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Avaliacdo da Pureza Genética em Sementes de
Milho Utilizando Marcadores Microssatélites

Os sistemas de producao de sementes de milho sdo caracterizados por
serem extremamente competitivos, fornecendo um produto final com
alto valor agregado, com alta qualidade genética, fisica, fisiolégica e
sanitaria. A valorizacdo da qualidade das sementes foi intensificada
com a aprovacéao da Lei de Sementes, n°10.711 de 05 de agosto de
2003, que fortalece a fiscalizacdo da producdo e a comercializacado de
sementes no pais, além de abrir o sistema de certificacdo a entidades
privadas e aos préprios produtores de sementes.

Nas etapas de obtencdo e multiplicacdo das sementes, atencao especial
é dada a sua pureza genética, pois esta ird garantir que as
caracteristicas de interesse acrescentadas aos materiais comerciais
sejam mantidas e expressas nos cultivos subseqlientes. Como, na
cultura do milho, a grande maioria das cultivares comercializadas é
hibrida, obtidas a partir de cruzamentos entre linhagens, a
contaminacao ocorre principalmente pela autofecundacao do parental
fémea nos campos de producdo de sementes. Tal contaminacao tem
conseqliéncias indesejaveis, como a reducdo na qualidade fisiolégica
das sementes e na producao final de graos da cultura do milho (Von
Pinho, 1996). No caso de hibridos simples, produzidos pelo cruzamento
entre linhagens endogamicas, existe ainda o risco da liberacdo das
sementes das linhagens autofecundadas misturadas ao hibrido. Esse é
um fato preocupante para a empresa detentora do hibrido, uma vez que
nas linhagens reside grande parte da tecnologia e dos esforcos de
melhoramento da empresa, que ficariam expostos as apropriacdes
indevidas. Assim, torna-se essencial um sistema que permita monitorar
e rastrear contaminacdes genéticas que ocorrem no campo, permitindo
o fornecimento de sementes com elevados padrées de pureza genética
aos produtores de sementes certificadas e, conseqlientemente, aos
produtores de graos.

A avaliacdo da pureza genética tem sido realizada por meio de
marcadores morfolégicos baseados em caracteristicas das sementes,
plantulas, plantas em desenvolvimento e espigas. Com o rapido
aperfeicoamento das técnicas moleculares, fundamentadas na
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amplificacdo de fragmentos de DNA, grandes
avancos tém sido alcancados na area dos
marcadores de DNA. Dentre as técnicas de
marcadores de DNA disponiveis, pode ser
destacada a de microssatélites ou SSR
(Seqtiéncias Simples Repetidas), em que
segmentos de seqliéncia repetida,
distribuidos aleatoriamente no genoma, sao
amplificados utilizando-se pares de primers
especificos. A técnica de microssatélites é
caracterizada pela simplicidade, rapidez e
precisdao na geracao dos perfis genéticos,
sendo, ainda, facilmente automatizada. Esses
marcadores sdo os mais indicados para o
monitoramento da pureza genética, devido as
suas caracteristicas de multialelismo e co-
dominancia, apresentando um elevado
conteudo de informacao genética por loco. A
caracteristica de co-dominancia permite que
sejam detectadas as diferentes contribuicoes
parentais nas progénies. Varios trabalhos tém
apresentado a aplicacdo de marcadores
microssatélites no monitoramento da pureza
genética de sementes (Salgado, 2001;
Padilha, 2002). Outra vantagem dos
microssatélites é que eles requerem uma
pequena quantidade de DNA e o mesmo
pode ser extraido de qualquer material
biolégico, sementes ou plantulas em
diferentes fases do desenvolvimento,
permitindo uma avaliacdo precoce e eficiente
dos lotes de sementes.

A Figura 1 exemplifica as caracteristicas de
multialelismo e de co-dominancia dos
marcadores SSR, em que um par de primer,
representando um loco genético, amplifica
vérios alelos em diferentes materiais
genéticos distintos, permitindo, assim, a
distincdo entre os hibridos simples e as suas
respectivas linhagens parentais. A avaliacdo
da pureza genética de um lote de sementes
de um hibrido simples comercial é
apresentada na Figura 2, em que foi utilizado
um par de primer microssatélite para
amplificar dois alelos distintos entre as
linhagens parentais. Assim, a contaminacao é
detectada quando o perfil genético de
alguma semente nao equivale ao do hibrido
simples. Na Figura 2, observa-se que a
semente 10 foi originada da autofecundacao
da linhagem parental fémea L,.

No processo de manutencado do estoque de
linhagens elites utilizadas nos programas de
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melhoramento de cultivares, é necessario que
as linhagens sejam mantidas com um elevado
grau de homozigose e de pureza. Da mesma
forma, os marcadores SSR permitem
monitorar o nivel de homozigose das
linhagens e acelerar o processo de obtencao
das mesmas, identificando os individuos que
apresentam maior nimero de locos em
homozigose (Gethi et al., 2002; Padilha,
2002; Prasad et al., 2000; Senior et al.,
1998; Smith et al.,1997). Uma vez
identificada a heterozigosidade residual em
uma linhagem, elas podem ser submetidas a
um avanco na geracdo de autofecundacao, a
partir de individuos Unicos que apresentem
niveis elevados de homozigose entre os locos
avaliados. Na Figura 3, sementes genéticas de
28 individuos das linhagens L, e L, foram
genotipadas com o loco microssatélite
bnlg589 para avaliacdo do nivel de endogamia
das mesmas. O padrao de amplificacdo
demonstrou que todos os individuos da
linhagem L, eram homozigotos, ao contrério
da linhagem L,, onde foi verificado que os
individuos 6, 7, 8, 15 e 18 apresentavam esse
loco em heterozigose. A combinacdo de um
conjunto de locos microssatélites permite o
acompanhamento do nivel de homozigose
das linhagens.

A adaptacdo e a incorporacdo da tecnologia
de marcadores microssatélites as atividades
do programa de melhoramento é uma
estratégia precisa e eficiente, que pode ser
utilizada para garantir elevados padrdes de
pureza genética das linhagens elite e das
sementes hibridas de milho. Além das
caracteristicas fenotipicas, o melhorista tera
acesso as informacdes sobre a variabilidade
genética, advindas diretamente do DNA,
sendo um grande diferencial na selecdo das
plantas que serdo utilizadas como fonte das
sementes genéticas. Por se tratar de uma
técnica de andlise rapida, precisa e
independente do ambiente, ela supera as
limitacOes inerentes aos marcadores
morfolégicos utilizados para tais propésitos
até entao.

L, L, HS, L, L, HS, L, L HS,
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Figura 1. Perfis genéticos gerados com um par de primer
microssatélite, diferenciando trés hibridos simples HS1, HS2
e HS, das suas respectivas linhagens L, L,,L,, L, L elL,.
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Figura 2. Perfil genético obtido pela amplificacdo de um par
de primer microssatélite para avaliacdo de uma amostra de
sementes do hibrido simples (HS) comercial de milho. AL, é
a linhagem parental macho, a L, é a linhagem parental fémea
e os nimeros de 1 a 13 sado as sementes do lote. Nota-se
que a semente 10 possui apenas o alelo da linhagem L,,
indicando que a sua origem é a autofecundacao da linhagem
fémea L, e, portanto, ¢ uma contaminacéo genética.
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Figura 3 - Avaliacédo do nivel de endogamia das linhagens L,
(A) e L, (B). Alinhagem L, apresenta um elevado nivel de
homozigose, ao passo que na linhagem L, séo identificados
individuos em heterozigose (indicados pelas setas).
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