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RESUMO - Coleção núcleo é uma subamostra de acessos, composta por 10% da coleção
ativa de germoplasma e representatividade de, pelo menos, 70% da diversidade genética. A
eficiência de utilização dos acessos de germoplasma de milho que compõem a coleção núcleo
pode ser incrementada ao se agregar valores de caracterização morfo-agronômica e molecular,
fornecendo informações mais detalhadas sobre esses acessos. Este trabalho teve por objetivo
valorar a coleção núcleo de milho, subgrupo endosperma duro da Embrapa Milho e Sorgo,
por meio de descritores morfo-agronômicos e marcadores moleculares AFLP. Para isso, utili-
zaram-se 58 acessos, para os quais foram avaliados 32 caracteres morfo-agronômicos e seis
combinações de primers AFLP para obtenção dos perfis genéticos. Os caracteres que mais
contribuíram para divergência genética da coleção núcleo foram o peso de mil grãos (31,0%),
a altura da espiga (21,7%) e o peso de espiga (16,4%). Pela análise dos componentes princi-
pais dos acessos da coleção núcleo, 70,57% da variância total pode ser explicada com três
componentes, não havendo a formação de grupos entre os acessos. Foram geradas 207 ban-
das AFLP, com média de 32,8 bandas polimórficas por combinação de primer. Os
dendrogramas, resultantes das distâncias genéticas morfo-agronômicas e molecular, foram
semelhantes e apresentaram a formação de grupos a partir de 25% da maior distância entre
grupos. O número médio de alelos observado foi 1,95, o número médio efetivo de alelos foi
1,47 e a heterozigosidade (h), (índice de diversidade genética de Nei), usada para avaliar o
conteúdo polimórfico de cada loco, foi 0,28. A caracterização molecular propiciou uma nova
informação acerca da estrutura genética da coleção núcleo, verificando-se alta variabilidade
entre os acessos.
Palavras-chave: germoplasma, caracterização morfo-agronômica, AFLP, diversidade gené-
tica.

AGRONOMICAL AND MOLECULAR EVALUATION OF ACCESSIONS
FROM MAIZE CORE COLLECTION, SUBGROUP FLINT ENDOSPERM

ABSTRACT - The utilization efficiency of maize germplasm accessions that consist of a core
collection can be incremented using molecular and morpho-agronomical characteristics, getting
more detailed descriptions about these accessions. The objective of this work was to valorize
maize core collection, sub-group endosperm flint of the Brazilian Agricultural Research
Corporation (Embrapa), through the use of morphological descriptors and AFLP molecular
markers. Fifty-eight accessions from the core collection were used, thirty-two morpho-
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agronomical descriptors considered, and six AFLP primers combinations were tested to obtain
the genetic patterns. The most contributions of morpho-agronomical variables for core collection
genetic divergence were grain thousand weight (31.0%), ear height (21.7%) and ear weight
(16.4%). The core collection principal component analysis was done with 14 morpho-
agronomical variables and indicated that variance accumulated by the first three components
was 70.57%. The six primers AFLP combinations used in 58 accessions generated 207 bands,
with 32.8 polymorphic bands average. Dendrograms of core collection showed similar general
structure and did not indicate homogeneous group formation. The observed allele number
average was 1.95, allele effective number average was 1.47 and the heterosigosity (h), (Nei’s
index of genetic diversity) used for polymorphic information content evaluation was 0.28. Mo-
lecular characterization allowed valorization of each accession, indicating new information on
the core collection genetic structure, and confirming high variability among accessions.
Key words: germplasm, morpho-agronomical characterization, AFLP, genetic diversity.

A coleção de germoplasma de milho é
mantida em banco ativo na Embrapa Milho e Sorgo,
em Sete Lagoas, MG. As sementes são armazena-
das a médio prazo, em câmaras de conservação,
com temperatura de 100 C e umidade relativa de
30%, com o objetivo de atender aos programas de
pesquisa nacionais e internacionais. A coleção de
germoplasma de milho é uma das maiores do Brasil,
possuindo mais de 3.500 acessos. O termo coleção
núcleo é empregado a um subconjunto de acessos
da coleção ativa, desenvolvido com 10 – 20% dos
materiais genéticos da coleção original e representa
70 – 80% da sua diversidade genética (Brown,
1995). A coleção núcleo de milho da Embrapa Mi-
lho e Sorgo foi criada em 1997, por meio de ações
conjuntas de melhoristas, curadores e estatísticos,
com o objetivo principal de intensificar a utilização
do germoplasma. Essa coleção é constituída por 300
acessos, correspondendo a 13% da coleção ativa,
contendo diferentes categorias, raças, tipos de grão
e características morfo-agronômicas do milho, sen-
do considerada uma amostra de tamanho adequado
para ser manejada pelos curadores a baixo custo. A
coleção núcleo de milho foi desenvolvida utilizando
a estratégia de estratificação da coleção, para pos-
sibilitar a amostragem dos alelos localizados e co-
muns (Brown, 1995; Crossa et al., 1995;

Spagnoletti Zeuli & Qualset, 1995; Abadie et al.,
2000). Segundo Abadie et al. (1997, 2000), a co-
leção núcleo brasileira de milho deverá ser caracte-
rizada e avaliada para outros caracteres, visando
aumentar o conhecimento de cada material e tam-
bém utilizar técnicas moleculares que permitirão re-
finamentos e adição de valor à coleção ativa. Ou-
tros autores (Hamon et al., 1995; Brown, 1995;
Brown & Spillane, 1999; Nass, 2001) enfatizam o
uso de marcadores moleculares, juntamente com os
morfo-agronômicos, na caracterização de
germoplasma como forma de aumentar o conheci-
mento dos acessos armazenados em coleções para
melhor utilização das informações nos programas de
melhoramento.

Embora haja o reconhecimento dos
melhoristas de que os recursos genéticos são estra-
tégicos quanto à variabilidade genética apresenta-
da, verifica-se, na literatura que existe uma deman-
da de genótipos com características desejáveis para
fundamentar as pesquisas (Morales et al., 1995;
Vilela-Morales et al., 1997; Nass, 2001). Porém,
existem alguns aspectos que impedem a maior utili-
zação dos recursos genéticos, fazendo com que a
taxa de uso de germoplasma conservado nos ban-
cos, de uma maneira global, esteja em torno de 2%
(Morales & Valois, 1996). Na realidade brasileira,
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Nass et al. (1993) verificaram que 14,7% dos pes-
quisadores utilizam regularmente os acessos do ban-
co ativo de germoplasma (BAG). Mencionam, tam-
bém, que a maioria das coleções de trabalho de mi-
lho, que é a coleção particular do melhorista, tem
um tamanho aproximado de 100 acessos, e que,
apesar da qualidade das informações dos acessos
nos BAGs ser considerada boa (24,1% para o mi-
lho; 43,8% para a soja), a quantidade de informa-
ções, segundo os usuários pesquisados, foi consi-
derada insuficiente para a cultura do milho (66,7%)
e suficiente para soja (68,8%).

Com o rápido desenvolvimento da
biotecnologia, foram otimizados diversos métodos
de detecção de polimorfismo diretamente no DNA.
Dentre as técnicas mais utilizadas atualmente, a de
AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) ou polimorfismo de comprimento
de fragmentos amplificados destaca-se por ser uma
técnica precisa e interessante para o estudo da vari-
abilidade genética. Marcadores AFLP amostram, de
maneira ampla, o genoma gerando um grande nú-
mero de bandas por gel, aumentando o rendimento
das informações que podem ser resolvidas em um
único gel (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Tohme et
al. (1996) analisaram a diversidade genética em
coleção núcleo de feijão, utilizando AFLP e dados
morfológicos. Um total de 110 bandas foi encontra-
do em 114 genótipos, utilizando 16 combinações de
primers. A análise com marcadores AFLP produ-
ziu grande quantidade de informações em curto pe-
ríodo de tempo, permitindo discernimento sobre a
estrutura genética da coleção núcleo de feijão sil-
vestre. Barrett et al. (1998) compararam a diversi-
dade genética obtida por marcadores AFLP e a
obtida com informações de pedigree em 43 cultiva-
res de trigo. A diversidade genética foi calculada pelo
complemento do coeficiente de similaridade de
Jaccard e a análise de agrupamento pelo método
UPGMA. A diversidade genética baseada no

pedigree e a baseada nos marcadores tiveram pa-
drões hierárquicos semelhantes entre as 43 cultiva-
res. Avaliando a diversidade genética entre 61 aces-
sos chineses de soja utilizando oito pares de primers
de AFLP que geraram 569 fragmentos, Zhu et al.
(1999) observaram que a diversidade genética da
coleção chinesa de germoplasma é maior que aque-
la encontrada na coleção americana. Usando duas
combinações de primers AFLP, Cervera et al.
(1998) encontraram 108 locos polimórficos, em 67
acessos de Vitis vinifera L. Esses resultados per-
mitiram identificar, com elevada segurança, cultiva-
res que pertenciam à mesma variedade dentro da
coleção, o que reduziu tempo e custo na sua con-
servação.

Tanto em bancos de germoplasma, como
em programas de melhoramento genético de plan-
tas, são avaliados diversos caracteres morfo-agro-
nômicos e fisiológicos, muitas vezes de maneira sub-
jetiva. Uma forma adequada de análise dos
caracteres é a utilização de técnicas de análise
multivariada que permite agrupar e/ou descrever um
grupo de indivíduos, considerando todo o conjunto
de descritores. Análises multidimensionais, utilizan-
do os coeficientes de distância genética, têm pro-
porcionado importantes contribuições ao melhora-
mento genético, à conservação de recursos genéti-
cos e aos estudos de evolução das espécies (Crossa
et al., 1995; Dias, 1998, Pinto-Coelho, 2000). As
medidas feitas entre pares de acessos são chama-
das de associação por considerarem que há uma
distância que pode ser quantificada entre eles (Crossa
et al., 1995; Cruz & Regazzi, 1997). Essas medi-
das podem ser de similaridade, como o coeficiente
de Jaccard, que mede o quanto os acessos são si-
milares num conjunto de atributos, ou de
dissimilaridade, como a distância euclidiana, que
verifica o quanto os acessos diferem entre si.

Este trabalho teve por objetivo caracterizar
os acessos da coleção núcleo de milho subgrupo
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endosperma duro, por meio do emprego de
descritores morfo-agronômicos e marcadores
moleculares AFLP agregando valores e informações
sobre os acessos.

Material e Métodos

Material genético. Foram utilizados 58
acessos de milho do tipo endosperma duro da cole-
ção núcleo da Embrapa Milho e Sorgo, sendo es-
ses, variedades locais provenientes de várias regi-
ões ecogeográficas do Brasil. Esse grupo foi seleci-
onado por se constituir de materiais de grande im-
portância para o melhoramento genético do milho.
Apesar da coleção núcleo ser constituída por 63
acessos do tipo de endosperma duro, apenas 58
apresentavam quantidade suficiente de sementes para
a sua caracterização morfo-agronômica e molecular.

Caracterização morfo-agronômica. O
experimento foi realizado na área experimental da
Embrapa Milho e Sorgo em Sete Lagoas, MG, com
época de semeadura em outubro de 2001. Para cada
acesso, foi formada uma parcela com duas linhas de
cinco metros e cinco plantas por metro linear. A irri-
gação suplementar foi realizada quando necessária,
e os controles de pragas, doenças e ervas daninhas
foram feitos de acordo com o manejo recomenda-
do para a cultura. Foram avaliados, em delineamen-
to inteiramente casualizado, os dados de 10 plantas
de cada acesso. Foram considerados 32 descritores
morfo-agronômicos (Tabela 1), dos quais oito ain-
da não tinham sido avaliados, valorando, assim, os
acessos da coleção núcleo, tipo de grão duro. São
eles (IBPGR, 1991; Brasil, 1999): número de
entrenós; cor do endosperma; ângulo entre a lâmina
da folha, logo acima da espiga superior, e o caule;
comportamento da 5ª lâmina foliar acima da espiga
superior; comprimento da folha; cor da folha; com-
primento da haste principal do pendão; cor da co-
roa do grão na espiga.

Análise dos dados morfo-agronômicos.
Para os caracteres morfo-agronômicos, foram esti-
madas médias, variâncias, desvios-padrão, coefici-
entes de variação, máximo e mínimo de um conjun-
to de dados. Essas análises foram realizadas, utili-
zando o programa Genes vs 2001.0.0 (Cruz, 2001).
A divergência genética entre acessos foi estimada
pelo procedimento de distância Euclidiana média

(dii’) (Cruz & Regazzi, 1997) dada por:

� � 2

'' � ��
j

jiijii xxd em que: dii’ é a distância

euclidiana média entre o i-ésimo e o i’-ésimos aces-

sos; )( j

ij

ij
Xs

X
x � sendo: xij a observação no i-ésimo

acesso (i = 1, 2, ...m); em referência ao j-ésimo
descritor estudado (j= 1, 2,..., n); s(Xj) é o desvio-
padrão dos dados do j-ésimo descritor.

O método de agrupamento utilizado foi o
UPGMA (Unweighted pair group method with
arithmetic average), sendo as análises executadas
no programa NTSyspc 2.02k (Rohlf, 1998). A aná-
lise de componentes principais, feita com dados pa-
dronizados, considerou que xij é a média padroni-
zada do j-ésimo descritor (j = 1,2,..., v) avaliado no
i-ésimo acesso (i = 1, 2, ..., g) e R a matriz de
covariâncias ou de correlação entre esses descritores
(ou matriz de correlação fenotípica entre os
descritores baseada nos dados originais). Utilizou-
se o critério de contribuição relativa para divergên-
cia genética, segundo Singh (1981), citado pelo pro-
grama Genes, para descartar as variáveis. Para ava-
liar o método de agrupamento, verificou-se o grau
de concordância entre o dendrograma e a matriz de
distâncias Euclidianas médias. Essa avaliação é dada
pelo coeficiente de correlação cofenética, cujos va-
lores acima de 0,80 indicam um bom ajuste entre as
duas matrizes. Para realizar essa análise, utilizou-se
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TABELA 1. Caracteres morfo-agronômicos avaliados em acessos com tipo de grão duro da coleção núcleo
de milho, Embrapa Milho e Sorgo. Sete Lagoas, MG, 2003.
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o módulo Clustering/ Coph do programa NTSyspc
2.02k (Rohlf, 1998).

Caracterização molecular. Utilizou-se a
técnica de AFLP (Vos et al., 1995). Para obtenção
do material vegetal, foram amostrados 100 indiví-
duos de cada acesso e o DNA foi extraído de um
bulk de folhas, utilizando-se o método de Saghai-
Maroof et al. (1984). A quantificação da concen-
tração de DNA genômico dos diferentes acessos
foi determinada em espectrofotômetro.

Marcadores AFLP. Para o desenvolvimen-
to desta técnica, foram adicionados 10 µl da solu-
ção de trabalho de DNA na concentração de 25ng/
µl aos reagentes constituintes dos kits da GIBCO
(Rockville, MD, EUA) para a etapa de restrição do
DNA genômico com as enzimas EcoRI e MseI e
ligação dos adaptadores. Para as etapas de amplifi-
cação pré-seletiva e seletiva, utilizaram-se os kits
da Invitrogen (Carlsbad, Califórnia, EUA) prepara-
das de acordo com o manual de AFLP (AFLP,
1997) com modificações. Na etapa de amplificação
seletiva, foram avaliadas seis combinações de con-
juntos de primers MseI-EcoRI, estando o primer
Eco RI marcado com uma das três fluorescências
6-FAM, HEX ou NED: MseI CAG e EcoRI ACA,
MseI CAG e EcoRI ACG, MseI CAG e EcoRI
ACC; MseI CAG e EcoRI ACT, MseI CAG e
EcoRI AGG, MseI CAG e EcoRI AGC.

A eletroforese foi realizada em gel de
poliacrilamida 5% a 1.688 volts por sete horas. O
marcador padrão de peso molecular, Rox 500, foi
adicionado a cada amostra. O equipamento utiliza-
do foi o sequenciador automático ABI PRISM 377
da Perkin Elmer. A extração dos dados obtidos na
corrida eletroforética foi automática pelos progra-
mas GeneScan 2.1 e GenoTyper 2.0. A montagem
das tabelas binárias para cada conjunto de primer
foi semi-automática com conferência manual dos
tamanhos de fragmentos amplificados no gel.

Análise dos dados moleculares. A análi-
se dos marcadores AFLP foi realizada por meio da
construção de uma matriz, considerando os dados
binários, em que o valor 1 (um) foi atribuído para a
presença do fragmento polimórfico (banda) e o va-
lor 0 (zero) para a sua ausência. O coeficiente de
similaridade genética de Jaccard (Sj) foi calculado
pela expressão: Sj = a / (a + b + c), em que a
corresponde a presença da banda nos acessos i e j;
b a presença da banda em i e ausência em j; e c a
ausência da banda em i e presença em j.

Para a construção dos dendrogramas, foi
utilizado o método da média aritmética entre pares
não ponderados (UPGMA), sendo cada acesso
denominado uma unidade taxonômica operacional.
A comparação dos dendrogramas foi feita pelo ín-
dice de ramificação de consenso (CIc) obtido a par-
tir de dendrogramas comparados dois a dois. Esse
índice fornece uma estimativa relativa da semelhan-
ça dos dendrogramas e foi usada a opção
Clustering/ Consen com a interpretação de acor-
do com Rohlf (1998).

Os erros associados a cada similaridade (ssg)
foram estimados de acordo com a expressão (Skroch
et al., 1992):

� � � �� � 2
1

1/1 ��� nsgsgs ijijsg em que:

sgij: é a similaridade genética entre os acessos i e j
n: é o número total de combinações a, b e c utiliza-
das na estimativa da similaridade genética

Os acessos geneticamente diferentes foram
identificados no dendrograma, a partir da estimativa
do valor mínimo de similaridade, acima do qual os
acessos são considerados semelhantes, ou o valor
máximo significativo de similaridade (sgmax). O sgmax
foi estimado por meio do teste de t, em nível de 1%
de probabilidade pela expressão (Hagiwara et al.,
2001):

� �
sgstsg .1max ��  em que:
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t: é o valor tabelado de t com n-2 graus de liberda-
de

sgs : é o erro médio das similaridades genéticas con-
sideradas no dendrograma.

O índice de diversidade genética de Nei,
freqüência alélica, número efetivo de alelos e índice
de Shannon foram obtidos por meio do programa
PopGene versão 1.31 (Yeh, 1999).

Resultados e Discussão

As análises descritivas dos caracteres
morfo-agronômicos quantitativos permitem analisar
a variabilidade genética encontrada nos acessos de
milho tipo de endosperma duro da coleção núcleo
(Tabela 2). Os caracteres morfo-agronômicos com
maior coeficiente de variação foram peso de grãos
por espiga, peso de espiga, ramificação do pendão
e altura da espiga. As menores variações foram ob-
servadas nos descritores número de folhas acima da
espiga, diâmetro do colmo, altura da planta e com-
primento da folha.

Os caracteres que mais contribuíram para
divergência genética da coleção núcleo, segundo o
critério de Singh (1981), foram peso de mil grãos
(31,0%), altura da espiga (21,7%) e peso de espiga
(16,4%). Os caracteres número de espigas por plan-
ta, número de folhas acima da espiga, número total
de folhas, número de fileiras de grãos, número de
entrenós, comprimento da espiga e diâmetro do col-
mo contribuíram com menos de 0,04% para a di-
vergência genética e foram descartados para se fa-
zer a análise de componentes principais. A prática
de descarte de variáveis também foi usada por San-
tos et al. (1995) para selecionar descritores de
germoplasma de guandu e por Veasey et al. (2001)
ao caracterizar acessos de Sesbania.

Quanto aos caracteres morfo-agronômicos
qualitativos, alguns não tiveram variação na avalia-
ção das plantas dos acessos da coleção núcleo. Por
exemplo, a arquitetura da planta foi normal em todos

os acessos em detrimento da opção de ser anã; a
cor da folha foi considerada verde médio para to-
das; o comportamento da folha foi sempre recurvado;
a forma da primeira folha foi sempre reta; e o arran-
jo dos grãos foi reto, levemente curvo para todas as
espigas. O caráter cor da coroa do grão também foi
avaliado, sendo que 40% apresentou cor laranja,
43% amarela e 17% branca. Observou-se que a
qualidade e sanidade da espiga foram elevadas com
predominância de notas 7 a 9 que correspondem a
espigas boas, bem formadas e sadias, com poucos
grãos doentes a completamente sadias (Tabela 3).
Nota-se que houve maior ocorrência do formato
cilíndrico quanto ao tipo de espiga. As maiores por-
centagens de plantas quebradas e acamadas apare-
ceram na classe até 25 plantas. Desses caracteres,
os que mais variaram foram qualidade e sanidade
da espiga, evidenciando que essas variáveis são muito
subjetivas, principalmente devido à amplitude das
escalas (1 a 9), difícil classificação e dependentes
das influências dos genótipos, ambientes e suas
interações, o que infere em maior variação.

A análise dos componentes principais dos
acessos foi realizada com 14 variáveis morfo-agro-
nômicas que apresentaram contribuições significati-
vas para a divergência genética entre os acessos da
coleção núcleo. O primeiro componente concentrou
33,65% da variância total, o segundo, 27,57% e o
terceiro 9,35%, sendo esses três vetores principais
capazes de explicar 70,57% da variância total ob-
servada. O resultado aproxima-se dos valores cita-
dos por Dias (1998), em que 75% a 85% da
variância total deve ser explicada pelos dois ou três
primeiros componentes principais. Para Cruz &
Regazzi (1997), o valor deve ser acima de de 80%
da variância total em estudos de divergência genéti-
ca. Veasey et al. (2001) encontraram uma variância
acumulada nos dois primeiros componentes princi-
pais de 74,38%, utilizando 17 caracteres morfo-
agronômicos em 19 acessos de Sesbania spp. Em
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TABELA 2. Estatísticas descritivas de 21 caracteres morfo-agronômicos avaliados em 58 acessos do
germoplasma da coleção núcleo de milho tipo de grão duro. Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, 2001/2002.

um estudo com 18 populações de coco e 19
descritores morfo-agronômicos, Zibumbo & Colunga
(2001) explicaram 76% da variância total dos
caracteres considerados com dois componentes
principais. A análise de componentes principais para
os acessos da coleção núcleo mostrou que eles es-
tão dispersos de maneira aleatória, sem a formação
de grupos definidos mostrando que fazem parte de
um mesmo conjunto.

Observou-se que o dendrograma construído
a partir da distância euclidiana média (Figura 1) não
apresentou a formação de grupos homogêneos até
a uma distância correspondente a 25% da maior dis-
tância entre grupos de acessos, evidenciando a não
ocorrência de redundância de acessos. As estimati-
vas das distâncias genéticas obtidas para a coleção

núcleo variaram de 0,45 a 2,27. As menores distân-
cias verificadas foram para os pares de acessos
BA003 e SE014, e MS019 e PA089. Ao traçar
uma linha de corte no dendrograma da Figura 1, a
uma distância genética de 1,14 observou-se que são
formados três agrupamentos. O agrupamento 1 cons-
tituído de 17 acessos diferenciou-se dos demais por
apresentar florescimento feminino médio precoce
(62,1 dias), menor altura média de planta (297,4
cm) e de espiga (162,3cm), menor comprimento
médio de folha (97,9 cm). Os 21 acessos do agru-
pamento 2 apresentaram características médias de
ciclo tardio, pelo florescimento feminino (70,4 dias),
maior altura de planta (336,9 cm) e de espiga (208,5
cm), comprimento de folha intermediário (103,4 cm).
Os acessos desses dois agrupamentos tiveram peso
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TABELA 3. Caracteres morfo-agronômicos avaliados qualitativamente nos acessos da coleção núcleo de
milho, tipo de grão duro. Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, 2003.

*9: completamente bem formada e sadia; 8: 85% bem formada e sadia; 7: 70% bem formada e sadia; 6: 55% bem formada
e sadia.

de espiga (106,8 g e 105,5 g) e de mil sementes
(242,5 g e 244,7 g) com valores próximos. Já o
agrupamento 3, constituído de sete acessos, apre-
sentou característica de florescimento feminino in-
termediário (66,7 dias), altura de planta de 323,9
cm e de espiga de 186,6 cm, porém com maiores
peso de espiga (158,8 g), peso de grãos por espiga
(133,5 g) e peso de mil grãos (280,9 g). Pela gran-
de variabilidade fenotípica apresentada nesse grupo
de endosperma, confirma-se o potencial desses aces-
sos tanto para o melhoramento quanto para a for-
mação de novos materiais. Andrade et al. (2002)
também encontraram grande variabilidade em aces-
sos de milho de endosperma duro, sendo que 80%
deles apresentaram valores medianos para a maio-
ria das oito características avaliadas.

Para verificar o grau de concordância entre
o dendrograma e a matriz de distâncias euclidiana
média, foram realizadas as análises de correlação
cofenética. A matriz cofenética foi comparada com
a matriz baseada no agrupamento dos dados origi-
nais. A correlação entre as matrizes normalizada pela
estatística de Mantel foi de 0,78. Esse valor, segun-
do a escala proposta por Mantel (Rohlf, 1998), sig-
nifica que o grau de ajustamento entre as matrizes
foi considerado bom para os acessos da coleção
núcleo.

Os tamanhos dos 207 fragmentos (ou ban-
das) AFLP amplificados variaram de 52,43 a 498,79
pares de base (pb), com média de 32,8 bandas
polimórficas por combinação de primer (Tabela 4).
O número de fragmentos variou de 24 para a
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FIGURA 1. Dendrograma de 58 acessos da coleção núcleo de milho, tipo de grão duro, obtido pelo método de
agrupamento de UPGMA, utilizando a distância Euclidiana média. Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG,
2003.
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combinação MseI CAG + EcoRI ACG até 50 para
a combinação MseI CAG + EcoRI ACT. Com esta
última combinação de primers, 45 fragmentos
polimórficos foram amplificados. As combinações
MseI CAG + EcoRI ACA e MseI CAG + EcoRI
ACC apresentaram 100% de polimorfismo nos
acessos da coleção núcleo. Em 114 genótipos da
coleção núcleo de feijão e duas combinações de
primers AFLP, Tohme et al. (1996) encontraram,
em média, 102 bandas, sendo que 90% eram
polimórficas.

Pelo índice de ramificação de consenso,
verificou-se que os coeficientes de Jaccard e Dice
conduzem a dendrogramas idênticos. Levando-se
em consideração a base genética binária dos
marcadores AFLP aplicados aos acessos, obser-
va-se que a ausência de amplificação de uma deter-
minada banda em dois acessos não representa, ne-
cessariamente, semelhança genética entre eles, o que
faz com que aqueles coeficientes que excluem as co-
ocorrências negativas de sua expressão de similari-
dade (Jaccard, Dice, Ochiai), a princípio, sejam mais
adequados para o uso com este tipo de marcador
(Williams et al, 1990). Optou-se, portanto, em usar
o coeficiente de Jaccard por ser um coeficiente sim-
ples, largamente utilizado e preferido em estudos de
biologia e, segundo Dias (1998), é melhor empregado

para comparar genótipos dentro da mesma espécie,
em que concordâncias são mais freqüentes.

De maneira semelhante aos resultados obti-
dos com os descritores morfo-agronômicos, no
dendrograma obtido a partir dos marcadores AFLP
(Figura 2), os acessos de milho não formaram gru-
pos homogêneos até uma distância aproximada de
25% da maior distância. A linha de corte nessa figu-
ra representa o valor máximo significativo de simila-
ridade (sgmax), determinado pelo teste de t em nível
de 1% de probabilidade, sendo considerado como
ponto de referência para discriminação ou agrupa-
mento dos acessos.

O grau de concordância entre o
dendrograma e a matriz de similaridades pelo coefi-
ciente de Jaccard foi verificada pela análise de cor-
relação cofenética. A correlação de matrizes, nor-
malizada pela estatística de Mantel (Rohlf, 1998),
foi de 0,76, significando que o grau de ajustamento
entre as matrizes se aproximou do valor de um bom
ajustamento para os acessos da coleção núcleo.

A variação genética usando os marcadores
AFLP quanto à freqüência alélica, número efetivo
de alelos, diversidade genética de Nei e informação
sobre o índice de Shannon (Tabela 5) permitiu ob-
servar que o número médio de alelos foi de 1,95 e o
número médio efetivo de alelos que contribuiu para

TABELA 4. Combinação de primers, utilizados na técnica de AFLP, intervalo de variação alélica, número de
fragmentos e polimorfismo, observados nos acessos da coleção núcleo (CN) de milho tipo de grão duro.
Embrapa Milho e Sorgo. Sete Lagoas, MG, 2002.
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FIGURA 2. Dendrograma dos 58 acessos da coleção núcleo de milho, tipo de grão duro, obtido pelo método
de agrupamento UPGMA, utilizando o coeficiente de Jaccard. Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, 2003.
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TABELA 5. Estimativas do número de alelos e diversidade genética para os 207 marcadores AFLP na
coleção núcleo de milho, tipo de grão duro. Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, 2003.

a diversidade genética foi de 1,47. A heterozigosidade
(h), também chamada de índice de diversidade ge-
nética de Nei, foi usada para avaliar o conteúdo
polimórfico de cada loco e obteve-se um valor de
0,28. Esse valor indica baixo conteúdo polimórfico
quando comparados com valores de h para RFLP
de 0,63 e 0,72 para SSR (Pejic et al., 1998). O
baixo conteúdo de informação genética por loco é
uma das limitações do AFLP, por ser essencialmen-
te dominante (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

O índice de Shannon (H’) também é em-
pregado para medir a diversidade genotípica em
populações. Esse índice é usado em estudos de re-
cursos genéticos como medida de riqueza e unifor-
midade alélica, cujo baixo H’ indica freqüência de
classes desbalanceadas para determinada caracte-
rística e falta de diversidade genética (Perry &
McIntosh, 1991). No presente trabalho, o índice de
Shannon normalizado médio foi de 0,43 para a co-
leção núcleo. O valor de H’ para cada loco da cole-
ção núcleo variou de 0,0877 a 0,6930, mostrando
uma grande amplitude de diversidade.

Conclusões

A inclusão e obtenção de dados de mais
oito descritores morfo-agronômicos contribuíram
para aumentar a quantidade e a qualidade de infor-
mações sobre os acessos que compõem a coleção
núcleo de milho subgrupo endosperma duro.

O uso do marcador molecular AFLP foi um
instrumento eficiente em detectar o polimorfismo e
útil nos estudos de diversidade genética dos acessos.

A caracterização molecular proporcionou
uma nova informação acerca da estrutura genética
da coleção núcleo de milho, mostrando alta variabi-
lidade entre os acessos.
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