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A variabilidade genética é um dos mais
importantes recursos na natureza e sua
disponibilidade, emprego e conservagéo séo
estratégicos para a agricultura. O milho e o
sorgo sao culturas empregadas em todo o
mundo para alimentagdo humana e animal e
para a producao de biocombustiveis, sendo
espécies de enorme importancia econdémica.

O profundo conhecimento do material elite de
um programa de melhoramento € indispensavel
para sua exploracdo sistematica, tornando
possivel o desenvolvimento de novas linhagens
e hibridos. O conhecimento desse material pode
ser empregado para atribuicdo do mesmo em
grupos heteréticos, escolha de testadores para
ensaios de combinages hibridas e para a
geracao de hibridos (WENZEL, 2006).

Um dos maiores desafios da biotecnologia na
agricultura tem sido acelerar etapas dentro do
programa de melhoramento. Para isso, 0s
marcadores moleculares podem ser
empregados, pois permitem uma ampla
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amostragem do genoma. Tém sido empregados
para a selecéo assistida (ABALO et al., 2009)
fingerprintings com fins de investigacéo de
pureza e protecao de cultivares (WARBURTON
et al., 2002) e avaliagédo de diversidade (KLEIN
et al., 2008; LU et al., 2009). A genotipagem das
linhagens elite permite, além da protegéo de
cultivares, o direcionamento dos cruzamentos
entre linhagens geneticamente distantes,
favorecendo a obtencao de hibridos mais
vigorosos e de alta produtividade. Quando as
informacgdes genotipicas e fenotipicas de
linhagens-elite encontram-se adequadamente
integradas, € possivel que o melhorista
selecione parentais que, ao serem cruzados,
gerem populacdes enriquecidas para
combinacdes desejaveis de alelos favoraveis
(GUIMARAES et al., 2009).

Os marcadores microssatélites oferecem
vantagens em termos de confiabilidade,
reprodutibilidade, discriminacao, padronizacdo e
custo sobre outros tipos de marcadores
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moleculares (SMITH et al., 1997; VARSHNEY et
al., 2005). Sao formados por um a seis
nucleotideos repetidos de 10 a 60 vezes em
tandem ao longo da molécula de DNA
(RAFALSKI et al., 1996), flanqueados por
regides conservadas. Cada microssatélite
constitui um loco genético altamente variavel,
multialélico e com um elevado contetdo
informativo de polimorfismo (FERREIRA,;
GRATTAPAGLIA, 1998). Possuem elevado
poder discriminatorio e, em geral, poucos locos
permitem a completa diferenciacdo dos
genadtipos de interesse, caracteristica relevante,
considerando a necessidade de discriminacdo
de cultivares muito préximas.

Com o objetivo de gerar um banco de dados de
frequéncias alélicas e selecionar um conjunto de
marcadores com alta reprodutibilidade e
informatividade para ser utilizado em processos
de protecao de linhagens de milho e de pureza
genética, foi realizada a caracterizagdo com
marcadores microssatélites de um painel
contendo 57 linhagens-elite de milho e 55 de
sorgo entre as empregadas com maior
frequéncia nos cruzamentos para a obtencao de
hibridos no programa de melhoramento da
Embrapa Milho e Sorgo.

Oito sementes de cada linhagem, tanto de milho
guanto de sorgo, foram plantadas em suporte de
isopor contendo orificios de 3 X 3 cm cada,
preenchidos com terra adubada organicamente e
mantidos em casa de vegetacdo. Esse numero
de sementes foi empregado para verificar a
homogeneidade do material e assim assegurar
que o DNA fosse extraido de linhagens puras. O
DNA gendmico foi extraido a partir de folhas
jovens de pelo menos cinco plantas de cada
linhagem, de acordo com o método descrito por
Saghai-Maroof et al. (1984). O mesmo foi
avaliado em gel de agarose corado com brometo
de etidio para verificar sua integridade e
concentracao.

A partir de dados publicados anteriormente por
Padilha (2002) em seu trabalho de
caracterizacao de linhagens de milho, foram
selecionados 21 marcadores microssatélites de
milho informativos, levando em consideragéo o
seu polimorfismo, distribuicdo ao longo do

genoma, pela frequéncia dos alelos e valor do
Conteudo de Informacgéo do Polimorfismo (PIC).
As reacdes de amplificacdo foram previamente
padronizadas para serem realizadas em
multiplex, ou seja, um grupo de reacdes
realizadas simultaneamente com cada amostra,
minimizando assim o dispéndio de tempo e
reagentes. Os 21 marcadores selecionados
foram organizados de modo a formar sete
tripletes (Tabela 1). Tais conjuntos de tripletes
foram testados em quatro linhagens-elite de
milho quanto & amplificacdo de fragmentos
detectados satisfatoriamente pelo equipamento
ABI377. Apés Vvérios ajustes na concentragao
dos reagentes e na temperatura de anelamento,
foi estabelecido um protocolo de amplificagéo
satisfatéria para todos os conjuntos multiplex,
gue podera ser empregado em qualquer DNA
gendmico de milho, descrito a seguir. As reacdes
de amplificacdo em multiplex foram preparadas
com volume final de 20 pL, consistindo de 30 ng
de DNA, 20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KClI,
1,5mM de MgCI2, 0,5U Taq DNA polimerase
(Invitrogen, Carslbad, CA), 0,25 mM dNTPs e 2,5
pM de cada um dos pares de iniciadores
componentes da reagao multiplex. As
amplificacdes seguiram-se mediante as
seguintes condi¢fes: desnaturacao inicial a 95°C
por cinco minutos, 30 ciclos de 95°C por um
minuto, 55°C por dois minutos e 72°C por dois
minutos, elongacéo final a 72°C por cinco
minutos. A reacao de amplificacéo foi diluida
duas vezes em agua destilada e 3 pL dessa
diluicdo foram misturados a 0,3 pL do padréo
GS-500 ROX (Applied Biosystems, Foster City,
CA), 0,8 pL de formamida HI-DI (Applied
Biosystems, Foster City, CA) e 0,4 pL de tampéao
de carregamento (blue dextran 50mg/ml; EDTA
25 mM). As amostras foram desnaturadas por
dois minutos a 95°C e mantidas em gelo até o
carregamento de 3 puL em gel de poliacrilamida
5% (p/v) (Long Ranger Gel Solution, Cambrex);
ureia 6 M; Tris 100 mM; &cido borico 100 mM e
EDTA 2 mM. A eletroforese foi realizada no
sequenciador automatico de DNA ABI Prism 377
(Applied Biosystems, Foster City, CA), por 2,5 h
a 3000V em tampéo TBE (Tris-HCI 0,89M; acido
bérico 0,02M e EDTA 0,02M pH 8,0). Estes
conjuntos multiplex vao permitir um ganho de
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tempo e emprego de um nimero menor de
reagentes na analise por marcadores
moleculares de gendtipos de milho, facilitando o
trabalho em larga escala na genotipagem de
milho.

A genotipagem de 55 linhagens de sorgo foi
realizada com 15 marcadores microssatélites
(Tabela 2), conforme descrito por Smith et al.
(2000). Cada uma das reacdes de amplificacdo
em multiplex foi preparada para um volume final
de 20 L, consistindo de 30 ng de DNA, 20 mM
Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KCI, 1,5mM de MgCl2,
0,5U Tag DNA polimerase (Invitrogen, Carslbad,
CA), 0,25 mM dNTP e 2,5 pM de cada um dos 5
pares de iniciadores componentes da reacao
multiplex. As amplificacbes seguiram-se
mediante as seguintes condic¢des: desnaturacao
inicial a 95°C por quatro minutos, 25 ciclos de

95°C por um minuto, 55°C por dois minutos e
72°C por dois minutos, e elongacéo final a 72°C
por dez minutos. Um volume de 2 uL do produto
da reacdo de PCR diluido trés vezes em agua
destilada foi misturado a 0,2 pL do padréo GS-
500 ROX (Applied Biosystems, Foster City, CA),
1 pL de formamida HI-DI (Applied Biosystems,
Foster City, CA) e 0,5 uL de tampéo de
carregamento (blue dextran 50mg/ml; EDTA 25
mM). As amostras foram desnaturadas por cinco
minutos a 95°C e mantidas em gelo até o
carregamento de 2 pL em gel de poliacrilamida
5% (p/v) (Long Ranger Gel Solution, Cambrex);
ureia 6 M; Tris 100 mM; &cido borico 100 mM e
EDTA 2 mM. A eletroforese foi realizada no
sequenciador automatico de DNA ABI Prism 377
(Applied Biosystems, Foster City, CA), por 2,5 h
a 3000V em tampéo TBE (Tris-HCI 0,89M; &cido
bérico 0,02M e EDTA 0,02M pH 8,0).

Tabela 1: Conjuntos multiplex padronizados para amplificacdo de microssatélites de milho

Microssatélite Bin Fluorescéncia Multiplex
dupssri4 8.09 TET 1
umcl771 9.04 HEX 1
bnlg182 1.03 6-FAM 1

phi053 3.05 TET 2
umcl862 111 6-FAM 2
bnlg1863 8.03 HEX 2

phi0g4 10.04 TET 3
umcl653 6.07 HEX 3
bnlg589 4.10 6-FAM 3

phill6 7.06 6-FAM 4
dupssr24 2.08 TET 4
bnlg1006 5.00 HEX 4
bnlg2241 3.06 6-FAM 5
umcl1019 5.06 TET 5
bnlg161 6.00 HEX 5
umcl084 10.07 TET 6
umcl033 9.02 6-FAM 6
bnlg125 2.02-2.03 HEX 6
umcl016 7.02 6-FAM 7
bnlg1338 2.01 TET 7
umc1008 4.01 HEX 7
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Tabela 2: Conjuntos multiplex padronizados para amplificacdo de microssatélites de sorgo (segundo SMITH et

al., 2000)

Microssatélite Grupo Ligacéo Fluorescéncia Multiplex

Sb4-15 E 6-FAM 1
Sb4-121 D 6-FAM 1
Sbh4-32 E TET 1
Sh5-236 G HEX 1
Sbh6-342 A HEX 1
Sh6-36 C 6-FAM 2

Sb1-1 H 6-FAM 2
Sb1-10 D TET 2
Sh5-256 C TET 2
Sh6-84 F HEX 2
Shé-42 - 6-FAM 3
Sh6-57 C 6-FAM 3
Sbh6-34 I TET 3
Sh5-206 E TET 3
Sb4-72 HEX 3

Apos a reacdo de amplificacdo, as bandas foram
analisadas com o auxilio do programa
computacional GeneScan e os tamanhos dos
alelos foram determinados com o programa
Genotyper (Applied Biosystems, Foster City, CA).
A variagao genética de cada loco foi medida em
termos do nimero de alelos por loco e contetdo
de informacgao polimérfica, PIC, de acordo com a
formula:

PIC = 1-3 (p)?, sendo p, a frequéncia de cada
alelo dentro do loco.

Os produtos da amplificacéo dos 15 iniciadores

de sorgo analisados amostraram de maneira
ampla o genoma do sorgo, gerando um total de
185 alelos para as 55 linhagens consideradas.
Em sorgo, todos os 15 locos microssatélites
avaliados foram polimorficos nas linhagens
estudadas. O numero de alelos por loco variou
de dois (Sb5-256) a 18 (Sb5-206), indicando
ampla diversidade genética entre os genétipos
avaliados. Os valores de PIC fornecem uma
estimativa da forca discriminatdria do loco, pois,
além do numero de alelos, é levada em
consideragao também a frequéncia relativa dos
alelos. Os valores de PIC para os 15 locos
microssatélites de sorgo variaram de 0.49 (Sb5-
256) a 0.89 (Sb6-57 e Sh4-32) (Tabela 3), com
PIC médio de 0,76.
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Tabela 3: Caracteristicas dos 15 locos microssatélites avaliados em linhagens de sorgo

Loco Numero de Alelos Faixa Alélica (pares de bases) PIC

sh4-15 8 116-132 0,74

sh4-121 9 211-226 0,86

sh5-236 12 166-198 0,81

sh4-72 10 168-188 0,71

sb5-206 18 109-147 0,76

sh6-34 11 178-202 0,74

sh6-57 15 276-309 0,89

sh6-42 13 164-232 0,85

sh5-256 2 167-169 0,49

sh6-84 17 170-202 0,83

sb1-10 15 208-308 0,78

shl-1 16 144-260 0,58

sh6-342 9 265-292 0,63

sh4-32 16 164-194 0,89

sh6-36 14 161-193 0,84
Os 21 locos microssatélites avaliados em milho por Smith et al. (1997) que utilizaram 131
foram polimérficos nas linhagens estudadas, primers marcados com fluorescéncia em 58
amplificando um total de 404 alelos. O nimero linhagens e quatro hibridos de milho e
de alelos por loco variou de oito (umcl771 e encontraram valor médio de PIC igual a 0,62. E
phill6) a 36 (bnlg1006), indicando ampla possivel que tenha sido detectada uma maior
variabilidade genética entre 0os genétipos diversidade genética entre as linhagens-elite da
avaliados. Os valores de PIC para os 21 locos Embrapa Milho e Sorgo, pois neste trabalho
microssatélites de milho variaram de 0.65 foram empregados apenas os marcadores mais
(bnlg589) a 0.96 (bnlg1006) (Tabela 4) com PIC informativos, selecionados a partir do trabalho

médio de 0,85. Esse valor foi superior ao obtido anterior de Padilha (2002).
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Tabela 4: Caracteristicas dos 21 locos microssatélites avaliados em linhagens de milho

Loco Numero de Alelos Faixa Alélica (pares de bases) PIC

bnlg1006 36 160-262 0,96

bnlg125 20 310-384 0,92

bnlg1338 20 88-236 0,88

bnlgl61 26 82-212 0,92

bnlg182 16 78-404 0,88

bnlg1863 26 114-184 0,92

bnlg2241 14 96-266 0,86

dupssr14 18 70-176 0,79

dupssr24 29 92-152 0,94

phi084 17 82-192 0,88

umc1008 25 62-170 0,92

umc1016 26 92-174 0,93

umc1019 16 70-104 0,90

umc1033 26 84-190 0,95

umc1084 13 104-154 0,68

umc1653 25 104-182 0,92

umcl771 8 110-152 0,68

umc1862 9 67-150 0,68

bnlg589 15 78-208 0,65

phi053 11 74-194 0,82

phill6 8 140-174 0,75
A caracterizacao de linhagens é essencial para fundamental importancia para a implementacéo
um programa de melhoramento e os marcadores dos marcadores microssatélites, tanto para a
microssatélites foram eficientes para caracterizar caracterizacdo molecular das linhagens-elite
e determinar a variabilidade das linhagens de guanto para a avaliacdo da pureza genética de
milho e sorgo do programa de melhoramento da sementes. As informacdes moleculares podem
Embrapa Milho e Sorgo. Devido ao alto indice de ser utilizadas como uma ferramenta adicional
polimorfismo detectado, os conjuntos de pelo melhorista no sentido de explorar o maximo
marcadores empregados sdo indicados para a da variabilidade genética do seu material de
obtencé&o de fingerprints moleculares. As trabalho.

informacdes relacionadas com o padrao de
amplificacéo dos alelos em cada linhagem e com
os valores de frequéncias alélicas foram
armazenadas em um banco de dados, de
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