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Introducgéo

As sementes hibridas de milho, obtidas a partir de cruzamentos entre linhagens, tém como
fonte de contaminagdo genética a auto-fecundacdo do parental fémea nos campos de
producdo de sementes. A técnica de microssatélites é eficiente para a detec¢do deste tipo
de contaminacdo em sementes (Salgado, 2001; Padilha et al., 2003), sendo uma
ferramenta importante para 0 monitoramento dos cruzamentos que ocorrem no campo.
Os microssatélites ou SSR (Sequiéncias Simples Repetidas) sdo segmentos de seqiiéncia
repetida, distribuidos aleatoriamente no genoma, que sdo amplificados utilizando-se pares
de primers especificos. A rapidez associada a precisdao da analise sdo grandes vantagens
da técnica de SSR. A possibilidade de analise de varios individuos de uma sé vez, ou seja,
a analise em bulk das amostras recebidas do campo, é mais uma vantagem que pode ser
associada a este tipo de marcador. No entanto, faltam informacGes consistentes a respeito
da sensibilidade da técnica com relagdo ao nimero de individuos que podem ser utilizados
na montagem do bulk.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a sensibilidade da técnica de SSR quanto a
eficiéncia de amplificagdo de dois alelos numa mesma amostra, presentes em diferentes
proporg¢des. Ainda, selecionar cinco conjuntos de primers eficientes em amplificar perfis
genéticos para distinguir cinco materiais hibridos dos seus parentais.

Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no laboratério de Analise de Sementes e no Nucleo de Biologia
Aplicada (NBA) da Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, MG. Foram utilizadas
sementes de quatro hibridos simples (HS1, HS2, HS3 e HS4), um hibrido triplo (HT) e
nove linhagens (L1, L2, ..., L9), provenientes do programa de melhoramento da Embrapa
Milho e Sorgo (Tabela 1).



A sensibilidade dos marcadores SSR foi avaliada pela capacidade de deteccdo do alelo em
uma mistura de um hibrido (HS3) com uma linhagem nédo envolvida neste hibrido (L1).
As misturas iniciais dos DNAs foram nas proporgdes de 1:0, 1:1, 1:5, 1:10, 1:15, 1:20,
1:30 e 1:40, realizadas para 0 HS3 com a L1 e, de maneira inversa, paraa L1 com o HS3.
Os métodos para obtencédo das propor¢oes acima citadas foram: 1) mistura de volumes de
DNA cuja concentracédo foi determinada em gel de agarose 0,8% e, 2) mistura de discos
foliares com didmetro de 0,8 cm. Posteriormente, trabalhou-se com os valores de 1:5 e
1:8 de misturas entre os DNAs das linhagens que participam dos hibridos.

O DNA foi extraido da parte aérea de plantulas com cinco dias de germinagdo em rolo de
papel mantido a 25°C. Para representar cada gendtipo, o DNA foi extraido de um
conjunto de 10 plantulas. A quantificacdo do DNA foi realizada em gel de agarose 0,8%,
por meio da comparagdo com um DNA de concentracdo conhecida.

Para avaliar a sensibilidade da técnica de SSR, foram selecionados primers polimérficos
que apresentavam boa qualidade de amplificagdo. Um total de 24 primers foi selecionado
a partir da avaliacdo de 100 primers. Foi simulada uma contaminacao genética nas
proporgdes de 1:1, 1:5, 1:8, 5:1, 8:1 de ambas as linhagens, para verificar a viabilidade de
identificacdo destes niveis de contaminacéo.

As reagdes de SSR foram realizadas segundo descrito em Padilha (2002). Os fragmentos
amplificados foram separados em géis de agarose 4% e visualizados sob luz ultravioleta
apods a coloracdo com brometo de etidio (1 mg/mL).

Resultados e Discussdo

As misturas de volumes de DNA apresentaram 0 mesmo padréo de amplificacdo
observado para as misturas de discos foliares. As proporcdes das misturas de 1:10 até
1:40, independente do primer, ndo permitiram visualizar a presenca do alelo da mistura.
Assim foram realizadas avaliagcbes com as proporcdes 1:5 e 1:8 das linhagens parentais
dos hibridos 1 a 4.

Na Figura 1 estdo mostrados os géis com os produtos amplificados para dois hibridos.
Verifica-se que a sensibilidade é variavel com o primer utilizado. Isto pode estar
ocorrendo em funcdo da maior ou menor especificidade do mesmo com relagéo ao seu
anelamento na regido a ser amplificada. Por outro lado, o contaminante presente na
reacdo, também interfere na maior ou menor sensibilidade da técnica. A competicao que
ocorre entre seqliéncias amplificadas simultaneamente, é uma provavel explicacéo para
este fato. Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), a reacdao de amplificacdo sera
favorecida onde a complementaridade entre o primer e o sitio de iniciagdo no DNA-
molde é mais alta. Para o hibrido HS1, o primer bnlg125 néo foi capaz de amplificar o
alelo da linhagem L9 quando o DNA da L8 estava em concentragdes 5 ou 8 vezes
superior. Quando o inverso ocorre, mesmo a L9 tendo o DNA 8 vezes mais concentrado
que o DNA da L8, ainda é possivel verificar um padrdo correspondente a contaminacao
daL9comalLs8.



Ja& o contrério ocorre para o primer bnlg166, que parece ser mais especifico para a L9,
cuja maior concentragdo de DNA na mistura com a L8 favorece a amplificagéo do alelo
da L9. Por outro lado, o primer bnlg2291 n&o apresentou especificidade diferenciada para
nenhuma das duas linhagens, sendo que um bulk de até 5 plantas pode ser recomendado
para este ultimo caso. O comportamento diferenciado para a amplificacdo dos alelos do
HS1 também foi verificado para 0 HS2 (Figura 1) e para os demais materiais genéticos.
Assim, para se trabalhar com bulks de plantas no monitoramento de contaminagdes em
campos de producdo de sementes, é necessario que seja conhecida a sensibilidade da
técnica para os locos a serem avaliados. Isto possibilitara a definicdo do nimero de
plantas a ser utilizado para a construcdo do bulk. Para os primers aqui selecionados, um
bulk de cinco plantas pode ser utilizado para 0 monitoramento da pureza genética em
campos de multiplicagéo de sementes de milho. A Tabela 2 apresenta a relagdo de primers
que foram eficientes em distinguir o hibrido das suas linhagens parentais, para cada hibrido
simples e triplo.
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