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RESUMO

O semiarido mineiro inclui as mesorregides Norte e Jequitinhonha, abrangendo uma populacéo
superior a dois milhGes de habitantes em 140 municipios. Entre as diversas dificuldades para a
otimizacdo do sistema produtivo da agricultura familiar nestas mesorregides, destaca-se a escassez
de sementes crioulas adaptadas aos agroecossistemas especificos, que sdo bastante distintos das areas
experimentais utilizadas pelo melhoramento genético convencional. Com o declinio de pequenos
produtores, perdem-se, também, variedades locais e 0 conhecimento tradicional associado —um dano
incomensuravel pela perda de reservatorios génicos. O objetivo deste trabalho foi prospectar e
caracterizar uma cole¢do de acessos de milhos crioulos do Norte de Minas Gerais, como subsidio ao
inicio de um programa de melhoramento participativo. Foram realizadas visitas técnicas em seis
comunidades rurais nas areas de abrangéncia, obtendo-se relatos e paradeiros sobre variedades locais,
um tanto escassas. Os depositos ocorreram no Laboratdrio de Biotecnologia da Universidade Federal
de Minas Gerais - UFMG (campus Montes Claros), totalizando 44 variedades resgatadas, as quais
foram caracterizadas por meio de oligonucleotideos do tipo ISSR (Inter Simple Sequences Repeats)
quanto as suas distancias genéticas relativas. Os diagndsticos locais comunitérios, ainda que morosos
e pouco céleres, permitiram angariar preciosos genétipos de milhos crioulos (Colegdo Ativa), fontes
de variabilidade para tolerancia a estresses causados por pragas, doencas e limitagdes de clima, todos
estes contextualizados ao semiarido.

Palavras-chave: Banco de Sementes. Marcadores Moleculares. Melhoramento Participativo.
Variedades Locais. Zea mays L.



ABSTRACT

The semiarid region of Minas Gerais includes the North and Jequitinhonha mesoregions, covering a
population of over two million inhabitants in 140 municipalities. Among the various difficulties in
optimizing the production system of family farming in these mesoregions, the scarcity of native seeds
adapted to specific agroecosystems stands out, which are quite different from the experimental areas
used by conventional genetic improvement. With the decline of small producers, local varieties and
associated traditional knowledge are also lost — immeasurable damage due to the loss of gene pools.
The objective of this work was to prospect and characterize a collection of creole maize accessions
from the North of Minas Gerais, as a subsidy for the beginning of a participatory breeding program.
Technical visits were carried out in six rural communities in the areas covered, obtaining reports and
whereabouts of local varieties, which are somewhat scarce. The deposits took place at the
Biotechnology Laboratory of the Federal University of Minas Gerais - UFMG (Montes Claros
campus), totaling 44 rescued varieties, which were characterized using ISSR (Inter Simple Sequences
Repeats) oligonucleotides in terms of their relative genetic distances. The local community diagnoses,
although time consuming and not very quick, made it possible to gather precious genotypes of creole
corns (Active Collection), sources of variability for tolerance to stresses caused by pests, diseases and

climate limitations, all of which are contextualized in the semiarid region.

Keywords: Seed Bank. Molecular Markers. Participatory Breeding. Local Varieties. Zea mays L.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Exemplos de aspectos de sementes de variedades de milhos crioulos resgatadas
(nomenclatura informada na coleta) e caracterizadas quanto a diversidade genética.
17

Figura 2 - AmplificagGes via PCR dos genomas de 44 variedades crioulas de milho, prospectadas no
ambito deste trabalho. As sequéncias ordinais (colunas) estdo afeitas aos gendtipos associados aos
produtos das amostras que continham 25 uL de mix-PCR (Oligonucleotideo ISSR 855 - temperatura de
anelamento em 57°C), 5 uL de GelRed™ e 3 uL de corante tipo IV, submetidas a uma eletroforese em
gel de agarose 1,5% (M/V), AUFANTE 3 N....vvouviiiieiice e 22



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Variedades de milho crioulo relatadas, resgatadas e caracterizadas quanto a diversidade
genética N0 AMDbIto deste trabalNO...........ccooiiiiii s 18

Tabela 2 - Resultados dos testes de gradiente de temperaturas de anelamento, envolvendo DNA
gendmico de acessos de  milhos  crioulos, resgatados no  ambito  deste
TFADAINO. ...t b et bbbt et e e 20

Tabela 3 - Matriz de distancias genéticas relativas (frequéncia) entre 22 variedades de milho crioulas
(grupo para tolerancia a veranicos), no ambito deste trabalno.............ccooe e 24

Tabela 4 - Matriz de distancias genéticas relativas (frequéncia) entre 22 variedades de milho crioulas
(grupo para producéo na  auséncia  de INsumos), no ambito deste

Tabela 5 - Esquema de hibridacdes realizadas entre combinacdes de variedades divergentes de milho
crioulo, com base em oligonuCIeotideOS ISSR..........cccviieieiciere e 27



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CONAB - Companhia Nacional de Abastecimento

CPCA - Centro de Pesquisas em Ciéncias Agrarias

EMATER - Instituto de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural
FAO - Food and Agriculture Organization

FEHAN - Fazenda Experimental Professor Hamilton de Abreu Navarro
IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

ISSR - Inter Simple Sequence Repeat

ICA — Instituto de Ciéncias Agrarias

PCR - Polymerase Chain Reaction

UCB - University of British Columbia

UFMG- Universidade Federal de Minas Gerais



1.
2.

3.

4.

41.

5.
6.

INTRODUGAO .......oovvvrrrres
REFERENCIAL TEORICO.....
2.1 Milho Crioulo.......ccccoouuenee.
2.2 Agricultura Familiar .............
2.3  Caracterizacdo molecular do
MATERIAL E METODOS........

SUMARIO

NHINIO ettt e e e e e et e e et e e s e e e s er e e e e e e e e anaraaees

3.1  Localidades referenciais para prospeccao de variedades..........ccecevverreeceneeeeneseerienreeeese e

3.2  CaracterizacOes da diversidade geNBLICA ..........cceevuerieieerieeeeer et

RESULTADOS E DISCUSSAO

Resgate de variedades € diagnOStICOS ........ccueuerueirieirieirieeiereet ettt

4.2  Caracterizagdes da diversidade genBLICa .........ccoeereirieirieirieirieerie et

COCLUSAO ..o,
REFERENCIAS .....oooeeeereen.



1. INTRODUCAO

No Brasil, 90% dos produtores de milho sdo pequenos agricultores (DUTRA et al., 2021),
cujas lavouras, em geral, ttm baixa produtividade de gréos e silagem. As razbes da baixa
produtividade dos pequenos agricultores sdo diversas, como o0 alto custo dos insumos, baixo prego
dos produtos agricolas, dificuldade de acesso ao crédito rural e a tecnologia, e alta frequéncia de
estresses bidticos e abioticos (MACHADO; MACHADO, 2007). Soma-se a estes problemas a falta

de variedades adaptadas aos diferentes tipos de estresse para ambientes locais e especificos.

Para a cultura do milho, no Brasil, constata-se que as lavouras com areas abaixo de 10 hectares
podem ser conduzidas pela forca de trabalho familiar. Elas estdo predominantemente em regides
marginais e correspondem a 30% da produgdo nacional, abrangendo 94,3% dos produtores
(EMATER, 2019). Para essa categoria de agricultores, os avancos cientificos tém tido contribuicéo
muito aquém do desejado. Nas propriedades rurais das areas marginais, a cultura do milho é
considerada de muita importancia, pois tem o potencial de viabilizar o sistema produtivo pela
agregacao dos valores na propriedade e pela fungdo do milho na alimentacdo humana e animal
(MACHADO et al., 2011).

De acordo com Machado (2007), o conhecimento dos agricultores sobre as variedades locais
e espécies silvestres pode ser utilizado na busca por novas caracteristicas e produtos de interesse para
o melhoramento de plantas e biotecnologias. Uma das estratégias definidas com base no Plano de
Acdo Global para Seguranca Alimentar da FAO, refere-se ao uso e a preservacdo da diversidade
genética de plantas, dentro de comunidades agricolas (FAO, 2012). O trabalho conjunto entre o setor
formal e o setor informal (representado pelas comunidades rurais), no manejo da agrobiodiversidade,
pode contribuir na conservacao de germoplasmas adaptados aos agroecossistemas das comunidades
agricolas (DE BOEF; THIJSSEN, 2007). Assim, as abordagens participativas tornam-se de cruciais
importancias para o desenvolvimento de trabalhos com pequenos agricultores, evitando-se a erosao

genética.

A mesorregido Norte de Minas Gerais, predominantemente semiérida, abrange uma populagéo
superior a dois milhGes de habitantes, distribuidos em 140 municipios, o que equivale a 10,46% da
area brasileira com este clima (IBGE, 2010). A agricultura familiar nestas localizacGes também esta
vulneravel a todas as questdes supracitadas, tendo ainda, como condigéo agravante, o uso de sementes
inapropriadas aos seus agroecossistemas especificos. Isso significa que eles ndo possuem
equivaléncia ambiental as estagdes experimentais de empresas, onde as semeaduras sdo efetuadas

para os procedimentos de melhoramento genético.
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Neste sentido, uma estratégia para gerar a independéncia do pequeno agricultor com relacéo
as sementes comerciais, é fazer com que ele mesmo ou suas comunidades as produzam de forma
contextualizada e holistica (abrangente), adaptadas para as realidades de suas préprias localidades
(CGIAR, 1999). Este trabalho teve como objetivo principal a recuperacéo e caracterizacdo molecular

das escassas variedades locais de milho crioulo.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1  Milho Crioulo

O milho (Zea mays L.) é uma graminea pertencente a familia botanica Poaceae, é uma cultura
que apresenta alta produtividade, com importancia econémica e social (BUCKLER; STEVENS,
2006). Considera-se que o centro de origem do milho foi no México ha cerca de 9.000 anos, onde
ocorreu sua domesticacdo e surgimento de diferentes tipos de milho, a partir de selecéo e reproducao
dos melhores graos cuja finalidade principal, era a alimentacdo (DOMINGUEZ et al., 2022). Apos,
houve sua distribuicéo para o continente americano, Europa, continente asiatico e africano (SUAREZ;
CHAVEZ; MARISCAL, 2013; MARTINEZ et al., 2015).

O milho destaca-se como um dos cereais mais cultivados no mundo, representa importante
papel na economia com seu valor comercial. Possui boa habilidade de adaptacdo em diferentes
condicbes ambientais, o que lhe confere boa produtividade, além de ser uma cultura versatil, pois esta
presente na alimentacdo humana e animal (SILVEIRA et al., 2015). O milho € ofertado de diferentes

formas, seja em graos, racdes e silagens, farinhas, processados e derivados para a industria.

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento - CONAB, espera-se que a produgéo
de milho na safra 2022/23 seja de 126,9 milhdes de toneladas por hectares, o que representa um
aumento de cerca de 12,5% em relacdo as safras anteriores. O que fomenta uma margem de aumento
também no tamanho de area plantada, com um aumento de 3,8% e cerca de 8,4% da produtividade
do milho (CONAB, 2022).

Eventualmente, o milho plantado refere-se a cultivares comerciais advindas de
melhoramentos genéticos, como o milho transgénico. Além do milho geneticamente modificado, tem-
se as variedades tradicionais que ndo foram apropriadas pela industria, como o milho crioulo. O milho
denominado crioulo, € uma raga que apresenta elevada variabilidade genética, e tem caracteristicas

como rusticidade e adaptacio a diferentes ambientes, onde sdo cultivados (ARAUJO; NASS, 2002).
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O milho crioulo diferencia-se das cultivares comerciais por ndo apresentarem elevada
producdo, mas atendem as necessidades do produtor rural que as escolhem devido a sua variabilidade
genética, e requer menos investimento tecnoldgico, sendo que, é possivel a producdo prépria de
sementes para plantios futuros (EICHOLZ et al., 2017). J& as cultivares comerciais sdo protegidas
pela lei n® 9.456, de 25 de abril de 1997, regulamentada pelo Decreto n° 2.366, de 5 de novembro de
1997, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, através do Servico Nacional de
Protecdo de Cultivares (SNPC), em que ficou reconhecido a propriedade intelectual das cultivares
lancadas e garantido o direito de patente aos obtentores de plantas para a sua exploragdo comercial
(COSTA, 2021).

Por apresentarem desenvolvimento e adaptacdo a diferentes condi¢es edafoclimaticas, o
milho crioulo é um material genético bem adaptavel ao cultivo, tanto que se adequaram a regides

onde séo tradicionalmente cultivados (SIERRA et al., 2016).

De acordo com MARTINEZ et al., (2015), comparando-se o milho crioulo com o
convencional, vé-se que o convencional apresenta maior rendimento de grdos, mas para que isso
ocorra, Sa0 necessarios investimentos em sementes, insumos e tecnologias para que ele expresse seu
maximo potencial produtivo. J& as variedades crioulas apresentam menor rendimento, mas sua
producdo ndo é tdo exigente em insumos e tecnologias. Pois se adaptaram a regiGes com pouca
disponibilidade hidrica, solos com baixa nutricdo e pouco férteis (SALAZAR; BOSCHINI, 2002;
MARTINEZ et al., 2015).

A producdo do milho crioulo por ndo exigir altos niveis tecnologicos e insumos, tornou-se
uma opcao de plantio mais sustentavel dentro das pequenas propriedades, em muitas das vezes sdo
atreladas a plantios agroflorestais e agroecolégicos (ABREU, CANSI, JURIATTI, 2007).

As racas de milho crioulo desempenham papel importante em termos de variabilidade
genética, sendo fundamentais para os programas de melhoramento genético dessa cultura, que busca

cada vez mais por genes tolerantes a injurias bidticas e abiticas (ARAUJO; NASS, 2002).

A cultura do milho crioulo € presente em muitas propriedades que praticam a agricultura
familiar, nestes sistemas de producdo, as variedades de milho sdo passadas a cada gera¢do. Muitos
agricultores denominados guardifes das sementes, conservam em sua propriedade diferentes
gendtipos de sementes. Os guardides definem qual milho é mais apropriado para sua regido levando
em consideracdo as caracteristicas que possuem de adaptabilidade. Além disso s&o responsaveis por
manter as variedades, realizam trocas, aumentando assim os bancos de germoplasma (EICHOLZ et
al., 2017).
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Desta forma, é perceptivel que a producdo do milho crioulo é fundamentalmente realizada
pela agricultura familiar, assim como sua conservagdo e dispersdo, ndo so de diferentes sementes,

mas de conhecimento tradicional passado de geragéo para geragéo.

2.2 Agricultura Familiar

De acordo com a Lei 11.326, de 24 de julho de 2006, a agricultura familiar pode ser definida
como aquela, em que toda atividade agricola é praticada no meio rural, toda a gestao da propriedade
é feita pela familia e a renda € obtida por meio de tais atividades. A agricultura familiar estende-se a
pequenos produtores, povos e comunidades tradicionais, assentados de reforma agréria, e demais
povos em que suas atividades vem de suas terras (BRASIL, 2006).

A agricultura familiar tem sido responsavel por grande parte da producdo de alimentos que
chegam a mesa da populagdo brasileira, além de produzirem para consumo proprio. Com os dados
obtidos no ultimo censo agropecuario realizado no ano de 2017, a agricultura familiar se destaca por
sua producéo de alimentos diversificada, dentre elas, o milho aparece como primeiro produto (IBGE,
2017).

Esta producdo de milho da agricultura familiar, ndo é compreendida apenas ao milho
comercial ou geneticamente modificado, pois grande parte destes produtores sdo detentores de
sementes de milho locais, as sementes crioulas. A producdo do milho crioulo pela agricultura familiar
visa um resgate do material genético rustico, e que tenham menor ou nenhuma dependéncia de
investimentos em insumos para sua producdo (SANDRI; TOFANELLI, 2008).

A continuidade ou a busca pela produgdo de milhos adaptados a diferentes condicGes
climaticas por parte de agricultura familiar, pode estar atrelada também h& um beneficio maior,
voltado para producgdes sustentaveis. Visto que o setor agricola € desafiado cada vez mais a produzir
alimentos em meio a desastres ambientais e mudancas climaticas, que interferem de forma direta na
producdo (SUESS-REYES; FUETSCH, 2016).

Os agricultores familiares que cultivam o milho crioulo, entendem a importancia que as
sementes crioulas representam para aquela regido onde estéo inseridos. De acordo com DALMORA
et al. (2018), o cultivo de especies crioulas rendem beneficios aos agricultores que dispdem de
pequenas areas e poucos recursos. Como por exemplo: ndo precisam comprar sementes, ndo precisam
investir financeiramente na compra de insumos como adubos, herbicidas e inseticidas, como também

sdo conhecedores dos materiais genéticos e suas adaptagdes.
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As sementes do milho crioulo resultam de selecdo massal, um método antigo de melhoramento
de plantas, praticado pelos agricultores (BESPALHOK, GUERRA, OLIVEIRA, 2014). Escolhem
para plantar as melhores espigas, dentre as que s&o mais produtivas, adequadas para alimentacéo
humana ou animal, resisténcia a pragas e doencas e também se produzem em solos pobres sem a
necessidade de investir em insumos (GUERRA; ROCHA; NODARI, 2015). Assim, vdo mantendo

os plantios a cada geracéo preservando a semente que mais atendem as exigéncias de cada agricultor.

Apesar da agricultura familiar se empenhar em manter suas sementes de milho crioulas, deve
se evitar que ocorra a erosdo genética, sendo necessarios estudos de divergéncias genéticas nos
gendtipos crioulos para obtencdo e conhecimento de novos genes resistentes a fatores bioticos e

abidticos.

2.3 Caracterizacdo molecular do milho

O resgate e a distin¢do das sementes crioulas, demostra a importancia da agricultura familiar
para a protecdo e conservacdo dos materiais genéticos presentes nas suas respectivas regides, que
estdo cada vez mais escassos. Sendo que o ato de cultivar o mesmo material durante muitos anos, faz
com que haja selecdo das melhores variedades adaptadas para a regido e a0 mesmo tempo permite
que seja criado um banco genético de suma importancia para o desenvolvimento social e econémico
das comunidades agricolas (ARAUJO; FARIAS, 2018).

Ademais, os agricultores familiares, que séo protetores dessas sementes conhecidas como
“crioulas”, s@o os mais apropriados para descrever a finalidade e as caracteristicas agrondmicas das
variedades crioulas locais, como tolerdncia a fatores edafoclimaticos, potencial produtivo sem a
utilizacdo de insumos, coloracdo do grédo e da palha, altura de planta, dentre outros. Entretanto, com
o desenvolvimento de novas variedades, mais tecnoldgicas e melhoradas, contribui ainda mais para
a escassez das diferentes variedades crioulas adaptadas aos agroecossistemas especificos (CURADO
et al., 2020).

De acordo com Carpentieri-Pipolo et al. (2010), variedades de milho crioulo que apresentam
adaptacdo em uma determinada localidade, conduzidos em baixo nivel tecnoldgico, sem a utilizagao
de controle fitossanitario e aplicacdo de fertilizantes, podem apresentar um potencial produtivo
elevado. Assim, possibilitando uma maior estabilidade para os pequenos produtores e auxiliando na

sua consolidacdo enquanto agricultores familiares.

Para o melhoramento das plantas, € necessario que 0s materiais utilizados expressem heterose,
que ocorra dominancia na expressao do carater, e que permita a maxima expressao do vigor hibrido.
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Sendo que as variedades crioulas apresentam grande diversidade genética 0 que 0s tornam
importantes para os programas de melhoramento e desenvolvimento de novas cultivares (RIBEIRO,
2012). Esses materiais s&o cultivados, principalmente, pelos agricultores familiares, em que
apresentam um custo de producao relativamente baixo, devido as variedades possuirem adaptacéo as
suas respectivas regides e apresentarem um material genético com rusticidade. Por isso, sdo
importantes para o desenvolvimento de variedades mais produtivas e de menores custos (SANDRI;
TOFANELLLI, 2008).

Por meio da determinacdo de caracteristicas agromorfologicas, a diversidade genética também
pode ser mensurada pela variagdo molecular, como por exemplo pelas sequéncias de moléculas que
possuem a informacdo genética, como o DNA que permitem 0 acesso a uma vasta cobertura
genébmica. (SALLA et al., 2002).

Os marcadores moleculares permitem acesso direto ao genédtipo da planta, sendo uma
ferramenta auxiliar no melhoramento genético. Uma forma rapida de obtencdo de informacdes
genéticas € por meio de marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), além de ser
de facil acesso, pode ser aplicada em diferentes espécies de plantas como nas variedades crioulas
(CASU et al., 2006).

O marcador molecular ISSR sdo segmentos que permitem uma amplificacdo na sequéncia de
DNA, demarcando regides chamadas de microssatélites invertidas, sendo bastante encontradas no
genoma. O marcador molecular ISSR vem sendo utilizado para caracterizar variabilidade genética
entre diferentes gendtipos, pois € uma técnica com vantagens por ser reprodutivel, apresentar baixo
custo, além do elevado grau de polimorfismo e ndo necessitar primariamente de conhecimento a
respeito da sequéncia de DNA para construcdo do primer que sera utilizado (BORBA et al., 2005;
DOMINGUES et al., 2017).

A técnica vem sendo realizada com diferentes culturas para estudos de diversidades genéticas,
como em variedades de milho crioulo e variedades melhoradas (CARVALHO et al., 2002), fava
crioula (TERZOPOULOS; BEBELLI, 2008), Puccinia polysora (UNARTNGAM; JANRUANG; TO-
ANAN, 2011), fava (WONG et al., 2012), variedades crioulas de aboboras (PRIORI et al., 2012) e
camucamuzeiro (SILVA et al., 2013).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Localidades referenciais para prospeccao de variedades

Foram realizadas expedi¢6es em comunidades rurais de seis municipios do Norte de Minas
Gerais: Almenara (‘Associacdo de Pequenos Produtores Rurais da Agricultura Familiar de
Almenara'); Capitdo Enéas (‘Associacdo Comunitdria Rural de Pocédo’); Janauba (‘Associagdo
Comunitéria Evangelho Unido em Cristo"); Rio Pardo de Minas (‘Associacdo de Mulheres de Olhos
D’agua Unidas pela Amizade)'; S8o Jodo do Paraiso (‘Associacdo das Trabalhadores Rurais do
Paraguai'); Taiobeiras ('Associacdo da Comunidade de Atanasio’). Adotou-se as estratégias holisticas
propostas por Machado e Machado (2007), levando-se em consideracdo as agrobiodiversidades
locais. As expedigdes foram relevantes para alcancar relatos de paradeiros, costumes, experiéncias,
observacdes empiricas e posteriores repasses de sementes, muitas vezes de agricultores que nao

pertencentes as associacdes propriamente.

3.2 CaracterizacOes da diversidade genética

Todos os procedimentos de manutencdo de populacfes segregantes e analises moleculares
foram realizados nas dependéncias do Laboratério de Biotecnologia, localizado no Centro de
Pesquisas em Ciéncias Agrarias - CPCA, Campus Regional da Universidade Federal de Minas Gerais
- UFMG. Os plantios para multiplicacdes de sementes e hibridac¢des intervarietais ocorreram em
telados anexos ao CPCA e area a campo vinculada ao Laborat6rio de Biotecnologia, integrante da
Fazenda Experimental Professor Hamilton de Abreu Navarro (FEHAN), Campus Montes Claros da
UFMG.

Amostras de tecidos foliares de cada variedade foram armazenadas em ultrafreezer (-75°C).
As andlises moleculares envolveram extracGes de DNA por método baseado em Doyle e Doyle (1990)
visando amplificagdes via PCR (Polymerase Chain Reaction). Foram utilizados oligonucleotideos
(primers) ISSR (Inter Simple Sequences Repeats), de escolhas randomizadas, oriundos da cole¢édo
UCB (University of British Columbia, Canada) (Termociclador Biocycler Gradient). As reagdes
foram programadas em uma fase inicial de desnaturacdo a 94°C por 5 min; seguida por 35 ciclos de
[desnaturacdo (94°C / 1 min), anelamento (46°C a 59°C / 1 min) e extenséo (72°C/2 minutos)]; e uma
fase de extensdo final de 72°C por 7 min. Logo ap0s essas ciclagens, o aparelho conservou as reagdes
a 4°C, até a retirada das amostras. Os produtos resultantes das amplificacdes foram separados por
eletroforese horizontal com géis de agarose 1,5% (m/v), imersos em tampao TBE (Tris-Borato 90

mM, EDTA 1 mM). No momento da aplicacdo, foram adicionados, a cada amostra, 3 uL do corante
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tipo IV [0,125% (m/v) de azul-de-bromofenol e 10% (m/v) de sacarose] e 5 uL de GelRed™
(Sambrook et al., 1989). Os geéis foram submetidos a uma carga de 120 V, por 3 h. Findadas as
eletroforeses, os géis foram analisados por meio de um sistema de fotodocumentacdo (Loccus
Biotecnologia, modelo L-PIX Sti). Os padrdes de bandeamentos foram convertidos em matrizes de
dados binérios, considerando-se a presenca (1) e a auséncia (0) de bandas aferidas nos geéis. O
coeficiente para o calculo de similaridade genética foi obtido com base no complemento aritmético
do coeficiente de coincidéncias simples. As anélises foram executadas com o auxilio do programa

computacional Genes (Cruz, 2006).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Resgate de variedades e diagndsticos

A busca por sementes focou em materiais considerados como tradicionais (crioulos) (Figura 1),
porém, muitas vezes, os relatos e colaboragdes resultavam em sementes comerciais que ja haviam
sido produzidas por técnicas de melhoramento convencional, ou seja, genotipos advindos de empresas
publicas ou privadas. Os acessos em que ndo se tinha nomenclatura popular, foram identificados por

nomes relacionados a regido de origem por proposicao da equipe deste projeto (Tabela 1).

Figura 1 - Exemplos de aspectos de sementes de variedades de milhos crioulos resgatadas

(nomenclatura informada na coleta) e caracterizadas quanto a diversidade genética.

Vinhedo Pipoqueiro Espinhudo

Milho Coruja




Tabela 1 - Variedades de milho crioulo relatadas, resgatadas e caracterizadas quanto a diversidade genética no ambito deste trabalho.

Referéncia Nome popular ou Imediac0es rurais do Separacdo de caracteristica
laboratorial codificacéo de coleta municipio de referéncia edafoclimatico potencial Cor da semente
1 Milho Branco Janalba Nivel de tolerancia a veranicos Branco / Creme claro
2 Colorido Vinhedo Séo Jodo do Paraiso Nivel de tolerancia a veranicos Roxo / Avermelhado
3 Cateto Rio Pardo de Minas Nivel de tolerancia a veranicos Amarelo
4 Milho Preto Sé&o Jodo do Paraiso Nivel de tolerancia a veranicos Roxo escuro
5 Almenara 1 Almenara Nivel de tolerancia a veranicos Alaranjado
6 Almenara 2 Almenara Nivel de tolerancia a veranicos Amarelo / Alaranjado
7 Capitdo Enéas 1 Capitdo Enéas Nivel de tolerancia a veranicos Amarelo
8 Capitdo Enéas 2 Capitdo Enéas Nivel de tolerancia a veranicos Amarelo claro
9 Janalba 1 Janalba Nivel de tolerancia a veranicos Amarelo
10 Janauba 2 Janauba Nivel de tolerancia a veranicos Avermelhado
11 Janadba 3 Janalba Nivel de tolerancia a veranicos Amarelo / Alaranjado
12 Montes Claros 1 Montes Claros Nivel de tolerancia a veranicos Amarelo
13 Montes Claros 2 Montes Claros Nivel de tolerancia a veranicos Amarelo
14 Montes Claros 3 Montes Claros Nivel de tolerancia a veranicos Amarelo
15 Montes Claros 4 Montes Claros Nivel de tolerancia a veranicos Creme claro
16 Séo Jodo do Paraiso 1 Sé&o Jodo do Paraiso Nivel de tolerancia a veranicos Roxo
17 Sé&o Jodo do Paraiso 2 Sé&o Jodo do Paraiso Nivel de tolerancia a veranicos Alaranjado
18 Séo Jodo do Paraiso 3 Sé&o Jodo do Paraiso Nivel de tolerancia a veranicos Alaranjado
19 Sé&o Jodo do Paraiso 4 Sé&o Jodo do Paraiso Nivel de tolerancia a veranicos Roxo
20 S&o Jodo do Paraiso 5 Sé&o Jodo do Paraiso Nivel de tolerancia a veranicos Amarelo
21 Rio Pardo de Minas 1 Rio Pardo de Minas Nivel de toleréncia a veranicos Amarelo claro
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22 Rio Pardo de Minas 2 Rio Pardo de Minas Nivel de toleréncia a veranicos Avermelhado

23 Taiobeiras 1 Taiobeiras Producédo na auséncia de insumos Amarelo

24 Taiobeiras 2 Taiobeiras Producéo na auséncia de insumos Amarelo

25 Asteca Montes Claros Producédo na auséncia de insumos Amarelo

26 Branco da Barra Janalba Producéo na auséncia de insumos Branco / Creme claro
27 Sabuco Fino Montes Claros Producédo na auséncia de insumos Alaranjado

28 Francés Colorido Branco Janalba Producéo na auséncia de insumos Creme / Roxo

29 Mexicano Rio Pardo de Minas Producéo na auséncia de insumos Creme / Roxo

30 Vinhedo S&o Jodo do Paraiso Producédo na auséncia de insumos Roxo / Avermelhado
31 Pipoqueiro Espinhudo Sé&o Jodo do Paraiso Producéo na auséncia de insumos Creme Claro / Amarelo
32 Milho Coruja Séo Jodo do Paraiso Producédo na auséncia de insumos Alaranjado

33 Janalba 6 Janalba Producédo na auséncia de insumos Branco / Creme claro
34 Janauba 7 Janauba Producéo na auséncia de insumos Amarelo

35 Janauba 8 Janauba Producédo na auséncia de insumos Branco / Creme claro
36 Montes Claros 5 Montes Claros Producédo na auséncia de insumos Amarelo

37 Montes Claros 6 Montes Claros Producéo na auséncia de insumos Avermelhado / Amarelo
38 Montes Claros 7 Montes Claros Producdo na auséncia de insumos Amarelo

39 S&o Jodo do Paraiso 6 Sé&o Jodo do Paraiso Producéo na auséncia de insumos Roxo / Avermelhado
40 Sé&o Jodo do Paraiso 7 Sé&o Jodo do Paraiso Producéo na auséncia de insumos Amarelo

41 S&o Jodo do Paraiso 8 S&o Jodo do Paraiso Producdo na auséncia de insumos Alaranjado

42 Rio Pardo de Minas 3 Rio Pardo de Minas Producéo na auséncia de insumos Alaranjado

43 Rio Pardo de Minas 4 Rio Pardo de Minas Producdo na auséncia de insumos Alaranjado

44 Taiobeiras 3 Taiobeiras Producéo na auséncia de insumos Amarelo / Creme claro




4.2 Caracterizacgdes da diversidade geneética

Foram conduzidos ensaios de gradientes de temperaturas de anelamento, como forma de averiguar as
capacidades de amplificacdes com os diferentes oligonucleotideos (primers) ISSR disponiveis. As
temperaturas do gradiente foram intervaladas entre 45°C e 65°C, conforme recurso de randomizagéo
préprio aparelho termociclador (Eppendorf, Nexus Gradient). Durante a execugdo das andlises
moleculares, foram testados 56 oligonucleotideos ISSR, cujos os resultados estdo sintetizados na
Tabela 2. Deste total, 34 caracterizam-se como sendo amplamente polimdrficos, sob as temperaturas

de anelamento especificas identificadas neste procedimento.

Tabela 2 - Resultados dos testes de gradiente de temperaturas de anelamento, envolvendo DNA

gendmico de acessos de milhos crioulos, resgatados no ambito deste trabalho.

Codigo do oligonucleotideo (Sequéncia 5' — 3') Temperatura de anelamento
ISSR 803 (ATA TAT ATATAT ATATC) Né&o amplifica na espécie
ISSR 804 (TAT ATATAT ATA TAT AA) N&o amplifica na espécie
ISSR 805 (TAT ATATAT ATATAT AC) Né&o amplifica na espécie

ISSR 807 (AGA GAG AGA GAG AGA GT) 51°C
ISSR 808 (AGA GAG AGA GAG AGA GC) 48°C
ISSR 812 (GAG AGA GAG AGA GAG AA) 45°C
ISSR 818 (CAC ACA CAC ACA CAC AG) 58°C
ISSR 820 (GTG TGT GTG TGT GTG TC) 46°C
ISSR 823 (TCT CTC TCT CTC TCT CC) 56°C
ISSR 827 (ACA CAC ACA CAC ACA CG) 47°C
ISSR 830 (TGT GTG TGT GTG TGT GG) 54°C
ISSR 833 (ATATAT ATATAT ATATYG) Né&o amplifica na espécie
ISSR 838 (TAT ATATAT ATA TAT ARC) N&o amplifica na espécie
ISSR 842 (GAG AGA GAG AGA GAG AYG) 46°C
ISSR 848 (CAC ACA CAC ACA CAC ARG) 49°C
ISSR 850 (GTG TGT GTG TGT GTG TYC) 46°C
ISSR 856 (ACA CAC ACA CAC ACACYA) 46°C
ISSR 858 (TGT GTG TGT GTG TGT GRT) 59°C
ISSR 863 (AGT AGT AGT AGT AGT AGT) N&o amplifica na espécie
ISSR 867 (GGC GGC GGC GGC GGC GGC) 55°C
ISSR 870 (TGC TGC TGC TGC TGC TGC) N&o amplifica na espécie
ISSR 876 (GAT AGA TAG ACA GAC A) 46°C
ISSR 883 (BVB TAT ATA TAT ATATA) Né&o amplifica na espécie
ISSR 884 (HBH AGA GAG AGA GAG AG) 58°C
ISSR 886 (VDV CTC TCT CTC TCT CT) 60°C
ISSR 888 (BDB CAC ACA CAC ACA CA) 56°C
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ISSR 892 (TAG ATC TGA TAT CTG AAT TCC C)

N&o amplifica na espécie

ISSR 894 (TGG TAG CTC TTG ATC ANN NNN)

N&o amplifica na espécie

ISSR 895 (AGA GTT GGT AGC TCT TGA TC)

N&o amplifica na espécie

ISSR 897 (CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTG G)

Na&o amplifica na espécie

ISSR 898 (GAT CAA GCT TNN NNN NAT GTG G)

N&o amplifica na espécie

ISSR 900 (ACT TCC CCA CAG GTT AAC ACA)

Nao amplifica na espécie

ISSR 814 (CTC TCT CTC TCT CTC TA)

Monomorfico

ISSR 828 (TGT GTG TGT GTG TGT GA) 48°C

ISSR 829 (TGT GTG TGT GTG TGT GC) 46°C

ISSR 843 (CTC TCT CTC TCT CTC TRA) Né&o amplifica na espécie
ISSR 849 (GTG TGT GTG TGT GTG TYA) 52°C

ISSR 866 (CTC CTC CTC CTC CTC CTC) 52°C

ISSR 877 (TGC ATG CAT GCATGC A)

Monomorfico

ISSR 879 (CTT CAC TTC ACT TCA)

Monomorfico

ISSR 810 (GAG AGA GAG AGA GAG AT) 48°C
ISSR 816 (CAC ACA CAC ACA CAC AT) 56°C
ISSR 825 (ACA CAC ACA CAC ACACT) 49°C
ISRR 836 (AGA GAG AGA GAG AGA GYA) 45°C
ISSR 844 (CTC TCT CTC TCT CTC TRC) Né&o amplifica na espécie
ISSR 847 (CAC ACA CAC ACA CAC ARC) 47°C
ISSR 853 TCT CTC TCT CTC TCT CRT) Monomorfico
ISSR 855 (ACA CAC ACA CAC ACACYT) 57°C
ISSR 864 (ATG ATG ATG ATG ATG ATG) 62°C
ISSR 865 (CCG CCG CCG CCG CCG CCG) 60°C
ISSR 874 (CCCTCCCTCCCTCCCT) N&o amplifica na espécie
ISSR 880 (GGA GAG GAG AGG AGA) 56°C
ISSR 882 (VBV ATA TAT ATATAT AT) N&o amplifica na espécie
ISSR 887 (DVD TCT CTC TCT CTC TC) 54°C
ISSR 889 (DBD ACA CAC ACA CAC AC) 52°C
ISSR 890 (VHV GTG TGT GTG TGT GT) 46°C

N=(A G, CT);R=(AG);Y=(C,T);B=(C,G,T)(l.e.notA); D= (A G, T) (l.e. not C); H= (A, C, T) (I. e. not
G);V=(AC,G)(l.e.notT).

Foram caracterizadas todas as 44 variedades de milho crioulo resgatadas nos ambitos deste projeto,
envolvendo os 34 oligonucleotideos ISSR identificados como polimorficos. As analises de distancias
genéticas foram realizadas a partir das amplificacGes das 44 variedades de milhos crioulos resgatadas,
divididas em dois grupos de 22 acessos por circunstancia da potencial vantagem fenotipica ("nivel de
tolerancia a veranicos" e "producdo na auséncia de insumos™). Os 34 oligonucleotideos ISSR
utilizados produziram 32 bandas monomorficas e 213 bandas polimorficas, totalizando 245 bandas

amplificadas, o que esta exemplificado na Figura 2.
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A quantidade de bandas variou de 15 [(GA) 8C] a 3 [(GA) 8YT], com média de 7,2 por
oligonucleotideo. Do total de bandas amplificadas, 86,94% revelaram polimorfismo, sugerindo uma
elevada variabilidade genética entre as 44 variedades de milhos crioulos resgatadas, em relacdo aos
dados geralmente encontrados no melhoramento convencional (Carvalho et al., 2002; Dandolini et
al., 2008; Munhoz et al., 2009). Os oligonucleotideos em que prevalece a sequéncia de bases GA

amplificaram o maior nimero de fragmentos polimorficos (dados ndo apresentados).

Figura 2 - Amplificacdes via PCR dos genomas de 44 variedades crioulas de milho, prospectadas no
ambito deste trabalho. As sequéncias ordinais (colunas) estdo afeitas aos gendtipos associados aos
produtos das amostras que continham 25 uL de mix-PCR (Oligonucleotideo ISSR 855 - temperatura

de anelamento em 57°C), 5 uL de GelRed™ e 3 uL de corante tipo IV, submetidas a uma eletroforese

em gel de agarose 1,5% (m/v), durante 3 h.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

——

==
—

23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44

—-i”‘.'-ﬂ —.—-—- 5 - -

Nas Tabelas 3 e 4 encontram-se as matrizes de distancias genéticas relativas (%). A partir dos dados,
identificou-se as variedades mais divergentes entre si (menos similares), o que orientou 0s esquemas
de hibridacGes intervarietais reciprocas, resguardando efeitos maternos quanto aos padrdes de
tegumentos. A diferenciacdo genética observada neste trabalho é bastante superior a maioria dos
estudos de diversidade, sejam eles envolvendo animais, plantas e microrganismos; executados com a
mesma colegcdo de oligonucleotideos da University of British Columbia (UBC primer set #9,
Vancouver, Canada) (Souza et al., 2008; George et al., 2009; Anand et al., 2010; Rizkalla, et al.,
2012; Ghazalli et al., 2015; Vieira et al.; 2015).

De acordo com Cruz et al. (2011), o estudo da diversidade visa a elucidar relacdes genéticas,
quantificar ou predizer o nivel de variabilidade total existente e a sua distribuicéo entre e/ou dentro
de unidades taxonémicas, quer elas envolvam individuos; acessos de banco de germoplasma;
linhagens; cultivares; populagdes de sistemas controlados de acasalamento ou naturais (exogamicas);

e especies. Os autores ainda acrescentam que este conhecimento tem proporcionado importantes
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contribuicdes ao melhoramento genético, ao gerenciamento de bancos de germoplasma, a

conservagao de recursos genéticos e ao entendimento dos processos evolutivos.
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Tabela 3 - Matriz de distancias genéticas relativas (frequéncia) entre 22 variedades de milho crioulas (grupo para tolerancia a veranicos), no ambito

deste trabalho.

Ne 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
1 1,00

2 093 1,00

3 091 0,89 1,00

4 092 0,79* 0,88 1,00

5 09 088 089 092 1,00

6 093 091 087 084 091 1,00

7 092 087 09 0,93 092 0,76* 1,00

8 082 091 094 089 082 095 087 1,00

9 09 1088 092 086 091 088 0,83 0,88 1,00

10 091 089 0,88 0,89 0,89 093 095 0,89 0,93 1,00

11 088 087 089 087 084 086 098 094 095 092 1,00

12 089 09 0,87 09 0,89 088 093 09 0,90 094 0,94 1,00

13 0,75* 0.94 0,90 094 087 0,89 092 094 094 091 0,93 092 1,00

14 088 092 094 0,92 0,90 0,77 0,83 0,92 0,90 0,89 092 094 090 1,00

15 087 0.84 092 0,88 094 090 091 09 0,84 0,87 0,90 0,86 0,94 0,90 1,00

16 089 090 091 0,85 092 094 0,88 0,89 09 084 094 093 091 094 091 1,00

17 089 084 088 094 088 092 09 0,87 087 086 09 083 09 094 0,87 0,89 1,00

18 083 092 089 09 094 087 089 090 094 087 089 090 0,94 087 0,89 094 0,86 1,00

19 09 09 0,87 0,70 0,97 09 0,88 092 085 088 094 086 090 094 0,87 089 0,82 0,87 1,00

20 0,92 093 09 09 0,94 09 0,83 089 09 094 0,87 0,89 09 094 0,88 094 087 094 091 1,00

21 092 083 089 09 094 087 089 09 094 0,87 089 0,93 0,89 092 094 090 093 092 0,86 092 1,00
22 085 09 094 087 089 094 087 089 087 089 093 0,85 0,90 0,89 092 094 0,83 096 0,86 0,90 0,89 1,00

*Combinacdes de variedades mais divergentes entre si (menos similares).
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Tabela 4 - Matriz de distancias genéticas relativas (frequéncia) entre 22 variedades de milho crioulas (grupo para producdo na auséncia de insumos), no

ambito deste trabalho.

NO

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42 43 44

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42

43
44

1,00
0,92
0,91
0,90
0,94
0,92
0,91
0,88
0,95
0,91
0,88
0,95
0,91
0,88
0,87
0,89
0.89
0,83
0,95
0,92
0,92
0,85

1,00
0,85
0,94
0,92
0,88
0,85
0,94
0,88
0,89
0,87
0,88
0,89
0,87
0.84
0,90
0,84
0,92
0,90
0.93
0,83
0,90

1,00
0,86

1,00

0,90 0,77* 1,00

0,94
0,92

0,90
0.94

0,78* 0,92

0,87

0,90 0,77*

0,89
0,87
0,90
0,94
0,92
0,91
0,88
0,89
0,87
0,90
0,89
0.94

0,89

0,87
0,95
0,91
0,88
0,95
0,91

0,94 0,72*

0,90
0,85
0,90
0,90
0,87

0,82
0,92
0,82
0,91
0,89
0,84
0,88
0,89
0,87
0,88
0,89

0,94
0,97
0,94
0,94
0,95

1,00
0,86
0,95
0,88
0,93
0,86
0,92
0,88
0,89
0,92
0,88
0,92
0,87
0,90
0,90
0,87
0,88

1,00
0,87
0,83
0,95
0,98
0,86
0,89
0,87
0,86
0,89
0,88
0,85
0,94
0,87
0,89
0,92

1,00
0,88
0,89
0,94
0,91
0,89
0,84
0,91
0,89
0,94
0,92
0,88
0,84
0,90
0,86

1,00
0,93
0,95
0,90
0,86
0,88
0,89
0,87
0,90
0.94
0,92
0,86
0,94
0,91

1,00
0,87
0,94
0,98
0,89
0,87
0,90
0,94
0,92
0,91
0,88
0,89
0,95

1,00
0,84
0,94
0,90
0,94
0,92
0,96
0,89
0,87
0,94
0,89
0,88

1,00
0,85
0,95
0,91
0,88
0,95
0,96
0,87
0,95
0,93
0,92

1,00
0,96
0,89
0,87
0,88
0,94
0,90
0,96
0,89
0,86

1,00
0,90
0,94
0,94
0,87
0,95
0,91
0,88
0,89

1,00
0,91
0,87
0,89
0,88
0,89
0,87
0,92

1,00
0,85
0,94
0,92
0,88
0,89
0,94

1,00
0,86
0,86
0,89
0,87
0,83

1,00
0,93
0,89
0,84
0,96

1,00
0,91
0,86
0,86

1,00
0,92 1,00
0,90 0,90 1,00

*Combinacdes de variedades mais divergentes entre si (menos similares).
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Adotou-se como critério de hibridacao intervarietal, as combinagdes em que as variedades

apresentaram divergéncia genética relativa superior a 20% (Tabela 5). Dentre as

possibilidades de estudos da diversidade, destacam-se a determinacdo das inter-relagdes

genéticas de linhagens, a identificacdo de combinagfes parentais adequadas a obtengéo

de hibridos altamente heteréticos e a introgresséo de genes favoraveis provenientes dos

acessos de bancos de germoplasma (Reif et al., 2005).

Tabela 5 - Esquema de hibridac6es realizadas entre combinacdes de variedades

divergentes de milho crioulo, com base em oligonucleotideos ISSR.

HibridacGes Reciprocas

31 2 Combinacdes 31 2 Combinacdes

@ | 2@ Milho Preto x Colorido Vinhedo 2 | @ Colorido Vinhedo x Milho Preto
(M) | (©) Capitdo Enéas 1 x Almenara 2 ®) | (1M Almenara 2 x Capitéo Enéas 1
(13) | (@) Montes Claros 2 x Milho Branco 4 | Q Milho Branco x Montes Claros 2
(14) | (6) Montes Claros 3 x Almenara 2 6) | (14 Almenara 2 x Montes Claros 3
(19) | (4) | S&oJodo do Paraiso 4 x Milho Preto | (4) | (19) | Milho Preto x Séo Jodo do Paraiso 4
(27) | (26) Sabuco Fino x Branco da Barra (26) | (27) Branco da Barra x Sabuco Fino
(30) | (25) Vinhedo x Asteca (25) | (30) Asteca x Vinhedo
(32) | (26) Milho Coruja x Branco da Barra (26) | (32) Branco da Barra x Milho Coruja
(39) | (27) | Séo Jodo do Paraiso 6 x Sabuco Fino | (27) | (39) | Sabuco Fino x Séo Jodo do Paraiso 6

Este trabalho envolvendo diagndsticos locais, ainda que morosos e pouco céleres,

permitiram recuperar preciosos genétipos de milhos crioulos, fontes de variabilidade para

tolerancia a estresses causados por pragas, doencas e limitagcdes de clima, todos estes

contextualizados ao semiarido. O propdsito maior € de que essas sementes possam ser

distribuidas e estimuladas quanto a testes comunitarios, o que favorecera o intercambio

de sementes e surgimento de novas combinacdes, perspectivas de imensa relevancia para

a sustentabilidade dos diferentes perfis ambientais.
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5. COCLUSAO

As colecbes prospectadas e caracterizadas neste trabalho possuem enormes potenciais
para compor populacbes-base de programas de melhoramento genético, sejam eles
participativos ou convencionais, sendo que os ultimos geralmente padecem por bases
genéticas estreitas. Com base em padrfes de bandeamento eletroforético ISSR, produziu-
se nove hibridos de milhos crioulos a partir de variedades com dissimilaridades genéticas

superiores a 20%.
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