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RESUMO 
 
 

O milho é a espécie que apresenta a maior diversidade genética entre os cereais, 
demonstrada por milhares de cultivares adaptadas a diferentes regiões, climas e 
solos, e resistentes a várias enfermidades. Conhecer e acessar essa variabilidade é 
essencial para o melhoramento da cultura, permitindo a identificação de fontes de 
resistência para diversas doenças. Dentre as doenças que afetam o milho, a 
ferrugem polissora apresenta destaque, podendo causar perdas significativas na 
produtividade, e apresentando severas epidemias em várias regiões do Brasil. Já 
foram identificados alguns genes de resistência a essa doença, contudo a maioria 
deles confere resistência a uma ou apenas algumas raças do patógeno, tornando 
importante a busca pela resistência horizontal. A utilização de marcadores 
moleculares vem auxiliando o melhoramento, permitindo acessar a diversidade 
genética e identificar marcadores e QTLs relacionados à resistência a doenças. 
Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade genética de 
linhagens de milho e identificar marcadores AFLP (Amplified Fragment Length 
Polymorphism) associados à reação do milho à ferrugem polissora. Foram 
conduzidos dois experimentos à campo, nas épocas de safra (2014) e segunda safra 
(2014/2015), na fazenda experimental da Universidade Estadual de Maringá, em 
Maringá, Paraná, sob o delineamento experimental de blocos cazualizados, com 
duas repetições. Foram avaliadas 145 linhagens de milho, sendo 77 de milho 
comum e 68 de milho-pipoca. As linhagens foram fenotipadas para severidade de 
ferrugem polissora e genotipadas por meio de reações AFLP utilizando quatro 
combinações de primers que resultaram na identificação de 975 bandas 
polimórficas. O coeficiente de similaridade de Jaccard foi utilizado para estimar as 
distâncias genéticas que foram utilizadas para o agrupamento hierárquico Ward. A 
estrutura populacional foi estimada por meio do software STRUCTURE e a matriz 
kinship por meio do software SPAGEDI. Para a realização do estudo de associação 
foram utilizados quatro modelos matemáticos por meio do software TASSEL. Houve 
efeito significativo de linhagens, safras e da interação linhagens x safras. O 
experimento de segunda safra apresentou maior severidade de ferrugem polissora. 
Os marcadores AFLP foram eficientes em discriminar geneticamente as linhagens. A 
análise da estrutura de população mostrou que os genótipos pertencem a dois 
agrupamentos principais. O modelo de associação contendo os dois fatores, 
estrutura de população e kinship, restringiu o número de associações significativas, 
reduzindo a chance de obtenção de falsos positivos. Três marcadores (EactMctg18, 
EactMctg169, EactMctg205) foram considerados interessantes candidatos para 
estudos mais aprofundados visando sua efetiva incorporação em programas de 
melhoramento. 
 
Palavras-chave: Zea mays. Ferrugem polissora. Marcadores moleculares. 

Variabilidade genética. Estudos de associação. 



GIORDANI, Willian. Genetic diversity and AFLP markers associated with maize 
reaction to Puccinia polysora. 2017. 89p. Dissertation (Master’s degree in 
Agronomy) – Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017. 

 
 

ABSTRACT 
 
 

Maize is the specie that presents the greater genetic diversity among cereals, 
demonstrated by thousands of cultivars adapted to different regions, climates, soils 
and resistant to various diseases. Knowing and accessing this variability is essential 
for the maize breeding, allowing an identification of resistance sources for many 
diseases. Among the diseases that affect maize, southern rust is one of the most 
important, causing significant losses in yield, and presenting severe epidemics in 
several regions of Brazil. Some resistance genes to this disease have already been 
identified, but most of them confer resistance only to one or few races of the 
pathogen, showing the importance of searching for horizontal resistance. The use of 
molecular markers has been helping the breeders, allowing access to the genetic 
diversity and permitting identify markers and QTLs related to disease resistances. 
Thus, the objective of this study was evaluated the genetic diversity of 145 maize 
lines and identify AFLP markers (Amplified Fragment Length Polymorphism) 
associated to the maize reaction for southern rust. Two experiments were carried out 
in the field, being first crop (2014) and second crop (2014/2015) at the experimental 
farm of the Universidade Estadual de Maringá, Maringá, Paraná, Brazil. The 
experimental design was randomized blocks with two replications. A total of 145 
maize lines were evaluated, being 77 of common corn and 68 of popcorn. The lines 
were evaluated for the severity of southern rust and genotyped through AFLP using 
four primer combinations that resulted in the identification of 975 polymorphic bands. 
The Jaccard similarity coefficient was used to estimate the genetic distances whose 
were applied to the Ward hierarchical clustering. The population structure was 
estimated using the STRUCTURE software and the kinship matrix using SPAGEDI 
software. For the association studies, four mathematical models were obtained by 
TASSEL software. There was a significant effect of lines, crops and interaction 
between lines and crops. The second crop experiment showed higher southern rust 
severity. AFLP markers were efficient in discriminating the lines. The population 
structure analysis showed that the genotypes belong to two main groups. The 
association model containing the both factors, population structure and kinship, 
restricted the number of significant associations, reducing the chance of obtaining 
false positives. According to the results, three markers (EactMctg18, EactMctg169, 
EactMctg205) were considered interesting candidates for further studies aiming their 
effective incorporation into breeding programs. 
 
Key words: Zea mays. Southern rust. Molecular markers. Genetic variability. 

Association studies. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O milho (Zea mays L.) é o cereal mais produzido no mundo sendo 

uma importante fonte para a alimentação humana e animal e matéria-prima para a 

indústria. No Brasil, a cultura também possui destaque em decorrência do grande 

volume de grãos produzidos e da ampla área cultivada. Devido a sua grande 

adaptabilidade, representada por uma ampla diversidade genética, o cultivo do milho 

estende-se a uma extensa faixa de latitudes, altitudes, épocas e condições de 

cultivo. Desta forma, a cultura pode ser encontrada em climas tropicais, subtropicais 

e temperados. No Brasil o milho é cultivado em todas as regiões, com destaque para 

o Sul, Sudeste e Centro-Oeste.  

A alta adaptabilidade e o grande número de cultivares disponíveis se 

devem principalmente a pesquisas relacionadas ao manejo da cultura e aos 

trabalhos de melhoramento genético desenvolvidos nas últimas décadas, que 

permitiram, além da ampliação das regiões, épocas e condições de cultivo, também 

um enorme salto de produtividade. No entanto, apesar de crescer anualmente, a 

produtividade brasileira na safra 2015/16, foi de pouco mais de 4.300 kg ha-1 

(CONAB, 2016), valor considerado baixo quando comparada ao potencial produtivo 

do milho, que foi várias vezes reportado em mais de 20.000 kg ha-1 (TOLLENAAR; 

LEE, 2002). 

Entre os principais fatores que contribuem para a baixa 

produtividade do milho no Brasil, estão a semeadura em épocas e regiões 

inadequadas, a correção e a adubação do solo deficientes, a utilização de densidade 

de plantas inadequada e a perdas por estresses abióticos e bióticos. 

Por apresentar uma ampla abrangência geográfica, sendo 

submetida a diversas condições edafoclimáticas, o número de doenças que 

acometem o milho é elevado e podem comprometer severamente a produtividade. 

Entre as principais doenças destacam-se a mancha branca (vários agentes 

patogênicos), a antracnose (Colletotrichum graminicola), a cercosporiose 

(Cercospora zeaemaydis), a ferrugem polissora (Puccinia polysora), a ferrugem 

tropical (Physopella zeae), a ferrugem comum (Puccinia sorghi), a helmintosporiose 

(Exserohilum turcicum), o enfezamento vermelho (maize bushy stunt phytoplasma), 

as podridões de colmo e os grãos ardidos.  
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A ferrugem polissora é considerada a mais destrutiva das ferrugens 

que acometem a cultura do milho. Tem sido relatada em muitas áreas tropicais e 

subtropicais, sendo comum em ambientes onde prevalecem temperatura e umidade 

elevadas. O potencial de perdas decorrentes de epidemias de ferrugem polissora já 

foi relatado em mais de 65% (COSTA et al., 2012). 

A resistência genética é a forma mais eficiente de controle de 

doenças na cultura do milho, por isso muitos programas de melhoramento visam o 

desenvolvimento de cultivares resistentes. Para o desenvolvimento dessas 

cultivares, é essencial a identificação de fontes de resistência, buscando em bancos 

de germoplasma por genes e regiões genômicas capazes de conferir resistência.

 No processo de melhoramento, a fenotipagem é tida como uma das 

etapas mais laboriosas, demandando muito tempo e recursos, além de sofrer 

influência dos efeitos ambientais que nem sempre conseguem ser isolados no 

processo de seleção. Para aumentar a eficiência desse processo, a seleção 

assistida por marcadores moleculares vem assumindo um papel importante, 

possibilitando o uso simultâneo de dados fenotípicos e genotípicos por meio de 

marcadores associados a características de interesse. 

A maioria das características de importância agronômica, visadas 

em programas de melhoramento são determinadas por genes localizados em vários 

locos. Dentre as características de caráter poligênico destacam-se a produtividade e 

a resistência horizontal a maioria das doenças. Os locos gênicos que afetam um 

caráter poligênico são denominados QTLs (Quantitative Trait Loci). 

Com o advento dos marcadores moleculares, o conhecimento sobre 

os QTLs aumentou significativamente, facilitando os estudos de caracteres 

importantes e permitindo sua abordagem como herança mendeliana. A partir das 

informações fornecidas pelos marcadores moleculares, é possível mapear 

individualmente os QTLs e identificar marcadores associados a esses locos, o que é 

fundamental para o entendimento da herança dos caracteres poligênicos. 

Os estudos de associação são utilizados na identificação de 

marcadores e QTLs responsáveis por variação fenotípicas e baseiam-se na 

avaliação do desequilíbrio de ligação (DL) entre sequências de DNA e os locos e 

alelos responsáveis pelas características de interesse. 

Vários tipos de marcadores moleculares podem ser utilizados para a 

realização de estudos de diversidade genética e de associação. Nos últimos anos, o 
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desenvolvimento de novas plataformas de genotipagem tem permitido a detecção de 

um grande número de SNPs, tornando-os altamente utilizados em estudos 

diversidade e no mapeamento. Contudo, os marcadores mais antigos também 

podem ser utilizados para estudos desse gênero e apresentam como principal 

vantagem o baixo custo e maior acessibilidade.  

A identificação de marcadores AFLP tem sido utilizada em estudos 

de diversidade genética, mapeamento e associação pois é considerada barata, 

rápida, confiável e permite a obtenção de um grande número de marcadores 

informativos em um curto espaço de tempo, além de possuir acessibilidade elevada, 

podendo ser uma boa opção para programas de melhoramento pequenos ou com 

recursos limitados como é o caso daqueles desenvolvidos por universidades e 

pequenas empresas públicas ou privadas. 

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade 

genética de linhagens de milho e identificar marcadores AFLP (Amplified Fragment 

Length Polymorphism) associados à reação do milho à ferrugem polissora. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 A CULTURA DO MILHO 

 

O milho (Zea mays L.) pertence à família Poaceae é o cereal mais 

produzido no mundo, sendo uma das espécies vegetais mais cultivadas. Acredita-se 

que sua domesticação tenha ocorrido há aproximadamente 5 a 10 mil anos na 

América Central. Apesar da dificuldade em precisar sua origem, existem várias 

teorias que indicam que o milho tenha se originado do teosinto, um tipo de gramínea 

selvagem encontrada no México (WANG et al., 1999; RANUM et al., 2014).   

A estimativa da produção mundial de milho na safra de 2015/16 foi 

de 959,73 milhões de toneladas (USDA, 2016). O Brasil é o terceiro maior produtor 

mundial, produzindo aproximadamente 80 milhões de toneladas anualmente em 

uma área total de 15,8 milhões de hectares, dos quais mais de dez milhões 

concentram-se na segunda safra (CONAB, 2016). 

A área cultivada com milho abrange um amplo território, e é exposta 

a diferentes condições edafoclimáticas sendo sua semeadura realizada em várias 

épocas do ano (RANUM et al., 2014; SCHMITT, 2014).  

Nas últimas décadas o sistema produtivo da cultura do milho no 

Brasil evoluiu muito, permitindo um aumento de produtividade de aproximadamente 

400%. Essa evolução se deve a vários fatores como a utilização de sementes de 

qualidade, maiores níveis de adubação, utilização de produtos químicos, aumento 

da mecanização, maior qualidade de arranjo de plantas e principalmente aos 

avanços na área de melhoramento genético por meio do desenvolvimento de 

cultivares híbridas (GALVÃO et al., 2014). 

No Brasil, as pesquisas na área de melhoramento visando a 

obtenção de híbridos tiveram início entre 1930 e 1932 tendo como objetivo principal, 

o alcance de maiores produtividades (PATERNIANI et al., 2000).  

Os programas atuais de melhoramento de milho no Brasil, sejam 

eles por meio da abordagem clássica ou por meio da engenharia genética e do 

melhoramento assistido por marcadores moleculares, têm como principais objetivos 

o aumento da produtividade, a maior tolerância ao incremento na densidade de 

plantas, a resistência ao acamamento, a maior qualidade dos grãos e maior 

tolerância a estresses abióticos e bióticos (PARENTONI et al., 2013). 
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As condições de cultivo no Brasil apresentam grande variabilidade, 

seja devido às condições climáticas, dada a enorme abrangência espacial e 

temporal da cultura no território nacional, ou decorrência do nível de tecnologia e 

investimento empregado. Isso resulta em uma produtividade média aquém do 

potencial produtivo da cultura. Na safra 2015/16, a produtividade média brasileira foi 

de pouco mais de 4.300 kg ha-1 (CONAB, 2016). Esta produtividade é baixa quando 

comparada à dos Estados Unidos, que no mesmo ano agrícola foi de mais de 

10.500 kg ha-1 (USDA, 2016).  

Apesar da baixa produtividade médica nacional, as lavouras 

brasileiras que empregam alta tecnologia e um bom nível de manejo costumam obter 

produtividades bastante elevadas, atingindo patamares considerados excelentes 

para a cultura e muito superiores à média nacional. Os principais fatores que 

contribuem para que a produtividade média seja aquém do potencial da cultura são 

o uso de cultivares com baixo potencial produtivo ou não adaptadas à região e 

época de cultivo, semeaduras impróprias, utilização de arranjos de plantas 

inadequados, aplicação de baixas doses de fertilizantes, estresses abióticos dentre 

os quais se destaca o déficit hídrico e fatores bióticos com destaque para a 

incidência de pragas e doenças (SANGOI et al., 2010).  

 

2.1.1 Milho-Pipoca 

 

As primeiras classificações, definiam o milho-pipoca como Zea mays 

L. var. everta (Sturtev) L.H. Bailey. Contudo, Graner e Godoy Junior (1959) relataram 

que todos os grupos classificados como espécies ou subespécies são na verdade 

formas genéticas definidas e complexas com diferentes características e estrutura do 

grão, sendo o gênero Zea definido como monotípico. 

O milho-pipoca (Zea mays L.) é um tipo de milho se caracteriza por 

possuir grãos duros e pequenos que apresentam a peculiaridade de estourar devido 

a uma pressão formada dentro do grão quando aquecidos em torno de 177º C 

(HOSENEY et al., 1983).  

No Brasil, apesar do mercado ainda incipiente, o consumo e o 

interesse dos produtores pelo cultivo do milho-pipoca vem aumentando (FREITAS 

JUNIOR et al., 2009; DE PAULA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2016). Contudo, 
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mesmo com o aumento na importância, a produção ainda é considerada aquém do 

potencial de mercado para a cultura (ARNHOLD et al., 2009). A principal limitação 

para o cultivo tem sido o baixo número de cultivares que apresentem caracteres de 

interesse agronômico e alta capacidade de expansão (SCAPIM et al., 2010). 

A produção nacional de milho-pipoca se concentra basicamente em 

cultivares exóticas e apresenta estreita base genética (GONÇALVES et al., 2015). 

Considerando as diferentes condições edafoclimáticas nas quais a cultura é 

cultivada, é de extrema importância o desenvolvimento de cultivares adaptadas e a 

diminuição na dependência de sementes e cultivares provenientes do mercado 

externo (VIEIRA et al., 2009).   

O Brasil possui 75 cultivares de milho-pipoca registradas (MAPA, 

2016), no entanto, a maioria delas pertence a indústrias alimentícias e empresas 

empacotadoras de grãos, que costumam manter as sementes disponíveis apenas 

para alguns produtores parceiros (GONÇALVES et al., 2014).  

Nos últimos anos, pôde-se perceber um aumento no interesse e no 

número de estudos buscando o melhoramento do milho-pipoca (MIRANDA et al., 

2008; SCAPIM et al., 2010; SILVA et al., 2009; PENA et al., 2016). Nesse contexto, 

a avaliação genótipos e a realização de estudos de diversidade genética são 

essenciais para a obtenção de cultivares mais adaptadas e produtivas 

(GONÇALVES et al., 2015; LEAL et al., 2010; TRINDADE et al., 2010). Para 

resistência a ferrugem polissora, por exemplo, os programas de melhoramento ainda 

são iniciais e têm se concentrado na identificação de genótipos resistentes (VIEIRA 

et al., 2011). 

 

2.1.2 Épocas de Cultivo 

 

No Brasil, a cultura do milho tem sido cultivada praticamente durante 

o ano todo, com a divisão da produção principalmente em duas épocas de cultivo. A 

primeira época, denominada primeira safra ou safra de verão, tem a semeadura 

realizada na época tradicional, durante o período chuvoso (final de agosto na região 

Sul até os meses de outubro e novembro no Sudeste e Centro-oeste). Por sua vez, a 

segunda safra, ou safrinha, se refere ao cultivo extemporâneo, semeado na 



18 

sucessão à soja ou ao próprio milho, principalmente entre fevereiro e março 

(MIRANDA et al., 2012).  

O interesse pela segunda safra teve início no final da década de 70 

e a busca por uma época de cultivo alternativa tem sido atribuída principalmente à 

necessidade de utilização do milho para a subsistência da propriedade, ao baixo 

interesse dos produtores pelas opções cultiváveis no período outono/inverno e à 

perspectiva de colheita e comercialização em uma época de baixa disponibilidade no 

mercado e consequentemente de preços superiores (CRUZ et al., 2014).  

A concorrência com a soja, mais interessante do ponto de vista 

econômico, tem feito com que a área cultivada com milho em cultivos de primeira 

safra venha decrescendo. Contudo, a diminuição na área de primeira safra tem sido 

compensada com o aumento nos cultivos extemporâneos. Isso tem feito com que a 

denominação “safrinha”, seja gradativamente substituída pela expressão “segunda 

safra”, uma vez que o termo “safrinha” remete ao fato do cultivo, em seu surgimento, 

ser uma safra pequena e de baixa produtividade, o que não é mais verificado 

atualmente (MIRANDA et al., 2012). 

Para que se obtenham altas produtividades no cultivo de milho na 

segunda safra, é importante que haja um bom planejamento, principalmente em 

relação a escolha do ciclo da cultura e da cultivar utilizada na primeira safra, 

buscando que o milho em sucessão seja cultivado sob uma boa e regular 

disponibilidade hídrica (GALVÃO et al., 2015).  

Além da disponibilidade hídrica, existem outros fatores que exigem 

atenção em cultivos de segunda safra. Segundo Grigolli (2014), o milho de segunda 

safra costuma ser mais suscetível ao ataque de doenças, uma vez que, as 

adversidades climáticas, comuns na época da semeadura fazem com que as plantas 

fiquem mais expostas aos ataques de patógenos. Sendo assim, o conhecimento da 

dinâmica das doenças no campo e a interferência de fatores climáticos é de grande 

importância para um manejo fitossanitário adequado. Dentre as doenças de maior 

importância na segunda safra, destacam-se a cercosporiose (Cercospora 

zeaemaydis), a mancha branca (vários agentes patogênicos), a ferrugem polissora 

(Puccinia polysora) e a ferrugem tropical (Physopella zeae). 
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2.2 DOENÇAS DO MILHO 

 

No Brasil, até a metade da década de 90, o milho era considerado 

uma cultura rústica e com alta tolerância à doenças. Por esse motivo, o manejo para 

o controle das enfermidades não era um fator levado em conta pela grande maioria 

dos produtores (COTA et al., 2013). No entanto, nos últimos anos, as doenças têm 

assumido papel relevante no cultivo do cereal, se tornado uma grande preocupação 

para técnicos e produtores (COSTA et al., 2009).  

Segundo Cota et al. (2013) o aumento da importância das doenças do 

milho no Brasil está fortemente relacionada a evolução do sistema de produção. 

Dentre os fatores que contribuíram para o aumento na incidência e na severidade das 

doenças, merecem destaque a expansão da área cultivada; a ampliação da época de 

semeadura; a utilização de cultivares com diferentes níveis de resistência às doenças; 

o manejo inadequado da irrigação e a evolução do sistema de plantio direto 

principalmente associado a ausência de rotação de culturas (PINTO et al., 1997; 

COTA et al., 2013). 

O novo cenário no sistema de produção trouxe uma alteração no 

microclima e na biologia dos agroecossistemas refletindo nas populações dos 

agentes patogênicos. Os restos culturais presentes sobre a superfície do solo 

favorecem a sobrevivência e desenvolvimento de muitos fitopatógenos. Isso tem 

resultado no reaparecimento de doenças antigas e na mais intensa manifestação de 

inúmeras enfermidades (JULIATTI et al., 2007; PINTO, 2004; REIS; CASA, 2001).  

A capacidade das doenças em comprometer o rendimento de grãos 

do milho é bastante variável, podendo superar 80% para as mais agressivas. Além 

do rendimento, as doenças ainda podem trazer impactos negativos sobre à 

qualidade dos grãos e sobre a viabilidade de realização de tratos culturais (CASA et 

al., 2006; COSTA et al., 2009). 

Segundo Casela et al. (2006), a mancha branca (vários agentes 

patogênicos), a antracnose (Colletotrichum graminicola), a cercosporiose (Cercospora 

zeaemaydis), a ferrugem polissora (Puccinia polysora), a ferrugem tropical 

(Physopella zeae), a ferrugem comum (Puccinia sorghi), a helmintosporiose 

(Exserohilum turcicum), o enfezamento vermelho (maize bushy stunt phytoplasma), as 

podridões de colmo e os grãos ardidos estão entre as principais doenças que 

acometem o milho. A importância destas doenças é variável e influenciada por 
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diversos fatores, com destaque para as condições climáticas, o nível de 

suscetibilidade das cultivares, o manejo adotado e a época de cultivo (COTA et al., 

2013).  

As principais estratégias recomendadas para o manejo de doenças 

do milho são a utilização de cultivares resistentes, a semeadura em épocas e locais 

adequados, o uso de sementes certificadas e com alta qualidade fitossanitária, a 

adoção de rotação de culturas, a adubação equilibrada, e o controle químico 

(CASELA et al., 2006; COTA et al., 2013).  

A aplicação de fungicidas para o manejo de doenças na cultura do 

milho tem aumentado vertiginosamente nas últimas safras. Assim, esta que era uma 

prática exclusiva de campos de produção de sementes e dos cultivos de milhos 

especiais, como o pipoca, atualmente é uma estratégia comumente utilizada por 

produtores de grãos em lavouras comerciais (COSTA; COTA, 2009).  

Apesar de mostrar-se eficiente em várias situações, o controle 

químico ainda é considerado instável, nem sempre apresentando resultados 

satisfatórios no que se refere à produtividade. Além disso, o retorno econômico as 

vezes não é verificado, mesmo quando existem impactos positivos sobre a 

produtividade (COSTA; COTA, 2009).  

O controle químico pode ainda trazer consequências indesejáveis do 

ponto de vista ambiental e para a saúde dos profissionais responsáveis pela 

aplicação (CASTRO, 2006). Por esses motivos, a utilização de fungicidas para o 

controle das doenças do milho têm levado à formação de opiniões contraditórias 

sobre a sua viabilidade. 

Apesar de várias estratégias serem usadas para o manejo de 

doenças, e devido a limitações e efeitos indesejáveis da aplicação de agroquímicos, 

a utilização de cultivares resistentes é considerada a estratégia mais atrativa e 

eficiente ao produtor. Seu uso dispensa custos adicionais, não impacta de maneira 

negativa no ambiente, é compatível com outras técnicas de manejo e pode ser 

suficiente para o controle da doença (CASELA et al., 2006).  

Por esses motivos, programas de melhoramento de diversas 

espécies têm focado cada vez mais no desenvolvimento de cultivares resistentes à 

doenças (DUVICK, 2005; GROVER; PENTAL, 2003; SUN et al., 2014). 
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2.2.1 Ferrugem Polissora 

 

Considerada a mais destrutiva das ferrugens que afetam o milho, a 

ferrugem polissora, causada pelo fungo Puccinia polysora Underw, foi durante toda a 

década de 90 a doença foliar mais importante da cultura, mantendo sua importância 

até hoje. A doença costuma se manifestar em ambientes de temperatura e umidade 

elevadas e por isso tem sido relatada em diversas regiões tropicais e subtropicais 

(SHURTLEFF, 1992; ABADASSI, 2015). Em regiões tropicais do Brasil, incluindo o 

Cerrado e a região Sul, a ferrugem polissora é considerada de elevada importância 

econômica. Severas epidemias têm sido detectadas em toda a região Centro-Oeste 

do Brasil, noroeste de Minas Gerais, e nos estados de São Paulo e Paraná (CASELA 

et al., 2006; COSTA et al., 2010).  

Fatores como o monocultivo em sistemas de plantio direto e a 

utilização de híbridos suscetíveis contribuem para o aumento na incidência e nas 

perdas ocasionadas pela doença (COSTA et al., 2012). Os danos causados por essa 

enfermidade incluem redução da área foliar, redução do vigor e da massa das 

sementes, senescência precoce e acamamento de plantas (PATAKY, 2000). 

As condições ambientais ideais para o desenvolvimento de P. 

polysora envolvem temperatura entre 23 e 28 o C e elevada umidade relativa do ar 

(CASELA; FERREIRA, 2002). Nessas condições a doença é capaz de reduzir em 

mais de 65% a produtividade de alguns híbridos (VON PINHO, 1998; COSTA et al., 

2012). Para o desenvolvimento de epidemias, apesar de fatores como molhamento e 

umidade relativa do ar também sejam importantes e necessários, a temperatura é o 

principal fator limitante (RAID, 1988).  

A dispersão dos esporos a longas distâncias é realizada pela ação do 

vento, e por ser um patógeno biotrófico, sua sobrevivência no campo irá depender da 

presença de plantas vivas (PEREIRA et al., 2005; WANLAYAPORN et al., 2013). 

Por apresentarem temperaturas mais amenas, as principais regiões 

produtoras de milho do sul do Brasil, não eram consideradas propícias à ocorrência 

da ferrugem polissora. Entretanto, na safra 2009/2010, a doença foi detectada em 

severas epidemias em diversas regiões produtoras de milho nos três estados do sul 

do Brasil, causando prejuízos aos produtores e em muitas situações, exigindo o 

controle químico com fungicidas. Na mesma safra, o Ensaio Nacional de Cultivares de 

Milho, realizado em Londrina e em Passo Fundo, demonstrou elevada severidade da 
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doença, evidenciando também a susceptibilidade da maioria dos híbridos utilizados 

pelos produtores do sul do Brasil (COSTA et al., 2010).  

Dudienas et al. (2013), estudando a reação de cultivares comerciais 

de milho quanto à resistência à ferrugem polissora constataram redução da 

produtividade em função de diferentes níveis de severidade, variando de 3,5%, 

quando 2,5% de área foliar encontrava-se afetada pela doença, até 20,3% para 

cultivares com 39% de área foliar afetada.  

A formação de pústulas circulares à ovais, de coloração marrom-clara 

à alaranjada, medindo 0,2 à 2 mm de diâmetro, distribuídas predominante na face 

superior das folhas, constituem os sinais típicos da ferrugem polissora (PATAKY, 

2000).  

Os teliósporos, raros na natureza, e os uredionósporos do patógeno 

são considerados inóculos primário e secundário da doença. Os urediniósporos, 

formados no interior das pústulas, têm coloração amarela à dourada e possuem 

tipicamente um formato elíptico ou oval. Os teliósporos, podem aparecer em círculos 

ao redor das pústulas uredíniais, com 0,2 a 0,5 mm de diâmetro, de cor marrom 

chocolate à preta (SHURTLEFF, 1992). 

É comum o engano entre a ferrugem polissora e a ferrugem comum, 

causada pelo patógeno Puccinia sorghi, apesar da primeira ser muito mais destrutiva. 

Segundo Shurtleff et al. (1992), os urediniósporos da Puccinia sorghi são mais 

escuros, menores, possuem formato arredondados, e são produzidos em uredínias 

mais alongadas, de cor marrom canela escura. Além disso, geralmente, por se 

estabelecer no cartucho das folhas, a infecção por P. sorghi resulta no 

desenvolvimento de pústulas em faixas transversais nas folhas. 

A alta variabilidade desse patógeno e o impacto e dispersão dessa 

doença mundialmente pode ser confirmada pelo fato de mais de dez raças de P. 

polysora já terem sido identificadas em vários continentes. As raças EA.1, EA.2 e 

EA.3 foram reportadas no leste africano (STOREY; HOWLAND 1961; STOREY; 

HOWLAND 1967), as raças PP.3, PP.4, PP.5, PP.6, PP.7, e PP.8 foram identificadas 

em isolados das Américas Central, do Sul e do Norte (ROBERT, 1962) e a raça PP.9 

foi identificada em germoplasma sul africano (ULLSTRUP, 1965).  

Casela e Ferreira (2002) avaliando a reação de 50 híbridos para 60 

isolados monopostulares obtidos em diferentes áreas de ocorrência da doença no 

Brasil, verificaram 17 padrões de virulência de P. polysora. A amplitude desses 
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padrões foi verificada em todos os locais amostrados, sugerindo uma possível 

ausência de diferenciação geográfica entre as populações de P. polysora presentes 

no Brasil. Além disso, nenhum dos híbridos avaliados foi resistente a todos os 

isolados.  

As principais medidas recomendadas para o manejo da ferrugem 

polissora compreendem o uso de cultivares resistentes, a escolha da época adequada 

de semeadura, a consolidação do sistema de rotação de culturas, e aplicação de 

fungicidas para os casos de elevada severidade da doença e para cultivares 

suscetíveis (COSTA et al., 2009). Dentre essas alternativas, a utilização de cultivares 

resistentes é a de menor custo e a mais eficiente no controle de ferrugem polissora, 

apresentando bons níveis de controle (SILVA et al., 2001; PEREIRA et al, 2005; 

COSTA et al., 2010). 

 

2.3 MELHORAMENTO GENÉTICO PARA RESISTÊNCIA A DOENÇAS 

 

O desenvolvimento de cultivares resistentes à doenças é um dos 

principais objetivos dos programas de melhoramento de diversas espécies 

(GROVER; PENTAL, 2003; SUN et al., 2014). A escolha dessa característica se 

deve ao fato de que o controle de doenças pela utilização de cultivares resistentes é 

o mais barato e de mais fácil utilização, além de trazer outras vantagens como o 

menor impacto ambiental, ao agricultor e ao consumidor, em decorrência 

principalmente da menor utilização de agroquímicos (BESPALHOK et al., 2006).  

Segundo Michereff (2001), o desenvolvimento de cultivares 

resistentes a doenças, inicia com a identificação de fontes de resistência por meio da 

busca em germoplasmas por genótipos que possuam os genes de resistência. Estes 

genes então, são incorporados à cultivares por meio dos métodos de melhoramento. 

Por fim, deve-se escolher a melhor estratégia para que a resistência da cultivar seja 

durável em vista à dinâmica populacional dos patógenos que favorecem a quebra da 

resistência. Essa peculiaridade, decorrente da interação planta-patógeno, é um 

desafio para os melhoristas, uma vez que a resistência das cultivares precisa ser 

desenvolvida continuamente (ALZATE-MARIN et al., 2005). 

A resistência a doenças é fundamental para que as cultivares 

tenham ampla adaptabilidade à ambientes e boa estabilidade de produção. Como as 

condições ambientais costumam ser muito variáveis entre as regiões produtoras, a 
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predisposição para a incidência e progresso das doenças também varia (VIEIRA, 

2010). 

Vanderplank (1963), propôs duas classificações para a resistência a 

doenças de acordo com sua efetividade contra raças dos patógenos, a resistência 

horizontal e a resistência vertical. Essas classificações são muitas vezes utilizadas 

como sinônimos de resistência monogênica e poligênica. Na resistência vertical, os 

genótipos possuem resistência completa à determinadas raças da doença, enquanto 

que, na horizontal, os genótipos expressam níveis de resistência, comumente 

atuando sobre todas as raças do patógeno. Normalmente, a resistência vertical é 

facilmente quebrada pelos patógenos, ao passo que, a resistência horizontal, por ser 

controlada por vários genes, é mais dificilmente superada, sendo desta forma mais 

durável, porém sofrendo maior influência ambiental (MATTIELO et al., 1997).  

A resistência à doenças na cultura do milho pode ser conferida pela 

ação de genes de efeitos aditivos e não-aditivos. Os genes de efeitos aditivos, 

normalmente possuem pequenos efeitos que somados a outros genes de efeitos 

aditivos, expressam fenótipo resistente, decorrente da ação conjunta destes genes e 

seus alelos. Os genes não-aditivos, por sua vez, são resultantes de locos sob efeitos 

de dominância e epistasia (CRUZ, 2005). 

No Brasil, estudos para o entendimento dos efeitos gênicos 

relacionados à resistência à ferrugem polissora concluíram que os genes de efeitos 

aditivos foram os mais importantes (FANTIN, 1993; SILVA et al., 2001). Silva et al., 

(2001) também encontraram efeitos heteróticos para a resistência em alguns 

híbridos, mostrando que efeitos não-aditivos também podem apresentar contribuição 

para esta característica. 

Vários genes de resistência para ferrugem polissora já foram 

identificados, contudo estes genes costumam apresentar resistência para uma ou 

poucas raças do patógeno sendo geralmente dominantes ou dominantes incompletos 

(STOREY; HOWLAND, 1957; ULLSTRUP, 1965; BREWBAKER et al., 2011).  Entre 

eles vale-se destacar os genes: Rpp1, que confere resistência à raça EA1; Rpp2, que 

confere resistência à raça EA2 (STOREY; HOWLAND, 1961); Rpp9, que confere 

resistência à raça PP. 9 (ULLSTRUP, 1965), RppQ (ZHOU et al., 2007) e RppP25 

(ZHAO et al., 2013).  

Além disso, resistência poligênica, horizontal também foi relatada. 

Vários genes e QTLs para resistência a ferrugem polissora já foram mapeados no 
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cromossomo 10, utilizando diferentes germoplasma (LIU et al., 2003; CHEN et al., 

2004; ZHOU et al., 2007; JINES et al., 2007; ZHANG et al., 2009). O braço curto do 

cromossomo 10 (Região 10S) tem sido mais especificamente a principal região alvo 

de busca por genes de resistência. Diversos genes de resistência à doença já foram 

identificados nossa região, como os genes RppS (WU et al., 2015), Rpp9 

(ULLSTRUP, 1965 ), RppQ (CHEN et al., 2004; ZHOU et al., 2007), RppD (ZHANG 

et al., 2010) e RppP25 (LIU et al., 2003; ZHAO et al., 2013), além dos genes de 

resistência à ferrugem comum, Rp1 (ULLSTRUP, 1965) e Rp5 (HULBERT; 

BENNETZEN, 1991). Por esse motivo, a região 10S tem sido denominada Rpp 

cluster.  

Para Casela e Ferreira (2002), considerando o histórico de controle da 

doença em outros países e as características da doença nas condições nacionais, é 

importante que as estratégias de desenvolvimento de cultivares resistentes à doença 

sejam de longo prazo, que não foquem apenas na resistência vertical, buscando 

assim maior durabilidade e estabilidade no controle da doença. 

Uma das principais dificuldades para a seleção de genótipos 

resistentes à ferrugem polissora é a inconsistência da ocorrência da doença nos 

ambientes de seleção, apresentando uma grande diferença de severidade entre os 

anos e por isso dificultando a fenotipagem. Outro fator é a alta variabilidade genética 

do fungo P. polysora, permitindo sua rápida adaptação aos materiais resistentes 

disponíveis no mercado. Por esse motivo, é imprescindível a adoção de estratégias 

que envolvam um trabalho contínuo de identificação de novas fontes de resistência, 

mais efetivas no controle da doença e de maior durabilidade (DAMASCENO et al., 

2015).  

 

2.4 MARCADORES MOLECULARES 

 

Com avanços da genética e da biologia molecular, principalmente 

relacionados ao advento da tecnologia do DNA recombinante, à reação em cadeia 

da polimerase (PCR) e ao sequenciamento de DNA, foram criadas importantes 

técnicas para o desenvolvimento de marcadores de DNA. Esses marcadores, 

também denominados marcadores moleculares têm sido utilizados desde então, nas 

mais diversas áreas, principalmente visando a identificação, caracterização e 

avaliação dos recursos genéticos de diversas espécies (FALEIRO, 2007).  
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Para o melhoramento vegetal, os marcadores moleculares foram 

inicialmente utilizados no início dos anos 80 (SOLLER; BECKMANN, 1983) e são 

definidos como segmentos de DNA que podem estar fisicamente ligados a locos 

responsáveis por alguma característica de interesse (FALEIRO, 2007) e que 

permitem a distinção de indivíduos geneticamente diferentes (BORÉM, 1997).  

A identificação de marcadores moleculares é geralmente feita por 

meio de técnicas moleculares como a digestão por enzimas de restrição, a 

hibridização entre sequências complementares de DNA, a técnica de Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR) (FALEIRO, 2007) ou pelo sequenciamento em larga 

escala, que devido às novas técnicas de sequenciamento teve sua utilização 

aumentada exponencialmente nos últimos anos (CARVALHO; SILVA, 2010). 

Os marcadores moleculares apresentam variações em termos de 

custo, rapidez de obtenção de resultados, quantidade de DNA requerido, grau de 

conhecimento técnico necessário, nível de polimorfismo, precisão da distância 

genética estimada e o alcance estatístico dos testes (AITKEN et al., 2006). Por 

esses motivos a escolha de cada um irá depender do objetivo de sua utilização e 

dos recursos disponíveis no laboratório.  

A utilização de marcadores moleculares traz grandes benefícios ao 

melhoramento de plantas, aliando tecnologias economicamente viáveis e de fácil 

manipulação aos interesses do desenvolvimento de cultivares mais produtivas, 

adaptáveis e resistentes. Seu potencial de utilização se baseia em sua fácil detecção 

e no fato de poderem ser estudados como caracteres de herança simples e 

mendeliana, possuindo uma alta herdabilidade (FALEIRO, 2007). 

Os principais marcadores moleculares que levam em conta 

polimorfismos nas sequencias de DNA são: RFLP – Restriction Fragment Length 

Polymorphism (polimorfismo no comprimento de fragmentos de restrição) 

(BOTSTEIN et al., 1980); microssatélites ou SSR – Simple Sequence Repeats 

(seqüências simples repetidas) (TAUTZ, 1989); RAPD – Random Amplified 

Polymorphic DNA (polimorfismo de DNA amplificado ao acaso) (WILLIAMS et 

al.,1990); AFLP – Amplified Fragment Length Polymorphism (polimorfismo de 

comprimento de fragmento amplificado) (VOS, 1995); além dos marcadores SNPs – 

Single Nucleotide Polymorphism (polimorfismo em um único nucleotídeo) e de outros 

marcadores mais modernos. 
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Nos últimos anos, com o desenvolvimento de novas plataformas de 

genotipagem, conhecidas como sequenciamento de nova geração (NGS), surgiu um 

novo conceito, denominado “genotipagem por sequenciamento” (GBS), que tem 

permitido a detecção de um grande número de SNPs. A alta densidade de SNPs 

detectados, o elevado polimorfismo, e a facilidade de utilização tem feito com que 

muitos pesquisadores e grandes programas de melhoramento tenham visado pela 

sua utilização em estudos de mapeamento (DESCHAMPS et al., 2012).  

No entanto os marcadores mais antigos também podem ser 

utilizados para estudos desse gênero, e apresentam como principal vantagem o 

baixo custo e maior acessibilidade. Segundo Vieira et al. (2006), a técnica de 

marcadores AFLP tem sido utilizada em estudos de mapeamento e de associação 

pois é relativamente barata, rápida, confiável e permite a obtenção de um grande 

número de marcadores informativos em um curto espaço de tempo, além de possuir 

acessibilidade elevada. 

Segundo Foolad (2007), marcadores considerados laboriosos como 

por exemplo RFLPs ou AFLPs, não são eficientes em programas de melhoramento 

de plantas que exigem a genotipagem de populações muito grandes. No entanto, a 

utilização desse tipo de marcador pode ser uma estratégia interessante para 

programas de melhoramento pequenos ou com recursos limitados como é o caso 

daqueles desenvolvidos por universidades e pequenas empresas públicas ou 

privadas. 

A identificação de marcadores moleculares associados a genes de 

resistência à doenças facilitam a seleção assistida a obter cultivares de milho 

resistentes pelos programas de melhoramento (BABU et al., 2004).  

Para P. polysora, Zhang et al. (2010) identificaram em uma linhagem 

de milho, W2D, um gene capaz de conferir resistência parcial. Além disso, 

conseguiram identificar um marcador ligado a aproximadamente 2 Mbp do gene 

RppD, localizado no braço curto do cromossomo 10, que também contempla outros 

genes de resistência. 

Trabalhando com linhagens tropicais de milho doce, Wanlayaporn et 

al (2013) por meio de marcadores microssatélites identificaram 15 QTLs de 

resistência a ferrugem polissora, localizados em seis cromossomos, entre eles o 

cromossomo 10. 
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2.4.1 Marcadores AFLP 

 

O AFLP é uma técnica molecular utilizada para a genotipagem de 

DNA de diferentes espécies e complexidades. Ela tem sido bastante utilizada devido 

ao seu grande número de aplicações, dentre elas o monitoramento da herança em 

plantas e animais, diagnóstico de doenças genéticas, análises de pedigree, análise 

forense, análise parental e screening de marcadores de DNA ligados a 

características genéticas (BLEARS et al., 1998). 

A técnica do AFLP, proposta por Vos et al. (1995), é dividida em 

quatro etapas básicas que consistem na digestão do DNA genômico, ligação de 

adaptadores, amplificações e análise dos fragmentos (Figura 1).  

 

Figura 1 – Etapas do procedimento de AFLP. 

 
 
Amostra do DNA genômico. Digestão do DNA pela combinação de duas enzimas de restrição (1). 
Ligação de adaptadores específicos aos sítios de restrição (2). Pré-amplificação utilizando primers 
complementares aos adaptadores, com poucas bases específicas (3). Amplificação seletiva utilizando 
primers com três bases específicas (4). Gel de eletrofose dos produtos de amplificação (5). 
Fonte: Adaptado de Vuylsteke (2007, p. 1387) 

 

Na primeira etapa, denominada etapa de digestão, o DNA é clivado 

por meio de duas enzimas de restrição, uma responsável pela realização de corte 

DNA Genômico 

(1) Digestão por enzimas de 

restrição 

(2) Ligação dos adaptadores 

(3) Amplificação Pré-seletiva 

(4) Amplificação Seletiva 

(5) Gel de eletroforese 
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raro, com 6-8 bases de reconhecimento, e outra de corte frequente, com sítio de 

restrição de quatro bases. O resultado final da digestão é a formação de três tipos de 

fragmentos. São eles, os fragmentos gerados pela clivagem por enzimas de corte 

raro nas duas extremidades e por isso de baixa frequência; os fragmentos clivados 

em ambas as extremidades por enzimas de corte frequente, portanto mais comuns; 

e os fragmentos clivados numa extremidade por enzima de corte raro e na outra por 

enzima de corte frequente, de constância intermediária. 

Na segunda etapa, denominada etapa de ligação, são ligados 

adaptadores às extremidades dos fragmentos previamente clivados pelas enzimas 

de restrição. Esta etapa tem por finalidade a formação de extremidades de 

sequências conhecidas, as quais serão utilizados como sítios para iniciadores 

(primers) nas amplificações subsequentes.  

A terceira fase do processo consiste na amplificação dos fragmentos 

digeridos e ligados aos adaptadores. Nesta etapa dois primers são utilizados, um 

deles complementar ao adaptador e a região de corte raro, com um a três 

nucleotídeos adicionais na região 3’; e o outro, complementar ao adaptador e a 

região de corte frequente, com um a três nucleotídeos adicionais na região 3’. 

Embora não exista um método específico, uma estratégia bastante 

utilizada é a amplificação realizada em duas etapas, que foi desenvolvida para 

genomas mais complexos. Na primeira etapa de amplificação, denominada pré-

amplificação, ou amplificação pré-seletiva, utilizam-se primers contendo um ou 

nenhum nucleotídeo seletivo. Os produtos de PCR dessa pré-amplificação são então 

diluídos e utilizados como moldes para uma segunda etapa de amplificação, 

chamada amplificação seletiva, desta vez com primers contendo três nucleotídeos 

seletivos. 

A quarta e última etapa consiste na análise dos fragmentos em gel 

de poliacrilamida ou por eletroforese capilar em sistema automatizado, onde os 

fragmentos serão separados para a realização das análises (VOS et al., 1995). 

A técnica de AFLP possui algumas vantagens em relação a outros 

marcadores, dentre elas destacam-se a capacidade de examinar o polimorfismo de 

um genoma completo e a sua alta reprodutibilidade. Sendo assim, apesar de exigir 

um pouco mais de tempo e ser mais trabalhosa que outras técnicas, o AFLP possui 

maior confiabilidade. Normalmente ela consegue detectar um grande número de 
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marcas, com alto nível de polimorfismo e apresenta a conveniência de ter um baixo 

custo.  

Por esses motivos, as técnicas baseadas em marcadores 

moleculares do tipo AFLP têm sido muito aplicadas para estudos de diversidade e no 

mapeamento genético de diversas espécies, como sorgo (MENZ et al., 2002), videira 

(OLIVEIRA et al., 2005), cana-de-açúcar (GARCIA et al., 2006), brócolis (LIN et al., 

2015), batata-doce (ZHAO et al., 2013), feijão (ANDRADE et al., 2016) entre outras. 

Em milho esse tipo de marcador já se mostrou eficiente para o 

mapeamento de genes de resistência à várias doenças (XU et al., 1999). Zhou et al. 

(2007), utilizando marcadores RAPD, SSR, AFLP e SCAR encontraram os maiores 

níveis de polimorfismo para os SSR e AFLP. Os resultados demonstraram que esses 

marcadores são ferramentas efetivas e confiáveis para estudos de mapeamento. Os 

mesmos autores conseguiram ainda identificar, por meio de mapeamento fino via 

AFLP, marcadores fortemente ligados ao gene RppQ, responsável pela resistência 

do milho à algumas raças de ferrugem polissora. O gene foi mapeado entre um 

marcador SCAR e um marcador AFLP a uma distância de 0,46 e 1,71 cM 

respectivamente, possibilitando assim sua utilização para seleção assistida e 

clonagem gênica em programas de melhoramento que visem resistência à P. 

polysora. 

 

2.5 MAPEAMENTOS E ESTUDOS DE ASSOCIAÇÃO FENÓTIPO X MARCADOR 

 

A maioria das características de importância agronômica buscadas 

em programas de melhoramento são determinadas por vários locos, apresentando 

variação contínua e grande influência ambiental (STUBER, 1995). Dentre elas, pode-

se destacar a produtividade de grãos, a altura de planta, o teor de óleo e de proteína 

e resistência horizontal às doenças. Esses caracteres são denominados caracteres 

quantitativos. Os locos gênicos que afetam um caráter quantitativo são denominados 

QTLs (Quantitative Trait Loci) e podem englobar único gene ou um segmento do 

cromossomo contendo vários genes (RAMALHO et al., 1993). 

Com o advento dos marcadores moleculares o conhecimento sobre 

os QTLs aumentou, facilitando os estudos de caracteres importantes e permitindo 

sua abordagem como herança mendeliana. A partir das informações fornecidas 

pelos marcadores moleculares, é possível mapear individualmente os QTLs, o que é 
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fundamental para o entendimento da herança dos caracteres poligênicos 

(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).  

O mapeamento genético se baseia na realização de inferências da 

relação entre os valores fenotípicos de caracteres quantitativos e marcadores 

individuais, por meio de diferentes modelos estatísticos. Quando um marcador está 

associado ao fenótipo conclui-se que existe um QTL para a característica, associado 

a um marcador (LANDER; BOTSTEIN, 1989).  

A capacidade de se identificar um QTL depende, entre outros 

fatores, da intensidade com que o QTL atua sobre a característica, do tamanho da 

população avaliada no estudo, da frequência de recombinação entre o marcador e o 

QTL e da herdabilidade da característica estudada (BORÉM; CAIXETA, 2009).  

A maioria dos mapeamentos de QTLs baseiam-se em populações 

segregantes oriundas de cruzamentos controlados, utilizando indivíduos 

provenientes de cruzamentos bi-parentais. A obtenção dessas populações 

normalmente possui um alto custo e é bastante laborioso além de possuir baixa 

resolução na detecção de QTLs, uma vez que apenas dois backgrounds genéticos 

são amostrados simultaneamente (FLINT-GARCIA et al., 2003). Assim, somente a 

diversidade dos dois genitores é contemplada, dificultando um estudo conjunto de 

diversos genótipos e suas respectivas variações.  

Para superar essas limitações, foi proposto o mapeamento 

associativo, que dispensa a necessidade de utilização de populações segregantes, 

permitindo sua utilização inclusive em pesquisas de espécies nas quais a realização 

de cruzamentos é impossibilitada (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 2006). Uma vez 

que não há a necessidade de cruzamentos controlados e análise de descendentes, 

as análises associativas são muito utilizadas na dissecação de características 

complexas, para identificação de marcadores associados a QTLs de interesse, (YU; 

BUCKLER, 2006).  

Inicialmente utilizado para a identificação de locos relacionados a 

doenças humanas, os estudos de associação passaram mais tarde a ser largamente 

utilizados em espécies vegetais com o intuito de mapear genes responsáveis por 

caracteres de interesse agronômico (CARLSON, et al., 2001; PRITCHARD, 1999; 

THORNSBERRY et al., 2001; MUNDIM, 2013; RIBEIRO, 2015; ANONI, 2016). Em 

plantas, a metodologia usual envolve o uso de populações sem progênie, compostas 

de indivíduos não aparentados provenientes de diferentes backgrounds genéticos, 
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com distinto histórico de seleção e origens, e que apresentam ampla variabilidade 

para a característica de interesse (ABDURAKHMANOV; ABDUKARIMOV, 2008).  

Os estudos de associação consistem na identificação de locos que 

controlam caracteres quantitativos, a partir do mapeamento inúmeros de variantes 

alélicos, de modo que a associação detectada possa ser atribuída ao desequilíbrio 

de ligação entre marcadores e polimorfismos funcionais em um conjunto de 

genótipos (YU; BUCKLER, 2006). 

O DL é definido como a associação não-aleatória de alelos em 

diferentes locos, ou seja, se em uma população, dois alelos de locos distintos são 

encontrados juntos com frequência maior do que a esperada (produto da frequência dos 

alelos individuais), diz-se que eles estão em desequilíbrio de ligação (FERREIRA; 

GRATTAPAGLIA, 2006). A não-aleatoriedade pode resultar em alterações na 

frequência de haplótipos na população estudada (FLINT-GRACIA et al., 2003). Esse 

conceito pode ser estendido às associações não aleatórias que ocorrem entre dois 

marcadores moleculares, dois genes, dois QTLs ou entre um gene (ou QTL) e um 

marcador (GUPTA et al., 2005).  

O DL envolve os múltiplos eventos de recombinação sucedidos ao 

longo da história evolutiva da espécie nas diversas populações, fato que permite 

associar genes de interesse com os marcadores moleculares (BUCKLER et al., 

2009). 

Segundo Gupta et al. (2005), por explorar uma alta diversidade de 

genótipos, com grau de parentesco distintos, o mapeamento associativo apresenta 

algumas conveniências como a alta diversidade alélica; a possibilidade da redução 

de tempo e custo; e a comum obtenção de mapas de alta resolução devido ao alto 

potencial de recombinação entre alelos ao decorrer das gerações. Desta forma 

espera-se que somente marcadores fortemente ligados ao loco permaneçam 

associados ao caráter de interesse.  

Por fim, a resolução do mapeamento, a densidade dos marcadores, 

os métodos estatísticos e o poder e resolução do mapeamento são determinadas 

com base na diversidade genética, na extensão do desequilíbrio no genoma e no 

relacionamento genético dentro de uma população (ZHU et al., 2008).  

Em milho, o mapeamento associativo tem sido utilizado no 

melhoramento para várias características como produtividade (VEIGA, 2014); 

tolerância a estresses abióticos (RIBEIRO, 2015; ANONI, 2016; MUNDIM, 2013); 
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entendimento de mecanismos de crescimento e desenvolvimento da planta (LIMA, 

2014) e para resistência a doenças (VEIGA, 2014). 

Apesar da grande maioria dos estudos de associação serem 

realizados atualmente utilizando estratégias de genotipagem por sequenciamento e 

identificando marcadores SNP (HUANG; HAN, 2014), análises da associação 

também podem ser realizadas por meio de marcadores mais antigos como o AFLP 

(PARKER, 2007; DADRAS et al., 2014). Contudo, as limitações da utilização desse 

tipo de marcador se baseiam na necessidade da formação de uma região 

amplificada de sequência caracterizada (SCAR) para a efetiva localização dos 

marcadores no genoma da espécie estudada e incorporação dos mesmos em 

programas de seleção assistida (ZARGAR et al., 2015). 

 

2.5.1 Estrutura de População e Kinship 

 

As principais limitações dos estudos de associação são a presença 

de alelos raros, a necessidade de uma alta densidade de marcadores e de um 

controle eficiente da estrutura de população e grau de relacionamento genético entre 

os indivíduos (THORNSBERRY et al., 2001; YU; BUCKLER, 2006).  

A presença de estrutura genética e de alto grau de parentesco entre 

os indivíduos pode resultar em falsas associações, levando a alta ocorrência de 

erros tipo I. Isto ocorre pois se o fenótipo também estiver correlacionado com 

marcadores relacionados com a estrutura da população, este resultará um número 

inflacionado de associações significativas (HALL et al., 2010). 

A estratégia mais utilizada para superar esta limitação é utilização 

das matrizes de estrutura populacional (Q) e de relacionamento - kinship (K) como 

covariáveis nos modelos de associação (PRITCHARD et al., 2000). 

A estimação da estrutura de população é realizada por meio de 

diferentes metodologias dentre as quais se destacam os métodos baseados em 

inferência bayesiana, tais como o software STRUCTURE (PRITCHARD et al., 2000) 

ou por análises de componentes principais (PCA) (PRICE et al., 2006). O 

STRUCTURE utiliza informações de marcadores não ligados ou fracamente ligados 

para inferir de maneira iterativa sobre o número de populações mais provável 

(PRITCHARD et al., 2000). O método baseado em componentes principais por sua 
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vez, possibilita contemplar, em poucos componentes, a variação existente do 

conjunto de marcadores e assim inferir sobre a formação de diferentes populações 

de indivíduos relacionados (PRICE et al., 2006). Após a estimativa da estrutura de 

população, esta é ajustada ao modelo de associação como efeito fixo.  

Além da estrutura de população, o controle de falsos positivos 

também pode ser realizado pela incorporação da matriz de relacionamento dos 

indivíduos ou Kinship. O coeficiente kinship é baseado na probabilidade de 

identidade de alelos de dois locos homólogos tomados ao acaso entre dois 

indivíduos (HARDY; VEKEMANS, 2006). A matriz kinship é incorporada como 

covariável de efeito aleatório e resultará em um modelo unificado misto (UMML - 

Unified Mixed Model) (YU et al., 2006; ZHAO et al., 2007). 

A Kinship pode ser estimada de diferentes maneiras, variando 

conforme o tipo de dados genotípicos utilizados. A principal metodologia para 

estimativa da matriz kinship a partir de informações de marcadores dominantes foi 

desenvolvida por Hardy (2003). É uma estimativa considerada robusta e exige o 

conhecimento prévio do coeficiente de endogamia.  

Yu et al. (2006), propôs a utilização de marcadores aleatórios para 

estimar as matrizes que representam a estrutura populacional (Q) e os coeficientes 

de parentesco (K) da população, constituindo o modelo (Q + K). O modelo Q + K foi 

usado em muitos estudos de mapeamento associativo e permitiu a detecção de 

QTL’s em humanos, animais e plantas (ZHAO et al., 2007; PRICE et al., 2010; 

ZHANG et al., 2010; WANG et al., 2012). Na maioria dos casos o uso do modelo Q + 

K apresenta um melhor ajuste dos dados quando comparado a outros modelos (YU 

et al., 2006).  

Os principais modelos matemáticos utilizados em estudos de 

associação estão descritos na Tabela 1. 

A escolha do melhor modelo irá depender da presença da estrutura 

de população, e de sua relação com a característica de interesse. Muitos 

pesquisadores têm utilizado vários modelos para a identificação daquele que 

apresenta o melhor ajuste para os dados, reduzindo o número de falsos-positivos 

sem comprometer verdadeiras associações (YU et al., 2006; LI et al., 2012; WANG 

et al., 2012; DADRAS et al., 2014; FENG et al., 2014). 



35 

Tabela 1 – Modelos matemáticos mais utilizados em estudos de associação 

Modelo Descrição 
Expressão 
Matemática  

Naive  
Modelo de regressão, sem correção de 
estrutura de população, simples teste de 
associação F ou (Kruskal-Wallis)  

y= Xβ +ε  

Q  
Modelo de regressão, estrutura de população 
inferida como cofator por meio critério 
baysiano.  

y= Xβ + Qv + ε  

K  
Modelo Misto, kinship contabilizada, sem 
estrutura de população inferida como cofator  

y= Xβ + Zu + ε  

Q+K  
Modelo Misto, Kinship contabilizada, com 
estrutura de população inferida como cofator  

y= Xβ + Zu + ε  
ou 

y= Xβ + Qv + Zu + ε  
 

P  
Modelo de regressão, estrutura de população 
inferida por meio de análise de componentes 
principais (PCA)  

y= Xβ + Pv + ε  
 

   

P+K 
Modelo Misto, contemplando a estrutura de 
população por PCA e a matriz kinship 

y= Xβ + Zu + ε  
ou 
y= Xβ + Pv + Zu + ε  
 

Em que: y é o valor do fenótipo; β no modelo “Naive” contém apenas o vetor de efeito fixo dos 

marcadores, enquanto que no modelo Q e P, contém a informação dos marcadores e a estrutura de 

população; v é o vetor de efeito fixo da estrutura de população;, u é o vetor efeito aleatório do 

relacionamento dos indivíduos ou Kinship; X, Q, P e Z, são matrizes de incidência dos efeitos 

explicados nos vetores; ε: é o efeito residual.  

Fonte: Adaptado de Yu et al. (2006); Zhao et al. (2007); Coan, (2017, no prelo) 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 EXPERIMENTOS À CAMPO 

 

Foram realizados dois experimentos à campo, instalados na fazenda 

experimental da Universidade Estadual de Maringá – UEM (23°25’S; 51°57’O), no 

distrito de Iguatemi, em Maringá (PR). O primeiro experimento foi realizado na época 

de safra no ano 2014/2015 enquanto o segundo foi realizado na época de segunda 

safra no ano de 2015.  

O delineamento experimental utilizado foi de blocos casualizados, 

com duas repetições. As unidades experimentais consistiram em duas linhas com 6 

m de comprimento, espaçamento entre linhas de 0,9 m, e espaçamento entre 

plantas de 0,2 m. O manejo e a adubação foram iguais para os dois experimentos e 

realizados de acordo com a recomendação técnica para a cultura do milho.  

Foram caracterizadas quanto a resistência a ferrugem polissora, 145 

linhagens de milho provenientes de vários centros de origem, e oriundos do banco 

de germoplasma de milho da UEM (Apêndices A e B). O painel de fenotipagem 

contemplou 77 linhagens de milho comum e 68 de milho-pipoca. A utilização de 

linhagens de diferentes origens tem o intuito de diminuir o grau de estrutura 

genética, diminuindo assim a quantidade de falsos positivos no mapeamento 

associativo. Além disso, a vasta origem dos materiais tende a maximizar a 

variabilidade genética e assim a capacidade de identificar materiais contrastantes 

para resistência à ferrugem polissora.  

As sementes foram tratadas com inseticida a base de imidacloprido 

na dose de 100 mL 100 kg-1 de sementes. O tratamento das sementes foi realizado 

em sacos plásticos, no qual o produto foi adicionado sobre as sementes, para 

posterior agitação até a completa cobertura das mesmas, com volume de calda de 

500 mL 100 kg-1 de sementes. Após a aplicação do produto, as sementes foram 

armazenadas em câmara fria e seca até o momento da semeadura. 

As semeaduras foram realizadas com a utilização de semeadoras 

manuais no sistema de plantio direto nos dias 30 de novembro de 2014 e 19 de 

janeiro de 2015. Não foram realizadas aplicações de fungicidas vinculados as 

sementes ou durante o ciclo. 
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Devido à alta pressão de inóculo de ferrugem polissora desta região 

durante o período de crescimento vegetativo do milho, não foi necessária a 

realização de inoculação das plantas com Puccinia polysora. O genótipo IAC 112, 

previamente identificado como altamente suscetível, foi cultivado nas bordaduras a 

fim de garantir a alta dispersão do patógeno na área experimental. 

Os dados climatológicos de precipitação e temperaturas máxima e 

mínima mensais foram obtidos da Estação Meteorológica da Fazenda Experimental 

Iguatemi. 

 

3.1.1 Avaliação Fenotípica 

 

Foi realizada uma avaliação de incidência (presença ou ausência da 

doença) e severidade (percentual da folha com sintomas ou sinais) de ferrugem 

polissora quando as plantas se encontravam no estágio fenológico de VT conforme 

escala proposta por Ritchie et al. (1993). A avaliação foi realizada em folhas de cinco 

plantas escolhidas ao acaso em cada parcela. Para o auxílio na avaliação foi 

utilizada como referencial a escala diagramática de severidade da ferrugem 

polissora proposta por Fantin (1997) (Figura 2).  

 

Figura 2 - Escala diagramática de severidade de ferrugem 
polissora (Puccinia polysora) em milho. 

 

Fonte: Fantin (1997) 
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Com base no referencial proposto pela escala, nove notas variando 

de 1 a 9 foram atribuídas (Tabela 2). 

 

Tabela 2 – Notas de severidade em relação a escala diagramática de Fantin (1997), 
para diferentes níveis de severidade. 

Nota Severidade (%) 

1 0 

2 0,1 --| 0,3 

3 0,3 --| 0,7 

4 0,7 --| 2,0 

5 2,0 --| 5,0 

6 5,0 --| 12 

7 12 --| 27 

8 27 --| 50 

9 50 --| 100 
Fonte: O próprio autor 

 

3.2 EXTRAÇÃO DE DNA 

 

Aproximadamente 30 dias após a emergência foram coletadas em 

bulk, folhas de cinco plantas de cada parcela. As amostras foram imediatamente 

congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas em ultra-freezer a -80 o C até o 

momento da extração do DNA.  

Para o processo de extração foram utilizados aproximadamente 300 

mg de tecido foliar. O tecido foi macerado em cadinho de porcelana contendo 

nitrogênio líquido. A extração foi realizada utilizando tampão contendo Tris-HCl 1M; 

NaCl 5M; EDTA 0,5M; CTAB 5% e β-mercaptoetanol (DOYLE; DOYLE, 1990) 

(Tabela 3). 

Inicialmente, 700µL do tampão, previamente aquecido a 65 ºC, 

foram adicionados às amostras em tubos de 2 mL e então mantidos em banho maria 

a 65ºC durante 60 minutos, com suaves agitações a cada 15 minutos. Em seguida, 

as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante foi 

então transferido para um novo tubo de 2 mL no qual foi adicionado 1 mL de 

clorofórmio. Após 5 minutos de agitação por suaves inversões as amostras foram 

centrifugadas por 10 minutos a 8.000 rpm. 
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Tabela 3 – Tampão de extração de DNA 

Reagentes Volume para 100 mL 

CTAB 5% 2 g 

Tris HCl 1M pH 8,3 10 mL 

EDTA 0,5M pH 8,0 4 mL 

NaCl  8,2 g 

Água Completar volume 

β-Mercaptoetanol* 200 uL 
*Adicionado somente no momento do uso 

Fonte: O próprio autor 

 

O sobrenadante (700 µL) foi retirado e transferido para um tubo de 

1,5 mL juntamente com 700 µL de isopropanol a -20 ºC. As amostras foram agitadas 

por 5 minutos e então mantidas a -20 ºC por 2 horas para precipitação do DNA. 

Após uma nova centrifugação a 14.000 rpm por 5 minutos, verificou-se a formação 

de um pellet. O sobrenadante foi suavemente descartado e o pellet foi lavado com 

500 µL de etanol 70%. Após a lavagem, o pellet foi secado e ressuspendido em 60 

µL de tampão TE. Visando eliminar o RNA, as amostras foram tratadas com 0,1 µL 

de RNAse (110 ng µL-1) por 30 minutos a 37 ºC. 

A qualidade e integridade do DNA extraído foi avaliada por 

eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio (Apêndice C). A 

quantificação do DNA foi realizada com a utilização do espectrofotômetro NanoDrop 

1000 (Thermo Scientific). O DNA foi então diluído para uma concentração de 100 ng 

µL-1 para a utilização nas reações de AFLP. 

 

3.3 REAÇÕES AFLP 

 

As reações AFLP foram realizadas conforme Vos et al. (1995), com 

algumas modificações. Inicialmente, na etapa de restrição, aproximadamente 1000 

ng de DNA de cada amostra foram duplamente digeridos pelas enzimas EcoR1 (5U) 

e Mse1 (1U) por 18 horas a 37 °C. 

Em seguida, 20 µL contendo os fragmentos gerados a partir da 

clivagem foram ligados aos adaptadores, EcoRI e MseI. Para essa reação foram 

utilizados os adaptadores EcoRI 0,5 µM e MseI 5,0 µM, a enzima T4 DNA ligase 1U, 

tampão T4 DNA ligase 1X, NaCl 0,05 M, BSA 50 ng μL-1, DTT 0,25 mM e água 

ultrapura para um volume final de 10 μL. A reação foi então incubada a 37 °C por 3 
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horas, 17 °C por 30 minutos e 70 °C por 10 minutos, no termociclador. A seguir, 25 

μL da reação restrição-ligação contendo os fragmentos ligados aos adaptadores foi 

diluída em 100 μL de água ultrapura.  

Os fragmentos digeridos e ligados aos adaptadores foram 

submetidos a uma etapa de amplificação pré-seletiva com um par de primers 

contendo uma base seletiva. A amplificação pré-seletiva foi realizada para um 

volume final de 10 μL, utilizando 3.5 µL do kit GoTaq® Green Master Mix (Promega); 

primer pré-seletivo 4.75 µM; e 3.0 µL da diluição da reação de ligação. 

A amplificação pré-seletiva foi realizada para maior especificidade 

dos fragmentos, utilizando 3,5 μL do kit GoTaq ® Green Master mix (Promega, 

USA), 0,58 μL de primer pré-seletivo 4,75 μM, 3,0 μL da diluição da reação de 

restrição-ligação e água ultrapura para um volume de 10 μL. O programa de 

amplificação pré-seletiva foi: 1 ciclo 72 ºC por 2 min, 20 ciclos de 90 ºC por 1 seg, 56 

ºC por 30 seg e 72 ºC por 2 min seguido de 1 ciclo final de 60 ºC por 30 min. Em 

seguida, um volume de 5 μL da reação pré-seletiva foi diluído em 20 μL de água 

ultrapura. 

Finalmente, para as reações de amplificação seletiva foram 

utilizados de 0.54 μL de cada primer seletivo de MseI 5µM e EcoRI 1µM; 3.5 µL de 

GoTaq® Green Master Mix (Promega); e 2,5 μL do DNA pré-amplificado diluído, 

completando o volume da reação para 10 μL com água ultrapura. 

Para a amplificação seletiva, foram testadas inicialmente em uma 

amostra composta por oito genótipos, seis combinações de primers EcoRI – NNN + 

MseI – NNN (Tabela 4) marcados com quatro diferentes fluoróforos FAM, PET, NED 

e VIC respectivamente nas cores azul, vermelho e amarelo e verde, possibilitando 

assim a leitura do tamanho do fragmento em eletroforese capilar em sistema 

automatizado.  

 
Tabela 4 – Combinações de primers EcoRI/MseI testadas na amplificação seletiva. 

Combinação Primer EcoRI Primer MseI Fluoróforo 

Combinação 1 E-ACG M-CAG NED 

Combinação 2 E-AGC M-CAG PET 

Combinação 3 E-ACT M-CTG VIC 

Combinação 4 E-ACT M-CTAG VIC 

Combinação 5 E-ACC M-CTAG NED 

Combinação 6 E-AAG M-CTG FAM 

Fonte: O próprio autor 
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As reações de amplificação foram realizadas em termociclador com 

ciclo de 2 minutos a 94 ºC; 30 segundos a 65 ºC e 2 minutos a 72 ºC; 8 ciclos de 1 

segundo a 94 ºC, 30 segundos a 64 ºC e 2 minutos a 72 ºC, decrescendo 1 ºC a 

cada ciclo; 23 ciclos de 1 segundo a 94 ºC, 30 segundos a 56 ºC e 2 minutos a 72 

ºC; e por fim, 30 minutos a 60 ºC. O produto final das amplificações com as seis 

combinações de primers foi avaliada em gel de poliacrilamida 6% corado com nitrato 

de prata conforme Creste et al. (2001). 

Das seis combinações de primers testadas, quatro foram 

selecionadas para a genotipagem do painel contendo as 145 linhagens. As 

combinações escolhidas com base no polimorfismo observado no gel de 

poliacrilamida foram: E-ACG/M-CAG, E-AGC/M-CAG, E-ACT/M-CTG, e E-AAG/M-

CTG. O produto da amplificação seletiva utilizando estas quatro combinações de 

primers foi então submetido a eletroforese capilar em sistema automatizado. 

 

3.3.1 Preparo das Amostras para Eletroforese Capilar em Sistema Automatizado 

 

Para a resolução dos produtos de PCR obtidos pela amplificação 

seletiva, preparou-se um mix contendo 2 μL de água ultrapura e 2 μL de cada um 

dos produtos de amplificação realizadas com os diferentes pares de primers (FAM, 

PET, VIC e NED), totalizando um volume final de 10 μL. Desse mix ,1 μL foi 

homogeneizado com 0.2 µL de size standard 600-LIZ (GeneScan v2.0) e 8.8 µL de 

formamida Hi-Di (Applied Biosystems). Em seguida, a mistura foi desnaturada a 94 

ºC por três minutos e então submetida à eletroforese capilar pelo sistema 

automatizado 3500 xL (Applied Biosystems). O resultado da eletroforese capilar foi 

analisado pelo software GeneMapper® v.4.1 (Applied Biosystems) e resultou em 

uma matriz binária considerando presença ou ausência de determinado fragmento. 

 

3.4 ANÁLISE DOS DADOS 

3.4.1 Análise dos Dados Fenotípicos  

 

Para a análise estatística dos dados fenotípicos de severidade de 

ferrugem polissora, inicialmente as pressuposições da análise de variância foram 

examinadas por meio de testes de homogeneidade de variâncias e de normalidade 
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dos resíduos. Foi verificada ausência de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk a 

5% de significância e também não foi verificada homogeneidade de variância pelo 

teste de Bartlett a 5% de significância. Os dados foram então transformados 

conforme a expressão: 𝑦 =  √𝑥 + 0.5 , onde y é o valor transformado e x é o valor da 

severidade. 

Os dados dos experimentos de safra e segunda safra foram 

analisados em conjunto pela análise de variância (ANAVA) a 5% de significância 

pelo teste F, utilizado o modelo: 

 

Yijk = μ + Gi + R/Ejk + Ej + GEij + εijk 

 

Onde:  

 

Yijk é o valor da variável Y no bloco Kth do genótipo Ith no ambiente Jth; 

μ é a média geral;  

Gi é o efeito aleatório do Ith genótipo;  

Ej é o efeito fixo do ambiente Jth;  

GEij é o efeito aleatório da interação do Ith genótipo com o Jth ambiente;  

R/Ejk é o efeito aleatório do do bloco Kth dentro do ambiente Jth; e  

εijk é o efeito aleatório do erro associado a observação Yijk. 

 

A Análise de variância, bem como os parâmetros genotípicos e 

ambientais de herdabilidade no sentido amplo (h2), componentes da variância 

genotípica (σ2
g) e da interação G x A (σ2

ge), variância residual (σ2
e), correlação 

intraclasse, coeficiente de variação genético (CVg), coeficiente de variação ambiental 

(CVe) e razão CVg/CVe foram obtidos pelo programa GENES (CRUZ, 2006). 

 

3.4.2 Análise dos Dados Genotípicos  

 

3.4.2.1 Estudo de diversidade, estrutura populacional e parentesco 

 

O coeficiente de similaridade de Jaccard foi calculado para estimar 

as distâncias genéticas entre as linhagens. A matriz de distância gerada foi então 
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utilizada para a construção de um dendrograma pelo método de agrupamento 

hierárquico Ward. Ambas as análises foram obtidas pelo pacote ade4 no software R. 

Para a estimativa da estrutura populacional e obtenção da matriz Q 

foi utilizada modelagem bayesiana pelo software Structure v2.3.4 (PRITCHARD et al,. 

2000), a partir das informações genotípicas dos marcadores moleculares. Para o cálculo 

do número de subpopulações foram utilizados os seguintes parâmetros: 11 corridas 

independentes com K variando de 1 à 10; 50.000 bur-ins; 500.000 simulações de Monte 

Carlo Cadeias de Markov (MCMC) em modelo assumindo clusters mistos (admixture) e 

frequências alélicas correlacionadas.  

A determinação do número de K mais provável foi obtida com base nos 

resultados do software Structure e conforme a metodologia dos valores de ∆k proposta 

por Evanno et al. (2005). Os dados do Structure foram também avaliados pelo software 

Structure Harvester (EARL; VONHOLDT, 2012) e os gráficos foram gerados pela 

interface online Structure Plot 2 (RAMASAMY et al., 2014). 

A matriz de parentesco (kinship), foi gerada conforme metodologia 

proposta por Hardy (2003) com auxilio software SPAGEDI (HARDY; VEKEMANS, 

2003). Na análise o coeficiente de endogamia foi considerado 0,99.  

Os coeficientes kinship foram estimados a partir da expressão: 

 

𝐹𝑖𝑗 = (
𝑄𝑖𝑗 − 𝑄𝑚

1 − 𝑄𝑚
) 

Onde:  

 

Fij é o coeficiente de kinship de coancestria genética entre i e j;  

Qij é a probabilidade de as amostragens aleatórias de i e j serem idênticas por 

ascendência e; 

Qm é a probabilidade média de que amostragem aleatória tomada na população seja 

idêntica por ascendência. 

A matriz gerada pelo software SPAGEDI teve sua diagonal 

multiplicada por dois e os valores negativos foram substituídos por zero.  
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3.4.3 Estudo de Associação  

 

Para a realização do estudo de associação foram utilizados quatro 

modelos: (i) naive - sem controle da estrutura de população e do grau de parentesco, 

(ii) GLM – utilizando a matriz dos coeficientes da estrutura de população (Q) obtidos 

pelo programa Structure, e os modelos mistos (iii) MLM – utilizando a matriz kinship 

(K) para controle do parentesco e (iv) MLM - utilizando a matriz Q e a matriz K. A 

estrutura populacional foi considerada sempre como efeito fixo, enquanto a matriz 

kinship foi utilizada para estimar a estrutura de variância e covariância do efeito 

individual aleatório (YU et al., 2006; ZHANG et al., 2010). 

Os modelos utilizados e suas respectivas expressões matemáticas 

são apresentados na Tabela 5. 

 

Tabela 5 – Expressões matemáticas dos modelos utilizados para o estudo de 
associação. 

Modelo 
Expressão 
Matemática  

GLM: G + P 
“Naive”  

y= Xβ +ε  

GLM: G + P+Q  y= Xβ + Qv + ε  

MLM: G + P + K  y= Xβ + Zu + ε  

MLM: G + P+Q+ K 

y= Xβ + Zu + ε  
ou 

y= Xβ + Qv + Zu + ε  
 

Onde: Em que: y é o valor do fenótipo; β e v são os efeitos fixos dos marcadores e da estrutura de 

população respectivamente, u é o efeito aleatório da kinship, X, Q e Z, são matrizes de incidência 

relacionadas a β, v e u efeitos explicados nos vetores; ε: é o efeito residual.  

Fonte: O próprio autor 

 

É importante ressaltar que optou-se pelo controle da estrutura de 

população por meio da matriz Q do Structure pois a partir da análise de 
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componentes principais não foi possível agrupar de maneira eficiente as linhagens 

de acordo com a estrutura populacional (Apêndice D).  

Os marcadores com frequência menor que 5% e maior que 95% 

foram removidos da análise visando reduzir a chance de identificação de falsos 

positivos devido à presença de marcadores raros. 

A significância da associação foi verificada pelo teste de Bonferroni 

(0,05 / número de hipóteses), considerado altamente conservativo e rigoroso, e 

considerando um limiar de corte moderadamente restritivo (1 / número de hipóteses) 

(WANG et al., 2012). Optou-se pela utilização dos dois testes devido ao limitado 

número de genótipos testados e pela menor saturação do AFLP quando comparada 

a genotipagem por GBS. Além disso, devido ao alto rigor do teste de Bonferroni 

vários autores têm proposto e utilizado metodologias alternativas que diminuem o 

limiar estatístico visando obter maior número de associações (JOHNSON et al., 

2010; LU et al., 2010; WANG et al., 2012). 

Todas as análises de associação foram realizadas por meio do 

software TASSEL 5.2 (BRADBURY et al., 2007). Para os MLM foi utilizado o método 

P3D.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 SEVERIDADE DE FERRUGEM POLISSORA 

 

Pela análise de variância da severidade, observou-se efeito 

significativo de linhagens, safras e interação linhagens x safras (Tabela 6). Esse 

resultado permite inferir sobre existência de variabilidade no painel de fenotipagem 

para a resistência à ferrugem polissora e possibilita a identificação de linhagens com 

diferentes níveis de resistência. Essa variabilidade é de extrema importância para 

estudos de associação genômica, uma vez que, esses dependem da existência de 

uma ampla diversidade genética para o caráter a ser estudado 

(ABDURAKHMANOV; ABDUKARIMOV, 2008). 

 

Tabela 6 – Análise de variância para o percentual da severidade transformado de 
ferrugem polissora e parâmetros genéticos e ambientais de 145 
linhagens de milho, em duas safras agrícolas (2014 e 2014/2015). 

_________________________________________________________________________________________ 

FV            GL      SQ                  QM                  F                 P 
___________________________________________________________________ 
Blocos/Safras       2                    0.283            0.141  
___________________________________________________________________ 
Linhagens (L)    144                  234.284         1.627              5.941 
 ** 
Safras (S)                1                   164.147         164.147          170.787  ** 
L x S                      144                  118.188         0.820              2.997  ** 
Erro                       288                  78.866           0.273 
___________________________________________________________________ 
Média                                3.35    
Média Safra                      0.96 
Média Segunda Safra       5.11  
CV(%)                              33.04  
___________________________________________________________________ 
Componente de variância genotípica (σ2

g)                   0.3382  

Componente de variância G x A (σ2
ge)                         0.1367  

Variância residual (σ2
e)                                                 0.2738  

Herdabilidade no sentido amplo (h2)                             83.168  

Correlação intraclasse (%)                                           55.263 

Coeficiente de variação genético (CVg)                        36.726 

Coeficiente de variação ambiental (CVe)                      33.04 

Razão CVg/CVe                                                             1.111  
___________________________________________________________________ 
Fonte: O próprio autor 

 

O efeito significativo de ambiente demonstra que a severidade de 

ferrugem polissora foi maior na segunda safra em relação a primeira. Na primeira 
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safra a severidade foi de 0,96%, enquanto na segunda a severidade chegou a 

5,11% (Tabela 6).  

As distribuições de frequência das notas de severidade (Figura 3A e 

3B) estabelecidas de acordo com a escala diagramática proposta por Fantin et al. 

(1996) confirmam a variabilidade no painel de fenotipagem para a resistência a 

ferrugem polissora. É possível perceber também que os dados obtidos pelas notas 

apresentaram comportamento assimétrico, diferenciando-se do comportamento 

normal. No experimento de safra (Figura 3A) percebe-se uma tendência de 

assimetria a esquerda, enquanto no experimento conduzido na segunda safra 

(Figura 3B) a assimetria foi a direita.  

 
Figura 3 –  Distribuição de frequência das notas de severidade de linhagens de 

milho a ferrugem polissora (Puccinia polysora) no experimento de safra – 
2014 (A) e segunda safra – 2014/2015 (B). 

 

Fonte: O próprio autor 

 

Percebe-se também uma grande diferença na distribuição de 

frequência das linhagens para cada umas épocas de cultivo (Figuras 3A e 3B). No 

experimento de safra, dentre as 145 linhagens avaliadas, dez não apresentaram 

incidência da doença, recebendo nota um. A classe 1 --| 2 foi composta por 32 

linhagens, enquanto a classe que apresentou a maior frequência foi a 2 --| 3, que 

concentrou 53 linhagens. Para 3 --| 4 e 4 --| 5 a frequências foram de 27 e 15, 

respectivamente. Poucas linhagens apresentaram alta severidade de ferrugem 

polissora no experimento de safra, sendo que as frequências de linhagens com 
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notas de 5 --| 6, 6 --| 7 e 7 --| 8 foram respectivamente quatro, três e um. Além disso, 

nenhuma linhagem possuiu média da nota de severidade superior a 8. Isso 

demonstra que, no experimento conduzido na safra, apesar da alta incidência de P. 

polysora, a severidade não foi tão elevada. 

Para o experimento de segunda safra, apenas duas linhagens, 

“A2560-65H23.3-176” e “A2560-62H23.2-167” não apresentaram incidência da 

doença, possuindo nota igual a um. As frequências das classes 1 --| 2 e 2 --| 3 

também foram baixas, apresentando oito e sete linhagens respectivamente, 

enquanto que para 3 --| 4 e 4 --| 5 o número de foi de 18 e 24 respectivamente. A 

classe de notas de severidade que apresentou a maior frequência foi a 5 --| 6, com 

54 linhagens, seguida pela 6 --| 7 que apresentou 27 linhagens. Apenas cinco 

linhagens apresentaram notas entre 7 --| 8 e assim como no experimento de safra, 

nenhuma apresentou nota superior a 8. 

Das 145 linhagens avaliadas, 13 foram classificadas como altamente 

resistentes, apresentando notas médias dos experimentos de safra e segunda safra, 

inferiores a dois, são elas: A2560-62H23.2-167, A2560-63H23.2-170, W57, A2560-

65H23.3-176, CD303-89H4.2-258, 30F33-69H26.1-188, 30F33-70H23.1-191, 

CML12, AVANT-14H5.5-24, DKB350-78H30.1-219, CML19, DAS2C599-95H34.4-

276, DKB747-42-104A2560-62H23.2-167 (Apêndice E). Dentre essas 13 linhagens, 

destaca-se a A2560-62H23.2-167 que recebeu nota um (ausência da doença) tanto 

no experimento de safra quanto no experimento de segunda safra sugerindo essa 

linhagem como uma potencial fonte de resistência para programas de melhoramento 

que busquem o desenvolvimento de cultivares resistentes a ferrugem polissora. 

Dentre os fatores que podem explicar a maior severidade da doença 

na segunda safra destacam-se a condições climáticas e também a presença do 

inóculo na área. A precipitação e as temperaturas máximas e mínimas dos meses de 

avaliação do experimento de safra (dez - fev) foram superiores às dos meses de 

condução do experimento de segunda safra (jan - abr) (Figura 4). 

É possível que na safra a temperatura tenha sido menos adequada 

para o desenvolvimento do patógeno do que na safra, ultrapassando as 

temperaturas de 25 ºC, descritas na literatura como ótimas para a maior 

manifestação da doença (MELCHING, 1975; HOLLIER; KING, 1985; RAID et al., 

1988; GODOY et al., 1999).  



49 

Segundo Godoy et al. (2003) semeaduras tardias costumam 

apresentar maior presença de inóculo, a qual, quando associada a condições 

climáticas favoráveis pode levar a altas epidemias de P. polysora. Raid et al. (1988) 

em estudos conduzidos nos Estados Unidos sugeriu a temperatura como um fator 

mais limitante a ocorrência de epidemias de P. polysora do que a umidade. 

 

Figura 4 –  Valores médios mensais de temperatura máxima (oC), temperatura 
mínima (oC) e precipitação acumulada durante o período de avaliação 
dos experimentos de safra (2014/2015) e segunda safra (2015). 

Mês

dez  jan  fev  mar  abr  

P
re

ci
pi

ta
çã

o 
(m

m
)

0

50

100

150

200

250

300

T
em

pe
ra

tu
ra

 (
o C

)

18

19

20

21
27

28

29

30

Precipitação acumulada

Temperatura mínima média

Temperatura máxima média
 

Fonte: O próprio autor 

 

Kurosawa et al. (2016) avaliando 37 linhagens de milho-pipoca, em 

experimentos a campo e sobre condições de inoculação natural, também verificou 

maiores médias de severidade na segunda safra. Shioga et al. (2015), atribuíram a 

alta severidade de ferrugem polissora nessa época de cultivo, ao fato de que, as 

áreas normalmente já contam com a presença do inóculo, seja pela reincidência da 

cultura do milho na área em um intervalo de tempo curto ou pela dispersão do 

inóculo proveniente de outras áreas. Além disso, os mesmos autores relataram que 

a ferrugem polissora, por requerer temperatura e umidade relativa do ar elevadas, 

tende a ter sua incidência e severidade maiores nas semeaduras iniciais do milho na 

época da segunda safra. Assim, condições climáticas favoráveis associadas à 
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utilização de cultivares suscetíveis são condições ideais para a ocorrência de 

epidemias na segunda safra.  

Mesmo quando se comparam experimentos conduzidos na mesma 

safra, diferentes datas de semeadura podem resultar em níveis de severidade 

bastante diferentes. Juliatti e Souza (2005) encontraram maior severidade de 

ferrugem polissora no mês de fevereiro em relação ao mês de março, mostrando 

que o planejamento da data de semeadura é importante para evitar períodos no qual 

o clima favorece de maneira mais intensa o desenvolvimento da doença.  

O efeito significativo da interação linhagens x safras demonstra a 

existência de comportamento diferencial das linhagens em cada uma das safras. A 

resistência horizontal é um fator capaz de explicar essa interação, pois essa 

resistência é caracterizada pela ação conjunta de um grande número de genes, 

cada um com pequeno efeito na expressão do fenótipo. Assim, cada gene sofre a 

ação ambiental, a qual somada, resulta em um grande efeito sobre o fenótipo 

(FALCONER, 1996).  

Mafra (2016) em um experimento de dialelo circulante entre 16 

linhagens de milho-pipoca também encontrou interação significativa entre genótipos 

e época de cultivo, demonstrando a importância da interação genótipo x ambiente 

para a resistência do milho a ferrugem polissora.   

Os parâmetros genéticos e ambientais associados a reação das 

linhagens à ferrugem polissora foram estimados visando inferir sobre a variabilidade 

genética e predizer a magnitude dos ganhos genéticos em programas de seleção. 

Foi observado que o componente da variância genotípica foi superior ao da variância 

ambiental demonstrando a ampla variabilidade dos genótipos que podem 

possivelmente conter diferentes genes e alelos com efeitos sobre a resistência. 

A estimativa do coeficiente de variação genético (CVg) foi de 33,8% 

(Tabela 6). Este também é um parâmetro importante pois é capaz de auxiliar a 

definição de estratégias em programas de melhoramento, permitindo comparar a 

variabilidade genotípica para diferentes variáveis (KUROSAWA et al., 2016). De 

qualquer forma, para uma melhor interpretação dos resultados, o CVg deve ser 

analisado em conjunto com o CVe por meio da razão CVg/CVe. Para este estudo a 

razão apresentou um quociente igual a 1,11 (Tabela 6), onde valores superiores a 

1,0 são considerados bons e sugerem a obtenção de bons ganhos de seleção em 

programas de melhoramento (VENCOVSKY; BARRIGA, 1992). Este resultado 
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favorece a seleção de fontes de resistência para ferrugem polissora a partir do painel 

de fenotipagem utilizado. 

Segundo Shimoya et al. (2002), as estimativas do CVg são bastante 

importantes para programas de melhoramento uma vez que são capazes de indicar 

a amplitude de variação genética de uma característica. Sendo assim, essa 

estimativa, por estar diretamente correlacionada com a variância genética, permite 

antecipar a magnitude das mudanças passíveis de serem obtidas por meio de 

seleção ao logo do programa de melhoramento. Kurosawa et al. (2016) também 

obteve valores superiores a 1,0 para incidência e severidade de P. polysora sobre 

milho-pipoca em experimentos conduzidos na segunda safra, demonstrando alta 

variabilidade genética, boa acurácia na identificação e a possibilidade de sucesso na 

seleção de fontes de resistência. 

A estimativa da herdabilidade no sentido amplo (h2) foi de 83,17% 

(Tabela 6). Este resultado indica que a resistência a ferrugem polissora pode ser 

atribuída principalmente a fatores genéticos em relação aos fatores ambientais. Esse 

resultado corrobora com o descrito por outros autores que observaram herdabilidade 

de 76 - 82% (WANLAYAPORN et al., 2013), 79 – 86% (HOLLAND et al., 1998) e 

93% (JINES et al., 2007). Kurosawa et al. (2016), em experimentos avaliando a 

severidade de ferrugem polissora na primeira e segunda safra também obteve 

valores de herdabilidade bastante similares, variando de 72 à 90%. 

 

4.2 ESCOLHA DOS PRIMERS PARA AMPLIFICAÇÃO SELETIVA 

 

Para a seleção dos primers foram priorizadas as combinações 

capazes de gerar maior polimorfismo com boa qualidade de amplificação. Para as 

seis combinações de primers EcoRI – NNN + MseI – NNN testadas (Tabela 4) pode-

se observar um bom perfil de amplificação, com alto número de bandas polimórficas.  

O padrão de amplificação gerado pelas seis combinações de primers 

em oito amostras foi analisado em gel de poliacrilamida 6% (Apêndice F). Com base 

no marcador de peso molecular, pode-se perceber a grande amplitude de tamanhos 

de fragmentos amplificados, decorrente da presença de três tipos de fragmentos 

gerados na digestão, os fragmentos cortados por enzimas de corte raro nas duas 

extremidades (MseI-MseI), os fragmentos gerados por enzimas de corte frequente 
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nas duas extremidades (EcoRI-EcoRI) e os fragmentos gerados pelo corte das duas 

enzimas (MseI-EcoRI).  

Das seis combinações de primers testadas, as que apresentaram o 

menor número de amplificações foram as combinações 4 e 5, que possuíam as 

sequencias E-ACT/M-CTAG e E-ACC/M-CTAG respectivamente. O menor número 

de fragmentos amplificados por essas duas combinações primers pode ser explicado 

pelo fato de que nas combinações 4 e 5 o primer MseI contava com a presença de 

quatro bases seletivas. A presença de uma base extra resulta em maior 

especificidade pois o número de fragmentos amplificados é reduzido em 

aproximadamente quatro vezes, a cada base seletiva adicionada ao primer (Vos et 

al., 1995). 

Foram selecionados com base no polimorfismo, um total de quatro 

combinações de primers (E-ACG/M-CAG, E-AGC/M-CAG, E-ACT/M-CTG e E-

AAG/M-CTG), que foram utilizadas para a genotipagem das 145 amostras e para os 

estudos de diversidade e associação. A utilização dessas quatro combinações de 

primers gerou um total de 1008 bandas sendo 975 polimórficas. Das 1008 bandas, 

321 foram geradas pela combinação E-AGC/M-CAG, 214 pela combinação AAG/M-

CTG, 232 pela combinação E-ACG/M-CAG, e 241 pela combinação E-ACT/M-CTG. 

Dentre as combinações utilizadas, três (E-ACG/M-CAG, E-AGC/M-

CAG e E-AGG/M-CTG) já haviam sido consideradas altamente polimórficas por 

Castro et al. (2015), em um estudo de diversidade de 45 linhagens de milho-pipoca 

para as quais verificaram um total de 906 bandas, das quais 684 foram polimórficas. 

 

4.3 ESTUDO DE DIVERSIDADE GENÉTICA  

 

Os marcadores AFLP utilizados neste estudo foram eficientes em 

diferenciar os genótipos, permitindo acessar a variabilidade genética entre os 

acessos. Segundo Garcia et al. (2004) os marcadores AFLP são eficazes para 

estudos de diversidade de linhagens de milho tropical, sendo capaz de acessar com 

alta acurácia o relacionamento genético entre indivíduos.  

A dissimilaridade genética estimada com base na informação 

genotípica dos 1008 marcadores variou de 0,51 a 0,84, com média de 0,74 nas 

10440 combinações obtidas. O agrupamento dos genótipos por meio do 

dendrograma obtido pelo método Ward, foi capaz separar os genótipos, em dois 
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grandes grupos (I e II) compostos predominantemente por linhagens classificadas 

como milho comum e como milho-pipoca respectivamente (Figura 5).  
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Figura 5  –  Dendrograma de dissimilaridades genéticas entre 145 linhagens de milho, pelo método Ward, com base no 
polimorfismo obtido por marcadores moleculares AFLP, utilizando-se a distância generalizada de Jaccard.  

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: O próprio autor. 
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O grupo I foi constituído por 69 linhagens, das quais 68 haviam sido 

previamente classificadas como milho comum. O grupo II, por sua vez, foi composto 

por 76 linhagens, dentre as quais 67 previamente classificadas como milho-pipoca 

(Apêndices 1 e 2). 

No grupo II, foi possível observar a formação de dois subgrupos bem 

definidos (Figura 5). O primeiro subgrupo foi composto por 47 linhagens, todas 

descritas como milho-pipoca enquanto o segundo subgrupo contou com 29 

linhagens, 20 de milho-pipoca e nove de milho comum. Este resultado sugere que as 

linhagens pertencentes ao este último subgrupo apresentem similaridades genéticas 

entre milho comum e milho-pipoca.  

O agrupamento das linhagens de milho-pipoca nos subgrupos não 

ocorreu de acordo com a origem dos genótipos. A dificuldade de separar 

geneticamente as linhagens de milho-pipoca conforme a origem pode ser explicada 

pela estreita base genética dos bancos de germoplasma de pipoca (ZIEGLER, 

2000). Essa base genética restrita tem como principal causa, o histórico de utilização 

de um pequeno número linhagens de pipoca desenvolvidas a partir de genótipos de 

milho Flint e modificadas por seleção na busca por maximizar a capacidade de 

expansão e qualidade do grão (KANTETY et al., 1995). 

Uma base genética restrita é indesejável em programas de 

melhoramento de milho-pipoca pois o desenvolvimento de cultivares que explorem 

altos níveis de heterose exige a identificação de parentais contrastantes 

(HALLAUER; MIRANDA FILHO, 1988). Amaral Júnior et al. (2011), em estudo 

utilizando marcadores microssatélites concluíram que os melhoristas brasileiros de 

pipoca têm utilizado genótipos com estreita diversidade genética em seus 

programas, demonstrando a importância na maior atenção para a seleção de 

genótipos mais distintos. 

Silva et al. (2009), empregando marcadores microssatélites para 

analisar a diversidade genética de 25 genótipos de milho-pipoca, relataram que 

todas as cultivares comerciais brasileiras foram agrupadas juntas pelo método de 

Tocher, demonstrando a importância da identificação e utilização de novos 

germoplasmas em programas de melhoramento de pipoca. Segundo Miranda et al. 

(2008) e Dandolini et al. (2008), o entendimento da variabilidade genética das 

populações brasileiras de milho-pipoca são essenciais para a exploração dos efeitos 

aditivos e não aditivos para várias características. Isso indica a necessidade de 
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maiores estudos da variabilidade das raças brasileiras visando o mais claro 

entendimento da base genética dos bancos de germoplasmas utilizados nos 

programas de melhoramento nacionais. 

A separação dos genótipos de milho-pipoca em dois subgrupos bem 

definidos, conforme observado nesse trabalho permite um melhor entendimento da 

diversidade genética de pipoca do banco de germoplasma da UEM, possibilitando o 

desenvolvimento de estratégias visando ampliar a base genética das cultivares.  

 

4.4 ESTRUTURA DE POPULAÇÃO 

 

A partir das simulações geradas pelo Structure e de acordo com a 

metodologia do valor de Δk proposta por Evanno et al, (2005) foi definido que o 

número ótimo de populações foi de K=2 (Figura 6B).  

Com base no coeficiente de adesão (membership), os genótipos 

foram classificados em cada um dos clusters. Das 145 linhagens avaliadas, 76 foram 

classificadas como pertencentes ao grupo (I) que contemplou a maioria das 

linhagens de milho comum. O grupo (II) foi formado por 41 linhagens, envolvendo 

principalmente as de milho-pipoca. Outras 28 linhagens foram classificadas como 

admixture por possuírem membership inferior a 0,7 para ambos os grupos (Figura 

6C). 

Os clusters formados se assemelharam aos agrupamentos obtidos 

pelo estudo de diversidade utilizando o coeficiente de Jaccard e o agrupamento de 

Ward, sendo capaz de separar os genótipos em dois grandes grupos, constituídos 

predominantemente por milho comum (I) ou milho-pipoca (II) (Figura 6A). A 

classificação de alguns genótipos como admixture sugere que estes compartilhem 

locos comuns ao dois clusters.  

Compreender a estrutura de população é essencial para os 

programas de melhoramento. Este tipo de análise tem sido utilizada em estudos de 

diversidade (LANES et al., 2014; SILVA et al., 2015; BRACCO et al., 2016), na 

definição de grupos heteróticos (LARIÉPE et al., 2016) e visando eliminar falsas 

associações em estudos de mapeamento associativo (PRITCHARD et al., 1999; 

KANG et al., 2008; MEZMOUK et al., 2011). 
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C 

Milho Comum Milho-Pipoca 

A 

B 

Figura 6 – Estrutura populacional de 145 linhagens de milho estimada pelo software 
Structure. A) Formação de dois clusters de acordo com o coeficiente de 
adesão dos genótipos B) Valor de Δk e número ótimo de K, obtido 
conforme Evanno et al., (2005). C) Coeficiente de adesão de dos 
genótipos em cada cluster. O eixo y representa o coeficiente de adesão 
(membership) dos genótipos nos grupos. 

 

 

 

Fonte: O próprio autor 

 

4.5 ESTUDO DE ASSOCIAÇÃO 

 

O estudo de associação foi realizado utilizando quatro diferentes 

modelos matemáticos (Tabela 5). Os modelos MLM e GLM apresentavam diferenças 

quanto a forma de controle da estrutura populacional e do parentesco entre os 

genótipos.  
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Os modelos identificaram diferenças quanto aos marcadores e o 

número de marcas associadas significativamente a reação do milho à ferrugem 

polissora pelos testes de Bonferroni (p < 8,82 x 10-5) e por outro teste similar, 

considerado moderadamente restritivo (p < 1,76 x 10-3) (Tabela 7). 

As análises separadas de cada uma das safras, identificaram 

diferentes marcadores associados. No experimento conduzido na segunda safra 

foram identificados maior número de associações em relação ao experimento de 

safra (Tabela 7). Isso pode ter ocorrido devido a maior severidade da doença 

observada na segunda safra, que pode ter representado melhor a reação das 

linhagens do milho.  

Além disso, a interação QTL x safras também é um fator que pode 

ter influenciado nas diferenças observadas nas associações de safra e segunda 

safra. Segunda El-Soda et al. (2014) são inúmeros os fatores que influenciam a 

interação QTL x ambiente, fazendo com que o interesse pelo entendimento das 

causas genéticas dessa interação tenham aumentado e sugerindo inclusive o 

desenvolvimento e utilização de estratégias capazes de incorporar a interação 

genótipo x ambiente nos modelos utilizados nos estudos de mapeamento. 

Neste estudo, conforme o esperado, o maior número de marcadores 

significativos foi identificado pela utilização do modelo “GLM: G+P”, que contemplou 

informações apenas das matrizes genotípica, gerada por AFLP (G), e fenotípica (P), 

no modelo também conhecido como naive. Para o experimento de safra, esse 

modelo identificou associações significativas de dois marcadores (EactMctg187, 

EaagMctg36) enquanto na segunda safra foram quinze associações significativas 

(EaagMctg4, EagcMcag129, EactMctg18, EactMctg186, EaagMctg90, EactMctg207, 

EagcMcag117, EaagMctg162, EaagMctg131, EactMctg81, EaagMctg201, 

EactMctg158, EaagMctg94, EaagMctg148, EaagMctg140). 
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Tabela 7 –  Marcadores associados à reação do milho à ferrugem polissora por quatro modelos estatísticos utilizando marcadores AFLP e 

fenotipagem realizada em experimentos de safra (2014) e segunda safra (2014/2015). 

  
                                                                             Safra 

Modelo GLM: G + P GLM: G + P+Q                        MLM: G + P+ K MLM: G + P+Q + K 

Marker Size Pvalue R
2 

Marker Size Pvalue R
2 

     Marker Size Pvalue R
2 

    Marker Size Pvalue R
2
 

EactMctg187 346pb 5.71E-05 ** 0.107 EactMctg187 346pb 5.42E-05 ** 0.109

EaagMctg36 104pb  0.00134 * 0.071 EaagMctg36 104pb 0.00143 * 0.069

  
                                                                      Segunda Safra 

Modelo GLM: G + P GLM: G + P+Q MLM: G + P+ K MLM: G + P+Q + K 

Marker Size Pvalue R
2
 Marker Size Pvalue R

2
 Marker Size Pvalue R

2
 Marker Size Pvalue R

2
 

EaagMctg4 54pb 4.89E-05 ** 0.109 EaagMctg117 227pb 1.24E-04 * 0.091 EactMctg18 78pb 6.72E-04 * 0.084 EactMctg205 328pb 6.98E-04 * 0.084 

EagcMcag129 197pb 7.48E-05 ** 0.104 EactMctg205 328pb 2.91E-04 * 0.081 EactMctg205 328pb 9.10E-04 * 0.081 EactMctg18 78pb 7.66E-04 * 0.082 

EactMctg18 78pb 1.40E-04 * 0.097 EactMctg18 78pb 5.39E-04 * 0.074 EactMctg169 293pb 0.00139 * 0.074 EactMctg169 293pb 9.79E-04 * 0.078 

EactMctg186 345pb 2.95E-04 * 0.088 EaagMctg4 54pb 7.18E-04 *  0.071

EaagMctg90 185pb 4.93E-04 * 0.082 EactMctg169 293pb 0.00145 * 0.063

EactMctg207 393pb 6.97E-04 * 0.078

EagcMcag117 183pb 8.08E-04 * 0.076

EaagMctg162 327pb 8.32E-04 * 0.075

EaagMctg131 247pb 8.74E-04 * 0.075

EactMctg81 154pb 9.86E-04 * 0.073

EaagMctg201 412pb 0.0012 * 0.071

EactMctg158 261pb 0.00146 * 0.069

EaagMctg94 194pb 0.0015 * 0.068

EaagMctg148 282pb 0.00169 * 0.067

  EaagMctg140 273pb 0.00171 * 0.067                             

GLM: Modelo linear geral. G: Matriz da presença/ausência dos marcadores identificados por AFLP. P: Matriz dos dados fenotípicos Q:  Estrutura de população definida 
por meio do software STRUCTURE. MLM: Modelo linear misto. K: Matriz kinship estimada conforme Hardy (2003). **Pvalue significativo conforme teste de Bonferroni. 
* Pvalue significativo conforme teste moderadamente restritivo.   
Fonte: o próprio autor
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O modelo naive, por não levar em conta a presença de estrutura de 

população, comumente pode levar a um alto número de falsos positivos 

(PRITCHARD et al., 1999). Além da estrutura de população, o efeito do parentesco 

(ou relacionamento), estimado pela matriz Kinship, quando não contemplado pelo 

modelo, também pode levar a associações equivocadas (YU et al., 2006). O Q-Q 

plot das associações baseadas no modelo naive (Figura 7) demonstram, 

principalmente para o experimento de segunda safra, que este modelo não foi 

eficiente no controle de falsas associações, sugerindo a necessidade de controle da 

estrutura de população e do relacionamento genético. 

O primeiro modelo testado que levou em conta algum controle na 

associação foi o “GLM: G + P+Q”, onde, além das informações fenotípicas e 

genotípicas, também foi incorporada a matriz de estrutura populacional (Q) gerada 

pelo STRUCTURE. Este modelo restringiu o número de marcadores associados em 

relação ao observado pelo modelo naive, demonstrando a importância do controle 

da estrutura populacional e seu potencial na redução de falsas associações. No 

experimento de safra foram identificados os mesmos dois marcadores obtidos pelo 

modelo naive (EactMctg187, EaagMctg36), enquanto no experimento de segunda 

safra o controle da estrutura populacional restringiu de quatorze para apenas cinco 

(EaagMctg117, EactMctg205, EactMctg18, EaagMctg4, EactMctg169) o número de 

marcadores associados significativamente, dos quais dois (EactMctg205, 

EactMctg169) não haviam sido observados no primeiro modelo. O Q-Q plot do 

modelo “GLM: G + P+Q” (Figura 7) demonstra a maior adequação deste em relação 

ao modelo naive confirmando o melhor controle de falsos positivos pela menor 

inflação dos p-valores. 

O modelo “MLM: G + P+ K”, que incorporou a matriz kinship (K) mas 

não levou em conta a estrutura populacional, apresentou maior impacto sobre as 

associações que o observado pelo uso do modelo “GLM: G + P+Q”. Para o 

experimento de safra não foram observadas associações significativas, enquanto 

para a segunda safra o número de associações significativas foi de apenas três 

(EactMctg18, EactMctg205, EactMctg169). O Q-Q plot do modelo sugere que a 

incorporação da matriz K resultou em alto controle da inflação dos p-valores (Figura 

7). 
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Figura 7 –  Quantile-Quantile plots do -log10 entre os p-valores observados e esperados das análises de associação utilizando quatro modelos 
matemáticos nos experimentos de safra (A) e segunda safra (B).  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

GLM: Modelo linear geral. G: Matriz da presença/ausência dos marcadores identificados por AFLP. Q:  Estrutura de população definida por meio do software 
STRUCTURE. MLM: Modelo linear misto. K: Matriz kinship estimada conforme Hardy (2003).  
Fonte: O próprio autor 

  

MLM: G + P+Q + K 

GLM: G + P+Q  

MLM: G + P+K  

GLM: G + P  GLM: G + P  

MLM: G + P+Q + K 

GLM: G + P+Q  

MLM: G + P+K  

B A 



62 

Por fim, foi testado o modelo “MLM: G + P+Q + K”, que incorporou 

tanto a matriz K quanto a matriz Q. Este modelo é considerado o mais completo e 

que costuma apresentar a melhor significância de ajuste dos dados no modelo (YU 

et al., 2006). Para a fenotipagem de safra, o modelo “MLM: G + P+Q + K”, assim 

como o “MLM: G + P+ K” não apresentou nenhuma associação significativa. Já para 

os dados de segunda safra, foram encontrados, pelos dois modelos, os mesmos 

marcadores associados. Os QQ-plot de safra e segunda safra, demonstraram o bom 

ajuste deste modelo ao conjunto de dados, sugerindo sua eficiência no controle da 

inflação dos p-valores e dos falsos positivos (Figura 7).  

Para Achleitner et al. (2008) a diferença entre os modelos demonstra 

a importância da estrutura de população e a combinação das matrizes Q e K 

proveem uma redução no coeficiente de determinação e presumem a melhor 

correção da estrutura de população. Um dos principais inconvenientes da utilização 

de modelos que utilizem correções por estrutura populacional e relacionamento, é 

que estes podem reduzir o número de associações verdadeiras considerando-as 

falsos positivos, e resultando em erros tipo II. Esse fato pode ocorrer principalmente 

para características fortemente relacionadas com a estrutura de população 

(LARSSON et al., 2013). Contudo, apesar deste inconveniente, o modelo “MLM: G + 

P+Q + K”, na maioria dos casos apresenta melhor significância no ajuste dos dados 

quando comparado aos demais (YU et al., 2006). Em plantas sua utilização se 

justifica, uma vez que, a grande maioria das populações, apresenta certo nível de 

estruturação e parentesco entre os seus indivíduos (YU; BUCKLER, 2006; ZHU et 

al., 2008). 

Considerando todos os modelos testados, foi possível identificar 19 

marcadores associados significativamente, sendo dois para o experimento de safra e 

17 para o experimento de segunda safra. O modelo que melhor se ajustou ao 

conjunto de dados, considerando a estrutura populacional e o parentesco entre as 

linhagens (MLM: G + P+Q + K) restringiu o número de marcadores associados para 

apenas três, todos na segunda safra.  

A principal razão para a ausência de associações significativas 

observada no experimento de safra, é atribuída principalmente à baixa severidade 

de ferrugem polissora. As condições climáticas não favoreceram a agressividade da 

doença, o que dificultou sua expressividade e atrapalhou a identificação das 

associações. No experimento de segunda safra, onde as condições climáticas 
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favoreceram a manifestação da doença de maneira mais severa, observou-se um 

maior número de marcadores significativamente associados. 

Dentre os 19 marcadores significativos, quando considerados todos 

os modelos, a maioria (13), esteve associado a susceptibilidade, uma vez que a 

média da severidade nos genótipos que apresentaram o marcador foi superior à 

daqueles que não apresentaram (Figura 8 e 9). Desses marcadores, os 

EactMctg205 (328 bp) e EactMctg169 (293 bp) merecem destaque, uma vez que 

foram identificados pelo modelo “MLM: G + P+Q + K” e apresentaram os maiores 

efeitos sobre a susceptibilidade, aumentando a severidade em 5,42 e 3,35% 

respectivamente (Figura 9). 

 

Figura 8 – Média de severidade de ferrugem polissora dos genótipos de milho na 
presença e ausência dos marcadores associados significativamente no 
experimento de safra (2014). 
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Fonte: O próprio autor 

 

Para resistência à doença, apenas seis marcadores (EactMctg18, 

EactMctg186, EagcMcag117, EaagMctg162, EaagMctg201, EactMctg158) foram 

identificados como significativamente associados, uma vez que a severidade nas 

linhagens que apresentavam as marcas foi inferior à das que não apresentavam. 

Dentre estes destaca-se o marcador EactMctg18, de aproximadamente 78bp, que 

obteve significância pelo modelo “MLM: G + P+Q + K” e resultou em 3,31% a menos 

de severidade (Figura 9).   
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Figura 9 –  Média de severidade de ferrugem polissora dos genótipos de milho na presença e ausência dos marcadores 
associados significativamente por quatro modelos matemáticos no experimento de segunda safra (2014/2015). 
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Os resultados sugerem que os marcadores EactMctg18, 

EactMctg205 e EactMctg169 são bons candidatos para estudos mais aprofundados 

que permitam sua incorporação futura em programas de melhoramento buscando 

resistência a ferrugem polissora. Contudo é importante ressaltar a necessidade de 

validação desses marcadores em um número maior de genótipos, e em um maior 

número de ambientes para a confirmação de suas capacidades de predizer os 

valores fenotípicos (COLLARD et al., 2005). Estudos de validação desses 

marcadores em outros painéis de genótipos e em diferentes ambientes podem 

ajudar a entender se o efeito dos QTLs implícitos na associação entre os 

marcadores e fenótipos são robustos e empregáveis na seleção assistida por 

marcadores em programas de melhoramento. 

É importante frisar também que apesar dos marcadores AFLP serem 

úteis para o mapeamento, esta é uma técnica considerada bastante laboriosa e por 

isso inconveniente para a utilização em larga escala em programas de seleção 

assistida. Assim, a efetiva utilização desses marcadores exige sua conversão em 

Regiões amplificadas de sequencias caracterizadas (SCAR) ou outros marcadores 

simples de PCR. 

A transformação dos marcadores AFLP em SCAR por meio do 

sequenciamento das bandas isoladas é importante para a seleção assistida pois 

estes marcadores são detectados em locos pontualmente definidos, podem ser 

identificados na forma de bandas em géis de agarose, são fáceis de observar, são 

menos sensíveis às condições da reação e possuem maior reprodutibilidade, 

permitindo assim a triagem em larga escala (WEI et al., 2009). Além disso, esse tipo 

de estratégia também permite a construção de mapas mais saturados das regiões 

sequenciadas, possibilitando a concreta identificação de QTLs ou genes de 

resistência no genoma do milho. 

Para resistência a doenças Moon e Nicholson (2009) utilizaram 

quatro marcadores AFLP relacionados com a resistência ao vírus do vira-cabeça em 

fumo, para a geração de SCAR. Em milho, uma estratégia similar também já foi 

utilizada com sucesso, onde, após a identificação de marcadores AFLP associados à 

resistência ao vírus do mosaico da cana (XU et al., 1999) realizou-se a conversão 

dos mais promissores em marcadores simples de PCR (DUSSLE et al., 2002), 

facilitando sua utilização na seleção assistida. Agrama et al. (2002), também 
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converteram marcadores AFLP em SCAR em estudos visando a resistência do milho 

à Peronosclerospora sorghi.  
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5 CONCLUSÕES 

 

Os marcadores AFLP foram eficientes em acessar a diversidade 

genética das linhagens, permitindo a formação de dois grupos capazes de reunir as 

linhagens de milho comum e de milho-pipoca.  

O modelo de associação contemplando a estrutura de população e a 

kinship (“MLM: G + P+Q + K”) restringiu o número de associações significativas, 

reduzindo a chance de obtenção de falsos positivos e demonstrando um bom ajuste 

ao conjunto de dados.  

Três marcadores AFLP (EactMctg18, EactMctg169, EactMctg205) 

associados a reação do milho à ferrugem polissora foram considerados promissores 

para estudos mais aprofundados e para validação. 

Treze linhagens foram classificadas como altamente resistentes, 

com destaque para a linhagem A2560-62H23.2-167, que não apresentou incidência 

da doença nas duas safras. 
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APÊNDICE A 

Identificações, nomes e origens de 77 acessos de milho comum pertencentes ao banco de 
germoplasma de milho da Universidade Estadual de Maringá. 

 
ID Acesso Origem 

 
ID Acesso Origem 

L4 AG8080-7H3.1-3 - 
 

L80   AVANT-13H5.4-21 - 

L5 AVANT-14H5.5-24 - 
 

L81 W57 - 

L6 POP103 -88.1 AS1572 
 

L83 PREMIUM-28H13.2-67  - 

L7 30F33-71H26.2-194 - 
 

L84 CML19 CIMMYT 

L10 POP101-201-3 GARRA 
 

L86 DKB747-45H17.5-115 - 

L11 DKB350-78H30.1-219 - 
 

L88 FORT-85H6.2-242 - 

L12 DKB747-50H17.6-130 - 
 

L89 DKB747-29H17.3-95 - 

L15 FORT-87H6.4-248 - 
 

L90 AG8080-8H3.2-6 - 

L20 STRIKE-67H25.1-182 - 
 

L92 DKB747-37H17.2-89 - 

L22 POP201-195.1 P30R50 
 

L95 CD303-88H4.1-255 - 

L23 30F33-69H26.1-188 - 
 

L99 30F33-70H23.1-191 - 

L28 DKB747-43H17.4-107 - 
 

L105 CD303-90H4.3-261 - 

L29 CD303-89H4.2-258 - 
 

L107 TORK-53H20.2-143 - 

L34 AVANT-10H5.1-12 - 
 

L108 POP203-56.1 SG6015 

L38 DKB350-76H30.1-213 - 
 

L109 POP102-166.5 P30B39 

L39 AG6018-23H12.1-55 - 
 

L110 A2560-62H23.2-167 - 

L42 AVANT-12H5.3-18 - 
 

L111 POP101-195.2 GARRA 

L45 DKB747-38H17.2-92 - 
 

L113 FLASH-22H11.1-52 - 

L50 POP202-177.1 AS1570 
 

L116 A2560-63H23.2-170 - 

L51 FLASH-20H11.1-46 - 
 

L119 TORK-55H20.3-149 - 

L52 DAS422-80H31.2-227 - 
 

L121 FORT-84H6.1-239 - 

L56 30-23 P30P70 x 
Dow8460 

L124 DAS2C599-95H34.4-
276 

- 

L57 POP201-198.4 P30R50 
 

L125 CML12 CIMMYT 

L58 A2560-66H23.4-179 - 
 

L127 A2560-65H23.3-176 - 

L62 POP102-90.1 P30B39 
 

L129 SPEED-81H33.1-230 - 

L63 29-14 Penta x P30F53 L132 POP102-91.2 P30B39 

L64 POP202-88.2 AS1570 
 

L133 30.11 P30P70 x Dow846 

L65 30-15 P30P70 x 
Dow8460 

L134 POP101-197.1 GARRA 

L67 POP201-192.1 P30R50 
 

L135 29-154 Penta x P30F53 

L68 29-92 Penta x P30F53 L136 DAS422-79H31.1-222 - 

L69 POP203-51.2 SG6015 
 

L137 A2560-170 - 

L70 CML13 CIMMYT 
 

L138 A2560-164 - 

L71 POP103-80.5 AS1572 
 

L139 DKB747-41-101 - 

L72 30-29 P30P70 x 
Dow8460 

L140 DKB747-47-121 - 

L73 POP103-81.4 AS1572 
 

L141 DKB747-48-124 - 

L74 POP202-76.1 AS1570 
 

L142 DAS422-8-222 - 

L75 31-33  Penta 
 

L143 DKB747-42-104 - 

L77 CML22 CIMMYT 
 

L145 53f-p37     - 

L79 DKB350-19H9.1-43 - 
    

Fonte: Adaptado de Camacho (2017, no prelo). 
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APÊNDICE B 

Identificações, nomes e origens de 68 acessos de milho-pipoca pertencentes ao 

banco de germoplasma de milho da Universidade Estadual de Maringá. 

 

ID Acesso Origem 
 

ID Acesso Origem 

L1 GP1 Zélia 
 

L59 P7-4-5 UEM-M2 

L2 GP4 CMS43 
 

L60 P9-12-1 IAC112 

L3 P9-4-6 IAC112 
 

L61 P9-6-3 IAC112 

L8 P7-L7-1 UEM-M2 
 

L66 P9-3-2 IAC112 

L9 P16 P1283 
 

L76 P8-2-2-4 Zaeli 

L13 P8-1-1 Zaeli 
 

L78 P19 - 

L14 P20 - 
 

L82 P7-2-3 UEM-M2 

L16 P1-9 Zélia 
 

L85 P1-3 Zélia 

L17 P11-1 IAC125 
 

L87 ANGELA-L70 Ângela: Embrapa 

L18 P3-3T CMS42 
 

L91 BEIJAFLOR-L54 Beija-Flor: UFV 

L19 P8-2 Zaeli 
 

L93 BEIJAFLOR-L59 Beija-Flor: UFV 

L21 P8-1-5-4 Zaeli 
 

L94 GP14 Maradona 

L24 P1-12 Zélia 
 

L96 VIÇOSA-L77 Viçosa: UFV 

L25 GP13 Jade 
 

L97 P15 Colombiana 

L26 P9-1 IAC112 
 

L98 ANGELA-L71 Ângela: Embrapa 

L27 P7-2-4 UEM-M2 
 

L100 UFV-L80 Viçosa: UFV 

L30 P9-4-5 IAC112 
 

L101 ANGELA-L66 Ângela: Embrapa 

L31 VIÇOSA-L75 Viçosa: UFV L102 P3-1-2 CMS42 

L32 P6-1 Catedral 
 

L103 P1-8 Zélia 

L33 GP15 Colombiana L104 BEIJAFLOR-L52 Beija-Flor: UFV 

L35 P8-1-5-9 Zaeli 
 

L106 P9-5-3 IAC112 

L36 P1-19 Zélia 
 

L112 P9-1-3 IAC112 

L37 P18 - 
 

L114 P9-11-1 IAC112 

L40 P4-4 CMS43 
 

L115 BEIJAFLOR-L76 Beija-Flor: UFV 

L41 P8-2-2-2 Zaeli 
 

L117 P8-1-5-5 Zaeli 

L43 P9-7-2 IAC112 
 

L118 P9-8-1 IAC112 

L44 P8-2-MULT Zaeli 
 

L120 P7-2-1 UEM-M2 

L46 P11-2 IAC125 
 

L122 P8-1-5-13 Zaeli 

L47 GP10 Ângela 
 

L123 GP3 CMS42 

L48 P7-4-11 UEM-M2 
 

L126 GP12 IAC125 

L49 P9-5-1 IAC112 
 

L128 GP5 UEM-J1 

L53 P8-2-2-5 Zaeli 
 

L130 P6-11 Catedral 

L54 P8-1-5-10 Zaeli 
 

L131 P1780 - 

L55 P9-1-2 IAC112 
 

L144 P9-1-6 IAC112 

Fonte: Adaptado de Camacho (2017, no prelo). 
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APÊNDICE C 

Integridade do DNA de 145 linhagens de milho em gel de agarose 1% corado com 

brometo de etídio. 

 

 
L: High DNA Mass Ladder. B: Branco 
Fonte: O próprio autor  
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APÊNDICE D 

Análise de componentes principais de 145 linhagens de milho baseada no 

polimorfismo gerado por AFLP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: O próprio autor 

  

= 6,29 % 

=
 5

,2
3
 %

 



88 

 

APÊNDICE E 

Acessos classificados como altamente resistentes (notas inferiores a 2) de acordo 
com a média dos experimentos de safra (2014) e segunda safra (2014/2015). 

 

Acesso ID Nota       

A2560-62H23.2-167 L110 1 

A2560-63H23.2-170 L116 1.25 

W57 L81 1.25 

A2560-65H23.3-176 L127 1.5 

CD303-89H4.2-258 L29 1.75 

30F33-69H26.1-188 L23 1.75 

30F33-70H23.1-191 L99 1.75 

CML12 L125 1.75 

AVANT-14H5.5-24 L5 2 

DKB350-78H30.1-219 L11 2 

CML19 L84 2 

DAS2C599-95H34.4-276 L124 2 

DKB747-42-104 L143 2 

 
 

Fonte: O próprio autor. 
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APÊNDICE F 

Polimorfismo de AFLP de oito linhagens de milho, gerado por seis diferentes combinações de primers seletivos, em gel de 
poliacrilamida 6% corado com nitrato de prata. 

 
 
 

L1– Linhagem 1, L2– Linhagem 4, L3- Linhagem 11, L4– Linhagem 5, L5- Linhagem 6, L6– Linhagem 8, L7- Linhagem 9, L8- Linhagem 19.  Combinação 1- E-ACG/M-CAG, 
Combinação 2- E-AGC/M-CAG, Combinação 3- E-ACT/M-CTG, Combinação 4- E-ACT/M-CTAG, Combinação 5- E-AAC/M-CTAG, Combinação 6- E-AGG/M-CTG.  
Fonte: O próprio autor. 


