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RESUMO 
 
 
O presente trabalho teve por objetivo utilizar marcadores moleculares de DNA 
(RAPD) para analisar a diversidade entre 14 populações de milho pipoca e um 
testador de base genética ampla e estimar a correlação entre as distâncias 
genéticas e o desempenho dos híbridos topcrosses. Vinte e quatro primers 
aleatórios resultaram na amplificação de 218 fragmentos, dos quais 162 (74,3%) 
foram polimórficos. A partir dos marcadores RAPD foi gerada uma matriz de 
distância genética por meio do coeficiente de Jaccard. Para a avaliação das 
populações e dos híbridos resultantes dos topcrosses foi utilizado o modelo reduzido 
de Gardner. Um dendrograma foi construído e as associações genéticas obtidas 
apresentaram 3 grupos. Os marcadores RAPD mostraram ser uma ferramenta útil 
em determinar a extensão da diversidade genética entre as populações de milho 
pipoca e alocar os genótipos em grupos heteróticos distintos. Entretanto, não houve 
correlação significativa entre o desempenho médio dos híbridos topcrosses e as 
respectivas distâncias genéticas. Os resultados permitiram inferir que as 
divergências genéticas, baseados em marcadores de RAPD não foram eficientes no 
direcionamento de cruzamentos promissores envolvendo populações de milho 
pipoca e predizer precisamente o desempenho dos híbridos F1. 
 
 
Palavras-chave: Zea mays L.. Grupos heteróticos. Marcadores moleculares. 
Testadores. Produtividade. 
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ABSTRACT 
 
 
The present work had for objective to use the molecular markers of DNA (RAPD) to 
evaluate the diversity of 14 popcorn populations and a tester of ample genetic base 
and to determine the correlation between genetics distances and testcross hybrid 
performance. Twenty-four different random primers were used, which resulted in the 
amplification of 218 fragments, 162 (74.3%) of them being polymorphic. A genetic 
distance matrix was created from the RAPD data, using Jaccard coefficient. The 
populations and the hybrid analyses were carried out using Gardner’s reduced 
model. Dendrogram was constructed and the genetic associations showed three 
groups. The RAPD analysis was a useful tool in determining the extent of genetic 
diversity among popcorn populations and allocating genotypes into distinct heterotic 
groups. However, there was no significant correlation between the average 
performance hybrid testcrosses and the respective genetic divergence. The present 
results allowed to infer that the genetic distances based on RAPD data had not been 
efficient in the aiming of promising crossings involving popcorn populations and 
cannot be used to precisely predict the F1 hybrids yield performance. 
 
 
Keywords: Zea mays L. Heterotic group. Molecular markers. Testcrosses. Yield. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O milho pipoca é considerado o mais primitivo dos milhos que se 

tem conhecimento (MANGELSDORF, 1974). É um importante produto agrícola 

explorado comercialmente em todo mundo, cuja produção tem aumentado com o 

passar das décadas (ZEIGLER, 2001). No entanto, no Brasil, seu plantio comercial é 

bastante modesto. Segundo Galvão et al. (2000) foram importadas em 1998 

aproximadamente 61 mil toneladas de milho pipoca, e a produção nacional foi cerca 

de 20 mil toneladas de grãos, onde 75% deste mercado correspondia a pipoca 

americana, importado principalmente da Argentina. Isso pode ser atribuído à baixa 

qualidade da pipoca disponível no mercado brasileiro e tecnologia de produção 

inadequada (SAWAZAKI,1996; SAWAZAKI, 2001). Portanto num programa de 

melhoramento de milho pipoca deve-se reunir num mesmo cultivar características 

que agradem produtores e consumidores, ou seja, obter materiais com boas 

características agronômicas e culinárias. 

A seleção de genitores e a utilização de métodos que identifiquem 

as melhores combinações são etapas de grande importância num programa de 

melhoramento genético (DUARTE et al., 2003). Nesse contexto, dentre as técnicas 

genético-estatísticas mais utilizadas destacam-se os cruzamentos dialélicos e os 

topcrosses (CRUZ; REGAZZI, 1994; CHAVES; MIRANDA FILHO, 1997). Os 

esquemas topcrosses têm sido empregados, principalmente, pela facilidade de 

condução e obtenção dos parâmetros de capacidade de combinação. Neste 

esquema, a capacidade de combinação é determinada pelos cruzamentos entre os 

materiais base do estudo, com um ou mais testadores, previamente selecionados, 

levando-se em consideração o número de genótipos a serem avaliados (CHAVES; 

MIRANDA FILHO, 1997). 

A heterose, manifestada pelos híbridos, pode também ser explorada 

em programas de melhoramento da cultura do milho pipoca. Segundo Ferrreira et al 

(1995) as melhores combinações híbridas estão diretamente relacionadas com o 

grau de divergência genética dos parentais envolvidos, sendo que, maiores são as 

chances de se encontrar combinações promissoras, quando se utilizam materiais 

mais divergentes. 

Desta forma, medidas indiretas da diversidade genética entre 
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linhagens e populações são importantes para a identificação, reconhecimento e 

exploração dos padrões heteróticos existentes no germoplasma disponível. Neste 

sentido, os marcadores moleculares com base em DNA, têm sido empregados por 

apresentarem algumas vantagens sobre outros métodos, ou seja, além de 

identificarem grande polimorfismo, não apresentam interação com o meio ambiente, 

podendo ser avaliados em qualquer estádio de desenvolvimento (WILLIAMS et al., 

1990; DUDLEY, 1993). 

Dentre os marcadores moleculares utilizados atualmente, o RAPD 

(Random Amplified Polymorphic DNA) vem sendo bastante empregado por explorar 

o elevado polimorfismo revelado entre os indivíduos a partir de um número grande 

de regiões no genoma (WILLIAMS et al., 1990). Em milho esta técnica tem sido 

amplamente utilizada em estudos de diversidade, pois quando comparados com 

outros tipos de marcadores, aliado ao baixo custo permitiram detectar polimorfismo 

de modo simples e rápido. (LANZA et al., 1997; LIU et al., 1998; MUNHOZ, 2001; 

CARVALHO et al., 2004; RINALDI, 2005; BRUEL et al., 2006). 

O objetivo deste trabalho foi estimar a heterose para características 

agronômicas, acessar a diversidade genética através de marcadores de RAPD 

dentro das populações de milho pipoca e avaliar as associações entre as distâncias 

genéticas baseadas no RAPD e a média das performances dos híbridos topcrosses. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 
 
2.1 MILHO PIPOCA 

 

 

O milho pipoca pertence à espécie botânica Zea mays L., porém 

este apresenta características únicas que o difere dos demais tipos de milho. O 

milho pipoca apresenta as sementes duras e pequenas que sob ação do calor 

“estouram”, conferindo-lhe a característica do “pipocamento” (ZINSLY; MACHADO, 

1987). A capacidade de estourar ocorre devido à resistência do pericarpo e à 

presença de óleo e umidade no grão que se transformam em vapor quando 

expostos ao calor, pressionando o pericarpo até que este se rompa, liberando assim 

o endosperma (SILVA et al., 1993). 

É considerado o mais primitivo milho que se tem conhecimento 

(MANGELSDORF, 1974) sendo sua descoberta datada de 2500 a.c. No entanto, a 

origem do milho pipoca confunde-se com a dos outros tipos de milho. Segundo 

Galinat (1977), existem três hipóteses aceitáveis quanto a sua origem. A primeira 

seria que o teosinte atual é o ancestral selvagem do milho; a segunda seria que o 

teosinte primitivo teria originado tanto o teosinte quanto o milho atual e uma terceira 

hipótese que o ancestral do milho seria uma forma extinta de milho tunicado, do qual 

uma forma mutante teria originado também o teosinte. Evidências arqueológicas 

sugerem que a evolução teria acontecido no sentido milho pipoca para os demais 

tipos de milho, tendo em vista que exemplares do primeiro estão entre os milhos 

mais antigos encontrados (ZINSLY; MACHADO, 1987). 

As cultivares de milho pipoca caracterizam-se por apresentar uma 

planta mais delicada que o milho comum. De acordo com Zinsly e Machado (1987), 

as plantas de milho pipoca apresentam colmo mais fino, número de folhas menor e 

originam mais espigas por planta, o que consequentemente torna os cultivares de 

milho pipoca mais suscetíveis às doenças, ao acamamento e ao quebramento do 

colmo quando comparadas com o milho comum (GAMA et al., 1990). 

O milho pipoca apresenta como característica principal a capacidade 

de expansão que está correlacionado negativamente com o rendimento de grãos. 

(ALEXANDRE; CREECH, 1977). Porém as relações não são grandes o bastante 
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para impedir que se obtenham ganhos positivos quando é feita a seleção simultânea 

para estes dois caracteres (DOFING et al., 1991; COIMBRA et al., 2001; PÍPOLO et 

al., 2002). 

Segundo Galvão et al. (2000) o valor comercial obtido por um milho 

pipoca depende diretamente de sua capacidade de expansão (CE). A CE pode ser 

avaliada como sendo a relação entre o volume de pipoca expandida e o volume de 

grãos (v.v-1) ou o peso de grãos (mL.g-1). Em comparações iniciais entre as 

cultivares brasileiras e as norte-americanas de milho pipoca, observou-se que a 

qualidade da pipoca brasileira é muito inferior à norte-americana. No primeiro Ensaio 

Nacional de milho pipoca, conduzido no ano agrícola de 1991/92, a CE média do 

milho brasileiro foi de 17,5 mL.mL-1. Enquanto que na década de 40, a CE dos 

híbridos e dos cultivares comerciais nos Estados Unidos já variava de 23,2 a 32,7 

mL.g-1. uma boa variedade de milho pipoca deve apresentar uma CE acima de 21 

mL.mL-1
 enquanto valores acima de 26 mL.mL-1

 indicam uma excelente pipoca. 

Uma série de fatores pode influenciar a capacidade de expansão, 

dos quais se destaca a temperatura que os grãos são expostos durante o 

pipocamento e a umidade dos grãos. A temperatura influencia diretamente no 

número de grãos que estouram. Weathermax (1922) obteve as maiores expansões 

quando o calor aplicado sobre os grãos foi de 175°C, variando até 200°C em 2,5 a 3 

minutos. Quando os grãos são submetidos a temperaturas menores que 176,5°C há 

um grande decréscimo no número de grãos que estouram (HOSENEY et al., 1983). 

Trabalhos relatados na literatura mostraram qual seria o teor de 

umidade ideal para que haja uma elevação dos valores da CE. Segundo Willier e 

Brunson (1927) o teor de umidade ideal seria de 12%. Hoseney et al. (1983) 

encontraram teores de umidade em torno de 12,5 a 13,5%, sendo que teores de 

umidade em torno de 9,2 e 9,9 % a porcentagem de expansão foi bastante baixa, o 

que pode ser associado ao fato que não exista umidade suficiente para a formação 

de vapor e, consequentemente a explosão. Para Dalbello e Biaggi (1996) a máxima 

CE é obtida com teores de umidade de grãos entre 10% a 11%, onde a capacidade 

de expansão diminui tanto com o aumento quanto com a redução da umidade. 
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2.2 UTILIZAÇÃO DE CRUZAMENTOS TOPCROSSES NO MELHORAMENTO DE PLANTAS 

 

 

A introdução do uso de topcrosses, que são cruzamentos de 

linhagens com variedades de polinização livre, foi adotada como uma prática usual e 

eficiente para avaliar a capacidade geral de combinação das linhagens (DAVIS, 

1927). Atualmente, o termo topcrosses compreende situações mais amplas 

referindo-se a todo procedimento que envolva um teste de progênie, visando avaliar 

diretamente a capacidade de combinação de um conjunto de materiais em 

cruzamentos com um testador comum (HALLAUER; MIRANDA FILHO, 1995). 

Lindstrom (1931) recomendou o uso do topcross ao verificar que 

algumas linhagens destacavam-se pelo seu comportamento em combinação. 

Jenkins e Brunson (1932), estudando variedades de polinização aberta utilizadas 

como testadores, encontraram altas correlações entre a produção das linhagens e 

dos topcrosses. 

Segundo Hallauer e Miranda Filho (1995), a utilização de topcrosses 

no melhoramento tem como objetivos: 1) a avaliação da capacidade de combinação 

de linhagens endogâmicas num programa de melhoramento de híbridos; e 2) a 

avaliação do valor genético dos genótipos da população a ser melhorada. 

A capacidade geral de combinação (CGC) foi definida por Sprague e 

Tatum (1942) como o comportamento de uma linhagem quando cruzada com várias 

outras, ou seja, o comportamento médio dessa linhagem numa série de híbridos. Os 

mesmos autores associaram a CGC com a ação aditiva dos genes, enquanto a 

capacidade específica de combinação (CEC) refere-se ao comportamento de uma 

linhagem que, quando cruzada com outra dá origem a um híbrido simples. A CEC foi 

associada aos efeitos de dominância, epistasia ou interação genótipo x ambiente. 

Chaves e Miranda Filho (1997) sugeriram o uso de topcrosses em 

lugar de dialélicos para a análise de variância e estimação de parâmetros do modelo 

reduzido, e propuseram uma metodologia para a predição de médias de compostos. 

A utilização dos métodos de predição de médias para a síntese de 

compostos de variedades tem sido reconhecida como de grande importância nos 

programas de melhoramento. No caso do milho pipoca, as características 

consideradas pelos melhoristas para a obtenção dos melhores híbridos envolvem 

altos valores de produtividade e CE, a fim de satisfazer produtores e consumidores. 
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Compostos têm sido definidos como uma população obtida pelo 

intercruzamento e recombinação de duas ou mais variedades de polinização aberta. 

A síntese de compostos de variedades para serem utilizados como 

população base em programas de seleção recorrente tem sido considerada como 

um procedimento importante para os programas de melhoramento do milho, devido 

à elevada variabilidade que é esperada nos compostos. Miranda Filho (1974) 

forneceu revisão da aplicabilidade do procedimento da predição e Hallauer e 

Miranda Filho (1995) atualizaram muitos aspectos no uso da predição de médias no 

melhoramento de milho. 

Seifert et al. (2006) avaliaram a capacidade combinatória de 

populações de milho pipoca em topcrosses e concluíram que o método de 

cruzamentos topcrosses intra-populacional é eficiente na escolha de populações 

para formar compostos. Embora o testador tenha se constituído de uma mistura de 

sementes das populações este possibilitou a identificação de genótipos superiores. 

 
 

2.3 DISTÂNCIA GENÉTICA, EFEITO DE DOMINÂNCIA E HETEROSE 

 

 

A avaliação da diversidade genética é muito utilizada pelos 

melhoristas de milho como um método alternativo para a seleção de germoplasma, 

além de possibilitar o arranjamento de linhagens em grupos que quando 

intercruzados darão os melhores resultados (SOUZA, 2001). Este método visa 

selecionar aqueles materiais mais promissores e diminuir os gastos e o tempo 

necessário para a realização de várias combinações híbridas, que seriam 

desnecessárias. Os esforços, portanto, são concentrados nas combinações mais 

promissoras, ou seja, naquelas entre materiais mais divergentes. 

Sendo assim, num programa de melhoramento o conhecimento da 

distância genética entre genótipos é muito útil por permitir uma melhora na eficiência 

da amostragem e utilização de germoplasmas. Os melhoristas podem usar estas 

informações para tomar decisões como a escolha de genótipos para o 

desenvolvimento de populações ou para facilitar a identificação de diversos 

genitores para a obtenção de combinações híbridas, a fim de maximizar a expressão 

da heterose (MIRANDA et al., 2003). 
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A diversidade genética entre um grupo de genitores tem sido 

avaliada com o objetivo de identificar combinações híbridas de maior efeito 

heterótico e maior heterozigose, de modo que, nas suas gerações segregantes, seja 

possível a recuperação de genótipos superiores (CRUZ; REGAZZI, 1994). 

Apesar da divergência genética ser uma condição necessária para 

que haja heterose, ela não é suficiente para que a heterose se manifeste, pois esta 

depende da magnitude das diferenças de freqüências alélicas e da dominância para 

todos os locos envolvidos (CRESS, 1966; GUO et al., 2006). 

A heterose pode ser definida como sendo o vigor manifestado em 

cruzamentos entre indivíduos geneticamente divergentes, aumentando o valor dos 

caracteres quantitativos nos híbridos em relação aos pais (SURESH; KHANNA, 

1975). 

De acordo com Paterniani (1974) existem duas teorias para explicar 

a heterose: a primeira, proposta por Davenport (1908), Bruce (1910) e Keeble e 

Pellew (1910), explica a heterose pelo acúmulo, no híbrido, de genes dominantes 

provenientes de ambos os pais. A teoria da sobredominância foi proposta 

concomitantemente por Shull (1908) e East (1908) e explica a heterose pela própria 

condição heterozigótica dos locos que controlam o caráter; assim, em cada loco, a 

condição heterozigótica seria superior a qualquer dos homozigotos. 

Em milho, há fortes evidências que a heterose nesta espécie é 

resultante do acúmulo de locos com alelos expressando dominância 

parcial/completa (HALLAUER et al., 1998). Smith e Smith (1989) relataram, para 

milho, que a heterose seria uma função de heterozigosidade em um número de 

locos. 

O termo grupo heterótico é comumente usado pelos melhoristas de 

milho, porém não se encontra nenhuma definição clara e objetiva do significado da 

expressão na literatura. Esse termo foi estabelecido empiricamente através da 

relação da heterose observada nos cruzamentos envolvendo diferentes cultivares de 

polinização aberta (HALLAUER et al., 1988). Sua importância para o melhorista 

reside no fato de que os cruzamentos entre grupos heteróticos distintos resultam em 

uma alta heterose. 

A predição da medida da distância genética, antes que qualquer 

cruzamento seja realizado, poderá auxiliar os melhoristas a concentrar seus esforços 

apenas nas combinações mais heteróticas, pois a heterose manifestada nos 
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cruzamentos pode estar diretamente relacionada à distância genética. De acordo 

com Melo (2000), quanto maior a divergência genética entre os materiais cruzados, 

maior será a heterose e, conseqüentemente, maior a produtividade. 

A avaliação da distancia genética pode ser obtida por meio de 

diferenças fisiológicas, morfológicas, agronômicas e moleculares existentes entre 

genótipos, além de ser possível também de se avaliar por meio da heterose ou da 

capacidade específica de combinação, manifestada numa série de cruzamentos 

entre as variedades e/ou híbridos. 

 

 

2.4 MARCADORES MOLECULARES 

 

 

Marcadores moleculares têm sido sugeridos como ferramenta útil em 

vários aspectos do melhoramento de plantas, como a descrição de variedades, a 

construção de mapas genéticos, a medição das distâncias genéticas entre as 

linhagens e o próprio processo de seleção (RUMIN; VENCOVSKI, 2001). 

A estimativa da diversidade genética, obtida pela análise das 

informações fornecidas pelos marcadores moleculares, tem aparecido com 

freqüência nos trabalhos mais recentes. A diversidade genética pode ser estimada 

pelo uso de vários tipos de marcadores moleculares e analisadas por um grande 

número de metodologias. Além de fornecerem informações seguras e precisas, os 

marcadores podem agilizar pesquisas por possibilitarem a avaliação de um grande 

número de amostras de uma só vez. 

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998) um marcador molecular 

pode ser definido como todo e qualquer fenótipo derivado de um gene expresso, 

como no caso de proteínas e caracteres morfológicos, ou de um segmento 

específico de DNA correspondente a regiões expressas ou não e cujo 

comportamento está de acordo com as leis básicas de herança. Quatro tipos de 

marcadores genéticos têm sido utilizados em plantas: morfológicos, citológicos, 

bioquímicos e moleculares (BORÉM, 1998). 

De acordo com Ferreira e Grattapaglia (1998), até meados da 

década de 60, os marcadores utilizados em estudos de genética e melhoramento 

eram controlados por genes associados a caracteres morfológicos, como nanismo, 
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deficiência de clorofila, cor de pétala, etc. Mais recentemente, os marcadores 

bioquímicos, principalmente as isoenzimas e proteínas de reserva, têm sido 

utilizados na caracterização de germoplasma e, de forma mais limitada, na seleção 

indireta. Porém, estes marcadores, assim como os marcadores morfológicos e 

citológicos, também existem em número limitado e com baixo nível de polimorfismo 

(BORÉM, 1998). 

Os marcadores moleculares surgiram com o advento das técnicas 

de biologia molecular e por meio de diversos métodos de detecção de polimorfismo 

genético obtidos diretamente do DNA. A partir disso, o número de marcadores 

disponíveis passou a ser ilimitado, podendo ser obtido em qualquer organismo vivo e 

a sua utilização é ampliada para a grande maioria das espécies até então pouco 

estudadas (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). 

De acordo com Lanza et al (2000), a aplicação das técnicas que 

fazem uso dos marcadores moleculares de DNA, para acelerar e monitorar os 

programas de melhoramento genético tem como conseqüência grandes avanços no 

desenvolvimento de variedades melhoradas. 

A tecnologia da reação em cadeia da polimerase (PCR– Polymerase 

Chain Reaction) concebida por Mullis em meados da década de 80 (MULLIS; 

FALOONA, 1987), causou uma grande revolução na biologia, tanto na pesquisa 

visando o entendimento dos processos biológicos fundamentais, como nas áreas 

aplicadas envolvendo diagnósticos de doenças e melhoramento genético de plantas 

e animais domésticos (SOUZA, 2000). 

Lanza et al. (2000) afirmam que a técnica da PCR consiste na 

síntese enzimática in vitro de um segmento de DNA, delimitado por um par de 

primers de seqüências específicas de nucleotídeos de fita simples. Segundo esses 

autores, primers são seqüências curtas de DNA, que pareiam com o DNA-molde e 

servem de iniciadores para a síntese in vitro de uma nova fita de DNA. 

Em 1990, ocorreu um grande avanço no uso de marcadores 

moleculares que tem como base a PCR para a caracterização biológica. Williams et 

al. (1990) e Welsh e McClelland (1990) introduziram independentemente a técnica 

do polimorfismo de DNA amplificado ao acaso ou RAPD (Random Amplified 

Polymorphic DNA) cuja idéia era utilizar iniciadores mais curtos e de seqüência 

arbitrária de nucleotídeos para dirigir a reação de amplificação, eliminando assim, a 

necessidade do conhecimento prévio da seqüência alvo. Segundo Ferreira e 
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Grattapaglia (1998), a técnica RAPD é basicamente uma variação da PCR com duas 

características distintas: 1) utilização de um único primer ao invés de um par; 2) o 

primer único tem seqüência arbitrária, portanto sua seqüência alvo é desconhecida. 

Para que haja amplificação de um fragmento de RAPD no genoma analisado, duas 

seqüências de DNA complementares ao primer arbitrário devem estar 

suficientemente adjacentes (<4000 pares de bases) e em orientação oposta, de 

maneira a permitir a fixação exponencial de um segmento de DNA pela polimerase. 

Em função da grande quantidade de DNA produzido, este segmento pode ser 

visualizado diretamente na forma de uma banda num gel de agarose submetido a 

eletroforese. 

Segundo Santos et al. (1994), além das vantagens já descritas, os 

marcadores RAPD apresentam ainda vantagens adicionais por serem tecnicamente 

mais acessíveis e possuírem um custo mais baixo. Outra característica fundamental 

dos marcadores RAPD é o fato de se comportarem como marcadores genéticos 

dominantes, embora a dominância neste caso não se refira ao conceito clássico de 

interação entre alelos de um mesmo loco e sim puramente do ponto de vista da 

interpretação relativa entre genótipo e fenótipo de um indivíduo (FERREIRA; 

GRATTAPAGLIA, 1998). 

Em trabalhos com milho, citados por Souza (2001) a técnica RAPD 

tem sido utilizada para a identificação das linhagens genitoras de híbridos, estudos 

de diversidade e distância genética e identificação de polimorfismo e de alelos de 

resistência a pragas. 

Outra classe de marcador bastante utilizada é o marcador de 

microssatélite. Experimentos realizados no início dos anos 80 demonstraram a 

existência de seqüências simples repetidas (SSR - Simple Sequence Repeats), em 

grande quantidade no genoma de eucariotos (TAUTZ; RENZ, 1984). Estas 

seqüências tornaram-se mais conhecidas como microssatélites (LITT; LUTY, 1989). 

A presença de microssatélites em plantas foi descrita pela primeira vez por Condit e 

Hubell (1991), sendo que o elemento repetido mais comumente encontrado entre as 

espécies vegetais é o di-nucleotídeo AT (MORGANTE; OLIVIERI, 1993). 

Microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) correspondem a 

seqüências com poucos nucleotídeos, geralmente de 2 a 3 bases repetidas em 

tandem (SMITH et al., 1997). Estes podem ser detectados a partir de regiões do 

DNA contendo seqüências simples repetidas as quais são amplificadas via PCR, 



 20

utilizando- se um par de “primers” específicos de comprimento entre 20 e 30 pares 

de bases, complementares a seqüências únicas que flanqueiam as seqüências 

simples repetidas. 

Geralmente os segmentos amplificados a partir destas regiões 

apresentam grande polimorfismo resultante da presença de diferentes números de 

seqüências simples repetidas (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Cada região de 

microssatélite, independente da repetição, constitui um loco genético altamente 

variável, multialélico e de grande conteúdo informativo. Cada segmento amplificado 

de tamanho diferente representa um alelo diferente no mesmo loco devido a alta 

taxa de mutação que ocorre nestas regiões (JARNE; LAGODA,1996). 

Este marcador tem sido amplamente utilizado por ter caráter co- 

dominate e apresentar-se multialélico, possuindo o mais elevado conteúdo de 

informação de polimorfismo (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Além disso, é 

possível avaliar regiões do genoma distribuído em todos os cromossomos, 

fornecendo subsídios úteis ao melhorista na seleção básica de populações a serem 

utilizadas em programas de melhoramento gerando informações de agrupamento de 

genótipos e planejamento de cruzamentos (MORAES et al., 2003). 

Rafalski (2002) destacou que os microssatélites têm sido muito 

utilizados como marcadores por apresentarem alto grau de informatividade, 

enquanto que o RAPD tem sido utilizado devido à simplicidade da técnica. Porém a 

escolha da melhor técnica a ser utilizada, depende dos objetivos a serem atingidos, 

bem como da característica do material a ser analisado. 

 

 

2.4.1 Estimativa da distância genética utilizando marcadores moleculares 

 

 

A estimativa da distância genética obtida pela análise das 

informações fornecidas pelos marcadores moleculares é bastante freqüente na 

literatura atual. Ela tem sido obtida por diferentes tipos de marcadores moleculares e 

analisadas por grande quantidade de metodologias. 

Segundo Lanza et al. (2000) os genótipos são avaliados por meio 

dos marcadores e as bandas comuns a todos os indivíduos são interpretadas como 

semelhanças genéticas, e as não comuns, com diferenças genéticas. Os resultados 



 21

são codificados de forma que gerem uma matriz de similaridade (ou dissimilaridade), 

que pode ser graficamente interpretada por meio de algumas técnicas multivariadas, 

como os métodos de agrupamento. 

Kantety et al. (1995) trabalhando com 19 linhagens elite de milho 

pipoca e 8 linhagens de milho dentado verificaram que através de marcadores ISSR 

foi posssível agrupar esse material de acordo com os dados de pedigree. Os 

marcadores de ISSR foram efeitvos em separar os genótipos em grupos heteróticos 

podendo ser utilizado com grande eficiencia nos programas de melhoramento 

genético. 

Através da divergência genética obtida por RAPD, Lanza et al 

(1997), alocaram em três diferentes grupos heteróticos 18 linhagens de milho 

selecionadas a partir de duas variedades (BR-105 e BR-106). Lanza et al (1997) 

verificaram que o RAPD pode ser usado como uma alternativa para determinar a 

divergência genética entre linhagens de milho, separando-as em grupos heteróticos 

diferentes, e auxiliar 

na escolha de cruzamentos superiores reduzindo assim, o número 

de cruzamentos requeridos nas avaliações a campo. Liu et al. (1998) analisando 15 

linhagens utilizadas em programas de melhoramento, concluíram que marcadores 

de RAPD foram efetivos e concordantes com dados de pedigree na separação 

destas linhagens em grupos heteróticos. 

Enoki et al. (2002), analisando 65 linhagens de milho adaptadas 

para regiões frias do Japão concluíram que marcadores de regiões de 

microssatélites ou SSR foram efetivos para acessar a diversidade genética entre as 

linhagens e alocá- las em grupos heteróticos. Concordância entre dados de 

marcadores moleculares e pedigree, são descritos também por Lu e Bernardo (2001) 

que analisaram 8 linhagens elite. Com base em 83 alelos, foi possível agrupar as 

linhagens em dois grupos heteróticos distintos. Esses autores sugeriram que 

marcadores de SSR também podem ser utilizados na exploração da origem e 

conseqüentemente na organização de germoplasmas. Sun et al. (2001), 

comparando a diversidade genética entre 37 híbridos da região de Ontário obtida por 

marcadores de RAPD e microssatélites, concluíram que estes se agruparam de 

acordo com os dados de pedigree e os Valores de Unidade de Calor requeridos 

pelos híbridos. 
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Pejic et al. (1998) apresentaram um importante estudo comparativo 

entre marcadores moleculares em milho. Usando RFLPs, RAPDs, SSRs e AFLPs os 

autores concluíram que há diferenças no nível de polimorfismo revelado em cada 

uma deles. Os SSRs mostraram a maior taxa de polimorfismo e os AFLPs a menor, 

apesar dessa técnica ter sido considerada o sistema mais eficiente. Na comparação 

com informações de pedigree, apenas os resultados obtidos com os RAPDs foram 

discrepantes, os demais estando bem correlacionados e ratificando a possibilidade 

de recuperação do pedigree a partir de dados moleculares. 

Assim, o uso de marcadores moleculares como ferramenta auxiliar 

em programas de melhoramento tende a maximizar o uso dos recursos genéticos. 
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4. ARTIGO: ASSOCIAÇÃO ENTRE A DIVERSIDADE GENÉTICA OBTIDA POR 
MARCADORES RAPD E PERFORMANCE DE HÍBRIDOS TOPCROSSES DE 
MILHO PIPOCA  
 

 

4.1 Resumo  
 
O presente trabalho teve por objetivo utilizar marcadores moleculares de DNA 

(RAPD) para analisar a diversidade entre 14 populações de milho pipoca e um 

testador de base genética ampla e estimar a correlação entre as distâncias 

genéticas e o desempenho dos híbridos topcrosses. Vinte e quatro primers 

aleatórios resultaram na amplificação de 218 fragmentos, dos quais 162 (74,3%) 

foram polimórficos. A partir dos marcadores RAPD foi gerada uma matriz de 

distância genética por meio do coeficiente de Jaccard. Para a avaliação das 

populações e dos híbridos resultantes dos topcrosses foi utilizado o modelo reduzido 

de Gardner. Um dendrograma foi construído e as associações genéticas obtidas 

apresentaram 3 grupos. Os marcadores RAPD mostraram ser uma ferramenta útil 

em determinar a extensão da diversidade genética entre as populações de milho 

pipoca e alocar os genótipos em grupos heteróticos distintos. Entretanto, não houve 

correlação significativa entre o desempenho médio dos híbridos topcrosses e as 

respectivas distâncias genéticas. Os resultados permitiram inferir que as 

divergências genéticas, baseados em marcadores de RAPD não foram eficientes no 

direcionamento de cruzamentos promissores envolvendo populações de milho 

pipoca e predizer precisamente o desempenho dos híbridos F1. 

 

Palavras-chave: Zea mays L. Grupos heteróticos. Marcadores moleculares. 

testadores. Capacidade de expansão. Produtividade. 

 

 

4.2 Abstract  
 
The present work had for objective to use the molecular markers of DNA (RAPD) to 

evaluate the diversity of 14 popcorn populations and a tester of ample genetic base 

and to determine the correlation between genetics distances and testcross hybrid 
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performance. Twenty-four different random primers were used, which resulted in the 

amplification of 218 fragments, 162 (74.3%) of them being polymorphic. A genetic 

distance matrix was created from the RAPD data, using Jaccard coefficient. The 

populations and the hybrid analyses were carried out using Gardner’s reduced 

model. Dendrogram was constructed and the genetic associations showed three 

groups. The RAPD analysis was a useful tool in determining the extent of genetic 

diversity among popcorn populations and allocating genotypes into distinct heterotic 

groups. However, there was no significant correlation between the average 

performance hybrid testcrosses and the respective genetic divergence. The present 

results  allowed to infer that the genetic distances based on RAPD data had not been 

efficient in the aiming of promising crossings involving popcorn populations and 

cannot be used to precisely predict the F1 hybrids yield performance. 

 
Key words: Zea mays L. Heterotic group. Molecular markers. Testcrosses. Popping 

expansion. Yield. 

 

 

4.3 Introdução 
 

A exploração da heterose em combinações híbridas tem resultado 

em progressos significativos nos programas de melhoramento de plantas no que se 

refere ao aumento de rendimento de grãos. Segundo Griffing e Lindstrom (1954) e 

Moll et al (1965) o fenômeno da heterose em híbridos F1 é afetado principalmente 

pela diversidade genética. Alguns pesquisadores têm sugerido que parentais mais 

distantes geneticamente podem resultar na expressão máxima da heterose (Ferreira 

et al, 1995). No entanto, em milho cruzamentos entre parentais extremamente 

divergentes podem resultar em uma situação na qual a função harmônica dos alelos 

pode ser quebrada (Shieh e Thseng, 2002). 

Estudos de predição da capacidade de combinação têm indicado que 

o grau de heterose para algumas espécies e determinadas características está 

relacionada com a divergência genética (East, 1936). Considerando-se que a 

avaliação da heterose de híbridos no campo é um processo oneroso e requer longo 

período de tempo, a utilização de marcadores genéticos para prever as melhores 

combinações heteróticas tem se tornado uma alternativa muito atraente. Marcadores 
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moleculares baseados em DNA têm sido empregados por apresentarem algumas 

vantagens sobre outros métodos, ou seja, além de identificarem grande 

polimorfismo, não apresentam interação com o meio ambiente, podendo ser 

avaliados em qualquer estádio de desenvolvimento (Williams et al, 1990; Dudley, 

1993). A fim de identificar características agronômicas superiores nesse tipo de 

germoplasma, marcadores moleculares foram utilizados em estudos de diversidade 

genética (Kantety et al, 1995; Santacruz-Varela et al, 2004) e no mapeamento de 

genes/QTLs governando características importantes como a capacidade de 

expansão (Lu et al, 2003; Babu et al, 2006). 

Dentre os marcadores moleculares utilizados atualmente, o RAPD 

(Random Amplified Polymorphic DNA) vem sendo empregado pela capacidade de 

detectar elevado nível de polimorfismo revelado entre os indivíduos a partir da 

exploração de vastas regiões no genoma (Williams et al, 1990). Em milho, esta 

técnica tem sido amplamente utilizada em estudos de diversidade, pois quando 

comparados com outros tipos de marcadores, aliado ao baixo custo, permitiram 

detectar polimorfismo de modo simples e rápido. (Liu et al, 1998; Carvalho et al, 

2004; Rinaldi, 2005). Entretanto alguns resultados obtidos a partir de diferentes tipos 

de pesquisa são contraditórios no que diz respeito à relação entre a divergência 

genética e a heterose. Smith et al (1990) demonstrou que análise obtida a partir de 

RFLP pode ser utilizada para predizer combinações híbridas superiores. Lanza et al 

(1997) e Bruel et al (2006) trabalhando com marcadores de RAPD conseguiram 

alocar linhagens de milho em grupos heteróticos e predizer as melhores 

combinações híbridas. No entanto alguns pesquisadores não encontraram 

correlação entre a distância genética estimada por marcadores moleculares e a 

heterose de híbridos. Chen et al (1996) e Shieh e Thseng (2002) não encontraram 

resposta positiva entre a diversidade genética obtida através de RAPD e a 

performance de híbridos. 

 Sendo assim o objetivo deste trabalho foi estimar a heterose 

para características agronômicas, acessar a diversidade genética dentro de 

populações de milho pipoca usando marcadores de RAPD e avaliar as associações 

entre as distâncias genéticas obtidas por RAPD e a média das performances dos 

híbridos topcrosses 
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4.4 Material e Métodos 

Obtenção do material vegetal 
Foram utilizadas 14 populações de milho pipoca: nove procedentes 

de três gerações de seleção massal estratificada dentro de variedades locais, 

selecionados em lavouras de agricultores no norte do Paraná (UEL MP, UEL YY, 

UEL SI, UEL MPS, UEL BG, UEL PAG, UEL PAP, UEL ZP e UEL PP); dois 

compostos procedentes da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG (CMS 42 e 

CMS 43) e três populações comerciais (RS 20/FEPAGRO–RS, Capitão e Japonesa). 

A obtenção dos híbridos topcrosses foi realizado no ano agrícola 

1997/1998, na Área Experimental do Instituto Agronômico do Paraná (IAPAR). As 14 

populações foram semeadas separadamente como fileiras femininas e o testador 

como fileira masculina. O testador foi constituído por uma mistura eqüitativa de 

sementes (Chaves e Miranda Filho, 1997) de todas as 14 populações, semeado em 

duas épocas com intervalo de sete dias, intercalado com as fileiras femininas, na 

proporção de três para dois, respectivamente. As fileiras femininas e o testador 

foram semeados em linhas de 10m de comprimento, com espaçamento de 0,9m 

entre linhas e densidade de cinco plantas por metro linear. As fileiras femininas 

foram despendoadas antes do início do florescimento masculino.  

As populações e os híbridos topcrosses foram avaliados no ano 

agrícola 1999/2000, instalado na Fazenda Experimental da Universidade Estadual 

de Londrina, PR, com semeadura realizada em novembro de 1999.  

 

Delineamento Experimental 
O experimento seguiu o delineamento de blocos ao acaso, com três 

repetições e 28 tratamentos (14 híbridos topcrosses e 14 populações). A unidade 

experimental foi constituída de duas fileiras de 4m de comprimento, espaçamento de 

0,9m entre fileiras e densidade de cinco plantas por metro linear.  

Foram avaliados os seguintes caracteres: peso total de grãos na 

parcela (PG, em kg parcela-1), corrigidos para umidade padrão de 13,5% e stand 

(ST) ideal de 40 plantas, ajustado para t ha-1, por meio da metodologia de correção 

por covariância (Vencovsky e Barriga, 1992); capacidade de expansão (CE, em mL 

mL-1), avaliada em grãos com 11% de umidade, em microondas (Gökmen, 2004); 
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altura de planta (AP, em metros), em três plantas competitivas por parcela; e 

florescimento feminino (FF, em dias). 
Para análise dos dados utilizou-se o programa SAS versão 8.0 (SAS 

INSTITUTE, 1995). As estimativas dos efeitos de variedades (vj), heterose de 

variedades (hj), capacidade geral de combinação (gi) e as análises de variâncias de 

topcrosses foram realizadas segundo a metodologia proposta por Chaves e Miranda 

Filho (1997), obtida a partir  do modelo reduzido de Gardner (1967): 

Yjj´ = µ + ½ (vj + vj´) + θ (h  + hj + hj’) + e jj´ 

Onde: 

θ = 0 para variedades (j = j’) e 1 para híbridos (j ≠ j’); 

µ= média das n variedades parentais; 

vj e vj’ = efeito de variedades; 

h= heterose média; 

hj e hj’ = heterose de variedades; 

e jj = erro ajustado à média dos tratamentos. 

 

 As estimativas dos parâmetros foram obtidas pelas fórmulas 

apresentadas no Quadro 1 (Chaves e Miranda Filho, 1997). 

 

 

Quadro 1. Fórmulas para a estimação de efeitos no estudo de topcrosses e seus 

parentais. 

Efeitos Estimativas 

Média $µ = V   

Variedade j jv = V - V$  

Heterose média h = n
n -1

(T - V)  

Heterose de variedade 
j j jh = n

n - 2
[(T - T) -1

2
(V - V)]$  
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Uma notação mais simplificada foi utilizada nas fórmulas, tais que: 

j jjV = Y ; V = 1
n

V j∑ ; j jjT = 1
n

Y∑ ;T = , com as restrições: ∑v1
n

T j∑ j = ∑hj = 0, em que 

os valores observados (médias) são Vj e Tj . 

As análises de variâncias de topcrosses para cada caráter avaliado 

foram realizadas segundo as fórmulas apresentadas no Quadro 2. 

 

 

Quadro 2. Análise da variância com base nas médias de variedades e topcrosses de 

acordo com o modelo reduzido de cruzamento dialélico. 

Fontes de Variação G.L. Soma de Quadrados 

Tratamentos 2n - 1 V T V T
nj

j

n

j
j

n2

1

2

1

2

2= =
∑ + ∑ −

+( . .)  

Variedades (vj) n - 1 
1
5

[2(V - V) + (T - T)]
j=1

n

j j
2∑  

Heterose média (h ) 1 
1

2 n
(V .-T . ) 2  

Heterose de variedades 

(hj) 
n - 1 

1
5

[(V - V) - 2(T - T) ]
j=1

n

j j
2∑  

Erro 
(r - 1)(2n - 

1) 
------ 

 

 

Marcadores de RAPD 
Para a obtenção de DNA as sementes foram colocadas para 

germinar em papel toalha umedecido. Após 7 dias, cada população foi representada 

por um bulk (Michelmore et al, 1991) de folhas jovens de 30 plantas. O bulk do 

testador constitui uma mistura eqüitativa de folhas de cada população.O tecido foliar 
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foi macerado em nitrogênio líquido e o DNA genômico extraído utilizando-se o 

protocolo de extração descrito por Ferreira e Grattapaglia (1998). Após a extração foi 

realizada a quantificação do material em fluorômetro Dyna-Quant (Hoefer-

Pharmacia) e diluído a uma concentração final de 10 ng µl-1. 

As reações de RAPD foram conduzidas em um volume final de 15µl, 

contendo tampão 1x buffer de PCR (75 mM de Tris-HCl pH 9.0, 50 mM de KCl, 20 

mM MgCl2 e 20 mM de (NH4)2SO4), 0,1 mM de cada dNTP, 0,5 mM de primer, 0.7 

unidade de Taq DNA polimerase (Biotools) e 20 ng de DNA e água bidestilada para 

completar o volume. As amplificações foram realizadas em termociclador modelo 

PT-100 (MJ Research, Massachusetts, USA), programado para uma etapa inicial de 

3 min. a 94ºC, 47 ciclos de 1 min. a 94ºC (desnaturação), 1,45 min. a 38ºC 

(anelamento), 2 min. a 72ºC (polimerização) e um ciclo final de extensão por 6 min. a 

72ºC. Após a amplificação, o volume total foi inserido em gel de agarose (1,2%), 

corado com brometo de etídio (0,5 µg ml-1). Os fragmentos amplificados foram 

separados por eletroforese em tampão TAE (Tris-acetato 0,04M e EDTA 0,01M pH 

7.5) a 100 V por 3 h e visualizados sob luz UV. As imagens dos géis foram 

capturadas usando um sistema de fotodocumentação para posterior análise. Foram 

utilizados 24 primers decanucleotídeos pré-selecionados (Operon Technologies, 

Califórnia, EUA).  

Na avaliação dos géis, foi construída uma matriz de similaridade 

onde cada banda foi tratada como um caráter único e a sua presença em um 

indivíduo foi designada por 1 (um) e a ausência por 0 (zero). Foi utilizado o programa 

NTSYS-pc (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis for Personal Computers), 

versão 2.1 (Rohlf, 2000) para avaliar as associações genéticas entre as amostras. 

Com base no coeficiente de similaridade de Jaccard (1901), foram feitas 

comparações duas a duas, entre os genótipos. A estimativa da similaridade genética 

(SG) entre cada par de genótipos foi efetuada utilizando a expressão SGij=a/(a+b+c), 

onde a=número de coincidências positivas para cada par, b=número de 

discordâncias do tipo 1-0 para cada par de genótipos e c=número de discordâncias 

do tipo 0-1 para cada par de genótipo. As distâncias genéticas (GD) entre os pares 

foram estimadas por GD= 1 - GS. A representação simplificada das distâncias foi 

feita por meio de um dendrograma obtido pelo método hierárquico aglomerativo da 

média aritmética entre pares não ponderados (UPGMA) e pela dispersão das 
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linhagens em um gráfico bidimensional através das duas primeiras coordenadas 

principais. O procedimento de bootstrap foi aplicado para calcular a variância das 

similaridades genéticas obtidas a partir dos marcadores e, assim, verificar a 

consistência do dendrograma obtido usando o programa DBOOT, versão 1.1 

(Coelho, 2001). A relação entre as distâncias genéticas de Jaccard e as médias 

observadas no topcross foi avaliada pela correlação de Pearson, utilizando o 

Programa Genes (Cruz, 2001). A significância das correlações foi verificada pelo 

teste t. 

 

 

4. 5 Resultados e Discussão 
 

Os quadrados médios obtidos pela análise de variância do ensaio 

topcross do experimento são apresentados na Tabela 1 para os seguintes 

caracteres: peso de grãos (PG), capacidade de expansão (CE), altura de planta (AP) 

e florescimento feminino (FF).  Os coeficientes de variação (CV%) oscilaram entre 

1,91% e 15,67% para FF e PG, respectivamente. O CV% obtido neste trabalho foi 

considerado baixo enquadrando-se nos limites aceitáveis propostos por Pimentel-

Gomes (1985) e Scapim et al (1995). O CV% para CE foi relativamente baixo, 

quando comparado com outros autores na literatura que obtiveram valores de CV% 

variando de 9,1 % (Simon et al, 2004) a 19,2% (Santos et al, 2004) o que revela a 

boa precisão experimental para ensaios de milho pipoca conduzidos em campo. 

Foram detectadas diferenças significativas entre os tratamentos, para 

os caracteres avaliados (PG, AP, FF) exceto para CE. Efeitos significativos de 

variedades foram detectados para todos os caracteres em estudo com exceção para 

a CE. As significâncias da heterose média (h ) observada para PG, CE, AP e FF 

indicam que de um modo geral, os híbridos topcrosses apresentaram 

comportamento diferenciado em relação às populações per se (Tabela 3). Quando o 

quadrado médio da heterose média é significativo, a variância das freqüências 

gênicas entre as variedades é suficientemente grande em, pelo menos, parte dos 

locos com dominância, e as variedades, nessas condições, são divergentes nesses 

locos (Vencovsky, 1970). 
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O efeito de variedade (vj) está relacionado aos componentes aditivos 

das médias, enquanto que heterose de variedades (hj) relaciona-se aos 

componentes de dominância, o que indica uma diversidade entre os genótipos e 

diferenças no potencial dessas populações para o uso em programas de 

melhoramento. Entretanto, para hj apenas os caracteres PG e FF apresentaram 

efeitos significativos ao nível de 1% de probabilidade (Tabela 1). Para os caracteres 

CE e AP, os efeitos vj foram preponderantes, o que indica a importância maior dos 

componentes aditivos sobre os não aditivos na manifestação desses caracteres.  

As estimativas positivas de vj, hj e gi são apresentadas na Tabela 2. 

Valores de gi positivos, para PG, foram observados em UEL YY, UEL SI, UEL PAP, 

UEL ZP, UEL PP, CMS 42, CMS 43 e RS 20. Estas populações apresentaram as 

maiores estimativas positivas de gi, sendo, portanto, de maior potencial para 

aumentar a média desse caráter, quando utilizadas em cruzamentos nesse estudo. 

Estes dados são apresentados na Tabela 3 e mostram tais populações como as 

melhores médias topcrosses. A população CMS 43 apresentou o melhor 

desempenho na avaliação per se e também em combinação híbrida com o testador, 

comprovando os valores positivos de vj e gi (Tabela 3). Entretanto, nem sempre as 

populações que se destacam na avaliação per se são as que conseguem bons 

desempenhos quando em combinações híbridas (Hallauer, 1990). 

Para CE, os maiores valores positivos de vj foram estimados para as 

populações CMS 43, UEL YY, Japonesa, UEL SI, UEL ZP e UEL PP, onde estas 

ainda apresentaram valores médios de CE acima de 25. Para hj, os maiores valores 

positivos ocorreram para as populações RS 20 e UEL MPS. Para gi, as populações 

RS 20 e UEL MPS apresentaram maiores valores positivos. A capacidade de 

expansão (CE) é o caráter de maior importância no milho pipoca, por estar 

relacionado diretamente com a qualidade da pipoca. As populações com maiores 

efeitos de vj (Tabela 2), que apresentaram as maiores médias da variável CE 

(Tabela 3), possuem maiores freqüências de alelos favoráveis para CE, 

provavelmente como resultado do melhoramento para esta característica. Neste 

trabalho, a média geral das populações para CE foi 24,10 mL mL-1 (Tabela 3). A 

média geral da capacidade de expansão dos materiais comerciais testados no 

Ensaio Nacional de Milho Pipoca 1991/1992, realizado pela Embrapa, foi de 17,39 

(Pacheco, 1992), muito abaixo do padrão exigido pelas empresas que atuam no 

setor. Em 1997/1998, em Londrina, PR, diversos genótipos avaliados por 
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Carpentieri-Pípolo et al (2002) apresentaram a CE entre 18,53 e 27,50 mL mL-1. 

Destacaram-se os genótipos UEL ZP, UEL SI e UEL PAP, com valores para CE de 

27,50, 27,15 e 24,40 mL mL-1, respectivamente. Tais resultados são considerados 

promissores para utilização dos materiais em programas de melhoramento. 

O desempenho médio dos topcrosses foi superior ao obtido pelas 

populações per se, e evidenciou a ocorrência de heterose nos topcrosses para o 

caráter PG. Alguns melhoristas acreditam que as avaliações de populações em 

topcrosses são prejudicadas pelo fato de os cruzamentos apresentarem diversas 

características indesejáveis, associadas à introdução dos alelos do testador 

(Lonnquist e Lindsey, 1964; Souza, 2000). Teoricamente, o testador contribui com 

50% dos alelos, e apenas os 50% restantes representariam os genótipos avaliados 

(Pinto et al, 2004). Além deste efeito, os alelos do testador podem interagir ou não 

com os alelos dos genótipos a serem avaliados, prejudicando a representatividade 

das diferenças desses genótipos. No presente trabalho, apesar do testador ter sido 

constituído por uma mistura de sementes das populações isso não influenciou na 

discriminação dos topcrosses, possibilitando a identificação de genótipos superiores. 

Para a análise da diversidade genética avaliada por marcadores 

moleculares de DNA foram utilizados 24 primers de RAPD previamente 

selecionados, sendo escolhidos para este trabalho somente aqueles que 

apresentaram habilidade de produzir bandas polimórficas. Estes primers geraram um 

total de 218 bandas amplificadas, com uma média de 9,08 bandas por primer. 

Destas, 162 (74,3%) foram polimórficos e 56 (25,7%) monomórficas. O número de 

bandas polimórficas variou de 1 para os primers OPAR-17 e OPT-08 até 18  para o 

primer OPAR-05. Um exemplo de padrão eletroforético pode ser visto na Figura 1. O 

nível de polimorfismo encontrado neste trabalho manteve-se próximo a alguns 

resultados descritos na literatura. O polimorfismo obtido (74,3%) foi um pouco acima 

ao encontrado por Munhoz (2001) que avaliando a diversidade genética obtida com 

marcadores RAPD entre cultivares de milho pipoca obteve 62% de polimorfismo, 

enquanto que Rinaldi (2005) trabalhando com populações de milho pipoca obteve a 

partir de 26 primers de RAPD 75,6% de polimorfismo.  Deve-se considerar que as 

variações encontradas quanto aos níveis de polimorfismo podem ser interpretadas 

como sendo resultado de diferenças genéticas entre os materiais utilizados e/ou 

devido ao acesso à regiões distintas do genoma que foram acessados pelos 

marcadores escolhidos (Sun et al, 2001). Em estudos de variabilidade genética um 
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aspecto importante a ser considerado é a estabilidade das associações mostradas 

no dendrograma (Carvalho et al, 2004). Usando o método de bootstrap (Coleho, 

2001) foi possível determinar o número de bandas necessárias para se avaliar a 

estável associação entre os genótipos.  Na Figura 2 pode-se observar que 218 

bandas foram suficientes para acessar a variação genética presente nas 14 

populações (coeficiente de variação = 5,5 %). Análises de diversidade genética 

envolvendo linhagens de milho mostraram que 150 bandas polimórficas de RAPD 

são suficientes para obter a estabilidade do dendrograma (Lanza et al, 1997, Pejic et 

al, 1998). Entretanto o número de bandas pode variar dependendo da variabilidade 

genética dos materiais, bem como do coeficiente de similaridade empregado 

(Thormann et al, 1994).  

Com base nos valores das distâncias genéticas originadas a partir 

dos marcadores de RAPD foi construído um dendrograma usando o agrupamento 

UPGMA a fim de ilustrar a associação entre as populações utilizadas neste estudo. 

O dendrograma construído e a análise de coordenadas principais mostrou que as 14 

populações e o testador se separaram em 3 grupos distintos (Figura 3 e 4). No grupo 

I encontram-se as populações UEL MP, UEL SI, UEL MPS E UEL BG todas 

pertencentes à Universidade Estadual de Londrina; no grupo II estão as populações 

UEL PAG, UEL PAP, UEL ZP, UEL PP, Capitão, CMS 42 e CMS 43 e UEL YY, com 

exceção dos compostos CMS 42 e CMS 43 que são procedentes da Embrapa Milho 

e Sorgo e da população comercial Capitão,  as demais são pertencentes ao 

programa de melhoramento de milho pipoca da UEL. Exceto a CMS 43 que 

apresenta coloração branca e textura de grão do tipo americana as demais são 

amarelas, redondas, brilhante e sem arista.  No agrupamento III apareceram os 

compostos comerciais Japonesa, RS 20 e o testador. Seifert et al (2006) avaliando a 

análise combinatória em populações de milho pipoca, considerou que a população 

Japonesa pertence a um grupo heterótico diferente das demais populações. No 

presente trabalho isso se confirmou através dos dados dos marcadores de RAPD. 

Essa variedade se destaca das demais por a única a apresentar o grão do tipo alho 

e coloração roxa, opaca com arista. A heterose está normalmente associada a 

diferenças raciais e distância genética. A separação dos grupos heteróticos podem 

se dar a partir do tipo e coloração de grãos, graus-dias, florescimento. Carvalho et al 

(2002) trabalhando com variedades de milho crioulo e marcadores do tipo ISSR 

conseguiram alocar o material em 3 grupos heteróticos de acordo com a cor do 
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endosperma e dias para florescimento. Sun et al (2001) combinaram os dados de 

RAPD e de microssatélites e conseguiram separar em 2 grupos 37 híbridos 

comerciais de acordo com graus dias. Sendo assim os marcadores de RAPD podem 

ser usados como uma ferramenta para determinar a extensão da diversidade 

genética entre as populações de milho pipoca e para alocar genótipos em grupos 

heteróticos distintos (Lanza et al, 1997; Munhoz, 2001; Bruel et al, 2006).  

As distâncias genéticas provenientes dos dados de RAPD baseado 

no coeficiente de Jaccard mostraram que as populações variaram de 11% entre as 

populações UEL SI e UEL MPS até 54% entre as populações UEL YY e Japonesa 

(Tabela 4). Desta maneira esses marcadores detectaram grande variabilidade 

genética entre essas populações o que pode ser explorado nos programas de 

melhoramento de milho pipoca. A distância genética média entre o testador e as 

populações foi de 40%; a menor distância foi de 25% entre o testador e a população 

RS20 enquanto que a maior foi de 52% para a população UEL YY. De acordo com 

os cruzamentos obtidos nos topcrosses para PG pode-se verificar que as maiores 

médias em combinação híbrida com o testador foram os híbridos CMS 43 TC,  CMS 

42 TC e UEL SI TC com 4.140, 3.940 e 3.450 t ha-1, respectivamente.  Para a CE os 

híbridos que se destacaram foram RS 20 TC e UEL MPS TC com 25,4 e 25 mL mL-1, 

respectivamente. Verificou-se que as melhores combinações híbridas não foram 

aquelas que apresentaram as maiores distâncias genéticas, diferente dos resultados 

obtidos por Wang et al (1994), Lanza et al (1997) e Bruel et al (2006) que obtiveram 

correlações positivas entre a divergência genética e a performance de híbridos 

obtidos a partir de linhagens de milho. Não houve correlação significativa entre as 

distâncias genéticas detectadas por RAPD e o desempenho agronômico dos 

híbridos topcrosses. Estas foram não significativas e positivas para as características 

CE (r= 0,1051), AP (r= 0,0131) e FF (r= 0,0361) e negativas para PG (r= -0,0304). A 

utilização dos marcadores RAPD não foi efetiva para predizer precisamente o 

desempenho dos híbridos das populações de milho pipoca utilizadas neste trabalho. 

     Os resultados encontrados neste trabalho não foram inteiramente 

inesperados na luz dos estudos recentes que demonstram a natureza complexa 

entre marcadores e a heterose. Tais resultados corroboram com outros autores que 

também não encontraram correlações consistentes entre a distância genética gerada 

pelos marcadores de DNA e a performance dos híbridos ou a heterose (Dudley et al, 
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1991;  Melchinger, 1999;  Shieh et al, 2002; Yu et al, 2005; Menkir et al, 2006). Lee 

et al (1989) observaram que, embora o RFLP tenha separado linhagens de milho em 

grupos heteróticos, esses não foram concordantes com o grau de parentesco entre 

elas. Zhang et al (1996) estudando diferentes espécies de arroz associou que a 

correlação entre a diversidade genética acessada pelos marcadores de RFLP e a 

heterose depende do tipo de germoplasma utilizado. Strauss (1986) e Vaillancourt et 

al (1995) não encontraram correlações entre a distância genética dos parentais e a 

heterose em arvores florestais. 

A ausência de associações significativas, observadas neste estudo, 

pode ser explicada quando consideramos que 218 bandas foram amplificadas e 

destas, 162 foram de fragmentos polimórficos, pertencentes a qualquer parte do 

genoma, incluindo áreas que não sofreram pressão de seleção como é o caso 

daquelas seqüências que não codificam nenhuma característica agronômica 

importante (Joyce et al, 1999).  Isto nos leva a concluir que para predizer a heterose 

é necessário diferenciar heterose geral da heterose “funcional” pois nem todos os 

fragmentos polimórficos obtidos  contribuem com a heterose , existe um número 

considerável de fragmentos que são localizados em regiões não codificadas do 

genoma ou ainda, como como já foi mencionado acima, os fragmentos podem não 

ter associações com caracteres de importância econômica (Zhang et al, 1996).  

Outro fator que reduz as chances de se detectar correlações 

significativas entre a divergência genética e a heterose é que os marcadores podem 

não estarem associados às características agronômicas importantes. Ao contrário do 

que ocorre com marcadores de locos quantitativos ou QTLs, que exploram regiões 

mais ligadas às características agronômicas relativas à produtividade e capacidade 

expansão, quando se utiliza marcadores RAPD a dispersão destes ao acaso pode 

não ser suficiente na exploração do genoma, o que resulta em distâncias genéticas 

que não correspondem com a heterose dos híbridos (Bernardo et al, 1992). Uma 

alternativa para tentar solucionar este problema seria a utilização de um maior 

número de marcadores para obter uma melhor cobertura do genoma ou a utilização 

de locos pré selecionados procurando acessar principalmente regiões do genoma 

com elevado grau de heterose e que estejam ligados às características agronômicas 

de interesse (Leonardi et al, 1991 e Munhoz, 2001). Além da indicação do uso de um 

número maior de marcadores, particularmente em estudos envolvendo cruzamentos 

topcrosses, a partir dos resultados deste trabalho sugere-se um aumento do número 
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de parentais e progênies avaliados, pois isso aumentaria as chances de se 

encontrar associações significativas e positivas entre heterose e a divergência 

genética (Tsaftaris, 1995). 

Neste trabalho, a ausência de correlação entre a performance dos 

híbridos e a divergência  genética entre as populações parentais estudadas pode ser 

explicada também em razão dos híbridos terem sido avaliados em um só local 

(Londrina), pois a resposta heterótica entre um pool de genes não depende somente 

da distância genética entre os pais, mas também da adaptação aos diferentes 

ambientes no qual o experimento foi conduzido. Com vistas nos resultados desta 

pesquisa sugere-se o monitoramento da interação genótipo e ambiente através da 

avaliação da performance dos híbridos em vários locais e anos (Link et al, 1996).  

Particularmente neste estudo, para os caracteres PG e FF onde os 

efeitos de dominância foram os principais determinantes da diversidade, a falta de 

associação entre a performance dos híbridos e a divergência genética entre os 

parentais pode ter sido prejudicadas pela falta de harmonia entre os níveis de 

dominância e a complementaridade das freqüências alélicas entre os parentais 

utilizados nos cruzamentos (Bernardo et al, 1992)  

  A respeito do rendimento de grãos e da capacidade de expansão estes 

apresentam características de herança complexa e de baixa herdabilidade; 

entretanto, tratando-se de valores médios, o rendimento de grãos pode ser visto com 

traços de elevada herdabilidade e efeito dominante, concordando com a predição de 

Bernardo et al (1992) onde os autores identificaram essas características como 

condição para predizer efetivamente a performance de híbridos utilizando 

marcadores heterozigotos. Entretanto no presente trabalho, não foi encontrado uma 

correlação positiva entre a distância baseada em RAPD e o rendimento de grãos, 

sugerindo que os marcadores RAPD não se encontram fortemente ligados a locos 

QTLs. O RAPD é eficiente para acessar a diversidade genética de todo o genoma, 

contudo podem não refletir as diferenças morfológicas de caracteres agronômicos 

que vem sofrendo pressão de seleção. 
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Tabela 1. Análise de variância de topcrosses de milho pipoca para as características 
peso de grãos (PG, em t ha-1), capacidade de expansão (CE, em mL mL-1), altura de 
planta (AP, em metros) e florescimento feminino (FF, em dias)(1). 
 
 

 Quadrado médio  Fonte de variação GL
PG CE AP FF 

Tratamentos 27 670,95** 3,8502ns 39,760** 24,451**

Variedades 13 628,19** 2,5129 ns 51,982** 45,389**

Heterose média 1 4.839,40** 16,3860* 288,730** 7,682*

Heterose de 
variedades 13 393,06** 4,2233 ns 8,386 ns 4,803**

Erro 54 148,33 2,7943 5,078 1,218 
CV (%)   15,67 7,17 3,74 1,91 

 

 

(1)Valores de quadrado médio multiplicados por 10-3; graus de liberdade de erro igual 
a 53, para o caráter PG. ns: Não-significativo. * e **: Significativo a 5 e 1% de 
probabilidade, respectivamente, pelo teste F. 
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Tabela 2. Estimativa dos efeitos de variedade (vj), de heterose de variedades (hj) e 
da capacidade geral de combinação (gj), obtidas nos experimentos de avaliação de 
topcrosses de milho pipoca(1): 

  PG     CE     AP     FF   População 
 vj hj gj vj hj gj vj hj gj vj hj gj

UEL MP 0,63 -1,33 -1,02 -1,83 1,54 0,63 0,13 0,01 0,16 -1,24 1,94 1,32
UEL YY -1,10 0,79 0,24 2,25 -3,08 -1,95 -0,19 0,05 -0,04 -0,57 0,78 0,49
UEL SI 0,34 0,47 0,64 1,54 -2,03 -1,23 0,06 -0,06 -0,03 -1,24 1,17 0,55
UEL MPS 0,04 -1,28 -1,26 -0,46 3,12 2,89 -0,17 -0,14 -0,23 -4,24 0,97 -1,15
UEL BG -0,55 -0,01 -0,28 -1,29 1,23 0,58 -0,17 0,10 0,01 -0,24 -0,58 -0,70
UEL PAG 0,12 -0,26 -0,20 -3,67 3,29 1,46 0,02 -0,12 -0,11 -4,90 5,25 2,80
UEL PAP -0,96 0,59 0,11 -1,58 2,03 1,24 -0,17 -0,06 -0,15 -4,57 0,78 -1,51
UEL ZP 0,06 0,17 0,20 1,54 0,50 1,27 -0,02 0,01 0,00 -0,24 1,75 1,63
UEL PP 0,24 0,21 0,33 1,08 -0,26 0,28 0,13 -0,05 0,02 -1,24 1,17 0,55
Capitão 0,01 -1,59 -1,57 0,33 -4,14 -3,98 -0,15 -0,12 -0,20 -0,24 -6,81 -6,92
CMS 42 0,99 0,66 1,16 -1,25 -1,52 -2,15 0,31 0,25 0,40 0,76 -0,78 -0,40
CMS 43 1,27 0,73 1,37 2,37 -0,23 0,95 0,36 0,01 0,28 2,76 -3,11 -1,73
Japonesa -0,40 0,20 0,00 1,62 -4,17 -3,36 -0,10 0,10 0,05 20,76 -3,11 7,27
RS 20 -0,69 0,63 0,28 -0,67 3,73 3,40 -0,05 -0,15 -0,17 -5,57 0,58 -2,20

 

(1)PG: peso de grãos (t ha-1); CE: capacidade de expansão (mL mL-1); AP: altura de 
planta (m); FF: florescimento feminino (dias). 
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Tabela 3. Médios das populações e respectivos cruzamentos topcrosses do 
experimento de milho pipoca na UEL. 

 
 UEL  Populações PG (1) CE AP FF 

CMS 043 TC(2) 4,14 a 23,5 abc 2,27 ab 57 cd 
CMS 042 TC 3,94 ab 20,6 abc 2,37 a 58 cd 
UEL SI TC 3,45 abc 21,6 abc 1,99 cdef 59 cd 
CMS 043 3,31 abcd 26,5 a 2,16 abc 60 c 
UEL PP TC 3,18 abcd 22,9 abc 2,03 bcde 59 cd 
RS 20 TC 3,07 abcde 25,4 ab 1,85 efgh 56 de 
UEL ZP TC 3,05 abcde 23,8 abc 2,01 cdef 60 cd 
CMS 042 3,03 abcde 22,8 abc 2,12 bcd 58 cd 
UEL YY TC  3,00 abcde 21,0 abc 1,96 cdefg 59 cd 
UEL PAP TC 2,90 abcdef 23,5 abc 1,87 defgh 57 cd 
Japonesa TC 2,85 bcdef 19,8 bc 2,04 bcde 66 b 
UEL PAG TC 2,72 bcdefg 23,5 abc 1,91 cdefg 60 c 
UEL MP 2,67 bcdefg 22,3 abc 1,94 cdefg 56 de 
UEL BG TC 2,59 cdefgh 23,0 abc 2,00 cdef 58 cd 
UEL SI 2,39 cdefgh 25,6 ab 1,86 defgh 56 de 
UEL PP 2,28 cdefghi 25,2 abc 1,94 cdefg 56 de 
UEL PAG 2,17 cdefghij 20,4 abc 1,83 efgh 52 ef 
UEL ZP 2,10 defghij 25,6 ab 1,79 efgh 57 cd 
UEL MPS 2,08 defghij 23,6 abc 1,64 h 53 ef 
Capitão 2,05 defghij 24,4 abc 1,65 h 57 cd 
UEL MP TC  2,05 defghij 23,0 abc 2,16 abc 59 cd 
UEL MPS TC 1,80 efghij 25,0 abc 1,80 efgh 57 cd 
Japonesa 1,64 fghij 25,7 ab 1,70 gh 78 a 
Capitão TC 1,52 ghij 19,2 c 1,82 efgh 52 ef 
UEL BG 1,49 ghij 22,8 abc 1,63 h 57 cd 
RS 20 1,35 hij 23,4 abc 1,75 fgh 52 f 
UEL PAP 1,08 ij 22,5 abc 1,64 h 53 ef 
UEL YY 0,94 j 26,3 a 1,61 h 57 cd 
Média das Pop. 2,04 24,1 1,80 57 
Média Topcross 2,87 22,6 2,01 58 
Média Geral 2,46 23,3 1,90 58 
CV entre médias(%) 26,89 12,41 6,48 3,31 

 

(1) PG: peso de grãos (t ha-1); CE: capacidade de expansão (mL mL-1); AP: altura 
de planta (m); FF: florescimento feminino (dias). Médias seguidas da mesma 
letra, na coluna, não diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de 
probabilidade. 
(2) TC: cruzamentos topcrosses. 
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Tabela 4. Matriz de distância genética entre as 14 populações e o testador estimada por marcadores de RAPD baseado no 
coeficiente de Jaccard. 
 

 UEL MP UEL YY UEL SI UEL MPS UEL BG UEL PAG UEL PAP UEL ZP UEL PP Capitão CMS 42 CMS 43 Japonesa RS 20 Testador 
UEL MP 1,00               
UEL YY 0,34 1,00              
UEL SI 0,26 0,33 1,00             
UEL MPS 0,20               0,26 0,21 1,00
UEL BG 0,28               0,28 0,20 0,15 1,00
UEL PAG 0,25               0,35 0,28 0,24 0,24 1,00
UEL PAP 0,29               0,32 0,32 0,27 0,25 0,23 1,00
UEL ZP 0,30               0,39 0,29 0,26 0,26 0,22 0,19 1,00
UEL PP 0,30              0,38 0,34 0,31 0,30 0,28 0,24 0,22 1,00
Capitão 0,29               0,38 0,24 0,29 0,30 0,27 0,29 0,25 0,23 1,00
CMS 42 0,28               0,36 0,28 0,31 0,32 0,27 0,27 0,27 0,26 0,21 1,00
CMS 43 0,34               0,40 0,33 0,32 0,35 0,32 0,33 0,30 0,32 0,26 0,14 1,00
Japonesa 0,44               0,54 0,47 0,44 0,45 0,45 0,45 0,47 0,45 0,41 0,38 0,37 1,00
RS 20 0,42               0,52 0,48 0,45 0,49 0,44 0,42 0,44 0,40 0,39 0,35 0,38 0,29 1,00
Testador 0,44              0,53 0,46 0,43 0,44 0,46 0,42 0,43 0,39 0,37 0,38 0,39 0,29 0,25 1,00
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Figura 1. Padrão eletroforético obtido a partir dos primers de RAPD OPAD-06 
e OPAD-13, respectivamente. (PM- peso molecular). 
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Figura 2. Coeficiente de variação para o número de marcadores, estimados a partir 
de 1000 sorteios bootstrap (CV= 5,5%). 
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Figura 3. Dendrograma obtido a partir dos marcadores de RAPD, pelo agrupamento 
UPGMA entre as 14 populações de milho pipoca e o testador baseado nas 
similaridades genéticas de Jaccard. 
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Figura 4. Análise da coordenada principal obtida através dos marcadores RAPD 
onde mostrou uma tendência das linhagens em se separar em três grupos de 
acordo. As coordenadas, primária e secundária, explicam 23.89% e 12.21% de 
variação genética, respectivamente. 
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5 CONCLUSÕES GERAIS 

 

O testador utilizado possiblitou a identificação de genótipos 

superiores entre as populações de milho pipoca 

A característica PG foi influenciada tanto pelos efeitos aditivos como 

pelos efeitos de dominância. 

 Os efeitos de heterose revelaram que existe divergência entre as 

populações. 

 

Os marcadores RAPD foram eficientes em detectar polimorfimos e 

acessar a diversidade genética entre as populações de milho pipoca. 

 

As distâncias genéticas geradas a partir dos marcadores de RAPD 

não apresentaram correlação significativa para os carateres agronômicos avaliados, 

não sendo eficiente para predizer a performance dos híbridos. 

 




