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Resumo

O desenvolvimento de cultivares adaptadas as condi¢des de estresse causado por baixos niveis de N
e P apresenta-se como uma opg¢do economicamente viavel e ecologicamente sustentdvel para garantir
maior produtividade em sistemas agricolas com baixa utiliza¢do de insumos. O objetivo desse trabalho foi
avaliar a diversidade genética entre 14 acessos de milho, sendo 7 tolerantes a baixos niveis de nitrogénio e
7 tolerantes a baixos niveis de fosforo. Foi observado um total de 299 alelos, com o numero de alelos por
loco variando de 1 a 8, com uma média de 3,6875. Todos os acessos se mostraram homozigotos em relacdo
a todos os locos analisados. A matriz de dissimilaridade genética evidenciou a existéncia de um razoavel
nivel de variabilidade genética entre as linhagens. A dissimilaridade genética variou de 0,3551 (entre 7
e 8) a 0,6885 (entre 1 e 7) com média igual a 0,5424. A analise de agrupamento evidenciou a formacao de
3 grupos, um constituido por duas linhagens tolerantes a baixos niveis de N (11 e 12), o segundo formado
por 4 linhagens tolerantes a baixos niveis de P (3, 5, 6 e 7) e duas a baixos niveis de N (8 e13) e o terceiro
formado por 3 linhagens tolerantes a baixos niveis de P (1, 2 e 4) e 3 a baixos niveis de N (9, 10 e 14). Os
resultados obtidos no presente trabalho podem ser tteis para o planejamento de cruzamentos entre genitores
com niveis desejados de divergéncia genética, no sentido de contribuir para o melhoramento simultaneo
para tolerancia a baixos niveis de N e a baixos niveis de P.

Introducao

O desenvolvimento de variedades de milho tolerantes a diversos tipos de estresses abidticos ¢ importante
para a ampliagdo da produgdo e das areas de cultivo desse importante cereal. Entre os diversos tipos de
estresses abidticos, a deficiéncia de nitrogénio (N) e de fosforo (P) sdo comuns nos solos brasileiros, afetando
negativamente o desenvolvimento das plantas e levando a redug@o da produtividade. O desenvolvimento
de cultivares adaptadas as condigdes de estresse causado por baixos niveis de N e P apresenta-se como uma
opgdo economicamente viavel e ecologicamente sustentavel para garantir maior produtividade em sistemas
agricolas com baixa utilizagdo de insumos (SOUZA et al 2008).

O fosforo ¢ um nutriente limitante em varias regides do mundo, principalmente em solos intemperizados
dos trépicos. Quando a disponibilidade desse nutriente no solo € baixa, ocorre redugdo do metabolismo, da
massa e da superficie de varios 6rgdos das plantas, afetando sua produtividade. Isso se deve ao fato de que
o fosforo esta envolvido na producgao e transporte de energia, fotossintese, transformagao de carboidratos e
na composicao de acidos nucléicos , carboidratos fosfatados, fosfolipidios e coenzimas). Ja o nitrogénio €
constituinte de proteinas, coenzimas, acidos nucléicos, fitocromos, ATP (Adenosina Tri-fosfato), clorofila e
inimeras enzimas (JAKELAITIS et al 2005), influenciando o crescimento da planta mais do que qualquer
outro nutriente (MUNDSTOCK 2000).

O conhecimento das relagdes de parentesco e da diversidade genética entre os gendtipos a serem melhorados
contribui para a organiza¢ao do germoplasma disponivel e para a protecdo de cultivares (Melchinger et al
1991; Bernardo 2002). Em relagdo a organiza¢dao do germoplasma, os genotipos podem ser agrupados
de acordo com a similaridade genética estimada e distribuidos em grupos heterdticos. Para a protegdo de
cultivares, informagdes sobre a distdncia genética entre acessos sdo importantes para a identificagdo de
derivagdo essencial e para a protecdo legal do germoplasma (Smith et al 1995). Portanto, informagdes a
respeito da diversidade genética entre materiais elite a serem utilizados como genitores ¢ de fundamental
importancia para o melhoramento (Hallauer ¢ Miranda 1988).
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Diversos tipos de marcadores moleculares vém sendo amplamente utilizado em estudos de diversidade e
estrutura genética de populagdes de plantas. Os marcadores microssatélites t€ém sido um dos mais utilizados
para essas finalidades, por apresentar caracteristicas desejaveis tais como codomindncia, multialelismo,
e elevado grau de polimorfismo (Santana et al 2012).0 objetivo desse trabalho foi avaliar a diversidade
genética entre 14 acessos de milho, sendo 7 tolerantes a baixos niveis de nitrogénio e 7 tolerantes a baixos
niveis de fosforo.

Materiais e Métodos

Nesse experimento foram utilizadas duas fontes de germoplasma do milho: a primeira composta por sete
linhagens homogéneas e eficientes para o uso do foésforo e contrastantes para o uso do nitrogénio (Grupo
1), e a segunda composta por linhagens eficientes e homogénias para o uso do nitrogénio e contrastantes
para o uso do fosforo (Grupo 2). As linhagens e os hibridos que as deram origem estdo listados na tabela 1.

Tabela 1 — Linhagens utilizadas, tolerancia, hibridos que as deram origem e empresas produtoras.

Linhagens Tolerancia Hibrido Empresa
1 Baixo P AGN 34M11 Agromen
2 Baixo P P3041 Pionner
3 Baixo P DKB350 Dekalb
4 Baixo P P3041 Pionner
5 Baixo P DKB435 Monsanto
6 Baixo P Syngenta Forte Syngenta
7 Baixo P XB8028 Semeali
8 Baixo N AG 8080 Agroceres
9 Baixo N P3041 Pionner
10 Baixo N P30A00 Pionner
11 Baixo N Syngenta Garra Syngenta
12 Baixo N Balu 551 Balu
13 Baixo N Balu 184 Balu
14 Baixo N P30F88 Pionner

Amostras de tecidos foliares jovens foram coletadas em cada linhagem e utilizadas para a extragao de
DNA. O DNA foi extraido de acordo com o método descrito por Doyle e Doyle (1990). Os 80 marcadores
SSR utilizados foram selecionados com base nas unidades de repeticao e locais no “Bin” para fornecer uma
cobertura ampla e uniforme do genoma do milho. As sequéncias dos marcadores foram obtidas no Banco de
Dados de Genética e Gendmica do Milho — Maize GDB (http://www.maizegdb.org/ssr.php). A amplificagdo
por PCR foram realizadas num volume de 20 pL e o produto da amplifica¢do foi submetido a eletroforese
em gel de poliacrilamida 6%.

A partir dos perfis alélicos gerados com os 80 marcadores microssatélites para as 14 linhagens, foi
construida uma matriz, na qual cada alelo de cada loco foi designado numericamente de 1 até o nlimero
maximo de alelos no locus. Utilizando o aplicativo computacional “Genealex 6” (Peakall e Smouse, 2006)
foi estimada a Probabilidade o Identidade (para cada locus e acumulada). Por meio do aplicativo “Convert”
foi estimada a frequéncia alélica para todos os loci individualmente. Este software foi também utilizado
para converter a matriz dos dados para o formato de outros aplicativos . O PopGene32 foi utilizado para
calcular o nimero de alelos por loco; a heterozigosidade esperada e a heterozigosidade observada . O calculo
dos valores de contetido de informagao polimoérfica (PIC), a matriz de dissimilaridade genética baseada na
distancia “C.S. Chord” (Cavalli-Sforza e Edwards, 1967) e uma arvore filogenética obtida pelo método de
agrupamento do vizinho mais proximo foram feitos utilizando o programa “Powermarker Version 3.25”.
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Resultados e Discussio

Os 80 marcadores microssatélites utilizados nesse trabalho permitiram a diferenciagdo dos 14 acessos
de milho analisados. Considerando os 80 locos nas 14 linhagens, foi observado um total de299 alelos, com
o numero de alelos por loco variando de 1 a 8, com uma média de 3,6875. Todos os acessos se mostraram
homozigotos em relag@o a todos os locos analisados, o que era esperado, uma vez que se trata de linhagens
endogamicas. A matriz de dissimilaridade genética baseada no indice C.S.Chord evidenciou a existéncia
de um razoavel nivel de variabilidade genética entre as linhagens. A dissimilaridade genética variou de
0,3551 (entre 7 ¢ 8) a 0,6885 (entre 1 e 7) com media igual a 0,5424.

O dendrograma gerado pelo método do vizinho mais proximo (FIGURA 1) evidenciou a formagdo de
3 grupos. O primeiro grupo é constituido por duas linhagens tolerantes a baixos niveis de Nitrogénio (11 e
12). O segundo grupo ¢ formado por 4 linhagens tolerantes a baixos niveis de P (3, 5, 6 e 7) e duas a baixos
niveis de N (8 e13). O terceiro grupo mostrou-se dividido em dois subgrupos, um formado por 3 linhagens
tolerantes a baixos niveis de P (1, 2 e 4) e outro formado por 3 linhagens tolerantes a baixos niveis de N (9,
10 e 14).

PHYLIP_1

.
Figura 1 - Dendrograma gerado pelo método do vizinho mais proximo. As linhagens 1 a 7 sdo tolerantes a
baixos niveis de P e as linhagens 8 a 14, a baixos niveis de N.

A capacidade especifica de combinagdo de linhagens endogamicas de milho, em trabalho realizado por
Betran et al. (2003), avaliada em estresses de nitrogénio, foi negativa para hibridos, envolvendo linhagens
endogamicas originadas do mesmo germoplasma, e positiva e elevada para linhagens oriundas de fontes
diferentes, demonstrando a importancia da adogao de critérios que permitam a discriminacdo dos genitores,
formando grupos divergentes para a extracdo de linhagens. Portanto, os resultados obtidos no presente trabalho
podem ser uteis para o planejamento de cruzamentos entre genitores com niveis desejados de divergéncia
genética, no sentido de contribuir para o melhoramento simultaneo para tolerancia a baixos niveis de N e a
baixos niveis de P.
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