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Segundo Ribeiro e Ramalho (1999) grande parte dawiedades brasileiras
gue cultivam milho ndo promovem adequada fertiibae correcéo de seus solos, fato também
reportado por Atlin e Frey (1889). No Brasil, esgaacédo ocorre em grande parte das pequenas
e meédias lavouras de milho conduzidas na safra egrimdes lavouras na safrinha. Neste
contexto o nitrogénio é um dos nutrientes que fhiraisam a produtividade do milho, pois além
de escasso na maioria dos solos o N € exigido andgs quantidades (Franca et al., 1986).

A Embrapa Milho e Sorgo vem realizando estudoseseficiéncia de uso de
nitrogénio para a cultura do milho visando ideadfi genétipos mais produtivos em ambientes
com estresse por deficiéncia deste nutriente epdamidentificar materiais genéticos que sejam
responsivos a aplicacdo de doses de N recomendadagricultura tecnificada (Gama, 2002;
Marriel, 2006. Duraes, 2005; Guimaraes, 2006).

Um fator fundamental em qualquer programa de mathento € a existéncia
de variabilidade no material sob selecdo. Guimaf2e96) estudou o comportamento dos
hibridos dialélicos de seis linhagens de milho aeskidas a partir de uma planta selecionada
pela eficiéncia de uso de N na populacdo CMS-28geoutros genotipos. Dentre as seis
linhagens avaliadas, trés foram classificas conoteetes no uso de N (L1, L2 e L3) e trés foram
tidas como ineficientes (L4, L5 e L6). O comportatoegenético, em termos de efeitos aditivos,
foi condizente com a classificac@er se das linhagens e os hibridos de linhagens efigente
tenderam a ser mais eficientes e mais responsiegihibridos das linhagens ineficientes.

Entretanto, muitas questdes relativas a eficiénociaso de N ainda sdo pouco
entendidas, sendo necessarios novos estudos disiod) morfolégicos e moleculares para
elucidar melhor as diferencas fenotipicas e geaaitre os materiais contrastantes na eficiéncia
e resposta ao nitrogénio.

Parte da variabilidade genética existente em migeDNA pode ser analisada
pela utilizacdo de marcadores moleculares. O estiaddiversidade genética entre linhagens
desenvolvidas em programas de melhoramento de péhuite agrupa-las de acordo com suas
distancias genéticas ou medidas de dissimilaridiadeecendo informacdes importantes para a
escolha de parentais de novas populacdes segregapaea formacdo de sintéticos e hibridos.

Os marcadores SSR (Simple Sequence Repeat), tarnbghecidos como
microssatélites, sdo caracterizados por sequédei&NA com repeticbes em tandem de um ou
mais nucleotideos. Os microssatélites apresentarod@minantes e multialélicos e, em milho,
estdo distribuidos em todo o genoma, sendo queepxiwilhares de primers desenvolvidos para



esta cultura. Este tipo de marcador é de facizatfio e de alta repetibilidade entre laboratorios
pelo fato de haver alta conservacéo das regid&srgeas que flaqueiam os locos SSR.

Os micossatélites tém sido utilizados em estudos dideersidade e
caracterizacdo de materiais genéticos (Lu & Bema2@01; Padilha, 2002), na construcao de
mapas genéticos (Taramino & Tingey, 1996) e pdex&e assistida por marcadores moleculares
(Mesquita, 2005).

O objetivo deste trabalho foi investigar a diveassid genética-molecular
existente, por meio de marcadores microssatélER], entre as seis linhagens de milho
contrastantes no uso de N, citadas anteriormertefras duas linhagens-elite do Programa de
Melhoramento de Milho da Embrapa Milho e Sorgo €.I£8), sendo uma pertencente ao grupo
heterético dentado e a outra do grupo heterotitiat"F

O trabalho foi desenvolvido no Nucleo de Biologaliéada da Embrapa Milho
e Sorgo, em janeiro de 2008. Foram semeadas 10Onsmmde cada linhagem em vasos
conduzidos em casa de vegetacdo até os 15 diasaidsrgéncia, onde foram coletadas folhas
em bulk. Cada bulk foi composto por segmentos dem@e comprimento de folhas de cinco
plantas de cada linhagem. Apds a coleta as folbemf embrulhadas em papel aluminio,
identificadas, congeladas em nitrogénio liquidoegatlas para o laboratorio, onde foram
acondicionadas em ultra-freezer, a -80°C, até agsefn utilizadas para extragdo do DNA.

O isolamento do DNA gendmico das plantulas de nfithoealizado segundo a
modificacdo do método descrito por Saghai-Marooéle(1984). As amostras de DNA foram
guantificadas em gel de agarose 0,8 % (m/v) emdam@\E, comparando-se com um padréo de
DNA de concentragcdo conhecida. O DNA estoque fdiidth em &gua ultrapura para a
concentracio de 10 ng/uL e armazenado ¥%C-20

As reacdes de amplificacdo foram realizadas emo@atador modelo 9600
(Applied Biosystems), conforme protocolo propriorgp@amplificacdo de DNA de milho. Os
fragmentos amplificados foram resolvidos em géipal@crilamida 10% sob eletroforese a 150
V por 2,5 horas. O gel foi corado com nitrato det@re a imagem capturada pelo
fotodocumentador Gel Logic 200 (Kodak, Rochest&Alsob luz UV.

Foram utilizados 18 primers SSR distribuidos nosrbthossomos do milho e,

a partir dos resultados das reacdes de PCR foraervaaas 370 bandas nos géis. Deste total,
306 bandas apresentaram-se monomorficas e 64 bdoda® polimérficas e, portanto,
informativas. As marcas moleculares consideradsnmativas foram organizadas de acordo
com os alelos distintos entre os oito gendtiposliad@s (Tabela 1) e codificadas como
marcadores codominantes. As marcas codificadamfaralisadas através do Programa GENES
(Cruz, 2007) para obtencao das distancias de R@gegers, 1972). Dentre as 144 informagdes
geradas pela codificacdo dos 18 marcadores SS®apanito linhagens, foram identificadas 135
codificagbes homozigotas e 9 heterozigotas.

Foi gerado um dendrograma pela técnica UPGMA (Rigly, também
utilizando-se o Programa GENES (Cruz, 2007), arpdos quadrados das distancias de Rogers
obtidas entre todos os pares de linhagens (Tabela 2

A correlagdo confenética € uma estatistica assmciadformacdo das
ramificacbes de uma arvore de diversidade e relaas valores das distancias da matriz original
com os valores da matriz de distancias graficasjs@ue valores acima de 0,80 podem ser
considerados altos e refletem boa confianca nadigdimdo dendrograma.



Neste trabalho, o valor estimado para a correlag&enética foi de 0,90 e foi
obtida uma estimativa de distor¢cdo de apenas 3,84ém disso, a estatistica t, relacionada a
significancia dos pontos de corte formadores desgamificacdes do dendrograma construido
pelo método hierarquico, foi significativa a 1% mlebabilidade. Desta forma, verifica-se que a
formacéao dos grupos, a partir das informacdes pasageradas pelos 18 primers microssatélites,
foi consistente e permitiu a distingdo entre materselecionados de modo divergente, além de
alocar em grupos diferentes as duas linhagensrtestes.

Tabela 1 - Distribuicdo de alelos por loco micré&lge, entre as oito linhagens avaliadas

Marcador Identificacéo do marcador Descri¢do dos alelos N.alelos
1 bnlg1006 123 3
2 bnlg125 1 1
3 bnlg1338 123 3
4 bnig161 12345 5
5 bnlg182 1234 4
6 bnlg1863 123456 6
7 bnlg2241 12345 5
8 dupssrl4 1234 4
9 dupssr24 1234 4
10 phi084 12345 5
11 umc1008 123 3
12 umc1016 1234 4
13 umcl1019 123 3
14 umc1033 12345 5
15 umc1084 12 2
16 umcl653 12 2
17 umcl771 12 2
18 umcl1862 123 3
Total de alelos: 64

No processo de agrupamento hierarquico, pela ®ddRGMA, foi possivel
verificar a formacao de trés grupos de linhageris (& e G3), sendo estes consistentes com as
informacdes prévias de origem (Figura 1).

As linhagens 2, 3 e 1, que s&o previamente cleaddis como eficientes no uso
de nitrogénio, por suas performances em experimargm deficiéncia de N, foram reunidas em
uma mesma ramificacdo e no dendrograma, formamaogvupo 1 (G1), sendo possivel verificar
a estreita relacdo genética entre estes genotipos.

O segundo grupo (G2) foi formado pelas trés linhagaeficientes no uso de
N, sendo as linhagens 5 e 6 apresentaram-se bakaresnenquanto a linhagem 4 foi alocada
em uma ramificagcdo intermediaria entre as inefteiee as eficientes no uso de N (Figura 1).

Ja o terceiro grupo (G3) foi formado pelas dudsagens-elite do Programa de
Melhoramento de Milho da Embrapa, sendo que elastraram-se bem divergentes das
linhagens derivadas da populacdo CMS 28 e também &in A linhagem 7 € representante do
grupo heterético “Dent”, apresenta grdos amarelds &po dentado, enquanto a linhagem 8 é
tipicamente pertencente ao grupo heterético “Fliapresentando graos duros e bem alaranjados.



Estas duas linhagens do grupo elite representaminteshas externas para comparacfes mais
adequadas das distancias entre as linhagens desidagopulacdes CMS 28 (Figura 1).

Tabela 2 - Distancias de Rogersj( Quadrado da Distancia de Rogerﬁszantre 0s pares de
linhagensi e |

Linhagem i Linhagem j Distancia de Rogerg)D Quadrado da Distancia de Rogerg3D
1 2 0,437 0,191
1 3 0,409 0,167
1 4 0,611 0,373
1 5 0,604 0,364
1 6 0,750 0,563
1 7 0,922 0,850
1 8 0,778 0,605
2 3 0,270 0,073
2 4 0,589 0,347
2 5 0,526 0,276
2 6 0,561 0,315
2 7 0,900 0,810
2 8 0,680 0,462
3 4 0,596 0,355
3 5 0,644 0,415
3 6 0,680 0,462
3 7 0,852 0,725
3 8 0,798 0,637
4 5 0,715 0,511
4 6 0,881 0,777
4 7 0,867 0,751
4 8 0,667 0,444
5 6 0,465 0,216
5 7 0,859 0,738
5 8 0,826 0,682
6 7 0,970 0,941
6 8 0,770 0,593
7 8 0,846 0,716

Além da identificacdo de linhagens e cultivares gapresentem
comportamentos agronémicos adequados para asG&tlde estresse quanto a deficiéncia de N
e sem estresse, busca-se, na Embrapa Milho e Sorgentendimento de mecanismos
fisiologicos, morfologicos e moleculares relaciomsé eficiéncia de uso de N e a resposta dos
gendtipos a aplicagdo do nutriente. Neste estudde-pe concluir que as linhagens com
caracteristicas fenotipicas e genéticas contr&statgis como eficiéncia no uso de nitrogénio e
grupo heterotico, foram agrupadas em clustersntlisti Este fato permite inferir que existe
suficiente divergéncia genética entre as linhagenvadas da populacdo CMS 28, selecionadas
de modo contrastante, para que estas sejam usadasparentais para formacao de populagdes
de mapeamento e outros estudos genéticos e figotgvisando elucidacdo de fatores
relacionados a eficiéncia de uso de N e a respogpdicacao deste nutriente em altas doses.
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Figura 1 - Dendrograma de distancias e grupos rdediens mais similares: (G1: eficientes no uso gd&R
ineficientes no uso de N; e, G3: linhagens-elitd’dmgrama de Melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo)
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