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Introducgéo

Para a exploracdo adequada do germoplasma em um programa de melhoramento o
conhecimento da diversidade genética entre as linhagens elite é de fundamental
importancia. Ela pode ser avaliada por dados de pedigree, fenotipicos, pela
capacidade combinatéria em cruzamentos dialélicos e por dados moleculares. Dentre
as técnicas moleculares, os AFLPs e SSRs tém sido amplamente utilizados nos
estudos de divergéncia genéticas entre materiais por serem precisos, facilmente
reproduziveis e passiveis de automatizacdo. Segundo Fossati et al. (2001), ambas as
técnicas sdo igualmente efetivas para definicdo das relacbes genéticas em videira,
embora Teulat et al. (2000) sugiram que para a populacdo de coqueiro, melhores
resolucdes das similaridades genéticas foram obtidas com AFLP, quando comparado
com o SSR. Os SSRs, no entanto, sdo muito interessantes para revelar informagoes
adicionais sobre diferencas nas combinacdes alélicas entre e dentro das populagoes,
ressaltando regiGes gendmicas onde as composi¢des alélicas seriam mais raras ou mais
diversas. Lima et al. (2002) afirmam que os AFLPs podem ser mais informativos do
que dados de pedigree para avaliar a variabilidade genética entre gendtipos de
cana-de-agUcar, caracterizados pela complexidade da natureza polipldide do genoma
e pela base genética relativamente estreita entre as cultivares. Para genétipos de
milho, Senior et al. (1998) utilizaram 70 locos SSR para a validacdo de pedigrees e
alocaram 94 linhagens elite, representando a diversidade do Corn belt dent e Southern
dent, em nove grupos correspondentes aos principais grupos heterdticos ja definidos.
O presente estudo teve o objetivo de avaliar a técnica semi-automatizada de AFLP e
SSR para a determinacdo de relacGes genéticas entre 35 linhagens elite de milho
tropical, englobando materiais com endosperma duro, dentado e de alta qualidade
protéica.

Material e Métodos

As analises moleculares de 35 linhagens elites utilizadas no programa de
melhoramento de milho da Embrapa Milho e Sorgo (Tabela 1) foram realizadas no
Laboratorio de Biologia Molecular do Nucleo de Biologia Aplicada. O DNA foi
extraido de dez plantulas, representando cada linhagem, por meio da metodologia



descrita por Saghai-Maroof et al. (1984).

Para a amplificagéo dos locos SSRs foram utilizados 25 primers marcados com
fluorescéncia (6-FAM, HEX e NED). As reagdes de PCR foram feitas isoladamente
para cada fluorescéncia e os ciclos de amplificacdo foram realizados em duas
condicOes para temperatura de anelamento dos primer, dependendo da especificidade
do mesmo: i) realizado por 30 ciclos de 670C/ 20 s ou ii) 680C/ 20 s com reducdo de 1
oC/ ciclo durante 9 ciclos, seguidos por 25 ciclos a 600C/ 20 s. Aos produtos finais
das reacOes de PCR, foi acrescentado o padrdo GS-500 ROX (Applied Biosystems),
seguindo-se a eletroforese em gel de poliacrilamida a 5%, a 2000 v por 3 h, no
sequenciador ABI Prism 377.

Para a técnica de AFLP, as reac6es de restricdo com as enzimas ECoRI e Msel e a
ligacdo de adaptadores ao DNA foram realizadas com o AFLP Core Reagent Kit
(Invitrogen — Life Technologies). Na reacdo de amplificagdo pre-seletiva foram
utilizados primers com um nucleotideo seletivo na extremidade 3' e os ciclos de
amplificacdo foram realizados com uma etapa de desnaturagdo a 92,C por 2 minutos,
seguida de 20 ciclos de 940C por 20 s, 560C por 30 s e 720oC por 2 minutos,
finalizados por uma etapa de extensdo a 600C por 30 minutos. Foram utilizadas 11
combinag6es de primers com trés nucleotideos seletivos na extremidade 3'. A reacao
de amplificacdo seletiva foi realizada com 0,5 uM do primer Msel e 0,05 uM de cada
um dos trés primers EcoRI marcados com as diferentes fluorescéncias. As etapas de
amplificagdo englobaram 10 ciclos a 940C por 20 s, 660C por 30 s com reducéo de 1o
C a cada ciclo e 720C por 2 minutos, seguidos de 20 ciclos a 94.C por 20 s, 560C por
30 s, 720C por 2 minutos e uma extensao final de 600C por 30 minutos. Os
fragmentos amplificados foram resolvidos por eletroforese em gel de poliacrilamida
5%, no sequenciador ABI Prism 377, sendo adicionado a cada amostra o marcador de
peso molecular GS-500 ROX (Applied Biosystems)

Os dados foram extraidos do gel com o auxilio do programa Genescan 2.1 e, para 0s
SSRs os polimorfismos foram avaliados automaticamente pelo programa Genotyper
2.0. Para o AFLP, foi feita avaliacdo visual dos géis e dos eletroferogramas, com a
anotacdo manual dos resultados, sendo tabulados como dados binarios onde o valor 1
(um) foi atribuido para a presenca do alelo e o 0 (zero) para a sua auséncia. O
complemento dos coeficientes de Jaccard para 0 AFLP e Nei e Li para o0 SSR foram
utilizados para o célculo das distancias genéticas entre as 35 linhagens e o
agrupamento das mesmas foi realizado pelo método UPGMA utilizando o programa
Statistica verséo 4.3.

O contetdo de informacéo polimérfica (PIC) de cada loco foi calculado segundo a
formula (Weir, 1996): PIC =1 - X (pi)2, onde pi é a frequéncia do i-ésimo alelo para
as 35 linhagens. Para a comparacéo dos dados obtidos pelos marcadores SSR e AFLP
foi calculado o indice de marca (IM), de acordo com Powell et al. (1996) citados por
Bohn et al. (1999) e Prasad et al. (2000) onde, IM = (PIC x proporc¢éo de bandas
polimérficas x nimero de locos observados por combinagdo de primer). A correlacao
entre os dados de AFLP e de SSR foi avaliada utilizando-se o coeficiente de
correlacdo de Pearson (r) pelo programa Statistica verséo 4.3.

Resultados e Discussdo

Para o0s 25 locos SSR avaliados entre as 35 linhagens, foram obtidos 293 alelos,
variando de trés a 25 alelos amplificados por loco. A combinagdo de 11 primers AFLP



gerou um total de 260 fragmentos, sendo 158 polimérficos, com uma média de 14
bandas polimdrficas por combinagdo de primer.

O AFLP se destacou em relagcdo ao SSR em termos de nimero de fragmentos
amplificados por experimento, o que refletiu num maior indice de marca para o AFLP,
cujo valor de 5,59 foi, aproximadamente, sete vezes superior ao observado para 0s
SSRs (0,76). A maior eficiéncia dos marcadores AFLP se deve a deteccdo de varias
bandas polimérficas em uma Unica reacdo de amplificacéo (Pejic et al., 1998), uma
vez que a técnica explora simultaneamente os polimorfismos de restri¢do e de
amplificacdo. Assim, cada combinacdo de primer AFLP amplifica varios locos, ja para
0s SSRs, cada primer amplifica os varios alelos de um Unico loco. Por outro lado, o
contetdo de informag&o polimdrfica dos locos (PIC) foi superior para o SSR (0,76)
quando comparado ao AFLP (0,39). Tais resultados concordam com os dados de
Pejic et al. (1998) em milho, que encontraram valores muito préximos de PIC para 0s
marcadores SSR (0,72) e AFLP (0,34).

De forma semelhante ao observado por Fossati et al. (2001) em videira, os indices de
diversidade obtidos pelos marcadores AFLP e SSR apresentaram uma elevada
correlagéo (r = 0,82), confirmando a eficiéncia de ambos 0s marcadores no estudo da
variabilidade genética entre linhagens divergentes quanto as caracteristicas do
endosperma. Os dendrogramas gerados utilizando os indices calculados com base nos
dados de SSR e AFLP evidenciaram os principais grupos de linhagens dentadas, duras
e QPMs (Figuras 1 e 2). Todavia, o dendrograma gerado pelo AFLP parece ter
definido melhor tanto o agrupamento das linhagens em funcgéo das caracteristicas do
endosperma e da qualidade protéica, quanto a formacdo de subgrupos envolvendo
linhagens mais proximamente relacionadas com base nos dados de pedigree. A
superioridade do AFLP em detectar tais associacdes genéticas pode ter sido em
funcdo da sua melhor capacidade de amostragem do genoma, concordando assim com
Teulat et al. (2000) que afirmaram ser o AFLP mais apropriado para estudos de
diversidade genética quando comparado aos SSRs.

No presente trabalho foi confirmado que os marcadores SSR foram mais informativos
ao detectarem diferentes alelos por loco e que os marcadores AFLP foram mais
eficientes na geracao de dados por combinacéo de primers. Embora os marcadores
AFLP e SSR tenham sido eficientes para agrupar as linhagens em funcao das
caracteristicas de endosperma e da qualidade protéica dos graos, o AFLP explorou
melhor as relagdes de parentesco genético entre as linhagens, se mostrando mais
adequado para andlises de diversidade genética.
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Tabela 1. Informacdes relativas ao pedigree, tipo de endosperma e qualidade protéica dos
gréos de 35 linhagens de milho do programa de melhoramento da Embrapa Milho
e Sorgo 2001 (comunicacao pessoal).

Linhagem FPedigree/ Tipo de Linhagein Pedigree/ Tipo de
Populagdo de origem | Endosperma FPopulagdo de origem | Endosperma

L1 EBRI03 B L1A CMhLE 456 (26 QFLD | dentado/ QPRI
L2 BR10OS duro Lz0 BR10OS duaro
L3 CME14 dharo Lzl ChIE14 duaro
L4 Sintética - BR108 dentada L2 ChIE1z duro
L5 BR10& dentado LZ3 ChE 453 (QPLD duros QP
Lé Sintética - BR108 dentada L4 CHIE03 duro
L7 ChB2E dentado L2 BR104 dentado
La ChE2E deritado LZa EBER10S daro
L3 CIIE 455 (QPMD durol QFI LZ7 ChIE50 daro
L10 EBR10Z dharo LZ& ChL350 x CLIS14 Dharo
L11 ChE14 dharo Lz5 EBR105 Dharo
L1Z CMS14 dura L30 hibrido comercial dentado
L13 EBR106 detitado L3l CMLE 455 (QPLI duros QP
L14 EBR10& detitado L3Z CME03 x BR1OS duro
L15 Sintético 14 dharo L33 CMEE 453 (QPLD duros QP
L1d CME 455 (QPMD dural QP L34 EBRl0& dentada
L17 BR104 dentada L35 CIE2E dentada
L1& CME 456 (QPMD dentado QP
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Figura 1. Dendograma de 35 linhagens de milho revelado pela analise de agrupamento
UPGMA com base no complemento dos indices de similaridade de Jaccard, calculado
utilizando marcadores AFLP.
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Figura 2. Dendograma de 35 linhagens de milho revelado pela analise de agrupamento UPGMA com
base no complemento dos indices de similaridade de Nei e Li, calculado utilizando
marcadores SSR.
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