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A tecnologia de marcadores moleculares tem densmitstser uma ferramenta
eficiente para a caracterizacdo de recursos gesgticem programas de melhoramento tem sido
empregada de maneira crescente para o desenvoteiercultivares, avaliacdo de pureza de
sementes e protecéo intelectual.

Centenas de marcadores microssatélites ja foragritdssem milho, inclusive
com sua localizagdo cromossémica determinada. Eétassendo empregados amplamente no
fingerprinting de germoplasma de milho (Smith et al. 1997; Sestiat. 1998, Gethi et al., 2002;
Liu et al., 2003) por causa do seu alto nivel derofismo (Saghai Maroof et al., 1994) e pela
facilidade de automacéo do sistema de detecca&niMamapa Milho e Sorgo fongerprinting das
linhagens elite vem sendo desenvolvido para awxliprograma de melhoramento de milho na
alocacéao das linhagens elite em grupos heterGtigzsa a selecdo de genitores em cruzamentos
(Padilha, 2002).

Atualmente, o programa de melhoramento de milhEBrdarapa possui cerca de
200 linhagens elite, com uma capacidade crescengerdcao de novas.fldgerprinting de uma
grande colecdo como essa requer o emprego de métledtarga escala no laboratério, e na
coleta e armazenagem dos dados gerados. O uso njiegntos multiplex de marcadores
microssatélites fluorescentes aumenta enormemecépacidade de realizacdo de genotipagem
semi-automatizada de um grande nimero de amaogéasitindo a caracterizacdo mais rapida de
recursos genéticos, e com um menor dispéndio dgemézs. O objetivo deste trabalho foi
otimizar um método multiplex semi-automatizado deedcdo de marcadores microssatélites em
milho. Os conjuntos de rea¢Bes multiplex otimizapesnitirdo a avaliagdo genotipica em larga
escala das linhagens elite do programa de melhotarde Embrapa Milho e Sorgo.

Metodologia

A partir de dados de microssatélites de 48 linhagdite de milho, avaliadas
anteriormente (Padilha, 2002), foram selecionades2d mais informativos entre os 100
avaliados. Para essa selecéo foram levados enteoasiio o seu polimorfismo, sua distribuicéo
ao longo do genoma, pela freqtiéncia bem distribgitlae 0os seus alelos e pelo valor do
Conteudo de Informacgéo do Polimorfismo (PIC).



Esses 21 marcadores foram organizados de modonarfeete tripletes (Tabela
1). Tais conjuntos de tripletes foram testados emtrq linhagens elite de milho quanto a
amplificacédo de fragmentos detectados satisfat@mdenpelo equipamento ABI377.

Apos varios ajustes foi estabelecido um protoc@oathplificacdo satisfatéria
para todos os conjuntos multiplex, que podera sgmregado em qualquer DNA gendmico de
milho, descrito a seguir. As reacdes de ampliicagm multiplex foram preparadas com volume
final de 20uL, consistindo de 30 ng de DNA, 20 mM Tris-HCI (B8k), 50 mM KCI, 1,5mM de
MgCl2, 0,5U Taq DNA polimerase (Invitrogen, Carglp&£A), 0,25 mM dNTPs e 2,5 pM de
cada um dos pares de iniciadores componentes daoreaultiplex. As amplificacbes seguiram-
se mediante as seguintes condi¢des: desnaturacid a95°C por cinco minutos, 30 ciclos de
95°C por um minuto, 55°C por dois minutos e 72°Cdois minutos, elongacéo final a 72°C por
cinco minutos. A reacdo de amplificacdo foi diluttleas vezes em agua destiladad_3lessa
diluicdo foram misturados a 0)3. do padrédo GS-500 ROX (Applied Biosystems, FoS§iiy,
CA), 0,8 uL de formamida HI-DI (Applied Biosystems, FostetyCICA) e 0,4uL de tampéao de
carregamentob{ue dextran 50mg/ml; EDTA 25 mM). As amostras foram desnatusgaar dois
minutos a 95°C e mantidas em gelo até o carregantenBuL em gel de poliacrilamida 5%
(p/v) (Long Ranger Gel Solution, Cambrex); uréidp6Tris 100 mM; acido bérico 100 mM e
EDTA 2 mM. A eletroforese foi realizada no sequador automético de DNA ABI Prism 377
(Applied Biosystems, Foster City, CA), por 2,5 IB@00V em tampao TBE (Tris-HCI 0,89M;
acido bérico 0,02M e EDTA 0,02M pH 8,0).

Tabela 1: Conjuntos multiplex
padronizados para amplificacdo de microssatéliges d

milho.

icrossatélite in !uorescénultiplex
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nlg589 .10 -FAM

hi116 .06 -FAM
upssr24 .08 ET
nlg1006 .00 EX
nig2241 .06 -FAM
mc1019 .06 ET
nigl61 .00 EX
mc1084 0.07 ET
mc1033 .02 -FAM
nlg125 .02-2.03 EX
mcl1016 .02 -FAM
nlg1338 .01 ET
mc1008 .01 EX

Os 21 locos SSR avaliados em milho foram polimédgimas linhagens
estudadas, amplificando um total de 370 alelos.U®ano de alelos por loco variou de oito
(umcl771) a 36 (bnlg1006), indicando ampla dived&genética entre os gendtipos avaliados.
Os valores de PIC para os 21 locos SSR de milharaan de 0.65 (bnlg589) a 0.96 (bnig1006)
(Tabela 2).

Estes conjuntos multiplex vao permitir um ganhotel®po e emprego de um
namero menor de reagentes na analise por marcadwlesulares de gendtipos de milho,
facilitando o trabalho em larga escala na genoéipade milho.



Tabela 2: Caracteristicas dos 21 locos
SSR avaliados em linhagens de milho.
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Conclusodes

Foi descrito o desenvolvimento e otimizacao de isterma eficiente multiplex
para analise de um conjunto selecionado de maresadoicrossatélites hipervariaveis em milho.
Foi otimizado um procedimento que permite a andemi-automatizada de 21 marcadores
microssatélites distribuidos em sete reacfes défaagao.

A otimizacdo destas reacbes em condicdes multipdsxlta ndo apenas na
selecdo de locos com alto grau de polimorfismo, taehém efetivamente permite o avanco da
velocidade dos estudos de diversidade das linhagilesdo programa de melhoramento da
Embrapa Milho e Sorgo.
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