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RESUMO

RUPP, Jacinto Vagner. M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, julho de 2008.
Diversidade genética em progénies de milho doce utilizando marcadores
SSR. Professora Orientadora: Dra. Maria de Fatima Pires da Silva Machado.
Professores Conselheiros: Dra. Claudete Aparecida Mangolin e Dr. Carlos Alberto
Scapim.

A proposta do presente estudo € utilizar os primers de SSR (Sequéncias Simples
Repetidas de DNA), conhecidos também como microssatelites, previamente
isolados de milho comum para selecionar aqueles mais adequados para
amplificar sequéncias de microssatélites no DNA das progénies do cultivar de
milho doce sugary-1 (sul). Os produtos das amplificagdes devem informar sobre
a diversidade genética do material em estudo, sobre a estrutura genética das
populagdes de linhagens que estdo sendo formadas, e sobre a distancia e/ou
similaridade entre as linhagens avaliadas. Dentre 100 primers testados, 13%
foram polimérficos. Os 13 primers polimérficos (umcl1071, umcl1636, umcl736,
umcl506, umcl582, umcl383, umc2080, umcl446, umcl590, umcl241,
umc2343, umcll69, e umc2116) foram usados para investigar a diversidade
genética em 15 progénies de milho doce (W-06, W-07, W-10, W-12, W-16, W-
17.1, W-22, W-26, W-28, W-30, W-36, W-37, W-17.2, W-46, e W-49), por
determinar bandas bem definidas no gel e por apresentar alelos diferentes. Os
primers umc2116 e umcl1383 evidenciaram 2 e 3 alelos em 73,33% e 66,66%,
respectivamente, das progénies, e o primer umc1582 foi 0 menos polimaérfico. Um
excesso de gendtipos heterozigotos no locus Umc2116 pode ser constatado nas
progénies W-12, W-28, W-26, W-46, W-30, e W-17.2. As frequéncias de alelos
distribuidas de acordo com o esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg, foram
verificadas em 21.53% dos testes feitos nas 15 progénies. A progénie W-26
apresentou o maior numero de loci polimérficos (92,31%) e o maior numero de
alelos por locus polimérfico. A progénie W-06 nao apresentou polimorfismo, e as
progénies W-12, W-17.1, e W-10, foram as que apresentaram a menor proporgao
de loci SSR polimorficos (23,08%). A progénie W-46 apresentou a maior
propor¢cao de gendtipos heterozigotos observada (H, = 0,3385), e a progénie W-

28 apresentou a maior propor¢gdo de genotipos heterozigotos esperada (He =
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0,3368). A auséncia de polimorfismo nos 13 loci SSR da progénie W-06 e os
valores altos e baixos para a propor¢ao de loci polimoérficos e heterozigosidades
observada e esperada nas diferentes progénies, determinam uma diferenciagéo
genética muito alta entre as 15 progénie sul na geragédo Ss (Fsr = 0,6515). Desta
forma, é possivel concluir que o processo de selegao para a formagao destas 15
progénies sul de milho doce tem conduzido a formagao de progénies altamente
diferenciadas para os 13 loci SSR analisados. O valor positivo para o coeficiente
Fis indica um excesso de 4,36% de gendtipos homozigotos na geragao Ss. O nivel
de divergéncia genética mostra a formacgao de trés agrupamentos principais onde
as progénies estao distribuidas num intervalo de similaridades ou identidades (1)
genéticas de 0,2085 a 0,8716. As progénies W-17.1 e W-26 sdo as mais similares
(I =0,8716) e as progénies W-37 e W-49 s&do as mais divergentes geneticamente
(I = 0,2085). Os valores estimados para a identidade genética entre as progénies
podem ser uteis para direcionar cruzamentos promissores, para selecionar a
caracteristica de interesse mantendo, ou ampliando a diversidade genética em

loci, que em principio, sdo considerados neutros, como os loci SSR.

Palavras-chave: milho doce, microssatélites, diversidade genética.
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ABSTRACT

RuppP, Jacinto Vagner. M.Sc. Universidade Estadual de Maringa, July 2008.
Microsatellites for the characterization of genetic diversity in sweet maize.
Adviser Professor: Dra. Maria de Fatima Pires da Silva Machado. Committee
Members: Dra. Claudete Aparecida Mangolin and Dr. Carlos Alberto Scapim.

DNA Simple Sequences Repeated (SSR) primers, also known as microsatellites,
previously isolated from common maize, were employed to select the most
adequate one for the amplification of microsatellite sequences in the DNA of sweet
maize, cultivars sugary-1 (sul). Amplification products inform the genetic diversity
of the material under analysis, the genetic structure of developing progenies,
populations and the distance and/or similarity between evaluated progenies. In the
context of 100 primers, 13% were polymorphic (umc1071, umcl1636, umcl736,
umcl506, umcl582, umcl383, umc2080, umcl446, umcl590, umcl241,
umc2343, umc1169, and umc2116) and used to investigate the genetic diversity in
15 strains of sweet maize (W-06, W-07, W-10, W-12, W-16, W-17.1, W-22, W-26,
W-28, W-30, W-36, W-37, W-17.2, W-46, and W-49) through the determination of
well-defined bands in gel and through the existence of different alleles. Primers
umc2116 and umcl383 showed 2 and 3 alleles, respectively in 73.33% and
66.66% of strains; primer umcl582 was the least polymorphic. Excess of
heterozygous genotypes in locus umc2116 has been pinpointed in strains W-12,
W-28, W-26, W-46, W-30, and W-17.2. Frequency of alleles distributed according
to Hardy-Weinberg equilibrium has been verified in 21.53% of tests in 15
progenies. W-26 had the highest number of polymorphic loci (92.31%) and the
greatest number of alleles per polymorphic locus. Strain W-06 failed to present
any polymorphism, whereas strains W-12, W-17.1 and W-10 had the least
proportion of polymorphic loci SSR (23.08%). Strain W-46 had the highest
proportion of heterozygous genotypes (H, = 0.3385), while strain W-28 showed
the highest proportion of expected heterozygous genotypes (He = 0.3368).
Absence of polymorphism in 13 SSR loci of strain W-06 and high and low rates for
the proportion of polymorphic loci and heterozygosity found and expected in the
different strains determined a high genetic differentiation among the 15 sul
progenies in generation Ss (Fsr = 0.6515). It may be concluded that the selection
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process for the formation of the 15 sul strains of sweet maize has led towards the
formation of highly differentiated strains for the analyzed 13 SSR loci.
Positiveness for coefficient F,s indicates an excess of 4.36% of homozygous
genotypes in Ss generation. Genetic divergence level shows the formation of three
main groupings in which progenies are distributed in intervals of genetic
similarities or identities (I) from 0.2085 to 0.8716. W-17.1 and W-26 are the most
alike (1 = 0.8716), whereas W-37 and W-49 are genetically the most divergent (I =
0.2085). Estimated rates for genetic identity among progenies may be useful for
promising crossings, for the selection of interest characterization while keeping or

amplifying the genetic diversity in the loci, as a rule neutral, such as SSR loci SSR.

Key words: sweet maize, microsatellites, genetic diversity.



1. INTRODUCAO

De acordo com os registros de Gleason e Cronquist (1991), o milho € uma
planta da familia Poaceae, divisdo Liliopsida originaria da América Central, que
apresenta grande capacidade de adaptagéo a diversos climas, sendo plantado em
praticamente todas as regides do mundo, nos hemisférios norte e sul, em climas
umidos e regides secas. Os mesmos autores (Gleason e Cronquist, 1991)
registram também que pouco se sabe a respeito da evolugdo do milho doce e que
duas teorias foram formuladas na tentativa de elucidar esta incognita. Uma das
hipéteses considera o milho doce como uma espécie distinta, usada como fonte
de alimento pelos indios norte-americanos. A outra identifica o milho doce como o
produto de uma mutagdo de origem relativamente recente, provinda do milho
comum. A primeira hipotese ndo € bem aceita, uma vez que apenas uma unica
espiga foi encontrada em uma ruina asteca, no Novo México (Huelsen, 1954).

Alguns autores destacam que parece pouco provavel que o milho doce
tenha aparecido na natureza como uma raga selvagem, similarmente aos outros
tipos de milho (Machado, 1980). Este tipo de milho pode ser considerado como
um produto de mutacéo seguida de domesticagao, pois uma nova fonte de agucar
certamente nao seria ignorada pelas tribos indigenas americanas.

Segundo Souza et al. (1990), o milho doce é caracterizado por apresentar
graos com alto teor de agucares e muito pouco amido no endosperma, o que
torna os graos enrugados e translucidos quando secos. Este material apresenta
uma versatilidade de uso muito grande, podendo ser utilizado no consumo
humano, tanto in natura como também na forma de produto industrializado.

No Brasil, a produgdo de milho doce € voltada, em sua grande maioria,
para a industria de conservas, garantida por meio de contratos realizados
diretamente entre as industrias e os produtores. A exploragdo da cultura é
realizada durante todo o ano, utilizando-se irrigagéo, e o escoamento da produgao
permite um fluxo constante do produto para a comercializagdo. Apesar do
potencial, o cultivo do milho doce é pouco difundido no Brasil e isso se deve,
principalmente, a inexisténcia de programas de melhoramento que visam ao
desenvolvimento de variedades bem adaptadas e com caracteres agrondmicos

desejaveis. Programas de melhoramento do milho doce foram iniciados em



1979/80 por diversos Centros Nacionais de Pesquisa e por Agroindustrias.
(Teixeira et al., 2001)

As sementes de milho doce, devido a elevados teores de acucares
soluveis no endosperma, rugosidade caracteristica no tegumento e pericarpo
delicado, sdo mais susceptiveis a deterioragdo e ao ataque de pragas durante a
maturagao. Além disso, o padrao de germinagcao das sementes de milho doce €&
20% inferior ao milho comum (Netto et al., 2007). Wilson Junior e Trawatha (1991)
apontaram a maturidade incompleta das sementes como um dos fatores
causadores de um efeito prejudicial na sua qualidade e, segundo Araujo et al.
(2002), o pericarpo delgado torna as sementes mais susceptiveis as danificacbes
mecanicas.

No melhoramento do milho doce, Teixeira et al. (2001) destacam que se
deve levar em consideracao, além da produtividade e caracteres de interesse
agrondmicos, os aspectos relacionados a qualidade dos mesmos. Além disso,
consideram que o melhoramento do milho doce deve atender as necessidades do
agricultor e do consumidor. Ao agricultor interessa produtividade elevada e os
demais atributos de uma boa variedade de milho normal. No sentido de atender
aos pré-requisitos, tanto da qualidade como da produtividade, em 2005, na
Universidade Estadual de Maringa-PR, foi iniciado um programa de melhoramento
genético para milho doce.

Conforme a exposi¢ao de alguns autores (Ferreira e Grattapaglia, 1998),
em um programa de melhoramento genético, € importante a caracterizagao
molecular da diversidade genética do germoplasma em estudo, caracterizagao
esta que pode fornecer dados uteis para auxiliar o melhorista na selecao dos
progenitores de populag¢des basicas para as proximas geragdes. Os marcadores
moleculares vém sendo usados para estimar a diversidade genética entre
genitores de uma populagdo, geralmente por meio da similaridade ou
dissimilaridade (distancia) genética. A analise da diversidade genética se destina
a identificacdo de genitores adequados para obtengdo de hibridos com maior
efeito heterdtico e que proporcionem maior segregagcdo em recombinacgdes,
resultando em bons hibridos (Destro e Mantalvan, 1999).

As estimativas da diversidade genética do milho doce parecem ainda um
assunto pouco explorado, pois poucos sao os registros na literatura especializada

descrevendo este parametro. Alguns autores tém abordado a analise da
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diversidade genética em milho doce usando os proprios genes que conferem
caracteristica doce para a variedade (Jones et al., 1995). Varios alelos tém sido
registrados para o gene sul, por exemplo (Dinges et al., 2001). No gene su1, tém
sido descritos, inclusive, alelos nulos e mutagdes que causam clivagens
alternativas, (splicing) do mRNA produto do gene su1. A respeito das mutagdes
descritas para os genes responsaveis pela caracteristica doce do milho, as
observagdes de Whitt et al. (2002) sdo de que loci alvos da selegdo natural tém
relativamente um nivel de variagcado genética baixa.

Estudos preliminares tém apontado a analise de sequéncias simples
repetidas de DNA (SSR: Simple Sequence Repeated) ou microssatélite como um
dos marcadores moleculares mais adequados para estimar a variabilidade
genética em milho doce (Barbosa-Neto et al., 2005). Os loci SSR, em principio,
nao sao alvo da selecao artificial e o uso de marcadores SSR tem sido
recomendado para a analise da origem e evolugao do milho cultivado (Natsuaka
et al., 2002)

O presente estudo utiliza os primers de SSR previamente isolados de
milho comum para selecionar aqueles mais adequados para amplificar
sequéncias de microssatélites no DNA das progénies sul do cultivar de milho
doce sugary-1 (sul). Os produtos das amplificacdes serdo analisados usando
programas especificos e os resultados obtidos deverdo informar sobre a
diversidade genética do material em estudo, sobre a estrutura genética das
populacdes de progénies que estdo sendo formadas e sobre a distancia e/ou

similaridade entre as progénies avaliadas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Origem do milho doce

Desde os primérdios da civilizagdo, o milho (Zea mays L.) tem sido no
Ocidente uma cultura de grande importancia (Tracy, 2001). Originario da América,
provavelmente da regido onde se situa o México, foi domesticado no periodo
entre 7000-10000 anos atras (Aragao, 2002).

Seu desenvolvimento nesta regido esteve intimamente relacionado a
evolugdo agricola dos povos que viviam naquela época. Segundo Tracy (2001), o
milho doce (Zea mays L.), contendo o alelo sugary (su), existiu na América
Central e do Sul no periodo pré-colombiano.

Acredita-se que o milho doce tenha ocorrido na natureza como produto de
uma mutagdo seguido de uma domesticacédo. Provavelmente, ele foi identificado
por estas civilizagdes como uma nova fonte de carboidrato, sendo entdo
domesticado e utilizado como alimento (Machado, 1980). Uma das hipéteses para
explicar esta teoria diz respeito a caracteristica do alelo sugary para a viabilidade
das sementes. Este fator resultaria em baixa capacidade evolutiva

comparativamente ao milho sem a mutagao (Tracy, 2001).

2.2. Classificacdo botanica e caracteristicas do milho doce

O milho doce (Zea mays L. grupo saccharata) pertence a familia das
Poaceas, tribo Maydeae, do género Zea, e da espécie Zea mays L, (2n=20). O
homem herdou aproximadamente 300 racas de milho, caracterizadas pelas mais
diferentes adaptagoes, tanto para condi¢des climaticas como para usos do cereal.
Aragdo (2002) descreve que a boténica e a reprodugdo do milho doce sé&o
idénticas as do milho comum. A cultura do milho doce, normalmente, € anual e a
propagacao € realizada por sementes, enquanto o plantio é feito diretamente no
campo (Kurozawa, 2007).

O milho doce apresenta caracteristicas proprias, diferenciando-se do
milho comum. Ele é um tipo de milho mutante que difere do selvagem ou dentado
por uma mutagao no locus sugary (su). Esta diferenciagao se encontra apenas na

semente que, apos a maturagao, seca vagarosamente e, uma vez seca, torna-se



vitrea e enrugada; vitrea devido a cristalizagdo dos agucares que se encontram
em maior concentragdo e enrugada devido a baixa propor¢cdo de amido no
endosperma (Stork e Lovato, 1991). A semente € provida de sabor adocicado,
pericarpo fino e endosperma com textura delicada, sendo, também, possuidora de
um elevado valor nutricional. Assim ocorre um acumulo de cerca de duas vezes
mais agucar no endosperma do que no milho selvagem. Atualmente, existem
muitas variedades disponiveis e varios novos mutantes tém sido usados para
melhorar o sabor do milho doce, particularmente os genes brittle (bt) e shrunken-2
(shy) (Barbosa-Neto et al., 2005). Essa mutagdo promove o bloqueio da
conversao de acucar em amido, para a formag¢ao do amilopectina no endosperma,
o qual confere um carater mais doce ao gréo de milho (Barbieri et al., 2005).

A planta de milho doce possui em média de 1,30 a 2,50 m de altura, caule
ereto, cilindrico, fibroso, separado em porgdes por gomos, e, geralmente,
recoberto por uma parte da folha denominada bainha. As folhas sdo de tamanho
médio a grande, cor verde-escura a verde-clara, flexiveis e apresentam uma
nervura central branca, lisa e bem visivel. A planta produz flor masculina (flecha
ou pendao) na sua parte mais alta, onde produz os graos de polen e a flor
feminina (espiga) a meia altura. Cada fio (cabelo) que sai da espiga é responsavel
pela produgdo de um grao, depois de fecundada. O milho doce produz bem em
épocas do ano com média a alta temperatura e boa disponibilidade de agua no
solo durante todo o ciclo da planta. A colheita de espigas é feita quando os graos
estdo em estado leitoso. Os graos maduros e secos ficam totalmente enrugados
devido ao baixo teor de amido na sua composi¢ao (Paiva et al., 1992; Kurozawa,
2007).

2.3. A cultura do milho doce no Brasil

O milho doce é uma das hortaligas mais comuns nos EUA e Canada.
Atualmente, a area mundial cultivada é de 900 mil hectares. No Brasil, cultivam-se
apenas 38 mil hectares e praticamente 100% da produgdo € destinada ao
processamento industrial, movimentando em torno de 550 milhées de reais por
ano (Syngenta, 2008). A area cultivada no Brasil ainda € muito pequena quando
comparada a mundial e, segundo Gama et al. (1992), dentre os fatores que

dificultam uma rapida difusdo do consumo do milho doce entre os consumidores



brasileiros esta a inexisténcia de cultivares adaptadas as nossas condigdes
ambientais.

A produgao concentra-se nos estados do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo,
Minas Gerais, Goias, Distrito Federal e Pernambuco (Parentoni et al., 1990). Na
regido Nordeste, este produto, principalmente na forma de espiga, possui muita
importancia econdmica devido ao expressivo consumo regional e a sua utilizagao

como matéria prima de muitos pratos da culinaria local (Pedrotti et al., 2003).

A exploragdo da cultura é realizada durante todo o ano utilizando-se
irrigacdo e o escalonamento da producdo, permitindo um fluxo constante do
produto para a comercializacdo (Teixeira et al., 2001). Este seguimento tem
crescido nos ultimos anos e a tendéncia € a manutengdo deste crescimento,
visando principalmente o mercado para exportagao (Barbieri et al., 2005). Assim,
o Brasil, como um grande produtor de milho comum, apresenta grande potencial
para a producdo de milho doce. Entretanto, em virtude do pouco conhecimento
por parte dos consumidores e da pequena disponibilidade de sementes, seu
cultivo tem sido restrito (Teixeira et al., 2001). Araujo et al. (2006) registram uma
expectativa de que, em pouco tempo, o milho doce se tornara uma importante
cultura no Brasil, podendo ser uma alternativa agronémica altamente rentavel. No
Brasil, com a expans&do do mercado de milho doce para a industria de enlatados
de milho verde e maior preocupacéo com sua qualidade (Aragéo et al., 2003),
algumas empresas governamentais e privadas vém desenvolvendo programas de
melhoramento para producao de cultivares de milho doce adaptadas ao clima de
cada regido (Scapim et al., 1995), que apresentem endosperma com converséo

reduzida de agucar em amido (Gama et al., 1983; Fornasieri Filho, 1992).

2.4. Alelos mutantes e o melhoramento genético do milho doce

Diversos alelos foram identificados no milho doce e estes sao utilizados
comercialmente. Todos eles sao caracterizados por apresentarem alteragcdes na
composi¢cdo dos carboidratos no endosperma, mas diferenciam-se quando a
propor¢gdo de amido e agucar no grao; também sao diferenciados quanto a

posicao que estes alelos ocupam no cromossomo (Tracy, 2001).



Quadro 1 - Alelos mutantes de endosperma utilizados em hibridos de milho doce

Alelos Simbolo Enzima Fendtipo
Amylose- ael Starch branching enzime lib Doce
extenderl

Brittlel btl Starch granule bound phospho- Superdoce

oligosacharide synthase

Brittle2 bt2 ADH-glucose pyrophosphorylase Superdoce
Dull1 dul Soluble starch synthase Doce
Shrunken2 sh2 ADH-glicose fosforilase Superdoce
Sugary sul Starch debranching isoamylase Doce
Sugary sel Desconhecido Superdoce
enhancerl

FONTE: Adaptado de Tracy (2001).

Boyer e Shannon (1984) afirmaram que os alelos mutantes, que
promovem a biosintese de amido, podem ser divididos em duas classes conforme
o efeito na composicdo do endosperma. Na primeira classe, alelo brittlel (btl),
brittle2 (bt2) e shrunken2 (sh2) acumulam grande quantidade de agucares, entre
18 e 40% em detrimento ao amido. Segundo Tracy (2001), no momento da
colheita, o grao contém de quatro a oito vezes a quantidade de agucar de um grao
de milho comum (3 a 5%) e por isso é classificado como do tipo superdoce.

Na segunda classe, os alelos amilose extenderl (ael), dulll (dul),
sugaryl (sul) e waxyl (wxl) alteram o tipo e quantidade de polissacarideos
produzidos. Os alelos ael, dul e wxl resultam em menor quantidade de amido
quando comparado ao milho convencional. Entretanto, ndo s&o utilizados como
milho doce, a ndo ser se combinado com outros alelos, o que pode resultar em

menos teores de acgucar encontrado na primeira classe.

O alelo sul aumenta a concentragdo de polissacarideos soluveis em

agua, aumentando, por conseguinte, de 5 a 9% o teor de agucar, sendo, entao,
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utilizado na forma simples ou em conjunto com outros mutantes. Por esta razao, é
classificado como do tipo doce. Os hibridos deste grupo, normalmente,
apresentam melhor vigor e germinagdo das sementes quando comparados com
os do grupo superdoce. Contudo, possuem menor periodo de colheita, devido a
uma conversao de agucar em amido que ocorre apoés a colheita (Tracy, 2001).

Finalmente, o alelo sugary enhancer 1 (sel) ndo se enquadra em
nenhuma das duas classes propostas anteriormente, além de n&o ser conhecido
0 seu modo de agao bioquimico. Quando combinado em homozigose com o alelo
sul, também resulta em teores de agucares proximos da primeira classe e niveis
de polissacarideos soluveis em agua similares ao fendétipo sul nao modificado
(Tracy, 2001).

Atualmente, devido ao interesse de mercado, algumas empresas do setor
sementeiro mantém programas de melhoramento genético, buscando o
desenvolvimento de um maior numero de hibridos comerciais que sejam
adaptados as nossas condi¢cbes ambientais. Desta maneira, torna-se fundamental
estudar praticas de manejo mais adequadas ao desenvolvimento destes hibridos
(Barbieri et al., 2005).

Segundo Sawazaki et al. (1990), a espessura do pericarpo afeta a maciez
do grdo e, quanto mais fina, melhor a qualidade do milho que vem sendo
produzido no Brasil. Algumas empresas governamentais e privadas vém
desenvolvendo programas de melhoramento para produgéo de cultivares de milho
doce que apresentam endosperma com conversao reduzida de agucar em amido,
melhorando o déficit germinativo. Porém, a aceitacdo pelo consumidor é
necessaria e indispensavel quando se quer colocar um novo produto no mercado,
sendo que a preferéncia do consumidor € uma importante ferramenta no processo

dos programas de melhoramento.

2.5. Marcadores moleculares

Inicialmente, os estudos genéticos eram realizados utilizando-se
marcadores morfolégicos determinados por mutagbes simples em um gene
particular, gerando alteragdes fenotipicas de facil identificacdo no organismo.

Mesmo com essas limitagbes, os marcadores morfolégicos contribuiram



significativamente para o estabelecimento dos principios tedricos do mapeamento
genético e das analises de ligacdo génica. No entanto, o numero reduzido de
marcadores fenotipicos disponiveis, a auséncia de ligagao destes com caracteres
de importancia econémica e os efeitos deletérios das mutagdes restringiram sua

utilizagao (Guimaraes e Moreira, 1999).

A selecdo de genitores e o planejamento dos cruzamentos sao de
fundamental importéncia para o sucesso de um programa de melhoramento
(Borém, 1997). Nestas etapas podem ser empregados os marcadores
moleculares, que fornecem aos melhoristas informagdes genéticas adicionais e
mais detalhadas dos gendtipos, aumentando a probabilidade de obtencdo de
cultivares superiores. A identificagcdo e selecao de genitores superiores séo
tarefas criticas em espécies perenes como fruteiras e esséncias florestais, uma

vez que o tempo para a obtengao de uma cultivar melhorada é bastante longo.

Os autores Ferreira e Grattapaglia (1996) destacam que o
desenvolvimento das técnicas de Biologia Molecular tornou possivel a
manipulagdo do DNA, culminando no surgimento dos varios tipos de marcadores
moleculares. Um marcador molecular foi definido como todo e qualquer fendtipo
decorrente da expressao de um gene, como no caso de proteinas, caracteres
morfologicos, ou de um segmento especifico de DNA (corresponde a regides
expressas ou ndo no genoma), cuja sequéncia e fungdo podem ou nao ser
conhecidas (Ferreira e Grattapaglia, 1996). Segundo Guimaraes e Moreira (1999),
os marcadores moleculares apresentam varias vantagens sobre os marcadores
morfolégicos por fornecerem um numero ilimitado de polimorfismos distribuidos
aleatoriamente ao longo de todo o genoma e também por serem independentes
dos efeitos ambientais e do estadio fisiolégico da planta, permitindo a

identificacao precisa e precoce dos gendtipos de interesse.

O avancgo das técnicas moleculares tem sido acompanhado pelo grande
desenvolvimento nas areas da bioinformatica e da genética quantitativa, as quais
igualmente tém contribuido para o atual nivel de conhecimentos sobre a estrutura
genética de varias espécies cultivadas e silvestres. Atualmente, estdo disponiveis
mapas genéticos saturados para a maioria das espécies vegetais, além do
desenvolvimento de metodologias cada vez mais precisas voltadas a analise de

loci génicos associados a caracteres quantitativos (QTLs). A aplicacdo dessas



metodologias para acelerar e monitorar os programas de melhoramento genético

tem resultado em grandes avangos no desenvolvimento de variedades.

2.5.1. Sequéncias Simples Repetidas (SSR) no DNA ou microssatelites

Hedrich (2001) ressalta que os marcadores genéticos tradicionais
geralmente apresentam baixa informagao estatistica para estimar diferencas
genéticas, mas a descoberta de loci altamente variaveis como, os loci SSR ou
microssatélites é promissora para determinar as diferengas entre grupos de
especies de risco.

Os microsstélites, também conhecido pela repeticdo simples de
sequéncia (SSR) ou repeti¢cdes curtas em tandem (STR), sdo as regides repetidas
do DNA composta de 1 a 6 nucleotideos repetidos em tandem, em sequéncias
que sao difundidas em genomas eucariotos (Field e Wills, 1998; Toth et al., 2000).
Usados amplamente como marcadores genéticos, os microssatélites tém um
atributo particular, pois sofrem elevadas taxas de mutagdo no genoma (Jame e
Lagoda, 1996). O microssatélite é classificado, de acordo com o tipo de sequéncia
de repeticdo, em imperfeito, interrompido ou composto. Em um microsatélite
perfeito a seqliéncia de repeticdo ndo € interrompida por nenhuma base que nao
pertenca a esta repeticao (TATATATATATATATA). Por outro lado, se houver um
par de bases diferente entre as repeticbes, este € um microssatélite imperfeito
(TATATATACTATATA). No exemplo de um microssatélite interrompido ha uma
sequéncia pequena dentro de outra sequéncia repetida, diferente da sequéncia
original (TATATACGTGTATATATATA). No microssatélite composto, a seqliéncia
contém duas sequéncias repetidas distintas (TATATATATAGTGTGTGT GT).

De acordo com Heywood e Iriondo (2003), os marcadores de
microssatélite fornecem a informacdo relevante, identificando unidades de
conservagao e investigando os processos genéticos que ocorrem nas populagdes,
tais como testes padrdes de fluxo de gene, de geragbes geneticamente vizinhas,
e da incidéncia da tragao genética. Atualmente, os marcadores de microssatélites
sdo empregados geralmente para a andlise da estrutura genética da populagéo
de planta de ambas as espécies (Zucchu et al., 2002) e espécies selvagens (Pinto
et al., 2003a, b). Devido a sua natureza co-dominante e multialélicos, os

microssatélites fornecem um elevado nivel de informagao genética por locus.
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2.5.2. Caracteristicas genéticas dos loci SSR

Um locus homozigoto de microssatélite tem o mesmo numero de
repeticbes em ambos os cromossomos homodlogos, visto que um locus
heterozigoto de microssatélite tem um numero diferente de repeticées para cada
alelo, por exemplo, um alelo pode conter 9 repeticdes e outros 10. Entretanto, no
mesmo locus a populagdo ao todo contém geralmente diversos alelos, cada um
com um numero diferente de repeticdes. Isso significa que os marcadores de

microssatélites sdo muito uteis para discriminar individuos diferentes.

Diversos mecanismos foram sugeridos para explicar a elevada taxa de
mutacado dos microssatélites, podendo ocorrer durante a recombinacao (crossing-
over), desiguais e resvalamento da polimerase durante a replicagdo ou o reparo
do DNA (Strand et al.,, 1993). Os microssatélites ndo s&o distribuidos
regularmente dentro de um unico genoma, devido as diferencas em suas
freqUéncias dentro do cédon e das sequéncias do anticodon (Arcot et al., 1995,
Wilder e Hollocher, 2001) e os papéis funcionais diferentes das possiveis
repeticdbes. Nas plantas, a freqUéncia estimada € 0.85% em Arabidopsis e 0.37%
em Zea mays; nos peixes, € de 3.21%; em Tetraodon nigroviridis &€ de 2.12%; em
Fugu rubripes (Crollius et al., 2002) e, no cromossomo 22 dos Homo sapiens, a
frequéncia de microssatélites é de 1.07%; no genoma inteiro dos Caernorhabditis
elegans, € de somente 0.21% (Téth et al, 2000).

2.5.3. Uso de marcadores SSR ou microssatétite no melhoramento genético

Ferreira e Grattapaglia (1998) relataram que o melhoramento genético de
plantas tem sido praticado com sucesso desde os primordios da civilizagao e que,
tradicionalmente, o progresso no melhoramento tem se baseado exclusivamente
na analise de fenodtipos. Esta forma de analise limita a eficiéncia de estudos
relacionados com caracteres que apresentam herancgas poligénicas, dominancias
parciais ou completas. Segundo os referidos autores, as complicagdes das
analises fenotipicas podem ser evitadas por meio da identificagdo direta de
gendtipos, sugerindo que um diagndstico diretamente em nivel de DNA, baseados
em marcadores moleculares que segregam com 0s genes de interesse, podem

ser utilizados para esta finalidade. Estes marcadores apresentam potencial de
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facilitar o monitoramento de materiais como linhagens e cultivares, utilizadas em
programas de melhoramento com o objetivo de ampliagao da base genética.

Devido a expressao co-dominante e o multialelismo, os marcadores SSR,
tém sido considerados como os que possuem o mais elevado conteudo de
informacgéo de polimorfismo (PIC). Os marcadores SSR sdo muito frequentes e
distribuidos ao acaso, permitindo a mais completa cobertura de qualquer genoma
eucarioto. Estes marcadores s&o ideais para o mapeamento genético e fisico de
genomas e sao uteis para a identificagdo e discriminagéo de gendtipos e estudos
de genética de populagbes (Ferreira e Grattapaglia; 1998). Além disso, os
marcadores SSR s&o Uuteis para detectar heterozigosidade de um locus
especifico, 0 que & importante para o acompanhamento da pureza genética e
para a observagao do nivel de endogamia dos materiais elites utilizados em
programas de melhoramento genético (Padilha, 2002).

Estudos realizados por Amorim et al. (2003), para verificar a variabilidade
genética em milho doce utilizando marcadores moleculares (RAPD e SSR),
detectou que o conteudo de informagao de polimorfismo variou de 0,50 a 0,89 e a
similaridade genética de 0,79, para RAPD, e 0,49, para SSR. Barbosa-Neto et al.
(2005) empregaram também marcadores RAPD e SSR para estudar a
variabilidade genética em milho doce, constatando maior similaridade entre as

populacdes do que dentro das populacoes.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Extrac&o e quantificagdo do DNA das plantas de milho doce

Para a extragdo de DNA das amostras, foram utilizadas 10 plantas de
cada progénie da geragdo S4, extraidas da cultivar de milho doce BRS 401
Embrapa. Para a extracdo de DNA das amostras, foram coletadas folhas de 10
plantas de cada progénie, com cerca de 20 dias de crescimento, totalizando 150
individuos. O DNA gendmico foi isolado de acordo com a metodologia descrita por
Hoisington et al. (1994) com pequenas modificagdes.

A extragdo foi realizada usando tubos para microcentrifuga (2 mL),
contendo 300 mg de tecido vegetal previamente pulverizado com nitrogénio
liquido e 800 pL de tampao de extragdo CTAB (Tris-HCI 100mM pH 7,5; NaCl
700mM; EDTA 50mM pH 8,0; CTAB 1% e 140 mM de [B-mercaptoetanol),
previamente preparado. Os tubos foram agitados para homogeneizagdo e
incubados em banho-maria, a 65°C, durante 1 hora, realizando-se agitacbes
suaves a cada 5 minutos. Apos serem removidos do banho, quando atingiram a
temperatura ambiente, foram adicionados 800 pL de cloroférmio: alcool
isoamilico, preparado na proporg¢ao 24:1, com inversao suave durante 5 minutos.

Em seguida, as amostras foram centrifugadas durante 5 minutos com
13.000 r.p.m na temperatura ambiente. A fase aquosa (fase superior) foi
transferida para microtubos limpos de 1,5 mL e novamente foram adicionados
800uL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1), com agitagdo suave durante 5
minutos, sendo novamente centrifugados com 13000 r.p.m. por 5 minutos a
temperatura ambiente. O sobrenadante coletado foi transferido para microtubo
limpo e para precipitar o DNA foram adicionados 300 yL de isopropanol gelado e
misturados levemente por inversao, por 1 minuto. As amostras foram mantidas
over-night em -20°C para uma melhor precipitagao.

Apos esta etapa, foi efetuada uma centrifugagdo com 13000 r.p.m. por 5
minutos, na temperatura ambiente. Apés ter sido descartado o sobrenadante, 800
ML de etanol 70% gelado foram adicionados e misturando levemente por inversao
por 1 minuto e realizada outra centrifugacao a 13.000 r.p.m. por 5 minutos, a

temperatura ambiente. Apos descartado o sobrenadante e sido feita a secagem
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do pellet de DNA, foram adicionados 400 pyL de TE (1M TRIS/HCI e 0,5M EDTA)
e mantido over-night em 4°C.

Apos este periodo, foram adicionados 2 pyL de RNAse (10ng.uL”) a
mistura e deixada na temperatura ambiente por 2 horas. Em seguida, foram
adicionados 200 pL de fenol mais 200 uL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1),
procedendo uma agitacdo durante 5 minutos e centrifugando com 13.000 r.p.m.
por 5 minutos na temperatura ambiente. A fase aquosa foi transferida para
microtubos limpos, adicionando 400 uL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1),
procedendo a agitagao durante 5 minutos e centrifugando com 13.000 r.p.m. por 5
minutos na temperatura ambiente. A fase aquosa foi transferida para microtubos
limpos, adicionando 250 pL de isopropanol e 25 uL de NaCl 5M, misturados por
inversdes suaves por 1 minuto. A mistura foi mantida over-night em -20°C .

Apos este tempo, foi realizada uma centrifugagédo com 13.000 r.p.m. por 5
minutos na temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
lavado com 700 pL de etanol 70% gelado, misturando por inversédo por 1 minuto.
Apoés efetuar uma nova centrifugacdo com 13.000 r.p.m. por 5 minutos na
temperatura ambiente, o sobrenadante foi descartado, o pellet foi seco e
ressuspendido em 50 yL de TEO. O DNA foi estocado a 4°C.

A quantificacdo do DNA extraido foi feita por analise em gel de agarose
0,8% com tampéao TAE 1X - Tris, acetato de sodio, EDTA, pH 8,0 - (Hoisington et
al., 1994), usando solugdes de DNA padrao (Fago L) de concentragbes gradativas
e conhecidas. O gel foi corado em solugédo de brometo de etidio, contendo 0,5
ug.mL?, e a imagem foi capturada com Ultraviolet Transilluminador High

Performance - Edas 290, utilizando o programa Kodak 1D 3.5

3.2. Amplificagdo do DNA

Para a escolha dos marcadores polimorficos entre as progénies a serem
avaliadas, foram testados 100 pares de primers microssatélites ja mapeados para
milho comum. Todos os microssatelites que foram utilizados foram obtidos a partir
do site Maize BD at http://www.maizegdb.org.

A PCR (Polimerase chain reation; reacdo em cadeia da polimerase) foi
preparada em microtubos de 0,2 mL, usando um termociclador Techne TC-512.

Para a padronizagao da reacao foram testados: 50, 30 e 25 ng de DNA de duas
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amostras de DNA, com 2,0 ulL de tamp&o de reagdo 10X, com 2,5 mM de MgCl2,
com 0,8 yM de cada dNTP, com 0,2 U de Tag-DNA Polimerase, e 0,4 uM de

primer F e R especifico em um volume final de 20 pL.

Para a amplificagdo dos microssatelites (Quadro 2), inicialmente, foi
utilizado o programa Touchdown PCR (Don et al., 1991). Para a amplificacdo dos
primers umcl169 e umc2116, que nao foram amplificados com o programa
Touchdown PCR, foi utilizado um programa especifico: 94°C 5 minutos, 35 X
94°C 30 seg; 52°C 30 seg; 72°C 1 min; e extensao final 72°C por 5 mim.

Os produtos das amplificagdes foram separados em gel de agarose MS-8
4%, usando tamp&o TBE 0,5X (44,5 mM Tris, 44,5 mM acido bérico e 1 mM
EDTA) e o gel foi preparado com 50% agarose MS-8 e 50% agarose normal. A
eletroforese foi realizada com 60 Volts por 4 horas. Os geéis foram corados com
brometo de etidio, contendo 0,5 ug.mL™" e a imagem foi capturada com Ultraviolet
Transilluminador High Performance - Edas 290, utilizando o programa Kodak 1D
3.5. Para definir o tamanho dos fragmentos amplificados, foi utilizado o marcador

de peso molecular 100Pb DNA Ladder (Invitrogem).

Quadro 2 - Sequéncia do programa utilizado para amplificacdo do DNA de Zea
mays L.

PASSO Etapa Temperatura Douchdown
1 Desnaturacéo inicial 94°C 1 min.
2 Desnaturacéao 94°C 1 min.
3 Anelamento 65°C (-1° C/Ciclo) 1 min.
4 Extensao 72 °C 2 min.
5 Desnaturacao 94 °C 1 min.
6 Anelamento 65°C (-1° C/Ciclo) 1 min.
7 Extensao 72°C 2 min
8 Volta ao passo 2-9 vezes

9 Desnaturacao 94 °C 1 min.
10 Anelamento 55°C 1 min.
11 Extensao 72 °C 2 min.
12 Volta ao passo 9-17 vezes

13 Extensao Final 72°C 2 min.
14 Imersao 100 °C

Os loci polimérficos foram identificados e o numero médio de alelos por
locus polimérfico, a heterozigosidade observada (H,) e a esperada (H.) foram

estimadas para as 15 progénies estudadas. O desvio em relagdo ao equilibrio de
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Hardy-Weinberg foi examinado para cada locus e para cada progénie. O
coeficiente de endogamia (Fis), o déficit de heterozigotos (Fit) € a proporcao da
diversidade genética entre as populagdes (Fs;) foram estimados empregando-se o
programa POPGENE 1.32 (YEH, et al., 1999).

A identidade genética de Nei e as distancias entre todas as progénies
também foram estimadas. Usando o método de agrupamento UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method Using na Arithmetc Average), foi gerada uma
matriz de similaridade e os agrupamentos em um dendrograma. Para essa
analise, foi utilizado o programa POPGENE 1.32 (YEH et al., 1999) e o

complemento aritmético da distancia genética de Nei (Nei, 1972).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A comparagado visual da intensidade das bandas de DNA, em gel de
agarose das folhas jovens das 15 progénies sul de milho doce, com amostras de
DNA do fago A, indicou que a quantidade de DNA gendmico extraido das folhas

variou de 10 a 70 ng.uL™" (Figura 1).

50A 100\ 150\ 4

g —

Figura 1 - Gel de agarose utilizado para quantificar o DNA extraido das diferentes
progénies de milho doce. Amostras de 4 a 11 sdo DNAs extraidos das diferentes
linhagens. Amostras 1, 2 e 3 sdo DNAs de fago A de 50, 100 e 150 ng.

Para a otimizacdo das condicbes de amplificacdo, foi adotado como
concentragdo adequada 25 ng de DNA/20 uL de reagédo de amplificagdo, uma vez
que o perfil das bandas gerado foi o mesmo de 25 a 70 ng. As concentragdes dos
reagentes que produziram um padréo de bandas reproduziveis estdo indicadas no
Quadro 3.

Quadro 3 - Concentragbes dos reagentes estoques e utilizados nas reagdes de
amplificacao

Reagentes Concentragao Concentragao nL/20uL de Reacéo

estoque dos final dos

reagentes reagentes/reagao

H,O 12,1
Tampéo 10X 1X 2
MgCl, 25 mM 2,5mM 1,6
DNTPs 2,5mM/cada 0,1mM/cada 0,8
Primer (F) 10uM 0,3uM 0,4
Primer (R) 10uM 0,3uM 0,4
Tag-DNA 5 U/uL 1U 0,2
Polimerase
DNA 10 ng/uL 25ng 2,5
Total 20 uL
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A selecdo dos microssatélites foi realizada utilizando-se apenas duas
amostras de DNA das progénies, escolhidas aleatoriamente e analisadas em gel
de agarose MS8 para verificar a complementariedade e reprodutibilidade dos
primers. Dentre os 100 primers testados, 13% foram polimérficos, determinando
bandas bem definidas no gel e alelos diferentes (Quadro 4).

As plantas que apresentaram apenas uma banda no gel definiram o
fenotipo homozigoto. As amostras como duas bandas definiram o fendtipo
heterozigoto (Figura 2), verificado nas amostras das progénies su1 de milho doce.

Em amostras do DNA das progénies W-12 e W-07, nos loci umcl1446,
umcl1590, e ums1169, foi observado um padrao formado por trés bandas, o que
contraria a expectativa padrao de duas bandas para os organismos diploides, a

exemplo do milho (2n = 20).

Quadro 4 — Sequéncias dos primers de microssatélites, numero de alelos
detectados por cada primer localizagdo destes nos cromossomos, usados na
estimagao da diversidade genética nas 15 progénies de milho doce

Locus Sequéncia de Nucleotideos Cromossomo
umcl071 Forward AGGAAGACACGAGAGACACCGTAG
umcl071 Reverse GTGGTTGTCGAGTTCGTCGTCGTATT 1
umcl636 Forward GTACTGGTACAGGTCGCTCTT
umcl636 Reverse CATATCAGTCGTTCGTCCAGCTAA 9
umcl736 Forward CCATCCACCACTAGAAAGAGAGGA
umcl736 Reverse TTAATACGATCGAGAGGTGCTTTTC 2
umcl1506 Forward AAAAGAAACATGTTCAGTCGAGCG
umc1506 Reverse ATAAAGGTTGGCAAAACGTAGCCT 10
umcl582 Forward AGATTACGTAGCCACGCTTATTCG
umc1582 Reverse GTGCGTGTGAGAGTGATATCGAG 10
umcl383 Forward CACACACATCGATCATGAGCATAC
umcl383 Reverse GTGTACTACCATCAGACCCATCCA 1
umc2080 Forward GCCAAGGTGGGTCTGGCTAT
umc2080 Reverse ACCACCTTGTCCGTATCCTTCCAC 1
umcl446 Forward GCGCTGCTGCTTCTTAAATTATCT
umcl1446 Reverse GATGAGACCACCTACAAGTTCGCT 1
umc1590 Forward CAGAGTCTGATAGTCCGAACCCAG
umc1590 Reverse GTAAAGCTCACAGCTTCCGACAG 1
umcl241 Forward TGAAGCAAGTCACTGGTAAGAGCA
umcl241 Reverse TGAACACCCATACTTCCAACAAG 7
umc2343 Reverse CTCTGTTTTGGAAGAAGCTTTTGG
umc2343 Forward CGTCGTCTTCGACATGTACTTCAC 9
umcl1169 Forward TAGCCAACAGTCCAACATTTTTCA
umcl169 Reverse CAGGCTAGAATAACATCCCGAAGA 1
umc2116 Forward CGGTCGATATAATCTTGGCTGATT
umc2116 Reverse GGCGCAGAGATCATTTGTTTAAT 1
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Este fendtipo de trés bandas ndo pode ser elucidado na presente
investigacdo, mas deve ser registrado como um aspecto promissor para futuras

investigacoes.
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Quadro 5 — Frequéncias dos alelos nos loci umc das 15 progénies sul de milho doce (W-06, W-07, W-12, W-16, W-17.1, W-22, W-
28, W-26,W-37, W-46, W-38, W-49, W-30, W-10, e W-17.2) desenvolvidas a partir da combina¢do de hibridos comerciais

0¢

Locus Alelos W-06 W-07 W-12 W-16 W-17.1 W-22 W-28 W-26 W-37 W-46 W-38 W-49 W-30 W-10 |W-17.2
Umcl071 A 1,0000 0,1000 1,0000 0,2000 0,8000 0,2000 0,5000 0,7500 1,0000 1,0000
B 0,5000 1,0000 1,0000 0,7000 0,2000 0,8000 0,5000 0,5000 0,1000
Cc 0,4000 0,1000 0,5000 0,2500 0,9000 1,0000
Umcl636 A 1,0000 1,0000 1,0000 0,6000 1,0000 0,8000 0,7000 1,0000 0,6000 0,1250 1,0000 0,2500
B 1,0000 0,4000 0,2000 0,3000 0,4000 0,8750 1,0000 1,0000 |0,7500
Umcl736 A 1,0000 0,8000 1,0000 0,5000 1,0000 1,0000 0,5000 0,5000 1,0000 0,6000 0,8750 0,5000 1,0000 0,5000 |0,5000
B 0,2000 0,5000 0,5000 0,5000 0,4000 0,1250 0,5000 0,5000 |0,5000
Umcl506 A 1,0000 1,0000 0,4000 0,4000 1,0000 1,0000 0,2500 1,0000
B 1,0000 1,0000 0,4000 0,6000 0,6000
Cc 1,0000 0,2000 0,4000 0,7500 1,0000 1,0000 |1,0000
Umcl582 A 1,0000 0,6000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,6000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
B 0,4000 0,4000 1,0000 1,0000
Umcl383 A 1,0000 0,2000 0,2000 0,2000 0,4000 0,2000 1,0000 0,4000
B 0,4000 0,4000 0,4000 1,0000 0,5000 0,17000 0,5000 0,5000 0,6000 0,4000 1,0000 |1,0000
Cc 0,4000 0,4000 0,4000 0,6000 0,3000 0,9000 0,5000 0,5000 0,6000
Umc2080 A 0,4000 0,1000 0,4000 0,1000 0,4000 1,0000
B 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,8000 0,6000 0,6000 0,7500 0,8000 0,6000
C 1,0000 0,6000 1,0000 0,1000 0,3000 0,2500 0,2000 1,0000
Umcl446 A 1,0000 1,0000 0,4000 0,6000 1,0000 1,0000 1,0000 0,9000 1,0000 0,8000 0,2500 0,8000 1,0000
B 0,6000 0,1000 0,7500 1,0000 0,2000 1,0000
Cc 0,4000 0,1000 0,1000
Umcl590 A 0,9000 0,4000
B 1,0000 0,1000 1,0000 1,0000 1,0000 0,2000 1,0000 1,0000 1,0000 |1,0000
C 1,0000 0,6000 0,8000 1,0000 1,0000 1,0000
Umcl241 A 1,0000 0,8000 0,4000 1,0000 1,0000 0,8000 0,8000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 |0,5000
B 0,2000 1,0000 0,6000 0,2000  0,2000 1,0000 0,5000
Umc2343 A 1,0000 1,0000 0,6000 0,4000 0,8000 1,0000 0,5000 0,6250 1,0000
B 1,0000 1,0000 1,0000 0,4000 0,6000 0,2000 0,5000 0,3750 1,0000 1,0000 |1,0000
Umcll69 A 0,4000 1,0000 1,0000 0,8000 0,3000 0,1250 0,3000 0,2000
B 1,0000 0,4000 1,0000 1,0000 1,0000 0,2000 1,0000 0,7000 0,8750 1,0000 0,7000 0,8000 |1,0000
Cc 0,2000
Umc2116 A 0,6000 0,4000 0,4000 1,0000 0,7000 0,5000 0,7500 0,9000 0,2000
B 0,4000 0,6000 0,6000 0,3000 0,9000 0,4000 1,0000 0,8000 |0,7500
C 1,0000 1,0000 0,1000 0,5000 0,6000 0,2500 0,1000 0,2500




Figura 2 — Amplificacdo usando o primer umcl169 do DNA gendmico de 14
progénies de milho doce, indicando locus triploide para a linhagem W-07 (Laeder
100 pb).

A despeito do numero reduzido de primers realmente efetivos para a
analise de polimorfismo em gendtipos de milho doce, este é um resultado promissor
porque, embora ndo seja possivel garantir que os primers umcl071, umcl636,
umcl736, umcl506, umc1582, umc1383, umc2080, umc1446, umcl590, umcl241,
umc2343, umcll69, e umc2116 possam ser utilizados para a estimativa de
diversidade genética em outras linhagens de milho doce, estes primers podem, em
principio, ser recomendados para futuras investigagdes em gendtipos sul de milho
doce. Os primers umc2116 e umcl383, por exemplo, evidenciaram 2 ou 3 alelos
em 73,33% e 66,66%, respectivamente, das progénies sul de milho doce, na
geragao Ss. O primer umcl582 foi o menos polimérfico porque diferentes alelos
para este locus foram evidentes somente nas progénies W-07 e W-28 de sul.
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Outros 6 primers para loci de sequéncias simples repetidas, (SSR) de DNA,
umcl1620, umcl023, umc1097, umcl034, umcl331, e umcl648, mostraram maior
numero de alelos (de 2 até 6 alelos) em populagdes de sul melhorada da Embrapa,
obtidas por polinizagdo aberta (Barbosa-Neto et al., 2005).

Varios autores tém analisado as mutagcbes em loci SSR de milho e
apresentado evidéncias de diferentes taxas e tipos de mutagbes nos loci SSR,
assim também como nas regides “flanqueadoras” dos loci (Vigouroux et al., 2002,
2003; Lia et al., 2007). Vigouroux et al. (2003), por exemplo, verificaram e
descreveram a ocorréncia de evolugao direcional no tamanho dos loci SSR em
milho originados do México, da América do Norte e da América do Sul, indicando
uma correlagdo negativa entre o tamanho do alelo e a altitude dos trés grupos de
plantas e sugerindo que a taxa de mutagdo seja dependente do tempo e local de
cultivo. Os diferentes mecanismos, simples e complexos, que determinam as
alteragdes nos loci SSR podem justificar a ineficiéncia dos primers SSR (somente
13%) desenvolvidos para os genadtipos de milho de clima temperado, para detectar
polimorfismo em loci SSR de cultivares adaptadas ao clima tropical.

O Quadro 5 apresenta o numero de alelos e suas respectivas frequéncias
em cada um dos locus de microssatélites analisados para cada progénie de milho
doce. O numero de alelos por locus nas progénies variou de 1 a 3, com um total de
34 alelos.

O significado funcional das sequéncias simples repetidas no genoma das
progénies sul de milho doce € desconhecido, mas parece interessante destacar
que as frequéncias dos alelos que formam as sequéncias do locus umc2116, por
exemplo, estdo distribuidas de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg em oito
(W-07, W-12, W-17.1, W-28, W-26, W-46, W-30, e W-17.2) das 15 progénies, a
despeito destas progénies estarem na geracao S, (Quadro 6). Um excesso de
genotipos heterozigotos no locus umc2116 (valores negativos de Fs) pode ser
constatado nas progénies W-12, W-28, W-26, W-46, W-30, e W-17.2. As
frequéncias de alelos distribuidas de acordo com o esperado pelo equilibrio de
Hardy-Weinberg foram verificadas em 21.53% dos testes feitos nas 15 progénies. A
progénie W-46 foi a que apresentou o maior numero de loci SSR (7 loci) cujas
frequéncias dos alelos atendem a expectativa do equilibrio de Hardy-Weinberg na

geragao Ss.
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Quadro 6 - Valores dos qui-quadrados e dos indices de fixacdo (F) de Wright (1975), que informam o déficit ou excesso de
heterozigotos nos 13 loci microssatelites para as progénies W-06, W-07, W-12, W-16, W-17.1, W-22 e W-28 sul de milho doce

€

W-06 W-07 W-12 W-16 W-17.1 W-22 W-28
Locus X2 | F X2 F X2 F X2 F X2 F X2 F X2 F
Umc1071]| - | - | 2,8™ | 0,3103 - - - - - - 4,0 0,13 9,14** | 1,000
Umcl636| - | - - - - - - - 6,4** 1,000 - - 0,14 | -0,25
Umcl1736| - | - [0,1428"| -0,25 - - 4,00 | 1,000 - - - - 4,0~ | -1,000
Umcl1506/| - | - - - - - - - - - 325N -0,25 04N | 0,1667
Umcl582| - | - | 1,6™ |-0,6667 - - - - - - - - 6,4 1,000
Umc1383] - | - | 13,0~ | -0,25 | 13,0 | -0,25 13,0 | -0,25 6,4** 1,000 - - 10,3** | 0,032
Umc2080| - | - - - - - 1,6 | -0,6667 - - - - -
Umcl446| - | - - - 16" |-0,6667 | 1,6 |-0,6667 - B - - -
Umc1590/| - | - | 0,00 | -0,111 - - - - - 1,6 | -0,6667 - -
Umci241| - | - | 9,147 1,000 - - 6,4** 1,000 - - - 9,14** | 1,000
Umc2343]| - | - - - - - - - - 1,6 |-0,6667 | 0,4 | 0,1664
Umcl1169]| - | - | 13,07 -0,25 - - - - - - - - -
Umc2116| - | - | 04™ | 0,1667 | 1,6™° | -0,6667 - - 1,6 1,000 - - 0,57 | -0,4286




e

Quadro 6, cont...

W-26 W-37 W-46 W-38 W-49 W-30 W-10 W-17..2
Locus X2 F X2 F X2 F %2 F X2 F X2 F X2 F X2 F
Umc1071 [9,14** [1,000 [2,5™ 0,60 256" 0,60 |7,2** 1,000 [0,00™ [-0,1111 |- - - - - |-
Umc1636 [0,57"° |-0,42 |- - 16" [-0,667 [0,00™ [-0,1429 |- - - - - - 0,00™ [-0,33
Umc1736 | 4,0* -1,000 |- - 16~ [-0667 [0,00™ [-0,1429 [4,0 [-1,000 |- - 4,0 [-1,000 [1,00™ [-1,000
Umc1506 | 6,4* 1,000 |- - - - 72"~ [1,000 |- - - - - - - -
Umc1582 | - - - - - - - - - - - - - - - -
Umc1383 0,00 -0,1111 [4,0  [-1,000 |- - 5,33** [1,000 [6,4* [1,000 [04™ [0,1667 |- - - |-
Umc2080[9,14** [0,41 16" ]-0,6667 [16™ [-048 |[7,2* 1,000 [9,14** [1,000 [04™ [0,1667 |- - - |-
Umc1446 | 0,00 1,000 |- - 9,14* (041 [7,2** 1,000 |- - 9,14** 10,1667 |- - - |-
Umc1590 [ 9,14** [1,000 |- - - - - - - - - - - - - |-
Umc1241|9,14** [1,000 |- - - - - - - - - - - - 4,0 1,000
Umc2343[9,14* [1,000 |- - 0,04™ [-020 [16™ [0,4667 |- - - - - - - |-
Umc1169[9,14** [1,000 |- - 2,28™ 10,53 [0,00™ [-0,1424 |- - 0,57™ [-0,4286 |9,14** [1,000 - |-
Umc2116 | 0,00 -0,1111 [4,0* [-1,000 [1,6 -0,667 |7,2* 1,000 |- - 0,00™ [-0,1111 [9,14** [1,000 |0,00™ [-0,33

NS _ nao significativo
** - significativo



A analise do polimorfismo nos loci SSR das progénies sul na geragcao S,
mostrou que a progénie W-26 apresentou o maior numero de loci polimérficos
(92,31%) e o maior numero de alelos por locus polimorfico (Quadro 7). A progénie
W-06 nao apresentou polimorfismo nos 13 loci SSR analisados, uma evidéncia
sugestiva de que os alelos destes loci na referida progénie ja estdo todos em
homozigose e as progénies W-12, W-17.1, e W-10 foram as que apresentaram a
menor proporgao de loci SSR polimorficos (23,08%). Os valores para a proporgéo
de loci SSR polimérficos distribuidos no intervalo entre zero e 92,31%, assim como
os valores para as estimativas da proporgdao de heterozigotos observada (H,) e
esperada (H.) para cada uma das progénies sul de milho doce analisada no
presente estudo estdo relacionados na Quadro 7. A progénies W-46 apresentou a
maior propor¢ao de genotipos heterozigotos observada (H, = 0,3385) e a progénie
W-28 apresentou a maior propor¢cdo de gendtipos heterozigotos esperada (He =
0,3368).

Quadro 7 - Numero de plantas analisadas (N), numero de alelos por locus
polimérfico (Na), propor¢cao de loci polimorficos (%P), heterozigosidade média
observada (H,) e esperada (He) nas 15 progénies W-06, W-07, W-12, W-16, W-
17.1, W-22, W-28, W-26, W-37, W-46, W-38, W-49, W-30, W-10, e W-17.2 de milho
doce

Linhagens N N() %P Ho He

W-06 5 1,0 00,0 00,0 00,0

W-07 5 1,84 61,54 0,2923 0,3111
W-12 5 1,3 23,08 0,1846 0,1368
W-16 5 1,46 38,46 0,2615 0,2205
W-17.1 5 1,23 23,08 0,0615 0,1231
W-22 5 1,46 30,77 0,2154 0,1761
W-28 5 1,76 69,23 0,2615 0,3368
W-26 5 2,00 92,31 0,1846 0,3316
W-37 5 1,3 30,77 0,2308 0,1692
W-46 5 1,76 61,54 0,3385 0,3197
W-38 4 1,76 76,92 0,0769 0,3077
W-49 5 1,30 30,77 0,0923 0,1265
W-30 5 1,38 38,46 0,1231 0,1607
W-10 5 1,23 23,08 0,0769 0,0974
W-17.2 2 1,307 30,77 0,1538 0,1795
TOTAL 71 2,61 100,0 0,1723 0,5124
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A auséncia de polimorfismo nos 13 loci SSR da progénie W-06 e os valores
altos e baixos para a proporgdo de loci polimoérficos e heterozigosidades,
observada e esperada nas diferentes progénies, determinam uma diferenciagao
genética muito alta entre as 15 progénies sul na geragcédo S (Fsr = 0,6515 -
Quadro 8). De acordo com Wright (1978), valores de Fsr superiores a 0,25 indicam
uma divergéncia interpopulacional muito alta. Desta forma, é possivel concluir que o
processo de selegcédo para a formacgéo destas 15 progénies sul de milho doce tem
conduzido a formacao de progénies altamente diferenciadas para os 13 loci SSR

analisados.

O déficit de gendtipos heterozigotos nas 15 progénies sul esta indicado
pelo valor positivo do coeficiente F,s = 0,0436. O valor positivo para Fs indica um
excesso de apenas 4,36% de gendtipos homozigotos na geragdo S4 das progénies
sul de milho doce. O valor positivo e alto para o coeficiente F,; (Fr = 0,6667)
indicado na Quadro 08, que reflete a endogamia global determinada por
cruzamentos ndo causais presente nas populagdes (Wright, 1975), deve ser
resultado do processo de selegcdo (auto-polinizacdo), que tem conduzido a

formagao das 15 progénies sul de milho doce por 4 geragoes.

O nivel de divergéncia genética entre as 15 progénies sul para os 13 loci
SSR esta indicado pelos valores de identidade entre as mesmas (Nei, 1978) no
dendrograma da Figura 3. O dendrograma esta formado por trés agrupamentos
principais, nos quais as progénies estao distribuidas num intervalo de similaridades
ou identidades (l) genéticas de 0,2085 a 0,8716. As progénies W-17.1 e W-26 sao
as mais similares (I = 0,8716), enquanto as progénies W-37 e W-49 sdo as mais
divergentes geneticamente (I = 0,2085) para os 13 loci SSR. As progénies W-06,
W-28, W-16, e W-17.2 compdem o grupo |, apresentando maior similaridade
genética, enquanto as progénies W-12, W-49 e W-10 formam o grupo Ill com menor
similaridade genética e, portanto, maior diversidade genética entre as referidas
progénies. As progénies W-07, W-22, W-37, W-30, W-17.1, W-26, W-46, e W-38
formam um grupo Il, intermediario, nos quais estdo organizadas as progénies com

identidade genética alta e moderada.
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Quadro 8 - Coeficientes de fixagéo F (Fs), Fm), Fer); Wright, 1965) e valores do
fluxo génico (Nm) nas 15 progénies W-06, W-07, W-12, W-16, W-17.1, W-22, W-28,
W-26, W-37, W-46, W-38, W-49, W-30, W-10, e W-17.2) de milho doce

Locus Fas) Fon Fsm) Nm

Umcl1071 0,5672 0,8543 0,6632 0,1269
Umc1636 -0,1117 0,6443 0,6801 0,1176
Umc1736 -0,8538 -0,3304 0,2824 0,6354
Umc1506 0,3924 0,8774 0,7982 0,0632
Umc1582 0,1667 0,8244 0,7892 0,0668
Umc1383 0,1085 0,5230 0,4649 0,2878
Umc2080 0,0050 0,9917 0,6600 0,1288
Umc1446 0,0805 0,6867 0,6593 0,1292
Umc1590 -0,0204 0,8802 0,8826 0,0332
Umcl241 1,0000 1,0000 0,6520 0,1334
Umc2343 0,0884 0,7251 0,6984 0,1080
Umc1169 0,2090 0,7048 0,6268 0,1489
Umc2116 -0,2412 0,4621 0,5666 0,1912
Média 0,0436 0,6667 0,6515 0,1337

Os valores estimados para a identidade genética entre as progénies podem
ser Uteis para direcionar cruzamentos promissores, no sentido de selecionar a
caracteristica de interesse, mantendo ou ampliando a diversidade genética em loci,
que, em principio, sao considerados neutros, como os loci SSR. A heterozigosidade
alta para os loci SSR nas progénies W-28 e W-46, por exemplo, pode ser um
aspecto interessante, porque uma heterozigosidade alta em populagdes de plantas
pode prevenir uma resposta uniforme e conferir variagdo genética adaptativa para
escapar de efeitos contrarios que comprometem o seu desenvolvimento e
manutencao (Allendorf and Luikart, 2007). Evidéncias de que a domesticacédo e a
selecao artificial para caracteristicas morfoldégicas e agronémicas importantes em
milho tém um efeito menor na diversidade genética nos loci SSR foram
apresentadas por alguns autores (Vigouroux et al., 2005). Assim, é possivel que os
loci SSR possam ser apontados como marcadores moleculares promissores e
adequados para acompanhar e direcionar a selegdo de caracteristicas desejaveis

em genotipos de milho doce sul.
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Figura 3 - Agrupamento realizado por meio do método de UPGMA para as 15
progénies de milho doce.
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Quadro 9 - Matriz de similaridade construida a partir dos coeficientes de identidade ou distancia genética de Nei (1972) das 15
progénies de milho doce

W-06 W-07 W-12 W-16 W-17.1 W-22 W-28 W-26 W-37 W-46 W-38 W-49 W-30 W-10 W-171

W-06  **** 0,5496 0,3793 0,8043 0,4911 0,5056 0,8110 0,4551 0,6716 0,7462 0,5467 0,3362 0,7185 0,4279 0,6272
W-07 0,5986 **** 0,4752 0,4222 0,7309 0,8399 0,6527 0,7278 0,8197 0,7317 0,6021 0,3446 0,8098 0,3307 0,4132
W-12  0,9695 0,7441 **** 0,4357 0,5825 0,6052 0,5116 0,6670 0,3689 0,4661 0,5127 0,6081 0,4567 0,4552 0,5378
W-16  0,2178 0,8622 0,8308 **** 0,4067 0,4453 0,7651 0,5242 0,5720 0,5428 0,5864 0,5107 0,6331 0,5174 0,8368
W-17,1 0,7112 0,3135 0,5405 0,8997 **** 0,7442 0,6328 0,8716 0,8217 0,7704 0,7173 0,3106 0,6595 0,2800 0,4360
W-22 0,6819 0,1745 0,5022 0,8090 0,2955 **** 0,6209 0,7693 0,7955 0,6863 0,6912 0,2389 0,7505 0,3184 0,4626
W-28 0,2095 0,4267 0,6703 0,2678 0,4577 0,4766 **** 0,6202 0,6867 0,6230 0,6238 0,4769 0,7907 0,6047 0,7173
W-26 0,7872 0,3178 0,4049 0,6458 0,1374 0,2623 0,4777 **** 0,7369 0,7331 0,6739 0,3663 0,6466 0,3549 0,5453
W-37 0,3981 0,1989 0,9972 0,5587 0,1964 0,2288 0,3759 0,3053 **** 0,8194 0,7780 0,2085 0,8680 0,2555 0,5273
W-46  0,2927 0,3124 0,7634 0,6111 0,2608 0,3764 0,4733 0,3105 0,1992 **** 0,7065 0,3967 0,6404 0,4100 0,5008
W-38 0,6039 0,5073 0,6681 0,5337 0,3322 0,3693 0,4719 0,3947 0,2510 0,3474 **** 0,5147 0,7199 0,5857 0,6190
W-49  1,0901 1,0652 0,4973 0,6720 1,1694 1,4316 0,7404 1,0042 1,5679 0,9245 0,6642 **** 0,2778 0,8434 0,6329
W-30 0,3306 0,2110 0,7838 0,4571 0,4162 0,2870 0,2349 0,4360 0,1416 0,4457 0,3287 1,2807 **** 0,3420 0,5972
W-10 0,8488 1,1065 0,7870 0,6589 1,2728 1,1443 0,5031 1,0360 1,3644 0,8916 0,5349 0,1703 1,0730 **** 0,6276

W-17,2 0,4665 0,8837 0,6203 0,1782 0,8302 0,7708 0,3327 0,6065 0,6405 0,6916 0,4796 0,4575 0,5156 0,4659 ****




5. CONCLUSOES

a) O processo de selecao para a formagao de progénies sul de milho doce a
partir de uma populagao de hibridos comerciais, tem conduzido a formagéao de
linhagens altamente diferenciadas (Fst = 0,6515) para os 13 loci SSR
polimérficos umcl1071, umcl636, umcl736, umcl506, umcl582, umcl383,
umc2080, umcl446, umcl590, umcl241, umc2343, umcll69, e umc2116

analisados, na geragao Ss.

b) Dentre as plantas das progénies sul de milho doce, as plantas da progénie
W-38, com maior proporcao de loci polimorficos, € W-46 com maior nivel de
heterozigosidade observada, podem ser recomendadas para cruzamentos com
plantas que apresentem caracteristicas agrondmicas desejaveis no sentido de

ampliar a base genética.

c) A geragao S, das progénies sul de milho doce contém uma progénie, a W-
06, essencialmente homozigotas (100% dos loci) para 13 loci microssatélites.
Também populagdes constituidas por progénies com varios loci polimérficos,
algumas delas (W-07, W-12, W-17.1, W-28, W-26, W-46, W-30, e W-17.2) com
alelos que estdo segregando, atendem ao equilibrio de Hardy-Weinberg e
mantém, assim, um estoque de variagdo genética que podera ser explorado
para realizar novas combinagbes desejadas e/ou para permitir o

prosseguimento dos ciclos de selegao.
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