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RESUMO: O conhecimento da diversidade
genética de uma cultura é uma poderosa ferramenta
para os programas de melhoramento. Este trabalho
teve como objetivo avaliar a diversidade genética de
37 gendtipos de milho-doce que representam os
principais materiais disponiveis no Banco de
Gemoplasma da Embrapa Milho e Sorgo, além de
cultivares comerciais. Um total de 24 marcadores
microssatétiles, distribuidos ao longo do genoma
geraram 212 alelos que foram utilizados para
calcular o indice de dissimilaridade genética, como
o complemento do coeficiente de Dice. Os
agrupamentos foram realizados pelo método
hierarquico UPGMA e pela anélise de componentes
principais. O valor de PIC médio foi 0,75, variando
de 0,4, para o loco bnigl55, a 0,91, para os locos
dupSSR24 e bnlgl61l. O valor de dissimilaridade
genética variou de 0,13 a 0,74 mostrando uma
ampla variabilidade genética entre os genétipos de
milho-doce. A andlise da diversidade genética
evidenciou que a origem foi o fator mais
preponderante do agrupamento tendo como base a
similaridade genética. Adicionalmente, verificou-se a
existéncia de variabilidade genética disponivel
dentro do Banco de Germoplasma que pode ser
utilizada para o desenvolvimento de novos
materiais.

Termos de indexacéo: Zea mays L.; Marcadores
moleculares e SSR.

INTRODUCAO

No Brasil, o milho-doce é uma hortalica voltada
para o processamento industrial, sendo ainda pouco
difundido para o consumo “in natura” pelo restrito
nimero de cultivares adaptadas ao clima tropical
(Kwiatkowski & Clemente, 2007), sendo que o
namero de variedades disponiveis em colegbes
elites e bancos de germoplasma é muito reduzido
quando comparado ao milho comum (Teixeira,
2013). De acordo com o registro de cultivares do
Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento,
em 2016 apenas 58 cultivares de milho-doce foram
recomendadas por dez diferentes empresas, sendo

gque poucas apresentam potencial de serem
realmente cultivadas.

O estudo de diversidade genética, principalmente
utilizando-se marcadores moleculares, é uma
ferramenta muito importante para a caracterizacao e
utilizacdo do germoplasma nos programas de
melhoramento. Além disso, permite que empresas,
publicas e privadas, realizem introgressfes de
novos materiais para ampliar a base genética dos
seus programas.

Os microssatélites (SSR) estdo entre os
principais marcadores moleculares utilizados na
caracterizacdo 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).

Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a
diversidade genética de 37 genétipos de milho-doce
gue representam os principais materiais disponiveis
no Banco de Gemoplasma mantido na Embrapa
Milho e Sorgo além de cultivares comerciais, para
auxiliar o programa de melhoramento de milho-doce
da Embrapa.

MATERIAL E METODOS

Material genético

Foram utilizados 37 genétipos de milho-doce,
gue podem ser classificados nos seguintes trés
grupos de acordo com a sua origem, sendo 19
retirados no BAG Milho que sdo em sua maioria
cultivares comerciais antigas, sete cultivares
hibridos comerciais recentes e 11 introduzidos dos
EUA no Brasil em 2009 para fins de melhoramento
e gque por essa razdo podem ser classificados como
germoplasma de origem temperada (Tabela 1).

Extracdo de DNA, amplificacdo dos SSR e
eletroforese

Para a extragdo do DNA gendmico foi feito uma
amostragem de discos foliares de oito plantas
individuais para representar cada genétipo. A
extracdo foi realizada em placas de 96 pocgos
utilizando o aparelho GenoGrinder 2000 (Spex, NJ,
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EUA), segundo Lana et al. (2010).

Tabela 1 - Genétipos de milho-doce utilizados no
estudo de diversidade genética.

[

Genétipo

Doce do Hawai — BAG

Doce UNB 1 — BAG

Tuc Blanco Dulce EEAOC — BAG

Splendor — Comercial

P1 503577 Z20-010 — Intr. para melhoramento
Doce Cubano — BAG

Milho-doce 2 — BAG

MG 161 — Branco Doce — BAG

Sh MS EX 03411227 — Comercial

10 PI 608778 — B86 — Intr. para melhoramento
11 Doce Opaco — BAG

12 BR 400 - Superdoce — BAG

13 MG 162 - Amarelo Doce — BAG

14 SWB 551 — Comercial

©CO~NOUIAWNR|Z

15 Pl 644099 - Florida 56 - |Intr. para
melhoramento

16 Doce Flor da Serra — BAG

17 BR 401 — Doce de ouro — BAG

18 Doce da Flérida — BAG

19 DO 04 — Intr. para melhoramento

20 Pl 644100 - Florida 32 - Intr. para

melhoramento

21 BR 402 - Doce Cristal — BAG

22 Doce Sofia— Comercial

23 AMES 15667- Country Dakota Yellow — Intr.
para melhoramento

24 NSL 4640 Hawaian Sugar - Intr.para
melhoramento.

25 PR 030 Doce Flor da Serra 51 — BAG

26 BR 427 1l - BAG

27 Doce Elisa — Comercial

28 NSL 179257 — Sweet Corn — |Intr. para

melhoramento

29 Pl 612343-SHRUNKEN Zapalote chico — Intr.
para melhoramento

30 CMS 27 Il Doce Hawai — BAG

31 CNPH1-BAG

32 BRS Vivi — Comercial

33 Pl 269756—North Dakota Yellow Sweet — Intr.
para melhoramento

34 Milho-doce 1 UNB — BAG

35 TEEA Dulce EEAOC — BAG

36 Tropical Plus — Comercial

37 Pl 451692 — Cargill North Temp. Zone Coroico
—intr. para melhoramento

A genotipagem foi realizada com bases em 24
iniciadores SSR marcados com fluorocromos e
amplamente distribuidos ao longo do genoma. As
reac6es de amplificacdo foram realizadas utilizando
50 ng de DNA, 0,2 pM de cada iniciador e Tag DNA
polimerase (Invitrogen, CA, EUA), conforme
recomendagdes do fabricante. As rea¢des 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 reducdo de 1 °C por ciclo até 53 °C) por
1 mine 72 °C por 1 min, 35 ciclos de 94 °C por 20 s,
53 °C por 1 min e 72 °C por 1 min; extensao final de
72 °C por 5 min. Os fragmentos gerados foram
analisados no sequenciador automatico Mega Bace
1000 (GE Healthcare Life Science, SP, Brasil).

Andlises de dados moleculares

O indice de dissimilaridade genética foi estimado
a partir do complemento do coeficiente de Dice . O
dendrograma foi obtido a partir da matriz de
dissimilaridade pelo método de agrupamento
UPGMA. Adicionalmente foi realizada a andlise de
componentes principais. As andlises dos dados
moleculares foram realizadas empregando-se o
programa Genes (Cruz, 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos 24 locos SSR foi possivel obter a
amplificacdo de 212 alelos, o numero de alelos
amplificados variou de 2 (umc1139) a 21 (bnlg125),
tendo como média 8,75 alelos por loco. O PIC
(Conteddo de Informacdo Polimérfica) médio foi
0,75, variando de 0,4, para o loco bnlgl55 a 0,91,
para os locos dupSSR24 e bnlgl61, a (Tabela 2).

Tabela 2 - Numero de alelos amplificados e PIC dos
24 locos SSR amplificados.

SSR *Bin N° de alelos PIC
amplificados

umcl222 1,01 14 0,85
umcl862 1,11 9 0,77
bnlg125 2,02 21 0,89
phil09642 2,04 3 0,58
dupssr24 2,08 19 0,91
phi374118 3,02 7 0,74
phi053 3,05 8 0,75
umcl1489 3,07 4 0,68
umcl759 4,01 9 0,75
phi093 4,08 3 0,66
umcl056 5,03 8 0,79
bnig161 5,05 20 0,91
umcl887 6,03 5 0,73
mmc0241 6,05 10 0,81
bnlg155 7,03 5 0,40
umcl139 8,01 2 0,52
umc2146 8,03 4 0,58
dupSSR14 8,09 10 0,87
phi028 9,01 5 0,74
umcl033 9,02 15 0,87
umcl771 9,04 6 0,74
umcl366 9,06 5 0,72
phio41 10,00 6 0,81
umcl084 10,07 12 0,82
*Bin — Posicdo do marcador ao longo dos
Cromossomos.
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As medidas de dissimilaridades obtidas ficaram
entre 0,13 e 0,74, indicando uma ampla variacdo no
coeficiente e alta diversidade ente os genétipos de
milho-doce avaliados.

A dispersdo dos genétipos de milho-doce foi
avaliada com base no dendograma gerado pelo
método hierarquico UPGMA (Figura 1) e pela
andlise de componentes principais (Figura 2). A
partir dessas andlises foi possivel verificar que os
genodtipos de milho-doce da Embrapa ficam
dispersos em trés agrupamentos principais. O
primeiro agrupamento, disposto na base da Figura
1, é composto de apenas um genétipo, denominado
Pl 612343 shrunken Zapalote Chico que trata-se de
uma introducdo recente dos Estados Unidos da
América no Brasi com a finalidade de
melhoramento. Esse genotipo € derivado da raca
Zapalote Chico de origem mexicana (Widstrom et al,
2003). Possivelmente, a maior distancia genética
entre esse genodtipo e os demais se deva
justamente ao uso da raca local Zapalote Chico na
obtencdo da populacdo, uma vez que os demais
acessos sdo derivados, possivelmente de cole¢cbes
elite de programas de melhoramto. O segundo
agrupamento, engloba os seguintes genétipos de
origem norte americana: Pl 644099 - Flérida 56,
Doce Florida, Pl 644100 — Flérida 32, Ames 15667 —
Country Dakota Yellow, NSL 179257 — Sweet Corn
e Pl 269756 — North Dakota Yellow Sweet que
mostraram ter como ponto em comum a origem,
pois a maioria dos integrantes deste agrupamento
tém referéncia aos estados da Flérida e de Dakota
do Norte. Os demais acessos foram reunidos no
mesmo agrupamento que engloba 30 dos 37
genotipos avaliados. Nesse agrupamento, também
estdo genotipos de origem em comum, pois neles
foram incluidos todos os gendétipos comerciais do
Brasil, todos os acessos do banco de germoplasma,
exceto do Doce da Flérida, e parte dos gendétipos
introduzidos recentemente no Brasil para fins de
melhoramento. Esse resultado era esperado tenho
em vista que os gendtipos do banco de
germoplasma sdo em sua maioria introducdes
originarias de programas de melhoramento
brasileiros e estrangeiros.

A apresentacdo grafica da andlise de
componentes principais (Figura 2) confirma esses
resultados uma vez que 0s acessos pertencentes
aos dois primeiros agrupamentos da Figura 1
mantiveram-se agrupados quando se empregou a
metodologia de componentes principais. Na Figura
2, pode ser observado também a similaridade entre
os acessos BR 427 lll, BR 401 - Doce de Ouro,
CNPH 1, Doce do Hawaii e CMS 27 lll, o que era
esperado pois a maioria desses genotipos esta
relacionado com o programa de melhoramento de
milho-doce conjunto entre as Embrapa Milho e
Sorgo e Embrapa Hortalicas desenvolvido nos anos
de 1980 (Teixeira et al., 2013).

O melhoramento de milho-comum no Brasil esti
estruturado para a exploracéo de grupos heteréticos
baseados nos tipos de grdos duro e dentado
(Parentoni et al., 2001). Essa classificacdo ndo pode
ser estendida para o milho-doce, justamente devido
ao tipo de grdo. Assim, informacdes sobre a
divergéncia genética entre genétipo de milho-doce
permitem a identificacdo de acessos com maior
potencial de heterozigosidade e que podera estar
associada a maior heterose. Os resultados obtidos
mostraram potencial para o uso de gendtipos de
outras racas para ampliar a divergéncia no conjunto
génico do milho-doce, entretanto a escolha desses
genitores devera ser criteriosa tendo em vista que
outros caracteres relacionados a qualidade de gréos
e espigas devem ser considerados no
melhoramento do milho-doce (Teixeira et al, 2013).

CONCLUSOES

A andlise da diversidade genética entre
gendtipos de milho-doce evidencia que a origem
dos gendtipos foi o fator mais preponderante para a
formacdo dos agrupamentos tendo como base a
similaridade genética.

Adicionalmente, € verificada a existéncia de
variabilidade genética disponivel dentro do Banco
de Germoplasma da Embrapa Milho e Sorgo que
podera ser utilizada para o desenvolvimento de
novos materiais.
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Figura 1: Dendrograma obtido pelo método UPGMA
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a partir da matriz de dissimilaridade entre genétipos de

milho-doce. Os valores a cima de cada ramo representam o bootstrap. Genotipos numerados de acordo

com a Tabela 1.
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Figura 2: Analise de componentes principais dos

CP1

genétipos de milho-doce com base na diversidade

genética. Gendtipos numerados de acordo com a Tabela 1.
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