UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

MARCADORES MOLECULARES
SEMI-AUTOMATIZADOS NA
CARACTERIZACAO E DETERMINACAO DA
DIVERSIDADE GENETICA ENTRE
LINHAGENS DE MILHO TROPICAL

LILIAN PADILHA

2002



LILIAN PADILHA

MARCADORES MOLECULARES SEMI-AUTOMATIZADOS NA
CARACTERIZACAO E DETERMINACAO DA DIVERSIDADE
GENETICA ENTRE LINHAGENS DE MILHO TROPICAL

Tese apresentada @ Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do
Programa de Po6s-Graduagdo em Agronomia,
drea de concentragdo Fitotecnia, para obtengdo
do titulo de “Doutor”.

Orientadora

Profa. Dra. Maria das Gragas G. C. Vieira

LAVRAS
MINAS GERAIS - BRASIL
2002


eliana
New Stamp

eliana
New Stamp

eliana
New Stamp

eliana
New Stamp

eliana
New Stamp

eliana
New Stamp

eliana
New Stamp

eliana
New Stamp

eliana
New Stamp

eliana
New Stamp


Ficha Catalogrifica Preparada pela Divisio de Processos Técnicos da
Biblioteca Central da UFLA

Padilha, Lilian
Marcadores moleculares semi-automatizados na caracterizagio e determinagio
da diversidade genética entre linhagens de milho tropical. -- Lavras : UFLA, 2002.
85 p. il

o. 1. Umverfﬂdade Federal de Lavras II Titulo.

C mnﬁtomallza )1

A el

CDD-633.1523




LILIAN PADILHA

MARCADORES MOLECULARES SEMI-AUTOMATIZADOS NA
CARACTERIZACAO E DETERMINAGAO DA DIVERSIDADE
GENETICA ENTRE LINHAGENS DE MILHO TROPICAL

Tese apresentada & Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do
Programa de Pés-Graduagdio em Agronomia,
area de concentragiio Fitotecnia, para obtengio
do titulo de “Doutor”.

APROVADA em 28 de junho de 2002.

Dra. Claudia Teixeira Guimaries Embrapa Milho e Sorgo
Dr. Edilson Paiva Embrapa Mitho e Sorgo
Dr. Edila Vilela de Resende Von Pinho UFLA

Dr. Renzo Garcia Von Pinho UFLA

Profa. Mz{%ﬂqas G. C. Vieira

UFLA
(Orientadora)

LAVRAS
MINAS GERAIS - BRASIL


eliana
New Stamp


AGRADECO
A Deus,

Presente em todos os momentos de minha vida.

OFERECO
Aos meus pais, Padilha e Rosa,
exemplos de amor e dedicagdo e que me ensinaram a lutar por tudo em que

acredito, me apoiando incondicionalmente em todos os desafios vividos.

DEDICO

A minha irma e amiga Luciana (in memorian).
Ao Léo, aos meus irmios Elaine, Giovani e Cintia.
A minha sobrinha Luaninha.



AGRADECIMENTOS

A Profa. Maria das Gragas G.C. Vieira, pelo apoio incondicional,
orientagiio, carinho e incentivos indispensdveis durante todo o curso.

A Dra. Claudia Teixeira Guimaries, exemplo de competéncia e amor a
profissdo, pelos preciosos ensinamentos, amizade ¢ convivéncia.

Ao Dr. Edilson Paiva, pela confianca, sugestdes e apoio essenciais a
realizagiio desse trabalho.

A Dra. Edila Vilela de Resende Von Pinho, pela amizade e incentivos.

Ao Léo pelo carinho, paciéncia, compreensdo, apoio e presenca
constantes.

A equipe do Setor de Sementes da UFLA, Dr. Renato Guimardes, Dr.
Jodo Almir e Dra. Maria Laene, que participaram com valiosas contribuig3es em
minha formac&o durante o curso. .

A Dra. Isabel R. Prazeres de Souza, pela amizade e ensinamentos
relacionados & técnica de AFLP.

A toda equipe de pesquisadores do NBA da Embrapa Milho e Sorgo,
pela amizade e agraddvel convivéncia.

Ao pesquisador Sidney Netto Parentoni ¢ a todos os pesquisadores do
programa de Methoramento da Embrapa Milho e Sorgo, pelo fornecimento das
linhagens utilizadas e informagGes relacionadas a elas.

Aos amigos do Setor de Sementes, pela agraddvel convivéncia e apoio,
em especial Kalinka, Andréa, Anderson, Solange, Mary Cleide, Renatinha,
Dinara e Elisa.

Aos amigos do NBA, Bira, Lili, Silvia, Alcione, Edna ¢ Charles, pela
estima e companheirismo. Ao Miguel e ao Bira, que além da amizade foram

essenciais na realizagio dos trabalhos de laboratdrio.



A Embrapa Milho e Sorgo pela possibilidade de realizago deste
trabalho de tese.

Ao Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras, e &
Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pelo
apoio e suporte financeiro para a realizagio do curso.

Aos alunos de iniciagdo cientifica, que colaboraram na execugdio de
trabalhos, em especial & Magali.
A todos aqueles que, de alguma forma, contribuiram para que fosse

possivel a realizagfio deste trabalho.



SUMARIO

Pagina
LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS i
RESUMO ...uecvereereeessnsessnsessasessossssssonsssssosnesssssssssssssssassasssssassssassssasssoasassnse ii
ABSTRACT .....ccoeveennnea. iii
1 INTRODUGAO ....ccooerrrrnnrmemresscsssssssssssssmssssssssanssmsssons 1
2 REFERENCIAL TEORICO «.ccccmescssssssssssssssssesssssssssssssssssssssassssnsss 3
2.1 Propriedade intelectual de CUlIVArES ..........cvvernsecscsnsnccsssescrisssssnsencnsnns 3
2.2 Marcadores moleculares para obtengfio de fingerprintings ......c.cocecuee. 5
2.2.1 Marcadores SSR ......cccccernneisssessennnsessnsasseacarananes " 6
2.2.2 Marcadores AFLP 10
2.3 Estudo da diversidade genética por meio de marcadores moleculares ... 12
2.4 Semi-automatizagiio de técnicas moleculares .........oceecruenecenrrennee 14
2.5 Anilise ¢ interpretag@io de dados moleculares ..........cceeiisonccsiicrencscacnes 16
3 MATERIAL E METODOS 19
3.1 Material vegetal € extragdo do DNA ..........coeeeeeeee. 19
3.2 Marcadores SSR ........ccrrcrssnsisnsssssisnsnsnsssssssisessssssesssnessssessessstsnsosse 21
3.2.1 Avaliacdio dos primers em agarose 21
3.2.2 Otimizagéo da técnica de SSR fluorescente em poliacrilamida .......... 22
3.3 Marcadores AFLP .......inininininncnnsniseiisassosssesssssessossassssnes 23
3.4 Andlise dos dados obtidos pelas técmcas de SSR € AFLP .........c.cuuen..n. 25
4 RESULTADOS E DISCUSSAO ....... tosseseeasssressrsene 28
4.1 Marcadores SSR em gel de agarose .. 28
4.2 Marcadores SSR semi-automatizados .........cceeevernercsusnesnssnseersnnsunansesasss 28
4.3 Utilizagdo de marcadores SSR para diferenciagéio de linhagens ............ 32
4.4 Marcadores AFLP 39
4.5 Comparagio entre marcadores AFLP e SSR ... 41
4.6 Numero 6timo de marcadores ¢ correlagdes entre AFLP ¢ SSR ........... 46
4.7 Diversidade genética entre linhagens elites de milho . Sl
5 CONCLUSOES ...connvvrnereermmsereccemmmmmmseecssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasass 62
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...covcocrernecceecmsssssssssmsssnsessssssssssne 63
ANEXOS ....oocresnseneinnscecesesesesenssssesssssssssssens 72




LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SfIMBOLOS

AFLP - Amplified Fragment Length Polymorphism
I- Probabilidade de Identidade

IM - fndice de Marca

LPC - Lei de Protegdo de Cultivares

PCR - Polymerase Chain Reaction

PIC - Polymorphism Information Content

Q - Probabilidade de Exclusdo

RAPD - Random Amplified Polymorphism DNA
RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism
SSR - Simple Sequence Repeat

UPGMA - Unweighted Pair-Group Method Arithmetic Average
QPM - Quality Protein Maize



RESUMO

PADILHA, L. Marcadores moleculares semi-automatizados na
caracterizagdio e determinagio da diversidade genética entre linhagens de
milho tropical. 2002. 85 p. Tese (Doutorado em Agronomia) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras MG.*

Dentre as vérias aplicagdes atribuidas aos marcadores moleculares, pode ser
destacado o seu uso na caracterizagiio de cultivares e nos estudos da diversidade
genética. No presente cstudo, avaliou-se marcadores moleculares semi-
automatizados para a caracterizagdo e determinagdio da diversidade genética
entre 35 linhagens elite de milho tropical, englobando materiais com
endosperma dos tipos duro e dentado e de alta qualidade protéica. Um total de
25 primers SSR e 11 combinagdes de primers AFLP foram utilizados na
obteng3io dos perfis genéticos, sendo que, em ambas as técnicas, os primers se
encontravam marcados com fluorescéncia. As caracteristicas de multi-alelismo e
co-domindncia dos SSR contribuem para que esses marcadores sejam mais
informativos que os AFLP, que, por sua vez, foram mais eficientes na geragdo
de dados ao amostrarem um grande niimero de locos por reagdo de PCR. Tais
caracteristicas refletem no conteido de informagio de polimorfismo (PIC) e no
indice de marca obtidos para cada uma das técnicas, sendo ambos os valores de
0,76 para os SSRs ¢ de 0,39 e 0,59 para o AFLP. A simplicidade, rapidez e
precisdo da técnica semi-automatizada de SSR tornam esses marcadores mais
indicados para a caracterizagiio das linhagens. A utilizag@o de apenas dois locos
SSR (dup24 e bnlgl006) foi suficiente para discriminar todas as linhagens
envolvidas nesse estudo com uma probabilidade de identidade (I) na ordem de
10® e uma probabilidade de exclusdo (Q) de 0,94. As diferencas na amplitude
alélica entre os locos permitiram a combinagdo de seis primers em tunica linha
do gel, aumentando a capacidade de discriminagdo entre os materiais, obtendo-
se o I na ordem de 10" e o Q de 0,9973 para a populagio considerada. Na
anélise de diversidade genética, os marcadores SSR e AFLP apresentaram uma
correlagio de 0,82, sendo que, ambos foram eficientes em agrupar as linhagens
em fungiio das suas caracteristicas do endosperma e da qualidade protéica dos
grios. As técnicas de agrupamento e de componentes principais foram
complementares na avaliagio da diversidade genética entre as linhagens,
permitindo uma interpretagdo precisa e completa dos dados moleculares.

*Comité Orientador: Dra. Maria das Gragas G. C. Vieira — UFLA (Orientadora),
Dra. Claudia Teixeira Guimardes — Embrapa Milho e Sorgo, Dr. Edilson Paiva
- Embrapa Milho e Sorgo, Dra. Isabel Regina Prazeres de Souza — Embrapa
Milho e Sorgo.
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ABSTRACT

PADILHA, L. Semi-automated molecular markers in the characterization
and determination of genetic diversity among tropical maize inbred lines.
2002. 85 p. Thesis (Doctorate in Agronomy) *

Among the several applications attributed to molecular markers, it can be
highlighted the use in characterization of cultivars and in genetic diversity
studies. The objective of the present study was to evaluate semi-automated
molecular markers for characterization and determination of genetic diversity
among 35 tropical maize clite inbred lines. The selected lines included materials
with endosperm flint, dent and with high protein quality. A total of 25 SSR
primers and 11 AFLP primers combinations was used to generate the genetic
profiles and, in both techniques, the primers were labeled with fluorescence. The
multi-allelic and co-dominance characteristics of SSR, contributed to its highest
informatively when compared with the AFLP. In other hand, AFLP was more
efficient in data generation once it detected high number of loci in each PCR
reaction. Such characteristics were reflected in the polymorphism information
content (PIC) and in the mark index obtained for each marker, in which both
indexes were 0,76 for the SSR, and for the AFLP the indexes were 0,39 and
0,59. Semi-automated SSR technique showed to be simple, fast and precise,
indicating that these markers were more suitable in the characterization of
genetic materials. Only two SSR loci (dup24 and bnlgl006) were enough to
discriminate all maize inbred line involved in this study with an identity
probability (I) of 10" and a probability of exclusion (Q) of 0,94. The differences
in the range of the allelic sizes allowed a combination of six primers in one line
of the gel, improving the discrimination ability of the system among the
population evaluated (I of 10™* and Q of 0,9973). In the genetic diversity study,
SSR and AFLP markers showed a correlation of 0,82, and both were efficient in
grouping the lines according to the endosperm and quality protein maize.
Grouping and principal components analyses were complementary in the genetic
diversity evaluation among inbred lines, showing a precise and complete
interpretation of the molecular data.

*Guidance Committee: Dr. Maria das Gragas G. C. Vieira — UFLA (Major
Professor), Dr. Claudia Teixeira Guimardes — Embrapa Milho e Sorgo, Dr.
Edilson Paiva - Embrapa Milho e Sorgo, Dr. Isabel Regina Prazeres de Souza
— Embrapa Milho e Sorgo.



1 INTRODUCAO

O Brasil é o terceiro produtor mundial de milho e, para manter uma
produgdo anual superior a 30 milhdes de toneladas, tecnologias sdo
disponibilizadas aos produtores para a garantia de maior produtividade e
competitividade. A utilizagio de gendtipos com elevado potencial produtivo e
adaptados a regides especificas s#io fatores essenciais ao sucesso das lavouras.
Esses materiais sdo obtidos em programas de melhoramento genético que tém
nas sementes o veiculo de transferéncia da tecnologia ao produtor. A semente é
um dos principais produtos de uma empresa de pesquisa publica ou privada e
tanto a protegdo intelectual, quanto o conhecimento da diversidade entre
materiais genéticos maximizam a eficiéncia dos processos de melhoramento e,
conseqilentemente, a produgéo de cultivares superiores.

No Brasil a Lei de Protegdo de Cultivares (LPC) estd regulamentada
desde 1997, onde sdo exigidos descritores bem definidos para a protegdo
intelectual do material genético. A utilizagdo de técnicas moleculares na
obtengdo de fingerprintings para a caracterizagdo de cultivares ¢ um processo
atual, mas ainda nfo reconhecido como metodologia oficial para a determinagdo
de descritores. Tais técnicas sdo muito precisas, pois acessam a variabilidade
diretamente ao nivel do DNA e permitem a geragfio de grande nimero de
descritores estdveis, que ndo séo influenciados pelo ambiente nem pelo estddio
de desenvolvimento da planta. As técnicas moleculares vém sendo fortalecidas
em fungiio dos varios exemplos praticos de processos jurfdicos solucionados por
meio de fingerprintings moleculares. A implementagio de tais metodologias
constitui uma ferramenta efetiva para assegurar os direitos de propriedade

intelectual sobre os gendtipos elite de milho tropical, representando um forte



incentivo a novos investimentos ¢ novas oportunidades tecnolégicas devido as
possibilidades de aumento de retorno dos investimentos aplicados.

O conhecimento da diversidade genética entre os genétipos utilizados
em programas de melhoramento permite a organizagio da variabilidade desses
materiais auxiliando a sclegio de progenitores e potencializando os ganhos
genéticos obtidos. Os fingerprintings, de maneira ripida e precisa, também
podem scr utilizados na definigdo de relagdes genéticas, o que normalmente é
feito a partir de informagdes de pedigree, comparagdes fenotipicas ou anélises da
capacidade combinatdria.

Marcadores como os SSR ¢ AFLP s3o muito utilizados em anilises
moleculares. Os SSR sdo marcadores multialélicos e co-dominantes,
apresentando um elevado conteiido de informagio genética por loco. Tal técnica
¢ caracterizada pela simplicidade, rapidez e precisio na geragdio dos perfis
genéticos, 0 que a torna Util para a caracterizagiio de cultivares. Por outro lado,
os marcadores AFLP exploram polimorfismos de restrigio e de amplificagdo,
permitindo avaliar rapidamente um grande nimero de locos. Além das
caracteristicas citadas acima, ambas as técnicas possuem a vantagem de
poderem ser automatizadas, propiciando com isso, ganhos em precisio e
possibilitando a analise dos dados em larga escala.

Técnicas moleculares tém sido muito utilizadas na obtengdio de
fingerprintings em milho, embora ainda exista uma caréncia de informages
quanto a utilizagdo dessas metodologias em gendtipos tropicais. Dessa forma,
com o presente trabalho, objetivou-se a otimizagfio de uma metodologia semi-
automatizada para marcadores SSR e AFLP e a aplicagéio desses marcadores na
caracterizagio e avaliagdo da diversidade genética entre linhagens elite do
programa de melhoramento de milho da Embrapa Milho e Sorgo. Foram ainda
avaliadas diferentes formas para anilise e interpretagdo dos resultados obtidos

por meio desses marcadores.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Propriedade intelectual de cultivares

A cultura do milho ocupa lugar de destaque devido ao seu grande valor
econdmico. O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho, sendo
superado pclos Estados Unidos e China, € sua produgdo foi estimada em cerca
de 34 milhdes de toneladas no ano de 2000 (Agrianual, 2000). Essa cultura
também se destaca pelo grande progresso em termos de conhecimentos
cientificos acumulados (Paterniani & Campos, 1999).

A importancia da cultura do milho € refletida por um setor de sementes
competitivo, onde grandes investimentos e desenvolvimento tecnolégico sdio
transferidos ao produtor via sementes de alta pureza genética. A cultura do
milho beneficia-se do fato de que a maioria dos materiais comercializados ¢
hibrida, o0 que caracteriza uma barreira natural & utilizagdo das sementes em
plantios subseqiientes. Tal caracteristica tem justificado os investimentos no
setor de sementes, por permitir que as empresas tenham o retorno dos
investimentos aplicados no desenvolvimento de gendtipos com ampla adaptagiio
e estabilidade, mesmo quando ainda ndo existia uma politica de protegio de
cultivares.

A aprovagdo da Lei n?9.456 em 1997 (Brasil, 1997), que instituiu a Lei
de Protegio de Cultivares (LPC), foi um marco para o setor de sementes. Diante
de um mercado crescente de sementes e com o Jangamento de novas cultivares a
cada safra, tem sido demandada a disponibiliza¢do de técnicas rapidas precisas e
a custos vidveis para a identificagio dos materiais genéticos desenvolvidos pelos
programas de melhoramento. Pela LPC, para que uma nova cultivar ou cultivar

essencialmente derivada seja submetida ao processo de protegdo, ela deve passar



pelos testes dc distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade (DHE), cujos
descritores sejam conhecidos, homogéneos quanto as suas caracteristicas em
cada ciclo reprodutivo e estaveis ao longo de sucessivas geragdes (Brasil, 1997).
A distingdo de genétipos € oficialmente realizada por meio de caracteristicas
morfolégicas que podem ser auxiliadas por marcadores bioquimicos ou de DNA.
Para o milho, alguns dos descritores considerados pelo Servigo Nacional de
Protegio de Cultivares sdo: forma da ponta da primeira folha; dngulo entre a
lamina foliar ¢ o caule medido logo acima da espiga superior; comportamento da
limina foliar acima da espiga superior; comprimento da haste principal do
penddo; dngulo entre a haste principal do penddo e a ramificagiio lateral, no tergo
inferior do pendio; coloragio do cstigma pela antocianina e tipo de grio
(Ministério da Agricultura ¢ do Abastecimento, disponibilizado no enderego
http://www. agricultura.gov.br), MAA (2002).

Os marcadores morfol6gicos apresentam algumas desvantagens como a
necessidade de um grande nimero de descritores que serdo identificados, em sua
maioria, na planta inteira ou adulta. Além do tempo gasto e da necessidade de
espago fisico para a avaliagio do material, alguns marcadores morfol6gicos
podem ser influenciados pelo ambiente no qual estdo inseridos. Os marcadores
bioquimicos, por sua vez, apresentam um nivel de polimorfismo, embora
limitado, superior aos morfolégicos e sdo menos influenciados pelo ambiente.
Os avangos nas técnicas moleculares tem possibilitado o acesso & variabilidade
genética ao nivel de DNA, aumentando significativamente a precisio na
obtengdio dos fingerprintings. Os marcadores moleculares sdo abundantes,
apresentam heranga mendeliana, no sdo influenciados pelo ambiente e podem
ser detectados em qualquer tipo de tecido e fase de desenvolvimento da planta
(Cheng et al.,, 1997), podendo ser utilizados no monitoramento da pureza

genética e varictal das sementes, além da protegdo intelectual de cultivares.



Os programas de melhoramento tém desenvolvido um grande namero de
cultivares com o intuito de fornecer materiais que sejam mais produtivos e
adaptados a regides especificas. Em fungio da redugdio das bases genéticas se
torna cada vez mais dificil a diferenciagdo desses materiais, utilizando
simplesmente caracteristicas morfol6gicas. Como a identificagdo de cultivares ¢
um ponto essencial para garantir o direito de propriedade intelectual, a utilizacdo
de técnicas moleculares contribuird de maneira expressiva para o aumento da

precisdo das informagdes relacionadas aos gen6tipos de interesse.
2.2 Marcadores moleculares para obtencdo de fingerprintings

Desde a descoberta da cstrutura em dupla hélice do DNA por Watson ¢
Crick em 1953, as informagdes sobre tal molécula e as técnicas para a sua
manipulagio progrediram e continuam a progredir a uma velocidade sem
precedentes. A rapidez e o dinamismo com que as novas descobertas sdo
divulgadas, garantem o aciimulo de informag¢Ses em um periodo de tempo muito
curto, permitindo que metodologias que utilizam o DNA estejam em continuo
aperfeigoamento.

Um grande impulso na 4rea de biologia molecular foi dado em meados
da década de 80, quando Karl Mullis divulgou a técnica denominada Polymerase
Chain Reaction (PCR). Essa técnica envolve a sintese in vitro de um segmento
especifico de DNA na presenca da DNA polimerase. A reagdo baseia-se no
anelamento ¢ na extensdo enzimdtica de um par de oligonucleotideos utilizados
como iniciadores (primers) que delimitam a seqiiéncia de DNA alvo da
amplificagiio. Os primers sio pequenas moléculas de DNA de fita simples
sintetizados artificialmente de maneira que suas segiiéncias de nucleotideos
sejam complementares as seqiiéncias especificas que flanqueiam a regido alvo

(Ferreira & Grattapaglia, 1998). A partir dai vérias foram as técnicas de



marcadores moleculares derivadas da PCR, permitindo avangos significativos
das pesquisas nas dreas de genética e de biologia molecular. Dentre essas
técnicas, pode ser destacada a de SSR (Simple Sequence Repeat ou
microssatélite) e de AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) que,
segundo McGregor et al. (2000), sdo caracterizadas pela confiabilidade,
precisdo, reprodutibilidade e por prover um perfil genético detalhado além de

apresentarem a possibilidade de automagao.
2.2.1 Marcadores SSR

Os genomas eucariotos sdo densamente povoados por diferentes classes
de seqiiéncias repetidas. Os microssatélites sio seqiiéncias curtas com um a seis
nucleotideos repetidos de 10 a 60 vezes em tandem ao longo da molécula de
DNA (Rafalski et al., 1996). As regiGes que flanqueiam os microssatélites so
conservadas entre diferentes espécies de um mesmo género permitindo a
transferéncia de locos microssatélites entre espécies. Di Gaspero et al. ‘(2000)
demonstraram que primers SSR isolados de Vitis vinifera amplificaram em
outras 15 espécies do género Vitis, o mesmo ocorrendo entre espécies do"género
Eucalyptus (Glaubitz et al., 2001; Kirst, 1999) e do género Pelargonium, que
engloba espécies comerciais do gerdnio (Becher et al., 2000).

A identificagio dos SSR é um processo trabalhoso e de elevado custo,
envolvendo a construgiio de bibliotecas gendmicas, selegdo de clones contendo
os microssatélites, o seqiienciamento em larga escala desse clones, desenho dos
primers especificos e sua confirmagio por PCR (Rafalski et al, 1996). Para o
milho, um grande nimero de sequéncias de primers SSR encontram-se
publicamente disponiveis no Maize Genome Database (http://www.agron.
missouri.edu/ssr.html), estando bem caracterizados e mapeados ao longo de todo

0 genoma.



Cada microssatélite constitui um loco genético altamente varidvel,
multialélico e com um elevado contetdo informativo de polimorfismo (Ferreira
& Grattapaglia, 1998), mostrando estabilidade ao longo de vérias geragdes
(Russel et al., 1997). Em milho, Smith et al. (1997) ao avaliarem 131 locos SSR
em 13 conjuntos de parentais e scus respectivos hibridos observaram a
incidéncia de 2,2% desses locos com heranga n3o mendeliana, ou seja, auséncia
de uma banda parental ou presenga de uma banda ndo parental no hibrido. SSR
sdo Gteis também na detecgo da heterozigosidade de um loco especifico, o que
é importante para o acompanhamento da pureza genética e do nivel de
endogamia dos materiais elites utilizados no melhoramento genético (Prasad et
al., 2000; Senior et al., 1998; Smith et al.,1997).

Repetigdes contendo nicleos di-nucleotideos sio abundantes em
genomas de plantas, favorecendo a produgio de um grande nimero de
marcadores polimérficos lteis para estudos genéticos (Condit & Hubbel, 1991,
Morgante & Olivieri, 1993). O maior grau de polimorfismo associado aos
microssatélites di-nucleotideos tem sido relatado para milho (Chin et al., 1996;
Smith et al.,, 1997), soja (Rongweri et al,, 1995) e pessegueiro (Testolin et al.,
2000). Apesar de ser mais polimdrfica, essa classe de microssatélites apresenta
uma maior freqiiéncia de bandas fantasmas, o que pode comprometer a precisdo
na identificagdo dos alelos em processos de genotipagem. Testolin et al. (2000)
citam que o aparecimento de bandas fantasmas se deve possivelmente ao
escorregamento da DNA polimerase, implicando em um parcamento sem a exata
coincidéncia das fitas molde e nascente do DNA que estdo sendo amplificadas
na reagio de PCR. Glaubitz et al. (2001) confirmam as dificuldades na
identificagdo do tamanho correto dos alelos quando o loco SSR apresenta nicleo
di-nucleotideo. No entanto, esses autores conseguiram aumentar a precisdo na
avaliagdo dos tamanhos dos fragmentos utilizando padrdes internos de referéncia

com alelos de tamanho conhecido.



Em humanos, os microssatélites sio utilizados para a genotipagem de
individuos com o objetivo de realizagio de testes de identidade
(http//www.cstl.nist.gov/biotech/strbase). Os SSR tém sido, preferencialmente,
utilizados em laboratérios forenses devido ao nivel reduzido de exigéncia da
técnica em termos de quantidade e qualidade de DNA tendo contribuido para o
sucesso dessa técnica (Ruitberg et al., 2001). Revendo a dindmica evolucionsria
de microssatélites em humanos, Schldtterer (2000) comenta que a taxa de
mutagio nos SSR pode variar de 10 até 107, sendo que o escorregamento da
DNA polimerase ¢ considerado o mecanismo de mutago predominante na
geragdo de variabilidade dos SSR. Durante a replicagdo do DNA, a fita molde e
a fita nascente nio sdo perfeitamente alinhadas e, se a sintese do DNA continua
nessa molécula, o nimero de repeti¢des dos microssatélites é alterado. A taxa de
mutagdo in vivo observada para os SSR depende também da eficiéncia do
sistema de reparo do DNA.

Em plantas, segundo Diwan & Cregan (1997), a mutagio nio deve ser
considerada um obsticulo a0 uso de marcadores SSR para identificagdo de
gen6tipos, uma vez que os sistemas de genotipagem utilizam DNA de um
conjunto de individuos e ndo ;ie um individuo isoladamente. Nesse caso, as
mutagdes em um individuo niio alterardo a constituigio alélica de SSR de uma
cultivar. Gethi et al. (20602) avaliaram 44 locos SSR de seis linhagens de milho
temperadas, obtidas de 14 programas de melhoramentos distintos e verificaram a
existéncia de pequena, mas significativa variabilidade entre a mesma linhagem
cujas sementes foram obtidas de diferentes fontes. Tais autores, no entaﬁto, nédo
encontraram evidéncias para altas taxas de mutaglio, sugerindo que tais
diferengas devem ter sido causadas pelos diferentes sistemas de manutengéio do
materiais genéticos. |

Os SSR tém sido utilizados para a genotipagem de vérias espécies

vegetais, a exemplo do milho (Senior et al., 1998; Smith et al., 1997), soja



(Diwan & Cregan, 1997; Rongwen et al,, 1995), trigo (Harker et al., 2001;
Prasad et al., 2000; Bohn et al., 1999), arroz (Davierwala et al., 2000), aveia (Li
et al., 2000), cevada (Pillen et al, 2000; Russel et al., 1997), tomate (Bredemeijer
et al., 1998), batata (McGregor et al., 2000), eucalipto (Glaubitz et al., 2001;
Kirst, 1999), Pinus (Elsik et al., 2000), alface (Wiel et al., 1998), macieira
(Guilford et al., 1997), coqueiro (Teulat et al., 2000), pessegueiro (Testolin,
2000) e geréinio (Becher et al., 2000).

Variagdes nas regides SSR resultam nos diferentes nimeros de alelos
detectados por loco genético, que podem ser amplificados por PCR e resolvidos
em géis de poliacrilamida ou de agarose (Echt & May-Marquardt, 1997,
Schneider & Douches, 1997; Smulders et al., 1997). Os SSR apresentam elevado
poder discriminatério e, normalmente poucos locos garantem a completa
diferenciagdio dos gendtipos de interesse. Essa caracteristica é um fator
importante, considerando a necessidade de discriminagdo de cultivares muito
préximas ou essencialmente derivadas. Em milho, para a definicio de
fingerprintings tnicos para cada uma das 94 linhagens de milho avaliadas por
Senior et al. (1998), apenas cinco locos de SSR foram necessarios. Em cevada,
Russel et al. (1997) verificaram que de 11 locos SSR avaliados puderam ser
obtidas trés combinagdes distintas de quatro locos SSR que distinguiram 24
genbtipos com uma probabilidade de identidade de 1 em 1000. Rongwen et al.
(1995) trabalhando com um conjunto de sete Jocos SSR, obtiveram
fingerprintings umicos para 94 dos 96 gendtipos de soja estudados. Diwan &
Cregan (1997) utilizaram 20 locos para diferenciar 35 genétipos de soja,
incluindo cultivares que eram idénticas para caracteristicas morfolégicas e de
pigmentagdo, além de sete gendtipos que niio haviam sido diferenciados com 17
sondas de RFLP. Em geranio, 41 entre 44 acessos examinados foram distintos
por 1rés locos SSR (Becher et al., 2000). Em macieira, Guildford et al. (1997)

identificou trés marcadores SSR que discriminaram as 21 cultivares estudadas e,



S~

" em tomate, cuja base genética ¢ considerada estreita, apenas quatro locos SSR
; foram suficientes para a completa diferenciagiio de 16 cultivares (Bredemeijer et

\al., 1998).
Em milho tem sido uma preocupagio gerar informages que viabilizem
a criagdo de um sistema de caracterizagdo dos materiais genéticos, tanto os
utilizados nos programas de melhoramento, quanto aqueles comerciais, de forma
a permitir a utilizagdo desse sistema no processo de protegdo intelectual. A
importincia dessa tecnologia pode ser exemplificada pela disponibilizagdo
comercial de um sistema para a caracterizagiio de cultivares de milho, por uma
das maiores empresas de biotecnologia, a Celera. Embora existam trabalhos
envolvendo a caracteriza¢fio de cultivares de milho, existe ainda a necessidade
do desenvolvimento de sistemas multilocos para gen6tipos tropicais de milho e

do conhecimento da variabilidade alélica desses materiais.

2.2.2 Marcadores AFLP

O AFLP ¢ uma técnica que utiliza a amplificagio seletiva de fragmentos
de restrigdo, permitindo a anilise simultinea de um grande nimero de locos,
além de fornecer padrdes confidveis e reprodutiveis de fragmentos amplificados.
Esse método € capaz de gerar complexos padrdes de bandas, os quais sdo iteis
para. o estudo de diversidade genética, identificagdo varietal ¢ mapeamento
genético. O AFLP tem sido utilizado para estudos genéticos em milho
(Vuylsteke et al, 1999; Castiglioni et al., 1999), arroz (Zhu et al., 1998), trigo
(Schwarz et al., 2000; Shan et al., 1999; Donini et al., 1997), cevada (Schwarz et
al., 2000; Shan et al., 1999), cana (Lima et al., 2002), capim bermuda (Zhang et
al., 1999), videira (Fossati et al., 2001; Cervera et al., 1998), alface (Hill et al.,
1996), beterraba (Krafi et al., 2000) e girassol (Quagliaro et al., 2001).
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Na técnica do AFLP, o DNA gendmico é clivado com duas enzimas de
restrigdo ¢ sio ligados adaptadores especificos as extremidades dos fragmentos
gendmicos gerados pela clivagem. Tais fragmentos sdo amplificados
seletivamente via PCR utilizando primers especificamente desenhados para
reconhecer seqiiéncias nos adaptadores, sendo entdo visualizados em géis de alta
resolugio (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Vos et al., 1985).

Os AFLP apresentam um grande poder de detecgdio da variabilidade
genética por explorarem simultaneamente os polimorfismos de restri¢io e de
amplificagdo. Com isso, obtém-se um elevado nivel de polimorfismo sem a
necessidade de informagfio prévia das seqiiéncias do DNA. A técnica AFLP é
altamente reproduzivel devido ao maior rigor nas condigdes de anelamento do
primer durante as reagbes PCR, sendo menos sensivel as variagdes nas
concentragdes iniciais de DNA. A restrigio de 200 ou 400 ng de DNA em cana
por exemplo, ndo interferiu no perfil ou na intensidade das bandas AFLP (Lima
et al, 2002). Quanto a capacidade dos marcadores AFLP em cobrir
uniformemente o genoma em mitho, foi observado que, as combinagdes
Pstl/Msel encontram-se distribuidas mais ao acaso nos cromossomos, enquanto
que as combinag¢des EcoRl/Msel tendem a se concentrar principalmente nas
regides centroméricas (Castiglioni et al., 1999; Vuylsteke et al., 1999).

O custo da técnica de AFLP ¢ elevado, uma vez que requer vdrias etapas
e reagentes, além da detecgiio dos polimorfismos ser realizada por marcagio
radioativa ou fluorescente. Por outro lado, sistemas de coloragdio de géis com
Prata podem reduzir o custo da técnica que, quando comparada ao
desenvolvimento inicial dos primers microssatélites, nio apresenta custo tdo
elevado. Considerando o elevado nimero de polimorfismo por combinagéio de
primers AFLP, o custo por marca torna-se relativamente reduzido para a anélise

de genomas completos (Zhu et al., 1998).
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Embora Castiglioni et al. (1999) tenham avaliado os marcadores AFLP
como co-dominantes, quantificando a heterozigosidade em func¢do da variagdo
na intensidade das bandas em individuos de familias Fs, os marcadores AFLP
sdo considerados essencialmente dominantes. Marcadores dominantes ndo
permitcm distinguir individuos homozigotos dominantes de heterozigotos, assim
os fendtipos (AA) e (Aa) serdo colocados na mesma classe fenotipica (presenca
de banda), enquanto (aa) serd identificado pela auséncia da banda (Ferreira &

Grattapaglia, 1998).
2.3 Estudo da diversidade genética por meio de marcadores moleculares

A eficiéncia na utilizagdo do germoplasma envolve o conhecimento da
diversidade genética entre os materiais do programa de melhoramento de milho,
bem como a alocaglio desses em grupos heteréticos. Grupos heteréticos se
referem ao germoplasma que, quando avaliado em combinagGes hibridas exibem
superioridade consistente, geralmente resultante da heterose. Esses grupos
heterticos em milho sio mais claramente determinados no germoplasma
temperado, do que no tropical. De acordo com Parentoni et al. (2001), no Brasil,
um dos padrSes heterdticos mais explorados em programas de melhoramento de
milho tem sido o cruzamento entre materiais de endospermas dentados, BR 106
(Tuxpeiio), com materiais de endosperma do tipo duro, BR 105 (Suwan).

Trabalhos foram realizados no sentido de avaliar a diversidade genética
e caracterizar as linhagens ou variedades de milho de origem temperada com
relagdo ao grupo heterético correspondente (Ajmone-Marsan et al., 1992; Beck
et al., 1991; Burstin et al., 1994; Dubreuil et al., 1996; Hahan et al., 1995; Livini
et al.,, 1992; Messmer et al., 1992a; Messmer et al.,, 1992b; Mumm & Dudley,
1994), sendo também avaliados genédtipos subtropicais (Mickelson et al., 2001) e
tropicais (Lanza, 1996; Parentoni et al., 2001). Dados de pedigree, fenotipicos,
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avaliagio da capacidade combinatéria em cruzamentos dialélicos e dados
moleculares de RFLP, RAPD, AFLP e SSR tém sido utilizados para essa
finalidade.

Os SSR apresentam propriedades valiosas, quando comparados ao RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), tanto para caracterizacdo de
gendtipos quanto para a alocago de linhagens em grupos heteréticos (Senior et
al., 1998), sendo utilizados para a identificagio e validagdo de pedigrees em
gendtipos de milho. Utilizando 70 locos SSR, Senior et al. (1998) alocaram 94
linhagens elite de milho, representando a diversidade genética do Corn belt dent
¢ do Southern Dent, em nove grupos correspondentes aos principais grupos
heterdticos. Smith et al. (1997) encontraram resultados similares para SSR e
RFLP na avaliagio da diversidade genética e validagio de dados de pedigree
para 58 linhagens e 4 hibridos de milho com 80 sondas RFLP e 131 locos SSR.
Esses autores também ressaltaram as vantagens de simplicidade,
reprodutibilidade, poder de discriminagfio de gendtipos e custo efetivo dos SSR
comparados aos RFLP.

Analises comparativas da similaridade genética entre 33 linhagens de
milho detectada por marcadores RFLP, RAPD, SSR e AFLP mostraram que,
com exce¢do do RAPD, o agrupamento obtido para as linhagens foi semelhante
entre os marcadores e concordaram com as informagdes de pedigree (Pejic et al.,
1998). Os autores sugerem que os marcadores SSR e AFLP devem ser utilizados
na obtencdo de fingerprintings e anélises de similaridade genética em func¢do da
precisiio dessas técnicas e também a possibilidade de automagio.

Segundo Fossati et al. (2001), tanto SSR quanto AFLP sdo igualmente
efetivos para defini¢do das relagbes genéticas entre cultivares de videira e a
aplicagio de ambas as metodologias pode ser recomendada para definir a
identidade ¢ a diversidade de diferentes acessos. No entanto, a técnica de AFLP

apresentou melhor resolugfio quando comparada aos microssatélites, para anélise
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de diversidade genética em populagSes de coqueiro ao longo de uma faixa
geografica (Teulat et al., 2000). Por outro lado, os SSR revelaram informagdes
adicionais sobre diferengas nas combina¢Ses alélicas entre e dentro de
populagdes, ressaltando regides onde composigdes alélicas eram mais raras ou
mais diversas. Em soja, 20 marcadores SSR niio foram suficientes para revelar
relagGes genéticas entre materiais de soja tais como caracteristicas relacionadas
aos grupos de maturidade fisioldgica ou origem geografica (Diwan & Cregan,
1997).

Lima et al. (2002) afirmaram que a estimativa de similaridade genética
obtida a partir de marcadores AFLP pode ser mais informativa do que os dados
obtidos pela andlise de pedigree. Tais autores observaram que 21 combinagdes
de primers AFLP geraram um nimero de marcas satisfatorio para avaliar a
variabilidade genética entre 83 genétipos de cana-de-aglcar, caracterizados pela
complexidade da natureza polipléide do genoma e pela base genética
relativamente estreita entre as cultivares. Para garantir um coeficiente de
variagio em torno de 5%, os autores estimaram a necessidade de serem

avaliadas em torno de 800 bandas polimérficas.
2.4 Semi-automatizaciio de técnicas moleculares

Tecnologias que permitam alta resolugdo genética associada a elevada
capacidade para processamento de dados a custos efetivos encontrardo pronta
aplicagdio para conservagiio de fontes genéticas, andlise de pedigree e protegdo
dos direitos intelectuais (Mitchell et al., 1997). Geralmente, o aperfeicoamento
dessas tecnologias busca o aumento da precisdo, amostragem mais ampla do
' genoma, reprodutibilidade e menor demanda de tempo na obten¢dio e
processamento dos dados. Para Smith & Register 111 (1998), os caminhos para a

redugdo dos custos das técnicas de SSR envolvem: i) miniaturizag8o, reduzindo
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as quantidades de reagentes e de amostras; i) automatizagdo, desde a extragdo
do DNA até a anilise dos resultados; #ii) processamento paralelo ou simultineo
de muitas amostras, para viabilizar a sua utilizago de forma rotineira no
laboratério.

A semi-automatizagio das técnicas de AFLP e SSR se refere,
principalmente, a extragio e anélise automética dos dados por programas
computacionais durante a eletroforese, reduzindo com isso a chance de erros
provocados pela manipulagio humana dos resultados. Tais sistemas, utilizam
primers marcados com fluorescéncias diferentes, que podem ser combinados
para o processo simultineo das amostras, aumentando a eficiéncia do mesmo. A
captura das informag3es ¢é realizada pela leitura dos fragmentos fluorescentes
por um sistema a laser no seqilenciador automético de DNA. Um padréo de peso
molecular marcado com uma quarta fluorescéncia é avaliado juntamente com
cada uma das amostras, garantindo a quantificagio precisa do tamanho dos
fragmentos. No sistema semi-automatizado, é possivel visualizar e analisar até
trés produtos amplificados numa mesma faixa de tamanho para os fragmentos e,
no caso dos microssatélites, podem ainda ser combinados locos com diferentes
amplitudes de tamanho, aumentando assim o nimero de marcas que podem ser
analisadas em um gel. Outra caracteristica favordvel diz respeito a resolu¢dio do
sistema, possuindo a precisdo de um nucleotideo em uma faixa de tamanho entre
50 e 500 bases.

Tém sido realizados trabalhos no sentido de otimizar reagdes de PCR,
onde sio feitas combinagdes de primers marcados com diferentes fluorescéncias
e que amplificam fragmentos com diferentes amplitudes alélicas (reag¢des
multiplex) em uma unica reagdo. Em eucalipto, Kirst (1999) otimizou trés
sistemas multiplex, onde em cada reagdo de PCR eram amplificados trés locos
SSR, simultaneamente. Em brassica, Mitchell et al. (1997) também otimizaram
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rcagdes multiplex ¢ puderam detectar variagSes minimas, em torno de 0,46 pb,

quando comparados com a amplifica¢do de cada loco separadamente.
2.5 Anilise ¢ interpretaciio de dados moleculares

A informagdio obtida nos géis é extraida a partir da quantificagdo dos
tamanhos dos alelos amplificados. Isso permite a identificacdo dos
polimorfismos entre os individuos, e conseqiicntemente a obtengiio de matrizes
que serdo utilizadas nas anilises genéticas futuras.

A probabilidade de identidade (I) reflete a probabilidade medida em
cada loco, de serem encontrados genétipos idénticos, e tem sido usada para
indicar o poder de discriminagdo de sistemas de genotipagem baseados em
microssatélites para Eucalyptus (Kirst, 1999) e cevada (Russel et al., 1997). A

probabilidade de identidade tem sido calculada pela seguinte férmula:

4 fon=l n 2
I=1-3p/- X Z@pip;)° onde,

t=l  joitl

Di e p; séo as freqiiéncias do i-ésimo e j-ésimo alelo em uma dada

populagéo.

Kirst (1999) avaliou o poder de discriminagdo de trés sistemas de
genotipagem multilocos em Eucalyptus, calculando a probabilidade de
identidade combinada a partir do produto das probabilidades de identidade dos
locos que compunham os trés locos de cada um desses sistemas, encontrando
valores que variaram de 10 a 10°. Segundo o autor, o grande nimero de alelos
observados e o relativo equilibrio na distribuigio das freqliéncias alélicas
resultantes da variabilidade genética no grupo de individuos analisados

refletiram na precisdo dessa avaliagio. Em cevada, Russel et al. (1997)
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afirmaram ser possivel discriminar 24 cultivares elite de cevada utilizando
quatro Jocos microssatélites com uma probabilidade inferior a 1 em 1000 de se
encontrar gendtipos idénticos.

Outra maneira de avaliar um sistema de marcadores é por meio do
calculo da probabilidade de exclusdo (Q). Uma probabilidade de excluséo pode
scr definida como a capacidade média de um sistema de marcadores excluir uma
dada relagdo de parentesco (Gerber et al., 2000). O poder de exclusdo leva em
consideragdo relagdes de parentesco conhecidas, freqiiéncia alélica dos locos € o
nimero de locos testados. Para os marcadores co-dominantes, o poder de
exclusdo de um loco pode ser expresso em termos de forca da freqiiéncia alélica,
indicando a probabilidade do loco em detectar a niio existéncia de relagdo de
parentesco dos individuos considerados dentro da populagdo estudada. Para um
loco com n alelos diferentes, cada i-ésimo alelo com uma freqiiéncia p; na
populagdo e sendo & a forga da freqiiéncia alélica, pode-se calcular a; (Gerber et
al., 2000):

;]
Q= EF.‘ calculando-se entdio: Q= 1-da;+2a3 +4a; -3a,
Probabilidades de exclusdo (Q) sdo aumentadas com o uso de vérios

locos e, de acordo com Weir (1996), o valor combinado para Q. avaliados para

diferentes locos () pode ser calculada se Q, forem independentes:

Q= 1-1;1(1-91)

A habilidade dos marcadores moleculares em revelar associagdes que
reflitam relagdes genéticas entre linhagens ou variedades sdo dependentes do

nimero de locos polimérficos, do grau de amostragem do genoma € o numero de
alelos por loco que podem ser identificados (Smith & Helentjaris, 1996). A
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diversidade genética do loco ou PIC (Polymorphism Information Content) é uma
estimativa utilizada para a avaliagdio do poder discriminatério de um loco. A
maior informatividade de uma classe de marcadores define sua maior eficiéncia
em detectar polimorfismos entre dois individuos (Rafalski et al., 1996). O
célculo do PIC considera niio somente o niimero de alelos para um determinado
loco mas também a freqiiéncia desses alelos (p;). De acordo com Weir (1996), o

PIC pode ser calculado a partir da seguinte formula:

PIC=1- ‘f;p;", onde p} € a freqiiéncia do i-ésimo alelo na populagdo
i=

Os valores de PIC devem ser analisados com cautela entre diferentes
experimentos, uma vez que a diversidade do material estudado influencia os
resultados. Bohn et al. (1999) avaliando 11 variedades de trigo com um conjunto
de 21 primers SSR, encontrou PIC médio em torno de 0,30; enquanto Prasad et
al. (2000) observaram valores de PIC médios de 0,71 para um conjunto de 20
SSR utilizados em 55 genétipos elites. A resolugdo da técnica empregada ¢
também determinante na detecgio de um maior ou menor nimero de alelos.
Segundo Senior et al. (1998), géis de agarose por apresentarem menor resolugdo
comparada aos géis de poliacrilamida, podem resultar na detecgiio de um menor

nomero de alelos por loco e, conseqiientemente, em menor valor de PIC.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e extragiio do DNA

Foram utilizadas 35 linhagens elites englobando materiais de
endosperma do tipo duro, dentado e de alta qualidade protéica, do programa de
melhoramento de milho da Embrapa Milho e Sorgo (Tabela 1). Os experimentos
foram realizados no Laboratério de Biologia Molecular do Niicleo de Biologia
Aplicada.

O DNA foi extraido de plintulas, sendo amostrados dez individuos de
cada linhagem. A cxtragiio do DNA foi realizada segundo o método descrito por
Saghai-Maroof et al. (1984), onde um volume de 5 mL de tampdo CTAB
(CTAB 2%; 0,2 M Tris-HCl; 1,4 M NaCl; 0,02 M EDTA; 2% pB-
Mercaptoetanol) foi adicionado & aproximadamente 5 mg do material vegetal
anteriormente moido em N; liquido até a obtengdio de um p6 fino. A mistura foi
mantida a 65°C durante uma hora, com homogeneizagdes a cada 15 minutos.
Apés esse periodo, foi feita uma lavagem com igual volume de cloroférmio-
octanol (24:1), com homogeneizagdes constantes por 10 minutos. O material foi
centrifugado a 16.000 x g por 10 minutos e o sobrenadante transferido para outro
tubo, onde foi realizada nova lavagem com cloroférmio. Apés a centrifugagéo, o
DNA foi precipitado com isopropanol, em seguida, ressuspendido em 3 mL de
TE (Tris-HC1 10 mM; EDTA 1 mM; pH 8,0) e tratado com 20 pL. RNase (10
mg/mL) durante 1 hora a 37°C. O DNA foi novamente precipitado com etanol
95%, lavado com etanol 70% e ressuspendido em TE.

A quantificagio do DNA foi realizada em gel de agarose 0,8%,
utilizando um padrdo de DNA de concentragio conhecida. Apds a eletroforese
realizada a 100 v durante 1 hora, o gel foi tratado com brometo de etideo
(1mg/mL) e visualizado sob luz ultra-violeta (UV) no Eagle Eye II (Stratagene).
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TABELA 1. Informagdes relativas ao pedigree, tipo de endosperma e qualidade
protéica dos grios de 35 linhagens tropicais de milho do programa
dc melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo (comunicagio
pessoal °). Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

Linhagem Pedigree/Populagio de origem __Tipo de Endosperma
L1 BR105 duro
L2 BR105 duro
L3 CMS14 duro
L4 Sintético - BR106 dentado
L5 BR106 dentado
L6 Sintético - BR106 dentado
L7 CMS28 dentado
L8 CMS28 dentado
L9 CMS 455 (Pool 25 QPM?) duro/ QPM

L10 BR105 duro
L11 CMS14 duro
L12 CMS14 duro
L13 BR106 dentado
Li4 BR106 dentado
L15 Sintético 14 duro
L16 CMS 455 (Pool 25 QPM) duro/ QPM
L17 BR106 dentado
L18 CMS 456 (Pool 26 QPM) dentado/ QPM
L19 CMS 456 (Pool 26 QPM) dentado/ QPM
L20 BR105 duro
L21 CMS14 duro
L22 CMSI12 duro
L23 CMS 453 (Pop 65 YFQPM) duro/ QPM
L24 CMS03 duro
L25 BR106 dentado
L26 BR105 duro
L27 CMS50 duro
L28 CMS50 x CMS14 duro
L29 BR105 duro
L30 Hibrido comercial dentado
L31 CMS 455 (Pool 25 QPM) duro/ QPM
L32 CMSO03 x BR105 duro
L33 CMS 453 (Pop 65 YFQPM) duro/ QPM
L34 BR106 dentado
L35 CMS28 dentado

® Informagdes gentilmente cedidas pelos pesquisadores do programa

de methoramento da Embrapa Milho e Sorgo.

® QPM (Quality Protein Maize). endosperma com alta qualidade

protéica.
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O DNA estoque foi mantido a -20°C e o DNA diluido, na concentragdo de
trabalho de 10 ng/uL, foi armazenado a 4°C.

3.2 Marcadores SSR

3.2.1 Avaliagiio dos primers em agarose

Um total de 213 primers SSR foram avaliados nas linhagens L2, L3, L5,
L7, L8, L19, L23, L24, L25 e L26, com o objetivo de identificar aqueles mais
informativos e com melhor padréo de amplificagdo.

As reagbes de amplificagdo foram realizadas no termociclador modelo
9600 (Applied Biosystems), em um volume final de 10 pL, contendo 30 ng de
DNA, 1,0 mM Tris-HCI, 50 mM KCl, 0,01% gelatina, 2,0 mM MgCl, 125 pM
de cada um dos dNTPs, 0,6 uM de cada um dos primers e 1 U da enzima Taq
polimerase. Os ciclos da reagio de PCR consistiram de uma desnaturagdo inicial
a 95°C por 2 minutos, nove ciclos de 94°C por 20 s, 68°C por 20 s com a
redugio de 1°C a cada ciclo e 72°C por 20 s; seguidos de 25 ciclos de
amplificagio a 94°C por 20 s, 60°C por 20 s e 72°C por 20 s. Finalmente, a
reagio foi submetida a um periodo de extensdio a 72°C por 5 minutos. Os
fragmentos amplificados foram resolvidos em géis de agarose 4% sob
eletroforese a 110 v por 2,5 horas. O gel foi tratado com brometo de etideo (1
mg/mL) e a imagem capturada pelo Eagle-Eye I, sob luz UV. Os géis foram
avaliados considerando-se o grau de polimorfismo dos alelos amplificados, a

qualidade de amplificag@o dos fragmentos e a cobertura do genoma do milho.
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3.2.2 Otimizacdo da técnica de SSR fluorescente em poliacrilamida

Apoés a sclegdo prévia, 25 primers foram marcados com fluorescéncia
sendo que os primers forwards foram marcados, na extremidade 5’, com uma
das trés diferentes fluorescéncias: azul (6-FAM), verde (HEX) e amarelo (NED).
Apesar de ndo existirem grandes diferencas nos tamanhos dos alelos
amplificados, entre os primers SSR, foram escolhidas marcagdes com
fluorescéncias semelhantes para primers que amplificavam fragmentos com
diferentes amplitude de tamanhos.

As reagdes de amplificagiio foram realizadas isoladamente para cada
fluorescéncia. A primeira tentativa foi para redugio das bandas stutter, onde
foram avaliadas trés concentragdes de Mg™ (1,0 mM; 1,2 mM e 1,5 mM), trés
temperaturas de anelamento do primer na rcagdo de PCR (30 ciclos a 67°C; 9
ciclos a 68°C com redugiio de 1°C a cada ciclo seguidos de 25 ciclos a 60°C e 30
ciclos a 70°C). Devido a marca¢do dos primers com fluorescéncia aumentar a
sensibilidade e a precisdo na detecgiio dos fragmentos amplificados para os
diferentes locos (Schwarz et al., 2000; Mitchell et al., 1997), foram testadas trés
concentracdes de primers (0,1 pM; 0,2 uM e 0,3 pM). Os demais parimetros da
reagdo de amplificagio se mantiveram conforme descritos no item 3.2.1,
inclusive os ciclos de temperatura e tempo para as etapas de desnaturagio e
extens#io na reacdo de PCR.

Os produtos finais da reacio de PCR, de cada uma das trés
fluorescéncias, foram misturados € diluidos separadamente, devido as diferengas
nas intensidades das mesmas. As proporgdes utilizadas foram de 1:50, 1:20 e
1:15 para 6-FAM, HEX e NED, respectivamente. Um volume de 3 pL da
dilui¢do foi misturado com 1,0 pL de formamida, 0,4 uL do corante blue
dextran ¢ 0,1pL do padrio GS-500 ROX (Applied Biosystems). As amostras

foram desnaturadas a 95°C durante 3 minutos e mantidas no gelo até sua
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aplicagdo no gel desnaturante de poliacrilamida 5%. Foram aplicados 1,5 pL da
amostra desnaturada e os produtos amplificados foram separados por
cletroforese a 2000 v durante 3 horas no seqlienciador ABI Prism 377.

As caracteristicas obscrvadas para a determinagiio das melhores
condi¢des de amplificagio e diluigdo dos produtos da reagio de PCR foram o
nimero e a intensidade dos picos detectados nos eletroferogramas pelo programa
Genescan 2.1. Para avaliar a repetibilidade do tamanho dos alelos amplificados,
ap6s a otimizagdo das condigdes de amplificacdio, as reagdes ¢ as eletroforeses
foram repctidas, sendo comparados os tamanhos dos alelos amplificados para os
diferentes locos SSR.

Para a obtengiio dos fingerprintings das 35 linhagens, a reagdo de
amplificagio e eletroforese de microssatélites marcados com fluorescéncia
foram realizadas seguindo os protocolos dos melhores resultados obtidos na

otimizacgdo da técnica.
3.3 Marcadores AFLP

As reagdes de restricio do DNA com as enzimas EcoRI e Msel bem
como a ligagio dos adaptadores foram realizadas utilizando o AFLP Core
Reagent Kit (Invitrogen). O DNA gendmico foi digerido com as enzimas de
restrigio EcoRI e Msel, em um volume final de 25 pL, contendo 250 ng de
DNA, 5,0 uL do tampio 5X e 2,5 U das enzimas EcoRl/Msel. A reagiio foi
mantida a 37°C por 2 h, transferida para 65°C por 20 minutos e colocada
rapidamente no gelo. A ligagio dos adaptadores foi realizada segundo as
instrugdes do fabricante, acrescentando a reag@io de restricéio do DNA, 24 pL da
solugio de ligagdo dos adaptadores e 1 U da enzima T, DNA ligase. A reagido foi
colocada a 20°C por 2 horas e mantida a 4°C até a amplificag@o pré seletiva.
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A rcagdo de amplificagiio pré-seletiva foi realizada com 2,0 pL do
produto da reagdo de restri¢do e ligagdo diluido dez vezes em TE, 0,5 pL dos
primers pré-seletivos EcoRl/Msel e 7,5 puL do AFLP core mix (Applied
Biosystems). Os ciclos de amplificagio foram realizados com uma etapa de
desnaturagdo a 92°C durante 2 minutos, seguida de 20 ciclos de 94°C por 20 s,
56°C por 30 s e 72°C por 2 minutos, € uma etapa de extensdo final a 60°C por 30
minutos.

Os produtos da amplificagio pré-seletiva foram diluidos 20 vezes em TE
e submetidos as amplificagdes seletivas, utilizando os primers EcoRl e Msel
com trés nucleotideos scletivos na extremidade 3°. Os primers EcoRl foram
marcados com os fluorocromos 6-FAM, JOE ou NED e 11 combinagdes de
primers foram utilizadas: EcoRI-ACT/Msel-CAA, EcoRI-AGG/Msel-CAA,
EcoRI-AGC/Msel-CAA, EcoRI-ACA/Msel-CTC, EcoRI-AGG/Msel-CTC,
EcoRI-AAC/Msel-CTC,  EcoRI-ACA/Msel-CTA, EcoRI-AAC/Msel-CTA,
EcoRI-ACA/Msel-CAC, EcoRI-AAC/Msel-CAC e EcoRI-ACA/Msel-CAT.

A reagiio de amplificagdio seletiva foi realizada utilizando 2,0 pL do
produto de PCR da pré-seletiva diluido 1:20, 1,0 uL do tampdo PCR 10X, 1,5
mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,5 U Taq polimerase, 0,5 pM do primer Msel, 0,05
pM de cada um dos trés primers EcoRI marcados com as diferentes
fluorescéncias. O perfil de amplificagdo foi realizado com 10 ciclos a 94°C por
20 s, 66°C por 30 s com redugdio de 1°C a cada ciclo, 72°C por 2 minutos,
seguidos de 20 ciclos a 94°C por 20 s, 56°C por 30 s, 72°C por 2 minutos € uma
etapa de extensfio final de 60°C por 30 minutos. A 3 pL do produto da
amplificagio seletiva foram acrescentados 1,5 pl da mistura contendo
formamida, blue dextran ¢ 0,25 pL do peso molecular GS-500 ROX (Applied
Biosystems), procedendo-se a desnaturagio a 95°C por 3 minutos. No gel de

poliacrilamida 5% desnaturante foram carregados 1,5 uL da amostra
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desnaturada e os fragmentos de AFLP foram resolvidos no seqiienciador ABI
Prism 377 sob eletroforese a 1680 v por 7 h.

3.4 Anilise dos dados obtidos pelas técnicas de SSR e AFLP

Os polimorfismos foram avaliados manualmente para os géis de agarose,
e com auxilio dos programas Genescan 2.1 e Genotyper 2.0, para a identificagdo
dos alclos amplificados com primers fluorescentes. A partir dos dados tabulados
foi possivel calcular a freqiiéncia (p;) de cada alelo (i) para cada um dos locos,
sendo a auséncia da banda, identificada por 0 e a sua presenga, por 1. As
freqiiéncias alélicas foram utilizadas para avaliar o contelido de informagéo do
loco (Weir, 1996), calculando-se o indice de diversidade genética ou PIC
(Polymorphic Information Content), probabilidade de identidade e poder de
exclusfio, segundo as formulas:

PIC=1-X (p)

t=n=1 n
Probabilidade de Identidade () =1-Zpi + X 2Q2pip))*

= jaivl

O valor da probabilidade de identidade combinado foi obtido pela

multiplicagfio dos valores de I encontrados para cada loco.
Probabilidade de Exclusdo (Q) = 1-4a; +2a3 +4a3-3a, , onde:
ar= pr
=l

pi€ p;sdo as freqiiéncias do i-ésimo ¢ j-ésimo alelo para as 35 linhagens.

A probabilidade de exclusdo combinada (Q.) para ! locos, foi calculada

da seguinte forma:
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Qc= I_I;I(]'QI)

Para a comparagfio dos dados obtidos pelos marcadores SSR ¢ AFLP
foram calculados os valores de PIC e o indice de marca (IM), de acordo com
Powell et al. (1996) citados por Bohn ct al. (1999) e Prasad et al. (2000), onde
IM = (PIC x proporg¢do de bandas polimérficas x nimero de locos observados
por combinagdo de primer). Para o AFLP, cada fragmento de DNA foi
considerado como um loco independente no genoma do milho.

Para verificar a correlagdio entre os dados do AFLP e do SSR, o
programa Statistica versdo 4.3 foi utilizado, onde se determinou o coeficiente de
correlagdo de Pearson (r). Esse foi obtido para as matrizes de dissimilaridades do
AFLP e do SSR, bem como para a combinagiio dos valores médios das matrizes
de dissimilaridades obtidas para as duas classes de marcadores.

SimulagGes realizadas pelo programa GQMol (Universidade Federal de
Vigosa) permitiram verificar se o nimero de marcadores testados foi suficiente
para caracterizar as relagGes genéticas entre as linhagens. Nesse procedimento, a
simulagdo foi fcita analisando a correlagdo entre 10 matrizes de dissimilaridade
geradas a partir dos dados moleculares, utilizando inicialmente 20 marcadores
aleat6rios, com um incremento gradual de 20 marcadores até se atingir o total de
marcas obtidas em cada uma das técnicas.

A andlise de marcadores SSR foi realizada por meio da construgdo das
matrizes considerando os dados como i) binarios, onde o valor 1 (um) foi
atribuido para a presenga do alelo e o valor 0 (zero) para a sua auséncia; ii) co-
dominantes, obtendo-se uma matriz de 0 (auséncia do alelo), 1 (loco em
heterozigose) € 2 (loco em homozigose). Para os marcadores AFLP, foi
construida uma matriz bindria a partir da presenga e auséncia dos fragmentos

polimérficos.
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A partir das matrizes bindrias dos dados moleculares foi calculado o
coeficiente de similaridade entre as 35 linhagens utilizando os coeficientes de
Nei e Li e de Jaccard, para os marcadores AFLP e SSR (Dias, 1998), seguindo

as féormulas:

e NeieLi: §;=

a
Jaccard: §5= ———

a = presenca da banda nos individuos i e j;
b = presenga da banda no individuo i e auséncia no individuo j;

¢ = auséncia da banda no individuo i e presenga no individuo j.

O indice de similaridade considerando os marcadores SSR como ¢o-

dominantes, foi calculado da seguinte maneira:

propor¢do dos alelos compartilhados somada para todos os locos

o 2 x n® locos avaliados

O agrupamento das linhagens, utilizando o complemento dos indices de
similaridade (1 - indice de similaridade) foi realizado pelo método UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method Arithmetic Average), utilizando o programa
Statistica versdo 4.3. As andlises de componentes principais ¢ de correlagiio
entre as matrizes de dissimilaridades genéticas, geradas pelos diferentes tipos de

marcadores também foram realizadas utilizando o programa Statistica.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Marcadores SSR em gel de agarose

Por meio dos 213 primers analisados em gel de agarose foi amostrado de
maneira ampla o genoma do milho, gerando um total de 869 alelos para as dez
linhagens consideradas. Desses, 31 primers ndo amplificaram alelos para um ou
mais individuos ¢ 16 deles ndo apresentaram polimorfismo entre as linhagens. O
valor médio do PIC, que reflete o conteiido de informa¢do do loco em fungéo
das caracteristicas de co-dominincia e de multialelismo, foi de 0,62 variando
entre 0,11 ¢ 0,88. Esses valores se assecmclharam aqueles observados para 90
linhagens temperadas de milho avaliadas com 70 primers SSR, onde o PIC
médio foi de 0,59, variando numa faixa de 0,17 a 0,92 (Senior et al., 1998).

4.2 Marcadores SSR semi-automatizados

Dos 213 primers analisados em gel de agarose, 25 foram selecionados
em fungdio do seu conteido informativo, da resolugdo dos fragmentos e da
distribui¢io dos marcadores ao longo dos 10 cromossomos do milho. Os primers
selecionados, suas respectivas posigdes no genoma, amplitude alélica e
temperatura de anelamento na rea¢io de PCR estdo apresentados na Tabela 2,
sendo que as seqiiéncias dos primers estdo publicamente disponiveis
(http://www.agron.missouri.edu/ssr.html).

Os alelos amplificados apresentaram tamanho entre 72 € 424 pares de
base, sendo que apenas dois primers tiveram alelos maiores que 300 pares de

base. A sobreposicio da faixa de amplificagdo dos alelos, limitou a combinagdo
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TABELA 2. Locos SSR utilizados para caracteriza¢@io de 35 linhagens de milho
e suas respectivas localizagdes, fluorescéncias, amplitudes alélicas
e condi¢des 6timas de temperatura de anelamento. Embrapa Milho
e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

Primer Bin Marcagio  Amplitude alélica Temperatura de

(pb) anelamento (°C)
bnigl 82 1.03 6-FAM 86-400 68°
bnlgl1811 1.04 HEX 171-262 68°
umc2025 1.05 6-FAM 123-138 67
mmc041 1.08 HEX 158-189 68°
bnigl25 2,02 HEX 312-424 68°
bnlgl045" 2.07 6-FAM 114-193 68°
dup24 2.08 NED 103-168 68"
phi053 3.05 NED 176-194 67
bnlg2241  3.06 6-FAM 192-242 68°
phi026 4.05 NED 78-135 68"
bnlg589 4.11 6-FAM 151-252 67
bnlgl006  5.00 HEX 168-255 67
bnlgl05 5.02 NED 72-104 68*
bnigl208  5.03 6-FAM 97-120 67
bnlgl 61 6.00 HEX 122-183 68°
umecl653  6.07 HEX 93-221 67
umcl0l6  7.02 6-FAM 92-161 68°
phillé 7.06 6-FAM 151-173 67
bnlgl863° 8.04 HEX 117-192 68°
bnlgl724  9.00 NED 97-143 68°
phi028 9.01 HEX 72-78 67
umcl366" 9.06 6-FAM 100-122 67
phi041 * 10.00 HEX 197-205 67
phi063 ° 10.02 NED 156-216 67
bnlg594"  10.06 NED 171-265 68°

® Temperatura de anelamento do primer a 68°C com redugéio de 1°C por
ciclo durante 9 ciclos e 25 ciclos a 60°C.
" Loco com alelo nulo.
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dos primers em reagSes multiplex, reduzindo as possibilidades para anélise de
vérios locos simultaneamente nos géis.

Com relagdio & otimizagiio da temperatura de anelamento dos primers,
ndo foi possivel adaptar uma \nica condigo para todos os primers marcados, de
forma que, 11 deles foram amplificados a 67°C por 20 s e 14 deles apresentaram
melhor amplificagdo a 68°C por 20 s com redugdo de 1°C/ ciclo durante 9 ciclos,
seguidos por 25 ciclos a 60°C por 20 s (Tabela 2). A concentragio final de
MgCl; utilizada na reagio com primers fluorescentes foi de 1,5 mM, semelhante
as utilizadas por Kirst (1999), Diwan & Cregan (1997) e Mitchell et al. (1997).
Concentragdes mais baixas de magnésio foram testadas objetivando uma
redugdo no niimero de bandas stuiter, o que ndo foi conseguido. Por outro lado,
na concentragdo de 1,0 mM de MgCl; os alelos apresentaram uma inconsisténcia
de amplificagdo refletida pela menor intensidade das bandas.

Em relagdo as concentrages dos primers, nio houve interferéncia no
tamanho dos alelos amplificados, embora os perfis dos fragmentos tenham sido
mais consistentes nas concentra¢des de 0,2 uM e 0,3 uM (Figura 1). Assim,
optou-se por utilizar o primer na concentragéo de 0,2 uM nas reagdes de PCR.
Esses resultados estéio de acordo com oufros trabalhos em que as concentragdes
variaram de 0,12 a 0,4 uM, dependendo da fluorescéncia do primer (Kirst,
1999; Diwan & Cregan, 1997).

Variagdes médias para o tamanho dos alelos avaliadas em dois géis para
os locos bnlg2241, bnlgl05, mmc041, bnigl006, bnig589 e bnlgl61, ficaram
entre 0,07 ¢ 0,18 (Tabela 3), sendo o valor miximo inferior a 0,5 nucleotideo.
Esses valores estdo dentro dos limites de precisdo fornecidos para o marcador de
peso molecular GS-500 ROX. Mitchell et al. (1997) também consideraram
como uma avaliagdo inequivoca dos tamanhos de alelos para andlises de

genotipagem, valores iguais ou inferiores a 0,5 nucleotideo para o mesmo
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fragmento avaliado em diferentes géis. Para a genotipagem de Brassica spp., 0s

autores encontraram difcrenga maxima de 0,46 nucleotideos entre géis.

0,1 pM 02 uM 0,3 uM

4 J 900 1
500 500_] .
] 3 760
400_- 400: 600
300 | 800, 4503
200 ] 200 ] 200
100} ’ L 100] 160}
0] 0] 03

FIGURA 1. Eletroferograma do padrdo de amplificagdo de um alelo de 214
pares de base, em trés concentragdes do primer bnlg381 (0,1, 0,2
e 0,3uM). O eixo vertical indica a intensidade de fluorescéncia e o
eixo horizontal o tamanho do alelo, em pares de base, analisadas
pelo programa GeneScan. Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas -
MG, 2002.

TABELA 3. Diferencas entre duas repeticSes dos géis para seis locos SSR
' avaliados em 35 linhagens de milho. Embrapa Milho ¢ Sorgo,

Sete Lagoas - MG, 2002.
Diferenca Méxima  Diferenga Média Desvio Padréio
(nucleotideo) (nucleotideo)
bnlg2241 0,49 0,18 0,15
bnlgl05 0,42 0,10 0,10
mmc041 0,33 0,08 0,08
bnlg1006 0,30 0,08 0,08
bnlg589 0,33 0,07 0,07
bnlgl61 0,50 0,08 0,02
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4.3 Utilizagdo de marcadores SSR para a diferenciagiio de linhagens

Para o loco phi041 ndo foi observada heterozigose nos materiais
genéticos e, apenas as L3 e L16 ndio apresentaram locos em heterozigose (Tabela
4). A heterozigosidade residual foi elevada nas linhagens L22, L32 e L34 que,
dos 25 locos avaliados, dez, oito ¢ sete locos encontravam-se em heterozigose,
respectivamente. A L22 ¢é uma linhagem antiga, envolvida no programa de
melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo, que foi multiplicada por ciclos de
autofecundagio em bulks, onde eram utilizadas sementes advindas de uma
mistura de individuos com caracteristicas semelhantes ao padrdo da linhagem,
intercalada com SIB, onde cram feitos cruzamentos planta a planta (S.N.
Parentoni, comunicagio pessoal). A heterozigosidade residual sugere que,
havendo interesse do programa, tais linhagens podem ser submetidas a um
avango na geragdo de autofecundagdio a partir de individuos Unicos que
apresentem niveis elevados de homozigose nos locos SSR avaliados, garantindo
uma maior endogamia das linhagens. Senior et al. (1998), comentam que
contaminagdo ou amplificagio de seqiiéncias similares em duas regides
gendmicas distintas, também podem levar & amplificacio de mais de um loco

por primer.
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TABELA 4. Locos SSR em heterozigose observados em 35 linhagens elite de
milho. Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

Linhagens Locos em heterozigose

L1 bnlgl6t, bnigl 724

L2 umcl653
L3 -
14 phillé

L5  phi026, umcl653, bnlgl05
L6  umc2025, bnl1863, phi0S3

L7  bnlgl6l, balgl724, bnlgl208

L8  phill6, umcl366, bnigl25, bnlgl 863

L9  phi026, bnlgl05
L10  umc2025, bnigl04s, bnlgl0s
L1l phill16, dup24, umcl366, umcl016, bnigl 724

L12 umcl}366

L13 bnlg589

Li4 umcl016

L15 pht116, bnlg589, bnigl 05, bnigl 724
L16 -

L17  bnlgl6l, bnlgl04s, blgl2s, bnlgl863
L18  phill6, bnlgl811, bnigl006, bnlgl25

L19 bnigl25

120 bnlgl006, bnig105

L21 phi026

L22 phi026, bnigl811, bnlgl82, bnlg589, umcl366, bnigl6l, bnigl25, bnig2241,
mmc041, phi053

L23 phi026, umcl366

124 phil 16, umc2025, mmc041, bnigl 863
L2s bnlgl045, bnig1863

L26 phi028, bnlg105, bnigl 863

L27 phi026
L28 bnlg182, umc1366
129 umclO16

L30 phi063, umc1653, bnlgl05

L3] phi026, bnlg1 82, bnlgl05, umc1366

L32 phil16, umc1016, bnlg1045, bnlg125, bnlg2241, mmc041, bnig105, bnlgl 724
L33 phill6, bnlg589, bnlgl25, bnig1 863

L34 phi026, umc1653, umc2025, bnlgl1811, bnlgl 82, bnlg589, bnlg594, bnlgl2s
L35 phi026, bnig) 811, bnigl 82, bnlgl 006, phi028, bnlgl208, phi053
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Para os 25 locos avaliados nas 35 linhagens, foram obtidos 293 alelos,
variando de trés (umc1366 ¢ phi028) a 25 (bnigl25), com uma média de 12
alelos amplificados por loco, sendo que seis locos apresentaram alelos nulos
(Tabela 5). O indice de diversidade para cada loco variou de 0,28 a 0,93 com
média igual a 0,76. Esses valores foram superiores aos obtidos por Smith et al.
(1997) que utilizaram 131 primers marcados com fluorescéncia em 58 linhagens
e quatro hibridos de milho e encontraram valor médio de PIC igual a 0,62, com
uma variagiio de 0,06 a 091. E possivel que exista uma maior diversidade
genética entre as linhagens elite tropicais quando comparadas com os materiais
genéticos de origem temperada avaliados por Smith et al. (1997), que embora
tenha sido avaliado um menor niimero de materiais genéticos, os mesmos
apresentaram diferentes pedigrees, tipos de endosperma e caracteristicas de
qualidadc protéica das scmentes. Adicionalmente, uma elevada proporgio dos
alelos foram considerados raros na populagio de 35 linhagens, onde 75%
apresentaram freqiiéncia alélica inferior a 0,10 ¢ 46% de todos os alelos tiveram
freqiiéncia igual a 0,03 (Figura 2). A abundincia de alelos com baixa freqiiéncia
contribui para aumentar os valores da diversidade dos locos (Elsik et al., 2000).
Para materiais temperados, Senior et al. (1998) observaram que, de 365 alelos
detectados para os SSR em gel de agarose, 70,4% ocorreram & uma freqiiéncia
inferior a 0,25. O fato de terem sido selecionados rigorosamente os primers mais

informativos também pode ter contribuido para o elevado valor médio de PIC.
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TABELA 5. Caracteristicas dos 25 locos SSR em 35 linhagens de milho com

relagio ao nimero de nucleotideos repetidos, nimero de alelos
amplificados por loco, diversidade genética (PIC), probabilidade
dc identidade (1) e probabilidade de exclus@o (Q). Embrapa Milho
¢ Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

Primer Repeticio N?de PIC I Q
alelos
dup24 (GA\s 19 0,9314 0,0016 0,7550
bnlg1006 (AG)o 23 0,9184 0,0019 0,7600
bnlgl25 ? 25 0,9110 0,0023 0,6926
bnlgl045 " (AG)s 15 0,8882 0,0037 0,6302
blg1863 * (AG)is 17 0,8857 00046 06178
bnlgl811 (AG)s 15 0,8816 0,0055 0,6111
umcl016 (CT)as 19 0,8767 0,0058 0,6112
phi026 (CT) 16 0,8498 0,0092 0,5304
bnlg182 ? 16 0,8400 0,0116 0,5263
bnlgl61 ? 12 0,8212 0,0147 0,4760
bnlg2241 (AGs 9 0,8180 0,0221 0,4610
umcl653 (GAAA), 10 0,7959 0,0267 0,4211
bnlg594 " ? 12 0,7780 0,0326 0,4219
mmc041 (CA)p 12 0,7665 0,0237 0,3832
bnigl05 13 0,7518 0,0247 0,3405
bnlg589 ? 12 0,7306 0,0381 0,3297
phi063 " (TATC) 5 0,7241 0,0330 0,3088
phi053 (ATAC) 7 0,7061 0,0407 0,2816
phio41 " (AGCC) 5 0,7102 0,0520 0,2949
bnlgl 208 (AG)so 9 0,6294 0,1184 0,2440
phil16 (ACTG/ACG) 7 0,6645 0,1246 0,2081
umc1366 " (TCC), 3 0,5853 0,1709 0,1223
phi028 (GAA) 3 0,6008 0,2096 0,1605
blgl724 (AG)s 7 0,4759 0,1973 0,1047
umc2025 (AGCT), 4 0,4392 0,4694 0,0995
Valores médios 12 0,7592 0,0655 0,4157

" Loco com alelos nulos.
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FIGURA 2. Distribuigdo da freqiiéncia alélica observada para os 293 alelos
amplificados pelos 25 primers SSR em 35 linhagens de milho
tropical do programa de melhoramento genético da Embrapa
Milho e Sorgo. Embrapa Milho ¢ Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

Para Rongwen et al. (1995), microssatélites com repeticdes de trés
nucleotideos sdo preferiveis dqueles com dois nucleotideos, uma vez que
produzem menor nimero de bandas fantasmas, conferindo uma maior precisio
na identificagdo dos alelos. Chin et al. (1996), Smith et al. (1998) e Testolin
(2000) também afirmaram que as bandas fantasmas sdo mais freqiientes nos
microssatélites di-nucleotideos, afetando a precisio do processo de genotipagem,
embora tais locos SSR apresentem maiores conteidos de informacdo genética.
De forma semelhante, os microssatélites com dois nucleotideos, avaliados no
presente trabalho, apresentaram uma média de 15 alelos amplificados por loco,
com PIC médio de 0,81, superando os valores médios de quando foram
considerados todos os locos. As bandas fantasmas foram mais freqiientes nos
microssatélites di-nucleotideos, principalmente pelo fato do sistema semi-
automatizado ser mais sensivel do que o de agarose, detectando mais
freqiientemente tais caracteristicas nos fragmentos amplificados. Para os primers

com esse padrdo de amplificagiio, as bandas fantasmas dificultaram a extragdo
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automdtica dos dados, mas a inspegdo visual dos géis e dos eletroferogramas
possibilitou a confirmagdo do tamanho exato dos alelos. No eletroferograma da
Figura 3, pode-se observar a diferenga do padrio dos alelos do loco phi063, com
repetigio de quatro nucleotideos (TATC), e do loco phi026, em heterozigose e
com repetigio di-nucleotideo (CT), amplificados na linhagem L5. Apesar das
bandas fantasmas, representadas na Figura 3 pclo maior nimero de picos do loco
phi026, o alelo de interesse é identificado como o pico de maior intensidade,

facilitando sua caracterizagfio em relagfio aos picos das bandas stutter.

1400 phi 026 (CT) phi 063 (TATC)

FIGURA 3. Padriio de amplificago dos locos phi026 (di-nucleotideo) e phi063
(tetra-nucleotideo). Os picos preenchidos referem-se aos alelos de
interesse. O eixo vertical representa a intensidade de fluorescéncia.
Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

Assim como houve uma grande varia¢fio para os valores de PIC entre os
locos, a probabilidade de identidade também foi varidvel, refletindo a ampla
faixa de freqiiéncias alélicas. Os valores de probabilidade de identidade variaram
de 0,0016 a 0,469, com valor médio de 0,0655 (Tabela 5). O poder de exclusdo,
expresso em termos de forga da freqiiéncia alélica para os locos dup24,
bnlg1006, bnlgl25, bnlgl045, bnlgl1863, bnlgl811 ¢ umcl016 foi superior a
60%.
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O clevado nivel de polimorfismo dos marcadores SSR permitiu a
complcta diferenciagio das 35 linhagens utilizando-se apenas dois primers
(dup24 ¢ bnlgl006), com uma probabilidade de identidade (I) combinada na
ordem de 10 Isso significa que, para a populagiio envolvida nesse estudo,
existe uma probabilidade inferior a 10 de serem encontrados dois individuos
com os gendtipos idénticos utilizando os dois locos. De maneira complementar,
a probabilidade combinada de exclusdo (Q) dos dois locos considerados é de
0,94, indicando 94% de probabilidade desses locos em detectar a ndo existéncia
de uma relagio de parentesco entre os 35 gendtipos estudados. A forga
discriminatéria dos locos dup24 e bnlgl006 foi maior quando comparada, por
exemplo, a quatro locos utilizados para a discriminagdo de 24 cultivares elites de
cevada que puderam ser diferenciadas com uma probabilidade de identidade de
1 em 100 (Russel et al., 1997). Em Eucalyptus, Kirst (1999) observou em dois
conjuntos com trés locos SSR avaliados em sistema multiplex, os valores de
probabilidade de identidade e poder de exclusio de 10%e 0,99. Em 94 linhagens
de milho avaliadas por Senior et al. (1998), cinco locos SSR foram suficientes
para a definigdo de fingerprintings tnicos para as mesmas.

Considerando-se os valores de PIC, 1 e Q, a amplitude alélica e as
marcagdes dos primers estudados, definiu-se uma combinaggo de seis primers
passiveis de serem avaliados em um inico gel (Tabela 6). Tal combinagio
apresentou valor de PIC igual a 0,86, com um poder de exclusio combinado de
0,9973 ¢ uma probabilidade de identidade combinada de 10" para a
diferenciag@io das 35 linhagens de milho. Assim, existe uma probabilidade de
10" de se ter um mesmo genétipo em cada dois individuos dentro da populagdo

considerada.
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TABELA 6. Combinagiio de seis locos SSR marcados com fluorescéncia com
diferentes amplitudes alélicas que podem ser utilizados em uma
anica linha do gel. Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG,
2002.

Loco N°de Amplitude Marcagio PIC r Q
alelos  alélica (pb)
umcl016 19 92-161 6-FAM 0,8763  0,0058 0,6112

bnlg2241 9 192-242 6-FAM 0,8109 0,0221 0,4610
bnlg1006 23 168-255 HEX 0,9320 0,0011 0,7600
bnigl125 25 312-424 HEX 09104 0,0023 0,6926

dup24 19 103-168 NED 09309 0,0016 0,7550
phi053 7 176-194 NED 0,7025  0,0407 0,2816
PIC médio 0,8605

Probabilidade de Identidade combinada 10

Poder de Exclusdio combinado 0,9973

*Probabilidade de identidade
®Probabilidade de exclusio

4.4 Marcadores AFLP

A combinagiio de 11 primers EcoRU/Msel gerou um total de 260
fragmentos, sendo 158 polimérficos, com uma média de 14 bandas polimérficas
por combinagdo de primer. Os primers EcoR1-AGG e EcoRI-ACA combinados
a0 Msel-CTC apresentaram o maior nimero de bandas polimérficas, 23 e 21
(Tabela 7). Apesar de combinagdes de primers EcoR1/Msel apresentarem menor
grau de polimorfismo e menor nimero de fragmentos resolvidos em um gel
quando comparadas a combinagdes Pstl/Msel (Vuylsteke et al., 1999), o nivel de
polimorfismo encontrado no presente trabalho foi elevado, em média 60%. Essa
caracteristica associada a variabilidade entre os materiais genéticos utilizados e o
grande nimero de locos avaliados pela técnica AFLP, permitiram que as
combinagdes dos primers EcoRI-AGG e EcoRI-ACA com o Msel-CTC fossem
suficientes para diferenciar todas as linhagens. Resultados demonstrando o poder
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discriminatério do AFLP também foram observados para 27 gendtipos de grama
(Cynodon spp.) que, apcsar de serem semelhantes morfologicamente, foram
diferenciadas com um unico par de primers AFLP (Zhang et al., 1999).

Tabela 7. Combinagiio de primers seletivos EcoRl/ Msel e seus produtos de
amplificagdio totais e polimdrficos. Embrapa Milho ¢ Sorgo, Sete
Lagoas - MG, 2002.

Nucleotideos seletivos  Amplitude dos Bandas Bandas Polimorfismo

EcoRl1 Msel fragmentos  totais  polimérficas (%)
(pb)

ACT CAA 88-387 25 14 56,0
AGG CAA 77-431 20 10 50,0
AGC CAA 134-485 20 1 55,0
ACA CTC 80-485 31 21 67,7
AGG CTC 67-493 29 23 79,3
AAC CTC 96-382 23 11 47,8
ACA CTA 97-456 28 15 53,6
AAC CTA 98-321 20 12 60,0
ACA CAC 71-232 22 12 54,5
AAC CAC 93-277 16 11 68,7
ACA CAT 95-226 26 18 68,2
Média 24 14 60,0
Total 260 158

As combinagdes de primers EcoRI-ACA/Msel-CAC, EcoRI1-AAC/Msel-
CAC e EcoRI-ACA/Msel-CAT permitiram a amplificagéio de fragmentos numa
faixa inferior a 300 pares de base, o que poderia indicar uma baixa eficiéncia
dessas combinagdes para a amplificacdo de fragmentos em reagSes multiplex
(Tabela 7). No entanto, por meio de testes preliminares realizados para trés
combinagdes de primers EcoRI-ACA, EcoRI-ACG ¢ EcoRI-AAC com Msel-
CAT, nio foi detectado nenhum comprometimento da eficiéncia de amplifica¢do
utilizando simultaneamente os trés primers em uma unica reagdo de PCR. Tal

fato também n#o foi observado por Scharwz et al. (2000) quando avaliaram para
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30 combinagdes de primers em reagdes multiplex, em cevada. Caracteristicas
inerentes aos primers utilizados podem justificar a menor amplitude de tamanho
dos fragmentos para as combinagdes acima, ji que cada combinagdo de primer

apresenta um perfil de amplificagéo varidvel.

4.5 Comparacio entre marcadores AFLP e SSR

A técnica de AFLP utilizando diferentes primers fluorescentes em uma
mesma reagio permitiu a obtengdo de fragmentos com alta resolugdo nos géis,
além de reduzir o tempo e o gasto com reagentes (Figura 4). Como também
observado por Schwarz et al. (2000), ndo foi possivel balancear as diferengas de
intensidades das cores utilizadas na marcagdo dos primers, o que normalmente
pode ser realizado quando as amplificagdes sdo feitas separadamente. A extragio
automética para os dados de AFLP ndo foi possivel ¢ a obtencio da matriz
bindria foi feita manualmente, o que demandou muito tempo para a avaliagdo
dos dados. Assim, as caracteristicas de geragdo de dados em alta escala e de
elevada sensibilidade de detecg@io dos fragmentos marcados com fluorescéncia
pela técnica de AFLP foram prejudicadas pela auséncia de um sistema eficiente
para analise automatica dos dados. Para os marcadores SSR, ndo foi otimizada
reaciio multiplex mas a velocidade na obtengdio dos dados pdde ser aumentada
combinando primers que amplificaram alelos com diferentes faixas de tamanho
(Figura 5).
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FIGURA 4. Padrio de bandas AFLP obtido para a reagdo multiplex utilizando as
combinagdes de primers EcoRI-ACA/ Msel-CTC (azul), EcoRI-
AGG/ Msel-CTC (verde) e EcoRI-AAC/ Msel-CTC (amarelo),
juntamente com o eletroferograma de uma linhagem. A banda
indicada pela seta no gel esta representada no eletroferograma pelo
pico preenchido em azul. Embrapa Milho e Sorgo - Sete Lagoas,
MG, 2002.
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FIGURA 5. Padrdo dos alelos SSRs obtidos para os locos umc1366 (azul, 100-
122 pb), bnlg589 (azul, 151-252 pb), bnlg1863 (verde, 117-192 pb),
phiO41 (verde, 197-205 pb), phi026 (amarelo, 78-135 pb) e phi063
(amarelo, 156-216 pb), combinados em uma mesma canaleta do gel
¢ amplificados para 35 linhagens de milho. Os eletroferogramas
mostram os perfis dos alelos em quatro linhagens com seus
tamanhos, em pb, apresentados no eixo superior horizontal do

primeiro eletroferograma. Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas —
MG, 2002.
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Como pode ser verificado na Tabela 8, em termos de rendimento de
amplificagio dos fragmentos por unidade de teste, pela técnica de AFLP
observou-se o dobro do nimero de bandas por combinagiio de primer (23,6)
quando comparado aos SSR (11,7). A maior eficiéncia dos marcadores AFLP se
deve a detecgdio simultinea de virias bandas polimérficas em uma tnica reagdo
de amplificag@o (Pejic et al., 1998). Esse maior rendimento refletiu num maior
indice de marca para o AFLP, cujo valor de 5,59 foi, aproximadamente, sete
vezes superior ao observado para os SSR (0,76). Outro fator que contribuiu para
os valores observados no indice de marca, foi o fato do AFLP explorar
simultaneamente os polimorfismos de restricio e de amplificagdio, onde cada
combinagdio de primer amplifica vérios locos, enquanto cada primer SSR
amplifica os vérios alelos de um 1nico loco.

Por outro lado, o conteudo informativo de polimorfismo dos locos (PIC)
foi superior para o SSR quando comparado com o AFLP, sendo de 0,76 ¢ 0,39.
O valor de PIC leva em consideragdo, tanto o nimero de alelos quanto suas
freqiiéncias (Weir, 1996). Como ja mostrado no item 4.3, 75% de todos os alelos
amplificados para os locos SSR apresentaram freqiiéncia inferior a 0,10, o que
contribuiu para os valores de PIC observados. Os dados do presente estudo
concordam com os resultados de Pejic et al. (1998), uma vez que estes
obtiveram valores de PIC para SSR de 0,72 e de 0,34 para marcadores AFLP em
milho. J4 para o trigo, Bohn et al. (1999) obtiveram valores de PIC para
marcadores SSR e AFLP praticamente semelhantes, 0,32 e 0,30.

Assim, pode-se dizer que, pelos valores de PIC os marcadores SSR
foram mais informativos ao detectar diferentes alelos por loco e, pelo indice de
marca, os marcadores AFLP foram mais eficientes em termos de rendimento de
dados por combinagd@o de primers. No entanto, o rendimento dos SSR pode ser
incrementado com a utilizagio de reagdes multiplex como estudado em

Brassicas spp. (Mitchel et al., 1997) e em Eucalyptus spp. (Kirst, 1999) ou pela



combinagiio, em uma unica linha do gel, de primers com amplitudes alélicas e
marcagdes de fluorescéncia diferentes. Essa possibilidade de incremento da
rapidez na geragdio de dados associada as caracteristicas de maior conteiido de
informagdo de polimorfismo dos SSR faz com que esses marcadores sejam mais
apropriados que os AFLP para a caracterizagdo de cultivares em um processo de

protegiio intelectual.

TABELA 8. Comparagdes entre marcadores AFLP e SSR obtidas a partir
do padrio de amplificagdo dos fragmentos para 35 linhagens
elite de milho. Embrapa Milho ¢ Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

_ N*wotal  N°de  Proporgiode N°dcbandas  N°de N
Primers  g¢ panday bandas  polimérficay  locossy  FIC ]

handas  primer polimérficas primer primer’
AFLP 11 260 236 0,60 14,4 23,6 0,39 5,59
SSR 25 293 11,7 1,00 11,7 1 0,76 0,76

®Cada banda AFLP detectada foi considerada um loco amostrado no genoma do
milho

*PIC = Conteido informagdo de polimorfismo

‘IM = Indice de Marca (Proporgiio de bandas polimérficas x nimero locos por
primer x PIC)

Aspectos técnicos devem também ser considerados ao comparar os
marcadores AFLP e SSR. A técnica SSR ¢ caracterizada pela simplicidade e,
apds a etapa de extragio do DNA ¢ necessdria apenas a realizagdo da PCR e
eletroforese dos fragmentos. Além dessas etapas, 0 AFLP ainda engloba a
restrigio do DNA, ligagiio dos adaptadores e amplificagfio pré-seletiva. A maior
complexidade da técnica de AFLP estd também associada ao maior custo por
analise. Para as 35 linhagens, considerando as ctapas envolvidas na amplificagdo

e eletroforese dos fragmentos obtidos com trés combina¢des de primers para o
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AFLP e seis para o SSR, o custo aproximado para uma anélise de AFLP seria
R$ 4,59 ¢ R$ 0,13 para o SSR. Ao levarmos em conta o indice de marca de 5,59
para o AFLP ¢ 0,76 para os SSR, o custo por marca para o AFLP fica em torno
de 0,82 ¢ 0 do SSR em torno de 0,17. Mesmo com um maior rendimento, a
banda obtida pela técnica AFLP ¢é quase cinco vezes mais cara que a banda SSR,
além de ser menos informativa devido A caracteristica dominante do marcador
obtido. Dessa forma, também com relagdo aos aspectos técnicos e de custo, os
marcadores SSR podem ser considerados mais vantajosos comparados aos
AFLP,

4.6 Nimero 6timo de marcas e correlagdes entre AFLP e SSR

Na literatura, vérios indices tém sido utilizados para o célculo das
distancias genéticas, considerando os dados obtidos pelos marcadores SSR como
bindrios (Pejic et al., 1998; Smith et al., 1997; Bohn et al, 1999) ou co-
dominantes (Diwan & Cregan, 1997). No presente trabalho, foi observada alta
correlagdio, r = 0,99, entre as duas maneiras de célculo dos coeficientes, quando
os dados de SSR foram avaliados como binérios utilizando o coeficiente de Nei
e Li ou, quando os dados foram interpretados como co-dominantes e a
dissimilaridade genética foi calculada com o algoritmo proposto pelo programa
GQMol (Figura 6). Para o agrupamento das linhagens (Figuras 10 e 1B no
Anexo), também n#io foram observadas diferengas significativas para as duas
formas de cilculo dos coeficientes de dissimilaridade, indicando que ambas
foram coerentes na avaliagio da divergéncia genética entre os materiais
estudados. Os valores minimo, médio e méximo para a distdncia genética entre
duas linhagens foram aproximadamente os mesmos para ambos os coeficientes.
A andlise conjunta dos dados de AFLP e SSR foi realizada considerando ambos

os marcadores como bindrios. Vale ressaltar que os dados bindrios, tanto para o
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AFLP quanto para os SSR, foram analisados com os indices de Jaccard e de Nei
¢ Li, ndo havendo alteragdes na formagdio dos grupos quando a anilise foi
rcalizada utilizando-se qualquer um do indices. No entanto, a ordem na
disposigdo dos grupos no dendograma ficou melhor visualizada com o indice de
Jaccard para o AFLP e com o indice Nei e Li para o SSR, optando-se por
apresentar esses resultados. Os resultados estdo de acordo com Meyer (2002)
que concluiu que indices como o de Jaccard e Nei e Li, por desconsiderarem a
auséncia conjunta de bandas, permitem a obtengfio de resultados semelhantes
para o agrupamento de linhagens de milho analisadas por marcadores
dominantes como o AFLP e RAPD.
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FIGURA 6. Correlagio de Pearson (r) a 95% de confianga para os indices de
dissimilaridade genética entre 35 linhagens de milho, considerando
os marcadores SSR como dados binarios (SSRd) e co-dominantes
(SSRcd). Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.
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O nimero de polimorfismos utilizados nos estudos de diversidade
genética ¢ um fator importante na determinagdo da estabilidade e confiabilidade
dos agrupamentos produzidos (Lanza, 1996). Procedimentos envolvendo
simulagdes tém sido utilizados para verificar se o nimero de bandas foi
suficiente para definir, com precisdo, a divergéncia genética entre os individuos
(Lima et al. 2002; Pejic et al. 1998). Da mesma forma, foram realizadas
simulagGes utilizando matrizes calculadas pelo indice de Jaccard e de Nei e Li
com base em um nimero crescente de cada um dos marcadores moleculares,
verificando-se uma diminuigdo no desvio padrio e um aumento na correlagiio

entre as matrizes de distdncias genéticas em ambos os casos (Figura 7). A partir
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FIGURA 7. Desvio padriio e correlagiio entre matrizes de distincias genéticas
simuladas com o incremento do nimero de bandas de AFLP e de

SSR utilizando os indices de Jaccard e Nei Li. Embrapa Milho e
Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002,
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de 120 polimorfismos dc AFLP e de 220 de SSR, o desvio padrdo foi inferior a
0,05 e a correlagdo superior a 0,90. Tais valores corresponderiam & utilizagdo de
8 combinagGes de primers mais polimérficos para o AFLP ou de 14 primers
SSR, indicando que o nimero de marcas avaliadas foi suficiente para definir,
com confiabilidade, a distincia genética entre as linhagens avaliadas. Os
resultados apresentados concordam com Pejic et al. (1998), uma vez que eles
verificaram uma redugdo no ganho da precisio nas anélises de divergéncia
genética com a inclusdo de polimorfismos de RFLP, RAPD, SSR e AFLP, acima
de 150 bandas polimérficas, para todos os tipos de marcadores em milho.

Para a estimativa da diversidade genética, deve ser levado em
consideragfio o fato de que os dados obtidos pelas técnicas de AFLP ¢ SSR sdo
originados de diferentes regides amostradas ao longo do genoma. Os 25 locos
SSR escolhidos abrangcram todos os 10 cromossomos do milho e as 11
combinagdes de primers AFLP amostraram 158 regides aleatérias do genoma.
As matrizes de dissimilaridade cntre as 35 linhagens de milho geradas pelos dois
tipos de marcadores moleculares, apresentaram uma correlagdo de r = 0,82
(Figura 8), valor superior aos observados por Pejic et al. (1998) que encontraram
uma correlagiio de 0,67. Em videira, Fossati et al. (2001) comparando os dados
de AFLP e SSR, verificaram uma correlagiio de 0,80. No presente trabalho, o
complemento dos indices de similaridade obtidos para o AFLP e SSR foram
combinados em uma matriz de médias desses valores. A matriz resultante da
combinagfio dos dados moleculares apresentou uma elevada correlagdo com as
matrizes de dissimilaridade geradas com os marcadores separadamente, sendo de
0,94 para o AFLP e 0,97 para o SSR (Figura 8). Tais comparagdes foram
realizadas com o intuito de explorar, de uma maneira mais completa, as
informagdes dos AFLP e SSR.
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FIGURA 8. Correlagiio de Pearson (r) entre matrizes de dissimilaridade genética
obtidas para 35 linhagens de milho a partir das anélises feitas para:
A) AFLP e SSR; B) AFLP e a média dos indices de dissimilaridade
obtidos para AFLP e SSR; C) SSR e a média dos indices de
dissimilaridade obtidos para AFLP e SSR. A linha pontilhada indica
o intervalo de confianga de 95%. Embrapa Milho e Sorgo, Sete
Lagoas - MG, 2002.
*AFLP= indice de dissimilaridade obtido pela férmula de Jaccard
*SSR = indice de dissimilaridade obtido pela férmula de Nei e Li
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4.7 Diversidade genética entre linhagens elites de milho

Embora a populagio envolvida nesse estudo tenha englobado um
niimero reduzido de linhagens, as freqgiiéncias alélicas dos locos SSR foram bem
distribuidas entre as linhagens de endosperma dos tipos duro ¢ dentado, mesmo
utilizando-se um maior nimero de materiais tipo duro (21) em relagio ao
dentado (14). Dos 293 alelos amplificados, 94 estavam presentes em ambas as
classes de endospermas, 111 foram exclusivos das linhagens de endosperma tipo
duro e 88 dos materiais tipo dentado.

Os marcadores AFLP apresentaram valores médios de IDG inferiores
quando comparados aos SSR (0,79 e 0,57) (Tabela 9). Quando os marcadores
foram combinados, observou-se valores médios de IDG de 0,66. As linhagens
1.2 e L29 com endosperma do tipo duro, apresentaram uma menor divergéncia
genética, independente da técnica utilizada. Isso pode ser explicado pelo fato da
linhagem L2 ser progenitora da populagdio, a partir da qual, a L29 foi extraida.
Entre os materiais dentados, L25 e L6 foram as mais similares geneticamente,
utilizando-se tanto marcadores SSR quanto em combina¢des destes com o
AFLP. No entanto, quando apenas os dados de AFLP foram utilizados, as
linhagens L34 e L35 foram as mais proximas.

Em média, as distincias genéticas dentro do grupo duro ¢ do dentado
foram proximas, embora os materiais com endosperma duro, com maior
amplitude para os IDG, tenham apresentado valores médios um pouco inferiores
para esses indices quando comparados as linhagens de endosperma dentado
(Tabela 9), principalmente quando os IDG foram obtidos a partir dos dados de
SSR.
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TABELA 9. Valores mdximo, minimo e médio dos indices de dissimilaridade
genética (IDG) de Jaccard e Nei e Li calculados a partir de dados
de AFLP e SSR, respectivamente, bem como da combinagio
desses para os dados de ambos os marcadores, analisados em
funciio do tipo de endosperma ou para todas as 35 linhagens.
Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

Tipo de AFLP SSR Combinado’
Endosperma lmm lDGThagens mgcns
Mix. 0,76 L27¢L31 Mix. 0,96 L3el33 Max. 081 Ll6éclL28
Duro Min. 020 L2¢L29 Min 027 L2¢129 Min 0,23 L2e129
Média 0,55 Média 0,75 Média 0,65

Méx. 0,67 Ll3eLld Mix, 0,97 L7¢L35 Mix. 0,78 Li8el34
Dentado Min 043 L34cl35 Min 0,53 L6e¢L25 Min, 0,50 L6eL25
Média 0,57 Média 0,81 Média 0,64

35 Mix. 0,76 L27¢L31 Msix, 0,97 L7e¢l35 Miax. 0,82 L9¢L18
Linhagens Min. 0,20 L2e¢lL29 Min 027 L2el29 Min 023 L2eL29
Média 0,58 Média 0,82 Média 0,68

Média 0,57 0,79 0,66

® Combinagio das médias de matrizes de dissimilaridade obtidas para o AFLP e
SSR.

Os dendogramas obtidos a partir dos coeficientes de dissimilaridade
calculados utilizando os dados de AFLP, SSR e da combinagiio dos marcadores
estdo apresentados nas Figuras 9, 10 ¢ 11. Um valor de r = 0,82 para a
correlagéio entre as matrizes de distdncias genéticas para ambos os marcadores,
confirma o fato de que tanto os AFLP quanto os SSR foram eficientes em

agrupar as linhagens em fungdo da caracteristica do endosperma e
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da qualidade protéica dos grios. No entanto, algumas discrepincias foram
observadas entre os dois marcadores. No AFLP, a linhagem L8 classificada
como dentada foi alocada no grupo dos duros e, as linhagens L27 e L14 se
isolaram do agrupamento principal dos materiais duros e dentados. Utilizando os
SSR, a L22 e L26, materiais de endosperma duro, foram agrupados juntamente
com os dentados.

O dendograma gerado pelo AFLP parece ter definido melhor o
relacionamento entre linhagens que apresentaram, em alguma fase do
melhoramento, uma maior proximidade, provavelmente por ter amostrado um
nimero maior de regides no genoma. A linhagem L11 participou como um dos
parentais que originou as linhagens L12 e L28, assim como a L24 e a L26 foram
os parentais envolvidos na obtengdo da L32. Tais associagdes puderam ser
melhores visualizadas nos dendogramas obtidos com o AFLP ou com a
combinag¢dio de ambos os marcadores, uma vez que foram formados subgrupos
entre essas linhagens dentro do grupo principal de materiais com endospermas
duros. Segundo Fossati et al. (2001), os marcadores SSR e AFLP sdo igualmente
efetivos para a definigdo de relagdes genéticas entre cultivares, embora Teulat et
al. (2000) afirmem que o AFLP propicie melhores resolugdes das similaridades
genéticas e que os marcadores SSR sio mais informativos no que diz respeito a
revelagdo de dados adicionais sobre diferengas nas combinacdes alélicas entre e
dentro de populagdes.

Uma observagdio interessante pode ser feita para as linhagens L7 e L8,
que mesmo sendo originadas de uma mesma populagdo, foram alocadas
distantes por ambos os marcadores moleculares. Isso pode ser explicado pela
ampla variabilidade genética das populagdes de polinizaciio aberta, utilizadas
para selegiio dos materiais. Fato semelhante também foi observado por Dubreuil

et al. (1996), utilizando marcadores RFLP para anilise de divergéncia entre

linhagens de milho.
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Pela anilise dos dendogramas observou-se que a selegéio das linhagens
para alta qualidade protéica dos grios ou QPMs favoreceu a formagio de um
grupo isolado e bem definido para os materiais com endosperma duro e QPMs,
ficando bem evidenciado para as linhagens L31, L23 e LI16, tanto com
marcadores AFLP, SSR quanto com a combinagiio de ambos. Por outro lado, as
linhagens L19 e L18, classificadas como dentadas e de alta qualidade protéica,
ficaram bem distantes em todos os dendogramas.

A anilise de componcntes principais deve ser utilizada em conjunto com
a andlise de agrupamento, para que o miximo de informagGes possa ser extraido
dos dados (Livini et al., 1992). No presente trabalho, foi verificado que algumas
relagbes ndo detectadas pelo método de agrupamento foram melhores
visualizadas nos grificos obtidos pela anilise de componentes principais
(Figuras 12 e 13). A decomposi¢dio da varidncia obtida entre as linhagens, em
trés vetores, explicou 48,8 e 48,4% da varidncia total para os marcadores AFLP
e SSR. Os autovalores acumulados foram de 17,06 para o AFLP e de 16,94 para
o SSR. A combinagiio dos dados de AFLP ¢ SSR na anilise de componentes
principais (Figura 4B, Anexo) ndo gerou informagdes complementares quando
comparados aos marcadores isoladamente, portanto as discussdes n#o
englobardio a combinacgiio dos dados.
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Embora os valores médios dos IDG verificados na tabela 9, ndo tenham
explorado o comportamento da diversidade dentro dos grupos duros e dentados,
a disposi¢io das linhagens em trés dimensSes pela anilise de componentes
principais mostra, claramente, a maior dispersdo das linhagens com endosperma
do tipo duro ao longo dos trés eixos (Figuras 12 e 13). Por meio dos marcadores
AFLP fica ainda mais claro a maior proximidade dos materiais dentados (Figura
12), onde a grande maioria das linhagens dentadas concentrou-se na porgiio mais
distal do eixo 1, que explicou a maior porgdo da varidncia entre as linhagens
(36,25%), e na parte inferior do eixo 2, sendo as linhagens L13 e L34 as mais
dispersas desse conjunto. A variabilidade para as linhagens dentadas foi
demonstrada principalmente no eixo 3. Pela anélise de componentes principais
para os marcadores SSR (Figura 13), observou-se que os materiais com
cndosperma do tipo dentado foram concentrados ao longo do eixo 1, que
explicou 32,52% da varidncia entre as linhagens. Porém, as linhagens foram
posicionadas na porgio central do grifico e de maneira mais dispersa do que a
apresentada pelo AFLP, ¢ nesse caso ndo foi verificada uma variagio tio
pronunciada para os materiais dentados ao longo do eixo 3 (Figura 13). No
presente trabalho, o fator determinante para a maior diversidade genética
observada entre as linhagens de endosperma do tipo duro pode ser explicado
pelo maior nimero de populagdes envolvidas na origem dos materiais genéticos
(Tabela 1). Os genétipos do grupo dos duros tiveram as populagdes de origem
BR105, CMS03, CMS12, CMS14, CMS50, CMS453 ¢ CMS455 enquanto que
os materiais dentados foram oriundos de 3 populagdes, BR106, CMS28 ¢
CMS45.

No eixo 2, tanto para os dados de AFLP quanto para os SSR (explicando
6,63 e 8,54% das varidncias, respectivamente) observou-se algumas relagdes
particulares como as das linhagens de alta qualidade protéica L16, L23, L31 e

L33, localizadas na parte inferior do grifico. Foi interessante observar que a
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L33, na anilise d¢ UPGMA para o AFLP (Figura 9), havia sido agrupada
juntamente com os materiais duros, mas separado dos QPMs. No entanto, o
acréscimo de mais uma dimensdio pela anilise de componentes principais
permitiu verificar que todas as linhagens QPMs, independente do tipo de
endosperma se encontraram dispersas ao longo do eixo 1, concentradas na parte
inferior do eixo 2, indicando que as caracteristicas de qualidade protéica do grao
foram melhores representadas nesse eixo (Figura 12). No eixo 2, ainda ficou
bem caracterizada a proximidade genética entre L11, L12 e L28, j4 observados
pela anélise de agrupamento, assim como o comportamento entre as linhagens
L24, L26 e L32 (Figuras 9, 10 e 11).

Pelo que foi discutido anteriormente, verifica-se que os resultados
obtidos com as anélises d¢ UPGMA para o agrupamento das 35 linhagens foram
complementados pelas andlises de componentes principais. Ao decompor as
varidncias permitiu-se uma melhor visualizagiio das relagdes entre esses
materiais ¢ uma melhor interpretag@o dos dados moleculares.

Dentro de um programa de melhoramento, o conhecimento da
diversidade genética é essencial para a utilizagdo eficiente do germoplasma. No
presente trabalho, os marcadores AFLP e SSR foram confirmados como técnicas
importantes para o auxilio a esses programas, uma vez que viabilizam a
exploragdo de maneira rdpida e precisa da divergéncia existente entre os
materiais genéticos, podendo auxiliar tomadas de decisdio relacionadas a escolha
dos gendtipos que podem ser envolvidos em cruzamentos futuros. A
confiabilidade das informagdes e rapidez da obtenglio dos resultados sdo
incrementadas com a semi-automatizagfio dos marcadores moleculares. Deve ser
ressaltado que os SSR comparados aos AFLP se destacam pela maior
simplicidade da técnica e da anilise dos dados, além do maior conteido de

informag@o, sendo mais indicados para anélises genéticas.
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5 CONCLUSOES

Para a discriminagdo das 35 linhagens sdo necessérios apenas dois locos
SSR (dup24 e bnlgl006). As diferengas na amplitude alélica entre os locos
associadas & precisdo conferida pelo sistema semi-automatizado, permitem a
combinagdo de seis locos em unica linha do gel, garantindo a obtengéio de um
Jingerprinting com maior poder de discriminagdo.

Os microssatélites com nicleo repetitivo contendo dois nucleotideos
apresentam maior grau de polimorfismo, porém a andlise semi-automatizada é
comprometida em fungdo da amplificagdo, com maior freqiiéncia, de bandas
fantasmas.

Devido as caracteristicas de multialelismo e co-dominincia, os SSR sdo
muito informativos e os mais indicados para a obtengdo de fingerprintings, para
fins de protegdo intelectual de cultivares.

AFLP e SSR sd#io técnicas eficientes para estudos de diversidade
genética, porém em fungfio da simplicidade ¢ menor custo da técnica os
marcadores SSR sdo mais indicados para essas anilises.

Em fungdo do maior nimero de popula¢des envolvidas na origem dos
gendtipos com endosperma do tipo duro, esses apresentaram maior variabilidade
quando comparados aos do tipo dentado.

As técnicas de agrupamento e de componentes principais sdo
complementares nas andlises de diversidade genética entre as linhagens e

permitem uma interpretagdo mais precisa e completa dos dados moleculares.
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TABELA 1A. Distéancias genéticas entre 35 linhagens de milho calculadas pelos indices de Nei e Li e de co-dominéncia

para o SSR, apresentados nas porgdes superior e inferior da diagonal, respectivamente. Embrapa Milho e
Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

Ll L2 13 14 L5 16 L7 L8 19 L0 LI L1z Li3 Lia LIS L6 LI7 LIA L9 120 121 L22 133 131 L3S
] 066 081 085 085 078 078 075 067 078 089 092 081 085 075 077 093 085 066 067 074 081 085 080 074
L2 070 08 081 03t 078 081 039 070 035 032 092 088 073 078 080 085 078 069 062 085 087 089 078 08I
L3 082 080 076 074 077 085 085 081 070 075 037 076 069 074 076 078 081 069 085 084 077 081 081 0,85
L4 086 082 076 056 067 093 056 0952 085 075 077 069 08 078 084 075 082 077 052 081 080 077 093 066
LS 088 082 076 054 075 093 072 082 079 083 081 059 08 065 081 079 082 085 085 081 071 089 093 085
L6 082 082 080 070 074 08 075 082 079 079 081 074 081 082 074 072 068 081 075 081 078 075 086 053
L7 08 084 08 092 092 086 082 082 089 030 08 093 093 08 08l 08 08 078 08 08I 08 08 089 093
L8 076 088 084 056 072 078 084 08 082 076 082 078 089 07 085 076 079 075 08 071 08I 082 09 068
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L13 08 088 076 070 060 076 092 080 084 086 088 082 077 082 092 085 085 035 092 092 057 089 O08S 081
LI4 09 072 068 088 090 082 0952 088 088 082 076 072 0,76 082 084 078 075 077 074 092 080 077 082 081
LIS 08 08 078 078 068 084 086 076 074 072 078 080 OR4 0,82 085 079 05 067 068 ORS 081 093 086 082
LI6 078 080 076 084 082 076 082 083 084 084 08 080 092 084 090 096 081 0% 081 08 050 073 089 081
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TABELA 2A. Distancias genéticas entre 35 linhagens de milho, calculadas para a combinagdo da média dos indices de
Jaccard para o AFLP e de Nei e Li para o SSR ou isoladamente para o AFLP. Os dados combinados estdo
na porgdo superior da diagonal e os do AFLP, na por¢o inferior. Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas -

MG, 2002.

L1 L2 L3 L4 LS L6 L7 L8 L9 L10 L1y L12 L13  L14 L1S L6 LI7 L18 U8  L20 L21 L22

L1 063 067 077 073 074 071 072 069 065 076 0,78 076 0,75 067 089 080 076 065 064 066 0.9

L2 0,56 067 070 067 066 073 075 069 080 066 071 075 066 069 07% 072 067 085 057 070 074
L3 053 055 073 087 069 071 074 073 061 068 041 068 067 070 067 067 071 0863 072 072 067

L4 067 058 069 051 057 077 056 078 074 067 070 064 075 067 076 064 073 069 078 069 069
L5 059 053 058 048 059 076 065 073 070 070 068 057 076 063 073 067 072 070 072 070 064

L6 065 051 058 045 045 070 067 072 0690 072 068 062 070 072 070 082 067 070 067 071 0867
L7 062 061 057 062 060 0,55 072 070 073 078 076 076 075 074 072 089 078 072 071 072 070

L8 069 061 063 055 057 055 060 076 070 067 07t 070 075 064 071 085 071 065 073 062 0,68
L8 o068 064 085 065 082 080 058 062 074 069 073 072 076 068 0,76 076 081 056 063 087 075

L10 049 051 0S2 063 050 080 056 0,57 062 065 065 075 063 061 070 072 065 064 055 065 060
L11 061 052 061 055 053 057 063 054 061 053 038 075 067 067 075 074 071 086 070 067 065
L12 o061 051 045 060 051 052 060 058 059 051 0,35 072 064 070 070 071 074 069 070 068 0,64
L13 068 061 060 058 053 040 061 061 060 064 062 061 072 072 078 074 074 071 075 078 057
L14 060 058 066 061 063 058 057 062 065 057 058 058 067 071 077 072 070 071 064 074 067
L15 054 056 062 067 058 059 061 052 057 0S50 056 059 060 061 074 070 0,75 061 062 069 068
L18 059 062 058 0690 064 064 081 059 067 057 085 061 065 070 0,57 078 073 075 070 073 071
L17 068 057 058 054 055 053 050 053 060 056 0681 057 051 067 060 060 072 067 072 075 0,78
L18 065 056 063 063 060 063 065 062 070 058 063 063 064 065 059 065 0,65 063 068 076 0,77
L19 062 059 05 063 055 05 063 057 059 055 060 058 058 068 052 066 048 0,59 058 065 074
L20 05 050 059 063 086 058 048 061 053 046 058 053 058 057 051 061 055 084 058 067 071
21 055 0S7 0% 057 057 05 061 053 059 054 054 051 064 055 052 063 062 065 062 053 0,69

122 055 058 056 059 052 049 053 055 081 052 055 050 051 052 050 054 060 0681 058 053 054

L23 060 061 058 068 08 061 059 054 050 0860 050 058 065 0861 055 058 062 050 058 053 054 053
L24 055 059 055 063 057 055 056 058 061 050 055 053 062 058 050 063 057 064 054 053 062 051
L25 062 064 081 053 056 048 050 055 063 052 057 055 083 05 060 062 058 063 060 056 058 054
L28 055 052 085 055 050 051 058 059 063 051 055 056 066 056 048 060 059 062 052 059 058 054
L27 o064 0685 065 069 061 063 052 065 070 059 066 063 068 0S9 061 066 065 062 064 062 068 057
28 066 056 067 062 055 05 057 064 061 058 038 052 066 063 061 074 068 068 068 060 067 061
L2g 057 020 052 062 049 054 063 058 063 050 053 047 050 050 059 083 060 061 058 052 057 057
L30 057 068 05 062 060 058 054 059 059 058 065 062 062 061 055 058 050 064 055 054 059 059
L31 060 068 068 074 068 085 068 061 068 063 083 067 067 068 066 054 060 071 067 068 065 061
L2 052 058 062 053 058 05 055 058 060 054 056 057 066 060 045 065 057 06% 052 057 059 055
L33 060 058 062 063 057 054 053 056 060 052 058 058 060 058 052 054 060 062 055 052 057 051
L34 056 057 057 059 048 051 040 056 057 049 058 055 061 059 056 065 055 063 058 052 059 0,56
L35 065 061 062 057 050 053 055 051 058 050 058 058 062 057 060 062 047 061 080 050 060 057

... continua...
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TABELA 2A, Cont.

L1
L2
L3
L4
LS
Le
L7
L8
Lo
L10
L1
L12
L13
L14
L15
L16
L1?7
L18
L19
L20
L21
L22
L23
L24
L25
126
L7
L28
L29
L30
L31
L32
L33
L34
L3S

23

0,75
0,69
0,72
0,73
069
0,74
0,60
0,72
0,73
0,62
0,67
0,78
0,70
0,78
0,65
073
0,66
0,68
068
0,71
0,68

061
0,57
0,63
063
0,85
0,61
0,61
049
0.61
0,80
0,59
0,57

L24

0,71
0,70
078
0,76
073
0,74
0,75
0,71
0,70
0,72
0,73
0,78
0,71
0,70
077
0,74
0,76
0,68
0,72
0,70
0,69
0,75

0,69
0,56

0,59
0,58
0.52
085
0,37
0,53
0,45
0,59

£25 128 127
073 074 068 068 072 074 0,70

0,72
0,72
0,50
0,70
0,50
0,71
0.61
0,73
0,68
0,74
0.71
0,72
0.68
0,71
0.71
0,73
075
0,72
0,70
0,67
0,67
0,72
0,76

0,50
0,84
0,66
0,59
057
0,57
0,862
0,568
0,48
0.45

0,65
0,75
0,63
0.8t
0,61
073
o7
071
0,68
0,72
0,75
0,75
0,74
0,82
0,68
0,71
0,75
0,66
0,66
0,74
0,68
0,72
0,72
0,84

0,84
0,83
0,54
0,59
0,68
037
0,54
0,55
0.62

0,73
0,68
0,80
0,76
0,72
0,65
0,74
078
0,71
0,70
068
0,73
0,68
0.71
0,75
0,78
073
071
073
0,76
0,67
0,76
0,72
074
0,77

0,50
0,68
0,57
0,76
0,64
0,55
0,58
0,868

L28

0,70
0,70
0,74
0,73
0,73
0,74
0,72
067
0,69
0,40
0,53
0,74
0.71
0,70
0,81
0,79
0,75
071
0,70
0,75
0,70
0.7
0.72
077
0,79
0,48

0,57

129

0,24
0,68
070
0,58
0,69
0,74
0,74
0,75
0,71
0.69
0,70
0,68
0,71
0,73
0,75
0,71
0,73
0,71
0,68
0,74
0,71
0,75
0,72
0,73
0,82
0,79
0,73

0,64
0,65
0,58
0,59
0,57
0.84

130
0,68
0,78
0,70
0,71
0,74
0,69
0,89
0.69
0.70
0,71
0,73
0.72
0,69
0,77
0,70
0,71
0,74
0,76
0,70
0,73
0,70
0,68
0,69
0,70
0,72
071
0,65
0,60
0,79

0,60
0,56
0,54
0,58
0,57

L31
0,70
0,73
0,68
0,72
0,70
0,70
0,74
0,69
0,73
0,74
0,69
0,72
077
0,73
0.74
0,58
0,74
0,72
0,70
071
077
0,72
045
0,77
0,70
070
0,81
0,74
0,74
067

0,69
0,62
0,63
0.81

L32
0,69
0,70
073
0,67
0,70
0,72
0,69
0,68
0,72
0.61
0,68
0,72
0,75
0,71
0,50
0,78
0,68
073
0,84
0.687
0,72
0,69
0,71
047
0,74
0,56
0,73
0,69
072
0,65
0,74

0,57
0,51

063 058 043

L33
0,70
0,72
0,79
0,75
0,72
064
0.69
0,71
073
0,72
0,74
0,73
0,72
0,74
0,73
0,61
0.77
0,73
0,76
063
0,71
0,65
0,68
0,72
0,70
0,89
0,72
0,76
0,71
0,65
0,70
0,73

0,53

L34
0,68
0,72
0,71
0,73
0,70
0,63
0,64
0,70
0,71
0,66
0,72
0.71
0,72
0,75
0,69
0,74
0,73
0,78
0,68
0,70
068
0,67
0,74
0,85
0,684
on
0,70
0,68
0,71
0,67
0,77
0,685
0,86

L35
074
0,76
0.77
0,70
0,72
0,69
0.7¢
0,64
073
073
0,74
0,73
0,72
0.69
0,73
0,75
0,64
0,74
0,77
0,70
0,78
0,73
0,71
0.71
087
0,76
0,77
0,78
0,75
088
0,79
0.74
0,68
0,59
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TABELA 3A, Cont.

L1
L2
L3
L4
LS
L6
L7
L8
L9
L0
L1
Lt12
L13
L14
L1§
L18
L17
L18
L19
L20
121
L22
L23
124
L25
L28
L27
L28
L29
L30
L31
L32
L33
L34
L35

L27 L28 L29 L30 L3
047 049 040 040 043
0,48 039 0,11
048 050 035 0,41

0,52
0,44
045
0,35
0,49
0,54
0,42
0,49
0,46
0,49
042
0,44
0,49
0,49
0,45
048
0,44
0,51
0,40
0,48
0,41
047
0,47

0,85
0,88
0,85
0,82
0,89
0,94
0,90
0,95

0,44
0,38
0,41
0,40
0,47
0,44
0,41
0,23
0,38
0,50
0,46
0,44
0,59
0,49
0,49
0,51
0,43
0,51
0,44
0,48
0,42
0,49
048
0,

0,94
0,88
0,88
0,88
0,94
0,87
0,85

0,45
0,33
0,37
0,45
0,40
0,48
0,34
0,38
0,31
0.42
0,42
0,42
0,46
0,43
044
0.41
0,36
0,40
0.40
0,43
0,41
0,42
0,37
0,50
0,40

0,88
0,92
0,88
0,92
0,90
0,80

0,49

0,45
0,43
0,41
0,37
0,42
042
0,40
048
0,45
0,45
0,44
0,28
0,40
042
047
0,38
0,37
0,42
0,42
0,44
0,38
040
0,42
0,40
048
0.47

0.82
0,83
0,88
0,89
0,81

0,52
0.49
0,58
0,52
0,48
0,52
0,44
0,52
0,48
0,46
0,50
0,50
0,49
0,49
0,37
0,53
0,54
0,50
0,40
0.48
0,44
0,32
0,49
0,40
0,51
0,61
0,57
0,48
0,43

0,64
0,89
0,95
0,86

L32 L33 L34 L3as

0,35
0,40
045
0.36
0,40
0,39
0,38
0,41
0,43
037
0,39
0,40
0,49
0,43
0,29
0,49
0,40
0,44
0,35
0,40
042
0,38
0,44
0,23
0,45
0,22
0.47
043
0.41
0,39
0,52

0,83
0,88
0,92

0,43
0,41
045
0,46
0,40
037
0,38
0,38
0.43
0,35
0.41
0,41
0,43
0.41
035
037
043
045
0,38
0,35
040
0,34
0,43
038
0,39
037
0,38
045
041
037
0,45
0,39

0,88
089

0,39
0.40
0,40
0,42
0.33
0,34
0,32
0,39
0,40
0.33
0,41
0,38
0,44
0,42
0,39
0,48
0,38
0,48
0,42
0,38
0,42
0,39
0,42
0.29
032
0,38
041
0,39
0,40
0,30
0,46
0,35
0,38

0,88

0,48
0.44
0.45
0,40
0,34
0,36
0,38
0,34
0,40
0,34
041
0,41
045
0,40
0,43
0,45
0,31
0,44
0,43
0,33
0,43
0,40
0,40
0,41
0,29
0,45
0,45
0,44
0.47
0,40
0,44
0,46
0,30
027
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TABELA 4A. Distancias genéticas entre 21 linhagens de milho com endospermas do tipo duro, calculadas com a

combinagdio das médias dos indices de Jaccard para o AFLP e Nei ¢ Li para o SSR. Embrapa Milho e
Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002,

Ll L2 L3 L9 L10 LIl L12 L15 LI6 L20 L21 L22 L23 L24 L26 L27 128 L29 L31 L32
L2 0,61
L3 0,67 0,67
L9 0,67 0,67 0,73
LI10 0,63 0,68 0,61 0,72
L1t 0,75 0,67 0,68 0,68 0,64
Li2 0,77 0,72 0,41 0,72 0,65 0,37
L15 0,65 0,67 0,68 0,63 0,59 0,66 0,69
Li6 0,68 0,71 0,67 0,76 0,71 0,75 0,71 0,71
L20 0,63 0,56 0,72 0,62 0,55 0,70 0,71 0,60 0,71
L21 0,64 0,71 0,72 0,68 0,66 0,66 0,68 0,69 0,74 0,67
L22 0,68 0,72 0,66 0,72 0,68 0,64 0,64 0,66 0,72 0,70 0,69
L23 0,73 0,75 0,70 0,72 0,73 0,62 0,67 0,74 0,65 0,69 0,71 0,65
L24 0,72 0,69 0,68 0,70 0,70 0,71 0,73 0,68 0,76 0,71 0,70 0,68 0,73
L26 0,65 0,63 0,75 0,71 0,63 0,69 0,74 0,60 0,69 0,65 0,73 0,64 0,71 0,69
L27 o,71 0,73 0,69 0,78 0,70 0,70 0,68 0,70 0,75 0,73 0,76 0,67 0,76 0,68 0,75
L28 0,74 0,71 0,70 0,66 0,68 0,39 0,51 0,68 0,81 0,71 0,74 0,69 0,70 0,71 0,76 0,49
L29 0,69 0,23 0,66 0,75 0,71 0,69 0,70 0,72 0,75 0,66 0,75 0,68 0,74 0,70 0,62 0,79 0,72
L31 0,69 0,73 0,66 0,72 0,73 0,68 0,73 0,71 0,59 0,69 0,77 0,71 0,48 0,76 0,68 0,81 0,74 0,75
L32 0,66 0,67 0,71 0,70 0,59 0,67 0,70 0,47 0,78 0,64 0,71 0,67 0,70 0,46 0,52 0,72 0,68 0,68 0,72
L33 0,69 0,72 0,79 0,73 0,71 0,72 0,72 0,73 0,62 0,64 0,69 0,66 0,66 0,71 0,68 0,72 0,76 0,72 0,71 0,72
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TABELA S5A. Distincias genéticas entre 14 linhagens de milho com endospermas do tipo dentado, calculadas para a
combinagao da média dos indices de Jaccard para o AFLP e Nei e Li para o SSR. Embrapa Milho e Sorgo,
Sete Lagoas - MG, 2002,

L4 L5 L6 L7 L8 L13 L4 Li17 LI8 LI19 125 L30 L34
L5 0,52
L6 056 0,60
L7 077 076 0,70
L8 056 065 065 071
L13 064 056 061 0,77 0,69
L4 075 076 070 0,75 0,76 0,72
L17 064 067 062 070 0,65 073 0,73
L18 072 071 066 075 071 0,75 070 0,72
L19 070 0,70 069 0,70 0,66 0,72 0,72 0,67 0,65
L25 059 071 050 0,72 062 072 069 0,74 076 0,72
L0 o072 073 068 0,70 069 068 0,77 0,73 0,77 070 0,73
L34 072 069 062 062 070 072 074 0,72 078 065 0,65 0,67
L35 068 070 066 0,76 064 0,71 067 062 072 076 066 070 0,59
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FIGURA 3B. Dendograma de 35 linhagens de milho revelado pela anélise de agrupamento UPGMA, com base no

complemento dos indices de similaridade de Jaccard utilizando marcadores SSR. (dt= endosperma
dentado; dt/Q= materiais QPM com endosperma dentado; D= endosperma duro; D/Q = materiais QPM
com endosperma duro). Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.
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