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RESUMO

ANDRADE, Luciano Rogério Braatz de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro de 2015Vulnerabilidade genética e relacdo dos germoplasmas comelisia

de milho no Brasil entre si e com 0s genitores da populacdo Nested Association
Mapping. Orientador: Aluizio Borém de Oliveir&oorientador: Roberto Fritsche Neto.

O germoplasma comercial de milho é oriundo de apenas sete linhagens endogamicas, o
gue pode levar a vulnerabilidade genética deste a estresses abidticos e bioticos, e limitar
0s ganhos com a selecdo no Brasil. A vulnerabilidade genética ocorre em culturas
melhoradas de baixa variabilidade genética, presentes em grandes areas. Por exemplo, a
infestacdo de helmintosporiose em 1970 causou preocupacao entre os melhoristas Norte-
Americanos com a diversidade genética de seus hibridos. No Brasil, o0 mercado de
sementes é dominado por poucas empresas: Mofig@3&b), DuPont Pione®r(30%),

Dow Agrosciences (15%), Syngenfa (10%) e Helix Sementes (4%). Assim ¢é
importante 0 monitoramento da diversidade genética que estd sendo utilizada, pois as
praticas de melhoramento, registro e marketing de novos cultivares podem conduzir a
vulnerabilidade genética. Diante do exposto, o objetivo foi avaliar o risco de
vulnerabilidade genética e as relacfes entre os germoplasmas comerciais brasileiros de
milho e destes com o0s genitores da populacédo Nested Association Mapping. (NAM)
Visando atender a esses objetivos foram utilizados os genétipos dos hibridos elite das
empresas de maiores market-share no Brasil e os genitores da populacdo NAM. Os
hibridos foram genotipados para 700 marcadores do tipo SNP, por meio da plataforma
lllumina GoldenGat®. Ja os dados genémicos dos genitores da NAM foram olstidlos

banco de dados do Panzea, os quais foram genotipadolss pauSiNP’s. Os dados dos
marcadores para os genotipos foram submetidos as analises de correlacdo entre as
frequéncias alélicas, estruturacdo populacional e diversidade genotipica. Pelo tamanho
efetivo populacional evidenciou-se baixo risco de vulnerabilidade genética para o
germoplasma comercial brasileiro. A distancia genética entre o germoplasma comercial
brasileiroé menor que a encontrada na NAM, sendo menor ainda entre os hibridos de
mesma empresa. O germoplasma comercial brasileiro ndo apresentou relacdes estreitas
com as linhagens genitoras da populacdo NAM, com excecdo da linhagem
Norte-Americana B73, esta que pertenceu a mesma populacdo pela estruturagcao
populacional. Isto evidencia que a linhagem B73 ou seu grupo grupo heterotico (lowa
Stiff Stalk Synthetic) tiveram grande influéncia na formacdo do germoplasma comercial

brasileiro.



ABSTRACT

ANDRADE, Luciano Rogério Braatz de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
February, 2015. énetic vulnerability and relationship between commercials
germplasms of maize in Brazil and progenitors of nested association mapping
population. Adviser: Aluizio Borém de Oliveira. Co-Adviser: Roberto Fritsche Neto.

The limited genetic variability of the Brazilian commercial maize germplasm, aggin

from only seven inbreed lines, could result in genetic vulnerability to abiotic and biotic
stress, and also to lire selection gain. The genetic vulnerability happens to situations
with low genetic variability, in large areas. The infection of Southern corn leaf blight in
70’s, concerned the North-American breeders about their hybrids genetic diversity. In
Brazil, Monsant8, DuPont Pione&; Dow Agrosciencés and Syngenta have the
largest seed market share. Therefat®, important to monitor the genetic diversity
available in the country, because breeding practices, registration and marketing of new
varieties could result in genetic vulnerability. Thus, the objectives of this study were to
evaluate the risk of genetic vulnerability and the relationships between the Brazilian
commercial maize germplasm and the Nested Association Mapping (NAM) genitors.
Aiming to achieve thee objectivesjt was include in this work the elite hybrids of the
largest market share companiesBrazil and the NAM genitors. The hybrids were
genotyped by lllumina GoldenG&latform, while the genomic data of NAM genitors
were obtained in Panzea. The genotypes were subjected to linear correlation analysis,
population structure and genetic diversity analysis.d$ shown lower risk of genetic
vulnerability with the Brazilian commercial germplasm. There is a narrow relationship
within the Brazilian commercial germplasm, being closer between the hybrids of same
company. The Brazilian commercial germplasm did not show close relationship with the
NAM genitors, with exception of North-American line B73, which belonged to the same
population of the population structure analysis. This showed that the line B% or
heterotic group (lowa Stiff Stalk Synthetic) had great influence at the Brazilian

commercial germplasm formation.
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1 INTRODUCAO

A cultura do milho mudou drasticamente com o inicio do uso de hibridos de milho
em 1933 nos Estados Unidos, 1950 na Europa (Le Clerc et al., 20053 no Brasil
(Galvéo et al., 2014). Segundo Duvick (2001), o uso de cultivares hibridos € vantajoso
devido a sua elevada produtividade, estabilidade e homogeneidade. A produtividade
beneficiou economicamente os agricultores. A estabilidade elevou a tolerancia a estresses
abidticos e bidticos. J& a homogeneidade favoreceu o processo de mecanizacdo da
lavoura, 0 que gerou um aumento no tamanho das areas cultva@asicado no nimero
de propriedades. Entretanto, o germoplasma comercial de milho possui base genética
estreita, sendo que, os principais cultivares hibridos do mundo séo oriundos a partir de
cruzamentos envolvendo apenas sete linhagens endogamicas: B73, Mo17, LH82, LH123,
PH207, PH59 e PHG39 (Mikel e Dudley, 2006).

Segundo Romay et al. (2011), a limitada variabilidade genética do atual
germoplasma comercial de milho pode levar a vulnerabilidade das lavouras a estresses
abidticos e bidticose assim gerar inseguranca alimentar e limitar os ganhos com a
selecdo. A vulnerabilidade ocorre principalmente quando a cultura possui baixa
variabilidade genética, e esta presente em grandes areas e em sistemas de monocultura,
em geralde um (nico ou poucos cultives (Brown, 2008). Como exemplo da
vulnerabilidade genética em milho, Williams e Hallauer (2000) relatam que os
melhoristas americanos somente preocuparam-se com a diversidade genética entre seus
hibridos apos a infestacdo de helmintosporiose (Exserohilum turcicum) em 1970. A
suscetibilidade esta ligada ao citoplasma T, responsavel pela macho-esterilidade utilizada

na producdo de sementes hibsiflaevings, 1990).

Atualmente, o Brasil utiliza sementes certificadas em 90% das areas cultivadas com
milho (ABRASEM, 2013). Destas, a maioria dos cultivares disponiveis sdo hibridos
(88,32%6) (Cruz et al., 2013), sendo este mercado dominado pelas empresas Mgnsanto
35% do Market-share, seguida pela Dupont Piéhg8%), Dow Agroscienc&915%),
Syngent& (10%), Helix Sement&s(4%), EMBRAPA (3%) e demais empresas (3%).
Neste contexto, Segundo Reif et al. (2005), o monitoramento da diversidade genética
disponivel é importante, pois as praticas de melhoramento de plantas, o registro e o
marketing dos novos cultivares podem conduzir a vulnerabilidade genética. Isto devido
as praticas de melhoramento visar a homogeneidade, a estabilidade dos cultivares. O

registro de poucos cultivares devido a fatores econdémicos ligados ao custo na producéo
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de sementes. Ja o marketing influencia na escolha dos agricultores sobre o cultivar a ser

utilizado em suas lavouras.

A diversidade genética pode ser estimada por meios de informacdes fenotipicas e
genotipicas, dentre as analises utilizadas destacam-se: Componentes principais (Technow
et al., 2014), Agrupamento (Liu et al., 2010) e estruturacdo populacional (Wy et al.
2014). O uso de marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) vém crescendo
devido a grande quantidade de marcadores e plataformas de genotipagem dispsniveis, o
quais possibilitam estudos de analise de diversidade genética e estruturagédo populacional
(Wu et al., 2014), relacao e origem de germoplasma (Lu et al., 2009; Semagn et al., 2012),
construcdo de mapas fisicos (Gore et al., 2009), deteccao de genes (Peiffer et al., 2013)
associacdo gendémica (GWAS Genome Wide Association), e selecdo genbmica
(GWS — Genome Wide Selectipn(Frascaroli et al., 2013). Estes marcadores sao
bialélicos, de baixa informacao polimorfica, o que € compensado por terem boa cobertura
no genoma do milho (Van Inghelandt et al., 2010) e pelos avancos na automacédo do

processo de genotipagem para diversas espécies (Frascaroli et al., 2013).

Para fins de detectar a origem ou parentesco dos hibridos comerciais brasileiros por
meio de anadlises de diversidade genética e estruturacdo populadiaastssante usar
uma populacdo de referéncia. Visando prover recursos genéticos para estudos de
caracteres quantitativos (QTLs) em milho, Mcmullen et al. (2009) desenvolh&eram
populacdo Nested Association Mapping (NAM). A populacdo NAM, consiste de 25
progénies com 200 linhagens endogamicas recombinantes (RILs) cada. Os genitores
utilizados para a formagéo das progénies foram a linhagem B73, como testadora, e 25
linhagens selecionadas entre 260 linhagens enddgamicas representantes da América do
Norte (Estados Unidos e Canadéd), Europa, Africa do Sul, Tailandia e dos bancos de
germoplasma do CIMMYT e do Instituto internacional de Agricultura Tropical (HTA
International Institute of Tropical Agriculture), visando avaliar a diversidade genética de
cada regido e as relacdes entre os germoplasmas destas regides (Liu et al., 2603). Est
representam a diversidade mundial de milho e sdo divergentes com a linhagem B73
(Mcmullen et al., 2009). A linhagem B73 foi escolhida como genitor comum devido ao
seu uso na construcdo do mapa fisico do milho (Wei et al., 2007), no projeto de
sequenciamento do milho (www.maizesequence.erggr uma das linhagens mais
utilizadas em blocos de cruzamentos em todo o mundo, em vista da sua alta capacidade

geral de combinacgéo.



2 OBJETIVOS

i) Estimar a variabilidade genotipica entre os hibridos das principais empresas de
melhoramento de milho no Brasil.

ii) Identificar o risco de vulnerabilidade genética, por meio do tamanho efetivo
populacional da populacédo dos hibridos comerciais brasileiros e do germoplasma que
originou, e as relacdes de parentesco genético entre os germoplasmas das empresas de
melhoramento de milho no Brasil.

iif) Estimar a relacdo do germoplasma comercial de milho com os genitores do painel

de diversidade Nested Association Mapping.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material genético

Para representar o germoplasma elite de milho brasileiro foram utilizados hibridos
comerciais das empresas de maior destaque no mercado de sementes. Estas empresa
juntas possuem 94% do market-share, em gonsant§ lidera com 35%, seguida
pela DuPont Pioneer® (30%), Dow Agroscierft§$5%), Syngenta (10%) e Helix
Semente’ (4%). A Monsanto foi representada pela marca comercial DekatbDow
Agrosciences foi representada por si e pela marca Agromen Tecfoldgia Helix
Sementes foi representada pelas marcas Bioffiar&anta Helena SementesEstes
hibridos (populacdo 1) possuem alta adaptabilidade, e sdo, na sua maioria, transgénicos
(Tabela 1).

Tabela 1- Descricdo dos 20 hibridos comerciais de milho deste estudo

Empresa Hibrido Tipo Ciclo Tipo Gréo Cor do Gréo
Agromen Tecnologia 30A37PW HS Precoce Semi-Dentado  Amarelo-Laranjad
Biomatrix BM820 HS Precoce Duro Avermelhado
BM207 HD Precoce Semi-Duro Avermelhado
BM915PRJ HS Super-Precoce Semi-Dentado -
Dekalb DKB 340 PRG HS Semi-Precoce  Semi-Duro Amarelo
DKB 310 PRG HS Normal Semi-Duro Amarelo-Laranjado
DKB 390 HS Precoce Duro Amarelo-Laranjado
DKB 177 PRG HS Precoce Semi-Duro Amarelo-Laranjadc
Dow Agrosciences 2B688PW HT Precoce Semi-Duro Alaranjado
2B587PW HS Precoce Semi-Dentado  Amarelo-Laranjad
2B710PW HS Precoce Semi-Duro Amarelo-Laranjadc
2B810PW HS Normal Semi-Duro Alaranjado
2A550PW HS Precoce Semi-Duro Alaranjado
DuPont Pioneer P4285H HS Precoce Duro Amarelo-Laranjado
30F53H HS Precoce Semi-Duro Alaranjado
Santa Helena Sementes SHS 5560 HT Precoce Duro Laranja
Syngenta Truck TL¢ HS' Precoce Duro Alaranjado
Férmula TL HS Super-Precoce Duro Alaranjado
Status Viptera HS Precoce Duro Alaranjado
Impacto TL° HS Precoce Duro Alaranjado

HS: hibrido simples, HS’: hibrido simples modificado, HD: hibrido duplo, HT: hibrido triplo. Letras em
sobrescrito representam a tecnologia transgénica presente no HBdderCor&, *YieldGard®, ¢ Herculex,

dTL®, e Vipter®.
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Com a finalidade de obter conhecimento sobre as principais fontes do germoplasma
brasileiro atual, utilizowse juntamente com os hibridos anteriormente descritos, os
genitores da populacdo Nested Association Mapph@M) (www.panzea.org) e a
linhagem Mo17 (Mcmullen et al., 2009) (populacéo 2; Tabela 2). A linhagem Mo17 foi
utilizada devido a sua importancia para o melhoramento do milho e pela alta capacidade
especifica de combinagcdo com a linhagem B73. Desta populagédo foram utilizados, as
linhagens Mol17, B78outras 25.

Tabela 2 - Painel dos genitores da populacdo NAM utilizados para

informar sobre a possivel origem do germoplasma brasileiro de

milho

Linhagem Grupo/Origem Linhagem Grupo/Origem
B73 stiff stalk Ky21 non-stiff stalk
B97 non-stiff stalk M162W  non-stiff stalk

CML103 tropical-subtropical M37W -
CML228 tropical-subtropical Mol7 lancaster
CML247 tropical-subtropical Mol1l8W -
CML277 tropical-subtropical MS71 non-stiff stalk
CML322 tropical-subtropical NC350 tropical-subtropic
CML333 tropical-subtropical NC358 tropical-subtropic

CML52 tropical-subtropical 0Oh43 lancaster

CML69 tropical-subtropical Oh7b -

Hp301 milho pipoca P39 milho doce

l114H milho doce Tx303 -

Ki3 tropical-subtropical Tzi8 tropical-subtropice
Kill tropical-subtropical

Fonte: Liu et al. (2003).

Os genitores da NAM e a linhagem Mol17 foram genotipadas com um array de
1536 marcadores SNPs pela plataforma lllumina GoldefiGkuenina, San Diego, CA).
No banco de dados Panzea (www.panzea.org) estdo disponibilizadas as informacdes
genotipicas das 27 linhagens, os 26 genitores da NAM e a linhagem Malds paon6

SNPs que foram informativos.

3.2 Genotipageme controle de qualidade dos dados genéticos

Para coleta do material genético, foram semeadas trés sementes por hibrido em
vasos de cinco litros, preenchidos com uma mistura de solo e substrato em mesma

proporgéao, no campo experimental Diogo Alves de Melo na Universidade Federal de
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Vicosa, no més de margo de 2014. No estadio de trés folhas completamente expandidas
(V3), foram coletadas folhas destes hibridos para realigdiofilizacdo no Bioagro, na

Universidade Federal de Vicosa.

As amostras foram entdo enviadas a empresa DuPont Piopaex a realizacéo
da genotipagem. Essa foi feita por meio da plataforma lllumina GoldéhGateum
array de 768 SNPs (Fan et al., 2003). Este painel foi o mesmo utilizado por Nelson et al.
(2008) com o objetivo de inferir sobre a estruturacéo populacional, a origem e as relacées

entre os genitores de hibridos comerciais Norte-americanos.

De posse dos dados gendmicos realizou-se a convers&NBs para algarismos
numericos (1, 2 e)3or meio do pacote scrime (SCHWENDER e FRITSCH, 2013) do
programa R (R Core Team, 2014). O controle de qualidade dos dados gendmicos foi
realizadoconsiderando Call Rate de 90% e Minor Frequecy Alele (MAF) de 5%. Para
este fim utilizou-se o pacote HapEstXXR (KNUEPP&EROHDE, 2014) também do

programa R

Ao utilizar os dados genotipicos do NAM, foram analisados apenas os SNPs
comuns entre a populacdo 1 e os genitores da populacéo 2, originando uma populacéo
conjunta (hibridos brasileiros e genitores do NAM). ApOs a confeccdo deste painel

procedeu-se com o controle de qualidade dos dados semelhante ao descrito anteriormente.

3.3 Andlises dos dados gendmicos
Foram realizadas para cada SNP, para a populacdo dos hibridos comerciais

brasileiros e a populagdo conjunta, as seguintes estimativas

[
i) Diversidade génica ou heterozigosidade esperdgja (D, =1—Z p?), em que
i=1

p. é afrequéncia do alelopara o SNP avaliado.

H.+R
2x(D+H,+R)

i) Minor allele Frequency - MAFNIAF = ), em queH, é o total

de locos heterozigotos para o SNP avaliddoé o total de locos homozigotos para o
aleloi, R é o total de locos homozigotos para o aléloeste ultimo alelo de menor

frequéncia.



iif) Heterozigosidade observaddt, (H, = H, R), em queH, € o total de

D+H, +
locos heterozigotos para o SNP avaliabDog o total de locos homozigotos para o alelo
i, R é o total de locos homozigotos para o alelo
iv) Conteudo de informacao polimérfica - PIC (Polimorphism Information Content)
K k-1 k
(PIC=1-> F->.> . 2F ). em quep e p; é a frequéncia do aleloe jpara o
i=1 i=1j=+1
SNP avaliado.
Estes parametros foram estimados por meio do software PowerMarker 3.25 (Liu e
Muse, 2005).
A partir das frequéncias alélicas foram estimadas as distancias genotipicas entre os

gendtipos conforme proposto por Nei et al. (1983) (:lz{l—z /)gj Y, }), em que
r= i—1

X, €y, sao as frequéncias observadas do dlgiara o locoj nos gendtipox e vy,

respectivamente.

Em seguida, foi construido um dendrograma de consisténcia de nés, com o0s
parametros de bootstrap (duas mil repeticdes), pelo método hierarquico da ligacdo média
(UPGMA - Unweighted pair group method average). Estas analises foram realizadas por
meio do software PowerMarker 3.25. O dendrograma de consisténcia de ndés foi gerado
por meio do software MEGAS5.1 (Tamura et al., 2011).

Para inferir sobre a vulnerabilidade genética do germoplasma comercial brasileiro

, e da

foi estimado o tamanho efetivo populacional (Ne) dos hibrid@&l 1
+

st

populacéo que gerou os hibridos analisad¥g= 21 ”, em queF,, é o coeficiente de

st

endogamia populacional. Este foi estimado conforme proposto por Resende (2014), via

matriz de parentesco genémidd ), em queG é dado porG = ”, em quew

n

> 2pq
i=1

€ a matriz de incidéncia para efeito fixo de alelos de marcadores bialg@ieos, séo
as frequéncias alélicas de marcadores bialélicos para o.16r&, € obtido pela média

da diagonal da matriz G menos um.
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A identificagcdo de alelos privados de cada empresa foi feita pelo software
Convert 1.31 (Glaubitz, 2004). S&o considerados alelos privados de determinado loco,
agueles que estao presentes em uma populacéo e ausente nas demais. Em seguida, forar
anotadas as posi¢coes dos marcadores que apresentaram estes alelos pigados e
informacBes sobreas fungBes metabdlicas e biologicas dos genes possivelmente
associados a estes. Para isso utilizou-se a plataforma gramene (www.gramene.org)
(Monaco et al., 2014).

Para quantificar a relacdo de parentesco entre os germoplasmas das empresas,
realizou-se andlise de correlacdo de Pearson entre as frequéncias alélicas das empre

para os marcadores SNPs selecionados.

Visando identificar a estrutura e as relacdes entre os germoplasmas elite das
empresas de melhoramento de milho no Brasil (populacdo 1) e suas relagdes com as
linhagens genitoras do painel de diversidade NAM (populacédo 2), foram feitas duas
estruturacbes populacionais. Na primeira apenas foram consisl@adenoétipos da
populacdo 1 e na segunda os das populacdes 1 e 2, em conjunto. A estruturacao
populacional foi realizada pelo software Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Foram
consideradas as seguintes pressuposi¢cdes: modelo com mistura entre as populacées (with
admixture), com numero de populacoés)(variando de 1 a 1@& com dez repeticdes
para cad& . Para cada corrida, 0o numero de cadeias de Markov (MEMaZ kov Chain
Monte Carlo) foi de um milh&o, com Bumm-das 500 mil primeiras cadeias de MCMC.

Visando estimar o numero de populacdes que melhor estrutura os gendétipos, foi

utiizado o critério do wvalor de AK (Evanno et al, 2005)

mDL(K +1)- 2L (K )+L (K —1)] §

o[ L(K)]

neperianos da probabilidade dos dados de cada passo do MCMC e subtraido pela metade

GGAK:

, em ge L(K) é a média dos logaritmos

da variancia para o numero de populacBesEge valor foi estimado pelo software
Structure Harvester (Earl e Vonholdt, 2012).

De posse dos resultados da estruturacdo populacional, foi estimado as atribuicdes
de cada linhagem a cada populacdo de acordo com seus valores médios de probabilidade

de associacady, ), em queQ, éa proporgéo estimada do genoma do genotipo i derivado
da populagéo k (Pritchard et al., 2000). A partir dos valore3,dde cada gendtipo foi

construido um grafico de barras, o qual representa a relacdo do geruatipccada
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populacdo K . Considerase gendtipos pertencentes ao mesmo grupo ou populacao,
aqueles cujdQ, for superior 60%. Foram considerados como pertencentes a populacao

mista os individuos que ndo se encaixarem em nenhuma populagdo conforme descrito

acima (Yang et al., 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1  Andlise de diversidade genética via marcadores SNPs

No presente estudo, do total de 768 marcadores SNPs genotipados nos hibridos
comerciais, 50 falharam na genotipagem, outros 195 tinham mais de 10% de dados
perdidos (call rate de 90%) e 108 tinham MAF inferior a 5%. Com isto, foram utilizados
413 SNPs, 53,8% dos marcadores. Ja na populacdo conjunta, formada pelos hibridos
comerciais e as linhagens genitoras da populacdo NAM (Mcmullen et al., 2009), foram
encontrados 340 marcadores SNPs em comum e polimorficos. Destes, 266 foram
selecionados considerando Call Rate minimo de 90% e MAF a 5%. E comum em
trabalhos dessa natureza a retirada de marcadores SNPs com baixo polimorfismo ou
elevado numero de dados perdidos. Isso é realizado para eliminar os marcadores que nao
possempoder de distinguir os genétipos nas populacdes. Neste contexto, Mammadov et
al. (2012) utilizaram call rate de 94% e MAF de 3% em trés bancos de daudbaje
sendo dois do Panzea (Zhao et al., 2006; Gore et al., 2009) e um do Maize Assembled
Genomics Islands (MAGI), em que de 10.599PSNoram analisados apenas os 1054

informativos, ou seja, 9,94% do total.

Os marcadores SNPs geralmente apresentem valores de PIC relativamente baixos
guando comparados, por exemplo, com os marcadores microssatélites, que chegam a
valores proximos de um (Sant'ana et al., 2012). Mesmo assim, estes sdo abundantes e tém
relativas taxas de polimorfismo, e podem ser encontrados em 80% dos fragmentos
sequenciados (EST) do milho (Borém e Caixeta, 2009). Gore et al. (2009) identificaram
cerca de 3,3 milhdes de SNPs e delecdes/inser¢cdes em milho. Segundo 0s mesmos
autores, a cada 44 pares de bases nitrogenadas uma era polimorfica. Os marcadores SNP:
selecionados para discriminar a populacédo dos hibridos comerciais brasileiros exibiram
estimativas de diversidade génica, com média de 0,34, e amplitude de 0,09 a 0,50; o PIC
médio foi de 0,28, e amplitude de 0,09 a 0,37; a estimativa da heterozigosidade média
observada foi de 0,33, variando de 0 a 0,79; j& a MAF apresentou média de 0,26, com
amplitude de 0,05 a 0,50.

Estes resultados evidenciam que o conjunto de SNPs usados apresentaram
diversidade génica superior a outros trabalhos que utilizaram a mesma plataforma de
genotipagem, como por exemplo, o de Nelson et al. (2008). Neste trabalho olsgervou-

médias de diversidade génica e PIC de 0,33 e 0,26, respectivamente. A diversidade génica
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nos 20 hibridos comerciais brasileiros é simalabservada entre as 103 linhagens do
germoplasma comercial Norte-Americano da década de 80 encontrada por Nelson et al.
(2008). Além disso, os SNPs identificados no germoplasma comercial brasileiro de milho
apresentaram maior PIC, sugerindo maior diversidade genética do germoplasma

brasileiro em relagcdo ao americano.

A estimativa de heterozigosidade observada foi inferior a esperada tanto para os
hibridos simples, como duplos. Logo, parte dos locos avaliados pode apresentar interacao
alélica aditiva e estar ligados a genes de importancia agrondmica, pois os alelos estao
presentes em ambos os genitores de cada hibrido. Além disso, este fendmeno pode ser
consequéncia da selecdo, na fixacdo de alelos favoraveis nas populacdes melhoradas
(Carneiro et al., 2007).

As frequéncias observadas das estimativas de PIC, e de diversidade génica
(Figuras l1la e 1c; barras pretas) seguiram uma distribuicdo exponencial, ou seja, a maior
parte dos SNPs selecionados possui altas estimativas de PIC e de diversidadmgénica
mais de 40% dos SNPs com estimativas de 0,41 a 0,50 para diversidade §@aica. J
PIC, mais de 50% dos SNPs apresentaram estimativas entre 0,31 e 0,40. Essas
informacdes reiteram as previamente descritas, sobre o poder destes SNPs em discriminar

genotipos.
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Figura 1 - Frequéncias observadas (FO) de marcadores SNPs para as estim&ti€as de
(contetdo de informacao polimérfica) (a), heterozigosidade observada (b),
diversidade génica (c) e MAF (Minor Allele Frequency) (d). Barras pretas
referem-se as estimativas dos SNP SNPs na populacéo dos 20 hibridos comerciais

e as cinzas a populacdo composta pelos 20 hibridos e os genitores da NAM.

Em relacdo as frequéncias de heterozigosidade observadas e MAF (Figuras 1b e 1d,
barras pretas), estas seguem uma distribuicdo normal platicurtica, de baixo efeito de
curtose. Estes marcadores SNPs apresentam alto desvio padrdo quanto as estimativas de
heterozigosidade observada e MAF. A distribuicdo de heterozigosidade observada é um
pouco assimétrica a direita, pois possui moda e mediana esenua a média. Esses
valores indicam que ha predominancia de homozigose para os locos avaliados, como ja

discutido anteriormente.

Outra relacdo interessante é o efeito que a heterozigosidade tem sobre a MAF,
especificamente quando os marcadores sao bialélicos. Quando o loco é heterozigoto e sob
as condicbes previamente descritas, os alelos possuem a mesma frequénciaaalélica d

populacdo. Logo quanto maior a heterozigosidade maior serd a MAF. No entanto,
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aumento da MAF nédo implica necessariamente em altos valores de heterozigosidade
observada.

Os marcadores utilizados para avaliar a relacéo entre os hibridos comerciais tiveram
estimativas altas de diversidade génica, com média de 0,43 e amplitude de 0,10 & 0,50; a
estimativa média de PIC foi de 0,33, com amplitude de 0,09 a 0,37; a estimativa da
heterozigosidade média observada foi de 0,13, variando de zero a 0,30; a MAF teve

estimativas altas com média de 0,35 com amplitude de 0,05 a 0,50.

As médias da heterozigosidade observada foram diferentes entre as popula¢ées, nos
hibridos de 0,33 e na populacédo conjunta de 0,13. Isto ocorreu devido aos genitores da
populacdo NAM sem linhagens endogamicas. No entanto, os indices de diversidade
génica e PIC, tiveram um incremento sensivel em suas estimativas, ou seja, 0s SNPs
comuns selecionados para as duas populacdes foram suficientes para discriminar os
genotipos. O aumento na MAF de 0,25 para 0,35, indica que os marcadores na populacéo

NAM apresentaram, em média, elevados valores de MAF, muito préximo de 0,50.

As distribuicGes das estimativas de PIC e da diversidade génica, para a populacao
conjunta (20 hibridos eNAM), também seguiram distribuicdo exponencial
(Figura 1a e 1c; barras cinza). Porém, houve aumento das frequé@&s@atdativas de
PIC de 0,31 a 0,4 de 53% para 79,7% e das de diversidade génica de 0,41 a 0,5 de 43%
para 73,3%. Isto ocorreu devido ao aumento do nimero de individuos analisados e

também pela alta diversidade genética ergigeaitores da populacdao NAM.

Quando analisada a populagdo conjunta, houve uma queda nas estimativas de
heterozigosidade observada (Figura 1b; barras cinzas), o que era esperado devido ao
genitores serem linhagens endogamicas e estarem em maior nimero que os hibridos na
populacdo conjunta. Com isso, a distribuicdo das estimativas de heterozigosidade
observada ficou com maior efeito de assimetria a direita. Embora estas estimativas
tenham reduzido suas magnitudes, as de MAF aumentaram a ponto de alterar a
distribuicdo normal para exponencial (Figura 1d; barras cinzas). As frequéncias das
estimativas de MAF que variavam de 0,41 a 0,5 eram de 18,1% de todos os locos

avaliados na populacéo 1 e alteraram para 46,2% na populacao conjunta.

Os indices de diversidade génica, PIC, heterozigosidade observada e MAF foram
estimados também para os germoplasmas de cada empresa de melhoramento de milho no
Brasil (Tabela 3)Para isso, os hibridos foram agrupados pelas suas empresas detentoras.

As empresas apresentaram indices similares para todos os parametros. Noeantanto,
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Syngenta apresentou estimativas um pouco distintas das demais, com indices de
diversidade génica (0,31), PIC (0,24), heterozigosidade observada (0,38) e MAF (0,24),
maiores que as demais empresas. A diversidade géradslC foram baixas para as
empresas Agromen Tecnhologia e Santa Helena Sementes principalmente devido ao baixo
namero de hibridos amostrados de cada uma destas empresas. No entanto, os indices
MAF e heterozigosidade observada foram informativos, indicando que nédo ha
predominio de locos heterozigotos nos hibridos destas empresas.

Tabela 3 - Numero de hibridos (NH) e estimativas por empresas da divergdaue g

(Dg), conteudo de informacao polimorfica (PIC), heterozigosidade observada (Ho), e
menor frequéncia alélica (MAF)

Empresas NH Dy PIC Ho MAF
Agromen 1 0,04 0,04 0,37 0,04
Biomatrix 3 028(0-05 0,22(0-037) 0,31(0-1) 0,21 (0-0,
Dekalb 4 028(0-05) 0,22(0-037) 0,34(0-1) 0,21 (0-0,

Dow Agrosciences 5 0,26 (0-0,5) 0,21 (0-0,37) 0,30 (0-1) 0. 2050
DuPont Pioneer 2 0,27 (0-0,5) 0,21 (0-0,37) 0,32 (0-1) 0,225(0-(
Santa Helena 1 0,07 0,07 0,31 0,07
Syngenta 4 0,31(0-05 0,24 (0-0,37) 0,38 (0-1) 0,24 (0-C

Por meio dos indices de diversidade génica e PIC pode-se inferir tambéra sobre
diversidade genética do germoplasma e o grau de parentesco entre os hibridos dentro de
cada empresa. Quanto maior a estimativa destes indices maior é a diversidade genética
do germoplasma da empresa e, portanto, menor o grau de parentesco entre os hibridos
desta (Oyekunle et al., 2015). Todas as empresas apresentaram baixas estimativas de
diversidade génica e PIC para os locos avaliados. Isto ocorreu, possivelmente, devido ao

baixo numero de hibridos avaliados por empresa.

Foram identificados um, trés e 12 alelos privados nas empresas Biomatrix, DuPont
Pioneer e Syngenta, respectivamente (Tabel® 4rande nimero de alelos privados
observados no germoplasma da empresa Syngenta, evidencia uma neag@ndia
genética desta em relagédo as demais. Os hibridos da Syngenta apresentam alelos privados
NOsS Cromossomos um, quatro, cinco, seis, sete e nove (Panzea - www.panzea.org). Estes
alelos estao relacionadwsliretamente a diversas fun¢des bioldgicas como a sinalizacao
celular e a organelas celulares como cloroplasto e vacuolo (Gramene -
www.gramene.org No entanto, até o momento nenhum destes alelos possui fungéo
direta com caracteres agrondmicos ou componentes de producdo (Gramene -

WWww.gramene.org).
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Tabela 4 - Alelos privados do germoplasma de cada empresa, cromossomo (Chr), posi¢ao ranco@nokb (Pos),

gene associado, distancia do gene associado em kb (Dist) e fungbes do gene associado

Empresas Marcador Chr Pos (kb) Gene associado
Biomatrix PZA02970.9 6
D. Pioneer PZA00065.2 1

Dist (kb) Func¢ode
98.315,9 GRMzZM2G701028 29,7 -*
49.6214 GRMZM2G056373 1,9 -*

PZA00427.3 6

80.974,9 GRMZM2G103033

89,8 Ligacdo proteica.

PZA02519.7 10 142.184,1 GRMZM2G028902 23,8 -*

Syngenta PHMA4531.46 1

22.892,8 GRMZM2G312226 introrProcesso catabolico da quitina,

Processo catabodlico da mebran:
celular, Atividade da quitina.

PHM11000.2 1 43.554,6 GRMZM2G030880 intron Cloroplasto, Membrana tilacoide
do cloroplasto.

PZAO00975.1 4 9.759,8 GRMZM2G097469 0,04 -*

PHM14055.6 4 53.4415 GRMZM2G049525 26,6 Ciclo Celular Mitotico,
Recombinac&o do DNA.

PHM1307.11 4 56.312,8 GRMZM2G568636 22,9 Vacuolo, Processo de Ox-reduci

PZA00401.1 5 56.0194 GRMZM2G048455 23,4 Cascatade MAP quinase.

PZA03063.18 6 35.896,3 GRMZM2G035741 intron -*

PHM10225.15 7 167.937,9 GRMZM2G150758 8,3 -*

PZA03416.7 9 17.000,2 GRMZM5G891465 0,4 -*

PHM13183.1 9 107.796,8 GRMZM2G055320 13,4 Atividade Catalitica.

PHM2278.86 9 112.333,8 GRMZM2G093270 18,3 -*

Fonte: Gramene (www.gramene.org/ acessado em 11 de janeiro de*R@hhum relato ontolégico encontrado
até o momento.

4.2  Vulnerabilidade genética dos hibridos brasileiros de milho

A estimativa de tamanho efetivo populacional € muito usada para representar a
diversidade genética encontrada na populacéo, o risco de deriva genética, e até mesmo a
vulnerabilidade genética de uma populacdo (Sebbenn e Seoane, 2005). Nesteasentido,

coeficiente de endogamia populaciond, ) nos 20 hibridos foi de 0,08, o que

corresponde a um tamanho efetivo populacional estimado de 18,54 individuos. Ja a
estimativa do tamanho efetivo populacional dos genitores dos 20 hibridos comerciais
avaliados foi de 127,22 individuos. Este alto tamanho efetivo populacional permite inferir
gue o quadro atual dos hibridos comerciais brasileiros oferece pouco risco de
vulnerabilidade genética, considerando a variabilidade genética e o coeficiente de
parentesco entre eles. Segundo Sebbenn e Seoane (2005) tamanhos efetivos superiores
ou similares a populagéo real estudada ocorrem quaad@stimativas de correlacdo

genéticas negativas ou proximas de zero entre 0s gendtipos avaliados. Todavia, €
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importante ressaltar que existem outros fatores ligados a vulnerabilidade genética que néo
foram considerados neste estudo como exemploea de plantio, a proporcao de
mercado de cada hibrido e a vulnerabilidade devido a genes de resisténcia a pragas e
doencas, o0 que sugere, que a baixa vulnerabilidade aqui encontrada deve ser considerada

com cautela.

Neste mesmo contexto, o germoplasma comercial Norte-Americano de milho da
década de 80 (Nelson et al., 2008), apresentou tamanho efetivo populacional de 55,9

individuos, correspondente a estimativa de coeficiente endogamico populagipnde

0,84. Esta estimativa evidencia maior vulnerabilidade genética deste germoplasma em

relacdo ao germoplasma comercial brasileiro.

As correlagcdes entre as frequéncias alélidéas marcadores SNP’s entre as
empresas foram significativas ao nivel de 1% de significancia (Tabela 5). Isso indica que
h& uma relacdo de parentesco entre o germoplasma das diferentes empresas consideradas
Destes, a empresa Dow Agrosciences obteve osesaidices de correlacdo alélica com
as empresas Agromen Tecnologia (0,74), Santa Helena Sementes (0,77) e Biomatrix
(0,68). A correlacdo entre a Dow Agrosciences e a Agromen Tecnologia pode ser
explicada pelo fato de a segunda empresa ser afiliada da primeira, porém com
administracdo e estrutura produtiva independentes. No entanto, ha a possibilidade de
agregar as tecnologias e acessar o0 banco de germoplasma unificado
(www.dowagro.com/br/agromen/nossa/brasil.htm, acessat28 de janeiro de 2015).

J& as correlagBes entre a empresa Dow Agrosciences com a Biomatrix e a Santa Helena
Sementes séo altas apesar de nao existir relagbes conhecidas entre elas. Entretanto, ac
empresas Biomatrix e Santa Helena Sementes séo pertencentes a Helix Sementes. A Sants
Helena Sementesifadquirida pela Helix Sementes em 2@ltiansferiu os estoques de
semente, o banco de germoplasma e a estrutura comercial para a Biomatrix
(www.agroceres.com.br/negocios_sementessh.jsp, acessado em 28 de janeiro de 2015).
Embora estas empresas sejam do mesmo grupo, elas ndo possuem uma correlacao tao altz
entresi como a correlagdo delas com a empresa Dow Agrosciences. Isto provavelmente
ocorreu pelo pouco tempo de intercambio de material, sendo posterior ao

desenvolvimento e lancamento dos cultivares avaliados.
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Tabela 5- Correlagdo entre as frequéncias alélicas de 413 SNPs presentes no

germoplasmaaksprincipais empresas de melhoramento de milho no Brasil

Empresas Biomatrix Dekalb Dow Pione8H Syngenta Médi
Agromen 0,57** 0,53* 0,74** 0,52* 0,48** 047** 0,55
Biomatrix 0,65** 0,68** 0,58** 0,55** 0,53** 0,59
Dekalb 0,60** 0,54** 0,51** 0,54** 0,56
Dow Agrosciences 0,58 0,77* 0,59** 0,66
DuPont Pioneer 0,44** 0,50** 0,52
Santa Helena (SH) 0,52 0,54
Syngenta 0,52

** gignificativo a 1% de probabilidade pelo teste t.

O fato das intensidades das correlacdes alélicas terem sitnliden alta, pode ser
também explicado pelos objetivos comuasampresas, as quais buscam obter gendtipos
de alta adaptabilidade, precoces, resistentes a pragas e depngastivos. Além disso,
muitas empresas tiveram a mesma fonte de germoplasma inicial. Outro fator € a extracéao
de linhagens pelas empresas a partir de cultivares elite de empresas concorrentes, o que é
permitido no Brasil pelo artigo 10, inciso quatro da lei ordinaria Brasileiid® @456
de 27 de marco de 1997. O inciso deste artigo elucida que o uso de cultivar protegido com
a finalidade de fonte de variagcdo de melhoramento genético ou pesquisa cientifica ndo

fere o direito de propriedade sobre a cultivar protegida.

Outro parametro analisado no presente trabalho foi a estruturacéo popul&cional.
analise de estruturacdo populacional indica o nimero provavel de popula¢des que possam
ter dado origem a populacdo em estudo. Para isso, geralmente é utilizado a estatistica
bayesiana, a qual segrega a populacdo de acordo com a sua frequéncia alélindpsepara
os individuos da populacdo em populacdes em equilibrio de Hardy-Weinberg. Neste
estudo, o numero de populacdes 6timo estimado para estruturar a populacdo dos 20
hibridos comerciais de milho, baseado no testekd&arl e Vonholdt, 2012), foi cinco
(Figura 2a).
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Deltak = mean(|L"{K)}) / sd{L(K})
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Figura 2 - Delt&K (Ak) obtido por meio do Structure Harvester, (a)
Dendrograma e consisténcia de nos (b) e estruturacdo
populacional dos 20 hibridos comerciais de milho em
cinco populacdes (c). Circulos coloridos representam a
empresa do genotipo. Agromen Tecnologia - preto;
Biomatrix — azul-escuro; Dekalb— amarelo; Dow
Agrosciences- cinza; DuPont Pioneer - verde-escuro;

Santa Helena Sementesermelho; e Syngentaverde-

claro.

No entanto, estruturacdo segregou os hibridos em cinco popula¢des (Figura 2c), no
entanto o hibrido P4285H (DuPont Pioneer) ndo pertenceu a nenhuma destas populacgdes,
sendo uma mistura desta. A primeira foi composta por trés hibridos da Dow Agrosciences
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(2B710PW, 2B688PW, 2B810PW) e o hibrido da Santa Helena Sementes (SHS 5560).
A segunda populacgéo foi composta por trés hibridos da Syngenta (Truck TL, Impacto TL
e Status Viptera). A terceira populacao foi formada pelos dois hibridos restantes da Dow
Agrosciences (2B587PW, 2A550PW) e o hibrido da Agromen Tecnologia (30A37PW)
A quarta populacéo foi formada, pelos hibridos da Biomatrix (BM 207, BM820, BM915
PRO), o ultimo da Syngenta (Férmula TL), um da DuPont Pioneer (30F53H) e um da
Dekalb (DKB 177 PRO). A quinta populacédo foi composta pelos hibridos restantes da
Dekalb (DKB 340 PRO, DKB 310 PRO e DKB 39Para ser considerado como membro

de uma populagéo é necessario que a estrutura do hibrido tenha no minimo @0% do

de uma dapopulacbes (Yang et al., 2011). Os hibridos representantes das populacdes
um, dois, trés, quatro e cinco, foram os hibridos 2B710PW, Truck TL, 2B587PW,
30F53H e DKB 340 PRO, respectivamente, devido a apresentar ogsifgiatle cada

populacdo. Assim, as populacfes que mais contribuiram para o germoplasma comercial
brasileiro de milho foram a quarta (29,2%), a primeira (28,0%), a terceira (16,2%), a
quinta (15,4%).e a segunda (11,2%).

Destas cinco populacdes estruturadas pela andlise bayesiana, trés sdo ®aelusiva
empresas.skoreitera que ha diversidade genética satisfatéria na populacao brasileira de
hibridos comerciais de milho, sendo esta maior entre as empresas do que dentro destas.
As empresas que formaram populagdes exclusivas foram a Dekalk (DKB 340 PRO), a
Dow Agrosciences (2B710PW e 2B587PW) e a Syngenta (Truck TL). No entanto, os
hibridos destas empresas ndo pertencem todos a uma mesma ppfaidoacomo no
caso da Dow Agrosciences, duas populacdes, uma exclusiva e uma formada com o hibrido
da Santa Helena Sementes e os demais hibridos da Dow Agrosciences. A empresa Dupont
Pioneer foi uma excecao, pois todos os seus hibridos foram alocados em populacfes
diferentes, o que evidencia maior variabilidade geaékicseu germoplasma desta em

relacdo ao das outras empresas.

Ja a empresa Biomatrix, quando comparada as outras empresas, apresentou baixa
diversidade genética dentro de seu germoplasma, devido ao agrupamento as todos
hibridosem apenas uma populacéo. O hibrido 30A37PW da Agromen Tecnologia, mais
uma vez mostrou similaridade com os hibridos da Dow Agrosciences, reiterando os
resultados obtidos ancorrelacdo ds frequéncias alélicas entre as empresas. A
estruturacéo populacional ndo so indicou que existe similaridade entre as empresas, Dow
Agrosciences e Agromen Tecnologia, mas também qual o hibrido mais similar com

30A37PW, 0 2A550PW. Isso corrobora com os fatos do livre acesso que a empresa
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Agromen Tecnologia possui ao banco de germoplasma da empresa Dow Agrosciences
(www.dowagro.com/br/agromen/nossa/brasil.htm, acessado em 28 de janeiro de 2015).
O hibrido DKB 177 PRO da Dekalb foi distinto dos demais hibridos da empresa.

Apesar de a empresa Syngenta ter maior numero de alelos privados, o que evidencia
uma maior divergéncia genética desta empresa em relacdo as outras, a estruturacdo
indicou divergéncia genética dentro do germoplasma da Syngenta, entre o hibrido
Formula TL com os demais hibridos da empresa. Todavia existe variabilidade genética

dentro do germoplasma da Syngenta.

Em estudos anteriores, utilizando a mesma genotipagem, Nelson et al. (2008)
analisaram a estruturacdo populacional de 92 linhagens de milho com o direito de
protecdo Norte-Americano expirado. O nimero de populacdes 6timo estimado foi sete,
representados pelas linhagens com suas contribuicdes para cada uma das sete populacoe:
avaliadas B73 (15,9%), Mo17 (12,9%), PH207 (12,7%), A632 (14,8%), Oh43 (11,2%),
B37 (8,0%) e a populacdo mista (24,4%). Os autoresamitainda que, ao avaliar por
grupo heterotico, as contribuicbes destes grupos para o germoplasma comercial
americano foram de 38,7% do Stiff Stalk (B73, B37 e A632), 24,1% do Lancaster (Mo17
e Oh43) e 12,7% do lodent (PH207).

Construido a partir das distancias genéticas entre os hibridos comerciais, o
dendrograma (Figura 2beparou estes em quatro grupos. O grupo um foi 0 mais diverso,
sendo formado por nove hibridos, quatro da Syngenta (Formula TL, Status Viptera,
Impacto TL, Truck TL), trés da Dekalb (DKB 390, DKB 310 PRO, DKB 340 PRO), um
da DuPont Pioneer (30F53H) e um da Biomatrix (BM 915 PRO). O segundo grupo foi
formado por dois hibridos da Dow Agrosciences (2B587PW e 2A550PW) e um da
Agromen Tecnologia (30A37PW). No grupo trés estavam os demais hibridos da Dow
Agrosciences (2B810PW, 2B688PW, 2B710 PW), um da Dekalb (DKB 177 PRO) e o da
Santa Helena Sementes (SHS 5560). O ultimo grupo foi formado por apenas dois hibridos
da Biomatrix (BM 207 e BM 820). O Hibrido P4285H da DuPont Pioneer ndo pertenceu
a nenhum grupo, pois ndo obteve um n6é com consisténcia superior a 50%. Assim, ele foi
0 mais geneticamente distinto dos demais, incluindo o outro hibrido da DuPont Pioneer,
(30F53H).

O uso da estruturacéo populacional juntamente a dendrogramas de dissimilariedade
auxilia na diferenciacdo dos grupos genéticos. Utilizando estes métodos percebe-se a

formacdao de seis grupos e que trés hibridosaapstaram a nenhum destes grupos. Ja
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o dendrograma reitera que existe variabilidade genética satisfatéria entre os hibridos

comerciais brasileiros, pois os separa em, pelo menos, quatro grupos distintos.

4.3 Relacdo entre o germoplasma dos hibridos comerciais brasileiros e o
genitores da populagéo Nested Association Mapping

Para inferir sobre a relagédo do germoplasma comercial brasileiro com os demais
usados no mundé interessante confrontar os dados genémicos dos hibridos nacionais
com uma populacdo que representa a diversidade genética mundial. Para isto, a populacéo

utilizada foi a dos genitores do Nested Association Mapping.

Por meio do teste dék (Earl e Vonholdt, 2012), foi estimada a estruturacéo
populacional 6tima de dagpopulacdes (Figura 3b). Os genitores do NAM foram
alocados em apenas um grupo, com excecao da linhagena &), ficou no mesmo
grupo que os hibridos brasileiros. Isso indica que os genitores da NAM sao
geneticamentes distintas da linhagem B73, como era esperado pela propria formacéao
desta populacdo (Mcmullen et al.,, 2009). Também foi evidente o contraste entre as
linhagens B73 e Mo17, as quais sdo as mais utilizadas em programas de melh@amento
nivel mundial visando explorar o vigor hibrido. Nelson et al. (2008) também observou

uma significativa distancia genética entre estas duas linhagens.
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Figura 3 - Dendrograma de consisténcia de nés (a) e estruturacdo
populacional dos hibridos e linhagens genitoras do Nested
Association Mapping (b). Circulos coloridos representam
a empresa ou origem do genétipo. Agromen Tecnologia -
preto; Biomatrix— azul-escuro; Dekalb amarelo; Dow
Agrosciences- cinza; DuPont Pioneer - verde-escuro;
Santa Helena Sementesvermelho; Syngenta verde-
claro; linhagens tropicais— azul-claro; linhagens

temperadaslaranja e linhagens de milho pipoca ou doce.

O dendrograma de distancias genéticas entre os hibridos comerciais e a populacao
NAM (Figura 33 reitera estes resultados, que os hibridos foram separados das linhagens
genitoras doNAM. No entanto, evidenciou-se que as linhagens do N& tanta

variabilidade genética que houve uma baixa ocorréncia de nés consistentes entre elas. As
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maiorestaxas de noés coincidentes foram observadas para os hibridos brasileiros, 0s quais
foram os Unicosa formarem grupos e subgrupos. Isto indica que o processo de
melhoramento de milho no Brasil levou a uma reducdo na variabilidade genética do
germoplasma. Assim, apesar de indicar haver um elevado tamanho efetivo populacional

€ necessario ter cuidado com a selecdo para nao estreitar a base genética entre os hibrido:
comerciais brasileiros, pois intensidades elevadas podem conduzir a perda de

variabilidade genética, ndo apenas para a caracteristica selecionada (Bernardo, 2010).

Por fim, ao anal&r o dendrograma a estruturacdo populacional percebe-se que
apesar da linhagem B73 ser divergente dos hibridos brasileiros pela analise de
dissimilariedade genética, essa foi agrupadamesma populacdo pela analise de
estruturacdo populacional com os hibridos brasileiros. Mostrando que existe efeito de
coalescéncia. Segundo Hartl e Clark (2010), a coalescéncia ocorre quando os individuos
da populagdo possuem um unico ancestral comum. A coalescéncia ocorreu devido ao
efeito fundador da linhagem B73, ou de seu grupo heterético de origem (lowa Stiff Stalk
Synthetic), quando introduzidas por empresas privadas na década de 90 (Parentoni et al.
2013) visando reducdo do ciclo na cultura do milho. O efeito fundador evidencia a
influéncia do grupo heterético lowa Stiff Stalk Synthetic na formacéo do germoplasma

comercial brasileiro de milho.
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5 CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos n&o ha evidéncias de imediata vulnerabilidade
genética para o germoplasma comercial brasileiro de milho.

O germoplasma comercial brasileiro de milho atual evidencia menor
vulnerabilidade genética que o germoplasma comercial Norte-Americano da década de
80.

Existem relagbes de parentesco significativas, positivas e de alta magnitude entre
0s germoplasmas das empresas de melhoramento de milho no Brasil.

O germoplasma comercial brasileiro de milho possui relacdo estreita com a
linhagem B73 ou de linhagens relacionadas a esta, possivelmente devido ao efeito
fundador do grupo heterético Norte-Americano Stiff Stalk.
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