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RESUMO

ssp. mays) nas terras baixas da América do Sul

O conhecimento sobre a diversidade e estrutura genética de populag@es cultivadas
é fundamental para entender a historia evolutiva destas populac6es ao longo do processo de
domesticagdo e dispersdo. O milho (Zea mays ssp. mays) é uma espécie cultivada que
apresenta grande variabilidade genética. A dispersdo do milho para diferentes regiGes
permitiu o surgimento de centros de diversificacdo da espécie. A regido das terras baixas da
América do Sul é considerada centro secundario de diversidade do milho e evidéncias
cientificas sugerem que a espécie se dispersou do México e chegou nesta regido em estado
parcial de domesticacdo. O objetivo desta pesquisa foi estudar a diversidade genética e 0s
padrGes de dispersdo do milho nas terras baixas da América do Sul, por meio de dados de
gendmica populacional, fenotipicos, etnobotanicos e registros historicos, 0s quais permitiram
ampliar o conhecimento sobre a historia do germoplasma da regido. Estas informacoes
poderao ser Uteis para orientar futuras prospeccdes, esforcos de conservacao e valoragao dos
recursos genéticos do milho. Esta tese foi estruturada em diferentes capitulos. O primeiro
estudo apresentou uma revisdo bibliografica sobre a origem, domesticacdo e dispersdo do
milho nas Américas. O segundo estudo discutiu as hipoteses de dispersdo do milho nas terras
baixas da América do Sul. Foram caracterizados 184 acessos de milho do Brasil e Uruguai
por meio de 5.313 marcadores moleculares de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNPs),
obtidos pela técnica de Diversity Arrays Technology (DArTseq). Os acessos também foram
caracterizados quanto ao tipo de endosperma e associados as familias linguisticas indigenas
relacionadas as respectivas regides de origem. Os grupos obtidos pela Analise Discriminante
de Componentes Principais (DAPC) se estruturaram, principalmente, pela predominéncia de
tipos de endosperma especificos. A anélise de agrupamento pelo método de Neighbor-
Joining e distancia genética de Nei identificou padrdes de conexao inter-regional, os quais
sugeriram movimentos de dispersdo. Os padrdes genéticos regionais foram associados aos
registros arqueolégicos da espécie e as migragcdes humanas Arawak e Tupi, 0 que permitiu
sugerir as hipdteses de dispersdo do milho nas terras baixas da América do Sul. A pesquisa
ainda sugeriu a hip6tese de dois potenciais centros de diversificacdo do milho nas terras
baixas da América do Sul, que envolvem o Sudoeste da Amazonia e as regido do Pampa do
Brasil e Uruguai. O terceiro estudo teve como objetivo identificar micro-centros de
diversidade do milho nas terras baixas da América do Sul. Foram realizadas coletas de
variedades locais e entrevistas com agricultores em cinco estados do Brasil (Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais, Paraiba, Rio Grande do Sul e Rondbnia) e cinco departamentos do
Uruguai (Canelones, Rocha, Treinta y Tres, Tacuarembhd e Rivera), contemplando cinco
biomas (Amazdnia, Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica e Pampa). Foram obtidos indicadores
etnoboténicos, fenotipicos e moleculares os quais permitiram estimar indices de diversidade
genética, como ferramenta metodoldgica para identificacdo e caracterizagdo dos micro-
centros de diversidade do milho. Os micro-centros de diversidade foram identificados
considerando os seguintes critérios diagnosticados em cada regido: i) riqueza e diversidade
genética de variedades locais (a maior parte exclusiva) e racas de milho; ii) presencga de
variedades locais sob diversificacdo devido a acdo humana corrente diagnosticada pelos
aspectos socioculturais; e iii) diversidade genética diagnosticada por meio de indices
etnoboténicos, fenotipicos e moleculares, os quais indicaram &reas de conservacdo e
acumulacdo de germoplasma de milho, em escala geogréfica microrregional. Estas regides
também sdo sugeridas como hotspots de agrobiodiversidade, por encontrarem-se em zonas
vulnerdveis a erosdo genética. O quarto estudo prospectou o milho do Sudoeste da Amazénia,
regido indicada como centro de diversificagdo do milho, dentro da qual foi considerada a
hipotese de que as ragas localmente desenvolvidas foram extintas durante a colonizacéo
européia. Foram conduzidos estudos etnoboténicos in loco e caracterizacdo fenotipica das
variedades locais de milho farindceo cultivadas por agricultores locais e indigenas, nos
estados de Rondb6nia e Acre. Foram identificados nomes indigenas e locais, usos gerais e
especificos para a raga de milho amaz6nica Entrelagcado. As variedades locais coletadas na
regido foram caracterizadas e classificadas como Entrelacado, confirmando a sua
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identificacdo e demonstrando que esta raga esta conservada no Sudoeste da Amazodnia. Esta
pesquisa ampliou o conhecimento sobre a histdria evolutiva e a diversidade genética do milho
nas terras baixas da América do Sul, envolvendo uma amostragem mais ampla. As
informacgdes geradas pela pesquisa poderdo subsidiar politicas publicas e programas de
conservagao dos recursos genéticos do milho nas terras baixas da América do Sul.

Palavras-chave: migracdo, Zea mays ssp. mays, centros de diversificagdo, indicadores de
diversidade, recursos genéticos, hotspots de agrobiodiversidade, variedades locais,
etnoboténica, marcadores SNPs.



ABSTRACT

Dispersion patterns and conservation of maize (Zea mays spp. mays) genetic

diversity in the lowlands of South America

Knowledge about the diversity and genetic structure of cultivated populations is
essential to understand the evolutionary history of these populations throughout the process
of domestication and dispersal. Maize (Zea mays ssp. mays) is a cultivated species that
presents high genetic variability. The dispersion of maize to different regions allowed the
emergence of centers of diversification of the species. The lowlands of South America region
is considered a secondary center of maize diversity and scientific evidence suggests that the
species dispersed from Mexico and arrived in this region in a partial state of domestication.
The objective of this research was to study the genetic diversity and dispersal patterns of
maize in the lowlands of South America, using population genomics, phenotypic and
ethnobotanical data, and historical records, allowing the expanding of knowledge about the
history of this germplasm in the region. This information may be useful to guide future
prospects, conservation efforts and the valorization of the genetic resources of maize. This
thesis was structured in different chapters. The first study presented a literature review on the
origin, domestication and dispersion of maize in the Americas. The second study discussed
the hypotheses of maize dispersion in the lowlands of South America. A total of 184 maize
accessions from Brazil and Uruguay were characterized using 5,313 single nucleotide
polymorphisms (SNPs), obtained by the Diversity Arrays Technology technique (DArTseq).
The accessions were also characterized as to the type of endosperm and association with
indigenous language families related to the respective regions of origin. The groups obtained
through the Discriminant Analysis of Principal Components (DAPC) were structured mainly
according to the predominance of specific types of endosperm. The cluster analysis using
Nei’s genetic distance and Neighbor-Joining method identified interregional connection
patterns, which suggested dispersion movements. The regional genetic patterns were
associated with the archaeological records of the species and with the Arawak and Tupi
human migrations, suggesting the hypothesis of maize dispersion in the lowlands of South
America. The research also suggested the hypothesis of two potential centers of
diversification of the maize in the lowlands of South America, which involve the Southwest
of the Amazon and the Pampa regions of Brazil and Uruguay. The third study aimed to
identify microcenters of maize diversity in the lowlands of South America. Landraces were
collected and interviews were conducted with farmers in five states in Brazil (Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais, Paraiba, Rio Grande do Sul and Rondbnia) and five departments of
Uruguay (Canelones, Rocha, Treinta y Tres, Tacuaremb6 and Rivera), covering five biomes
(Amazon, Cerrado, Caatinga, Atlantic Forest and Pampa). Ethnobotanical, phenotypic and
molecular indicators were obtained allowing the estimation of genetic diversity indices, as a
methodological tool for the identification and characterization of the microcenters of maize
diversity. The microcenters of diversity were identified considering the following criteria
diagnosed in each region: i) richness and genetic diversity of maize landraces (mostly
exclusive) and races; ii) presence of landraces under diversification due to current human
action diagnosed by socio-cultural aspects; and iii) genetic diversity diagnosed by
ethnobotanical, phenotypic and molecular indices, which indicated conservation areas and
accumulation of maize germplasm, on a microregional geographic scale. These regions are
also suggested as agrobiodiversity hotspots, as they are in areas vulnerable to genetic erosion.
The fourth study prospected maize from the Southwest of the Amazon, a region indicated as
a center of maize diversification, within which the hypothesis that locally developed races
were extinct during European colonization was considered. On-site ethnobotanical studies
and phenotypic characterization of floury maize landraces cultivated by local and indigenous
farmers in the states of Rond6nia and Acre were conducted. Indigenous and local names,
general and specific uses for the Entrelacado Amazonian maize race were identified. The
local varieties collected in the region were characterized and classified as Entrelagado,
confirming its identification and demonstrating that this race is conserved in the Southwest
of the Amazon. This research expanded knowledge about the evolutionary history and
genetic diversity of maize in the lowlands of South America, involving a broader sampling.
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The information generated by this research may subsidize public policies and programs for
the conservation of the genetic resources of maize in the lowlands of South America.

Keywords: migration, Zea mays ssp. mays, centers of diversification, ethnobotany, genetic
variability, microcenters, genetic resources, landraces, SNPs markers.
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1. INTRODUCAO

A cultura do milho assume papel essencial na constitui¢do da base alimentar em diversos paises
(Kato et al., 2009). A dispersdo da espécie para diferentes regiGes permitiu o surgimento de centros de
diversificacdo do milho distribuidos em distintos ambientes ao longo do continente americano (Brieger et
al., 1958; Vigouroux et al., 2008; Kato et al., 2009; van Heerwaarden et al., 2011). A domestica¢éo do
milho teve inicio had ~9.000 anos antes do presente (AP), no México (Piperno et al., 2009; Kistler et al.,
2018), e muito cedo a espécie se dispersou, alcangando as terras baixas da América do Sul, ha pelo menos
~6.500 anos AP (Brugger et al., 2016). Esta regido é considerada centro secundario de diversidade do
milho (Brieger et al., 1958; Paterniani e Goodman, 1977) e evidéncias cientificas sugerem que a espécie
chegou nesta zona em estado parcial de domesticacdo (Kistler et al., 2018). As terras baixas da América do
Sul abarcam regies com altitudes inferiores a 1.500 m, as quais correspondem a 72% do continente sul
americano (Paterniani e Goodman, 1977). Os estudos de diversidade genética do milho no continente
americano realizados até o momento envolveram uma amostragem reduzida de acessos de milho
representante desta regido (Matsuoka et al., 2002; Freitas et al., 2003; Vigouroux et al., 2008; van
Heerwaarden et al., 2011; Freitas e Bustamante, 2013; Bustamante et al., 2014; Bedoya et al., 2017; Kistler
et al., 2018), o que sugere a necessidade da ampliacdo dos estudos da diversidade genética do milho desta
zona.

Com o intuito de ampliar o conhecimento sobre a diversidade genética e os padrdes de dispersdo
do milho nas terras baixas da América do Sul, esta pesquisa foi realizada por meio de uma colaboragéo
binacional, a qual envolveu institui¢des do Brasil e do Uruguai. No Brasil, a pesquisa foi coordenada pelo
Laboratorio de Genética Ecologica de Plantas da Escola Superior de Agricultura ‘Luiz de Queiroz’,
Universidade de S&o Paulo — ESALQ/USP e, no Uruguai, pelo Laborat6rio de Fitotecnia y Recursos
Fitogenéticos da Universidad de la Republica. A realizacdo deste trabalho sé foi possivel devido a
colaboracdo de uma ampla rede de colaboradores a qual envolveu pesquisadores, professores, técnicos e
estudantes, bem como a participagdo de agricultores familiares, assentados de reforma agréria, ribeirinhos
e indigenas de diferentes regides de ambos paises. Em 2016, com o objetivo de desenvolver os projetos, foi
criado o Grupo Interdisciplinar de Estudos em Agrobiodiversidade (InterABio) e a medida que os projetos
avancaram foi constituida a Rede de Pesquisa Colaborativa do InterABio, a qual contou com a participa¢do
de institui¢des e organizaces localizadas nas regifes contempladas pela pesquisa.

A pesquisa fez parte do (i) projeto de Auxilio a Pesquisa da Fundagéo de Amparo a Pesquisa do
Estado de S3o Paulo (FAPESP), intitulado “Genémica populacional e caracterizagdo fenotipica para
elucidar aspectos da origem, domesticacdo e dispersdo do urucum (Bixa orellana) e milho (Zea mays) nas
terras baixas da América do Sul” (processo no. 2015/26837-0); (ii) projeto do edital Universal do Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), intitulado “Gendémica populacional e
classificacdo de racas para elucidar aspectos da dispersdo do milho (Zea mays L.) nas terras baixas da
América do Sul” (processo no. 421045/2016-7); e (iii) projeto da Comisién Sectorial de Investigacion
Cientifica (CSIC), intitulado “Diversidad y distribucion de razas de maiz de Uruguay: identificacion de

genes interés y micro centros de diversidad”.
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A tese estd estruturada em quatro estudos, apresentados em diferentes capitulos. O primeiro
estudo foi apresentado em formato de capitulo de livro; o segundo e o terceiro, em formato de artigo
cientifico; e o quarto, em formato de nota cientifica. O primeiro estudo consiste em uma revisdo
bibliografica sobre os aspectos relacionados a origem, domesticacéo e dispersdo do milho nas Américas. O
segundo, ampliou o conhecimento sobre o historico evolutivo do milho nas terras baixas da América do
Sul, por meio do estudo dos padrdes de dispersdo da diversidade genética do milho nesta parte do
continente. Resgatou-se a historia do milho, por meio de uma viagem no tempo e no espaco, associada as
migracBes dos povos indigenas ancestrais que habitaram esta regido no passado. O terceiro, identificou
micro-centros de diversidade do milho e indicou zonas prioritarias de conservagcdo por meio da indicacao
destas regides como hotspots de agrobiodiversidade. Por meio da conservagdo in situ-on farm realizada por
agricultores familiares, ribeirinhos e indigenas, a espécie ainda encontra-se sob diversificagdo nestas
regiBes no presente. O quarto estudo teve como objetivo prospectar o milho do Sudoeste da Amazénia,
regido indicada como centro de diversificacdo do milho, dentro da qual foi considerada a hipdtese de que
as racas localmente desenvolvidas foram extintas durante a colonizacdo européia. No entanto, a presente
pesquisa demonstrou a existéncia da raca amazoénica Entrelacado desde a época pré-conquista até os dias
atuais e aponta que a raca ndo foi extinta e continua sendo conservada por agricultores tradicionais e povos
indigenas que habitam a regido, que atribuem nomes locais e indigenas a esta raga, € possuem usos
culinarios tipicos.

A pesquisa ampliou o conhecimento sobre a histéria evolutiva do milho nas terras baixas da
América do Sul. O entendimento da historia de dispersdo do milho ¢ relevante uma vez que pode permitir
a identificacdo de &reas com concentracdo de variabilidade genética que poderdo orientar futuras
prospeccdes e esforcos de conservacdo dos recursos genéticos do milho, tanto in situ-on farm como ex situ,

e que também poderao ser utilizados para 0 melhoramento genético da espécie.

1.1. Objetivos
1.1.1. Objetivo Geral

e Estudar a diversidade genética e os padrfes de dispersdo do milho (Zea mays L. ssp. mays)
nas terras baixas da América do Sul, por meio de dados de genémica populacional,
fenotipicos, etnobotanicos e registros histéricos, com o intuito de ampliar o conhecimento
sobre a historia do germoplasma da regido, orientar futuras prospeccdes, esforcos de
conservagao e valoracdo dos recursos genéticos do milho, o que podera ser de utilidade para

programas de melhoramento genético da espécie.

1.1.2. Objetivos Especificos

e  Caracterizar a diversidade genética do milho nas terras baixas da América do Sul, com o
intuito de identificar pools génicos distintos, caracterizar a distribuicdo geogréafica da

variagdo genética, por meio de marcadores moleculares single nucleotide polymorphisms
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(SNPs), e com base nos registros histéricos regionais discutir hipGteses de dispersdo do
milho nas terras baixas da América do Sul.

Identificar micro-centros de diversidade do milho nas terras baixas da América do Sul, por
meio de indicadores e indices etnobotanicos, morfoldgicos e moleculares de diversidade
genética, em diferentes regides e biomas do Brasil e do Uruguai.

Prospectar o milho do Sudoeste da Amaz6nia, por meio da caracterizacdo etnobotanica e
fenotipica das variedades locais de milho farindceo, com o objetivo de identificar as racas

de milho atualmente conservadas in situ-on farm na regiéo.
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2. ORIGEM, DOMESTICACAO E DISPERSAO DO MILHO NAS
AMERICAS

2.1. O ser humano domesticou o milho ou o milho domesticou o ser humano? O

cereal das Ameéricas e sua importancia para os povos

Os cultivos das plantas sdo artefatos feitos e moldados pelos humanos, como uma panela de
barro ou uma ponta de flecha. No entanto, o ser humano tornou-se tdo dependente das plantas que cultiva
que as plantas domesticaram a ele mesmo (Harlan, 1992; Diamond, 1997; Harari, 2014). Esta reflexdo nos
faz colocar a seguinte pergunta “O ser humano domesticou as plantas ou as plantas domesticaram o ser
humano?”

A espécie humana considera-se dominante no planeta pelo fato de ter aprendido a domesticar o
fogo, as paisagens, as plantas, os animais e os microrganismos. O surgimento das diferentes agriculturas
como parte da evolugdo humana é resultado dos processos associados a domesticacdo da paisagem e das
plantas. A domesticacdo permitiu ao ser humano a possibilidade de selecionar as plantas e cultiva-las para
seu proprio consumo e beneficio. Este processo foi decisivo na mudanga do comportamento humano,
permitiu o surgimento das civilizages, o crescimento populacional e a divisao de tarefas caracteristicas de
sociedades complexas (Clement et al., 2007).

A domesticacdo e a origem das agriculturas sdo consideradas processos coevolutivos dentro dos
quais as especies tornaram-se dependentes do manejo humano e, por outro lado, o desenvolvimento das
sociedades humanas tornou-se dependente das espécies domesticadas e da agricultura. As populagdes de
plantas cresceram em nimero e, consequentemente proporcionou o crescimento das popula¢fes humanas.
As sociedades humanas sdo tdo dependentes das espécies vegetais cultivadas e animais domesticados que
a eliminacgdo destas espécies causaria a morte da maioria da populagdo humana atual, restando apenas
aqueles grupos étnicos que ndo tenham desenvolvido essa dependéncia na producéo de alimentos (Clement
etal., 2009).

O caso da domesticacdo do milho retrata um evento dentro do qual distintas civilizacGes e povos
americanos, tais como os Maias, Astecas, Incas, Arawak, Tupi e Guarani, tornaram-se suficientemente
dependentes da cultura para se desenvolver, assim como o milho se tornou totalmente dependente dos seres
humanos para sobreviver (Kato et al., 2009), sendo uma das espécies cultivadas com maior grau de
domesticacdo. Obviamente, esta condicdo ndo é estrita ao milho. A relagdo do milho com as sociedades
humanas apresenta um exemplo classico do sucesso de um relacionamento coevolutivo e de codependéncia
entre humanos e plantas domesticadas.

Podemos afirmar que o milho é a espécie emblematica do continente Americano, a qual
possibilitou a conexdo entre diferentes povos e promoveu o desenvolvimento e a sustentacdo destas
civilizagbes ao longo do tempo. A cultura do milho constitui a base alimentar em diversos paises
desenvolvidos e em desenvolvimento. A espécie possui grande importancia econdmica e sociocultural,

sendo um dos cereais mais produzidos mundialmente. As areas de cultivo encontram-se entre as maiores e
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estdo distribuidas em distintas regides da América e dos outros continentes (USDA, 2018), o que € passivel
de dizer que existem mais individuos que a propria espécie humana.

A versatilidade de usos permite que a espécie atenda desde as necessidades basicas na
alimentacdo, sendo considerado um dos alimentos de base para a seguranca alimentar de muitos paises, até
a producéo de produtos processados em &mbito comercial e industrial. As diversas formas de uso do milho
envolvem a producéo de farinha, flocos de milho, amido de milho, xarope, etanol, 6leo vegetal, plastico,
tecido e cervejas. O milho constitui um ingrediente importante da gastronomia do Brasil e do Uruguai por
marcar presenga no cotidiano da populagdo devido ao preparo e consumo de bolos, broa, pées, tortas,
canjicas, cremes, pipocas, milho-verde, polentas, mingais, angl, munguza, CUSCUZ € Sopas.

O cereal se expressa como um elemento cultural, em diferentes contextos alimentares, dentro
dos quais existem formas distintas e peculiares para o seu preparado como comida, conforme a regido. No
ambito da antropologia da alimentacédo, a comida é uma expressdo cultural quando é produzida, porque o
ser humano néo utiliza apenas o que encontra na natureza, mas por ser capaz de criar a propria comida. A
comida é cultura quando é preparada, porque, uma vez adquiridos os produtos-base da sua alimentacao, o
ser humano transforma mediante o uso do fogo e de uma elaborada tecnologia que se exprime nas praticas
e costumes da cozinha. A comida é cultura quando é consumida, porque as populac6es humanas escolhem
a propria comida com critérios ligados tanto as dimensdes econdmicas, culturais e nutricionais, bem como
pelas suas preferéncias individuais e coletivas e pelos seus gostos diversificados. (Montanari, 2008). Por
meio de tais percursos, o milho se apresenta como elemento da identidade humana associado a diferentes
contextos regionais, historicos e culturais.

A espécie também apresenta potencial para uso medicinal devido a presenca de carotenoides
denominados Luteina e Zeaxantina, 0s quais sdo benéficos a salde humana e atuam na prevencao de
doencas. Pesquisas cientificas identificaram elevado teor destes carotenoides e antocianinas em farinhas,
grdos e estigmas (cabelo do milho) em variedades locais de milho, em Santa Catarina, no Sul do Brasil
(Kuhnen et al., 2009, 2010a,b, 2011, 2012). Estudos cientificos como estes agregam valor as variedades
locais de milho, que desta forma séo indicadas para consumo de alimento funcional.

Uma variedade local corresponde a uma populacdo dindmica de uma espécie cultivada a qual
possui origem historica, identidade distinta e ndo passou pelo processo de melhoramento genético formal,
sendo muitas vezes geneticamente diversificada, localmente adaptada e associada a um agroecossistema
familiar (Zeven, 1998; Camacho Villa et al.,, 2006). As variedades locais constituem elementos
fundamentais no desenvolvimento sustentavel dos sistemas de cultivo e muitos termos sdo utilizados para
menciona-las. Os termos mais utilizados sdo variedades locais, variedades tradicionais, variedades crioulas,
etnovariedades ou landraces, no inglés. Para referéncia neste trabalho, o termo variedade local sera
utilizado indistintamente em relacdo aos outros termos, referindo-se as variedades manejadas e
reproduzidas por agricultores familiares (Costa et al., 2017), 0s quais envolvem comunidades tradicionais,
indigenas, quilombolas e ribeirinhas, bem como agricultores de distintos perfis que praticam a agricultura
familiar.

A cultura do milho atribui valores sociais e culturais para a agricultura familiar. Em nivel social,
um elevado nimero de agricultores depende do milho para garantir o sustento da familia e a producéo é

destinada, sobretudo, para o auto-consumo da propriedade familiar, tanto para a alimentacdo humana em



23

um primeiro nivel, quanto para a alimentacdo animal, como foi diagnosticado em uma pesquisa realizada
em Santa Catarina, Brasil (Silva, 2015; Costa et al., 2017).

A producdo de milho promove a realizagdo de reunibes entre agricultores e atividades
socioculturais coletivas, tais como: i) articulacdo e colaboragdo comunitéria entre agricultores para a
producdo, manejo, colheita e conservagdo do milho; ii) mobilizacdo de pessoas, historias e processos de
resgate, uso e conservacdo de variedades locais; iii) articulacdo de feiras de troca de sementes; iv)
articulacéo entre artesdos e artesds para a producdo de artesanato feito com a palha do milho; v) festivais
gastrondmicos de pratos preparados com o milho; vi) festas juninas, sendo que no Brasil o milho se faz
presente na preparacdo de distintos pratos; e vii) rituais e ceriménias religiosas, sobretudo, em comunidades
indigenas.

A agricultura familiar pode ser fortalecida por meio de estratégias que agreguem valor a
producdo de variedades locais de milho, bem como pela identificacdo de novos nichos de mercados que
incorpore estas variedades nos diferentes circuitos de comercializacdo. Estas medidas poderdo promover a
inclusdo e a valorizacdo dos agricultores familiares no mercado, além de promover a conservacdo da
agrobiodiversidade. As variedades estdo intimamente ligadas a agricultura familiar, fortalecem a autonomia
do agricultor e contribuem para a construcdo de sistemas de producédo de alimento mais sustentaveis. O
milho, também consagrado como o “Cereal das Américas”, representa uma cultura milenar que ainda se

estabelece como base da alimenta¢do de muitos povos deste continente.
2.2. Origem e domesticacdo do milho nas Americas: quando e onde?

A domesticacdo de plantas se trata de um processo evolutivo, dentro do qual a selecdo realizada
por humanos em populacdes de plantas resulta em mudancas nas frequéncias alélicas das populagdes,
tornando-as mais Uteis ao ser humano e mais bem adaptadas as suas intervencdes no ambiente (Clement,
1999). Uma das caracteristicas mais observadas em plantas domesticadas é a grande variabilidade
fenotipica. O milho é um exemplo cléssico de uma espécie com muitas popula¢bes domesticadas.

O milho pertence a familia Poaceae. O género Zea é composto por cinco espécies nativas do
México e da América Central, as quais incluem o milho e seus parentes silvestres: Z. mays, Z. diploperennis,
Z. perennis, Z. luxurians e Z. nicaraguensis. Os parentes silvestres do milho podem ser chamados de
teosinto ou teosinte. A espécie Z. mays compreende quatro subespécies dipldides e anuais: Zea mays L. ssp.
mays que corresponde ao milho propriamente dito; Zea mays L. ssp. parviglumis (daqui em diante
parviglumis) e Zea mays L. ssp. mexicana (daqui em diante mexicana), ambos nativos do México; e Zea
mays L. ssp. huehuetenangensis, teosinto endémico da Guatemala (Doebley e lltis, 1980; Doebley, 1990).

As subespécies parviglumis e mexicana, atualmente, ocupam nichos ecolégicos distintos:
mexicana é adaptada as regides mais secas e frias do norte e centro do México (entre 1.700 e 2.600 metros),
enquanto parviglumis é adaptada a regides mais quentes do sudoeste do México (400 a 1.800 m de altitude)
(Fukunaga et al., 2005). Estes teosintos sdo geograficamente distintos, exceto no leste do Rio das Balsas
(Sudoeste do México) onde foram identificados indicios de fluxo génico recorrente entre as duas
subespécies. Esta regido pode ser considerada uma zona de hibridacdo ou pode representar o conjunto de
genes a partir do qual tanto parviglumis quanto a mexicana se diferenciaram (Fukunaga et al., 2005), com

implicacOes diretas na origem e domesticacao do milho.
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As hip6teses sobre a origem e domesticacdo do milho séo alvos de discussdo desde o final do
século XIX. Diferentes teorias propdem explicar como e quando ocorreu a domesticacdo da espécie. A
teoria unicéntrica defende que o milho foi domesticado a partir de populacGes de parviglumis a partir de
um Unico evento de domesticacdo, e que tal evento teria ocorrido na bacia do Rio Balsas, ha
aproximadamente 9.000 anos antes do presente (AP) (Matsuoka et al., 2002).

Por outro lado, em funcéo da incrivel diversidade presente no milho, a teoria multicéntrica levou
a suposicdo de terem ocorrido multiplos eventos de domesticacdo a partir de diferentes populacdes de
teosinto, com a indicagdo de cinco centros de origem-domesticagdo e quatro centros primarios de
diversificacdo, todos localizados no México e na Guatemala (Kato et al., 2009). A teoria multicéntrica foi
defendida devido a correlacdo particular entre os nés cromossdmicos de populagdes de teosinto e de
diferentes complexos raciais de milho e as regides geograficas nas quais estdo localizados (Kato, 2005).
Diamond (1997) ja havia considerado que mdltiplos eventos de domesticagdo sdo comuns nas Américas,
enquanto eventos Unicos foram mais frequentes no Velho Mundo.

A teoria unicéntrica foi bastante concebida pela comunidade cientifica nos dltimos anos devido
as evidéncias genéticas (Matsuoka et al., 2002; Vigouroux et al., 2008; van Heerwaarden et al., 2011),
arqueolégicas (Piperno et al., 2009), e pelo fato da distribuicdo endémica do progenitor parviglumis
localizar-se na regido do Rio Balsas (Fukunaga et al., 2005). No entanto, a discussdo sobre a domesticacéo
do milho vem sendo reascendida e discutida por novas evidéncias que revelam uma histéria complexa de
domesticacdo da espécie. Kistler et al. (2018) sugerem que no Sudoeste da Amaz6nia o milho passou por
um processo de domesticagdo parcial, uma vez que a espécie chegou nesta regido semi-domesticado,
desenvolvendo e fixando alelos neste local. A esta regido foi atribuido o termo “centro secundario de

melhoramento do milho” (Figura 1) (Kistler et al., 2018).
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Figura 1. Centro de domesticacdo no México e centro secundario de melhoramento do milho na América do Sul,
baseado no modelo de Kistler et al. (2018). Esta imagem foi elaborada por meio do software QGIS
(http://qgisbrasil.org).
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Segundo a teoria estratificada do milho (Kistler et al., 2018), a espécie evoluiu a partir das
populacgdes de parviglumis, no México, ha ~9.000 anos AP, atravessou a América Central ha 7.500 anos
AP (Piperno et al., 1985) e se dispersou pelas terras baixas da América do Sul hd ~6.500 anos AP (Bush,
1989; Brugger et al., 2016). As analises gendmicas realizadas por Kistler et al. (2018) demonstraram que
as populag6es de milho apresentaram assimetria na ancestralidade com parviglumis, o que reforca a teoria
de que as populagdes ancestrais do milho sul americano se dispersaram do México em estado parcialmente
domesticado, tornando-se isolado do pool génico das populagdes silvestres do México, antes da fixacao da
sindrome de domesticacao. Desta forma, populacGes estruturadas de milho com sindrome de domesticagdo
estaveis evoluiram na América do Sul a partir de populagGes ancestrais parcialmente domesticadas advindas
do México (Klister et al., 2018). A Figura 2 apresenta um esquema comparativo dos modelos de

domesticacdo simples (i) e estratificada (ii) do milho proposto por Kistler et al. (2018).
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Figura 2. Esquema comparativo dos modelos de domesticacdo do milho. (i) Domesticacéo simples (teoria unicéntrica):
o milho se tornou totalmente domesticado e depois se dispersou pelas Ameéricas; (ii) Domesticacdo estratificada:
subpopulag¢des de milho parcialmente domesticadas se dispersaram e tornaram-se isoladas reprodutivamente antes da
sindrome de domesticagdo. Fonte: adaptado de Kistler et al. (2018).

Andlises genéticas em locos envolvidos na domesticacdo foram realizadas em dois genomas

arqueolégicos de milho da regido do Vale de Tehuacan, no México. Os resultados demonstraram um estado
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de domesticagdo parcial das amostras, as quais foram datadas de ~5300 anos AP (Ramos-Madrigal et al.,
2016; Vallebueno-Estrada et al., 2016). Estas evidéncias corroboram com as hipéteses de Kistler et al.
(2018), visto que registros arqueolégicos comprovam que o milho ja havia chegado na América do Sul ha
pelo menos ~7.150 anos AP no Equador (Stothert, 1985; Pearsall e Piperno, 1990), ~6.700 anos AP no Peru
(Grobman et al., 2012) e ~6.500 anos AP (Brugger et al., 2016), na regido das terras baixas amazonicas da
Bolivia.

Com base em evidéncias gendmicas, linguisticas, arqueoldgicas e paleontolégicas, a regiao
Sudoeste da Amazonia foi indicada como um provavel centro de melhoramento secundario do milho na
América do Sul, dentro do qual ocorreu um processo de domesticacao parcial da espécie (Kistler et al.,
2018). Essa teoria ndo contradiz a teoria unicéntrica a qual considera que o processo de domesticagdo se
iniciou no México. No entanto, chama a atencdo de que o evento de domesticacdo ndo estava completo
quando o milho se dispersou do México para outras regides.

Estas evidéncias reforcam a importancia do germoplasma do milho da América do Sul na
evolucdo e diversificacdo da espécie. O processo de manejo e conservacdo da espécie realizado pelos
agricultores e indigenas, desde os tempos remotos, € um processo continuo que alcanca o presente. O
continente sul americano abarca pools génicos exclusivos, que evoluiram durante milénios. Por este fato,
as medidas de conservacdo da espécie neste continente devem ser prioritarias tanto quanto ocorre na

Mesoameérica.

2.3. Genética da domesticacdo: como o milho foi domesticado e quais foram as

consequéncias?

O milho é uma espécie diploide (2n=20) e o seu genoma apresenta 40.000 genes, em 10 pares
cromossomos (Nannas e Dawe, 2015). A espécie apresenta um elevado nimero de genes duplicados ou
quadruplicados, o que pode aumentar as possibilidades de surgir uma variacdo genética benéfica e diminuir
0 impacto de uma mutacdo prejudicial. O genoma da espécie é constituido por 2,3 bilhdes de bases de DNA
e aproximadamente 85% do mesmo s&o elementos de transposi¢do (Gore et al., 2009; Schnable et al., 2009;
Soderlund et al., 2009; Springer et al., 2009; Vielle-Calzada et al., 2009). Os elementos de transposicao,
também conhecidos como transposons, sdo segmentos lineares de DNA capazes de mudar de posic¢ao dentro
do genoma, independentemente da homologia entre a regido onde se encontram inseridos e o local ao qual
se destinam (McClintock, 1950).

O processo de domesticacao resultou em uma série de mudangas morfoldgicas entre o teosinto
silvestre e o milho cultivado. Estas alteracBes morfoldgicas em relagdo as caracteristicas originais sdo
definidas como sindromes da domesticacdo. A observagdo das estruturas intermedidrias entre as espécies
que ocorrem em sua descendéncia sugeriram diferentes interpretac6es sobre a evolucdo do milho (Figura
3). A intervencdo humana foi uma condicdo indispensavel para essa transformacéo e a origem da espécie
cultivada. Estas alteracBes envolveram desde a mudanca da arquitetura da planta (Doebley et al., 1997,
2006; Studer e Doebley, 2012) até caracteristicas associadas aos drgdos reprodutivos da espécie (lltis, 1983;
Beadle, 1972, 1980; Doebley et al., 1990; Doebley e Stec, 1991; Dorweiler e Doebley, 1997).
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Figura 3. Evolugdo do milho a partir do teosinto: mudancas estruturais na espiga do milho ao longo do tempo. As
espigas do esquema foram extraidas de Kistler et al. (2018).

Segundo a teoria da transmutacéo sexual catastrdfica do milho, a inflorescéncia feminina do
milho (espiga) foi derivada da inflorescéncia masculina do teosinto (penddo). Com base nas hipdteses de
Iltis (1983), este fendmeno ocorreu por meio de um processo conhecido como assimilacdo genética, e ndo
por consequéncia de uma mutacdo genética (lltis, 1983). No entanto, outros estudos complementares
constataram que estas diferencas morfologicas entre as inflorescéncias femininas de milho e teosinto
ocorreram devido a uma série de mutacGes as quais envolveram apenas cinco genes, localizados em quatro
cromossomos (Beadle, 1972, 1980; Doebley et al., 1990; Doebley e Stec, 1991; Dorweiler e Doebley,
1997). Este evento alterou a distribuicdo de nutrientes na planta e causou esta mudanca morfolégica
drastica, que de alguma forma e por algum motivo foi apreendido pela selecdo humana (lltis, 1983).

Em relacdo a arquitetura da planta, o gene thl (teosinte branchedl) foi identificado como um
QTL (locos de caracteristicas quantitativas) de grande efeito no controle da diferenca de dominancia apical
entre o milho e o teosinto. Este gene pertence a familia de reguladores transcricionais, uma classe de genes
envolvidos na regulacdo transcricional dos genes do ciclo celular. O tb1 controla a ramificacdo da parte
aérea, e reprime o crescimento de meristemas axilares e elongacdo dos ramos, pelo seu efeito repressor do
ciclo celular (Doebley et al., 1997, 2006; Studer e Doebley, 2012). Foi comprovado que houve a insercdo
de um retroelemento nas seqliéncias regulatérias do gene tbl. O efeito provocado por esta insercdo
(alteragdo da arquitetura da planta) foi alvo da sele¢do humana durante a domesticacdo do milho a partir de
seu parente silvestre, o teosinto. Foi diagnosticado que o alelo de inser¢do estava presente em baixa
frequéncia nas populacdes de teosinto antes do processo de selecdo (Tsiantis, 2011), o que leva a crer que
as plantas que continham este alelo, bem como suas modificacGes na arquitetura da planta, foram as
selecionadas pelo ser humano.

Dentre as diversas consequéncias do processo de domesticacdo do milho observamos a
transformacdo de uma espiga pequena do teosinto, com gréos facilmente dispersos, para uma espiga de
milho com grande quantidade de gréos fortemente ligados a raquis. O teosinto apresenta axila com varias
folhas, elevada quantidade de espigas pequenas e frageis, cada espiga com seis a 12 sementes, em uma ou
duas fileiras. O milho, por sua vez, apresenta uma ou mais espigas grandes, com muitas fileiras, ndo frageis
(Hake e Ross-Ibarra, 2015). O Quadro 1 e a Figura 4 apresentam caracteristicas contrastantes que apontam

tragcos do processo de domesticag¢do do milho.
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Quadro 1. Caracteristicas morfoldgicas contrastantes do ancestral teosinto e do milho relacionadas ao processo de
domesticacéo do milho.

Teosinto Milho
Arquitetura: muitos ramos laterais Arquitetura: um ramo (colmo) principal
1 ou 2 fileiras de gréos 4 ou mais fileiras de gréos
Espiguetas simples Espiguetas aos pares
Glumas externas duras Glumas externas macias
Espigas deiscentes Espigas ndo deiscentes
Inflorescéncias laterais masculinas Inflorescéncias laterais femininas
Ramos laterais primarios longos Ramos laterais primarios curtos

Teosinto

Teosinto

Figura 4. Caracteristicas morfolégicas da planta (A) e da espiga (B) do teosinto e do milho. Fonte: Yang et al. (2019),
adaptado de Doebley et al. (1990).

Apesar das diferencas morfoldgicas, o milho e o teosinto podem se cruzar naturalmente no
campo e gerar descendentes férteis. A conservacdo das espécies de teosinto € relevante e deve ser
considerada como uma fonte de diversidade genética para o milho. Além disto, é considerado um
germoplasma Util para programas de pré-melhoramento e melhoramento genético que visam introgressédo
de resisténcia a fatores bidticos e abidticos (Nault et al., 1982; Cohen e Galinat, 1984). Cruzamentos de
teosintos Z. [luxurians e Z. mexicana, permitiram aumentar a tolerdncia ao calor e a seca sem afetar
significativamente o rendimento de grio (Sanchez, 2011). O germoplasma de Z. mexicana também foi
incorporado a uma linhagem de milho resultando em linhagens com resisténcia a diversas doengas da
espiga, além disso, os contetidos de proteina e alguns aminoacidos essenciais aumentaram (Wang et al.,
2008). E, para os agricultores, o teosinto ¢ considerado uma forrageira de qualidade para a bovinocultura
de leite (Silva et al., 2015).

Os parentes silvestres estdo relacionados com as espécies cultivadas, no entanto seguem o
processo de evolucdo, sob selecdo natural e menor intervengdo humana, e se adaptam a ambientes extremos
tal como calor e frio, secas e alagamentos, constituindo um pool génico em resposta as mudancas climéticas

para uso futuro.
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2.4. Por que os humanos domesticaram o milho?

Os estudos sobre a domesticacdo do milho abordaram e forneceram respostas associadas,
principalmente, as perguntas “onde?”, “quando?” ¢ “como?” 0 milho foi domesticado. A pergunta “por
qué?” a espécie foi domesticada foi menos discutida na literatura cientifica e, portanto, merece esforgos
para encontrar respostas, afinal: “para qual finalidade o milho foi utilizado pelos humanos no processo de
domesticacdo?”.

No processo de domesticacdo existem dois tipos de selecdo que atuam e se complementam: i)
selecdo consciente as caracteristicas de interesse; e ii) selecdo inconsciente provocada por mudancas
ecoldgicas em consequéncia da retirada de plantas de seus ambientes silvestres e transportadas a novos
ambientes manejados por humanos, distintos dos locais originais (Zohary, 2004). Neste dltimo caso,
geralmente, as mudancas morfoldgicas das plantas sdo consideradas de baixo impacto (Rindos, 1984).

Darwin foi o primeiro a levantar a questdo de intencionalidade sobre a origem e a domesticagdo
de plantas. Ele usou a terminologia selecdo inconsciente e selecdo metodica e sugeriu que 0S povos
“primitivos” praticavam selegdo inconsciente € os povos “civilizados” praticavam sele¢do consciente. A
selecdo inconsciente foi defendida, principalmente, por muitos cientistas naturais e a selegdo consciente por
cientistas sociais (Clement et al., 2009). Segundo Zeder (2006), os primeiros atos de domesticacdo da
paisagem e das populacdes de plantas e animais poderiam ser inconscientes, mas logo que produzissem um
efeito positivo, passariam a ser repetidos de forma consciente, justamente porque geraram beneficios.

Para além dos fatores associados a selecdo, um dos motivos que tentam explicar o que levou 0s
cacadores-coletores a mudarem o seu estilo de vida e iniciar o processo de domesticacao, estdo as mudangas
climéticas ocorridas no final do Pleistoceno, as quais promoveram a concentracdo de humanos e animais
em &reas férteis isoladas devido a presenca local de agua. Este evento envolveu a evolugédo gradual, irregular
e independente em distintas espécies de forma sincronizada em diferentes ambientes (Evans, 1993).

A selec@o consciente, atribuida as caracteristicas de interesse, ocorre porque a espécie é
considerada Util aos humanos por algum motivo. Algumas hipéteses sugeriram gque o milho foi uma cultura
secundaria, ou seja, a cultura ndo era a principal fonte de alimento, e assim a sua maior dispersdo ocorreu
antes da espécie se desenvolver como principal cultura cultivada (Blake, 2006; Piperno, 2011). lltis (2000)
sugeriu que o agucar do colmo da planta foi, inicialmente, mais importante que os gréos. Essa ideia se
complementa com os estudos de Smalley e Blake (2003), os quais apontam que o milho foi utilizado
primeiramente para produzir bebidas fermentadas e alcéolicas, sendo utilizadas para consumo em rituais,
eventos festivos e culturais. Entretanto, a deteccéo de amido dos grdos em locais de antiga domesticacdo e
a falta de fitdlitos do colmo (Piperno et al., 2009) ndo sustentam estas hipéteses.

Por outro lado, o teosinto possui capacidade de expansdo e estoura tal como o milho pipoca.
Paterniani et al. (2000) mencionaram a capacidade de expansdo do teosinto e consideraram o milho pipoca
um dos mais primitivos na escala evolutiva da espécie. A descoberta da capacidade de expansdo do grao,
seguramente, esta associada ao manejo e uso do fogo pelos povos pré-historicos. Outros autores apoiam a
teoria de que o milho pipoca provavelmente corresponde ao primeiro e ao menor nivel de domesticacao da
espécie (Wellhausen et al., 1951; Contreras et al., 2006). Piperno et al. (2009) caracterizaram amostras
arqueolégicas de milho, encontradas na regido do Vale do Rio Balsas, no México, que apresentaram
caracteristicas do endosperma do tipo pipoca.
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Estas hipdteses se baseiam no fato de que a pipoca ainda apresenta algumas caracteristicas
consideradas “silvestres”, tal como grdos menores, maior prolificidade, presenca de perfilho (gene thl),
endosperma muito rigido (Ziegler, 2001) e formato de grdo pontiagudo, em algumas racas. O seu consumo,
inicialmente, supostamente se deu na forma de milho assado ou dos gréos estourados, com o uso do fogo.
Além disso, foram identificados fragmentos de palha, espiga e grdo de milho pipoca datados de ~6.700
anos AP nos sitios arqueoldgicos de Paredones e Huaca Prietra, no Peru (Grobman et al., 2012).

Analises genéticas demonstraram que as racas de pipoca Cristalino de Chihuahua, Palomero de
Chihuahua e Palomero mostraram-se mais proximas geneticamente as populacdes de teosinto (Matsuoka
et al., 2002). Em periodos mais antigos os graos de milho se assemelhavam aos do tipo pipoca (Brieger et
al., 1958; Grobman et al., 2012), surgindo posteriormente os milhos de gréo duro, farinaceos, dentados
(Brieger et al., 1958) e doces. As fracOes protéicas do grao de milho podem variar de acordo com o tipo de
grdo em consequéncia da acdo de genes mutantes. Foram descobertos varios genes capazes de modificar o
tipo de endosperma (Bjarnason e Vasal, 1992). Sequndo Brieger et al. (1958), os diferentes tipos de gréo,
usos e preferéncias dos agricultores se relacionam com diferentes etapas do processo de domesticacdo do
milho.

No Brasil e em outros paises das terras baixas sul-americanas, os povos indigenas Guarani
cultivavam e utilizavam as racas pipocas Avati Pichinga e Avati Pinchiga Ihd para a alimentacdo humana
em suas aldeias (Brieger et al., 1958; Paterniani e Goodman, 1977). O uso do milho como pipoca poderia
ser uma hipétese a ser considerada no processo inicial de domesticagdo. A pergunta “por que?” 0 milho
foi domesticado ainda permanece sem respostas e merece ser melhor investigada para preencher as lacunas

cientificas e ampliar o conhecimento sobre os usos do milho na Histéria.

2.5. Dispersao do milho nas Americas: o evento que ampliou a diversidade

genética

A data de ocupagdo humana nas Américas tem sido discutida pela comunidade cientifica por
meio de dados arqueoldgicos (Prous, 1997; Roosevelt et al., 1996; Goebel et al., 2008), linguisticos (Walker
e Ribeiro, 2011; Brown et al., 2014), biol6gicos e genéticos (Neves et al., 1989; Pena et al., 1989; Neves et
al., 2007; Goebel et al., 2008). Estas informaces sdo Uteis para estudos evolutivos de espécies de plantas
cultivadas. Ao longo de sua dispersdo pelo continente, 0s humanos comegaram a utilizar espécies de plantas
e selecionar caracteristicas favoraveis (Harlan, 1971, 1975; Gepts e Debouck, 1991; Pickersgill, 2007;
Hilbert et al., 2017; Watling et al., 2018). Considerando que o milho é uma espécie domesticada e sua
sobrevivéncia é totalmente dependente do manejo da espécie humana, sua dispersdo para diversas regifes
se deu por meio das migrages humanas (Brown et al., 2014).

A dispersdo do milho pelo continente americano esta associada a processos adaptativos, diversos
habitas e contextos socioculturais, o que faz com que esse cereal seja uma cultura com grande variabilidade
genética (Brieger et al., 1958). A cultura do milho é considerada uma das mais antigas do novo mundo. As
populacdes de milho em condigGes parciais de domesticacdo foram dispersas do centro de origem, em duas
diregdes. A primeira iniciou-se no México, seguindo pelo Oeste e Norte do pais, passando pelo Sudoeste e
Leste dos Estados Unidos (Hart et al., 2007), e continuou até o Leste do Canada (Vigouroux et al., 2008).

A segunda via se deu pelas terras altas do México até o Oeste e Sudoeste das terras baixas, seguindo pela
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Guatemala, até chegar a América do Sul. Amostras arqueoldgicas foram encontradas ha ~7.500 anos AP
no Panama (Piperno et al., 1985). Registros arqueoldgicos indicaram que a espécie alcancou as terras baixas
da América do Sul ha pelo menos ~7.150 anos AP no Equador (Stothert, 1985; Pearsall e Piperno, 1990),
~6.700 anos AP no Peru (Grobman et al., 2012) e ~6.500 anos AP, na regido Sudoeste da Amazénia, no
Lago Rogaguado, Bolivia (Brugger et al., 2016).

Estudos genético-evolutivos, realizados por meio de amostras modernas e arqueoldgicas de
milho, sugeriram que houveram diferentes ondas introdutérias de milho na América do Sul, em diferentes
épocas. A dispersdo do milho ao longo dos Andes ocorreu independente da dispersdo das terras baixas do
continente (Freitas, 2001; Freitas et al., 2003; Freitas e Bustamante, 2013). Estes estudos demonstraram
que o processo de dispersdo da espécie no continente sul americano contribuiu para a divisdo dos dois
maiores grupos genéticos do milho, o grupo andino e outro das terras baixas da América do Sul (Matsuoka
et al., 2002; Vigouroux et al., 2008; van Heerwaarden et al., 2011). Os padroes “terras altas” e “terras
baixas”, de modo geral, apresentaram-se bem estabelecidos em suas regides originais. Este isolamento de
padrbes ocorreu, sobretudo, devido a barreiras culturais referentes as populagdes humanas (Freitas et al.,
2003; Freitas e Bustamante, 2013; Kistler et al., 2018).

Os registros linguisticos mais antigos na América do Sul para o milho foram de ~5.000 anos AP,
envolvendo a regido amazonica. A familia linguistica indigena Arawak é a maior do continente sul
americano e apresenta grande expansdo na regido Norte do Brasil e nas regifes adjacentes (Walker e
Ribeiro, 2011; Aikhenvald, 2013). Este grupo foi o primeiro a considerar a cultura do milho como muito
importante (Brown et al., 2014). Os Arawaks se dispersaram a partir da Amazénia Ocidental ao longo das
terras baixas, em diferentes épocas, a partir de um ponto originario no Oeste da Amazodnia em diferentes
direcGes: Norte, Sul e Centro do pais (Walker e Ribeiro, 2011; Aikhenvald, 2013) (Figura 5). Partindo do
principio de que o milho foi adotado por este grupo indigena em tempos remotos, a dispersdo mais antiga
da espécie, na regido, muito provavelmente ocorreu junto a expansdo Arawak e pelo intercdmbio entre

grupos humanos ao longo do continente.

< Circum-Caribbean
,/%ax e %

SN i\
/ /| o
[ ~
v, 5
{ /L__\L-,_‘_ 3
§ /: R
\ \ 4 \
\‘ g% \}\\ Central
\ P 1 Brazil
\ ] \\\\
7 A
\ { 1 South
o ¥ L |
4
r\ /
) 3 ¥

Figura 5. Migragdo do grupo indigena Arawak nas terras baixas da América do Sul, baseado no modelo linguistico
proposto por Walker e Ribeiro (2011).
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Outros registros linguisticos foram observados de ~3.000 anos AP, no Mato Grosso; e de ~2.000
anos AP, no Sul do Brasil (Brown et al., 2014). Em Rondbnia, foram datados de ~2.000 anos AP, onde foi
concentrada a presenca de cinco grupos indigenas diferentes, incluindo os Tupis-guaranis (Brown et al.,
2014).

Com a descoberta da América, os colonizadores europeus tomaram contato pela primeira vez
com o milho (Paterniani, 1998; Mir et al., 2013) e passaram a cultivar diferentes racas antigas da espécie
(Paterniani e Goodman, 1977; Paterniani, 1998). O milho s6 passou a ser conhecido pelos europeus quando
Colombo retornou a Europa, levando consigo o milho encontrado em Cuba. Posteriormente, alcangou a
Africa e a Asia até conquistar o comércio global (Mir et al., 2013). Ao longo dos anos, o Brasil recebeu
imigrantes de muitos paises e diversas sementes foram introduzidas no territorio, tal como sementes de
milho dentado trazidas por imigrantes ap6s a Guerra de Secessdo dos Estados Unidos, por volta de 1868.
A mistura entre as variedades nativas e introduzidas gerou novas variedades de milhos dentados e semi-
dentados (Paterniani, 1998).

O processo de dispersdo do milho esteve e estd associado ao surgimento de centros de
diversificacdo da espécie em diferentes contextos ambientais e socioculturais. Os centros de diversidade
devem ser vistos como centros de acumulagéo de germoplasma e de domesticacéo in situ (Harlan, 1992).
A existéncia desses centros de diversidade foi ocasionada pela hibridacdo entre populacdes, manejo e
selecdo pelo ser humano em ambientes diversos (Kato et al., 2009). Os agricultores sdo 0s principais
protagonistas neste processo uma vez que estdo inseridos a sistemas dindmicos de manejo capazes de
selecionar, modificar e incrementar a diversidade de variedades locais de milho ao longo do tempo (Louette
etal., 1997; Louette e Smale, 2000). A variabilidade genética permite uma maior adaptacao dos cultivos as
mudancas climaticas globais e constitui a base genética para agricultores familiares. Além disso, a
variabilidade garante a seguranca alimentar e incorpora valores sociais e culturais.

As regides de Chiapas, Mesa Central e Sierra Madre Ocidental sdo indicadas como centros de
diversidade genética de milho no México (Kato et al., 2009). A Bolivia e o Peru apresentam o0 maior nimero
de racas de milho catalogadas da América, com 77 e 66 racgas, respectivamente, superando o México (65
racas), centro de origem da espécie (Serratos, 2009). As terras baixas da América do Sul, regifes com
altitude abaixo de 1500 metros, as quais envolvem o Brasil e areas adjacentes (Argentina, Uruguai,
Paraguai, terras baixas da Bolivia e as Guianas) sdo consideradas um centro secundario de diversidade de
milho, com 19 racas e 23 sub-ragas (Brieger et al., 1958; Paterniani e Goodman, 1977).

No ambito microrregional, foi identificado um micro-centro de diversidade de milho localizado
no Sul do Brasil, na regido do Extremo Oeste do estado de Santa Catarina, o qual envolve uma érea de ~
558.646 km? (Costa et al., 2017). Os micro-centros de diversidade estdo relacionados a areas geograficas
muito restritas, dentro dos quais é acumulada significativa diversidade (Harlan, 1971, 1992). O centro de
diversidade ‘Brasil/Paraguai’, proposto por Vavilov, o qual envolve esta regido, est4 associado a elevada
densidade populacional de indios Guarani no passado (Vavilov, 1992). Os indigenas Guarani sdo
conhecidos por cultivarem, principalmente, variedades de milho pipoca (Paterniani e Goodman, 1977). Esta
regido, no sul do Brasil, apresentou um elevado nimero de variedades locais de milho (1.513, no total),
associado a uma expressiva riqueza de caracteristicas morfoldgicas do grdo, usos, origem, tempo de

conservacao (Costa et al., 2017) e, também pela presenga de parentes silvestres pertencentes a espécie de
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teosinto Zea luxurians (Silva et al., 2015). E provavel que existam outros micro-centros de diversidade de
milho em outras regiBes das terras baixas da América do Sul, o que refor¢a a importancia da realizagéo de
novas pesquisas que tenham como objetivo a identificacdo de outras microrregides com importante
diversidade nesta amplitude geogréfica.

A diversidade genética de variedades locais de milho foi caracterizada em distintas regides,
considerando caracteristicas: i) morfologicas (Brieger et al., 1958, Louette et al., 1997; Carvalho et al.,
2008; Costa et al., 2017; Silva et al., 2017); ii) moleculares (Matsuoka et al., 2002; Vigouroux et al., 2008;
van Heerwaarden et al., 2011; Silva et al., 2015; Kistler et al., 2018); iii) etnoboténicas (Bellon e Brush,
1994; Louette et al., 1997; Louette e Smale, 2000; Costa et al., 2017); iv) bioquimicas (Kuhnen et al., 2009,
2010a,b, 2011, 2012; Uarrota et al. 2011a,b); e v) citogenéticas (McClintock et al., 1981; Poggio et al.,
1998; Realini et al., 2018). Em Cuzapala, no México, as variedades brancas estavam associadas aos usos
gastronémicos, as variedades roxas foram consideradas mais doces e, geralmente, consumidas assadas na
fase leitosa do grdo, enquanto que as variedades amarelas associaram-se, principalmente, a alimentacao
animal (Louette et al., 1997). No Arquipélogo da Madeira, variedades locais de milho foram caracterizadas
por meio de descritores morfologicos e reprodutivos. As analises identificaram a formacdo de quatro grupos
associados a cor do grdo. Observou-se a predominancia do tipo de grdo duro e as cores variaram do branco
ao amarelo, e raramente vermelho (Carvalho et al., 2008). No micro-centro de diversidade de milho
identificado no Sul do Brasil, os resultados também demonstraram que a riqueza de usos associados aos
grupos morfolégicos das variedades crioulas. Foram identificados 59 grupos morfolégicos distintos, aos
quais sdo atribuidas caracteristicas do grdo como tipo de endosperma, cor e tamanho do gréo (Costa et al.,
2017).

Uma caracterizacdo molecular realizada, por meio de marcadores RAPD, em 81 variedades do
Sul do Brasil (oriundas principalmente do estado do Parand), diagnosticou dois grandes grupos genéticos,
0s quais associaram-se a cor e tipo de gréo (Carvalho et al., 2004). A cor do grdo destas variedades associou-
se também ao uso pelos agricultores, uma vez que as variedades brancas foram indicadas para a fabricacdo
de farinha e para o consumo humano, e as variedades amarelas para a alimentacéo animal, principalmente.

Variedades locais de milho foram caracterizadas por meio de marcadores microssatélites (SSR)
(Matsuoka et al., 2002; Vigouroux et al., 2008) e single nucleotide polymorphisms (SNPs) (van
Heerwaarden et al., 2011; Kistler et al., 2018). Estas pesquisas estudaram a relagdo da diversidade genética
do milho e regido de origem geogréfica para elucidar aspectos de evolucdo, domesticagdo e dispersdo da
espécie no continente americano.

A identificacdo de regibes de diversidade pode auxiliar no desenvolvimento de estratégias e
indicacao de &reas prioritarias para conservacdo. A evolugdo das variedades locais de milho em regifes
geograficas com caracteristicas edafoclimaticas, de relevo e altitude diferentes daquelas encontradas em
seu centro de origem pode contribuir para ampliar a diversidade e o pool génico do milho. O entendimento
sobre o processo de dispersdo e a identificacdo de areas de diversidade, bem como a caracterizagdo das
variedades locais, é relevante uma vez que permite delinear estratégias de conservagao e 0 uso dos recursos

genéticos da espécie.
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3. PADROES DE DISPERSAO DA DIVERSIDADE GENETICA DO
MILHO NAS TERRAS BAIXAS DA AMERICA DO SUL

RESUMO

As terras baixas da América do Sul surgem com notavel importancia no processo
evolutivo do milho, devido a novas evidéncias que sugerem que o milho se dispersou do
México e chegou nesta regido em estado parcial de domesticacdo. O objetivo desta pesquisa
foi estudar os padrbes de dispersdo da diversidade genética do milho nesta porcao do
continente. Foram caracterizados 184 acessos de milho do Brasil e Uruguai por meio de 5.313
marcadores moleculares de polimorfismo de nucleotideo tUnico (SNPs), obtidos pela técnica
de Diversity Arrays Technology (DArTseq). Os acessos foram caracterizados quanto ao tipo
de endosperma e associados as familias linguisticas indigenas relacionadas as respectivas
regides de origem. A diversidade genética foi avaliada por meio da Analise Discriminante de
Componentes Principais (DAPC), analise de agrupamento (método Neighbor-Joining e
distancia genética de Nei), estruturacdo genética sugerida pelo software ADMIXTURE e
distintos parametros de diversidade. Foram identificados quatro grupos genéticos pela DAPC
e seis grupos pela analise de agrupamento, compativel ao nimero de grupos indicados pelo
ADMIXTURE. Os grupos se estruturaram pela predominancia de tipos de endosperma
especificos: pipoca; duro e semi-duro; farinaceo; e farinaceo associado a raga Entrelacado.
A andlise de agrupamento identificou padrdes de conexao inter-regional, os quais sugeriram
movimentos de dispersdo. Os padrGes genéticos regionais foram associadas aos registros
arqueoldgicos da espécie e as migragcdes humanas Arawak e Tupi, 0 que permitiu sugerir as
hipoteses de dispersdo do milho nas terras baixas da América do Sul. A partir de um ponto
originario no Sudoeste da Amazénia surgiram diferentes rotas migratdrias que se dispersaram
para o interior e sul do continente. A presente pesquisa ainda sugere a hipétese de dois
potenciais centros de diversificacdo do milho nas terras baixas da América do Sul, que
envolvem o Sudoeste da Amazodnia e a regido do Pampa do Brasil e Uruguai.

Palavras-chaves: migracao, variedades locais, Zea mays ssp. mays, centro de diversificagao,
variabilidade genética, marcadores SNPs.
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Dispersion patterns on the genetic diversity of maize in the lowlands of South

America
ABSTRACT

The lowlands of South America arise with remarkable importance in the
evolutionary process of maize, due to new evidence that suggests that maize dispersed from
Mexico and arrived in this region in a partial state of domestication. The objective of this
research was to study the dispersion patterns of the genetic diversity of maize in this portion
of the continent. A total of 184 maize accessions from Brazil and Uruguay were characterized
by 5,313 single nucleotide polymorphisms (SNPs), obtained by the Diversity Arrays
Technology (DArTseq) technique. The accessions were characterized as to the type of
endosperm and associated with indigenous language families related to the respective regions
of origin. Genetic diversity was assessed using Discriminant Analysis of Principal
Components (DAPC), cluster analysis (Neighbor-Joining method and Nei’s genetic
distances), genetic structure suggested by ADMIXTURE software and different diversity
parameters. Four genetic groups were identified in the DAPC and six groups in the cluster
analysis, compatible with the number of groups indicated by the ADMIXTURE. The groups
were structured by the predominance of specific types of endosperm: popcorn; flint and semi-
flint; floury; and floury associated with the Entrelagado race. The cluster analysis identified
interregional connection patterns, which suggested dispersion movements. The regional
genetic patterns were associated with the archaeological records of the species and with the
Arawak and Tupi human migrations, suggesting the hypotheses of maize dispersion in the
lowlands of South America. From a point of origin in the Southwest of the Amazon, different
migratory routes emerged and dispersed to the interior and south of the continent. The
research also suggests the hypothesis of two potential maize diversification centers in the
lowlands of South America, which involve the Southwest of the Amazon and the Pampa
region of Brazil and Uruguay.

Keywords: migration, landraces, Zea mays ssp. mays, center of diversification, genetic
variability, SNPs markers.
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3.1. INTRODUCAO

A cultura do milho (Zea mays ssp. mays L.) apresenta grande importancia econémica e
sociocultural no mundo. Pesquisas cientificas recentes demonstraram que o processo de domesticacéo da
espécie foi mais complexo do que se pensava (Vallebueno-Estrada et al., 2016; Ramos-Madrigal et al.,
2016) e sugeriram que o milho se dispersou do México e chegou nas terras baixas da América do Sul em
estado parcial de domesticagéo (Kistler et al., 2018). Estas evidéncias sugerem que o germoplasma de milho
das terras baixas sul americanas constitui um pool génico importante para o estudo dos processos evolutivos
da espécie. A dispersdao do milho pelas Américas esta associada a um grande nimero de modificacdes
adaptativas, o que faz com que esse cereal seja uma cultura com grande variabilidade genética (Brieger et
al., 1958). Este historico de migracdo da espécie para diferentes regides permitiu o surgimento de centros
de diversificacdo da espécie, em diferentes ecorregides. A regido das terras baixas da América do Sul, a
qual abarca areas com altitudes inferiores a 1.500 m (72% do continente sul americano), é considerada
centro secundario de diversidade genética do milho (Brieger et al., 1958; Paterniani e Goodman, 1977). No
entanto, distintos estudos que avaliaram a diversidade genética da espécie realizados até agora envolveram
uma amostragem reduzida de acessos de milho desta zona (Matsuoka et al., 2002; Freitas et al., 2003;
Vigouroux et al., 2008; van Heerwaarden et al., 2011; Freitas e Bustamante, 2013; Bustamante et al., 2014;
Bedoya et al., 2017; Kistler et al., 2018), o que sugere a necessidade de prospecg¢do e caracterizagdo do
milho da regido. O objetivo desta pesquisa foi estudar os padrdes de dispersdo da diversidade genética do
milho nesta porcéo do continente.

O processo de domesticacdo do milho se originou a partir de populaces de Zea mays ssp.
parviglumis, no sul do México, ha aproximadamente 9000 anos antes do presente (AP) (Matsuoka et al.,
2002; Piperno et al., 2009). Um estudo recente sugeriu que o milho chegou nas terras baixas da América
do Sul em estado parcial de domesticacdo (Kistler et al., 2018), onde sua diversificacdo continuou. No
milho arqueoldgico do vale do Tehuacan - México, datado de 5310 anos AP, os locos da domesticacdo
teosinte branchedl (tbl) e brittle endosperm2 (bt2) j& haviam perdido a maior parte da variabilidade
nucleotidica presente nos teosintos de Balsas, enquanto os locos teosinte glume architecturel (tgal) e
sugaryl (sul) conservavam niveis parciais de variabilidade nucleotidica ausentes no milho moderno
(Vallebueno-Estrada et al., 2016). Outra pesquisa, que analisou estas mesmas amostras arqueoldgicas de
Tehuacan, observou que apesar das semelhangas genéticas ao milho moderno, haviam muitos genes
associados as caracteristicas chave da domestica¢ao do teosinto, contrastando fortemente com os alelos
associados as ragas de milho moderno (Ramos-Madrigal et al., 2016).

Estes resultados sugeriram um estado de domesticacdo parcial deste milho arqueol6gico (Ramos-
Madrigal et al., 2016; Vallebueno-Estrada et al., 2016), sendo que nesta época registros comprovaram que
o milho ja havia chegado na América do Sul ha pelo menos ~7150 anos AP no Equador (Stothert, 1985;
Pearsall e Piperno, 1990), ~6700 anos AP no Peru (Grobman et al., 2012), ~6500 anos AP nas terras baixas
amazoOnicas da Bolivia (Brugger et al., 2016), ~5300 anos AP em Ronddnia, Brasil (Hilbert et al., 2017) e
4190 anos AP no Uruguai (Iriarte et al., 2004). As anélises gendmicas realizadas por Kistler et al. (2018)
corroboraram com estas hipéteses e demonstraram que as populacfes de milho apresentaram assimetria na

ancestralidade com parviglumis, o que reforca a teoria de que as populagfes ancestrais do milho sul
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americano se dispersaram do México em estado parcialmente domesticado, tornando-se isolado do pool
génico das populacgdes de teosinto do México (Kistler et al., 2018).

A dispersdo durante e apds o evento de domesticagdo é o inicio do acimulo da variabilidade,
mesmo que, durante este processo, cada evento migratdrio seja um novo efeito fundador. Se a disperséo é
ampla e ocorreu hd muito tempo, um conjunto de metapopulacdes se desenvolve e acumula variabilidade
pelo intercdmbio de amostras de populagfes por parte dos agricultores, pelo fluxo génico entre variedades
e ocorréncia de mutacGes (Louette et al., 1997). A existéncia dos centros de diversidade do milho foi
ocasionada pela hibridacéo de populacdes diversificadas, associada as pressdes de selecédo realizadas pelo
ser humano (Perales e Golicher, 2014) e por aquelas impostas pelos ambientes diversos onde o milho foi
cultivado. A dispersdo do milho ocorreu desde o inicio do seu processo de domesticacdo (Piperno e
Flannery, 2001; Pohl et al., 2007; Grobman et al., 2012), em duas dire¢cdes. Uma onda migratoria iniciou-
se no México, seguiu pelo Oeste e Norte do pais, passando pelo Sudoeste e Leste dos Estados Unidos, e
continuou até o Leste do Canada (Matsuoka et al., 2002; Vigouroux et al., 2008). A outra via se deu pelas
terras altas do México até o Oeste e Sudoeste das terras baixas, seguiu pela Guatemala, até chegar na
Ameérica do Sul (Stothert, 1985; Pearsall e Piperno, 1990).

No continente sul americano, a dispersdo do milho nas terras baixas ocorreu independente da
dispersdo ao longo dos Andes (Freitas et al., 2003; Freitas e Bustamante, 2013). Estudos demonstraram que
0 processo de dispersdo da espécie no continente sul americano contribuiu para a divisdo dos dois maiores
grupos genéticos do milho, o grupo andino e outro das terras baixas da América do Sul (Matsuoka et al.,
2002; Freitas et al., 2003; Lia et al., 2007; Vigouroux et al., 2008; van Heerwaarden et al., 2011; Freitas e
Bustamante, 2013; Bedoya et al., 2017). Estes estudos sugeriram que as ragas de milho das terras baixas da
América do Sul apresentam mais relacdo com as racas da América Central do que com as ragas dos Andes
(Freitas et al., 2003; Vigouroux et al., 2008; van Heerwaarden et al., 2011; Freitas e Bustamante, 2013;
Bedoya et al., 2017). No entanto, Kistler et al. (2018) apontaram que um grupo genético de milho chegou
no Sudoeste da Amazdnia e a partir desta regido se dividiu, dando origem ao grupo andino (que ficou mais
isolado) e ao grupo das terras baixas. Sugeriu-se ainda que, posteriormente, uma nova leva de milho chegou
na parte norte costeira do continente. As antigas racas de milho do México néo estdo diretamente associadas
as racas consideradas primitivas da América do Sul, o que sugere uma longa separacdo temporal entre as
racas destas regifes (Bedoya et al., 2017). O isolamento entre estes grupos ocorreu, sobretudo, devido a
isolamentos culturais referentes as popula¢des humanas do passado.

O milho é uma espécie cultivada e sua dispersdo se deu por meio da migragdo humana ou
intercdmbio amistosos ou ndo entre grupos humanos ao longo do continente. Um estudo foi realizado, a
partir de dados linguisticos, com o intuito de estabelecer quando e onde o milho desenvolveu importancia
para diferentes grupos humanos pré-historicos nas Américas (Brown et al., 2014). A reconstrugdo
linguistica mais velha referente ao milho (6591 anos AP) (Brown et al., 2014) esta localizada préximo a
regido do inicio da domesticacdo no vale do rio Balsas, México (Matsuoka et al., 2002). De forma geral, as
determinac0es identificadas concordaram com as informagdes precedentes em relacdo ao tempo e espaco
da domesticacdo e dispersdo da espécie (Brown et al., 2014). Nas terras baixas da América do Sul, a
reconstrugdo linguistica mais antiga foi de 4400 anos AP de um grupo Arawak, na regido amazonica. Outros

registros foram observados de 3000 anos AP, no Mato Grosso, e de 2000 anos AP, no Sul do pais. Em
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Rond6nia, foram estimados em 2000 anos AP, onde foi concentrada a presenca de cinco grupos indigenas
diferentes, incluindo os Tupi (Brown et al., 2014).

A familia linguistica indigena Arawak é a maior da América do Sul e apresenta grande expansdo
nas regides adjacentes ao Brasil (Walker e Ribeiro, 2011; Aikhenvald, 2013). O milho chegou as terras
baixas da América do Sul ha pelo menos ~6500 anos AP (Brugger et al., 2016) e os indigenas Arawak
foram os primeiros a considerar a cultura importante o suficiente para ter nomes que reconstroem até 4461
anos AP (os termos para milho referente a proto-linguagem Arawak do Sul, Arawak e Arawak do Norte
correspondem a Sinki, mariki e mariki, respectivamente) (Brown et al. 2014). O grupo Arawak se dispersou
a partir da Amazodnia Ocidental ao longo das terras baixas, com distribuicdo geografica pela periferia da
bacia amazonica, tanto pelo Sul quanto pelo Norte (Walker e Ribeiro, 2011; Aikhenvald, 2013). Ja o grupo
indigena Tupi apresenta a maior populacéo e extensdo territorial dentro do Brasil (Aikhenvald, 2013). O
modelo linguistico de Schmitz (1991), baseado em Migliazza (1982), e as analises de filogenia e
filogeografia linguistica realizadas por Walker et al. (2012), apresentam hipOteses sobre a origem e
dispersao amazénica do grupo Tupi. A espécie tornou-se importante para os grupos humanos pré-histéricos
Tupi-Guarani, ha pelo menos 1550 anos AP (o termo milho referente a proto-linguagem Tupi-Guarani
corresponde a apati) (Brown et al., 2014), e se dispersou para o interior do territorio brasileiro (Migliazza,
1982; Schmitz, 1991; Walker et al., 2012).

Para discutir hipoteses de domesticacéo e dispersdo do milho, diferentes marcadores moleculares
tém sido empregados, tais como os microssatélites (SSR) (Matsuoka et al., 2002; Vigouroux et al., 2008;
Mir et al., 2013; Bedoya et al., 2017), o gene alcohol dehydrogenase 2 (Adh2) (Freitas et al., 2003; Freitas
e Bustamante, 2013; Bustamante et al., 2014) e os single nucleotide polymorphisms (SNPs) (van
Heerwaarden et al., 2011; Hufford et al., 2013; da Fonseca et al., 2015; Kistler et al., 2018). Os marcadores
moleculares utilizados em andlises genéticas podem fornecer diferentes tipos de informacdo (Avise, 2000).
O conhecimento sobre a diversidade e estrutura genética é fundamental para entender a histéria evolutiva
de populagdes cultivadas ao longo do processo de domesticacdo e dispersdo (Clement et al., 2010), bem
como para orientar a prospeccédo de seus recursos genéticos (Walter et al., 2007; Vencovsky et al., 2007).

Os marcadores SNPs se referem as posi¢des de uma Unica base ao longo de uma sequéncia de
DNA que ¢ variavel entre individuos (Freeland, 2005). Estes marcadores apresentam dois estados
alternativos e sdo considerados bialélicos. Variantes SNPs ocorrem a cada 200-500 pares de bases em
regiGes ndo-codificadoras e a cada 500-1000 pares em regifes codificadoras (Brumfield et al., 2003). Os
marcadores SNPs tém sido utilizados para estudos de evolucdo, domesticacédo e dispersdo de vérias culturas,
como o péssego, Prunus persica (Cao et al., 2014), o cara (Dioscorea ssp.) (Girma et al., 2014), a uva (Vitis
vinifera) (De Lorinzis et al., 2015), e foram utilizados para reavaliar a ancestralidade genética do milho e
estimar os efeitos da introgressdo dos seus parentes silvestres em acessos de milho (van Heerwaarden et
al., 2011; Hufford et al., 2013, Kistler et al., 2018).

As hipéteses da dispersdo do milho consideradas neste estudo estdo associadas a expansao
Arawak e Tupi: a partir de um ponto originario no Sudoeste da Amaz6nia surgiram diferentes rotas
migratorias que se dispersaram para o interior e sul do continente, em diferentes épocas. Com base nas
informagdes genéticas, geogréficas e registros historicos, o presente estudo tem como objetivo propor e

discutir hip6teses de dispersdo do milho nas terras baixas da América do Sul, fornecendo uma base de
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comparacao para futuras investigac@es histéricas e outros estudos genéticos de populagdes locais de milho.
O entendimento da histéria de disperséo do milho é relevante uma vez que pode permitir a identificacdo de
areas com concentracdo da variabilidade genética da espécie que poderédo orientar futuras prospeccdes e
esforgos de conservacdo dos recursos genéticos do milho, tanto in situ-on farm como ex situ, e que também

poderdo ser utilizados para o melhoramento genético da espécie.
3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Abrangéncia geogréfica e coleta de germoplasma

A pesquisa foi realizada pelo Laboratério de Genética Ecoldgica de Plantas da Escola Superior
de Agricultura ‘Luiz de Queiroz’, Universidade de Sdo Paulo — ESALQ/USP (Brasil) e Laboratério de
Fitotecnia y Recursos Fitogenéticos da Universidad de la Republica (Uruguai), durante o periodo de marcgo
de 2016 a dezembro de 2019. Para este estudo foram utilizados acessos do Banco de Germoplasma da
Embrapa Milho e Sorgo (BAG), de Sete Lagoas, MG, cuja sele¢do se baseou principalmente em variedades
nativas de modo a representar os tipos de endosperma das racas de milho de origem indigena das terras
baixas da América do Sul (duros, farinaceos e pipocas), conforme a disponibilidade, por regiGes. Buscou-
se selecionar variedades locais com origem indigena, sempre que possivel. As variedades de milho dentado
ndo foram incluidas neste estudo devido ao fato dos milhos dentados ndo possuirem origem na regido, sendo
oriundas de introducdes norte americanas realizadas no século XIX (Paterniani e Goodman, 1977). Foram
também realizadas novas coletas de variedades locais de milho conservadas in situ-on farm em nove
microrregides do Brasil e Uruguai. As coletas, realizadas no periodo de maio de 2017 a abril de 2019,
contemplaram cinco biomas (Amaz6nia, Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica e Pampa) e nove
estados/departamentos (Brasil: Acre, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Paraiba, Rio Grande do Sul,
Rondbdnia; Uruguai: Canelones, Rocha, Tacuarembd) (Figura 1). A realizacdo das coletas contou com o
apoio da Rede de Pesquisa Colaborativa do Grupo Interdisciplinar de Estudos em Agrobiodiversidade
(InterABio) (Silvaetal., 2018). Durante as coletas, procurou-se coletar améaxima diversidade de variedades
nativas de milho presente em cada regido.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos da
ESALQ/USP, em dezembro de 2016; pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), processo
CAAE 60382016.2.0000.5395; pelo Sistema Nacional de Autorizacéo e Informacdo em Biodiversidade
(SisBio) (cadastro n® 61447-1), e foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e
do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) (cadastro n® AD2EFO0B). Para as coletas no Uruguai foi
obtida autorizagdo junto & Direccién Nacional de Medio Ambiente (DINAMA) do Ministério de Vivienda

Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente.
3.2.2. Caracterizacao fenotipica das variedades locais de milho

As variedades locais de milho utilizadas neste estudo foram caracterizadas quanto ao tipo de
endosperma, com base nos descritores da cultura (Bird e Goodman, 1977) e por meio da consulta aos dados

de passaporte dos acessos obtidos no banco de germoplasma da Embrapa (dados disponiveis na plataforma
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Alelo: https://www.embrapa.br/en/alelo), com o objetivo de verificar se a estruturacdo genética das
variedades apresenta correlagéo significativa com os tipos de endosperma por meio do teste exato de Fisher
(Fisher, 1935), a 5% de significancia, através do software PAST versdao 4.0 (Hammer et al., 2001). A
caracterizacao do endosperma foi realizada para 145 variedades, ja que do total de variedades (184), 39 ndo

possuiam dados disponiveis.
3.2.3. Caracterizacdo molecular das variedades locais de milho

A caracterizagdo molecular foi realizada por meio de 184 acessos de milho, sendo: 126 do Brasil
(78 obtidos do banco de germoplasma da Embrapa Milho e Sorgo; 48 das coletas atuais), 42 do Uruguai
(coletas atuais), 14 da Colémbia (concedidos pelo Grupo de Investigacion en Recursos Fitogeneticos
Neotropicales — GIRFIN —, da Universidad Nacional de Colombia), e dois hibridos comerciais (H1:
DKB390PRO e H2:DOW?2B587), para fins de comparagdo. Os acessos foram classificados por grupos
regionais (Figura 1) os quais apresentavam relagdo com as hipdteses de dispersdo do milho deste estudo
(Tabela 1). Foram definidos os seguintes grupos regionais: Amaz6nia Sul, Amazdnia Norte, Cerrado

Centro-Oeste, Coldmbia, Caatinga Nordeste, Mata Atlantica Sudeste, Pampa Brasil e Pampa Uruguai.
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Figura 1. Grupos regionais e distribui¢do geografica dos 182 acessos de milho das terras baixas da América do Sul
caracterizados por meio da técnica DArTseq. A caracterizagdo molecular também incluiu dois hibridos comerciais.
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Tabela 1. Grupos regionais e suas relacdes com as hipoteses de dispersdo Arawak (Walker e Ribeiro, 2011) e Tupi
(Walker et al., 2012) nas terras baixas da América do Sul.

Grupo regional N° Hipoteses de dispersdo
Amazonia Sul 23 Origem das rotas de dispersdo Arawak e Tupi
Amazonia Norte 17 1° Rota de dispersdo Arawak (mais antiga) / Rotas Tupi
Cerrado Centro-Oeste 18 2° e 3° Rotas de dispersdo Arawak / Rotas Tupi
Mata Atlantica Sudeste 27 2° e 3° Rotas de dispersdo Arawak / Rotas Tupi
Caatinga Nordeste 19 3° Rota de disperséo Arawak / Rotas de dispersdo Tupi
Pampa Brasil 22 2° Rota de dispersdo Arawak / Rotas de dispersdo Tupi
Pampa Uruguai 42 2° Rota de dispersdo Arawak / Rotas de dispersdo Tupi
Coldmbia 14 -
Hibrido convencional 2 -
Total 184

3.2.4. Extracédo de DNA do material vegetal

A extracdo de DNA das variedades locais foi realizada formando-se dois bulks de folhas de 15
individuos de cada acesso, os quais representaram 30 individuos por variedade (Bedoya et al., 2017), a
partir de um fragmento de folha jovem fresca de 1-1,5 cm?, coletado na terceira semana ap6s o plantio.
Apos a coleta, as folhas foram liofilizadas e enviadas ao laboratério Genetic Analysis Service for
Agriculture (SAGA) do Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT), localizado no
México, onde a extracdo de DNA foi realizada. As amostras foram extraidas por meio do método CTAB
modificado (Doyle e Doyle, 1990).

3.2.5. Marcadores de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNPs) pela técnica
DArtSeq

A caracterizacdo molecular das variedades locais de milho, para obten¢do de marcadores de
polimorfismo de nucleotideo tnico (SNPs), foi realizada pela técnica de genotipagem DArTseq da empresa
Diversity  Arrays  Technology -  DArT  (https://www.diversityarrays.com/technology-and-
resources/dartseg/dartseq-data-types/). As amostras foram processadas, avaliadas e analisadas no
laboratério SAGA, com base no CIMMYT. A primeira e mais importante etapa desta técnica é a
fragmentacdo do complexo genémico, com o objetivo de desenvolver as bibliotecas genémicas que
representem o germoplasma avaliado. No processo de digestdo foi utilizada uma combinacdo de duas
enzimas, uma de corte frequente (Pstl) e outra de corte raro (Nspl); posteriormente foram adicionados
primers para a etapa de amplificagdo dos fragmentos criados e adaptadores (barcodes) que se ligaram para
a identificacdo das amostras. A biblioteca genémica foi sequenciada no sequenciador HiSeq 2500 da

Ilumina. As sequéncias de cada amostra foram alinhadas com uma biblioteca de sequéncias representativas
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de uma variedade de genomas de milho processados anteriormente. Este processo foi executado pelo
DArTsoft14, software desenvolvido pelo DArT. Assim, o pipeline analitico (DArTsoft14) identificou
marcadores SNP de forma completamente independente de qualquer genoma de referéncia. Este método
torna os marcadores DArTseq robustos e praticamente livres de qualquer viés de verificagdo enfrentado por
muitas outras tecnologias de genotipagem e geracdo de SNPs, o que é extremamente importante quando é

avaliada a diversidade genética de uma populacéo.
3.2.6. Andlise estatistica dos dados moleculares

Os marcadores moleculares SNPs foram obtidos e filtrados com base nos seguintes critérios:
Call Rate > 0.95 (proporgéo de amostras para as quais as informagdes correspondentes do marcador ndo
correspondem a dados faltantes); RepAvg (proporcéo de pares de ensaios técnicos replicados para os quais
a pontuagdo do marcador é consistente) > 0,85; AvgPIC (média do contetdo de informacéo de polimorfismo
dos alelos de referéncia e SNP) > 0. A estruturacdo genética dos dados moleculares foi avaliada por meio
da Analise Discriminante de Componentes Principais (DAPC). Para realizar a DAPC, foi utilizado o pacote
adegenet (Jombart, 2008) no programa R (R Development Core Team, 2015). A DAPC define um ndmero
de agrupamentos e apresenta a estruturacdo genética de forma que a variacdo seja minimizada dentro dos
grupos e maximizada entre os grupos (Jombart et al., 2010). Foi calculado por meio do método K-means e
o Bayesian Information Criterion (BIC) o nimero 6timo de grupos, sem considerar a informacdo quanto
ao numero de grupos a priori e ndo assumindo que 0s grupos atendam aos pressupostos do equilibrio de
Hardy-Weinberg ou auséncia de ligacdo entre os locos (Pritchard et al., 2000). A caracterizacdo fenotipica
permitiu analisar se os grupos identificados pela DAPC se associaram ao tipo de endosperma das
variedades. Para verificar esta associacdo, foi realizado o teste exato de Fisher (Fisher, 1935), a 5% de
significancia, por meio do software PAST versdo 4.0 (Hammer et al., 2001).

A estruturacdo genética também foi avaliada por meio do software ADMIXTURE versdo 1.3.0
(Alexander et al., 2009). O nimero 6timo de grupos (K) foi indicado pelos menores valores de Cross-
validation (CV) e erro padrdo obtidos na andlise. Pela Analise de Agrupamento se verificou a relagéo
genética entre 0s 184 acessos de milho pelo método Neighbor-Joining, a partir das distancias genéticas de
Nei (Nei, 1972), por meio do pacote ape (Paradis e Schliep, 2018) no programa R (R Development Core
Team, 2015). O dendrograma foi construido e editado no programa FigTree v. 1.4.3
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Os acessos de milho foram mapeados as familias linguisticas indigenas (Eriksen, 2011),
assumindo que 400 anos apds a conquista ainda existe uma associacdo as respectivas regides de origem. As
cores que caracterizaram os dendrogramas corresponderam aos agrupamentos definidos pela DAPC, pelos
grupos regionais e pelas familias linguisticas indigenas associadas aos acessos. Também foram realizadas
andlises de agrupamento separadamente para os pares dos seguintes grupos identificados pela DAPC: ‘Gl
+ G2’ e ‘G3 + G4’. A analise ‘G1 + G2’ foram adicionadas informagdes quanto aos tipos de endosperma,
do mesmo modo em que a andlise ‘G3 + G4’ foram adicionadas informagdes das ragas pertencentes aos
acessos que tinham este dado disponivel. Os dendrogramas foram enraizados considerando as racas de
referéncia mais antiga da literatura (Brieger et al., 1958) e o tipo de endosperma, pelo acesso que apresentou

a maior distancia na analise.
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Os parametros de diversidade genética nimero total de alelos (A), heterozigosidade observada
(Ho), heterozigosidade esperada (He) e coeficiente de endogamia (f), foram estimados por meio do pacote
hierfstat (Goudet, 2005) e poppr (Kamvar et al., 2014) no programa R (R Development Core Team, 2015).
Os parametros foram calculados considerando o conjunto total dos dados moleculares e por grupo da
DAPC. A estimativa de diferenciacdo genética foi avaliada pelo calculo do Fsr entre pares dos grupos
identificados pelo softtware ADMIXTURE.

3.2.7. Distribuicdo geografica da diversidade genética para estudo da

dispersdo do milho

A distribuicdo geografica da estruturagdo genética do milho foi realizada por meio do calculo
das frequéncias dos grupos estruturados pela DAPC projetadas em graficos de setores, 0s quais
representaram 0s grupos regionais. Os graficos de setores correspondem a diagramas circulares onde os
valores de cada categoria representada sdo proporcionais as respectivas frequéncias. Foi realizada uma
revisdo bibliogréafica, com foco na regido das terras baixas da América do Sul, com o intuito de levantar
informacdes sobre os registros arqueologicos do milho (datagdo, regido de origem e tipo de amostra
identificada). As evidéncias identificadas pelos padrées genéticos regionais foram associadas aos registros
arqueoldgicos e as hipéteses da dispersdo humana Arawak e Tupi (Walker e Ribeiro, 2011; Walker et al.,
2012), o que permitiu discutir as hipéteses de dispersdo do milho nas terras baixas da América do Sul. A
distribuicdo das familias linguisticas (Eriksen, 2011) foi projetada no mapa com o objetivo de analisar 0s
grupos indigenas associados aos grupos de milho. O mapa foi elaborado por meio do software QGIS
(http://qgisbrasil.org).

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Estruturacdo e diversidade genética do milho nas terras baixas da

América do Sul

A caracterizagdo molecular resultou em 50.696 marcadores SNPs e a partir das filtragens foram
selecionados 5.313 SNPs. O método K-means realizado pela DAPC permitiu identificar a formacéo de
quatro grupos genéticos (Figuras 2a e 2b), indicados pelo K 6timo. Observou-se uma clara separacao entre
os grupos (Figuras 2a e 2b). Os grupos G1 (cor laranja), G2 (cor azul), G3 (cor verde) e G4 (cor vermelha)
agruparam 32, 67, 73 e 12 acessos de milho, respectivamente. Os grupos G2 e G3 se separaram, mas
apresentaram-se mais préximos geneticamente, enquanto que os dois menores grupos, Gl e G4,
apresentaram-se mais distantes e isolados dos demais. Para marcadores moleculares SNPs, o valor da
contribuicdo dos componentes principais para explicar a variacdo € baixo devido ao elevado ndmero de
variaveis consideradas, as quais envolvem milhares de marcadores (Jombart, 2010). Para a analise DAPC
foram retidos 150 componentes principais, dentro dos quais 45 explicaram 50,43% da variacéao total dos
dados. Os dois primeiros componentes principais explicaram 13,22% da variacao.

A andlise da densidade dos acessos (Figura 2b), representada pelo grafico em duas dimensoes,

permitiu observar a intersecdo entre os grupos ao longo da primeira funcdo discriminante. Observou-se
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brandas sobreposicBes entre os grupos, sendo que o grupo G3 apresentou uma maior interagdo com todos
0s grupos estabelecidos, 0 que também o posicionou na area central do grafico de dispersédo dos acessos
(Figura 2a). O G4 apresentou duas curvas principais no grafico (Figura 2b), a primeira com 0 pico mais
alto por apresentar maior densidade de individuos e a segunda com baixa densidade. Este grupo foi
composto por 75% de acessos do Sudoeste da Amazodnia, pertencentes a raga de milho Entrelacado, e 25%
de outras regides (Cerrado Centro-Oeste e Amazonia Norte). Estes picos secundarios estdo associados a
estas variedades de regifes distintas, as quais estdo sob processo de adaptacdo a diferentes contextos
ambientais/culturais e consequente diversificacdo ou podem estar sujeitas a um algum nivel de hibridizagdo
com variedades que possuem componentes genéticos pertencentes aos outros grupos.
a
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Figura 2. Andlise Discriminante de Componentes Principais (DAPC) realizada com base em 5.313 marcadores SNPs
para 184 acessos de milho. a) Grafico de dispersdo dos agrupamentos formados pelo método de K-means. As setas
indicam os tipos de endospermas relacionados aos grupos identificados; b) Gréafico de densidade dos acessos de acordo
com os agrupamentos estabelecidos ao longo da primeira fungéo discriminante obtida na DAPC.

A caracteriza¢ao quanto ao tipo de endosperma permitiu diagnosticar que os grupos identificados
pela DAPC se associaram a esta caracteristica (Figura 2, Tabela 2), pelo teste exato de Fisher, que
identificou diferenca significativa entre todos os pares de grupos da DAPC considerando distintos tipos de
endosperma, a 5% de significancia. Para discussdo neste estudo, destacamos a predominancia, ou seja, a
ocorréncia da maior frequéncia do tipo de endosperma presente em cada grupo. O Grupo Gl foi

caracterizado pelo tipo de endosperma Pipoca (97%); o G2, predominantemente, pelo Duro/Semi-Duro
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(68%); 0 G3, predominantemente, pelo tipo Farinaceo (60%); e 0 G4 pelo Farindceo (100%), sendo 75%
pertencente & raca Entrelagado. As cultivares hibridas convencionais encontraram-se no G2. Os grupos G1
e G4 apresentaram-se mais homogéneos com relagdo ao tipo de endosperma e os demais mais heterogéneos
com uma maior predominancia de um determinado tipo de endosperma. Estes resultados explicam o

isolamento destes grupos em relacdo aos demais na DAPC.

Tabela 2. Frequéncia dos tipos de endosperma dentro dos agrupamentos identificados pela Analise Discriminante de
Componentes Principais (DAPC) realizada com base em 5.313 marcadores SNPs para 184 variedades locais de milho.

Tipo de Endosperma Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
N° % N° % N° % N° %

Duro/Semi-Duro 0 0 34 68 11 21 0 0
Farinaceo 1 3 10 20 31 60 12 100
Pipoca 28 97 6 12 10 19 0 0
Total 29 100 50 100 52 100 12 100

A analise de agrupamento apresentou a relacdo entre os 184 acessos de milho por meio de um
dendrograma sem raiz (Figuras 3 e 4a), o qual especifica 0s relacionamentos entre 0s acessos e nao define
0 caminho evolutivo dos mesmos. Foram identificados seis grupos: I, 11, Ill, IV, V e VI. Os agrupamentos
formados apresentaram grandes conjuntos de acessos relacionados, sobretudo, a estruturacdo genética
identificada pela DAPC (Figura 3), e por conseguinte, pelo de tipo de endosperma. As amostras que
apresentaram as maiores distancias genéticas localizaram-se nos extremos opostos da arvore e
corresponderam a um acesso da raca Entrelacado, do Sudoeste da Amazonia, e o outro ao milho pipoca,
do Uruguai. A relacdo dos agrupamentos com 0s grupos regionais mostrou padrfes difusos e de dificil
interpretacdo (Figura 4a), o que indica que nas terras baixas da América do Sul ndo houveram conjuntos
que evoluiram isoladamente.

Os agrupamentos apresentaram padrdes que indicam a conexdo entre regides e sugerem um
movimento de dispersédo direcional, tal como apresentado na Figura 4b. O agrupamento I, se formou com
acessos do G3 (predominantemente Farinaceo), principalmente da Amazonia Norte, Amaz6nia Sul e
Caatinga Nordeste; o I, com acessos farindceos do G3 e G4 (Farinaceo - Entrelagado), da Amazénia Sul,
Cerrado Centro-Oeste, Pampa Brasil ¢ Pampa Uruguai; o Ill, em sua maioria com acessos do G2
(predominantemente Duro/Semi-Duro) do Uruguai; o 1V, com acessos do G3, principalmente, da Mata
Atlantica Sudeste e da Caatinga Nordeste; o V, com G1 (Pipoca), de diversas regibes, principalmente, da
Mata Atlantica Sudeste e Pampa Brasil. O agrupamento VI se caracterizou pelo grupo G2, com acessos,
principalmente, da Col6mbia, Mata Atlantica Sudeste, Caatinga Nordeste e Pampa Uruguai. Os hibridos

convencionais caracterizados encontraram-se no grupo VI.



53

II

111

v

Grupo 1 (Pipoca)

Grupo 2 (predom. Duro e Semi-Duro)
Grupo 3 (predom. Farinaceo)

Grupo 4 (Farinaceo - Entrelagado)

0.02

Figura 3. Analise de agrupamento de 184 acessos de milho realizada pelo método Neighbor-Joining, com base em

5.313 marcadores SNPs, caracterizada pela estruturacdo dos grupos identificados pela Analise Discriminante de
Componentes Principais. * Acessos referentes aos hibridos convencionais.



54

II

Cerrado
Centro Oeste 4, ;

KR
3'\30 v

a153ploN
eSumee)

Colémbia

—— Amazénia Norte

—— Amazénia Sul

—— Caatinga Nordeste
—— Cerrado Centro-Oeste
——— Mata Atlantica Sudeste

Pampa Brasil
—— Pampa Uruguai

Pampa Brasil

A\

0.02

Figura 4. a) Anélise de agrupamento de 184 acessos de milho realizada pelo método Neighbor-Joining, com base em
5.313 marcadores SNPs, caracterizada pelos grupos regionais das terras baixas da América do Sul; b) Conexao inter-
regional identificada no agrupamento Il que sugere padrfes de movimento direcional e dispersdo do milho nas terras
baixas da América do Sul. *Acessos referentes aos hibridos convencionais.

Foram realizadas analises de agrupamento separadamente (Figuras 5a e 5b), considerando os
pares dos grupos da DAPC ‘G1+QG2’ (endospermas pipoca e duro) e ‘G3+G4’ (endosperma farinaceo), por
apresentarem grau de dureza do endosperma do milho contrastante. As arvores foram enraizadas com o

grupo de referéncia para as ragas mais antigas. Na analise ‘Gl + G2’ (Figura 5a), concentraram-Se na base
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o0s acessos de milho pipoca, sendo os primeiros acessos provenientes do Pampa Uruguai e Pampa Brasil,
posteriormente observou-se acessos do Cerrado Centro-Oeste, Caatinga Nordeste, Amazénia Norte e Mata
Atlantica Sudeste. Em seguida, no G2, embora a predominancia tenha sido de acessos de milho duro e semi-
duro, provenientes do Pampa Uruguai e da Colémbia, também observou-se algumas misturas por meio da
ocorréncia do tipo de endosperma Farinaceo principalmente destas regides. Na analise ‘G3 + G4’ (Figura
5b), encontraram-se na base do dendrograma acessos majoritariamente da raca Entrelacado provenientes
da Amazonia Sul (Sudoeste da Amazonia); os acessos do G4 que apresentaram relacdo mais proxima com
os acessos do G3 pertencem as ragas Moroti e Entrelacado, provenientes do Cerrado Centro-Oeste. Em
seguida, encontraram-se os acessos do G3 dentro dos quais estavam presentes as racas farinaceas indigenas
Caingang, Moroti e Lenha.

A estrutura genética identificada pelo ADMIXTURE identificou o nimero 6timo de grupos igual
a K =4, seguido por K = 6 (Figura 6a). Estes valores concordaram com o nimero de grupos identificados
pela DAPC (Figura 6b) e pela analise de agrupamento (Figura 6c), os quais foram apontados no grafico.
Em todos os grupos, foram observadas misturas, sendo o G4 o mais homogéneo, com nivel muito baixo de
misturas. Este padréo relaciona-se com os resultados apresentado pela DAPC, onde o grupo apresentou-se
0 mais isolado. O grupo G1 (com predominancia de pipoca) apresentou misturas provenientes,
principalmente, do G3 e em seguida do G2, com baixo nivel de mistura do G4. No grupo G2 (Figura 6b),
0s primeiros acessos representados no grafico sdo acessos de milho farinaceo do Uruguai, os quais
apresentaram niveis de misturas provenientes do grupo G4, associado a Amazodnia Sul. A disposi¢cdo no
grafico dos acessos do Il (Figura 6¢) foi ordenada no sentido ‘Norte para o Sul’, ou seja, os primeiros
acessos sdo provenientes da Amazonia Sul e os Gltimos do Pampa Uruguai. Observou-se uma diminuicéo
gradual do padrdo genético da Amazénia Sul na medida que a espécie se dispersou, passando pelo Cerrado
Centro-Oeste, rumo ao Pampa Uruguai. Este resultado corrobora com a hipétese de dispersdo sugerida para
o Il, com base nos padrfes de conexdo inter-regional apresentados pela andlise de agrupamento.
Finalmente, o G3 apresentou misturas, principalmente, do G2 e foi 0 grupo que mais apresentou misturas
provenientes do G4.

A divergéncia genética entre os grupos (K = 4) foi avaliada por meio do calculo do Fsr par-a-par
(Tabela 3). A anélise apresentou a relacéo de divergéncia entre os grupos (K), a qual foi concordante com
a estruturacdo genética dos grupos identificados por meio da DAPC. Com base em Hartl e Clark (1997), a
divergéncia entre os grupos foi considerada: i) moderada (0,05 — 0,15) entre os pares K1xK2 e K2xK3; ii)
alta (0,15 — 0,25) entre os pares K1xK3 e K3xK4; e iii) muito alta (> 0,25) entre os pares K1xK4 e K2xK4.
Os valores de Fsr mais elevados foram identificados para o K4 (relacionado grupo Farinceo - Entrelagado)
em relacdo a todos 0s outros grupos, o que demonstra ser o grupo mais divergente. A maior divergéncia foi

observada entre K1 (relacionado ao grupo Pipoca) e K4 (Farinaceo - Entrelagado) (Fst = 0,3420).

Tabela 3. Estimativas do Fst calculadas, com base em 5.313 marcadores SNPs, entre pares dos grupos identificados
pelo software ADMIXTURE.

Fst K1 K2 K3 K4
K1 0

K2 0,1440 0

K3 0,1650 0,0860 0

K4 0,3420 0,2690 0,2290 0
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Figura 5. Andlise de agrupamento realizada pelo método Neighbor-Joining, com base em 5.313 marcadores SNPs,
para os acessos de milho dos grupos identificados pela Andlise Discriminante de Componentes Principais (DAPC): a)
97 acessos dos grupos G1 (laranja) e G2 (azul); b) 85 acessos dos grupos G3 (verde) e G4 (vermelho). Os grupos
regionais foram representados pelos cddigos: Amazénia Norte (AN); Amaz6nia Sul (AS); Caatinga Nordeste (CN);
Cerrado Centro-Oeste (CCO); Coldémbia (C); Mata Atlantica Sudeste (MAS); Pampa Brasil (PB); e Pampa Uruguai
(PL).
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Figura 6. Estrutura genética identificada pelo software ADMIXTURE, com base em 5.313 marcadores SNPs, para 184
acessos de milho: a) Cross-validation (CV) e erro padrdo do ADMIXTURE, com variacdo do K de 2 a 10, dentro do
qual os menores valores foram K = 4 e K = 6; b) Gréfico de barras representando as probabilidades de ancestralidade
de 184 acessos de milho a partir de K = 4; e ¢) K = 6. Cada barra representa um acesso de milho e as diferentes cores
representam as probabilidades dos acessos de pertencerem aos distintos grupos genéticos. As linhas brancas separam
0s acessos de acordo com os grupos identificados pela DAPC (b) e anélise de agrupamento (c).

A AMOVA (Tabela 4) revelou que a maior parte da variacdo genética ocorre dentro dos grupos
avaliados, tanto dos grupos regionais [um total de oito grupos definidos de acordo com a origem dos
acessos: Amazénia Sul, Amazdnia Norte, Caatinga Nordeste, Cerrado Centro-Oeste, Mata Atlantica
Sudeste, Pampa Brasil (todos esses seis grupos do Brasil), além de mais dois grupos, o do Pampa Uruguai
e Colémbia], quanto dos grupos da DAPC. A divergéncia dos acessos entre 0s grupos regionais foi
moderada (Hartl e Clark, 1997), com Fsr = 0,08, e apresentou-se significativa. Quando 0s acessos sao
comparados considerando os grupos da DAPC, o valor do Fst (0,171) apresentou elevada diferenciagdo
(>0,15) (Hartl e Clark, 1997) e foi também significativo. O valor do Fsr para os grupos da DAPC
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apresentou-se mais que o dobro do valor identificado para os grupos regionais, 0 que indica que a
diferenciacdo entre os grupos ocorreu, principalmente, pelos grupos da DAPC, ou seja, pelos tipos de
endosperma, do que pelos grupos regionais.

Tabela 4. Analise de variancia molecular (AMOVA) baseada em 5.313 marcadores SNPs para 0s grupos regionais e

para os grupos da Andlise Discriminante de Componentes Principais (DAPC). Valores em negrito indicam as
estatisticas correspondentes a diferenciagéo entre grupos (Fst) em cada AMOVA.

Fonte de Variacio Grau de Soma dos Coeficiente de  Porcentagem da Estatistica F
¢ liberdade guadrados Variacdo Variacio (%)
Erll\,”e Grupos 8 7376,07 29,40 7,07 Fsr=0,08*
egionais
Dentro de Grupos 175 59371,95 339,27 92,03
Regionais
Entre Grupos -
DAPC 3 9138,03 65,79 17,05 Fst=0,171*
Dentro dos Grupos
DAPC 180 57610,00 320,06 82,95

*Significativo com p < 0,05 (p-value = 5,00E%).

As heterozigosidades observadas apresentaram-se maiores que as heterozigosidades esperadas
(Tabela 5) nos grupos da DAPC. Este mesmo padrdo foi observado nos grupos regionais.
Consequentemente, o coeficiente de endogamia (f) foi negativo, o que indica haver um excesso de
heterozigotos. Para os grupos da DAPC, o maior valor da diversidade genética, com base na
heterozigosidade esperada, foi observado no grupo G2 e o menor no G4. Nos grupos G1 e G3, os valores
apresentaram-se intermediarios. O maior nimero de alelos foi observado no G3, grupo que apresentou o
maior nimero de acessos, 0 que pode ter refletido neste resultado. Para 0s grupos regionais, o maior valor
de He foi observado no Uruguai e o menor na Amazénia Sul. Os valores do A aumentaram gradualmente
do Norte para o Sul, sendo que os menores valores foram observados na Colémbia e 0 maior valor no
Pampa Uruguai.

Tabela 5. Pardmetros de diversidade genética para 5.313 marcadores SNPs avaliados em 322 acessos de milho das
terras baixas da América do Sul, considerando os grupos identificados pela Analise Discriminante de Componentes
Principais (G1, G2, G3, G4 e G5) e grupos regionais (Amaz6nia Norte, Amazénia Sul, Cerrado Centro-Oeste,
Coldmbia, Caatinga Nordeste, Mata Atlantica Sudeste, Pampa Brasil e Pampa Uruguai).

Grupo N A Ho He f
G1 32 8834 0.2339 0.1935 -0.2091
G2 65 9624 0.2797 0.2077 -0.3471
DAPC G3 73 9681 0.2764 0.1960 -0.4102
G4 12 7637 0.1504 0.1200 -0.2530
Colombia 14 8379 0.2314 01899  -0,2185
Amazonia Norte 17 8740 0.2870 0.2030 -0.4141
Amazonia Sul 23 8724 0.2235 0.1776 -0.2581
Regional Caatinga Nordeste 19 8819 0.2805 0.2043 -0.3734
Cerrado Centro-Oeste 18 8559 0.2546 0.1930 -0.3191
Mata Atlantica Sudeste 27 9079 0.2591 0.2000 -0.2960
Pampa Brasil 22 8792 0.2548 0.1994 -0.2780
Pampa Uruguai 42 9186 0.2829 0.2105 -0.3442

Numero de acessos (N), nimero total de alelos (A), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade
esperada (He) e coeficiente de endogamia (f).
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3.3.2. Distribuic@o geografica da diversidade genética do milho nas terras

baixas da América do Sul

As evidéncias arqueoldgicas indicam que o milho chegou as terras baixas da América do Sul ha
milhares de anos e se dispersou para diferentes regiGes (Tabela 6). O registro mais antigo identificado foi
datado de 6.500 anos AP no Sudoeste da Amaz6nia. Estas evidéncias corroboram com a hipotese de que a
regido Sudoeste da Amazonia representa a origem das rotas de dispersdo do milho nas terras baixas da
América do Sul.

A distribuicdo, por grupo regional, dos padres genéticos caracterizados pelas frequéncias dos
grupos da DAPC, bem como as hipoteses de dispersdo dos grupos de milho sugeridas pela analise de
agrupamento, foram associadas aos registros histéricos da dispersdo humana Arawak (Walker e Ribeiro,
2011) e Tupi (Walker et al., 2012) (representados pelas setas), bem como a distribuicdo das familias
linguisticas indigenas (Eriksen, 2011), com o objetivo de discutir a dispersdo do milho nas terras baixas da
América do Sul (Figura 7). As frequéncias dos grupos da DAPC foram apresentadas pelo grafico de setores.

Tabela 6. Datagdo, regido de origem e tipo de amostra referente aos registros arqueologicos de milho das terras baixas
da América do Sul.

Datacéo Regido de origem Tipo de amostra Referéncia
~ 6.500 L-ago Rogaguado, B?“.V'a (Sudoeste Pdlen Brugger et al., 2016
da Amaz6nia)
~ 6.000 Lago Ayauch, qua_dor (Oeste da Pdlen e fitdlitos Bush et al., 1989
Amazbnia)
~5.760 Pard, Brasil (Norte da Amazénia) Pélen e fitélitos Piperno, 2011
~5.300 Lago Ayauch, qua_dor (Oeste da Fitdlitos Piperno, 1990
Amazbnia)
~5300 AltorioMadeira, Rondonia, Brasil Fitolitos Hilbert et al., 2017
(Sudoeste da Amazénia)
~4.690 + 40 Pefia Roja e Abejas, go_lombla (Ceste Pélen Piperno, 2011
da Amazonia)
~ 4645 + 40 Araracuara, CoIoAmpla (Oeste da P6len Herrera et al., 1992
Amazdnia)
~4.190 + 40 Los Ajos, Rocha, Urugueu Fitolitos e amido Iriarte et al., 2004
(Sudeste do Uruguai)
Sé&o Francisco do Sul, Santa Catarina, . Wesolowski et al.,
1.330+40 Brasil (Sul do Brasil) Amido 2010
~990 + 60 Januaria, Norte de Minas Gerais, Espiga, grdo e palha  Freitas et al., 2003

Brasil (Sudeste do Brasil)
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Figura 7. Distribuicdo geografica, por grupo regional, da frequéncia dos grupos da estruturacéo genética definida pela
Analise Discriminante de Componentes Principais (DAPC) e das hipéteses de dispersao do milho sugeridas pela analise
de agrupamento realizada pelo método Neighbor-Joining, associadas ao histérico das migracdes humanas Arawak
(Walker e Ribeiro, 2011) e Tupi (Walker et al., 2012) indicado pelas setas, a distribuicdo das familias linguisticas
indigenas (Eriksen, 2011) e aos registros arqueolégicos do milho. Os graficos de setores representam as frequéncias
dos grupos da DAPC por grupo regional.

O grupo regional Amazénia Sul, o qual envolve a regido indicada a origem das rotas migratorias
do milho nas terras baixas da América do Sul, sugerida pelo historico das migracdes humanas e registros
arqueolégicos da espécie, foi caracterizado pela presenca dos grupos G2, G3 e G4. A regido apresentou a
maior frequéncia do G4, predominantemente composto pela raca Entrelacado, de endosperma farinaceo. A
ocorréncia do G4, em menor frequéncia, foi observada nas regifes Amazonia Norte e Centro-Oeste,
sugerindo que uma pequena por¢do do grupo se dispersou para estas regides. Este agrupamento apresentou
uma forte relacdo com a regido amazdnica. O G3 apresentou uma ampla distribuicdo geogréafica com
ocorréncia em todas as regides da pesquisa. Observou-se neste grupo a presenca das outras ragas indigenas
farinaceas Caingang, Lenha e Moroti (principalmente de outras regides fora do Sudoeste da Amazénia). O
G1, caracterizado pelo tipo pipoca, encontrou-se em todas as regifes, exceto na Amazénia Sul e Col6mbia,
com maior frequéncia no Pampa Brasil. O G2, predominante duro e semi-duro, encontrou-se presente em
todas as regiGes e foi marcado por apresentar maior frequéncia ao longo da regido costeira, nas regides do
Pampa Uruguai (com elevada frequéncia), Pampa Brasil Sul, Mata Atlantica Sudeste, e Caatinga Nordeste;
e na Colémbia, 0 grupo apresentou elevada frequéncia. Este grupo foi observado em menor frequéncia nas

regides do interior, mais distantes da costa atlantica.
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A anélise de agrupamento apresentou padrdes que indicam a conexao entre regides e sugerem
um movimento de dispersdo dos agrupamentos de milho. No agrupamento I, por exemplo, 0s acessos que
apresentaram as maiores distancias pertencem a raca Entrelacado de milho farinaceo, da Amazénia Sul, nj

sendo que 0s acessos mais relacionados a estes sdo milhos farinaceos do Cerrado Centro-Oeste
e, posteriormente, dos Pampas Brasil e Uruguai. A relacdo entre estes acessos sugere uma conexao entre
estas regiGes, da Amazonia Sul até o Pampa Uruguai. O agrupamento | sugere um movimento entre a
Amazonia Sul, Amaz6nia Norte até a Caatinga Nordeste; o IV, entre a Mata Atlantica Sudeste e Caatinga
Nordeste; e 0 V, entre a Mata Atlantica Sudeste e Pampa Brasil. Os agrupamentos IV e V apresentaram-se
mais relacionados e préximos geneticamente, ambos apresentaram relacdo com a Mata Atlantica. Estes
conjuntos sugerem movimentos de dispersado que envolvem o Pampa Brasil e a Caatinga Nordeste, e se
desenvolveram em paralelo na Mata Atlantica Sudeste.

Os acessos de milho foram mapeados as familias linguisticas indigenas (Eriksen, 2011),
assumindo que 400 anos apds a conquista ainda existe uma associacdo as respectivas regiGes de origem.
Observou-se que 58,2 % dos acessos se associaram com a familia linguistica Tupi, 22,3 % com a Macro-
Jé, 10,3 % com a Arawak e 0,5 % com a Pano. O G3 apresentou a maior riqueza de familias linguisticas
(4) e se associou as familias Arawak, Macro-Jé, Pano e Tupi. Os grupos G1, G2 e G4 se associaram as
familias Arawak, Macro-Jé e Tupi. Tanto os grupos genéticos estruturados pela DAPC, quanto 0s grupos
identificados pela analise de agrupamento (Figura 8), apresentaram maior predominancia do grupo Tupi.
Em todos os grupos, observou-se a presenca Arawak em menor frequéncia, exceto no grupo Ill. Estes
resultados sugerem que os eventos de dispersdo dos acessos associaram-se, sobretudo, ao grupo Tupi, e a
presenca escassa de acessos do grupo Arawak nos agrupamentos sugerem vestigios de uma dispersao
Arawak mais antiga nestas regides. Sugere-se que 0s acessos associados ao grupo Macro-Jé correspondem

aos milhos adotados em periodo mais recente (Brown et al., 2014).
11

11

v
A\
—— Arawak
—— Tupi
—— Macro-Jé
Panoan
0.02 —— Sem Informagao

Figura 8. a) Analise de agrupamento de 184 acessos de milho realizada pelo método Neighbor-Joining, com base em
5.313 marcadores SNPs, caracterizada pelas familias linguisticas indigenas (Eriksen, 2011) das terras baixas da
América do Sul. *Acessos referentes aos hibridos convencionais.
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3.4. DISCUSSAO

3.4.1. Dispersdo do milho nas terras baixas da América do Sul

Os padrdes genéticos regionais foram associados aos registros arqueoldgicos da espécie e as
migracdes humanas, 0 que permitiu sugerir as hipoteses de dispersdo do milho nas terras baixas da América
do Sul. Foram identificados quatro grupos genéticos pela DAPC e seis grupos pela analise de agrupamento,
0s quais se estruturaram pela predominancia de tipos de endosperma especificos. Os grupos identificados
pela andlise de agrupamento associaram-se aos milhos farinaceos (I, 11, V), aos duros e semi-duros (11 e
VI) e aos pipocas (V). Internamente a cada grupo, observou-se padrdes de conexdo inter-regional,
concordantes com as hipéteses de migracdo dos grupos indigenas Arawak e Tupi, as quais sugeriram 0s
eventos de dispersdo do milho associados a diferentes tipos de endosperma. A analise da estrutura genética
sugerida pelo software ADMIXTURE sugeriu quatro e seis grupos, sendo concordantes com a DAPC e
analise de agrupamento. Foi observado elevado nivel de misturas entre os grupos, exceto para 0 G4. O
padrdo de misturas entre os grupos é esperado para o milho cujo sistema reprodutivo (espécie alégama)
favorece o fluxo génico entre variedades e pelo fato dos acessos analisados se tratarem de variedades locais,
cultivadas tradicionalmente em um sistema de agricultura dindmico, dentro do qual é frequente o fluxo
génico entre variedades (Louette et al., 1997). O milho das terras baixas da América do Sul recebeu
numerosas introducdes ao longo do tempo (Kistler et al., 2018), o que sugere que o milho das terras baixas
da América do Sul ndo se desenvolveu a partir de um Unico conjunto e evoluiu em isolamento.

As hipéteses das rotas de dispersdo do milho sugeridas pelo presente estudo, indicadas pelos
padrdes de conexdo interregional dos grupos I, I1, IV e V, estdo associadas a expansdo Arawak (a partir de
5.000 anos AP) e a migracdo Tupi (a partir de 2.000 anos AP): i) a partir de um ponto originario no Sudoeste
Amazbnico surgiram diferentes rotas migratorias que se dispersaram para o interior do Brasil, em diferentes
épocas; ii) ocorreu uma dispersdo, a partir do Sudoeste da Amazonia, direcionada a regiao Amazonia Norte,
que seguiu em direcdo & Caatinga Nordeste; iii) a partir deste mesmo ponto, um outro evento de disperséo
ocorreu em direcdo ao Sul do Brasil, passando pelo Cerrado Centro-Oeste até alcangar a regido Pampa
Uruguai; e, iv) movimentos migratérios Tupi, em ambas as dire¢fes (do sul para o norte e vice-versa),
envolveram as regides do Pampa Brasil, Mata Atlantica Sudeste e Caatinga Nordeste. A analise realizada
por meio do ADMIXTURE sugeriu um padrdo de disperséo do grupo Il, dentro do qual observou-se uma
diminuicdo gradual do padrdo genético caracteristico dos acessos da Amazonia Sul & medida em que a
espécie se dispersou para o Sul, passando pelo Cerrado Centro-Oeste, rumo ao Pampa Uruguai. Em todos
0s agrupamentos, observou-se a predominancia do grupo Tupi, 0 que sugere que os eventos de dispersdo
dos acessos estao envolvidos, principalmente, com estes povos. Em menor frequéncia, a presenca Arawak
também foi observada em todos os grupos, exceto no Il (relacionado ao Pampa Uruguai), 0 que pode
indicar vestigios de uma dispersdo Arawak mais antiga nestas mesmas areas, uma vez que as regides que
envolvem as rotas Arawak e Tupi se sobrepdem. No entanto, estas ocorreram em épocas distintas.

Os grupos Il e VI da anélise de agrupamento apresentaram relagdo entre as regifes mais
extremas e distantes entre si envolvidas na pesquisa, 0 Pampa Uruguai e a Colémbia. Estes grupos de
caracterizaram pela predominancia de milhos duros e semi-duros. Brieger et al. (1958) e Paterniani e

Goodman (1977) sugeriram um movimento migratorio litorAneo na direcdo Sul-Norte, através dos povos
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da familia linguistica Tupi, e presumiram que a raga de milho Cateto, que possui tipo de endosperma duro,
¢ originaria da regido costeira Brasil-Argentina (bioma Pampa), onde este grupo apresentou 0 seu maximo
desenvolvimento, tendo sido cultivado pelos indios da Costa Atlantica da Argentina até as Guianas (com
dispersao na direcdo Sul-Norte). Na regido do Caribe, a distribuigdo deste grupo é escassa e altamente
contaminada por outras ragas. Os resultados observados no presente estudo consideram provavel que a
origem e a dispersdo da raca Cateto, bem como outras ragas do complexo de milho duro, tiveram inicio nas
regiBes Pampa Brasil e Pampa Uruguai.

A caracterizacdo morfoldgica do tipo de endosperma dos acessos permitiu identificar uma
associacao significativa com os grupos genéticos identificados pela DAPC, confirmado pelo teste exato de
Fisher a 5% de significancia. Segundo Brieger et al. (1958), os diferentes tipos de endosperma, usos e
preferéncias dos agricultores se relacionam com diferentes etapas do processo de domesticacdo do milho.
Bracco et al. (2016) avaliaram a estruturagao genética de variedades de milho das terras baixas da América
do Sul por meio da DAPC e também identificaram alguns grupos associados ao tipo de endosperma do
milho. As caracteristicas morfologicas do grao estdo associadas ao uso das variedades locais de milho, o
que explica as relagbes genéticas dos grupos associadas aos tipos de endosperma. Estes processos
direcionam as frequéncias alélicas das variedades locais e, certamente, proporcionam consequéncias
genéticas para a formacao dos agrupamentos.

Os parametros de diversidade foram analisados para o0s grupos da DAPC e grupos regionais. De
forma geral, os valores da diversidade genética com base na heterozigosidade esperada foram considerados
elevados e observou-se um excesso de heterozigotos indicado pelo coeficiente de endogamia negativo em
todos os grupos. Para os grupos da DAPC, o maior valor da diversidade genética (Hg) foi observado no
grupo G2 (0,2077), com predominancia de endosperma duro e semi-duro, e 0 menor no G4 (0,1200), com
100% de endosperma farinaceo, e predominancia da raca Entrelacado. Para 0s grupos regionais, 0s maiores
valores de He foram observados no Pampa Uruguai (0,2105), Caatinga Nordeste (0,2043), Amazdnia Norte
(0,2030) e Mata Atlantica Sudeste (0,2000), e os menores na Amazénia Sul (0,1776) e Colémbia (0,1899).

Uma pesquisa avaliou a diversidade genética, por meio de marcadores SNPs, em variedades
locais de milho e teosintos coletados diretamente de agricultores no México (Arteaga et al., 2016). Os
valores de He identificados variaram de 0,234 a 0,318 (média = 0,311) para cada variedade local e
corresponderam a 0,226 e 0,234, para Zea mays Ssp. mexicana e Zea mays ssp. parviglumis,
respectivamente. O coeficiente de endogamia negativo também foi observado em 65% das variedades locais
de milho caracterizadas, dentro das quais os valores de f variaram de -0,928 a 0,225. Os valores de He
apresentaram-se mais elevados em relagdo ao presente estudo, o que é esperado devido ao México
corresponder a regido onde se originou o processo de domesticacdo e diversificagdo do milho (Kistler et
al., 2018).

Um aumento gradual em relagéo ao nimero de alelos e a diversidade genética do milho do Norte
para o Sul foi observado. Este resultado sugere a hipétese de que & medida que a espécie se dispersou do
Norte em dire¢do ao Sul, passou a ser mais amplamente cultivada, sob diferentes sistemas de manejo e
selecdo direcional, e aumentou a diversidade genética ao longo da dispersdo. A primeira rota migratoria
Arawak rumo & direcdo Norte da Amazobnia (Walker e Ribeiro, 2011) ocorreu a partir de 5.000 anos AP

(Brown et al., 2014). Os registros arqueoldgicos indicaram a presenca do milho na regido hd 5.760 anos AP
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(Piperno, 2011). Estas evidéncias sugerem que uma rota de dispersdo do milho muito antiga ocorreu neste
sentido. Em direcéo oposta, registros arqueoldgicos antigos também apontam a presenca do milho na regido
do Pampa Uruguai, h& pelo menos 4.190 anos AP (lriarte et al., 2004), o que também sugere que um
movimento migratrio antigo ocorreu na direcdo Sul. Posteriormente, movimentos migratérios indigenas
do grupo Tupi também envolveram estas regides (Walker et al., 2012).

As ragas indigenas sdo, provavelmente, muito similares ao milho cultivado na época pré-
colombiana e sdo consideradas as mais antigas da area de abrangéncia da pesquisa, e no caso da raga
Entrelagado, a sua ocorréncia exclusivamente na Amazonia foi notada em estudos anteriores (Brieger,
1958; Paterniani e Goodman, 1977). A presente pesquisa também constatou a presenca desta raca,
representada pelo G4, principalmente na regido amazonica. No entanto, também foi observada a ocorréncia
de um pequeno fluxo de dispersdo para fora da Amazdnia, que se originou no Sudoeste da Amaz6nia e se
dispersou para o Cerrado Centro-Oeste. O G3 (predominantemente Farinaceo) apresentou uma dispersdo
ampla e encontrou-se distribuido em todas as regides da pesquisa. A anélise de agrupamento realizada com
os acessos dos grupos ‘G3 + G4’ foram adicionadas informagdes sobre a raga referente aos acessos.
Encontraram-se na base do dendrograma em grande proporcéo os acessos da raca Entrelacado do Sudoeste
da Amazonia. Os acessos do G4 que apresentaram relacdo mais proxima aos acessos do G3 pertencem a
raca Moroti e sdo proveniente de outras regiGes (Centro-Oeste e Amaz6nia Norte). Dentre 0s acessos do
G3 observou-se as racas farinaceas indigenas Entrelacado (sobretudo do Centro-Oeste), Caingang, Moroti
e Lenha. Considerando a raga Entrelacado, a mais primitiva e antiga dentre as racas indigenas farinaceas
das terras baixas da América do Sul (Brieger et al., 1958; Paterniani e Goodman, 1977), e os resultados
desta analise, sugerimos que as outras racas tenham se originado a partir da Entrelacado por meio dos
processos de diversificacdo, hibridizacio, selecdo e dispersdo. Estas racas ao se dispersarem para outras
regies se desenvolveram a partir do manejo humano e se adaptaram as distintas condi¢Ges ecoldgicas,
passando a adquirir caracteristicas proprias, as quais permitiram distingui-las entre si.

O grupo G2, portador de maior frequéncia do tipo de grao duro e semi-duro, apresentou maiores
frequéncias no Uruguai e na Coldmbia. No Brasil, o grupo apresentou maiores frequéncias ao longo da
Costa Atlantica e menores frequéncias no interior, o que corrobora com a hipétese de dispersao da raca de
milho duro Cateto pelo litoral (Brieger et al., 1958; Paterniani e Goodman, 1977). A anélise de agrupamento
‘Gl + G2’ foram adicionadas aos acessos informagdes sobre o tipo de endosperma. Nesta andlise,
concentraram-se na base do dendrograma os acessos de milho pipoca do G1, sobretudo, do Pampa Uruguai
e Pampa Brasil. Em seguida, no G2 observou-se uma predominancia de acessos de milho duro e semi-duro
oriundos, principalmente, do Pampa Uruguai e Colémbia.

O grupo G1, caracterizado por milho pipoca, apresentou-se presente em todas as regides da
pesquisa, exceto nas regides Amazonia Sul e Coldmbia. Um intercambio pré-colombiano de pipocas antigas
entre 0 Norte e o Sul da América foi sugerido devido a presenca das antigas pipocas sul-americanas
Canguil, Confite Punefio e Pisankalla no grupo do México e Sul dos Andes (Bedoya et al., 2017). Embora
a presente pesquisa ndo tenha amostrado nenhum acesso de pipoca no Sudoeste da Amazdnia, a pipoca
esteve presente proximo a regido de origem das rotas migratdrias ha 6.200 anos AP (Grobman et al., 2012).

No Sul, ao milho pipoca foi atribuida grande importancia pelos indigenas Guarani, da familia linguistica
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Tupi, que utilizavam as ragas pipocas para a alimentagdo humana em suas aldeias (Brieger et al., 1958;
Paterniani e Goodman, 1977).

O centro de diversidade ‘Brasil/Paraguai’, proposto por Vavilov, estd associado a elevada
densidade populacional de indios Guarani no passado (Vavilov, 1992). Esta regido, localizada no Sul do
Brasil (Extremo Oeste de Santa Catarina), foi indicada como um micro-centro de diversidade do milho,
dentro do qual foi diagnosticado um elevado ndmero de variedades locais de milho, sobretudo de milho
pipoca, associado a uma expressiva riqueza de caracteristicas morfolégicas do gréo, usos, origem, tempo
de conservacdo (Costa et al., 2016). Estas evidéncias sugerem que o milho pipoca ao chegar na regido Sul
ganhou importancia para os povos que la habitavam e foi amplamente cultivado e, consequentemente,
manejado e diversificado.

Silva et al. (2020, no prelo), realizaram anélises da capacidade de expanséao de pipocas de toda
a Ameérica e observaram um gradiente no qual esta caracteristica foi aumentando de tamanho a medida em
que se afastava do México (niveis mais baixos) até alcancar o Sul da América do Sul (niveis mais altos).
Esta pesquisa sugeriu trés hipoteses para discutir estes resultados: i) considerando que o centro de origem
e domesticacdo do milho se iniciou no México, foi sugerido como primeira hipotese que, a medida em que
a pipoca se dispersou para outras regides da América, houve uma sele¢do visando aumentar a capacidade
de expansdo; ii) uma segunda hip6tese considerou que a pipoca se dispersou da América do Norte para a
Ameérica do Sul, mas o cruzamento com variedades locais aumentou a diversidade do pool genético e, ao
mesmo tempo, permitiu uma selecdo mais eficiente da caracteristica de capacidade de expansao; e iii) por
altimo, foi sugerida uma origem sul-americana especificamente para a pipoca, a partir de um pool de genes
domesticado ou semi-domesticado existente. Esta hipdtese considera uma origem independente da pipoca,
e ndo uma domesticacao independente do milho. Este padrdo de gradiente quanto ao aumento no tamanho
de estruturas ao longo de um eixo geografico também foi observado por Hilbert et al. (2017), apontando
evidéncias da domesticacdo do arroz na Ameérica do Sul.

A regido Amazdnia Norte apresentou altos indices de diversidade genética, diagnosticados pelas
analises do presente estudo. Esta regido recebeu grande influéncia dos povos indigenas do Caribe (Bedoya
etal., 2017). Freitas e Bustamante (2013) também observaram alta diversidade genética do milho no Norte
da Amazénia e sugeriram provaveis razdes que favoreceram a diversidade nesta zona: i) a regido pode ter
sido uma via de contato entre diferentes grupos humanos pré-histéricos; ii) os rios do Norte serviram como
rotas para difusdo de popula¢fes humanas; iii) a regido envolve reas de baixa e alta altitude propiciando
diferentes ambientes para adaptacdo genética e cultural; e iv) a coloniza¢do ndo-indigena foi mais recente,
portanto, um grande percentual da populacéo local ainda € indigena e vive em reservas territoriais e, além
disto, as popula¢cdes ndo-indigenas que colonizaram esta zona trouxeram consigo novas variedades,

ampliando a diversidade que ja existia na regido.

3.4.2. Potenciais centros de diversificacdo do milho nas terras baixas da

América do Sul

A presente pesquisa ainda sugere a hipotese de dois potenciais centros de diversificacdo do milho
nas regides: i) Sudoeste da Amaz6nia (circulo continuo apresentado na Figura 9); e ii) Pampa Brasil e

Pampa Uruguai (circulo pontilhado apresentado na Figura 9). A distribuicdo geogréfica das familias
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linguisticas apresentada no mapa demonstra os principais povos indigenas supostamente envolvidos nos
processos de diversificacdo do milho nestas regides: i) Sudoeste da Amazdnia: Arawak, Pano e Tupi; € ii)
Pampa Brasil e Pampa Uruguai: Tupi e Macro-Gé. Observa-se uma distribui¢do descontinua e em menor
frequéncia do grupo Arawak em dire¢do a regido Sul. Esta distribuicdo supostamente esta envolvida a uma
onda de dispersdo mais antiga deste grupo que ocorreu no sentido Sul. Brown et al. (2014) ainda
apresentaram resquicios do alcance Arawak até a regido do Chile.

Estes potenciais centros de diversificacdo foram sugeridos com base em evidéncias
arqueoldgicas, histérico das racas nativas associado a distribuicdo geografica da estruturagdo genética
analisada neste estudo, parametros de diversidade e considerando os historicos locais destas regides
enquanto centros de diversificacdo de espécies cultivadas ja relatados por outros estudos (Vavilov, 1992;
Hilbert et al., 2017; Kistler et al., 2018; Watling et al., 2018). Estas duas regides encontram-se
geograficamente relacionadas aos centros de diversidade ‘América do Sul: Peru/Equador/Bolivia’ e
‘América do Sul: Brasil/Paraguai’, propostos por Vavilov (Vavilov, 1992). Estudos recentes indicam o
Sudoeste da Amazénia como um importante centro de domesticacdo de diferentes espécies cultivadas, tais
como arroz (Hilbert et al., 2017), milho (Hilbert et al., 2017, Kistler et al., 2018), amendoim, mandioca,
pimenta (Hilbert et al., 2017, Watling et al., 2018), abdbora e feijdao (Watling et al., 2018). O
reconhecimento do Sudoeste da Amaz6nia como um centro de diversificagdo do milho estd mais
consolidado em comparacdo as regides que envolvem o Pampa Brasil e Pampa Uruguai. No entanto, outros
estudos devem ser realizados para aprofundar as analises genéticas com o intuito de consolidar estas

regiBes, sobretudo as regides dos Pampas, enquanto um centro de diversificacdo do milho.
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Figura 9. Potenciais centros de diversificagdo do milho nas terras baixas da América do Sul, associados aos registros
arqueoldgicos de milho, ao histérico das migracdes humanas Arawak (Walker e Ribeiro, 2011) e Tupi (Walker et al.,
2012) indicado pelas setas e a distribuigao das familias linguisticas indigenas (Eriksen, 2011). O circulo continuo refere-
se ao Sudoeste da Amazdnia e o circulo pontilhado as regiGes Pampa Brasil e Pampa Uruguai.

As evidéncias arqueoldgicas apontam a presenga mais antiga do milho nas terras baixas da
América do Sul nas regides que envolvem estes potenciais centros (Tabela 6), onde ha ~ 6.500 anos AP 0
milho j& havia chegado no Sudoeste da Amazdnia e ha ~ 4190 anos AP no Uruguai. A distribuicéo
geografica da estruturacéo genética dos grupos da DAPC corrobora com o histérico de que nestas regiGes
se originaram as antigas racas indigenas Entrelacado (G4), no Sudoeste da Amazénia, e Cateto (G2), na
costa atlantica da regido Sul, e depois se dispersaram para outras regides (Brieger et al., 1958; Paterniani e
Goodman, 1977), uma vez que observou-se maiores frequéncias das mesmas nestas areas com uma
diminuicdo gradativa nas dire¢fes das migracdes humanas Arawak (Walker e Ribeiro, 2011) e Tupi
(Walker et al., 2012). Os parametros genéticos apresentaram os maiores indices de diversidade na regido
Pampa Uruguai. No entanto, observou-se o menor valor no Sudoeste da Amazénia, embora a Amazénia
Norte tenha apresentado elevado valor de diversidade genética. O baixo valor identificado no Sudoeste da
Amaz6nia pode ter ocorrido em consequéncia da perda e extingcdo dos recursos genéticos que ocorreram
nesta regido (Clement, 1999), os quais podem englobar as ragas locais de milho (Brieger et al., 1958;
Bedoya et al., 2017), devido ao processo de conquista e colonizacéo européia e a dizimacéo das populac@es

indigenas (Mann, 2005). Outro fator a ser considerado € que 0s povos que habitam esta regido podem nédo
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ter adotado e introduzido de forma recorrente milhos de outros locais. Além disto, variedades locais
introduzidas de outras regides podem ndo ter se adaptado ao peculiar ambiente do Sudoeste amazénico.

Bracco et al. (2016) ressaltaram que o milho da regido central da América do Sul constitui um
pool genético Unico e localmente adaptado, distinto do germoplasma tropical e andino, e ndo representa
apenas uma regido de contato entre ragas andinas e ragas do leste da América do Sul. Estes autores
acreditam que esta regido desempenhou um papel importante na estruturacao da diversidade genética das
racas locais. A realizacdo de estudos dos genes associados aos processos de diversificacdo do milho pode
revelar as fungdes dos genes envolvidos na evolucdo da espécie na regido. Estes genes sdo selecionados ao
longo e apds a domesticacdo e estdo envolvidos com os mecanismos de propagacdo e adaptacdo das
espécies domesticadas a diferentes condicGes ambientais e praticas culturais humanas, promovendo a
divergéncia genética das populactes (Meyer e Purugganan, 2013).

O estudo realizado por Kistler et al. (2018) sugeriu um centro secundario de melhoramento de
milho nas terras baixas da América do Sul. A presente pesquisa ampliou o conhecimento sobre a historia
evolutiva do milho na regido, envolvendo uma amostragem mais ampla, discutiu as hipoteses de dispersdo
da espécie e ainda sugeriu dois potenciais centros de diversificacdo do milho nas terras baixas da América
do Sul. Com esta maior amostragem realizada, novos estudos deverdo ser realizados com o objetivo de
aprofundar as andlises genéticas destes potenciais centros de diversificagdo do milho nas terras baixas da
Ameérica do Sul, por meio da identificacdo de genes candidatos a selecdo exclusivos da regido, bem como
pela prospeccao de genes associados a diversificacdo e adaptagdo a novas condicGes ambientais e culturais.
O entendimento da histéria evolutiva, dispersdo e diversificacdo do milho é relevante uma vez que pode
permitir a identificacdo de areas com concentracdo de variabilidade genética que poderédo orientar futuras
prospeccdes de germoplasma e esfor¢os de conservacao dos recursos genéticos do milho.
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4. MICRO-CENTROS DE DIVERSIDADE GENETICA DO MILHO
NAS TERRAS BAIXAS DA AMERICA DO SUL

RESUMO

Os recursos genéticos vegetais sdo definidos como uma fragdo da biodiversidade,
que compreende a diversidade de plantas utilizada na agricultura. Os micro-centros de
diversidade estdo relacionados a areas geograficas muito restritas, as quais correspondem a
zonas de acumulagdo de recursos genéticos. A regido das terras baixas da América do Sul é
considerada centro secundario de diversidade genética do milho e um micro-centro de
diversidade da espécie foi identificado no Sul do Brasil, em Santa Catarina. A presente
pesquisa teve como objetivo ampliar a amostragem e identificar micro-centros de diversidade
do milho nesta parte do continente. As regides envolvidas na pesquisa contemplaram cinco
biomas (Amazbnia, Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica e Pampa), dentro dos quais foram
realizadas coletas de germoplasma e entrevistas com agricultores familiares em cinco regides
no Brasil: Divino, Minas Gerais; Esperanca, Paraiba; Ibarama, Rio Grande do Sul; Juti, Mato
Grosso do Sul; Guajara-Mirim, Rond6nia; e trés no Uruguai: La Paloma, Rocha;
Tacuaremb0, Tacuarembd; Tala, Canelones. Foram obtidos indicadores etnobotanicos,
fenotipicos e moleculares os quais permitiram estimar indices de diversidade genética, como
ferramenta metodolégica para identificacdo e caracterizacdo dos microcentros de diversidade
do milho. As dificuldades para a conservacdo da agrobiodiversidade também foram
identificadas nas regides da pesquisa. Os indicadores e os indices de diversidade genética
obtidos mostraram que o milho apresenta ampla diversidade, conservada em todas as regides
da pesquisa. Os micro-centros de diversidade de milho foram identificados considerando os
seguintes critérios diagnosticados em cada regido: i) riqueza e diversidade genética de
variedades locais (a maior parte exclusiva) e racas de milho; ii) presenca de variedades locais
sob diversificacdo devido a acdo humana corrente diagnosticada pelos aspectos
socioculturais; e iii) diversidade genética diagnosticada por meio de indices etnobotéanicos,
fenotipicos e moleculares, os quais indicaram &reas de conservacdo e acumulacdo de
germoplasma de milho, em escala geografica microrregional. A partir destes elementos, todas
as regides envolvidas na presente pesquisa foram consideradas micro-centros de diversidade
do milho e séo indicadas como zonas prioritarias de conservacdo dos recursos genéticos da
espécie nas terras baixas da América do Sul. Por encontrarem-se em zonas vulneraveis a
erosdo genética, estas regides também sdo sugeridas como hotspots de agrobiodiversidade.

Palavras-chaves: indicadores de diversidade, variedades locais, recursos genéticos,
conservagao, hotspots de agrobiodiversidade, Zea mays spp. mays.
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Microcentres of maize genetic diversity in the lowlands of South America
ABSTRACT

Plant genetic resources are defined as a fraction of biodiversity, which comprises
the diversity of plants used in agriculture. Microcenters of diversity are related to very
restricted geographical areas, which correspond to zones of accumulation of genetic
resources. The lowlands of South America is considered a secondary center of genetic
diversity for maize and a microcenter of diversity of the species has been identified in
Southern Brazil, in Santa Catarina. This research aimed to expand the sampling and to
identify microcenters of maize diversity in this part of the continent. The regions involved in
the research covered five biomes (Amazon, Cerrado, Caatinga, Atlantic Forest and Pampa),
within which germplasm collections and interviews with family farmers were conducted in
five regions in Brazil: Divino, Minas Gerais; Esperanca, Paraiba; Ibarama, Rio Grande do
Sul; Juti, Mato Grosso do Sul; Guajarad-Mirim, Rondénia; and three regions in Uruguay: La
Paloma, Rocha; Tacuarembo, Tacuarembo; Tala, Canelones. Ethnobotanical, phenotypic and
molecular indicators were obtained which allowed the estimation of genetic diversity indices,
as a methodological tool for the identification and characterization of microcentres of maize
diversity. Difficulties for agrobiodiversity conservation were also identified in the research
regions. The genetic diversity indicators and indices obtained showed that maize has a wide
diversity, conserved in all regions of the research. The microcenters of maize diversity were
identified considering the following criteria diagnosed in each region: i) richness and genetic
diversity of maize landraces (mostly exclusive) and races; ii) presence of landraces under
diversification due to current human action diagnosed by socio-cultural aspects; and iii)
genetic diversity diagnosed by ethnobotanical, phenotypic and molecular indices, which
indicated conservation areas and accumulation of maize germplasm, on a microregional
geographic scale. Based on these elements, all regions involved in the research were
considered microcenters of maize diversity and are indicated as priority areas for the
conservation of the genetic resources of the species in the lowlands of South America.
Because they are located in areas vulnerable to genetic erosion, these regions are also
suggested as agrobiodiversity hotspots.

Keywords: diversity indicators, landraces, genetic resources, conservation,
agrobiodiversity hotspots, Zea mays spp. mays.
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4.1. INTRODUCAO

Os recursos genéticos sao definidos como material genético de valor real ou potencial para o uso
da humanidade (CBD, 1992), e compreendem a diversidade genética das espécies cultivadas. A diversidade
genética do milho (Zea mays spp. mays L.) encontra-se distribuida em diferentes sistemas de cultivo pelas
Américas (Brieger et al., 1958; Vigouroux et al., 2008; Kato et al., 2009; van Heerwaarden et al., 2011) e
pelo mundo (Mir etal., 2013). A regido das terras baixas da América do Sul é considerada centro secundario
de diversidade genética do milho (Brieger et al., 1958; Paterniani e Goodman, 1977) e um micro-centro de
diversidade da espécie foi identificado no Sul do Brasil, em Santa Catarina, dentro do qual foi identificada
uma expressiva riqueza de variedades locais conservadas in situ-on farm por agricultores familiares (Costa
et al., 2017). No entanto, estudos anteriores apresentam uma grande lacuna amostral de milho nesta parte
do continente (Matsuoka et al., 2002; Vigouroux et al., 2008; van Heerwaarden et al., 2011; Bedoya et al.,
2017; Kistler et al., 2018). A presente pesquisa foi desenvolvida com o intuito de ampliar a amostragem e
0 conhecimento sobre os recursos genéticos da espécie conservados nas terras baixas da América do Sul.

Os centros de diversidade se referem aos centros de acumulacdo de germoplasma e de
domesticacdo in situ (Harlan, 1971; Hawkes, 1983), desenvolvidos por populagdes humanas, as quais
obtém, cultivam e melhoram os seus cultivos, de modo a permitir a manutencéo nutricional de suas elevadas
densidades populacionais (Clement, 1999). Para caracterizar uma regido enquanto centro de diversidade
sdo imprescindiveis os fatores genéticos, bioldgicos, socioculturais, ecoldgicos e evolutivos (Serratos,
2009). As regides consideradas centros de diversidade das espécies cultivadas estdo associadas a areas
restritas com elevada diversidade e 0s micro-centros de diversidade relacionados a areas geograficas muito
restritas, dentro dos quais é acumulada significativa diversidade (Harlan, 1971, 1992). A identificacdo de
micro-centros de diversidade é relevante, pois contribui para: a) entender qual é e como esté distribuida a
diversidade conservada in situ-on farm; b) formular politicas publicas para a conservacdo de recursos
genéticos de importancia para a alimentacéo e agricultura; c) compreender padr@es de dispersdo de uma
espécie; d) orientar estratégias de coleta de germoplasma, considerando zonas de alta diversidade genética;
e) desenvolver programas de melhoramento genético. A caracterizacdo da distribuicdo espacial da
diversidade nos micro-centros de diversidade pode ser moldada pela biogeografia das espécies cultivadas,
bem como por aspectos humano-geograficos (interacdo entre a sociedade e o espaco geogréfico), que
envolvem o grupo étnico, cujos habitantes partilham de uma identidade local e tracos culturais, relagdes
sociais, organizacédo e uso do solo e fatores econdmicos diversos (Zimmerer e Douches, 1991).

Os centros de diversidade podem envolver distintos niveis de abrangéncia espacial —
macrogeografica, mesogeografica e microgeografica — onde a concentracdo da diversidade biol6gica pode
ser agrupada. Nesse contexto, uma microrregido pode abranger uma area de 1.000 a 10.000 km2 (Zimmerer
e Douches, 1991), assim como o0s centros menores de diversidade correspondem a areas restritas com
moderada a elevada concentracdo de recursos genéticos de plantas cultivadas, por influéncia antrépica
corrente ou passada (Clement, 1999). Neste caso, a concentracdo da diversidade esté relacionada com um
grupo humano portador de cultura especifica, com tecnologia agricola significativa e, por isso, pode ser
considerado como um centro de acumulagéo ao longo do tempo (Clement, 1999). No Altiplano do Peru,

por exemplo, as microrregides, muitas vezes, correspondem a municipios, departamentos politicos que
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refletem padrdes de organizacdo econdmica e socio-cultural do passado e do presente (Zimmerer e
Douches, 1991).

Os centros e os micro-centros de diversidade sdo moldados pela conservagéo in situ-on farm, a
qual corresponde a conservacao dos componentes da diversidade bioldgica em seus ambientes naturais
(CBD, 1992). Esta estratégia de conservagdo envolve a conservagdo de ecossistemas e habitats naturais, a
manutencdo e recuperagdo de populacGes vidveis em seus meios naturais e, no caso de espécies
domesticadas ou cultivadas, nos meios onde tenham desenvolvido suas propriedades caracteristicas (CBD,
1992). A conservacao in situ-on farm assume papel essencial na manutencdo da diversidade dos recursos
genéticos no campo, uma vez que se encontra submetida aos processos evolutivos, promovendo o
desenvolvimento adaptativo das espécies quanto as variagdes climaticas ocorridas ao longo do tempo. A
manutencdo dos processos ecologicos é fundamental para que as populagfes persistam em face de um
ambiente naturalmente heterogéneo, em continua mudanca ante a acdo antropica, e permite a geracéo
continua de novos recursos genéticos via evolugdo em seu meio natural e a domesticacdo em seu meio
social (Brush, 2000). No entanto, esses recursos genéticos apresentam-se vulneraveis a perdas dentro do
sistema agricola ao qual estdo inseridos, sobretudo, em decorréncia da industrializacdo da agricultura onde
os agricultores familiares tém substituido suas variedades locais por cultivares comerciais (Brush, 2000).

As areas portadoras de grande biodiversidade, ricas em espécies endémicas, que encontram-se
ameacadas de extin¢do sdo chamadas de hotspots de biodiversidade (Myers, 1988, 1990, 2000). Essas
regides sdo consideradas prioritarias para os programas de conservagdo. O termo hotspot foi usado pela
primeira vez por Myers (1988) com foco em florestas tropicais. Myers (1990) identificou oito hotspots os
quais envolveram quatro ecossistemas mediterraneos e Myers et al. (2000) ampliaram os estudos indicando
25 hotspots de biodiversidade. Dentre as &reas indicadas como hotspots encontram-se nas terras baixas da
América do Sul as planicies da Amazénia Ocidental (Myers, 1988), a regido do Cerrado e da Mata Atlantica
brasileira (Myers, 2000). A perda da biodiversidade também deve considerar a agrobiodiversidade, ou seja,
0S agroecossistemas, que envolvem espécies, parentes silvestres, racas e variedades locais que séo
importantes para a agricultura (Pacicco et al., 2018). Os agroecossistemas fornecem aos seres humanos
alimentos, forragens, fibras, combustiveis, moveis, produtos farmacéuticos e servicos culturais (como
educacdo, recreacdo e turismo, uso tradicional, rituais e costumes vinculados as comunidades humanas)
(Pacicco etal., 2018). O desenvolvimento de estratégias de conservagdo eficientes requer uma compreensao
detalhada sobre os padrfes espaciais da diversidade genética, os quais podem envolver a identificacdo de
centros de diversidade das espécies cultivadas.

No caso da cultura do milho (Zea mays spp. mays L.), a distribuicéo das variedades locais nas
paisagens agricolas pode ser um indicador dos padrdes de riqueza e uniformidade da diversidade genética
mantida in situ-on farm e auxiliar na definigdo de estratégias de conservacdo. Um estudo recente sugeriu
que o milho chegou nas terras baixas da América do Sul em estado parcial de domesticacéo e ainda indicou
um centro secundario de melhoramento da espécie nesta por¢do do continente (Kistler et al., 2018). O
micro-centro de diversidade de milho identificado em Santa Catarina, no Sul do Brasil, apresentou uma
expressiva riqueza de variedades locais, caracteristicas morfoldgicas e valores de usos atribuidos as
variedades (Costa et al., 2017). Com o intuito de ampliar a amostragem e o conhecimento sobre 0s recursos

genéticos da espécie, e indicar zonas prioritarias de conservacao, este estudo teve como objetivo identificar
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micro-centros de diversidade do milho nas terras baixas da América do Sul, por meio de indicadores e
indices etnobotanicos, morfolégicos e moleculares de diversidade genética, em diferentes regides e biomas

do Brasil e do Uruguai.
4.2. MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi realizada durante o periodo de marco de 2016 a dezembro de 2019, pelo
Laboratério de Genética Ecoldgica de Plantas da Escola Superior de Agricultura ‘Luiz de Queiroz’,
Universidade de Sdo Paulo — ESALQ/USP (Brasil) e Laborat6rio de Fitotecnia y Recursos Fitogenéticos
da Universidad de la Republica (Uruguai). Foram realizadas coletas de variedades locais de milho
conservadas in situ-on farm e caracterizagdes etnobotanicas, por meio de entrevistas, no periodo de maio
de 2017 a abril de 2019. As coletas e entrevistas contemplaram cinco biomas (Amazénia, Cerrado,
Caatinga, Mata Atlantica e Pampa), cinco estados do Brasil (Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Paraiba,
Rio Grande do Sul e Rond6nia) e cinco departamentos do Uruguai (Canelones, Rocha, Treinta y Tres,
Tacuarembo e Rivera).

Para a realizacdo das coletas de germoplasma e da caracterizagdo etnoboténica, foram delineadas
duas estratégias de trabalho: a primeira, durante a Oficina Racas de Milho para fins de Conservacéo e, a
segunda, em visitas in loco. Nas Oficinas, os agricultores e agricultoras foram convidados a levar as espigas
de cada variedade local que conservavam. Os agricultores foram orientados a realizar a sele¢éo das espigas,
quando possivel, no momento da colheita, mas sempre escolhendo aquelas que eles consideravam
representativas da variedade. A pesquisa realizou um total de sete oficinas nos seguintes municipios: a) La
Paloma, Rocha, Uruguai; b) Tacuarembd, Tacuarembd, Uruguai; ¢) Tala, Canelones, Uruguai; d) Divino,
Minas Gerais, Brasil; €) Esperanca, Paraiba, Brasil; f) Ibarama, Rio Grande do Sul, Brasil, e g) Juti, Mato
Grosso do Sul, Brasil. Em Rondénia, a Unica estratégia de coleta e entrevistas foi realizada in loco, em
comunidades ribeirinhas da Reserva Agroextrativista Rio Ouro Preto (RESEX Rio Ouro Preto), em
Guajara-Mirim, Rondénia, Brasil. A realiza¢do das coletas contou com o apoio de uma rede de pesquisa
colaborativa do projeto, envolvendo universidades, organizacbes que atuam com a agricultura familiar,
instituicdes de pesquisa e extensdo (Figura 1), que foi essencial para o desenvolvimento desta pesquisa.

As organizac@es/instituicdes parceiras foram representadas no mapa (Figura 1): Empresa de
Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (EMATER), Associacdo dos GuardiGes das Sementes Crioulas de
Ibarama-RS, Guardides Mirins, Prefeitura Municipal, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM),
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), Universidade Estadual de Maringd (UEM), Banco
Comunitério Lucinda Moreti, Universidade Federal de Vicosa (UFV), Paréquia de Divino, Centro de
Tecnologias Alternativas (CTA), Sindicato dos Trabalhadores e Trabalhadoras Rurais na Agricultura
Familiar, Rede de IntercAmbios de Tecnologias Alternativas, ASPTA — Agricultura Familiar e
Agroecologia, Rede Sementes da Paixdo, Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA)
Semi-Arido, Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia (INPA), Instituto Chico Mendes de Conservagéo
da Biodiversidade (ICMBIO), Reserva Agroextrativista Rio Ouro Preto (RESEX), Universidad de la
Republica do Uruguai (Udelar), campus Centro Regional del Este (CURE), Centro Universitario de
Tacuaremb6 (CUT) e Centro Universitario de Rivera (CUR), Red de Semillas Nativas y Criollas, e
Sociedad de Fomento de Tala (SFT Tala).
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O numero de agricultores que participaram em cada regido foi determinado de acordo com a
indicagdo dos parceiros locais, logistica e o proprio interesse dos agricultores em participar e colaborar com
a pesquisa. Deste modo, ndo houve uma estratégia de amostragem especifica para determinar tanto o
namero de agricultores quanto de variedades locais coletadas por regido. Durante as coletas, procurou-se
obter a maxima diversidade de variedades locais de milho presente em cada regido. Para as variedades que
ndo estavam armazenadas em espiga foi coletada uma quantidade de sementes debulhadas para a
caracterizagdo molecular e conservacdo ex situ, e para aquelas variedades em que os agricultores ndo
possuiam estoque de espiga e/ou sementes (ou seja, na ocasido da coleta o agricultor ainda ndo havia
realizado a colheita da lavoura/roga de milho) foi realizada apenas a entrevista, registrando a presenca
daquela variedade na regido. A pesquisa contou com a participacdo de 261 agricultores e 127 entrevistados
(Tabela 1).
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Figura 1. Regides de coletas e realizacéo das oficinas, instituices gestoras do projeto e rede de organizagdes parceiras
envolvidas na pesquisa. As cores na base do mapa representam a distribui¢do dos biomas no Brasil e no Uruguai. Esta
imagem foi elaborada por meio do software QGIS (http://qgisbrasil.org).
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Tabela 1. Ndmero de agricultores participantes da pesquisa (NAPP) e nimero de agricultores entrevistados (NAE) por
regido do Brasil e Uruguai.

Pais Bioma Regido NAPP NAE
Cerrado Mato Grosso do Sul 66 15
Mata Atlantica Minas Gerais 55 16
Brasil Caatinga Paraiba 50 20
Ecotono Mata Atlantica-Pampa Rio Grande do Sul 40 23
Amazobnia Rond6nia 12 12
Pampa Canelones 10 10
Uruguai Pampa Rocha/Treinta y Tres 14 14
Pampa Tacuarembd/Rivera 14 14
UBI’[JagSLIJIEiie* - Outros - 3
Total 261 127

* Entrevistas e/ou coletas realizadas em outros encontros fora do &mbito do projeto ou por doagfes de
terceiros. ]
Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos da

ESALQ/USP, em dezembro de 2016; pela Comissio Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), processo
CAAE 60382016.2.0000.5395; pelo Sistema Nacional de Autorizacdo e Informagdo em Biodiversidade
(SisBio) (cadastro n® 61447-1), e foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e
do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) (cadastro n® AD2EFO0B). Para as coletas no Uruguai foi
obtida autorizagéo junto a Direccién Nacional de Medio Ambiente (DINAMA) do Ministério de Vivienda

Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente.
4.2.1. Caracterizacao etnobotanica

A caracterizacdo etnoboténica foi realizada por meio de entrevistas sistematizadas onde foi
aplicado um questionario semiestruturado, composto por perguntas que envolveram a identificacdo dos
agricultores e o levantamento de informagfes sobre as variedades locais de milho, como: nome local,
origem, tempo de cultivo, usos e registros associados ao cultivo e a histéria do milho na regido. A partir
das variaveis relacionadas a origem e ao tempo de cultivo em conjunto, considerando as variedades locais
que apresentaram dados completos para estas variaveis (355), foi realizada uma andlise descritiva dos
fluxos migratérios inter-regionais das variedades locais nas terras baixas da América do Sul, no periodo de
100 anos. O mapa dos fluxos migratérios inter-regionais foi elaborado por meio do software QGIS
(http://qgisbrasil.org).

Para cada variavel etnobotanica foi realizada uma analise exploratéria e inferéncia dos dados por
meio de estatisticas descritivas, conforme o nimero de observagdes que apresentaram dados completos. As
analises foram realizadas considerando os dados conjuntos do Brasil e do Uruguai, sendo que as
particularidades e/ou diferencas marcantes entre cada pais e/ou de cada regido, quando houveram, foram
comentadas ao longo da apresentagdo dos resultados.
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4.2.2. Diagndstico das fortalezas, oportunidades, fragilidades e ameagas na

conservagao da agrobiodiversidade

Durantes as Oficinas, foi realizado o diagndstico das fortalezas, oportunidades, fragilidades e
ameagas (FOFA), com o objetivo de identificar os principais desafios que os agricultores e agricultoras
enfrentam na conservacdo da agrobiodiversidade, sobretudo, em relacdo as variedades locais. Para isto,
foram discutidas com os agricultores as seguintes perguntas: Quais (i) as forcas (questfes internas a
comunidade), (ii) oportunidades (externas), (iii) fraquezas (internas) e (iv) ameacas (externas) dos
agricultores na conservagao da agrobiodiversidade e das variedades locais? O diagnostico contou com a
participacdo de 162 pessoas, em trés regides do Brasil (Mato Grosso do Sul: 66 participantes; Minas Gerais:
30; e Rio Grande do Sul: 50) e uma regido do Uruguai (Tacuarembd:16). Os participantes foram divididos
em subgrupos que variaram de acordo com o nimero de participantes, municipio, comunidade e/ou outros
critérios tais como grupo de mulheres e grupo de jovens. Cada subgrupo contou com a colaboracéo de um
facilitador. As equipes discutiram a proposta e, posteriormente, apresentaram a sintese da discussao para a
plenaria. Os tdpicos de discussao indicados pelos participantes foram tabulados e uma analise exploratéria

dos dados foi realizada por meio de estatisticas descritivas.
4.2.3. Caracterizacao fenotipica

Para cada variedade local foram coletadas cinco espigas ou conforme a disponibilidade que havia
na ocasido da coleta. Foram caracterizadas fenotipicamente 287 variedades locais de milho (215 variedades
no Brasil e 72 no Uruguai), sendo: 16 no Mato Grosso do Sul, 85 em Minas Gerais, 48 na Paraiba, 59 no
Rio Grande do Sul, 4 em Rondénia, 14 em Canelones, 25 em Rocha/Treinta y Tres e 30 em
Tacuarembo/Rivera. A caracterizagdo fenotipica foi realizada por meio de 19 descritores morfoldgicos
considerados chaves para a classificacdo de racas de milho (Bird e Goodman, 1977; Silva et al., 2017),
sendo dez caracteristicas qualitativas e nove caracteristicas quantitativas, conforme apresentado na Tabela
2.

Tabela 2. Descritores morfol4gicos utilizados para a caracterizagéo de espigas e gréos visando a classificagdo de ragas
de milho do Brasil e Uruguai.

Caracteristica Qualitativa Caracteristica Quantitativa
Textura da cor do gréo (coroa) Numero de graos por fileiras
_ Cor do gréo (coroa) Comprimento da espiga (cm)
Espiga Tipo do gréo (coroa) Diametro da espiga (cm)
Forma da espiga Diametro do sabugo (cm)
Arranjo dos graos na fileira Diametro da raquis (cm)
Cor do sabugo Numero de fileiras
Cor do pericarpo Comprimento do grdo (mm)
Grao Cor do endosperma Largura do grdo (mm)
Forma do gréo Espessura do grdo (mm)

Forma da borda do gréo

Para a classificacdo das racas de milho, as varidveis qualitativas foram obtidas a partir das

frequéncias absolutas de cada variacdo/categoria dentro da caracteristica e o valor de maior frequéncia
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(moda) foi adotado para caracterizar a variedade para aquela variavel. Para as variaveis quantitativas foram
obtidas as médias aritméticas. Para classificar as racas de milho, a andlise dos dados foi realizada
separadamente para cada de tipo de endosperma, em dois niveis. No Nivel 1, foi realizada uma andlise de
agrupamento, pelo método de Ward (hierarquico) com ponto de corte estabelecido pela metodologia de
Mojena (1977), considerando todas variedades locais de milho coletadas, por tipo de endosperma, com o
objetivo de identificar a estrutura genética populacional. Os dados de cada pais foram analisados
separadamente, exceto para as pipocas. A distancia genética entre variedades foi estimada mediante o indice
de similaridade genética de Gower (1971), o qual combina variaveis qualitativas e quantitativas. A partir
dos grupos identificados no Nivel 1, para cada grupo identificado foi obtida a média das variaveis
quantitativas e a moda das variaveis qualitativas. Estes resultados foram utilizados em uma nova analise de
agrupamento (Nivel 2), em que foram incluidos dados disponiveis na literatura para as racas de milho
descritas para o Brasil e do Uruguai, considerando cada tipo de endosperma (Brieger et al., 1958; Paterniani
e Goodman, 1977; De Maria et al., 1978). Esta analise teve como objetivo validar a presenca de grupos e
classificar as ragas atualmente conservadas in situ-on farm. As analises multivariadas foram realizadas por
meio do software R (R Development Core Team, 2015), pacotes Vegan (Oksanen et al., 2016) e Cluster
(Maechler et al., 2015).

4.2.4. Caracterizacdo molecular

A caracterizacdo molecular envolveu 209 acessos de milho provenientes dos estados Mato
Grosso do Sul (15), Minas Gerais (46), Paraiba (25), Rio Grande do Sul (26) e Rondénia (8), no Brasil, e
dos departamentos de Canelones (17), Rocha/Treinta y Tres (22) e Tacuarembo/Rivera (50), no Uruguai.
As amostras do Uruguai incluiram 31 duplicatas e 1 triplicata. A extracdo de DNA das variedades locais
foi realizada formando-se dois bulks de folhas de 15 individuos de cada acesso, 0s quais representaram 30
individuos por variedade (Bedoya et al., 2017), a partir de um fragmento de folha jovem fresca de 1-1,5
cm?, coletado na terceira semana apds o plantio. Apds a coleta, as folhas foram liofilizadas e enviadas ao
laboratério Genetic Analysis Service for Agriculture (SAGA) do CIMMYT, localizado no México, onde a
extracdo de DNA foi realizada. As amostras foram extraidas por meio do método CTAB modificado (Doyle
e Doyle, 1990).

A obtencéo de marcadores de polimorfismo de nucleotideo tnico (SNPs) a partir da técnica de
genotipagem DarTseq foi realizada pela companhia Diversity Arrays Technology - DarT
(https://mww.diversityarrays.com/technology-and-resources/dartseqg/dartseq-data-types/), no  Centro
Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT). A biblioteca gendmica foi sequenciada no
sequenciador HiSeq 2500 da llumina. As sequéncias de cada amostra foram alinhadas com uma biblioteca
de sequéncias representativas de uma variedade de genomas de milho processados anteriormente. Este
processo foi executado pelo DarTsoft14, software desenvolvido pelo DarT e os marcadores moleculares
SNPs foram obtidos.

Os marcadores foram filtrados com base nos seguintes critérios: Call Rate (propor¢do de
amostras para as quais as informagdes correspondentes do marcador nao correspondem a dados faltantes)
> 0.95; RepAvg (proporcéo de pares de ensaios técnicos replicados para os quais a pontuagdo do marcador

¢ consistente) > 0,85; AvgPIC (média do conteudo de informacéo de polimorfismo dos alelos de referéncia
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e SNP) > 0. A caracterizacdo molecular resultou em 50.696 marcadores SNPs e a partir das filtragens foram
selecionados 5.313 SNPs para realizagdo das analises estatisticas. Os parametros de diversidade genética
namero total de alelos (A), heterozigosidade observada (Ho), indice de diversidade genética de Nei (1978)
(ou heterozigosidade esperada — Hg) e coeficiente de endogamia (f) foram estimados por meio do pacote
hierfstat (Goudet, 2005) e poppr (Kamvar et al., 2014) no programa R (R Development Core Team, 2015).
Neste estudo, os parametros de diversidade foram considerados apenas indicadores de diversidade genética,
uma vez que as amostras foram extraidas por meio de bulks de individuos, os quais formaram uma amostra

composta representante de cada acesso.

4.2.5. Indices de diversidade genética como ferramenta metodoldgica para
identificacdo de microcentros de diversidade do milho

A caracterizacdo etnobotanica, fenotipica e molecular permitiu a obtencdo dos seguintes
indicadores: i) etnobotanicos: nimero médio de variedades por agricultores (NVA), riqueza de nomes locais
(RNL), riqueza de nomes exclusivos (RNE), riqueza de usos gastrondmicos (RU), riqueza de origem (RO),
tempo médio de cultivo (TM); ii) fenotipicos: riqueza de cor de grao (RCG); riqueza de tipo de grao (RTG);
riqueza de racas (RR); riqueza de racas exclusivas; indice de Shannon dos descritores qualitativos (H’DQ);
e iii) moleculares: indice de diversidade genética de Nei (1978) (D), heterozigosidade observada (Ho) e
coeficiente de endogamia (f). Os indicadores RNE e RRE que envolvem o carater “exclusivo” correspondem
ao0s nomes locais e ragas com presenca identificada exclusivamente em uma regido. O H’DQ considerou 0s
descritores: textura da cor do gréo, cor do gréo, tipo do gréo, forma da espiga, arranjo dos grdos na fileira,
cor do sabugo, cor do pericarpo, cor do endosperma, forma do grdo, forma da borda do gréo.

Foram gerados indices de diversidade genética com base nos indicadores obtidos, como
ferramenta metodolégica para identificacdo e caracterizacdo dos micro-centros de diversidade do milho
(Figura 2). Para cada indicador etnobotéanico e fenotipico foram calculados os indices de diversidade de
Shannon (H’) (Shannon, 1948). Para os indicadores moleculares foram considerados o indice de
diversidade genética de Nei (1978) (D) e heterozigosidade observada (Ho). A partir do valor médio dos
indices etnobotanicos foi gerado um unico indice, que foi chamado de “indice Etno”, e pelo mesmo
procedimento foram gerados a partir dos indices fenotipicos e moleculares, os “indice Feno” e “Indice
Mol”, respectivamente. Estes indices foram obtidos com o objetivo de indicar um valor médio de referéncia
da diversidade genética por regido, com base nos seus respectivos indicadores.

O indice de Shannon foi calculado por meio do software PAST versdo 4.0 (Hammer et al., 2001).
O H’ corresponde a um indice de diversidade utilizado para medir a diversidade em dados categéricos. O

calculo do H’ é realizado através da seguinte formula:

5
f
H = - ZP:‘ In p;
i=1 , onde:
pi = abundancia relativa (proporg¢éo) da variedade i na amostra
pi = ni/N
ni = nimero de individuos da variedade i

N= namero de individuos total da amostra
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Etnobotanicos:
NVA = N° médio de variedades por agricultores
RNL = Riqueza de nomes locais
RNE = Riqueza de nomes exclusivos
RU = Riqueza de usos gastronémicos
RO = Riqueza de origem
TM = Tempo médio de cultivo Fenotipicos:
RCG = Riqueza de cor de grao
RTG = Riqueza de tipo de grio
RR = Riqueza de ragas
RRE = Rigueza de racas exclusivas
H’DQ = indice de Shannon dos descritores
qualitativos

Moleculares:

D = Indice de diversidade genética de
Nei (1978)
H, = Heterozigosidade observada

indices de Shannon (H")
(shannon, 1948)

indices de diversidade genética

indices Médios

Regionais indice Etno indice Feno indice Mol

Figura 2. indices de diversidade genética gerados com base nos indicadores etnobotanicos, fenotipicos e moleculares,
como ferramenta metodolégica para identificagdo e caracterizagdo dos micro-centros de diversidade do milho no Brasil
e Uruguai.

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Indicadores etnobotanicos do milho em regides das terras baixas da

América do Sul

A diversidade genética das variedades locais de milho foi avaliada por meio de indicadores
etnoboténicos, fenotipicos e moleculares por regido (Tabela 3). O nimero médio de variedades locais
conservadas por agricultor variou de um (Canelones) a quatro (Minas Gerais) variedades. Identificou-se
uma riqueza de 120 nomes locais atribuidos as variedades no Brasil € 39 no Uruguai (Anexo A e B). No
Brasil, a riqueza de nomes locais variou de 17 nomes na Paraiba e também em Ronddnia a 47 em Minas
Gerais e; no Uruguai, de 8 em Canelones a 25 em Rocha/Treinta y Tres. Dentre os nomes identificados,
apenas 23 foram comuns a duas ou mais regides (Anexo C) e 134 apresentaram-se exclusivos das
localidades (Anexo D). Os nomes exclusivos variaram de 4 em Canelones a 33 em Minas Gerais.

Em relacgéo ao destino e uso da producéo das variedades de milho, as trés categorias mais citadas
foram “Autoconsumo da Familia” (44%), ou seja, relacionada ao uso direto na alimentagdo humana nas
mais diversas formas; “Alimenta¢do Animal” (33%), na forma de silagem, grio e ragdo; e “Venda” (16%),
de sementes, graos, palha para artesanato, milho verde, farinha, canjica, dentre outros. As categorias menos
frequentes ocorreram de forma localizada: “Doacao de Sementes” nos estados da Paraiba, Minas Gerais e
Rocha/Treinta y Tres; “Multiplicagdo de Sementes” apenas nos estados do Mato Grosso do Sul e
Tacuarembd/Rivera e; “Artesanato” nos estados do Rio Grande do Sul e Rondonia.

Em geral, foram identificados 34 valores de usos gastrondmicos associados as variedades,
representados por usos alimentares diretos, potenciais culindrios e por atributos do alimento que sdo

apreciados pelos agricultores (Anexo E). Os quatro principais foram Milho Verde (24%), Pamonha/Curau
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(11%), “Bolo/Broa/Pdo” (10%) e “Farinha” (8%). A regido que apresentou a maior riqueza de usos foi
Rondénia (20), seguida por Mato Grosso do Sul (18), Minas Gerais (18) e Paraiba (15). Durante as oficinas,
em atividades realizadas em grupos, 0s agricultores citaram 0s usos relacionados a: i) pratos tipicos e ao
uso direto na alimentagdo humana (broa, pdo de milho, farinha de beiju, angu, polenta, milho doce, farinha
de maisena, pipoca, canjicdo, canjiquinha, milho verde, fuba para fazer farinha de amendoim, fubd, cuscuz,
munguzad); ii) alimentagdo animal (sabugo para criacdo, silagem, racdo, grdos para galinhas); iii) uso
medicinal (farinha capitdo de fuba, sabugo para cha diurético, cabelo do milho para remédio, remédio do
milho encapado para dor de estdbmago e para o figado) e, iv) outros usos, como cinza do sabugo para fazer
sabdo, artesanato, simpatia, sabugo como brasa para ferro de passar roupa.

Em relacéo aos valores de usos agrondmicos, representados por caracteristicas relacionadas ao
desempenho agronémico, potencial produtivo, adaptagdo, resisténcia/ou tolerancia a fatores bidticos e
abidticos, foram identificadas 22 categorias, sendo “Rendimento de grao” (32%), “Rusticidade/Adaptagdo”
(14%), “Resisténcia ao caruncho” (10) e “Resisténcia a seca” (9%) as mais frequentes. Associados aos
atributos gastronémicos e agronémicos, 0s agricultores indicaram pelo menos 16 motivos pelos quais a
conservagdo das variedades ¢ realizada, sendo que os quatro principais foram: “Animais gostam” (31%),
relacionado a palatabilidade; “Conservagdo da diversidade” (15%), relacionado a aspectos relevantes para
a manutencdo e riqueza da diversidade da espécie, como conservar mais de duas variedades; “Tradi¢do
Familiar” (14%), relacionado a valores culturais provenientes de costumes, tradigdes e heranga de familia
e; “Autonomia da semente” (11%), seja politica, econdmica e/ou relacionada a seguranca alimentar.

O tempo de cultivo das variedades locais esta associado a adaptacdo das mesmas as condicBes
ecoldgicas e aos aspectos socioculturais particulares a cada regido. Foram identificadas variedades com
tempo minimo, médio e maximo de conservacdo, de 1, 15 e 100 anos, respectivamente. Os tempos médios
das regibes variaram de 8 anos, no Mato Grosso do Sul, a 36, em Ronddnia. O tempo maximo de 100 anos
foi observado no Mato Grosso do Sul e em Minas gerais. Os resultados também revelaram que: i) 50% das
variedades sdo cultivadas de 0 a 5 anos pela mesma familia; ii) 15% de 6 a 10 anos; (iii) 20% de 11 a 30
anos; e iv) 15% cultivam ha mais 30 anos. Considerando a origem das variedades, verificou-se que 0s
agricultores obtém suas sementes, principalmente, por meio de “Heranga de Familia” (21%), “Vizinhos”
(16%), “Encontros de Troca de Sementes” (11%) e “Trocas entre Amigos/Parentes” (11%). Estes resultados

demonstram que a principal fonte de obtencéo das variedades é a propria regido.
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Tabela 3. Indicadores etnobotanicos, fenotipicos e moleculares da diversidade genética do milho em diferentes microrregides das terras baixas da América do Sul.

Indicadores Etnobotanicos

Indicadores Fenotipicos

Indicadores Moleculares

Regiao NVA RNL RNE RU RO TM RCG RTG H'DQ RR RE D Ho
Mato Grosso do Sul 3 22 14 18 9 8 6 5 0,89 6 3 0,176 0,181
Minas Gerais 4 47 33 18 11 17 8 6 1,20 10 4 0,205 0,281
Brasil Paraiba 2 17 13 15 7 15 6 5 1,03 4 1 0,188 0,243
Rio Grande do Sul 3 39 33 14 11 12 9 5 1,15 14 7 0,202 0,254
Ronddnia 3 17 12 20 8 36 4 2 0,84 1 1 0,123 0,130
Canelones 1 8 4 4 6 17 2 3 0,78 5 0 0,219 0,333
Uruguai  Rocha/Treintay Tres 2 25 15 13 6 18 6 4 1,08 8 1 0,196 0,230
Tacuarembo/Rivera 2 15 8 13 6 16 3 5 0,93 7 2 0,214 0,302

Indicadores etnobotanicos: nimero médio de variedades por agricultor (NVA),

riqgueza de nomes locais (RNL), riqueza de nomes exclusivos (RNE), riqueza de usos

gastrondmicos (RU), riqueza de origem (RO), tempo médio de cultivo (TM); Indicadores fenotipicos: riqueza de cor de grao (RCG); riqueza de tipo de grdo (RTG); riqueza racas
(RR); riqueza de racas exclusivas (RE); indice de Shannon (H’DQ); Indicadores moleculares: indice de diversidade genética de Nei (1978) (D) e heterozigosidade observada

(Ho).
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No entanto, observou-se que os agricultores também introduzem e utilizam variedades locais de
outras regides (Figura 3). Foram identificadas 26 (7%) variedades com origem exdgena, ou seja, que
migraram de outras regides. No Brasil, foram observados nove eventos de dispersdo de variedades entre
distintos locais, dentro das quais as regides doadoras envolveram cinco estados brasileiros e dois paises
(Bolivia e Peru). No Uruguai, os eventos de dispersdao envolveram trés paises (Argentina, Brasil e Peru).
Estes fluxos migratdrios diagnosticados ocorreram em diferentes épocas: i) 46% de 0 a 5 anos; ii) 23% de
6 a 10 anos; iii) 27% de 11 a 30 anos; e iv) 4% ha mais de 30 anos. A migragdo mais antiga ocorreu ha 50
anos do estado de Santa Catarina para 0 Rio Grande do Sul, por heranga de familia (valor cultural). Os
processos de dispersdo se deram nas seguintes regifes da pesquisa as quais receberam variedades de
diferentes locais: Rio Grande do Sul — recebeu variedades de Santa Catarina, Sdo Paulo, Sergipe e Peru;
Minas Gerais — do Parana e Rio de Janeiro; Mato Grosso do Sul — do Parana e Santa Catarina; Rondonia —
da Bolivia; Tacuarembd/Rivera — do Brasil e Peru e; Canelones — da Argentina. As regides com maior

frequéncia de doagdo foram Santa Catarina (7 variedades), Bolivia (5 variedades) e Parana (5 variedades).
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Figura 3. Fluxos migratorios inter-regionais de variedades locais de milho nas terras baixas da América do Sul, ao
longo dos ultimos 100 anos, caracterizado por meio do diagnostico etnobotanico. No mapa, as setas indicam a diregéo
dos fluxos migratdrios e as regides foram representadas pelos seguintes codigos: Brasil [Mato Grosso do Sul (MS),
Minas Gerais (MG), Paraiba (PB), Parana (PR), Rio Grande do Sul (RS), Rio de Janeiro (RJ), Ronddnia (RO), Santa
Catarina (SC), Séo Paulo (SP), Sergipe (SE)] e Uruguai [Rocha/Treinta y Tres (UYE), Tacuarembd/Rivera (UYN) e
Canelones (UYS)]. As cores na base do mapa representam a distribui¢cdo dos biomas no Brasil e no Uruguai. Esta
imagem foi elaborada por meio do software QGIS (http://qgisbrasil.org).

Em relacdo aos sistemas agricolas, 78% das variedades sdo manejadas na “Roga/Lavoura”, 18%

no “Quintal” e 3% na “Mata”, sendo que esta ultima categoria foi observada apenas nos estados de
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Rond6nia (100%) e do Mato Grosso do Sul (3%). Este aspecto coincide com a presenca de comunidades
indigenas e ribeirinhas nesses estados, uma vez que nas outras regifes esses atores nao foram entrevistados.
Nos estados do Rio Grande do Sul e da Paraiba, 100% das variedades sdo manejadas na “Roga/Lavoura”,
em cultivo solteiro ou consorciado com uma ou mais espécies, tais como feijao, fava, abdbora, mandioca e
café. Em proporcéo, o manejo das variedades em quintais foi maior no Uruguai (43%) do que no Brasil
(8%). Foram identificados pelo menos 29 critérios que os agricultores utilizam para selecionar suas
sementes para cultivo, sendo que os trés com maior percentual de indicagdes foram: “Tamanho da espiga”
(19%), “Uniformidade dos graos” (17%) e “Espiga sadia” (12%). No entanto, o resultado mais interessante
€ que do total, 22 critérios (76%) foram relacionados as caracteristicas da espiga e do grao, contemplando

os descritores cientificos chaves (Bird e Goodman, 1977) utilizados para a identificacdo das ragas de milho.

4.3.2. Indicadores fenotipicos do milho em regifes das terras baixas da
América do Sul

A caracterizagdo fenotipica apresentou uma expressiva riqueza para os descritores avaliados nas
variedades locais de milho. Considerando todas as regiGes, foi identificada a riqueza para cor do gréo,
observando-se um total de 11 cores: Amarelo (32%), Alaranjado (27%), Branco (17%), Vermelho (6%),
Amarelo Claro (5,6%), Roxo (5,3%), Castanho (3%), Preto (1,4%), Rosado (1%), Vinho (1%) e Creme
(0,7%); e para tipo de grao, um total de 8 tipos: Dentado (51%), Semi-Dentado (16%), Duro (11%), Semi-
Duro (11%), Farinaceo (7%), Pipoca (7%), Tunicado (0,7%) e Doce (0,3%). O tipo tunicado identificado
pela pesquisa apresenta grdos empalhados individualmente e firmemente aderidos ao sabugo. Dentre as
regiBes, a riqueza de cor de grdo variou de duas a nove cores, e de tipo de gréo de dois a seis. As regides
que apresentaram os maiores valores para cor de grdo foram Rio Grande do Sul (9), Minas Gerais (8),
Paraiba (6), Mato Grosso do Sul (6) e Rocha/Treinta y Tres (6); e para tipo de grdo foram Minas Gerais
(6), Rio Grande do Sul (5), Paraiba (5), Mato Grosso do Sul (5) e Tacuarembd/Rivera (5).

O indice de Shannon, calculado com base nos dez descritores fenotipicos qualitativos (textura
da cor do grdo, cor do gréo, tipo do grdo, forma da espiga, arranjo dos graos na fileira, cor do sabugo, cor
do pericarpo, cor do endosperma, forma do gréo, forma da borda do gréo), apresentou os maiores valores
em Minas Gerais (1,20), Rio Grande do Sul (1,15), Rocha/Treinta y Tres (1,08) e Paraiba (1,03).

A presente pesquisa caracterizou as ragas de milho com base em 19 descritores, os quais de forma
combinada conferiram identidade a distintos grupos de variedades. A raga de milho é um conjunto de
variedades com caracteristicas genéticas comuns, adaptada a determinadas condi¢Ges ambientais associadas
a certos contextos sociais e culturais (Lima, 2016). No total, foram identificadas 25 racas de milho no Brasil
e 11 no Uruguai. A riqueza de racas por regido variou de 1 a 14, sendo que as maiores riquezas foram
identificadas no Rio Grande do Sul (14), Minas Gerais (10) e Rocha (8). As regifes que apresentaram as

maiores riquezas de ragas exclusivas foram Rio Grande do Sul (7), Minas Gerais (4) e Mato Grosso do Sul

(3).
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4.3.3. Indicadores moleculares do milho em regides das terras baixas da
América do Sul

Os indicadores moleculares avaliados envolveram os seguintes parametros de diversidade: indice
de diversidade genética de Nei (1978) (ou heterozigosidade esperada) e heterozigosidade observada.
Também foram estimados, neste estudo, o ndmero total de alelos e coeficiente de endogamia. Os valores
de Ho e D, de forma geral, apresentaram-se elevados, com os maiores indices observados em Canelones
(Ho=0,333 e D=0,219), Tacuarembo/Rivera (Ho=0,302 e D=0,214), Minas Gerais (Ho=0,281 e D=0,205),
Paraiba (Ho=0,243 e D=0,188) e Rocha/Treinta y Tres (Ho=0,230 e D=0,196). Os menores valores foram
observados no Mato Grosso do Sul e Rond6nia (Ho=0,181 e D=0,176). O nimero total de alelos variou de
7.307 a9.514, sendo o0 menor valor observado em Rondbnia (7.307) e os maiores em Minas Gerais (9.514),
Rio Grande do Sul (9.448) e Tacuarembd/Rivera (9.399). O coeficiente de endogamia variou de -0,5231 a
-0,0266. Os valores negativos para este pardmetro, observados em todas as regides, indica um excesso de
heterozigotos.

4.3.4. Ferramenta metodoldgica para identificacdo dos microcentros de
diversidade do milho

Com base nos indicadores etnobotanicos, fenotipicos e moleculares, foram calculados distintos
indices de diversidade genética (Tabela 4) com o propdsito de mensurar e comparar a diversidade do milho
presente nas regiGes, bem como obter pardmetros médios para caracterizar/identificar os micro-centros de
diversidade do milho nas terras baixas da América do Sul. Foram gerados os indices “Indice Etno”, “Indice
Feno” e “Indice Mol”, a partir dos respectivos indicadores.

Os maiores valores do Indice Etno foram diagnosticados nas seguintes regides: Minas Gerais
(2,61), Rio Grande do Sul (2,52), Mato Grosso do Sul (2,19) e Ronddnia (2,13); do indice Feno, foram no
Rio Grande do Sul (1,39), Minas Gerais (1,35), Tacuaremb6/Rivera (1,26) e Mato Grosso do Sul (1,18); e
do Indice Mol, foram em Canelones (0,276), Tacuarembé/Rivera (0,258), Minas Gerais (0,243) e Rio
Grande do Sul (0,228). Considerando o indice Etno a regido que apresentou o menor valor possui 53,64%
do valor méaximo observado; para o indice Feno observou-se o valor de 55,40%; e para o indice Mol, 46%.

De forma geral, considerou-se os “indices Etno”, “indices Feno” e “indices Mol” elevados, por
apresentarem cerca de 50% dos valores maximos observados. Todos os parametros avaliados em conjunto
retrataram uma expressiva diversidade de variedades locais de milho, caracterizada pela riqueza e presenca
de variedades exclusivas, em todas as regifes. Todos estes elementos encontraram-se envolvidos em um
dindmico contexto sociocultural demonstrado pela caracterizacdo etnobotanica, o qual apresentou

especificidades regionais.
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Tabela 4. indices de diversidade genética do milho gerados com base nos indicadores etnobotanicos (indice de Shannon - H*), fenotipicos (indice de Shannon - H’), moleculares (indice de Nei,
1978 e Ho), indice Etno, indice Feno e indice Mol em diferentes regides das terras baixas da América do Sul.

Regido indices Etnoboténicos (H')’ indices Fenotipicos (H') ’ indices Molet/:ulares
NVA RNL RNE RU RO TM IndiceEtho | RCG RTG HDQ RR RE Indice Feno D Ho Indice Mol
Mato Grossodo Sul 3 2,79 2,49 1,84 2,10 0,90 2,19 154 147 089 1,38 0,64 1,18 0,176 0,181 0,178
Minas Gerais 4 350 325 1,86 1,86 1,17 2,61 161 157 120 153 0,86 1,35 0,205 0,281 0,243
Brasil Paraiba 2 219 191 166 1,66 1,31 1,79 136 1,16 103 031 O 0,77 0,188 0,243 0,216
Rio Grande do Sul 3 337 319 2,17 2,17 1,23 2,52 158 1,10 1,15 193 1,22 1,39 0,202 0,254 0,228
Rond6nia 3 265 226 1,79 1,79 1,30 2,13 1,39 0,69 0,84 0 0 0,58 0,123 0,130 0,127
Canelones 1 184 1,39 143 1,43 1,31 1,40 1,03 136 0,78 181 O 1,00 0,219 0,333 0,276
Uruguai Rocha/Treintay Tres 2 3,09 2,81 1,69 1,69 1,21 2,08 151 127 108 197 O 1,16 0,196 0,230 0,213
Tacuarembo6/Rivera 2 2,52 1,98 1,58 1,58 1,24 1,82 148 146 093 1,75 0,69 1,26 0,214 0,302 0,258

Indicadores etnobotanicos: nimero médio de variedades por agricultor (NVA), riqueza de nomes locais (RNL), riqueza de nomes exclusivos (RNE), riqueza de usos
gastrondbmicos (RU), riqueza de origem (RO), tempo médio de cultivo (TM); Indicadores fenotipicos: riqueza de cor de grdo (RCG); riqueza de tipo de grdo (RTG); riqueza
racas (RR); riqueza de racas exclusivas (RE); indice de Shannon (H’DQ); Indicadores moleculares: indice de diversidade genética de Nei, 1978 (D) e heterozigosidade observada
(Ho); indice de diversidade genética gerado a partir do valor médio dos indices etnoboténicos (indice Etno), indice de diversidade genética gerado a partir do valor médio dos
indices fenotipicos (indice Feno) e indice de diversidade genética gerado a partir do valor médio dos indices moleculares (indice Mol).
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4.3.5. Diagndstico das fortalezas, oportunidades, fragilidades e ameacas para

a conservacdo da agrobiodiversidade nas terras baixas da América do
Sul

O diagndstico das fortalezas, oportunidades, fragilidades e ameacas foi realizado com o intuito

de identificar os principais desafios que os agricultores enfrentam na conservacéo da agrobiodiversidade,

sobretudo, em relacéo as variedades locais, em comunidades de agricultores familiares do Brasil e Uruguai.

A ferramenta permitiu identificar 77 tdpicos de discussdo para as forcas, 65 para as fragilidades, 58 para

as oportunidades e 57 para as ameagas ha conservacdo da agrobiodiversidade, os quais totalizaram 257

topicos indicados e discutidos pelos agricultores (Tabela 5). A frequéncia absoluta das forcas e

oportunidades foram superiores a frequéncia das fragilidades e ameacas.

Tabela 5. Principais topicos de discussao do diagnéstico das fortalezas, oportunidades, fragilidades e ameacas para a
conservacédo da agrobiodiversidade nas terras baixas da América do Sul.

Diagnostico

Principais topicos de discussdo indicados pelos agricultores

Forcas
(internas)

Parcerias existentes que apoiam o trabalho da conservacao de variedades crioulas; Apoio
das Universidades; Producdo de Alimento saudavel; Artesanato; Reconhecimento do
trabalho dos Guardides; Boa organizacdo do grupo dos guardides; Relevo favorece a
conservacdo das variedades locais; Pesquisas diversas sobre a agrobiodiversidade;
Quantidade de variedades (riqueza); Diversificacdo da producéo; Soberania e seguranca
alimentar (se planta para o consumo); Clima da regido: propicio para a producdo e
conservacao das sementes; Associacdo das Mulheres Agricultoras esta crescendo; Rituais
tradi¢Bes, usos na culinaria indigena; Datas comemorativas e festa das sementes indigenas;
Interacdo entre o conhecimento tradicional e cientifico; IntercAmbios de sementes e
saberes; Agricultura Familiar; Os jovens estdo comecando a acreditar no valor das
sementes crioulas; Ter a prépria semente (a semente é nossa); Pastoral da Juventude Rural.

Fragilidades
(internas)

Falta de projetos e incentivos publicos para as associacfes locais; Nao ter bancos
comunitarios de sementes; Dificuldade em manter muitas variedades (cruzamento);
Monocultura do fumo, da soja; Trabalho manual e oneroso no campo; Produtividade baixa;
Exodo rural (poucas familias nas aldeias, migracéo para as cidades; Falta de assisténcia
técnica e acompanhamento especializado; Falta de agua (estdo h& 16 anos sem agua no
Assentamento Rancho Loma); Acesso limitado as sementes crioulas; Necessidade de
encontrar ou construir um nicho de mercado que valorize os produtos agroecoldgicos;
Pressdo dos técnicos da Emater e Agropecuarias para plantar sementes convencionais;
Descrenca que a agricultura e a medicina alternativa realmente funcionam; A invaséo do
agronegécio; Sementes transgénicas; Concorréncia desleal com o mercado.

Oportunidades
(externa)

Muitas possibilidades de acesso ao conhecimento (parceria com as Universidades, Emater);
Encontros de Trocas de experiéncias; Aprender novas técnicas; Pesquisas; Aumento da
producéo de sementes; As associag¢Bes incentivam outros que ainda ndo plantam variedades
locais a comecar a plantar; Artesanato como fonte de renda; Geragao de renda pela venda
de sementes, farinha, milho verde e outros; Participacdo em congressos e eventos;
Valorizagdo dos produtos crioulos/organicos (exemplo araruta); Desenvolvimento da
agroecologia; Politicas de compras plblicas como mecanismo de valoriza¢do das sementes
crioulas; Resgate das variedades locais; Consumidor consciente.

Ameagas
(externa)

N&o tem leis que protegem as sementes crioulas; Aplicacéo de agrotdxicos; Invasdo das
sementes transgénicas; As intempéries da natureza podem provocar perda de variedades
(como clima, seca e ventania); Falta de apoio em financiamentos agricolas; Politicas
Publicas em torno das Terras Indigenas; Inseguranca territorial; Mudancgas climéticas;
Cruzamentos com outras variedades; Encurralamento dos assentamentos pelas
monoculturas; Mercado de sementes (monopdlio); N&o diversificacdo da producgdo;
Legislagdes voltadas para o agronegécio; Falta de salde para trabalhar; Ganancia do
povo; Privatizacdo das aguas.
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4.4. DISCUSSAO

4.4.1. Indicadores que moldam a diversidade genética de variedades locais de

milho em distintas regides das terras baixas da América do Sul

Os indicadores etnobotanicos, fenotipicos e moleculares apresentaram ampla diversidade de
milho, os quais permitiram identificar micro-centros de diversidade da espécie, em diferentes regides das
terras baixas da América do Sul. A presente pesquisa envolveu diferentes contextos eco-geograficos e
biomas (Amazbnia, Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica e Pampa), bem como contextos socioculturais,
dentro dos quais foram englobados distintos perfis de agricultores familiares: agricultores tradicionais,
quilombolas, assentados de reforma agréria, ribeirinhos e indigenas. Todos estes elementos, componentes
ambientais e humanos, atuam no processo de diversificacdo e moldam a diversidade de variedades locais
presente em cada local. Cada regido apresenta peculiaridades intrinsecas, o que torna cada lugar particular
no &mbito da conservacao.

As regides de Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Rocha/Treinta y Tres apresentaram os maiores
valores de riqueza de nomes locais. Todas as regifes envolvidas na pesquisa apresentaram nomes locais
exclusivos da regido, que variou de 4 (Canelones) a 33 (Minas Gerais) dentre as regifes, totalizando 134
nomes locais exclusivos distribuidos em todas as areas. Este resultado indica que em cada local existe uma
diversidade prépria, ja que 0 nome da variedade é considerado um indicador de diversidade e um importante
marcador de caracterizacdo da diversidade, por remeter (i) as caracteristicas fenotipicas da variedade, tais
como os nomes “Branco”, “Palha Roxa”, “Vermelho”, “Oito Carreiras”, “Duro”, “Colorado”; (ii) & origem
geogréfica como “Caiano de Sobralia”, “Maranhdo”, “Mato Grosso”; (iii) ou aos usos, como “Maisena”,
“Pipoca”, “Amarillo Dulce”, “Forrajera Blanca”.

Os indicadores fenotipicos apresentaram elevada riqueza e diversidade genética avaliada por
meio de distintos descritores do milho. As regides que apresentaram os maiores valores para o indice de
Shannon foram Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Rocha/Treinta 'y Tres e Paraiba. A maior riqueza de ragas
foi observada no Rio Grande do Sul, Minas Gerais e Rocha/Treinta y Tres; e a maior riqueza de racas
exclusivas foi observada no Rio Grande do Sul, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul. Os valores do indice
de Shannon para cor do grdo apresentaram-se superiores aos valores observados para o micro-centro de
Santa Catarina (0,73) (Costa et al., 2017) em todas as regides, exceto em Rond6nia, assim como para tipo
de grdo (1,4), exceto em Ronddnia, Paraiba e Canelones. No entanto, é valido ressaltar que a metodologia
de caracterizagdo deste micro-centro foi realizada com base no conhecimento dos agricultores e ndo por
meio dos descritores da cultura, tal como realizado na presente pesquisa.

Os indicadores moleculares, de forma geral, apresentaram-se elevados. O coeficiente de
endogamia negativo indicou um excesso de heterozigotos em todas as regides, 0 que pode ser consequéncia
dos sistemas de cultivo e manejo dindmicos, dentro do qual as variedades locais de milho estdo submetidas,
sob constante diversificagdo e fluxo génico (Louette et al., 1997; Louette e Smale, 2000). Os coeficientes
de endogamia negativos, estimados por meio de marcadores SNPs, também foram observados em
variedades locais de milho coletadas diretamente de agricultores no México, onde os valores variaram de -
0,928 a 0,225 (Arteaga et al., 2016). Os valores da He, correspondentes aos valores do D apresentados neste
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estudo, apresentaram-se mais elevados no México, os quais variaram de 0,234 a 0,318 (Arteaga et al.,
2016), o que é esperado por corresponder a regido onde se originou o processo de domesticacdo e
diversificacdo do milho (Kistler et al., 2018).

A caracterizacao etnobotanica apresentou aspectos sociais e culturais relacionados a conservagao
das variedades locais de milho nas regides. As variedades locais sdo utilizadas, principalmente, para
autoconsumo relacionado a alimentacéo das familias e dos animais, e apresentaram um amplo potencial de
usos alimentares, culinarios e até medicinais. Os usos das variedades sdo inerentes as estratégias alimentares
dos agricultores. Se eles ndo cultivam as variedades locais por algum motivo ou por ndo possuirem algum
valor de uso, as variedades tendem a desaparecer ao longo do tempo. A preferéncia do agricultor por uma
variedade local devido as suas distintas qualidades de uso final é um fator importante que influencia no
processo de decisdo de conservar ou ndo essa variedade e, consequentemente, afeta na conservacdo da
diversidade genética (Shewayrga e Sopade, 2011).

As sementes sdo obtidas por diferentes fontes, as quais viabilizam a manutencéo da diversidade
por meio de um sistema dindmico dentro do qual os agricultores obtém as sementes para o cultivo (Louette
et al., 1997). Os resultados de origem das variedades indicaram que a maior parte das redes de sementes
sdo basicamente locais e familiares, entre vizinhos ou por meio de encontros que possuam essa finalidade,
0s quais promovem um processo de conservacdo coletivo. Se uma mesma variedade passa a ser mantida
por mais de um agricultor, consequentemente seu risco de perda se reduz pela metade. No entanto, também
se observou fluxos migratérios inter-regionais de variedades locais de milho, ao longo dos dltimos 100
anos. A medida que promove o fluxo genético, a introducdo de materiais de outras localidades pode
incrementar a diversidade local (Louette et al., 1997). Estes eventos de dispersdo recente ampliaram a
diversidade genética nas regides indicadas como micro-centros de diversidade, por meio da introducdo de
variedades locais provenientes de outras regides do Brasil e até de outros paises da América do Sul.

O tempo de cultivo das variedades locais estd associado a adaptacdo das mesmas as condicdes
ecoldgicas e socioculturais da regido a qual estdo inseridas e é considerado um importante componente no
processo de evolugao e diversificagdo das variedades locais (Zeven, 1998; Louette et al., 1997). A presente
pesquisa identificou um tempo de cultivo minimo, médio e méximo de 1, 15 e 100 anos, respectivamente.
Os tempos minimo, médio e méximo identificados no micro-centro de diversidade de milho, no Sul do
Brasil, foram de 1, 10 e 100 anos, respectivamente (Costa et al., 2017). Bellon et al. (2003) observaram 1,
25 e 67 anos nos Vales Centrais de Oaxaca, México. O estado de Ronddnia apresentou o maior tempo
médio (36 anos) em relagdo as demais regides da pesquisa, e as regibes do Mato Grosso do Sul e Minas
Gerais apresentaram o maior tempo maximo (100 anos). Rond6nia encontra-se localizada em ambiente
amazonico, dentro do qual as variedades sdo cultivadas na “Mata”, por meio de um sistema de agricultura
conhecido como coivara.

Observou-se que os principais sistemas agricolas sdo manejados na “Roga/Lavoura (78%)” ou
no Quintal (18%). Nestes sistemas os principais critérios utilizados pelos agricultores para selecionar suas
sementes estao relacionados ao tamanho da espiga, uniformidade dos gréos e sanidade da espiga. A maior
parte destes critérios associaram-se as caracteristicas da espiga e do grdo, contemplando os descritores
cientificos chaves para a caracterizacdo das ragas de milho (Bird e Goodman, 1977). Isso mostra que a

selecdo realizada pelos agricultores pode possibilitar tanto a manutengdo quanto o aumento da diversidade
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genética das variedades ao longo das geracGes, conforme o objetivo e o direcionamento da selecéo.
Caracteristicas de interesse podem ser selecionadas pelos agricultores a partir da diversidade genética cujos
valores adaptativos e agrondmicos favorecem sistemas agricolas estaveis e produtivos.

Durante as expedic6es de campo, a presenga de parentes silvestres do milho foi relatada no Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio Grande do Sul e no Uruguai. No entanto, outras pesquisas devem ser
realizadas com o objetivo de aprofundar os estudos sobre a presenca de parentes silvestres de milho nestas
regiBes. No micro-centro de diversidade de milho localizado em Santa Catarina, no Sul do Brasil, foi
identificada a presenca do teosinto coexistindo com uma ampla diversidade de variedades locais de milho
(Silva et al., 2015; Costa et al., 2017). A espécie silvestre foi classificada como Zea luxurians (Durieu and
Ascherson) Bird e apresenta uso forrageiro apontado pelos agricultores da regido (Silva et al., 2015). A
pesquisa constatou que houve uma introducdo institucional da espécie no pais, que ocorreu em torno da
década de 1930. O milho continuou seu processo de evolugdo na auséncia de seus parentes silvestres, fora
do seu centro de origem, por milhares de anos (Warbouton et al., 2011; Kistler et al., 2018). Estas evidéncias
demonstram que, atualmente, uma ampla diversidade de variedades locais de milho esta coexistindo com
populagdes introduzidas de parentes silvestres nas terras baixas da América do Sul, fora do México e da

Ameérica Central.

4.4.2. Micro-centros de diversidade genética do milho nas terras baixas da
Ameérica do Sul

Os indicadores etnobotanicos, fenotipicos e moleculares apresentaram ampla diversidade
genética do milho, conservada em todas as regides da pesquisa. A exclusividade de nomes locais indica a
presenca de variedades Unicas em cada localidade. Estas informacdes demonstram a importancia do papel
de todas as regides enquanto reservatorios genéticos, os quais ndo devem ser negligenciados e merecem
atencdo dentro dos programas de conservacao de recursos genéticos. A identificacdo de micro-centros de
diversidade é relevante porque atribui respaldo e reconhecimento cientifico a estas areas, com base em
critérios analiticos, e pode subsidiar politicas publicas que envolvam estas areas.

O micro-centro de diversidade de milho, localizado em Santa Catarina, foi identificado
considerando os seguintes critérios: i) a regido apresenta um elevado nimero de diferentes variedades locais
e contempla populacdes de parentes silvestres de milho; ii) as variedades locais da regido estdo submetidas
aos processos de diversificagdo, que por sua natureza estdo relacionados a atividade humana e a aspectos
socioculturais e; iii) a regido corresponde a uma darea geografica pequena, onde existe diversidade
morfoldgica de milho e populagBes de parentes silvestres (Costa et al., 2017). A ocorréncia de parentes
silvestres em convivéncia simpatrica com a espécie cultivada é um aspecto relevante sob o ponto de vista
da evolucdo e conservacdo. No entanto, é importante ressaltar que para uma regido ser considerada
microcentro de diversidade ndo é obrigatério que a espécie domesticada coabite com os seus parentes
silvestres.

Para determinar os micro-centros de diversidade de milho a presente pesquisa levou em
consideracao os indicadores etnoboténicos, fenotipicos e moleculares para caracterizar as regides, 0s quais
identificaram: i) riqueza e diversidade genética de variedades locais (a maior parte exclusiva as respectivas

regides); ii) variedades locais sob diversificacdo devido a acdo humana corrente diagnosticada pelos
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aspectos socioculturais (origem, tempo de cultivo, usos e manejo); e iii) diversidade genética diagnosticada
por meio de indices etnobotanicos, fenotipicos e moleculares, os quais indicaram areas de conservagao e
acumulacdo de germoplasma de milho, em escala microrregional. A partir destes critérios, todas as regides
envolvidas na presente pesquisa foram consideradas micro-centros de diversidade do milho nas terras
baixas da América do Sul. Esta abordagem metodoldgica, bem como os valores dos indices de diversidade
identificados, poderdo ser Uteis e servirem de referéncia para a realizagdo de outros estudos que visam a
identificagdo de micro-centros de diversidade de milho em outras regides.

Um micro-centro de diversidade de batata foi identificado em Cochabamba, na Bolivia (Terrazas
e Valdivia, 1998), caracterizado pela variabilidade morfolégica e de usos, bem como pela distribui¢do
espacial na regido. Esta indicacdo subsidiou outra pesquisa realizada com o intuito de fortalecer a
conservacao in situ-on farm e ampliar o conhecimento da diversidade de batatas nessa area (Terrazas et al.,
2005). Um mosaico de concentragdo de recursos genéticos foi proposto na Amazonia, o qual envolveu a
presenga de quatro ‘centros menores’ de diversidade, dentro dos quais pressupde-se a presen¢a das
seguintes espécies: Zea mays, Manihot esculenta, Gossypium barbadense, Bixa orellana, Ananas comosus,
Ipomoea batatas, Genipa americana e Nicotiana tabacum (Clement, 1999). Diversos estudos relataram a
diversidade de variedades locais de milho conservadas in situ-on farm em distintas regifes, como no Peru
(Zimmerer, 1991), México (Perales et al., 2003; Bellon et al., 2003; Pressoir e Berthaud, 2004; Dzib-
Aguilar et al., 2016), Portugal (Carvalho et al., 2008) e Brasil (Costa et al., 2017; Silva et al., 2017).

Um estudo recente realizado na regido do Mediterraneo desenvolveu uma abordagem
metodolégica e propds dois modelos para identificacdo de hotspots de agrobiodiversidade, um modelo
restritivo e outro aditivo, os quais identificaram 57 e 197 hotspots, respectivamente (Pacicco et al., 2018).
Estes modelos levaram em consideracdo os seguintes aspectos: i) diversidade de variedades locais; ii)
presenca de parentes silvestres; e iii) diversidade ecoldgica de agroecossistemas. Esta pesquisa também
gerou indices considerando os fatores jA& mencionados e determinou pontos de cortes para determinar as
regiGes consideradas hotspots. No entanto, os autores salientam que estimar um ponto de corte certo e
determinar medidas de diversidade ndo é um método simples. Esse estudo, buscou, principalmente, definir
um método para priorizar areas de interesse para a conservagdo e ndo descobrir areas mais ou menos
diversas. Os autores ainda consideram quaisquer outros critérios relativos a avaliacdo da agrobiodiversidade
validos e devem ser considerados quando pertinentes.

O diagndstico das fortalezas, oportunidades, fragilidades e ameacas foi realizado com o intuito
de identificar os principais desafios para a conservacdo da agrobiodiversidade. As forcas e as oportunidades
fortalecem a conservacéo das variedades locais nas regides. Os locais envolvidos na pesquisa destacaram-
se pela producéo local de sementes crioulas, diversificacdo da producéo agricola, por abrigar organizagdes
de agricultores familiares que atuam na conservacdo dos saberes tradicionais, na busca de conhecimentos
sobre praticas agroecoldgicas, no desenvolvimento de a¢fes que promovam a troca de experiéncias entre
os agricultores e na valorizacao do alimento saudavel. As principais dificuldades (fragilidades e ameacas)
para a conservacdo estdo associadas, principalmente, & falta de projetos e incentivos publicos para as
associagdes locais, & monoculturas e invasdo das sementes transgénicas, ao éxodo rural, ao afastamento
dos jovens do campo, ao acesso a dgua potavel e a inseguranca territorial (no caso das comunidades

indigenas).
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As regides indicadas como micro-centros de diversidade neste estudo conservam uma importante
diversidade de variedades locais e racas de milho. Estas regides englobam variedades exclusivas e ragas de
origem indigena consideradas raras tanto em areas de cultivo on-farm quanto nos bancos de germoplasma.
O entorno destas zonas € caracterizado pela expansdo das grandes areas de monocultura. A diversidade
genética do milho encontra-se vulneravel a perdas dentro do sistema agricola devido a substituicdo das
variedades locais por cultivares comerciais, em consequéncia da industrializagdo da agricultura (Brush,
2000). A pesquisa identificou os principais desafios (fragilidades e ameagas) para a conservacdo da
agrobiodiversidade nas regides que envolvem os micro-centros sugeridos. Por estarem localizadas em zonas
vulneraveis a erosdo genética, o presente estudo também sugere estas regides como hotspots de
agrobiodiversidade. As regiGes que envolvem o Mato Grosso do Sul, Minas gerais, Rio Grande do Sul
(Myers et al., 2000) e Rond6nia (Myers, 1988) ja se encontram contempladas nas zonas indicadas como
hotspots de diversidade.

Em Rondbnia, estado localizado no Sudoeste da Amazonia, a pesquisa foi realizada dentro de
uma Reserva Agroextrativista (RESEX), caracterizada pela presenca de agricultores ribeirinhos. Esta regido
¢ considerada muito importante no processo de evolucédo do milho, pois evidéncias apontam que a espécie
chegou no local em estado parcial de domesticacdo (Kistler et al., 2018), e tem sido reconhecida como
centro de diversificacdo do milho (Hilbert et al., 2017; Kistler et al., 2018) e de outras espécies cultivadas
como arroz (Hilbert et al., 2017), amendoim, mandioca, pimenta (Hilbert et al., 2017; Watling et al., 2018),
abobora e feijao (Watling et al., 2018). No entanto, devido aos eventos de conquista e colonizagdo européia
e a dizimacdo das populacGes indigenas no local (Mann, 2005), a regido sofreu consequéncias de perda e
extincdo dos recursos genéticos (Clement, 1999), os quais podem englobar as racas locais de milho (Brieger
etal., 1958; Bedoya et al., 2017).

O Mato Grosso do Sul estd localizado no bioma Cerrado. Os participantes desta regido
envolveram agricultores familiares, assentados de reforma agraria e indigenas. As comunidades rurais desta
regido contam com a presenca de trés bancos de sementes comunitérios, localizados nos municipios de Juti,
Caarap0 e Sidrolandia. A regido de Minas Gerais envolvida no estudo encontra-se na Zona da Mata, no
bioma Mata Atlantica. Um histérico de iniciativas locais contribuiu para o desenvolvimento da
agroecologia e da conservacao de variedades locais na regido, a qual foi reconhecida legalmente, em 2018,
como Polo Agroecoldgico e de Produgdo Organica (Minas Gerais, 2018). No Rio Grande do Sul, a pesquisa
envolveu o municipio de Ibarama, caracterizado pelo Ecotono Mata Atlantica-Pampa. O municipio é
fortemente marcado pela ampla presenca de agricultores familiares, engajados em um movimento historico
que visa promover a conservacao da agrobiodiversidade, com o apoio das organizagdes locais. No bioma
Caatinga, a pesquisa foi realizada na regido da Serra da Borborema. A regido envolve uma rede constituida
por 63 bancos comunitarios familiares, mobilizada pela articulagcéo dos agricultores e organizagdes locais,
com forte apelo colaborativo, como estratégia de convivéncia com o Semi-Arido. Os agricultores locais
tém discutido a indicacdo de comunidades livres de transgénicos no territério.

No Uruguai, a indicacdo de micro-centros de diversidade de milho é inédita. Todo o pais est&
envolvido pelo bioma Pampa, dentro do qual o departamento de Rocha apresenta 0 maior nimero de
unidades de conservagdo. Em Rocha, registros arqueoldgicos de milho, com datacdo de 4.190 anos AP

(Iriarte et al., 2004), indicam a presenca antiga da espécie na regido. No departamento de Canelones, a
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Instituicdo Nacional de Direitos Humanos e Ouvidoria declarou uma érea livre de soja transgénica. Este
processo pode abrir espaco para o desenvolvimento desta discussdo também envolvendo a cultura do milho.
Rivera e Tacuarembd correspondem a regides de fronteira e foram os Unicos locais onde foram identificados
os milhos fariniceos do Uruguai.

Em todas as regides envolvidas na pesquisa, existem iniciativas histéricas fomentadas pelos
agricultores familiares, com o apoio de organizacdes locais, cujo objetivo comum é promover a conservagao
da agrobiodiversidade. A indicacdo destas regiGes como micro-centros de diversidade fortalece as
iniciativas locais que ja existem e fortalecem os processos vinculados a conservacao da agrobiodiversidade.
A conservagcdo in situ-on farm das variedades locais de milho realizada pelos agricultores trazem beneficios
as comunidades rurais, ao meio ambiente e se relacionam também aos servigos ecossistémicos (Millennium
Ecosystem Assessment, 2005; Wallace, 2007; Raymond et al., 2009). O diagndstico das fortalezas e
oportunidades apresentou elementos os quais oferecem beneficios as comunidades rurais. Estes elementos
sdo envolvidos pelas relagfes sociais e culturais de cada local e fortalecem a seguranga e a soberania
alimentar nas regides.

Os servicos ecossistémicos correspondem aos beneficios da natureza para as sociedades
humanas. Além de proporcionar 0o bem-estar as pessoas, estimulam as atividades econémicas locais.
Existem trés categorias de servigos ecossistémicos: provisdo, regulacdo e culturais (Millennium Ecosystem
Assessment, 2005). Os servigos de provisdo estdo relacionados aos “produtos” que as pessoas obtém da
natureza, tais como alimentos, agua, fibra, sementes e plantas medicinais. Os servicos de regulacdo
envolvem as func¢des dos ecossistemas como reguladores das condi¢@es naturais ambientais. No caso da
presente pesquisa, que abarca agroecossistemas, 0s servicos de regulacdo associam-se ao controle de erosdo
e manutencdo da fertilidade dos solos, controle biolégico de praga e doencas, polinizacdo e dispersao de
sementes, sistemas de cultivo sustentaveis e produtivos. Por Gltimo, os servigos culturais representam
beneficios ndo-materiais, relacionados a cultura e as relagdes sociais, como patriménio cultural, identidade
cultural, conservacdo da paisagem, valor cientifico e educacional dos agroecossistemas, incluindo a
identidade espiritual e religiosa. A identificacdo de micro-centros de diversidade, além de corresponder a
uma estratégia de conservagdo in situ-on farm, também indica zonas de servigos ecossistémicos associados
as variedades locais.

A presente pesquisa sugere a realizacdo de novos estudos em outras &reas potenciais com o
intuito de expandir a identificagdo de micro-centros de diversidade, tanto do milho, quanto de outras
espécies cultivadas. Estas regides poderdo ser reconhecidas como reservas ou zonas de agrobiodiversidade
(Santilli, 2011), as quais correspondem a uma categoria de unidade de conservagao que visa promover a
conservacgao e 0 manejo sustentvel da agrobiodiversidade, tal como ocorre atualmente com as Unidades
de Conservagdo. A indicacdo dos micro-centros de diversidade do milho pode subsidiar o desenvolvimento
de estratégias de conservacdo e politicas publicas que visem a conservagéo dos recursos genéticos da

espécie nas terras baixas da América do Sul.
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5. ENTRELACADO, UMA RACA DE MILHO RARA CONSERVADA
NO SUDOESTE DA AMAZONIA

RESUMO

O milho é o principal cereal domesticado nas Américas e apresenta grande
importancia para a seguranca alimentar global. Por muito tempo, a Amazénia representou
um vazio nos mapas de cultivo da espécie, devido a falta de coletas e a ideia de que as racas
localmente desenvolvidas foram extintas durante a colonizacdo europeia. Um novo estudo
colocou a Amazonia de volta no mapa com uma proposta de um centro de diversificacdo no
Sudoeste da Amazonia. N6s prospectamos o milho nos estados brasileiros do Acre e
Ronddnia (Sudoeste da Amazonia brasileira) e encontramos variedades locais farinaceas
pertencentes a raca Entrelacado, rara nas cole¢@es existentes e frequentemente considerada
extinta no campo. Coletamos nomes indigenas e locais, usos gerais e especificos para a
Entrelacado, e caracterizamos estes acessos em comparagdo com outros milhos brasileiros,
especialmente farindceos, com base na literatura. Os milhos farindceos do Sudoeste
formaram um grupo coerente na analise de agrupamento, que se agruparam com Entrelacado
da literatura, confirmando a sua identificacdo e demonstrando que esta raca esta conservada
no Sudoeste da Amazénia.

Palavras-chave: variedades locais, recursos genéticos, conservagdo, Zea mays spp. mays.

Entrelagado, a rare maize race conserved in Southwestern Amazonia
ABSTRACT

Maize (Zea mays spp. mays L.) is the major domesticated cereal of the Americas
and is of great relevance for global food security. For a long time, Amazonia represented an
empty space in the cultivation maps of this species, due to the lack of collections and the idea
that locally developed races were extinct during European colonization. A new study placed
Amazonia on the map again, with a proposal for a center of diversification in Southwestern
Amazonia. We prospected maize in the Brazilian states of Acre and Rond6nia (Southwestern
Brazilian Amazonia) and found floury landraces belonging to the Entrelagado race, rare in
existing collections and often considered extinct in the field. We collected indigenous and
local names, general and specific uses for Entrelagado, and characterized these accessions to
compare them with other Brazilian floury maize races, based on data from the literature.
Floury maize from the Southwest formed a coherent group in the cluster analysis, which was
grouped with Entrelacado from the literature, confirming its identification and demonstrating
that this race is conserved in Southwest Amazonia.

Keywords: landraces, genetic resources, conservation, Zea mays spp. mays.
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5.1. Introducéo

A subespécie Zea mays spp. mays L. foi domesticada no México (Doebley et al., 1990, 1997,
2006; Studer e Doebley, 2012) e diversificou durante sua distribuicdo para os extremos dos continentes
americanos. Novas evidéncias levantaram hipoteses de que o processo de domesticagdo do milho foi mais
complexo do que se parecia inicialmente (Vallebueno-Estrada et al., 2016; Ramos-Madrigal et al., 2016) e
sugeriram que o milho chegou na Amazonia em estado parcial de domesticacéo (Kistler et al., 2018), onde
sua diversificacdo continuou. No entanto, durante a conquista e colonizagdo europeia, houve a extin¢ao de
muitos dos recursos genéticos da regido (Clement, 1999), como poderia ser o caso das ragas amazonicas de
milho (Brieger et al., 1958), devido a dizimacéao das populacGes indigenas (Mann, 2005). Dados sobre o
cultivo atual de variedades locais de milho e a presenca de racas amazénicas ndo existem na literatura
cientifica contemporanea.

O milho comegou a ser domesticado no vale do rio Balsas, sudoeste do México, ha pelo menos
9.000 anos antes do presente (AP) (Piperno et al., 2009). O milho chegou na América do Sul ha pelo menos
~7.150 anos AP no Equador (Stothert, 1985; Pearsall e Piperno, 1990), ~6.700 anos AP no Peru (Grobman
et al., 2012), ~6.500 anos AP nas terras baixas amazonicas da Bolivia (Brugger et al., 2016) e ~5.200 AP
em Rond6nia, Brasil (Hilbert et al., 2017). As terras baixas da América do Sul sdo consideradas um centro
secundario de diversidade de racas de milho (Brieger et al., 1958, Paterniani e Goodman, 1977), onde
diferentes povos indigenas consideraram o milho importante o suficiente para ter nomes que reconstroem
até 4.400 anos AP (Brown et al., 2014).

As racas de milho se definem como grupos de populacbes aparentadas com suficientes
caracteristicas morfolégicas em comum para permitir o seu reconhecimento como grupo (Anderson e
Cutler, 1942), que ocupam uma regido geogréafica definida (Bird e Goodman, 1977), e que sdo associadas
a usos especificos (Silva et al., 2016). Cerca de 300 ragas foram descritas para o0 continente americano
(Goodman e Brown, 1988), dentre as quais 40 % tem o endosperma farinaceo, 30 % sdo duros, 20 % sdo
dentados e 3 % possuem endosperma do tipo doce. No Brasil, a diversidade de ragas foi inicialmente
descrita por Cutler (1946), ampliada por Brieger et al. (1958), a partir de variedades locais coletadas, e
complementada por Paterniani e Goodman (1977), por meio de variedades multiplicadas em campos
experimentais. Para referéncia nesta pesquisa, 0 termo variedade local serd utilizado referindo-se as
variedades, portadoras de nomes iguais ou diferentes, manejadas e reproduzidas tradicionalmente por
agricultores familiares, os quais envolvem comunidades tradicionais, ribeirinhas e indigenas. A
classificacdo de racas do Brasil proposta por Paterniani e Goodman (1977) identificou 15 racas e 19 sub-
ragas de milho, dentro das quais apenas quatro ‘racas indigenas’ (Entrelagado, Caingang, Moroti e Lenha)
apresentam endosperma farinaceo. As sub-racas tem variantes em apenas uma caracteristica da raca, tal
como a cor do endosperma (Brieger et al., 1958). Além disso, o milho farindceo apresenta maior teor de
aminoécidos e até 60% a mais de lisina do que os outros tipos de milho (Mertz et al., 1964). A raca
Entrelagado, portanto, é uma fonte de alimento com alto valor nutricional para humanos e animais, e possui
potencial para programas de melhoramento visando aumentar a qualidade das proteinas das cultivares e
para o mercado de farinha.

A Entrelacado é tipica da Amazdnia, com seis sub-ragas (Ticuna, Acre, Reyes, Bororo, Tapirapé
e Chavantes), mas, devido a raridade das coletas, uma caracterizacdo completa ndo foi realizada (Brieger



105

et al., 1958). Segundo Grobman et al. (1961), esta raca tem potencial para ser a mais amplamente
distribuida, mas as coletas na Amaz6nia foram escassas (Brieger et al., 1958; Paterniani e Goodman, 1977).
O nome Entrelacado foi empregado devido ao arranjo de fileiras irregular e entrelagcado dos gréos de milho
(Figura 1), principal caracteristica da raca. O carater do entrelacamento das espigas é limitado
geograficamente a Amazonia e foi mencionado como um caréater ancestral, que se originou no Sudoeste da
Amazonia e se dispersou até a Amazonia Oriental (Brieger et al., 1958). Em outras partes da América do
Sul, a raca é denominada de Piricinco no Peru, Pojoso (Grobman et al., 1961) e Coroico (Cutler, 1946;
Ramirez et al., 1960) na Bolivia. Brieger et al. (1958) e Paterniani e Goodman (1977) classificaram a raga
Entrelagado com base em 33 e 11 amostras, respectivamente, a maioria das quais ndo existe mais. Brieger
et al. (1958) apresentaram uma proposta para a distribuicdo geografica da raca e suas sub-ragas na Bacia
Amazonica, a qual relacionamos a distribuicdo das familias linguisticas indigenas, demonstrando que
muitos povos indigenas do Oeste, Sudoeste e Sul usavam essa raca (Figura 2). Brown et al. (2014)

reconstruiram termos para milho entre os povos das linguas Pano e Tupi até 2000 anos atras, mas ndo para

as linguas Ticuna, por falta de dados.

Figura 1. O nome Entrelacado foi empregado devido ao arranjo de fileiras irregular e entrelagado dos gréos de milho.
Registro fotografico de uma espiga da raca Entrelacado realizado durante a expedicéo de coleta em Guajard-Mirim,
Rondbdnia. Fotografia: Flaviane Malaquias Costa.

Brieger et al. (1958) lamentaram a amostragem reduzida do milho na Amazénia por suspeitar
que, nesta &rea, poderia haver racas antigas que ainda eram conservadas por povos indigenas, mas
possivelmente j& foram extintas. A raca Entrelacado foi a Unica descrita para a Amazonia brasileira
(Paterniani e Goodman, 1977) e sua presenca é rara nas cole¢des existentes. A colecdo de milho do Brasil
apresenta 4079 acessos conservados no Banco de Germoplasma da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa) (plataforma Alelo: https://www.embrapa.br/en/alelo), duplicado no CIMMYT.
Esta colecdo conserva 38 acessos nomeadas como Entrelagado, embora frequentemente hé dividas nos
dados de passaporte sobre a sua identidade, uma vez que a Embrapa apresenta dados de passaporte

incompletos e ndo realizou a classificacdo por meio de descritores morfoldgicos e anélises estatisticas. Este
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numero de acessos (38) representa apenas 0,9 % das variedades de milho conservadas na colecédo e a maioria
ndo foi renovada recentemente. A Gltima vez que uma equipe da Embrapa coletou uma variedade chamada
de Entrelagado foi em 1980, nos municipios Tarauaca (Acre, Brasil), Guaraja-Mirim (Rondonia, Brasil) e
Cobija (Pando, Bolivia) (plataforma Alelo: https://www.embrapa.br/en/alelo), proximos de onde nos
coletamos. Com o intuito de resgatar a historia perdida do milho da Amaz6nia, o objetivo do nosso estudo
foi prospectar e caracterizar variedades locais e identificar as racas de milho farindceo atualmente

conservadas on farm na regiéo.
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Figura 2. Distribuicdo geografica das familias linguisticas indigenas da Amazonia (Eriksen, 2011) e da raga
Entrelacado e suas sub-ragas na Bacia Amazdnica: a) Ticuna; b) Acre; c) Reyes; d) Borord; e) Tapirape; f) Chavantes.
A localizacdo das letras foi baseada no modelo proposto por Brieger et al. (1958). As coletas da pesquisa foram
realizadas no Acre e Rondonia (destacados) e as setas indicam nomes locais e indigenas identificados para a raga
Entrelacado por meio do levantamento etnobotanico. O mapa foi elaborado por meio do software QGIS
(http://qgisbrasil.org).

5.2. Material e Métodos

A pesquisa foi realizada pelo Laboratdrio de Genética Ecoldgica de Plantas da Escola Superior
de Agricultura ‘Luiz de Queiroz’, Universidade de Sdo Paulo (Brasil) e Laboratorio de Fitotecnia y
Recursos Fitogenéticos da Universidad de la Republica (Uruguai), e contou com a colaboragéo da Rede de
Pesquisa Colaborativa do Grupo Interdisciplinar de Estudos em Agrobiodiversidade (InterABio). As
coletas de campo contemplaram cinco biomas (Amazdnia, Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica e Pampa) e
seis regides (Acre, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Paraiba, Rio Grande do Sul, Rond6nia). Em cada
regido foram conduzidos estudos etnobotanicos e caracterizagdo fenotipica das variedades locais de milho

cultivadas por agricultores locais, realizados no periodo de maio de 2017 a abril de 2019. Este estudo foi
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aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos da ESALQ/USP, pelo CONEP, processo
CAAE 60382016.2.0000.5395, e foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e
do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) (cadastro n°® AD2EFOB).

O estudo aqui apresentado teve como foco a Amazonia, nos estados de Rondbdnia (RO) e Acre
(AC), e contou com a participacdo de 20 respondentes para a caracterizagdo etnobotanica, sendo: (i) 12
agroextrativistas mesticos descendentes de indigenas e migrantes brasileiros, residentes na Reserva
Extrativista do Rio Ouro Preto (RESEX ROP), no municipio de Guajara-Mirim, Rondbnia; e (ii) oito
indigenas da Associacdo do Movimento dos Agentes Agroflorestais Indigenas (AMAAIAC) dos
municipios de Jordao, Tarauaca e Feijé, no estado do Acre. Para a caracterizacdo fenotipica visando a
identificacdo de ragas de milho, foram considerados os dados de cinco variedades locais de milho farinaceo

coletadas pela equipe na regido da Amazénia, oriundas do RO e AC.
5.2.1. Caracterizagao etnobotanica

A caracterizacdo etnobotanica foi realizada por meio de duas estratégias: entrevistas (em RO) e
lista de variedades (no AC). As entrevistas foram realizadas individualmente com 12 agroextrativistas do
estado de RO, com o auxilio de um questionario semi-estruturado, composto por perguntas sobre as
variedades locais de milho, como: nome local, origem, tempo de cultivo, usos e registros associados ao
cultivo e a histéria do milho na regido. A lista de variedades foi elaborada pelos indigenas do AC durante
a oficina “Ragas de Milho” realizada na Comissio Pro-indio (CPI), a qual continha 0 nome da(s)
variedade(s) em portugués e na lingua indigena, origem (enddgena ou exdgena), seus respectivos usos
associados, bem como a identificacdo do respondente. Essa atividade também foi elaborada de forma
individual, totalizando um conjunto de oito listas. Os nomes das variedades identificados foram atribuidos
por indigenas da etnia Kaxinaw4, pertencentes ao tronco linguistico Pano, das terras indigenas: Kaxinawa
do Seringal Curralinho (Feij6, AC), Kaxinawa do Rio Jorddo (Jorddo, AC), Kaxinawa da Praia do Carapand
(Tarauacd, AC), Kaxinawa Seringal Independéncia (Jorddo, AC) e Katukina/Kaxinawa (Feijé, AC).

As variedades locais de milho podem ser utilizadas pelos agricultores para finalidades distintas.
Por isso, foram estimadas as frequéncias das variedades identificadas, separadamente, em cada categoria a
seguir: alimentacdo da familia, alimentagdo animal, venda e artesanato (Tabela 1). Os dados da

caracterizacdo etnoboténica foram analisados por meio de estatistica descritiva.

5.2.2. Caracterizacdo fenotipica das variedades locais de milho farinaceo

visando a identificacdo de racas

A caracterizacdo fenotipica deste estudo foi realizada exclusivamente para as variedades locais
de milho fariniceo coletadas na Amazénia brasileira, considerando que as ragas descritas para a regiao
possuiam este tipo de endosperma. Juntamente com as ragas de milho pipoca, os milhos farinaceos foram
classificados como Indigenas, e se diferenciam das demais ragas das terras baixas da América do Sul por
serem geneticamente mais proximas ao milho cultivado na época pré-colombiana (Brieger et al., 1958;

Paterniani e Goodman, 1997).
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No &mbito do projeto que contemplou seis regides do Brasil, foram coletadas 203 amostras de
variedades locais de milho, dentro das quais 14 amostras (6 %) apresentaram endosperma do tipo farinaceo
e cinco (2,5 %) foram coletadas na Amazodnia, sendo uma oriunda do estado do Acre (ACF3A) e quatro do
estado de Rond6nia (ROF1B, ROF1C, ROF11A, ROF10A). Esta frequéncia demonstra 0 quao raras sao as
variedades de milho farinaceo atualmente.

A caracterizagdo fenotipica foi realizada por meio de 17 descritores morfoldgicos considerados
chaves para a classificacdo de racas de milho (Bird e Goodman, 1977; Silva et al., 2016). Os descritores
sdo: i) para a espiga [cor do grdo na coroa, forma da espiga, arranjo de graos nas fileiras, nimero de fileiras
por espiga, nimero de grdos por fileira, comprimento da espiga (cm), didmetro da espiga (cm), cor do
sabugo, diametro do sabugo (cm) e diametro da raquis (cm)], e ii) para o grao [tipo de endosperma (gréo),
comprimento do grdo (mm), largura do grdo (mm), espessura do grao (mm), forma da superficie do gréo,
cor do pericarpo e cor do endosperma]. Para cada variedade foram caracterizadas o nimero de espigas
doadas pelo(a) agricultor(a), conforme a disponibilidade na ocasido da coleta. Para as variaveis qualitativas
foram obtidas as frequéncias absolutas de cada variacdo/categoria dentro da caracteristica e o valor de maior
frequéncia (moda) foi adotado para caracterizar a variedade para aquela variavel. Para as variaveis
quantitativas foram obtidas as médias aritméticas.

A analise dos dados foi realizada por meio da analise de agrupamento, com objetivo de classificar
as variedades locais amazonicas referente a sua apropriada raca de milho. A analise considerou as cinco
variedades locais de milho coletadas na Amaz6nia e os dados disponiveis na literatura para as ragas de
milho farindceo descritas para o Brasil, incluindo as racas indigenas Caingang, Entrelacado, Lenha e
Moroti (Brieger et al., 1958; Paterniani e Goodman, 1977). A distancia genética foi estimada mediante o
indice de similaridade genética de Gower (1971), o qual combina varidveis qualitativas e quantitativas. E
foi utilizado método aglomerativo de Ward. Esta analise teve como objetivo validar a presenca de grupos
e classificar as racas atualmente conservadas in situ-on farm na regido. As analises multivariadas foram
realizadas por meio do software R, pacotes Vegan (Oksanen et al., 2016) e Cluster (Maechler et al., 2015).

Foram coletadas e caracterizadas variedades que os agricultores tinham disponiveis para doar e
que apresentavam “espigas” ndo debulhadas, uma vez que a classificacéo da raca requer caracterizagéo de
descritores chaves da espiga. Por este motivo, o nimero de variedades identificadas pelo estudo

etnobotanico foi superior ao nimero de variedades coletadas e caracterizadas.

5.3. Resultados e discussao

As 61 variedades identificadas no levantamento etnobotanico na Amazonia (32 em RO e 29 no
Acre) receberam 37 nomes locais e indigenas (Anexo F). Foram identificadas 19 (31 %) variedades locais
para a raga Entrelagado, com cinco nomes locais e trés nomes indigenas, 0s quais se associaram as
caracteristicas morfolédgicas, como cor, tamanho e tipo do endosperma: i) nomes locais: Massa (3
variedades), Mole (5), Mole Amarelinho (1), Mole Roxinho (1), Mole Vermelhinho (1); ii) nomes
indigenas/nomes traduzidos em portugués pelos indigenas: Sheki Kui/ Milho Massa (4), Kene Sheki/Milho
Massa de vérias cores (1) e Sheki Taxipa/Milho Massa Vermelho (1); sem nome indigena (2)/Milho Massa.

Os participantes indigenas pertencem as etnias Katukina e Kaxinawa (autodenominacdo Huni Kuin), da
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familia linguistica Pano. Nenhum nome indigena para esta raca foi citado anteriormente por Brieger et al.
(1958) ou Paterniani e Goodman (1977).

Os agricultores relataram que as variedades locais foram cultivadas por familiares na regido ha
mais de 100 anos, que corresponde ao primeiro ciclo da borracha (1870-1912) (Lacerda, 2006). O
diagnostico demonstrou que 79 % das 19 variedades da raca Entrelagado sdo nativas da propria regido
(obtidas por meio de heranga de familia, origem indigena, vizinhos e trocas), e 21 % sdo de origem exdgena,
sendo introduzidas da Bolivia, regido fronteirica (Anexo F). Estes resultados demonstram que existe uma
relacdo histdrica e cultural do milho com os humanos que habitaram a regido e que € continuada pelos que
habitam no presente. Dentro deste contexto, que congrega diferentes usos das variedades e aspectos
culturais da alimentagdo local (Tabela 1), foram identificados 28 usos culinarios tipicos do milho na
alimentacdo humana, incluindo os seguintes usos tradicionais e indigenas indicados especificamente para
o milho Entrelacado. Além dos usos tradicionais e indigenas atuais, foi relatado, pelos ribeirinhos, o uso
historico do “pdo de indio” que era fabricado pelos indigenas. Segundo os agricultores, este alimento
consiste em uma fonte rica de carboidrato, preparado a partir de uma massa feita com farinha de mandioca
e de milho Massa ou Mole da raca Entrelacado. Essa massa é queimada por fora, envolta por folha de
bananeira e enterrada, 0 que permite a conservacdo por muitos anos. Os entrevistados informaram que ao

encontrar o “pao de indio” ainda o utilizam como alimento.

Figura 3. Usos locais e indigenas das variedades locais de milho identificados por meio do levantamento etnobotanico
nos estados do Acre e Ronddnia, Brasil.

Uso das variedades locais de milho N° %
Alimentacdo humana* 40 52,63
Alimentacdo animal 26 34,21
Venda 5 6,58
Artesanato 5 6,58
Total 76 100

*Riqueza de usos culinarios tipicos do milho: biscoitinho doce assado, biscoito, bodo frito (bolinho), bolo,
broa doce, canjica, chicha (bebida fermentada de origem indigena), creme de milho, curau (mingau), cuscuz
(preparado com sémolas — moagem incompleta — do grao milho), farinha, doce (com o fub&), milho assado
na palha ou sem palha, milho assado na fogueira com mel, milho com carne, milho torrado, milho verde,
mingau, munguzé (cha de burro) feito com leite de castanha do Brasil (Bertholletia excelsa), pagoca (milho
torrado socado no pildo com aglcar), pamonha (iguaria preparada com milho verde triturado, temperado
com agUcar ou sal, depois cozido e enrolado na palha do milho ou na folha de bananeira), pdo, carne de
pato, galinha ou de boi moida com milho, pipoca, polenta, prato preparado com milho ralado com pequi
(Cayocar villosum) na galinha caipira, rosquinha e sopa.

A analise dos dados fenotipicos foi realizada por meio da anélise de agrupamento, com o objetivo
de identificar a estrutura populacional e classificar a raca de milho referente as variedades caracterizadas.
Foram incluidos dados disponiveis na literatura para as racas de milho farinaceo descritas para o Brasil,
incluindo as racas indigenas Caingang, Entrelacado, Lenha e Moroti (Brieger et al., 1958; Paterniani e
Goodman, 1977). A andlise apresentou a formacdo de um grupo coerente composto pelas variedades do
Sudoeste da Amazonia, do Acre (AC) e de Rond6nia (RO), que se agruparam & raca Entrelacado (Figura
3). A variedade ROF10A, cultivada por um agricultor com ascendéncia indigena em Rondénia, apresentou-
se mais préxima da raca Entrelacado da literatura, e as variedades ACF3A, ROF11A, ROF1B e ROF1A

apresentaram-se mais proximas entre si. Este grupo de milhos amazdnicos apresentou-se isolado das outras
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racas de milho farinaceo, o que descartou a possibilidade de pertencer a estas ragas. A analise permitiu
classificar as variedades caracterizadas como raca Entrelacado.

A identificacdo da raca Entrelacado confirmou a existéncia continuada dessa raca amazodnica
desde a época pré-conquista (Brieger et al., 1958) até os dias atuais no Sudoeste da Amazonia, regido
indicada como centro de diversificacdo do milho, e confirma que a raca ndo foi extinta. A raga continua
sendo conservada por agricultores tradicionais e povos indigenas que habitam a regido, que atribuem nomes
locais e indigenas a esta raca, e possuem usos culinarios tipicos. Acreditamos que é provavel que outras
comunidades tradicionais e povos indigenas na Amazo6nia também mantenham variedades da raca
Entrelacado. Mediante as evidéncias recentes que apontam a importancia do Sudoeste da Amazénia no
processo evolutivo da espécie (Kistler et al., 2018), a presente pesquisa ressalta a importancia da
conservacgao do milho da Amazénia, a qual congrega uma das ragas mais antigas da América do Sul ainda

sob cultivo.

ROF10A

Leﬂf]a

Figura 4. Analise de agrupamento de Ward, com base no indice de Gower, das caracteristicas morfométricas das
variedades locais caracterizadas para este estudo - AC (Acre) F3A, RO (Rondonia) F1B, F1C, F11A, F10A - e das
racas de milho farinaceo do Brasil descritas na literatura cientifica para as terras baixas da América do Sul (Paterniani
e Goodman, 1977).
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6. CONCLUSOES

A pesquisa ampliou o conhecimento sobre a histéria evolutiva do milho nas terras baixas da
América do Sul, envolvendo uma amostragem mais ampla. O entendimento da histéria de dispersdo do
milho é relevante uma vez que pode permitir a identificacdo de areas com concentracéo de variabilidade
genética que poderdo orientar futuras prospecgdes e esforcos de conservagdo dos recursos genéticos do
milho, tanto in situ-on farm como ex situ, e que também poderdo ser utilizados para 0 melhoramento
genético da espécie. As hipdteses de dispersdo do milho nas terras baixas da América do Sul foram
discutidas e foram sugeridos dois potenciais centros de diversificacdo do milho (Sudoeste da Amazonia e
as regido do Pampa do Brasil e Uruguai). O estudo também identificou micro-centros de diversidade, com
base em indicadores e indices etnobotanicos, fenotipicos e moleculares de diversidade genética do milho
na regido. Baseado nos resultados obtidos, todas as regiGes envolvidas na presente pesquisa foram
consideradas micro-centros de diversidade do milho, tais como: Divino, Minas Gerais; Esperanca, Paraiba;
Ibarama, Rio Grande do Sul; Juti, Mato Grosso do Sul; Guajara-Mirim, Ronddnia (no Brasil); e La Paloma,
Rocha; Tacuarembo, Tacuarembd; Tala, Canelones (no Uruguai). Por encontrarem-se em zonas vulneraveis
a erosdo genética, estas regides também sdo sugeridas como hotspots de agrobiodiversidade, os quais sdo
considerados zonas prioritarias de conservacdo dos recursos genéticos da espécie. A pesquisa ainda
constatou a presenca da raca amazobnica Entrelacado, rara nas colecOes existentes e frequentemente
considerada extinta no campo, no Sudoeste da Amaz6nia, sendo conservada por agricultores tradicionais e
povos indigenas que habitam a regido. Com base em critérios analiticos, as informacBes geradas pela
pesquisa atribuem respaldo e reconhecimento cientifico a diversidade genética do milho diagnosticada
nestas &reas e podem subsidiar politicas publicas e programas de conservacdo dos recursos genéticos do

milho nas terras baixas da América do Sul.
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ANEXO A. Nomes locais das variedades de milho identificadas por meio da caracterizagdo

etnobotanica no Brasil.

Nomes Locais N° % Nomes Locais N° % Nomes Locais N° %
Jabatdo 19 64 Parana 2 07 Mar de Espanha 1 0,3
Branco 16 54 Pipoca Branca 2 07 Maranhdo 1 0,3

Palha Roxa 12 41 Pipoca Preta 2 07 Mato Grosso 1 0,3

Asteca 11 37 Pixurum 05 o o7 MedalhdodoPadre ) 5,
Cicero

Pontinha 11 3,7 Sabord Amarelo 2 07 Milhdo 1 0,3

Bico de Ouro 9 3 Sabugo Grosso 2 07 Milho da Safra 1 0,3

Crioulo 8 27 Serra Baixa 2 0,7 Milhode Adelaide 1 0,3

Alho 7 24 Maisena 2 0,7 Milho de Angola 1 0,3
Pipoca 7 24 Alho Grande 1 03 Milho de Carro 1 0,3
Cinguentinha 6 2 Alho Pequeno 1 03 Milho do Paiol 1 0,3
LomboBaio 6 2 Amarelo 1 g MinodoPaiolcom g3
Amareldo 5 17 Asteca Amarelo 1 0,3 MilhoparaPamonha 1 0,3
Comum 5 17 Asteca Branco 1 0,3 Mole Amarelinho 1 0,3
Jabatdo Vermelho 5 1,7 Asteca Palha Roxa 1 03 Mole Roxinho 1 0,3
Mole 5 17 Avermelhado 1 0,3 Mole Vermelhinho 1 0,3
Preto 5 1,7 Branco de Canjica 1 03 Oito Carreiras 1 0,3
Caianode Sobrdlia 4 14 Cabo Roxo 1 03 Oito Carreiras 1 0,3
Branco
Cubano 4 14 Caiano Amarelo 1 03 Palha de Seda 1 0,3
Gabdo 4 14 Cana Roxa 1 03 Palha Fina 1 0,3
Macabu 4 14 Cateto Branco 1 0,3 PalhaRoxaeBranca 1 0,3
Pixurum 4 14 Cateto Pintado 1 03 Pedra Dourada 1 0,3
Roxo 4 14 Catingueiro 1 03 Pintadinho 1 0,3
Vermelho 4 14 Crioulo Roxo 1 03 Pipoca Alho 1 0,3
Brancéo 3 1 Cunha 1 03 Pipoca Amarela 2 0,7
Duro 3 1 Cunha Vermelho 1 03 Pipoca Cinza 1 0,3
Macablég?(r; Palha 3 1 Dente de Burro 1 03 Pipoca Colorida 1 0,3
Massa 3 1 Dente de Cavalo com 1 03 Pipoca Roxa 1 0,3
Palha Roxa
Pintado 3 1 DentedeOuroRoxo 1 0,3 PipocaVermelha 1 0,3
Saboré Branco 3 1 Dente do Ouro 1 03 Pururuca 1 0,3
Sabuguinho 3 1 Doce 1 03 Rabo de Caxixi 1 0,3
Sabuguinho Fino 3 1 Encapadinho 1 03 Roxinho 1 0,3
Caiano 2 07 Goiano 1 03 Sabord Roxo 1 0,3
Cateto Amarelo 2 07 Jabatdo Branco 1 03 Sabugo Fino 1 0,3
Colorido 2 07 Jabatdo Sabugo 1 03 Sempre Verde 1 0,3
Branco
Cravo 2 07 Jabatdo Sabugo 1 03 Sertanejo 1 0,3
Vermelho
Cunha Amarelo 2 07 Jequiri 0,3 Sete Semanas 0,3
Dente de Cavalo 2 07 Kuli 0,3 Sol da Manha 0,3
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ANEXO A. (continuagdo) Nomes locais das variedades de milho identificadas por meio da
caracterizagdo etnoboténica no Brasil.
Nomes Locais N° % Nomes Locais N° % Nomes Locais N %
Ferro o o7 MacabuSabugo 44 Tunicado 1 03
Branco
Milho da Produgdo 2 0,7 Macabu SabugoRoxo 1 0,3 Variedade 1 0,3
OoCarreiras 5 57 Macabuzinho 1 03 Vermelhdo 1 03
Amarelo
Total 296 100
ANEXO B. Nomes locais das variedades de milho identificadas por meio da caracterizacio

etnoboténica no Uruguai.

Nomes Locais N° % Nomes Locais N° %
Criollo 9 11,7 Boldo 1 1,3
Blanco 9 11,7 Cateto 1 1,3
Catete 7 91 Cateto Amarillo 1 1,3

Colorado 5 6,5 Criollo Amarillo Dulce 1 1,3
Diente de Caballo 3 3,9 Criollo Blanco 1 1,3

Catete Blanco 3 3,9 Cuarentino Dulce 1 1,3

Comun 3 3,9 Dulce Blanco 1 1,3
Amarillo 2 2,6 Duro 1 1,3
Arco Iris 2 2,6 Forrajera Amarillo 1 1,3

Colorado Criollo 2 2,6 Forrajera Blanca 1 1,3
Cuarentino 2 2,6 Maiz 1 1,3
Dulce 1 1,3 Morocho 1 1,3

Negro 2 2,6 Naranja 1 1,3

Palha Roxa 2 2,6 Picoca 1 1,3
Pisingallo 1 1,3 Pisingallo Blanco y Colorado 1 1,3
Anaranjado Forrajero 1 1,3 Pisingallo Blanco y Dorado 1 1,3
Angélica 1 1,3 Pisingallo Colorado 1 1,3

Bagual 1 1,3 Pisingallo Rojo 1 1,3

Blanco Dulce 1 1,3 Sangre de Toro 1 1,3

Blanco Forrajero 1 1,3
Total 77 100
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ANEXO C.

Nomes locais das variedades de milho em comum identificados em diferentes regides das
terras baixas da América do Sul.

Nome local Regido N° Nome local Regido N°
Minas Gerais 4 Mato Grosso do Sul 2
Alho Paraiba 2 Pipoca Minas Gerais 3
Rondobnia 1 Rondénia 2
) Rocha/Treintay Tres 1 . Rocha/Treinta y Tres 1
Amarillo Cuarentino o
Canelones 1 Tacuarembd/Rivera 1
Asteca Mato Grosso do Sul 9 b Rondonia 3
uro
Minas Gerais 2 Rocha/Treinta y Tres 1
8| Rocha/Treintay Tres 4 Maisena Mato Grosso do Sul 1
anco
Canelones 5 Minas Gerais 1
Mato Grosso do Sul 1 Mato Grosso do Sul 1
Preto Minas Gerais 2 Roxo Minas Gerais 2
Paraiba 2 Paraiba 1
) Minas Gerais 1 . Minas Gerais 1
Caiano . Pipoca Amarela .
Rio Grande do Sul 1 Rio Grande do Sul 1
Rocha/Treintay Tres 1 . Minas Gerais 1
Catete L, Pipoca Branca .
Tacuarembd/Rivera 6 Rio Grande do Sul 1
Rocha/Treintay Tres 3 . Minas Gerais 1
Colorado o Colorido .
Tacuarembd/Rivera 2 Rio Grande do Sul 1
Mato Grosso do Sul 1 Minas Gerais 9
Comum Minas Gerais 1 Palha Roxa Rio Grande do Sul 3
Rondbnia 3 Tacuarembé/Rivera 2
. Rocha/Treintay Tres 2 i Tacuarembd/Rivera 2
Diente de Caballo o Comun
Tacuarembd/Rivera 1 Canelones 1
Rocha/Treintay Tres 3 Mato Grosso do Sul 3
Criollo Tacuarembd/Rivera 4 Minas Gerais 11
Branco ;
Canelones 2 Paraiba 1
Mato Grosso do Sul 1 Rondbnia
Vermelho Minas Gerais 2
Rio Grande do Sul 1
Total 127
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ANEXO D. Nomes locais exclusivos das variedades de milho identificados em diferentes regides das
terras baixas da América do Sul.

b
o

Regido Nome local

Asteca Amarelo
Asteca Branco
Asteca Palha Roxa
Pipoca Alho
Pipoca Cinza
Pipoca Vermelha
Pixurum

Mato Grosso do Sul (14) PixUrum 05
Sabor6 Amarelo
Sabor6 Branco
Sabor6 Roxo
Sempre Verde
Sol da Manha
Variedade

Alho Grande
Alho Pequeno
Amarelo
Branco de Canjica
Caiano de Sobrélia
Cana Roxa
Cravo
Crioulo
Crioulo Roxo
Dente de Burro
Dente de Cavalo
Minas Gerais (33) Dente de Cavalo cc?m Palha Roxa
Encapadinho
Jequiri
Macabu
Macabu com Palha Roxa
Macabu Sabugo Branco
Macabu Sabugo Roxo
Macabuzinho
Mar de Espanha
Milhao
Milho de Carro
Milho do Paiol
Milho do Paiol com Fortalez
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ANEXO D. (continuag&o) Nomes locais exclusivos das variedades de milho identificados em
diferentes regides das terras baixas da América do Sul.

b
o

Regido Nome local

Palha Roxa e Branca
Parana
Pedra Dourada
Pintadinho
Minas Gerais (33) Pipoca Colorida
Pipoca Preta
Rabo de Caxixi
Roxinho
Serra Baixa

Gabdo
Goiano
Jabatdo 19

R AN P RPN R R RPN R

Jabatdo Branco 1
Jabatdo Sabugo Branco 1
Jabatdo Sabugo Vermelho 1
Paraiba (13) Jabatdo Vermelho 5
Maranhéo 1
Medalhéo do Padre Cicero 1
Milho de Adelaide 1
Pontinha 11
Sabugo Fino
Sabugo Grosso

Amareldo
Bico de Ouro
Brancéo
Cabo Roxo
Caiano Amarelo
Cateto Amarelo
Cateto Branco
Rio Grande do Sul (33) Cateto Pintado
Catingueiro
Cinquentinha
Cunha
Cunha Amarelo
Cunha Vermelho
Dente de Ouro Roxo

N = S = = T N S T SR IV I (o & I I R

Dente do Ouro
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ANEXO D. (continuag&o). Nomes locais exclusivos das variedades de milho identificados em
diferentes regides das terras baixas da América do Sul.

b
o

Regido Nome local

Doce
Ferro
Kuli
Lombo Baio
Mato Grosso
Oito Carreiras
Oito Carreiras Amarelo
Oito Carreiras Branco
Palha de Seda
Palha Fina
Pintado
Pipoca Roxa

Rio Grande do Sul (33)

Pururuca
Sabuguinho
Sabuguinho Fino
Sertanejo
Tunicado
Vermelh&o

Avermelhado
Cubano
Massa
Milho da Producéo
Milho da Safra
Milho de Angola
Milho para Pamonha
Mole
Mole Amarelinho

Rondbdnia (12)

Mole Roxinho
Mole Vermelhinho
Sete Semanas

Angélica
Arco Iris
Blanco Dulce
Boldo
Cateto
Cateto Amarillo

Rocha/Treinta 'y Tres (17)

Criollo Amarillo Dulce

B R R R P P NRRPR P P R R PR RPN RRPR R P OWWERR®WRERPRPRRPRNDREROORPNDBR

Criollo Blanco
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ANEXO D. (continuacdo). Nomes locais exclusivos das variedades de milho identificados em
diferentes regides das terras baixas da América do Sul.

b
o

Regido Nome local

Dulce
Maiz
Morocho
Naranja
Rocha/Treinta 'y Tres (17) Picoca
Pisingallo
Pisingallo Blanco y Colorado
Pisingallo Blanco y Dorado
Pisingallo Colorado

Bagual
Catete Blanco
Colorado Criollo
. Cuarentino Dulce
Tacuarembo/Rivera (8) Dulce Blanco
Negro
Pisingallo Rojo
Sangre de Toro

Anaranjado Forrajero

Canel @ Blanco Forrajero
anelones
Forrajera Amarillo

P R R R|RP R, NER RPN ®WR(R R RRPRRRP R R B

Forrajera Blanca

Total 246
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ANEXO E. Valores de usos gastrondmicos, representados por uso alimentar, potencial culinario e por
atributo do alimento, associados as variedades locais de milho das terras baixas da América do Sul.

Usos gastrondmicos N° %

Milho verde 186 23,9

Pamonha/Curau 84 10,8

Bolo/Péo/Broa 80 10,3

Farinha 65 8,3

Canjica 48 6,2

Polenta/Angu 40 51

Mingau 33 4,2

Cuscuz 24 3,1

Canjiquinha 16 2,1
Chicha 16 2,1
Pipoca 15 1,9
Fuba 13 1,7
Munguza 13 1,7
i Torrado 9 1,2

Uso alimentar o

Canjicdo 7 0,9
Sopa 5 0,6
Locro 4 0,5
Creme 4 0,5
Farinha de beiju 2 0,3
Maisena 2 0,3
Puchero 2 0,3
Chipa 2 0,3
Gofio 1 0,1
Suco 1 0,1
Torta frita 1 0,1
Xerém 1 0,1
Fuba 1 0,1
Pudim 1 0,1
Consisténcia 8 1,0
Estoura bem 3 0,4
Potencial culinario/Atributo do alimento Sabor 40 >1
Doce 24 3,1
Maciez 19 2,4
Saudavel/Nutritivo 9 1,2

Total 779  100,0
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ANEXO F. Nome local e indigena, nome indigena traduzido, tipo de endosperma, municipio/estado,
origem das variedades locais de milho e etnia (para os indigenas), identificados por meio do levantamento
etnoboténico nos estados do Acre (indigenas) e Ronddnia (agricultores locais), Brasil. (Ndo Info.) =
Informac&o néo disponivel; (-) = N&o aplicavel.

R A
1 Nawa Sheki Duro Duro Feijo/AC Introduzido  Kaxinawa
2 Shekihui Amarelo Né&o Info. Feijo/AC Local Kaxinawa
3 Hushupa Branco Néo Info. Feijo/AC Local Kaxinawa
4 Paxi Nipa Colorido Néo Info. Feijo/AC Local Kaxinawa
5  Kene Sheki Massa Farinaceo Feijo/AC Local Kaxinawa
6 Buneytsu Milho Doce Doce Feijo/AC Local Kaxinawa
7 Né&o Info. Duro Duro Feijo/AC Introduzido  Shanenawa
8 Néo Info. Massa Farinaceo Feijo/AC Local Shanenawa
9 N&o Info. Duro Duro Feijo/AC Introduzido  Kaxinawa
10  Néo Info. Massa Farinaceo Feijo/AC Local Kaxinawa
11 Sheki Hushupa Branco Né&o Info. Jordao/AC Local Kaxinawa
12 Sheki Taxipa Massa Vermelho Farinaceo Jorddo/AC Local Kaxinawa
13 Paxi Sheki Pipoca Pipoca Jordao/AC Local Kaxinawa
14 Sheki Kuf Massa Farinaceo Jorddo/AC Local Kaxinawa
15  Sheki Kuxi Duro Duro Jordao/AC Introduzido  Kaxinawa
16 Mtsazﬁllj;:)a Preto N&o Info. Jorddo/AC Local Kaxinawa
17 Sheki Kui Massa Farinaceo Tarauacd/AC Local Kaxinawa
18  Kuxi Sheki Cearense Duro Tarauacd/AC  Introduzido  Kaxinawa
19 Bunaithi Murcho Doce Tarauacd/AC Local Kaxinawa
20 Sh?;;ﬁlgpa Pipoca Pipoca Tarauaca/AC Local Kaxinawéa
21 B esrﬁi(b ri Pipoca Pipoca Jordao/AC Local Kaxinawéa
22 Sheki Kuxi Milho Sereso N&o Info. Jorddo /AC  Introduzido  Kaxinawa
23 Sheki Rushupa Branco Né&o Info. Jordao /AC Local Kaxinawé
24 Sheki Kut Massa Farinaceo Jorddo /AC Local Kaxinawa
25  ShekiHui  “asa Vermelho Farinaceo Feijo/AC Local Kaxinawa
e Branco

26 Né&o Info. Duro Duro Feij6o/AC Introduzido  Kaxinawa
27 Néo Info. Pipoca Pipoca Feij6o/AC Local Kaxinawa
28  Sheki Kunre N&o Info. N&o Info. N&o Info./AC  N&o Info. -

29 She}lzinlgaré N&o Info. N&o Info. N&o Info./AC  N&o Info. -

30 Mole Roxinho N&o Info. Farinaceo I\;;ll:?ﬁgo Introduzido -

31 Mole N&o Info. Farinaceo Guajara- Introduzido -

Vermelhinho Mirim/RO
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ANEXO F. (continuag&o) Nome local e indigena, nome indigena traduzido, tipo de endosperma,
municipio/estado, origem das variedades locais de milho e etnia (para os indigenas), identificados por meio
do levantamento etnoboténico nos estados do Acre (indigenas) e Ronddnia (agricultores locais), Brasil. (Ndo
Info.) = Informac&o n&o disponivel; (-) = N&o aplicével.

N e o ouen e
32 Amg/:(e):?nho N4o Info. Farinaceo |\§|3|l:|arjna/rFEziO Introduzido -
33 Cubano N4o Info. N4o Info. I\§IS|L:|a rjna/rFfziO Local -
34  Comum N4o Info. N4o Info. |\§|3|l:|arjna/rFEziO Introduzido -
35 Mole Néo Info. Farinaceo |\§|3|l:|arjna/rlgo Introduzido -
36 Mole Néo Info. Farinaceo I\glsll:?rtalgo Introduzido -
37 Comum N4o Info. N4o Info. I\glsll:?rtalgo Local -
38 Sete Semanas Néo Info. N&o Info. hil:?rﬁgo Local -
39 Branco N4o Info. N4o Info. I\SI;ll#?rﬁ/gO Local -
40 Massa Néo Info. Farinaceo l\Sl;lls?rﬁ/gO Local -
41 Alho N4o Info. Pipoca l\Sl;lls?rﬁ/gO Local -
42 l\g‘irl]gglie N4o Info. N4o Info. I\SI;ll#?rﬁ/gO Introduzido -
43 Mole Néo Info. Farinaceo I\/Iell:?rﬁgO Local -
44 g/lrggg g%% Néo Info. Dentado I\/IG#?rﬁEO Introduzido -
45 Duro Néo Info. Duro I\/Iell:?rﬁgO Introduzido -
46 Comum Néo Info. Ndo Info. I\/Iell:?rﬁgO Introduzido -
47 Cubano Néo Info. Nao Info. hil:?rjna}go Local -
48 '\gi;r;ooﬂﬁ;a N4o Info. N4o Info. hil:?rjna}go Introduzido -
49 Massa Néo Info. Farinaceo hil:?rjna}go Local -
50 Cubano Néo Info. Nao Info. I\zl}lﬁrjna}go Local -
51 Milho da Safra Néo Info. Dentado I\;;ll:?ﬁgo Introduzido -
52 Avermelhado Néo Info. Nao Info. Guajara- Local -

Mirim/RO
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ANEXO G. Nome local e indigena, nome indigena traduzido, tipo de endosperma, municipio/estado,
origem das variedades locais de milho e etnia (para os indigenas), identificados por meio do levantamento
etnoboténico nos estados do Acre (indigenas) e Ronddnia (agricultores locais), Brasil. (Ndo Info.) =
Informac&o néo disponivel; (-) = N&o aplicavel.

v Nome e e Venen?  oigen ems
53 Massa Néo Info. Farinaceo |\§|3|l:|arjna/rFEziO Local -
54 Cubano N4o Info. N4o Info. |\§|3|L:|a rjna/rFEziO Local -
55 g/lr 2289%% Néo Info. Dentado |\§|3|l:|arjna/rFEziO Introduzido -
56 Pipoca Néo Info. Pipoca |\§|3|l:|arjna/rlgo Introduzido -
57 Mole N4o Info. Farinaceo I\glsll:?rtalgo Local -
58 Duro Néo Info. Duro I\glsll:?rtalgo Introduzido -
59 Pipoca Néo Info. Pipoca I\glsll:?rtalgo Local -
60 Duro N4o Info. Duro l\Sl;lls?rﬁ/gO Local -
61 Mole N4o Info. Farinaceo Guajara- Local -

Mirim/RO




