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RESUMO: O emprego de marcadores moleculares
microssatélites (SSR) para estudos de diversidade
genética entre hibridos de milho constitui uma
poderosa ferramenta uma vez que este tipo de
marcador apresenta elevado conteudo informativo,
mesmo em comparagbes de germoplasma com
estreita base genética. Este trabalho teve como
objetivo avaliar a diversidade genética entre 12
hibridos de milho da Embrapa frente ao cenario
nacional de sementes. No total foram avaliados 48
hibridos de milho comerciais. O DNA gendmico de
cada hibrido foi extraido de um bulk de 8 plantas.
Foram utilizados 28 marcadores microssatétiles,
distribuidos ao longo do genoma. O indice de
dissimilaridade genética foi estimado a partir do
complemento do coeficiente de Dice. As andlises de
agrupamento foram realizadas utilizando-se o
método hierarquico UPGMA e a projecdo das
distancias no espaco. O valor de PIC médio foi 0,67,
variando de 0,25, para o loco umc1139, a 0,88, para
o loco bnlg1006. O valor de similaridade genética
variou de 0,07 a 0,88 mostrando uma ampla
variabilidade genética entre os hibridos comerciais
brasileiros. A andlise da diversidade genética entre
os hibridos comerciais avaliados evidenciou que os
12 hibridos da Embrapa foram distribuidos em trés
grupos distintos dos demais, demonstrando que a
Embrapa contribui para ampliacdo da diversidade
genética na cultura do Milho no Brasil.

Termos de indexacéo:
molecular, microssatélite.

Zea mays L.; marcador

INTRODUGAO

Os microssatélites (SSR) estéo entre os principais
marcadores moleculares utilizados na caracterizacéo
de linhagens de milho em programas de
melhoramento e de acessos em varios paises, como
india (Sharma et al., 2010), Canada (Reid et al.,
2011) e Brasil (Eloi et al., 2012).

Estudos de diversidade genética entre hibridos de
milho, apesar de pouco utilizados, sdo importantes
por permitir a visualizagdo da variabilidade genética
oferecida pelo mercado de sementes ao produtor. A
existéncia de variabilidade genética é importante a

toda empresa, publica ou privada, na formalizacéo
de parcerias como forma de ampliar a base genética
para desenvolvimento de hibridos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade
genética de 12 hibridos do Programa de
Melhoramento de milho da Embrapa Milho e Sorgo
em relacdo a um conjunto de hibridos comerciais, de
outras empresas, no cenario nacional de sementes.

MATERIAL E METODOS

Material genético

Foram utilizados 48 hibridos de milho, sendo 12
desenvolvidos pelo Programa de Melhoramento da
Embrapa Milho e Sorgo e 36 hibridos comerciais
provenientes de 10 empresas do cendrio nacional.
Os hibridos foram nomeados de forma alfanumérica,
em que cada empresa € representada por uma
mesma letra, sendo que os hibridos da Embrapa
foram identificados com a letra A.

Extracdo de DNA, amplificacdo dos SSR e
eletroforese

Para a extragdo do DNA genémico foi feito um
bulk de oito discos foliares de plantas individuais de
cada hibrido. A extracdo foi realizada em placas
utilizando o aparelho GenoGrinder 2000, segundo
Lana et al. (2010).

A genotipagem foi realizada empregando 28
iniciadores SSR marcados com fluorocromos e
amplamente distribuidos ao longo do genoma. As
reacBes de amplificacdo foram realizadas utilizando
50 ng de DNA, 0,2 uM de cada iniciador e kit Taq
DNA polimerase (Invitrogen®), conforme
recomendacgfes do fabricante. As reacdes de PCR
foram realizadas em touchdown: desnaturacao inicial
a 94 °C por 2 min; 7 ciclos de 94 °C por 20 s, 60°C
(com reducao de 1°C por ciclo até 53°C) por 1 min e
72 °C por 1 min, 35 ciclos de 94 °C por 20 s, 53°C por
1 mine 72 °C por 1 min; extenséo final de 72 °C por 5
min. Os fragmentos gerados foram analisados nos
sequenciadores automaticos de DNA ABI Prism
3.100 (Applied Biosystems®) e Mega Bace 1.000
(Amersham Biosciences®).
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Analises de dados moleculares

O indice de dissimilaridade genética foi estimado
a partir do complemento do coeficiente de Dice
(Sorenso ou Nei e Li). O dendrograma foi obtido a
partir da matriz de dissimilaridade pelo método de
agrupamento UPGMA. Adicionalmente, com base na
matriz de dissimilaridade, realizou-se a proje¢éo das
distancias no espago. As analises dos dados

moleculares foram realizadas empregando-se o
programa Genes (CRUZ, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos 28 locos SSR foi possivel obter a
amplificagdo de 158 alelos, sendo que o nimero de
alelos amplificados variou de 2 (phil09642 e
umcl139) a 12 (bnlg1006, bnlgl6l e umcl019),
tendo como média 5,64 (Tabela 1). O PIC (Conteudo
de Informacao Polimérfica) médio foi 0,67, variando
de 0,22, para o loco umc1139, a 0,88, para o loco
bnlg1006 (Tabela 1).

As medidas de dissimilaridades obtidas ficaram
entre 0,07 e 0,88, indicando uma ampla variacéo no
coeficiente e alta diversidade ente os hibridos
avaliados. Entre os hibridos da Embrapa verifica-se
que o indice assume valores préximos a zero, pois
estes sdo derivados de cruzamentos entre linhagens
representantes de grupos heteréticos bem definidos,
havendo parentesco entre linhagens dentro de cada
grupo heterético, como também ocorre para outros
programas de melhoramento. No entanto, entre 0s
hibridos da Embrapa e os hibridos comerciais de
empresas privadas do cenario nacional é verificada
uma maior amplitude nas medidas de similaridade,
sendo predominio de valores menores que 0,5
(Figura 1).

As projecdes das distancias no espaco com base
na matriz de dissimilaridades genética evidencia a
dispersdo da variabilidade genética dos hibridos
comercializados no Brasil (Figura 2). E observada
uma tendéncia de formacdo de agrupamentos entre
os hibridos da Embrapa. No entanto, verifica-se que
alguns hibridos, como o A6, apresentam-se
destacados frente aos demais avaliados.

Visando classificar os acessos de milho em
grupos mais homogéneos foi construido um
dendograma pela analise de agrupamento pelo
método hierarquico UPGMA (Figura 3). A partir
desse dendograma €& possivel verificar que os
hibridos da Embrapa ficam dispersos em trés
clusters.

Dessa forma, demonstra-se que a Embrapa
contribui para ampliacéo da diversidade genética na
cultura do milho no Brasil. A grande variabilidade
genética apresentada pelos hibridos no mercado
nacional de sementes é de extrema importancia, pois
ao contrario, a existéncia de uniformidade genética
implica risco devido a vulnerabilidade a estresses.
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Tabela 1: Numero de alelos amplificados e
contetdo de informacdo polimérfica (PIC) dos 28
locos SSR amplificados.

SSR *Bin N° de alelos  PIC
amplificados
umcl071 1.01 4 0,68
umc2025 1.05 3 0,53
phi308707 1.10 3 0,65
bnlg1338 2.01 9 0,86
bnlg125 2.02-2.03 10 0,86
phi109642 2.03-2.04 2 0,32
umcl746 3.00-3.01 5 0,74
phi053 3.05 6 0,74
umc1690 3.07 3 0,60
umc2008 3.09 6 0,73
umc1008 4.01 8 0,78
bnlg589 4.10 4 0,71
bnlg1006 5.00 12 0,88
umcl221 5.04 7 0,78
bnlgl61 5.05-6.00 12 0,87
umc1019 5.06 12 0,86
mmc0241 6.05 4 0,69
umcl1653 6.07-6.08 9 0,82
umc1066 7.01 5 0,70
phill6 7.06 6 0,76
umcl139 8.01 2 0,25
umcl771 9.04 3 0,51
umc1366 9.06 3 0,62
umc2018 10.01-10.02 3 0,33
phi063 10.02 4 0,63
phi084 10.03-10.04 3 0,57
umc1506 10.05 5 0,76
umc1084 10.07 5 0,63
*Bin — Posicdo do marcador ao longo dos
Cromossomos.
CONCLUSOES

A analise da diversidade genética entre os
hibridos de milho comerciais avaliados evidenciou
que os hibridos da Embrapa agrupam-se como
material divergente frente aos hibridos comerciais de
10 empresas privadas do cenario nacional.
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Figura 1. Representagdo esquematica da matriz de dissimilaridade dos hibridos da Embrapa (acessos de Al
a Al12) frente aos hibridos comerciais das empresas privadas do cenario nacional. (Também padronizar a
fonte)



54
y XXX CONGRESSO NACIONAL DE MILHO E SORGO

N M S “Eficiéncia nas cadeias produtivas e o abastecimento global”

CONGRESSO NACIONAL
DE MILHO E SORGO

2014 - Salvador/BA

L5

o, = a2
. ®.10
13 °
. AL2
Py A1 ®a11 Az
E4 @
o o P ®u
e, F1 ®, D1
A3 ° H1 L)
a4 81 @,
s 7oa .
o ., 'gs.t.lH L5 ° A8
6 A9
H3 61 % o 2 % B .,
L S5 13 n 4
. 12

B2

Figura 2: Projecdes das distancias no espa¢o com base na matriz de dissimilaridade genética entre os
hibridos comerciais de milho no cenario nacional. Os genétipos da Embrapa estdo destacados em vermelho,
acessos Al a Al12.
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Figura 3: Dendrograma obtido pelo método UPGMA a partir da matriz de dissimilaridade entre os hibridos de
milho do cenério nacional. Os gendtipos da Embrapa estao destacados em vermelho, acessos Al a A12. Os
valores a cima de cada ramo representam o bootstrap.
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