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Resumo

Neste trabalho, foram utilizados marcadores moleculares (microssatélites), para analisar a diversidade
genética entre 48 linhagens elite de milho do banco de germoplasma da Cooperativa Central de Pesquisa
Agricola - Coodetec e estimar a correlagdo entre a distdncia genética e a heterose. Quarenta e quatro primers
aleatorios resultaram na amplificacdo de 124 fragmentos polimorficos com média de 2,8 alelos por loco. Os
valores do Contetido de Informagao do Polimorfismo variaram de 0,04 (Bnlg1350) até 0,71 (Umc1005), com
valor médio de 0,42, assim, pode-se inferir, que as 48 linhagens analisadas apresentam elevada variabilidade
genética. A analise de agrupamento revelou a divisdo das linhagens em trés grupos. A distancia genética
média registrada entre as linhagens foi de 0,51, sendo a menor distancia 0,27 (LIN-30 x LIN-31) e a maior
distancia 0,67 (LIN-25 x LIN-38). As estimativas de heterose em relagdo a média dos pais variaram de
611,5 kg ha! (LIN-32 x LIN-14) a 9317,0 kg ha! (LIN-47 x LIN-14), o que confirma grande variabilidade
genética entre os hibridos. Os valores médios de produtividade e heterose foram maiores entre as linhagens
pertencentes a0 mesmo grupo de divergéncia. Pode-se observar, entretanto, que dos trés hibridos mais
heteréticos dois possuem distancia acima da média, semelhante ao observados para a produtividade. Tais
resultados demonstram que a utilizacao dos dados das distancias extremas obtidas por meio dos marcadores
moleculares poderiam orientar os cruzamentos, no sentido de diminuir o trabalho, o que sinaliza a eficiéncia
dos marcadores em estudos de divergéncia genética.

Introducao

A avaliacdo de diversidade genética é frequentemente utilizada pelos melhoristas de milho como
uma ferramenta para a selecdo das combinagdes hibridas a serem avaliadas. Os esfor¢os sdo focados em
combinagdes mais promissoras, ou seja, aquelas entre linhagens pertencentes a grupos heterdticos diferentes.
A formagao de grupos heteréticos € um método de agrupamento de individuos com base na heterose produzida
nas combinagdes hibridas, e costuma ser associada a andlise de diversidade.

Varios métodos tém sido descritos para avaliagdo da diversidade genética. Laborda et al. (2005) afirmam
que estimativas de divergéncia genética entre linhagens, por meio de marcadores moleculares, contribuem
para poupar esforgos de polinizagdes manuais, possibilitam a obtengdo de grupos heteréticos e direcionam
os cruzamentos na tentativa de se obter hibridos produtivos e vigorosos.

Bruel et al. (2006), e Guimaraes et al. (2007) observaram relacdo direta entre divergéncia genética das
linhagens de milho e a produtividade dos hibridos, confirmando a hipotese de que a divergéncia genética
das linhagens esta diretamente relacionada ao desempenho dos hibridos e ¢é eficiente em predizé-lo.

O objetivo deste trabalho foi utilizar marcadores moleculares microssatélites para avaliar a diversidade
genética entre um conjunto de 48 linhagens tropicais de milho do Brasil, e relacionar a diversidade com a
heterose e produtividade dos hibridos obtidos entre as linhagens.

Material e Métodos
Foram utilizadas 48 linhagens do programa de melhoramento de milho da Coodetec e 224 hibridos entre
estas linhagens. Os grupos heterdticos das 48 linhagens endogamicas de milho foram anteriormente definidos
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em ensaios Topcross realizados em safras anteriores no Centro de Pesquisas da Coodetec em Cascavel — PR.
O delineamento experimental utilizado foi de blocos completos casualizados com duas repetigoes.

Para o ensaio de hibridos, foram utilizados 224 hibridos simples, obtidos a partir da combinagao entre
linhagens de grupos heterdticos distintos do grupo de linhagens avaliadas. O ensaio de avaliagao dos hibridos
foi conduzido sem repeticdo e sem controle ambiental.

Foram obtidas as produtividades de cada hibrido e de cada linhagem, corrigida para 13% de umidade e
convertida para kg/ha. A heterose foi obtida pela diferenca entre a produtividade do hibrido e a média das
produtividades das duas linhagens parentais.

O DNA foi isolado de acordo com o0 método descrito por DOYLE & DOYLE (1990) e quantificado por
absorbancia a 260nm em espectrofotdmetro Nanodrop1000. A amplificacdo dos SSR seguiu um programa
do tipo Touch Down e a visualizagao dos produtos da PCR foi feita em géis de agarose 4%, corados com
brometo de etideo.

A diversidade genética de cada loco microssatélite foi obtida por meio da freqiiéncia dos alelos e a distancia
genética foi calculada pelo complemento do coeficiente de coincidéncia simples, para dados codominantes e
multialélicos, utilizando o programa computacional Genes (CRUZ, 2001). Esse indice foi obtido por meio da
divisdo do total de alelos comuns entre duas linhagens pelo niumero total de alelos avaliados em cada individuo.

Com base na matriz de distancia genética, as linhagens foram agrupadas, utilizando-se o método de
agrupamento UPGMA, com o auxilio do programa computacional STATISTICA (StatSoft Inc., 1999).

Resultados e Discussio

Na caracterizagdo molecular das 48 linhagens de milho com 44 primers microssatélites (SSR), foram
obtidos 124 alelos polimoérficos com média de 2,8 alelos por loco. O nivel de polimorfismo foi semelhante
ao obtido em alguns estudos, tais como o de Wietholter et al. (2008), que detectaram uma média de 2,7
alelos por loco analisando 33 locos microssatélites, em um estudo da variabilidade genética de milho e Le
Clerc et al. (2005), que analisaram 133 cultivares de milho com 51 locos microssatélites e obtiveram média
de 2,9 alelos por loco. Menkir et al. (2004), ADEYEMO et al. (2011) e TERRA et al. (2011), encontraram
maiores médias, que variam de 3,7 a 5,7 alelos por loco. Tais autores atribuem o alto polimorfismo obtido ao
grau de divergéncia dos gendtipos avaliados e ainda relatam que a pré-selecdo dos primers, levando-se em
conta o nimero ¢ a qualidade dos produtos de amplificacdo, pode contribuir para aumentar o polimorfismo.

Os valores de PIC (Contetdo de Informagao do Polimorfismo) para os 44 locos microssatélites de milho
variaram de 0,04 (Bnlg1350) até¢ 0,71 (Umc1005), com PIC médio de 0,42. Como o PIC fornece uma
estimativa do poder discriminatorio de um marcador e ¢ sindnimo de diversidade genética, pode-se inferir
que as 48 linhagens analisadas com os 44 primers apresentam elevada variabilidade genética.

A analise de agrupamento, utilizando-se o método de agrupamento UPGMA, obtida com base na matriz
de distancia genética, revelou a divis@o das linhagens em trés grupos (Figura 1). A distancia genética média
registrada entre as linhagens foi de 0,51, sendo a menor distancia 0,27 (LIN-30 x LIN-31) e a maior distancia
0,67 (LIN-25 x LIN-38).
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Figura 1 — Andlise de agrupamento pelo método UPGMA de 48 linhagens de milho, a partir da matriz de
distancia genética obtida através de dados moleculares.
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A amplitude das distancias entre as linhagens foi muito pequena. A maior frequéncia das distancias ocorreu
no intervalo de 0,4 a 0,6, indicando que os dados de diversidade genética entre as linhagens, obtidos por
marcadores moleculares microssatélites, variaram pouco. ADEYEMO et al. (2011) obtiveram uma distancia
genética média de 0,45 entre os hibridos avaliados.

As estimativas de heterose em relagdo a média dos pais variaram de 611,5 kg ha! (LIN-32 x LIN-14) a
9317,0 kg ha! (LIN-47 x LIN-14), o que confirma grande variabilidade genética entre os hibridos.

Os valores médios de produtividade e heterose foram maiores entre as linhagens pertencentes a0 mesmo
grupo de divergéncia (Figura 2). Desta maneira, ndo houve relagdo entre as distdncias genéticas e a heterose
ou a produtividade dos hibridos de milho. GUIMARAES et al. (2007), estudando a correlacdo da heterose
de hibridos de milho com divergéncia genética entre linhagens, relataram que o hibrido com o maior valor
de heterose foi formado por linhagens pertencentes a grupos heteroticos diferentes e o que alcangou o menor
valor de heterose, ¢ proveniente da combinacdo entre duas linhagens do mesmo grupo de diversidade. No
entanto, os maiores valores de distancia genética nao corresponderam aos maiores valores de produtividade
de graos.
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Figura 2 — Médias da produtividade e heterose das linhagens nos distintos grupos de similaridade.

Considerando a distancia de 0,51 € possivel dividir os dados em dois conjuntos do mesmo tamanho.
Entretanto, dos trés hibridos mais heterdticos (heterose acima de 9.000 kg ha™), dois possuem distancia acima
de 0,51. Resultados semelhantes foram observados para a produtividade. Tais resultados demonstram que a
utilizagao dos dados das distancias extremas obtidas por meio dos marcadores moleculares poderia orientar
o0s cruzamentos, pois se tivessem sido feitos apenas metade dos hibridos, os hibridos mais produtivos e os
mais heterdticos teriam sido produzidos. Assim, teria sido possivel identificar o melhor hibrido, com a metade
do trabalho, o que sinaliza a eficiéncia dos marcadores em estudos de divergéncia genética.

Desta forma, o emprego dos marcadores moleculares tem permitido um grande avango nas pesquisas
sobre divergéncia genética em milho (BENCHIMOL et al., 2000; BARBOSA etal., 2003; OLIVEIRA et al.,
2004; LABORDA et al., 2005; BRUEL, 2006; AGUIAR, 2007). A avaliagdo da divergéncia das linhagens
por meio de marcadores moleculares pode contribuir substancialmente para poupar esfor¢os de polinizagdes
manuais e possibilitar a obten¢ao de grupos heteroticos e, posteriormente, aloca¢ao de novas linhagens nesses
grupos, dirigindo os cruzamentos que possibilitardo a obtengao de hibridos mais produtivos.
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