 0,9048 0,0000

Heterozygosity: 0,1723
Heterozygosity (unbiased): 0,1765
Heterozygosity (direct count): 0,0000

Locus 6 # obs. at locus= 21

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 5 0,1190 3,0000
2 37 0,8810 3,0000

Heterozygosity: 0,2098
Heterozygosity (unbiased): 0,2149
Heterozygosity (direct count): 0,1429

Locus 7 # obs. at locus= 16

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 4 0,1250 4,0000
2 16 0,5000 0,0000
3 12 0,3750 4,0000

Heterozygosity: 0,5938
Heterozygosity (unbiased): 0,6129
Heterozygosity (direct count): 0,2500

Locus 8 # obs. at locus= 21

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 5 0,1190 5,0000
2 21 0,5000 3,0000
3 9 0,2143 5,0000
4 7 0,1667 3,0000

Heterozygosity: 0,6621
Heterozygosity (unbiased): 0,6783
Heterozygosity (direct count): 0,3810

het freq:

0,0000

het freq:

0,0000
0,0000
0,0000

het freq:

0,3000
0,3000

het freq:

0,0000
0,0000

het freq:

0,1429
0,1429

het freq:

0,2500
0,0000
0,2500

het freq:

0,2381
0,1429
0,2381
0,1429
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Locus 9 # obs. at locus= 21

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 36 0,8571 0,0000
2 6 0,1429 0,0000

Heterozygosity: 0,2449
Heterozygosity (unbiased): 0,2509
Heterozygosity (direct count): 0,0000

Locus 10 # obs. at locus= 15

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 0 0,0000 0,0000
2 24 0,8000 0,0000
3 6 0,2000 0,0000

Heterozygosity: 0,3200
Heterozygosity (unbiased): 0,3310
Heterozygosity (direct count): 0,0000

Locus 11 # obs. at locus= 21

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 6 0,1429 4,0000
2 36 0,8571 4,0000

Heterozygosity: 0,2449
Heterozygosity (unbiased): 0,2509
Heterozygosity (direct count): 0,1905

Locus 12 # obs. at locus= 21

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 12 0,2857 6,0000
2 30 0,7143 6,0000

Heterozygosity: 0,4082
Heterozygosity (unbiased): 0,4181
Heterozygosity (direct count): 0,2857

Locus 13 # obs. at locus= 21

allele: # obs: allele freq: # hets:

1 42 1,0000 0,0000
Heterozygosity: 0,0000
Heterozygosity (unbiased): 0,0000
Heterozygosity (direct count): 0,0000

Locus 14 # obs. at locus= 21

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 24 0,5714 6,0000
2 18 0,4286 6,0000

Heterozygosity: 0,4898
Heterozygosity (unbiased): 0,5017
Heterozygosity (direct count): 0,2857

Locus 15 # obs. at locus= 21

allele: # obs: allele freq: # hets:

1 42 1,0000 0,0000
Heterozygosity: 0,0000
Heterozygosity (unbiased): 0,0000
Heterozygosity (direct count): 0,0000

Locus 16 # obs. at locus= 21

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 21 0,5000 1,0000
2 21 0,5000 1,0000

Heterozygosity: 0,5000

het freq:

0,0000
0,0000

het freq:

0,0000
0,0000
0,0000

het freq:

0,1905
0,1905

het freq:

0,2857
0,2857

het freq:

0,0000

het freq:

0,2857
0,2857

het freq:

0,0000

het freq:

0,0476
0,0476
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Heterozygosity (unbiased): 0,5122
Heterozygosity (direct count): 0,0476

Locus 17 # obs. at locus= 13

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 4 0,1538 2,0000
2 10 0,3846 2,0000
3 12 0,4615 0,0000

Heterozygosity: 0,6154
Heterozygosity (unbiased): 0,6400
Heterozygosity (direct count): 0,1538

Locus 18 # obs. at locus= 21

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 2 0,0476 2,0000
2 29 0,6905 5,0000
3 11 0,2619 3,0000

Heterozygosity: 0,4524
Heterozygosity (unbiased): 0,4634
Heterozygosity (direct count): 0,2381

Locus 19 # obs. at locus= 21

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 5 0,1190 1,0000
2 37 0,8810 1,0000

Heterozygosity: 0,2098
Heterozygosity (unbiased): 0,2149
Heterozygosity (direct count): 0,0476

Locus 20 # obs. at locus= 21

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 0 0,0000 0,0000
2 42 1,0000 0,0000
3 0 0,0000 0,0000

Heterozygosity: 0,0000
Heterozygosity (unbiased): 0,0000
Heterozygosity (direct count): 0,0000

Locus 21 # obs. at locus= 10

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 3 0,1500 3,0000
2 4 0,2000 0,0000
3 13 0,6500 3,0000

Heterozygosity: 0,5150
Heterozygosity (unbiased): 0,5421
Heterozygosity (direct count): 0,3000

Locus 22 # obs. at locus= 21

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 5 0,1190 5,0000
2 13 0,3095 5,0000
3 19 0,4524 5,0000
4 5 0,1190 1,0000

Heterozygosity: 0,6712
Heterozygosity (unbiased): 0,6876
Heterozygosity (direct count): 0,3810

het freq:

0,1538
0,1538
0,0000

het freq:

0,0952
0,2381
0,1429

het freq:

0,0476
0,0476

het freq:

0,0000
0,0000
0,0000

het freq:

0,3000
0,0000
0,3000

het freq:

0,2381
0,2381
0,2381

0,0476
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Locus 23 # obs. at locus= 21

allele: # obs: allele freq: # hets: het freq:
1 2 0,0476 2,0000 0,0952

2 16 0,3810 10,0000 0,4762
3 8 0,1905 2,0000 0,0952

4 16 0,3810 10,0000 0,4762

Heterozygosity: 0,6712
Heterozygosity (unbiased): 0,6876
Heterozygosity (direct count): 0,5714

Locus 24 # obs. at locus= 19

allele: # obs: allele freq: # hets: het freq:
1 2 0,0526 0,0000 0,0000
2 4 0,1053 2,0000 0,1053
3 32 0,8421 2,0000 0,1053

Heterozygosity: 0,2770
Heterozygosity (unbiased): 0,2845
Heterozygosity (direct count): 0,1053

Locus 25 # obs. at locus= 16

allele: # obs: allele freq: # hets: het freq:
1 10 0,3125 0,0000 0,0000
2 22 0,6875 0,0000 0,0000

Heterozygosity: 0,4297
Heterozygosity (unbiased): 0,4435
Heterozygosity (direct count): 0,0000

Results over all loci

Ave. sample size: 18,8000

Ave. heterozygosity: 0,3576

Ave. heterozygosity (unbiased): 0,3678
Ave. heterozygosity (direct count): 0,1701
% polymorphic loci (no criterion): 84,0000
% polymorphic loci (99% criterion): 84,0000
% polymorphic loci (95% criterion): 84,0000

POPULATION 2

Locus 1 # obs. at locus= 19

allele: # obs: allele freq: # hets: het freq:
1 8 0,2105 8,0000 0,4211

2 2 0,0526 2,0000 0,1053

3 22 0,5789 6,0000 0,3158

4 6 0,1579 4,0000 0,2105

Heterozygosity: 0,5928
Heterozygosity (unbiased): 0,6088
Heterozygosity (direct count): 0,5263

Locus 2 # obs. at locus= 1

allele: # obs: allele freq: # hets: het freq:

1 2 1,0000 0,0000 0,0000
Heterozygosity: 0,0000

Heterozygosity (unbiased): 0,0000
Heterozygosity (direct count): 0,0000
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Locus 3 # obs. at locus= 18

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 17 0,4722 7,0000
2 15 0,4167 7,0000
3 4 0,111 4,0000

Heterozygosity: 0,5910
Heterozygosity (unbiased): 0,6079
Heterozygosity (direct count): 0,5000

Locus 4 # obs. at locus= 19

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 18 0,4737 10,0000
2 20 0,5263 10,0000

Heterozygosity: 0,4986
Heterozygosity (unbiased): 0,5121
Heterozygosity (direct count): 0,5263

Locus 5 # obs. at locus= 19

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 1 0,0263 1,0000
2 37 0,9737 1,0000

Heterozygosity: 0,0512
Heterozygosity (unbiased): 0,0526
Heterozygosity (direct count): 0,0526

Locus 6 # obs. at locus= 19

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 19 0,5000 9,0000
2 19 0,5000 9,0000

Heterozygosity: 0,5000
Heterozygosity (unbiased): 0,5135
Heterozygosity (direct count): 0,4737

Locus 7 # obs. at locus= 20

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 14 0,3500 6,0000
2 15 0,3750 5,0000
3 11 0,2750 11,0000

Heterozygosity: 0,6612
Heterozygosity (unbiased): 0,6782
Heterozygosity (direct count): 0,5500

Locus 8 # obs. at locus= 16

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 11 0,3438 11,0000
2 8 0,2500 2,0000
3 9 0,2813 9,0000
4 4 0,1250 4,0000

Heterozygosity: 0,7246
Heterozygosity (unbiased): 0,7480
Heterozygosity (direct count): 0,8125

Locus 9 # obs. at locus= 16

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 32 1,0000 0,0000
2 0 0,0000 0,0000

Heterozygosity: 0,0000
Heterozygosity (unbiased): 0,0000
Heterozygosity (direct count): 0,0000

het freq:

0,3889
0,3889
0,2222

het freq:

0,5263
0,5263

het freq:

0,0526
0,0526

het freq:

0,4737
0,4737

het freq:

0,3000
0,2500
0,5500

het freq:

0,6875
0,1250
0,5625
0,2500

het freq:

0,0000
0,0000
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Locus 10 # obs. at locus= 16

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 4 0,1250 4,0000
2 10 0,3125 0,0000
3 18 0,5625 4,0000

Heterozygosity: 0,5703
Heterozygosity (unbiased): 0,5887
Heterozygosity (direct count): 0,2500

Locus 11 # obs. at locus= 18

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 5 0,1389 3,0000
2 31 0,8611 3,0000

Heterozygosity: 0,2392
Heterozygosity (unbiased): 0,2460
Heterozygosity (direct count): 0,1667

Locus 12 # obs. at locus= 18

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 12 0,3333 6,0000
2 24 0,6667 6,0000

Heterozygosity: 0,4444
Heterozygosity (unbiased): 0,4571
Heterozygosity (direct count): 0,3333

Locus 13 # obs. at locus= 18

allele: # obs: allele freq: # hets:

1 36 1,0000 0,0000
Heterozygosity: 0,0000
Heterozygosity (unbiased): 0,0000
Heterozygosity (direct count): 0,0000

Locus 14 # obs. at locus= 19

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 12 0,3158 8,0000
2 26 0,6842 8,0000

Heterozygosity: 0,4321
Heterozygosity (unbiased): 0,4438
Heterozygosity (direct count): 0,4211

Locus 15 # obs. at locus= 20

allele: # obs: allele freq: # hets:

1 40 1,0000 0,0000
Heterozygosity: 0,0000
Heterozygosity (unbiased): 0,0000
Heterozygosity (direct count): 0,0000

Locus 16 # obs. at locus= 18

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 6 0,1667 0,0000
2 30 0,8333 0,0000

Heterozygosity: 0,2778
Heterozygosity (unbiased): 0,2857
Heterozygosity (direct count): 0,0000

Locus 17 # obs. at locus= 15

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 10 0,3333 0,0000
2 20 0,6667 0,0000

3 0 0,0000 0,0000

het freq:

0,2500
0,0000
0,2500

het freq:

0,1667
0,1667

het freq:

0,3333
0,3333

het freq:

0,0000

het freq:

0,4211
0,4211

het freq:

0,0000

het freq:

0,0000
0,0000

het freq:

0,0000
0,0000
0,0000
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Heterozygosity: 0,4444
Heterozygosity (unbiased): 0,4598
Heterozygosity (direct count): 0,0000

Locus 18 # obs. at locus= 19

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 0 0,0000 0,0000
2 2 0,0526 0,0000
3 36 0,9474 0,0000

Heterozygosity: 0,0997
Heterozygosity (unbiased): 0,1024
Heterozygosity (direct count): 0,0000

Locus 19 # obs. at locus= 18

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 4 0,111 0,0000
2 32 0,8889 0,0000

Heterozygosity: 0,1975
Heterozygosity (unbiased): 0,2032
Heterozygosity (direct count): 0,0000

Locus 20 # obs. at locus= 20

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 6 0,1500 6,0000
2 24 0,6000 0,0000
3 10 0,2500 6,0000

Heterozygosity: 0,5550
Heterozygosity (unbiased): 0,5692
Heterozygosity (direct count): 0,3000

Locus 21 # obs. at locus= 17

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 8 0,2353 8,0000
2 16 0,4706 0,0000
3 10 0,2941 8,0000

Heterozygosity: 0,6367
Heterozygosity (unbiased): 0,6560
Heterozygosity (direct count): 0,4706

Locus 22 # obs. at locus= 20

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 6 0,1500 6,0000
2 21 0,5250 9,0000
3 10 0,2500 4,0000
4 3 0,0750 3,0000

Heterozygosity: 0,6338
Heterozygosity (unbiased): 0,6500
Heterozygosity (direct count): 0,5500

Locus 23 # obs. at locus= 20

allele: # obs: allele freq: # hets:
1 0 0,0000 0,0000
2 28 0,7000 8,0000
3 5 0,1250 3,0000
4 7 0,1750 5,0000

Heterozygosity: 0,4638
Heterozygosity (unbiased): 0,4756
Heterozygosity (direct count): 0,4000

het freq:
0,0000
0,0000
0,0000

het freq:
0,0000
0,0000

het freq:
0,3000
0,0000
0,3000

het freq:
0,4706
0,0000
0,4706

het freq:
0,3000
0,4500
0,2000
0,1500

het freq:
0,0000
0,4000
0,1500
0,2500
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Locus 24 # obs. at locus= 14

allele: # obs: allele freq: # hets: het freq:
1 3 0,1071 1,0000 0,0714
2 5 0,1786 1,0000 0,0714
3 20 0,7143 0,0000 0,0000

Heterozygosity: 0,4464
Heterozygosity (unbiased): 0,4630
Heterozygosity (direct count): 0,0714

Locus 25 # obs. at locus= 12

allele: # obs: allele freq: # hets: het freq:
1 15 0,6250 1,0000 0,0833
2 9 0,3750 1,0000 0,0833

Heterozygosity: 0,4688
Heterozygosity (unbiased): 0,4891
Heterozygosity (direct count): 0,0833

Results over all loci

Ave. sample size: 17,1600

Ave. heterozygosity: 0,3812

Ave. heterozygosity (unbiased): 0,3924
Ave. heterozygosity (direct count): 0,2595
% polymorphic loci (no criterion): 84,0000
% polymorphic loci (99% criterion): 84,0000
% polymorphic loci (95% criterion): 80,0000
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APENDICE 9.  Estatistica F dos dados de microssatélites das populacdes de teosinto

(Cangugu e Monte Bonito) pelo TFPGA.

Data set contains genotypes of individuals sampled from populations.

Organism Type: Diploid
Marker Type: Codominant

F-STATISTICS

LOCUS 1 F theta P f
allele

1 0,1892 0,3045 -,1657

2 0,0816 0,1045 -,0255

3 0,5504 0,4021 0,2480

4 0,2590 0,0790 0,1954
over alleles 0,3050 0,2804 0,0343
LOCUS 2 F theta P f
allele

1 undefined undefined undefined

over alleles undefined undefined undefined

LOCUS 3 F theta P f
allele

1 0,6285 0,0467 0,6103
2 0,5793 0,0547 0,5549
3 0,4394 -,0410 0,4615

over alleles 0,5776 0,0352 0,5622



LOCUS 4 F

allele
1 0,1425
2 0,1425

over alleles 0,1425

LOCUS 5 F

allele
1 0,7909
2 0,7909

over alleles 0,7909

LOCUS 6 F

allele
1 0,3911
2 0,3911

over alleles 0,3911

LOCUS 7 F

allele

1 0,3064
2 0,7211
3 0,0524

over alleles 0,3772

LOCUS 8 F

allele

1 -,1863
2 0,7340
3 -,0220
4 0,2546

over alleles 0,2415

LOCUS 9 F

allele
1 1,0000
2 1,0000

over alleles 1,0000

LOCUS 10 F

allele

1 -,0039
2 1,0000
3 0,7612

over alleles 0,7989

LOCUS 11 F

allele
1 0,2590
2 0,2590

over alleles 0,2590

LOCUS 12 F

allele
1 0,2796
2 0,2796

over alleles 0,2796

theta P f

0,1999 -,0717
0,1999 -,0717

0,1999 -,0717

theta P f

-,0054 0,7920
-,0054 0,7920

-,0054 0,7920

theta P f

0,2734 0,1621
0,2734 0,1621

0,2734 0,1621

theta P f
0,0950 0,2335
-,0180 0,7260
-,0073 0,0592

0,0193 0,3650

theta P f

0,1229 -,3524
0,0797 0,7110
-,0157 -,0062
-,0293 0,2759

0,0481 0,2032

theta P f

0,0773 1,0000
0,0773 1,0000

0,0773 1,0000

theta P f

0,0956 -,1100
0,3446 1,0000
0,1992 0,7017

0,2584 0,7288

theta P f

-,0342 0,2835
-,0342 0,2835

-,0342 0,2835

theta P f

-,0292 0,3000
-,0292 0,3000

-,0292 0,3000
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LOCUS 13 F theta P f

allele

1 undefined undefined undefined
over alleles undefined undefined undefined

LOCUS 14 F theta P f

allele
1 0,3368 0,0951 0,2671
2 0,3368 0,0951 0,2671

over alleles 0,3368 0,0951 0,2671

LOCUS 15 F theta P f

allele

1 undefined undefined undefined
over alleles undefined undefined undefined

LOCUS 16 F theta P f

allele
1 0,9496 0,1774 0,9387
2 0,9496 0,1774 0,9387

over alleles 0,9496 0,1774 0,9387

LOCUS 17 F theta P f

allele

1 0,8173 0,0185 0,8139
2 0,8671 0,0873 0,8543
3 1,0000 0,4399 1,0000

over alleles 0,8959 0,1817 0,8728

LOCUS 18 F theta P f

allele

1 -,0023 0,0215 -,0244
2 0,8158 0,5833 0,5580
3 0,8959 0,6368 0,7132

over alleles 0,8274 0,5906 0,5785

LOCUS 19 F theta P f

allele

1 0,8744 -,0507 0,8804

2 0,8744 -,0507 0,8804
over alleles 0,8744 -,0507 0,8804

LOCUS 20 F theta P f

allele

1 0,0037 0,1353 -,1521
2 1,0000 0,3755 1,0000
3 0,4037 0,2317 0,2239

over alleles 0,6278 0,2857 0,4790

LOCUS 21 F theta P f

allele

1 -,2435 -,0085 -,2330
2 1,0000 0,0719 1,0000
3 0,2663 0,1931 0,0907

over alleles 0,4121 0,1015 0,3457
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LOCUS 22
allele

1 -,1526
2 0,3287
3 0,5404
4 0,4490

over alleles 0,3361

LOCUS 23
allele

1 -,0011
2 0,1992
3 0,5466
4 0,1389

over alleles 0,2442

LOCUS 24
allele

1 0,7856
2 0,6180
3 0,8229

over alleles 0,7480

LOCUS 25
allele

1 0,9343
2 0,9343

over alleles 0,9343

OVER ALL LOCI

F

0,5271

theta P

-,0174
0,0619
0,0506
-,0257

0,0337

theta P

0,0233
0,1644
-,0229
0,0757
0,0909

theta P
-,0366
-,0294
-,0094

-,0213

theta P
0,1178

0,1178
0,1178

theta

0,1484

JACKNIFING OVER LOCI

Replicates from sequential elimination of loci.

replicate

F
0,5437
0,5271
0,5244
0,5440
0,5243
0,5332
0,5365
0,5473
0,5203

0,5108
0,5329
0,5368
0,5271
0,5364
0,5271
0,5072
0,5033
0,5066
0,5207

theta P
0,1385
0,1484
0,1545
0,1462
0,1501
0,1428
0,1565
0,1555
0,1494
0,1418
0,1524
0,1554
0,1484
0,1510
0,1484
0,1471
0,1463
0,1182
0,1521

f

-,1328
0,2844
0,5159
0,4628

0,3130

f

-,0250
0,0416
0,5567
0,0683
0,1686

0,7932

0,6290

0,8245
0,7533

0,9255
0,9255
0,9255

f
0,4446

f
0,4704
0,4446
0,4374
0,4660
0,4403
0,4555
0,4504
0,4639
0,4360

0,4299
0,4489
0,4515
0,4446
0,4539
0,4446
0,4222
0,4182
0,4404
0,4347
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20 0,5234 0,1435 0,4436
21 0,5346 0,1515 0,4515
22 0,5396 0,1560 0,4545
23 0,5442 0,1519 0,4625
24 0,5198 0,1540 0,4324
25 0,5066 0,1500 0,4195

average 0,5262 0,1492 0,4429
S.D. 0,0624 0,0376 0,0673
95 % C.I. from
bootstrapping over loci.
replications performed: 1000

F theta P f

Upper 0,6547 0,2198 0,5902
Lower 0,4149 0,0828 0,3218

APENDICE 10.  Andlise do Equilibrio de

Hardy-Weinberg dos
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de

microssatélites das populagdes de teosinto (Cangugu e Monte

Bonito) pelo TFPGA.

Data set contains genotypes of individuals sampled from populations.

Organism Type: Diploid
Marker Type: Codominant

TESTS FOR HARDY-WEINBERG EQUILIBRIUM
Analysis of each population

Population 1 Locus 1
genotype  observed  expected

11 8 8,6786
1= 11 9,6429
o 2 2,6786

Exact Probability (Haldane 1954)
p = 0,6645

Population 1 Locus 2
genotype  observed expected

11 6 6,0000
1 0 0,0000
o 0 0,0000

Only 1 allele at locus. Calculations not performed.

Population 1 Locus 3
genotype  observed  expected

11 13 8,8947
1= 0 8,2105
o 6 1,8947

Exact Probability (Haldane 1954)
p = 0,0000



Population 1 Locus 4
genotype  observed expected

22 14 14,4500
27 6 5,1000
o 0 0,4500

Exact Probability (Haldane 1954)
p = 1,0000

Population 1 Locus 5
genotype  observed expected

22 19 17,1905
27 0 3,6190
o 2 0,1905

Exact Probability (Haldane 1954)
p =0,0019

Population 1 Locus 6
genotype  observed expected

22 17 16,2976
27 3 4,4048
o 1 0,2976

Exact Probability (Haldane 1954)
p =0,2345

Population 1 Locus 7
genotype  observed  expected

22 8 4,0000
27 0 8,0000
o 8 4,0000

Exact Probability (Haldane 1954)
p = 0,0000

Population 1 Locus 8
genotype  observed expected

22 9 5,2500
27 3 10,5000
o 9 5,2500

Exact Probability (Haldane 1954)
p =0,0014

Population 1 Locus 9
genotype  observed expected

11 18 15,4286
1= 0 5,1429
o 3 0,4286

Exact Probability (Haldane 1954)
p = 0,0003

Population 1 Locus 10

genotype  observed expected
22 12 9,6000
2 0 4,8000
o 3 0,6000
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Exact Probability (Haldane 1954)
p = 0,0008

Population 1 Locus 11
genotype  observed  expected

22 16 15,4286
27 4 5,1429
o 1 0,4286

Exact Probability (Haldane 1954)
p =0,3380

Population 1 Locus 12
genotype  observed expected

22 12 10,7143
27 6 8,56714
o 3 1,7143

Exact Probability (Haldane 1954)
p=0,2733

Population 1 Locus 13
genotype  observed expected

11 21 21,0000
1= 0 0,0000
* 0 0,0000

Only 1 allele at locus. Calculations not performed.

Population 1 Locus 14
genotype  observed expected

11 9 6,8571
1= 6 10,2857
* 6 3,8571

Exact Probability (Haldane 1954)
p =0,0744

Population 1 Locus 15
genotype  observed expected

11 21 21,0000
1= 0 0,0000
* 0 0,0000

Only 1 allele at locus. Calculations not performed.

Population 1 Locus 16
genotype  observed expected

11 10 5,2500
1= 1 10,5000
*ox 10 5,2500

Exact Probability (Haldane 1954)
p = 0,0000

Population 1 Locus 17

genotype  observed expected
33 6 2,7692
3 0 6,4615
o 7 3,7692
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Exact Probability (Haldane 1954)
p = 0,0002

Population 1 Locus 18
genotype  observed expected

22 12 10,0119
27 5 8,9762
*ox 4 2,0119

Exact Probability (Haldane 1954)
p = 0,0501

Population 1 Locus 19
genotype  observed  expected

22 18 16,2976
27 1 4,4048
o 2 0,2976

Exact Probability (Haldane 1954)
p = 0,0094

Population 1 Locus 20
genotype  observed expected

22 21 21,0000
2 0 0,0000
o 0 0,0000

Only 1 allele at locus. Calculations not performed.

Population 1 Locus 21
genotype  observed expected

33 5 4,2250
3* 3 4,5500
*ox 2 1,2250

Exact Probability (Haldane 1954)
p =0,4799

Population 1 Locus 22
genotype  observed expected

33 7 4,2976
3* 5 10,4048
o 9 6,2976

Exact Probability (Haldane 1954)
p = 0,0250

Population 1 Locus 23
genotype  observed expected

22 3 3,0476
27 10 9,9048
o 8 8,0476

Exact Probability (Haldane 1954)
p = 1,0000
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Population 1 Locus 24
genotype  observed expected

33 15 13,4737
37" 2 5,0526
o 2 0,4737

Exact Probability (Haldane 1954)
p =0,0340

Population 1 Locus 25
genotype  observed expected

22 11 7,5625
27 0 6,8750
o 5 1,5625

Exact Probability (Haldane 1954)
p = 0,0001

Population 2 Locus 1
genotype  observed expected

33 8 6,3684
3* 6 9,2632
o 5 3,3684

Exact Probability (Haldane 1954)
p =0,1607

Population 2 Locus 2
genotype  observed  expected

11 1 1,0000
1= 0 0,0000
o 0 0,0000

Only 1 allele at locus. Calculations not performed.

Population 2 Locus 3
genotype  observed  expected

11 5 4,0139
1= 7 8,9722
o 6 5,0139

Exact Probability (Haldane 1954)
p =0,3698

Population 2 Locus 4
genotype  observed expected

22 5 5,2632
27 10 9,4737
o 4 4,2632

Exact Probability (Haldane 1954)
p = 1,0000

Population 2 Locus 5
genotype  observed expected

22 18 18,0132
27 1 0,9737
o 0 0,0132

Exact Probability (Haldane 1954)
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p = 1,0000

Population 2 Locus 6
genotype  observed  expected

11 5 4,7500
1= 9 9,5000
o 5 4,7500

Exact Probability (Haldane 1954)
p = 1,0000

Population 2 Locus 7
genotype  observed  expected

22 5 2,8125
27 5 9,3750
o 10 7,8125

Exact Probability (Haldane 1954)
p = 0,0525

Population 2 Locus 8
genotype  observed expected

11 0 1,8906
1 11 7,2188
o 5 6,8906

Exact Probability (Haldane 1954)
p = 0,0949

Population 2 Locus 9
genotype  observed expected

11 16 16,0000
1= 0 0,0000
o 0 0,0000

Only 1 allele at locus. Calculations not performed.

Population 2 Locus 10
genotype  observed  expected

33 7 5,0625
37 4 7,8750
o 5 3,0625

Exact Probability (Haldane 1954)
p = 0,0562

Population 2 Locus 11
genotype  observed expected

22 14 13,3472
27 3 4,3056
o 1 0,3472

Exact Probability (Haldane 1954)
p =0,2727

Population 2 Locus 12

genotype  observed  expected
22 9 8,0000
2 6 8,0000
o 3 2,0000
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Exact Probability (Haldane 1954)

p=0,3109

Population 2 Locus 13
genotype  observed

11 18
1= 0
* % 0

Only 1 allele at locus. Calculations not performed.

Population 2 Locus 14
genotype  observed

22 9
27 8
* % 2

expected
18,0000
0,0000
0,0000

expected
8,8947
8,2105
1,8947

Exact Probability (Haldane 1954)

p =1,0000

Population 2 Locus 15
genotype  observed

11 20
1= 0
* % 0

Only 1 allele at locus. Calculations not performed.

Population 2 Locus 16
genotype  observed

22 15
27 0
* % 3

expected
20,0000
0,0000
0,0000

expected

12,5000

5,0000

0,5000

Exact Probability (Haldane 1954)

p = 0,0004

Population 2 Locus 17
genotype  observed

22 10
27 0
* % 5

expected
6,6667
6,6667
1,6667

Exact Probability (Haldane 1954)

p =0,0001

Population 2 Locus 18
genotype  observed

33 18
3* 0
* % 1

expected
17,0526

1,8947
0,0526

Exact Probability (Haldane 1954)

p = 0,0270

Population 2 Locus 19
genotype  observed
22 16
2 0

expected
14,2222
3,5556
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o 2 0,2222

Exact Probability (Haldane 1954)
p = 0,0026

Population 2 Locus 20
genotype  observed  expected

22 12 7,2000
27 0 9,6000
o 8 3,2000

Exact Probability (Haldane 1954)
p = 0,0000

Population 2 Locus 21
genotype  observed  expected

22 8 3,7647
27 0 8,4706
o 9 4,7647

Exact Probability (Haldane 1954)
p = 0,0000

Population 2 Locus 22
genotype  observed expected

22 6 5,6125
27 9 9,9750
o 5 4,5125

Exact Probability (Haldane 1954)
p = 0,6699

Population 2 Locus 23
genotype  observed expected

22 10 9,8000
27 8 8,4000
*ox 2 1,8000

Exact Probability (Haldane 1954)
p = 1,0000

Population 2 Locus 24
genotype  observed expected

33 10 7,1429
3* 0 5,7143
*ox 4 1,1429

Exact Probability (Haldane 1954)
p = 0,0003

Population 2 Locus 25
genotype  observed expected

11 7 4,6875
1= 1 5,6250
*ox 4 1,6875

Exact Probability (Haldane 1954)
p = 0,0061
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APENDICE 11.  Andlise de distancia pelo coeficiente de Nei78 dos dados de
microssatélites das populagdes de teosinto (Cangugu e Monte

Bonito) pelo TFPGA.

Data set contains genotypes of individuals sampled from populations.

Organism Type: Diploid
Marker Type: Codominant

GENETIC DISTANCES

NEI'S (1972/1978) IDENTITIES/DISTANCES

Nei's original (1972) identity
Population 1 2

1 *kkkk

2 0,8680 *****

Nei's original (1972) distance
Population 1 2

1 *kkkk

20,1415 e

Nei's unbiased (1978) identity
Population 1 2

1 *kkkk

2 0,8831 *****

Nei's unbiased (1978) distance
Population 1 2

1 *kkkk

2 0,1243 *****



8 VITA

Tatiana de Freitas Terra, filha de Maria Elena de Freitas e Olimar dos
Santos Terra, nasceu em 25 de janeiro de 1979, em Porto Alegre (RS).
Realizou o ensino fundamental na Escola Estadual de Ensino Fundamental Dr.
Ferreira de Abreu e o ensino médio no Colégio Estadual Dom Jodo Becker,
ambos localizados em Porto Alegre (RS).

Iniciou sua carreira académica em agosto de 1997, quando ingressou no
curso de Licenciatura Plena em Ciéncias Biolégicas (PUCRS) e o concluiu em
dezembro de 2001. De maio de 2000 a dezembro de 2001, atuou como bolsista
de Iniciagdo Cientifica da FAPERGS, no Departamento de Genética da
UFRGS. Em marg¢o de 2002, ingressou no PPG — Fitotecnia (UFRGS), cursou
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