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Introducéao

AFLP (Amplified fragment length
polymorphism) é uma técnica para estudar
polimorfismo genético em populacdes que
reune algumas estratégias empregadas pelas
técnicas de RFLP e RAPD, com as vantagens
de detectar multiplos locos por reacéo e
apresentar alta repetibilidade (Jain et al.,
1994; Hill et al., 1996). O polimorfismo
gerado por AFLP apresenta heranca
mendeliana e pode ser usado para estudar
parentesco e a diversidade genética dentro e
entre populacdes, para desenvolver
marcadores moleculares e para 0 mapeamento
de genes de interesse. Contudo, a utilizacéo
de AFLP para fingerprinting de DNA gendmico
foi bastante limitada inicialmente, devido a
necessidade de se usar marcagdo com
fluoresceina ou com isétopos radioativos.
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Técnico

Diversidade Genética de
Plantas Daninhas Revelada
por AFLP

| — Proso Millet (Panicum miliaceum,L.)
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Posteriormente, foram desenvolvidos
protocolos de coloragdo com prata,
possibilitando dispensar o emprego de
radioatividade e sem prejuizo para o poder de
resolucdo da técnica.

Este estudo foi conduzido com a finalidade de
padronizar a técnica de AFLP, empregando o
método de coloragdo com prata. O ajuste
dessa metodologia visou principalmente a
realizagcédo de estudos posteriores sobre a
diversidade genética de plantas invasoras
importantes para as culturas do milho e do
sorgo.

Material e Métodos

O material biologico consistiu de 12
populacdes de proso millet (Panicum
miliaceum, L.) depositadas no Banco de
Germoplasma da Colorado State University,
Fort Collins, CO, USA. As populacbes
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analisadas consistiram de trés biotipos
cultivados (South Dakota domestic brown,
Colorado domestic white e Colorado domestic
orange) e nove bibdtipos selvagens (Minnesota-
Cambridge wild olive, Canada-Rosemount
wild black, Oregon-Grand Island wild olive,
Ontario-Canada Huron County wild black,
Nebraska-Panhandle Center wild tan,
Wyoming-Platte County wild brown,
Colorado-weld County wild black, Colorado-
Weld County wild tan e Colorado wild white).
Para cada populagédo de proso millet, foram
utilizadas oito plantas desenvolvidas de
sementes selecionadas aleatoriamente.

O DNA usado nas reacdes foi extraido de
folhas frescas, com o kit Dneasy Plant Mini
Kit (Qiagen Inc, Valencia, CA 91355), e a
qualidade do DNA foi analisada em
espectrofotdmetro (UV 260/280 nm) e em
géis de agarose a 1%, corados com brometo
de etidio. A otimizagcdo da metodologia de
AFLP para estudos em proso millet foi
baseada em dois kits de reagentes, AFLP
Analysis System | e AFLP Starter Primer Kit,
comercializados pela empresa GIBCO/BRL.
ApOs os testes iniciais sugeridos pelo
fabricante, os resultados das amplificacdes
ndo foram satisfatorios e, portanto, ajustes
tiveram que ser feitos na metodologia original.
As modifica¢des foram: a) para a pré-
amplificacdo, a concentracdo do DNA
gendmico foi de 500 ng e a temperatura de
anelamento foi de 52 °C; b) o produto da pré-
amplificacéo foi diluido 1:4 (v/v) em tampao
TE e; c) para a amplificacdo seletiva do DNA,
foram utilizados 2 nL da diluicdo do produto
pré-amplificado (1:4), 1 U de Tag DNA
polymerase e o volume final da reacgéo foi de
20 m.. A amplificagdo seletiva foi feita usando
oito combinacgdes de pares de iniciadores por
reacao, dois/trés (EcCoR-TC / Mse-CAA; EcoR-
TG / Mse-CTC), e trés/trés (EcoR-AAG / Mse-
CAA; EcoR-AGG / Mse-CTT; Eco-AAG / Mse-
CAG; ECOR-AGG / Mse-CTA; EcoR-AAC /
Mse-CTT; EcoR-ACT / Mse-CAA). O programa
utilizado para o PCR foi aquele indicado pelo
fabricante (GIBCO/BRL). A pré-amplificacédo e

a amplificagdo seletiva foram realizadas no
termociclador PTC-100™ programmable
Thermal Controller (MJ Research, Inc). A
reacdo final foi analisada em gel de acrilamida
a 5,3% corado com prata, que consistiu em
incubar os géis com acido acético a 10%, sob
agitacdo durante 5 min, seguido de duas
lavagens com agua por dois minutos. A
coloracdo com prata foi desenvolvida em
solugcéao contendo 2 g de nitrato de prata; 3
mL de formamida a 37%, em dois litros de
agua por 30 min. Em seguida, os géis foram
lavados com &gua por 10 s e a coloracao
desenvolvida em solugdo contendo 60 g de
carbonato de sadio (Fisher Chemical); 3 mL de
formamida e 400 ni tiosulfato de sodio (Fisher
Chemical). O processo de coloracgao foi
interrompido com acido acético a 10%, téao
logo as bandas foram visualizadas.

Resultados e Discussao

Gel de acrilamida com alta resolugdo sem uso
de isGtopos radioativos € uma técnica
eficiente para visualizar fragmentos de DNA
amplificados por PCR. O método de coloracéo
com prata também é preferivel em relagéo ao
protocolo para AFLP descrito originalmente,
pois elimina a necessidade e os riscos de
trabalhar com radioatividade.

Foram testadas oito combinagdes de pares de
iniciadores com dois/trés e trés/trés
nucleotideos seletivos na extremidade 3’. As
combinacdes de iniciadores com dois/trés
nucleotideos seletivos foram as que
produziram maior quantidade de fragmentos
amplificados de DNA (Figura 1), mas as
combinac@es de iniciadores com trés/trés
nucleotideos seletivos foram as que geraram
maior numero de fragmentos de DNA
polimorficos (Figura 2). Blears et al. (1998),
em uma revisao sobre a técnica de AFLP e
suas aplicacdes, afirmaram que genomas
pequenos (10%-107 pares de bases) necessitam
de apenas um ou dois nucleotideos seletivos
na extremidade 3’ de cada iniciador para que
o polimorfismo de DNA seja revelado,
enguanto genomas mais complexos (108-10%°
pares de bases) requereriam nucleotideos



seletivos adicionais. Em proso millet, que é
uma espécie com genoma pequeno (10° pares
de bases), combinag¢des de iniciadores com
dois nucleotideos seletivos ndo foram capazes
de revelar o polimorfismo genético existente
entre os biétipos (dados ndo mostrados),
enquanto a combinacdo de primers com trés
nucleotideos seletivos foi efetiva, produzindo
cada combinacdo, em média, oito fragmentos
de DNA polimérfico (Figura 1). No total de
450 fragmentos amplificados, 339 foram bem
separados nos géis e, entre eles, 39 bandas
polimorficas foram identificadas. As
combinacdes de iniciadores, Mse-CTT / EcoR-
ACC and Mse-CAA / EcoR-ACT foram as mais
informativas, produzindo, cada uma, em
meédia, oito fragmentos de DNA polimorficos.
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Figura 1. Padrdo AFLP de DNA gendmico de biétipos de proso
millet. Foram usadas as combinag¢®es de iniciadores Mse-CAA /
EcoR-TC (A) e Mse-CTC/EcoR-TG (B). Os nimeros de 1 a 12
correspondem, respectivamente, aos biétipos: Minnesota-
Cambridge wild olive; Canada-Rosemount wild back; Oregon-
Grand Island wild olive; Ontario, Canada-Huron County wild
black; Nebraska-Panhandle Center wild tan; Wyoming-Platte
County wild brown; Colorado-Weld County wild black;
Colorado-Weld County wild tan; South Dakota domestic brown;
Colorado domestic white; Colorado domestic orange, and
Colorado wild white. M = marcador de peso molecular 10pb.
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Figura 2. Padrdo AFLP de DNA gendmico de biodtipos de proso
millet. Foram usadas as combinacdes de iniciadores Mse-CTT /
EcoR-AAC (A) e Mse-CAA / ECOR-ACT (B). Os niumeros de 1 a
12 correspondem, respectivamente, aos biétipos: Minnesota-
Cambridge wild olive; Canada-Rosemount wild back; Oregon-
Grand Island wild olive; Ontario, Canada-Huron County wild
black; Nebraska-Panhandle Center wild tan; Wyoming-Platte
County wild brown; Colorado-Weld County wild black;
Colorado-Weld County wild tan; South Dakota domestic brown;
Colorado domestic white; Colorado domestic orange, and
Colorado wild white. M = marcador de peso molecular 10pb.

As bandas de DNA polimérficas foram
escrutinadas pela presenga (computada como
1) e auséncia (computada como 0) e
analisadas pelo método UPGMA (unweighted
pair-group method with arithmetical averages)
do software NTSYS-PC, versao 2.02j (Exeter
Software). O programa “tree” gerou um
dendograma mostrando a relacao filogenética
entre os diferentes biotipos de proso millet
(Figura 3). Esse procedimento possibilitou a
separacdo dos bidtipos de proso millet em
dois grupos distintos, sendo um formado
apenas por bidtipos selvagens tipicos
(Nebraska-Panhandle Center wild tan,
Wyoming-Platte County wild brown e
Colorado-Wed County wild tan) e o segundo
grupo composto por formas domesticadas
(South Dakota domestic brown, Colorado
domestic white e Colorado domestic orange)
e bidtipos selvagens, que apresentam algumas
caracteristicas fenotipicas de bi6tipos



cultivados (Minnesota-Cambridge wild olive,
Canada-Rosemount wild black, Oregon-Grand
Island wild olive, Canada-Huron County wild
black, Colorado-weld County wild black e
Colorado wild white), tais como, auséncia de
dorméncia das sementes e taxa relativamente
elevada de crescimento radicular durante a
germinacdo da semente.
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Figure 3. Dendrograma de doze bidtipos de proso millet revelado
por “UPGMA cluster analysis”, baseado em algoritimo NEI72. Os

ndmeros no dendrograma correspondem aos bi6tipos: 1 —
Minnesota-Cambridge wild olive, 2 — Canada-Rosemount wild
black, 3 — Oregon-Grand Island wild olive, 4 — Canada-Huron

County wild black, 5 — Nebraska-Panhandle Center wild tan, 6

— Wyoming-Platte County wild brown, 7 - Colorado-Weld
County wild black, 8 - Colorado-Weld County wild tan, 9 -
South Dakota domestic brown, 10 - Colorado domestic white,
11 - Colorado domestic orange, 12 - Colorado wild white.
Vos et al. (1995) afirmaram que a técnica de
AFLP permite detectar entre 50 e 100

fragmentos amplificados por reagéo. No

presente estudo, foram observados, em média,
56 fragmentos de DNA por gel, indicando que

a resolucao dos fragmentos de DNA corados
com prata esté dentro da faixa observada
quando isétopos radioativos sdo empregados.
A percentagem de polimorfismo genético

(11%) revelada pela técnica de AFLP em proso

millet e a resolucdo satisfatoria dos
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fragmentos de DNA nos géis de acrilamida
corados pela prata mostraram que a técnica
de AFLP podera ser muito util para estudar a
variabilidade genética e estabelecer relagdes
filogenéticas em populacdes de plantas
daninhas as culturas do milho e do sorgo.
Esses estudos possibilitardo melhor
entendimento sobre a dindAmica populacional
e 0 manejo mais adequado no uso de
herbicidas.
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