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MARCADORES SSR PARA A CARACTERIZACAO E IDENTIFICACAO DE CULTIVARES
DE MILHETO (Pennisetum glaucum (L.) R. Br.)
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RESUMO

Com o aumento no numero de cultivares de milheto protegidas, tornou-se necessdria a
avaliacdo de marcadores moleculares eficientes e estdveis para assegurar o direito do obtentor sobre a
cultivar desenvolvida e para a certificacdo da pureza genética de lotes de sementes comercializadas.
Nessa pesquisa, objetivou-se a sele¢do de primes microssatélites e a caracterizacio e identificacdo em
cultivares de milheto protegidas e de dominio publico por meio da técnica SSR. O trabalho foi
desenvolvido no Laboratério Central de Sementes do Departamento de Agricultura da Universidade
Federal de Lavras. Foram utilizadas seis cultivares como testemunhas, sendo 3 protegidas (ADR300,
ADRS500 e ADR7010) e 3 de dominio publico (BN2, BRS1501 e IPA bulk 1BF). Foram testados 30
pares de primers de microssatélites para a caracterizacdo das cultivares de milheto. Baseando-se nos
padroes de DNA das seis cultivares, foi realizada a certificacdo da pureza genética em 11 lotes de
sementes comercializadas como BN2, de dominio publico. Dos 30 primers analisados, 22 primers
apresentaram-se polimérficos. Foi possivel a caracterizacdo das cultivares testemunhas por meio de
quatro loci de microssatélites. Foi observado que a maioria dos lotes de sementes de milheto
comercializadas no Brasil como sendo de dominio publico, pertence a outras cultivares, caracterizando
a pirataria de sementes.
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INTRODUCAO

No Brasil, a partir da regulamentacdo da Lei de Protecdo de Cultivares em 1997, foi possivel a
protecdo de cultivares vegetais, desenvolvidas em programas de melhoramento genético. Entretanto,
tanto as empresas obtentoras das cultivares como as produtoras de sementes ndo t€m usufruido dos
royalties em funcdo da pirataria de sementes.

A pirataria de sementes no Brasil tem tomado uma grande dimensdo. O volume de sementes
informais que circula no mercado, é pelo menos trés vezes maior que a das sementes legais. Algumas
empresas produtoras de sementes estdo implantando programas de rastreamento de sementes para
combater a pirataria (BERNHARDT, 2005). Para isso é preciso avaliar os descritores para a
caracterizacio e a identificacdo de cultivares.

Descritores morfolégicos e bioquimicos sao utilizados para caracterizar as cultivares e garantir
sua protecdo, mas o estreitamento da base genética de cultivares torna dificil a diferenciacio por esses
marcadores (VON PINHO e MENDONCA NETO, 2007). Para a protecao de cultivares sao requeridos
marcadores que atendam a critérios de distingiiibilidade, homogeneidade e estabilidade como os
marcadores SSR. Marcadores microssatélites possuem propriedades que os tornam extremamente tteis
na caracterizacdo de cultivares. Normalmente poucos locos garantem a completa diferenciacdo dos
gendtipos de interesse (SCHUSTER et al, 2006).

Os SSR sdao muito freqiientes e sdo distribuidos aleatoriamente, permitindo a mais completa
cobertura de um genoma eucarioto. Observa-se que os microssatélites estdo bem conservados entre
espécies relacionadas, o que permite, em alguns casos, a transferéncia de marcadores entre espécies do
mesmo género. Essas caracteristicas fazem dos microssatélites os mais ideais para o mapeamento
genético e fisico, para a identificacdo e discriminagdo de gendtipos e em estudos de genética de
populagdes (AKAGI et al., 1997).
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Levando em conta a expressao codominante e o multialelismo, os SSR sdo os marcadores que
possuem o mais elevado conteddo de informacdo de polimorfismo. Por essa razio, essencialmente
toda e qualquer informagdo segregante pode ser utilizada como informagao para estudos de ligamento
e mapeamento genético (BONOW, 2004).

No presente trabalho objetivou-se a identificacio de marcadores microssatélites e a
caracterizacdo molecular de Pennisetum glaucum L., para a caracterizagdo e identificacdo de cultivares
de milheto protegidas e de dominio publico.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério Central de Sementes do Departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Foram utilizadas sementes das seguintes
cultivares de milheto: ADR 300, ADR 500 e ADR 7010, as quais s3o protegidas no Servigo Nacional
de Protecio de Cultivares, no MAPA (Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento) e
sementes de cultivares caracterizadas como de dominio publico: IPA Bulk 1BF, BRS 1501 e BN2.
Além das seis cultivares citadas, foram avaliados 11 lotes de sementes, coletadas no mercado nacional,
as quais estavam identificados como pertencentes a cultivar BN2, de dominio publico, totalizando 17
amostras analisadas conforme descrito na Tabela 1.

Tabelal. Relag@o das amostras de sementes de milheto para a identificacdo de cultivares

Numero Variedade Numero Variedade
1 Lote 1 10 Lote 10
2 Lote 2 11 Lote 11
3 Lote 3 16 ADR 300
4 Lote 4 17 ADR 500
5 Lote 5 23 BN2
6 Lote 6 25 IPAbulk 1BF
7 Lote 7 27 BRS 1501
8 Lote 8 31 ADR7010
9 Lote 9

Inicialmente foi realizada a caracterizacdo das cultivares por meio da técnica de SSR com a
utilizacdo de 30 primers. Para a extracdo do DNA dessas cultivares foram realizados pré-testes para a
determinacdo da melhor metodologia de extracao.

O DNA foi extraido utilizando-se sementes inteiras. As sementes foram maceradas em
nitrogénio liquido com a adi¢@o do antioxidante polivinil pirrolidona (PVP). Apds a maceragdo, uma
pequena quantidade de material de cada amostra, aproximadamente 50mg, foi transferida para um
microtubo com a adi¢do de 350ul de tampao CTAB 2% (CTAB 2%; 110mM Tris HCI pH 7,5; 55mM
EDTA, pH 8,0; 1,54M NaCl e 2% de B-mercaptoetanol) e 1,56ul de proteinase K a 20ng/ul. Os
microtubos foram incubados a 65°C por 1 hora, sendo homegeneizados a cada 15 minutos.
Posteriormente foram adicionados 350pu1 de solugdo cloroférmio: dlcool isoamilico na propor¢do 24:1.
As amostras foram homogeineizadas por 25 minutos e centrifugadas a 14000 rpm por 10 minutos.
Retirou-se o sobrenadante e o qual foi transferido para um novo microtubo, contendo 300ul de dlcool
1sopropilico refrigerado. Os microtubos foram incubados a -4°C por 30 minutos e centrifugados a
14000 rpm por 10 minutos. Descartou-se o sobrenadante. Ao precipitado foi adicionado 140ul de
lcool etilico 70% a -20°C, homogeneizado e centrifugado a 14000 rpm por 10 minutos para a
limpeza. Descartou-se o sobrenadante. Para limpeza final foi utilizado 140ul de dlcool etilico 95%. O
sobrenadante foi descartado com auxilio de uma pipeta. Os microtubos foram colocados abertos em
capela de exaustdo em temperatura ambiente por 30 minutos para a secagem do pellet. Em cada
microtubo, foi adicionado 50ul de 4gua ultrapura autoclavada, contendo 0,2ul de RNase (10mg/ul)
para ressuspensdo do DNA. As amostras foram incubada a 37°C por 30 minutos em banho maria e
acondicionadas a -4°C.

Para a quantificacdo e andlise da qualidade do DNA extraido foram utilizados o
espectrofotdmetro Nanovue e gel de agarose a 0,7%. As amostras apresentaram concentracoes
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diversas, variando de 200ng/ul a 500ng/ul, e O6tima qualidade, com as relagdes Ejgons0
aproximadamente 1,8 e Eygpn3zo aproximadamente 2,0. No gel de agarose o DNA apresentou-se
semelhante ao padrdo lambda, sem degradacdo aparente. Apds a quantificacdo, o DNA foi diluido para
a concentragdo de trabalho de 10ng/pL.

Para as andlises moleculares foram feitas reacdes em cadeia de polimerase (PCR), utilizando
marcadores moleculares de microssatélites. O volume final da reacdo foi igual a 10ul, contendo 1uL
de tampdo de PCR 10X da Invitrogen (50mM de KCI, 10mM de Tris-HCI pH 8,4, 0,1% de Triton X-
100), 2mM de MgCl, , 25mM de dANTP, 6uM de cada primer, 0,5U de DNA Taq polimerase da
Invitrogen e aproximadamente 30ng de DNA. Foram testados 30 pares de primers, descritos em
artigos sobre a espécie, os quais estdo descritos na Tabela 2. O programa de reacdo consistiu em
desnaturagao inicial 94°C por 4 min, 30 ciclos de 94°C por 20 segundos, 49 a 55°C variando de acordo
com a temperatura de melting de cada primer por 20 segundos e 72°C por 20 segundos, seguidos por
alongamento final a 72°C por 5 minutos.

Tabela 2. Descricao dos primers de microssatélites de milheto

. Repeat type Tm Expected
Marker Primer sequences and lenght (bp) | (°C) size (bp)

CTM-9 GCCTCCTCTTGATACCATATT (CT)y 51,6 219
TAGCCTTGGCTGCTATATTC 51,8

CTM-10 GAGGCAAAAGTGGAAGACAG (CD)xn 53,7 235
TTGATTCCCGGTTCTATCGA 53,1

CTM-55 CGTCTTCTACCACGTCCT (CT)ys 53,6 140
CATAATCCCACTCAACAATCC 51,1

CTM-56 GCGTTGTTTCGGTGACCAC (CD)s 57,2 165
GCGTATCTTTAAATTGCCTTTGTT 52,7

3002 AAAGTTACCGGGAGGGTAAAAA (AAAC); 54,2 205
TCGCCTAAAAACTGGAGGAA 53,9

3005 CGCGGTGTTCTCACACAC (AOC) 14 56,7 140
TGTGAATCCCGCGGGTATAG 54,5

3006 AAATCGGTCGTGGTGAAGTT (AC)i6 54,6 180
GAGAATGTGGGAGACACACG 55,4

3011 CACGCCCTTTTTACCTTGAC (AC)y; 54,2 150
CGCGACACGTCCTACACTAA 56,7

3014 TGCTTCACAGCCTCTCCATA (ACC)g 55,8 280
CCACCATGCAACAGCAATAA 53,8

3016 TTGTGGCTGAAGAAGAGATCC (CA)y 54,6 450
AATGTGGGGAGAGACACAGC 57,0

3017 CACCAAACAGCATCAAGCAG (CAG), 54,8 200
AGGTAGCCGAGGAAGGTGAG 58,4

3021 GCCGACAGGAAGATTACGAT (CGTG)s 54,5 175
AGCAAAACGCAGAACAACAG 54,3

3028 ACGATTCTTCGTCGTTCCAG (GATC), 54,8 170
ATACGATACGCGCAGGCTAC 56,9

PSMP2001 CATGAAGCCAATTAGGTCTC (CT)s(CA)4g 50,8 304
ACCATCTAGCTTGTTCTTATCC 52,1

PSMP2006 | GACTTATAGTCACTGGGAAAGCTC (GT)s, 54,8 253
GTCTTAATAACTTTGTGCGTATT 50,0

PSMP2008 GATCATGTTGTCATGAATCACC (GT)3 51,8 238
ACACTACACCTACATACGCTCC 55,9

PSMP2013 GTAACCCACTAACCCTTACC (CT)19(GT),6 52,2 153
GTCGCACAGAAAAAGAATAG 49,2

PSMP2018 CGCAAGACATTTTAGTATCACC (GT)3o 51,7 203
ACAGTCATCCTCAGTCGTCC 56,2
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PSMP2019 TGTGCCACAGCTTGTTCCTC (CA)3g 58,0 248

CAAGCAGCCAGTTCCTCATC 56,1
Continua...
...Continuagao

PSMP2027 AGCAATCCGATAACAAGGAC (GT)3; 52,5 273
AGCTTTGGAAAAGGTGATCC 53,0

PSMP2030 ACCAGAGCTTGGAAATCAGCAC (CA)11(GA) o 57,7 107
CATAATGCTTCAAATCTGCCACAC 55,0

PSMP2040 CATTACACGTTTCTTCAAACGC (CA)," 53,0 163
TCTTCGGCCTAATAGCTCTAAC 53,7

PSMP2045 TCATCTTCCCCTATCCGAAAC (CA)11(GA)s 53,9 203
ACTTGCCAATGCTATCTTCAC 53,2

PSMP2050 ATCAAACGGCATCAGACAAC (AC);3 53,5 102
GGATCTCTTAGTGTGGTGGAGAGC 58,6

PSMP2064 ACCGAATTAAAGTCATGGATCG (CA)se 52,9 190
TTGATTCTTCTGACACAAATGAG 51,2

PSMP2084 | AATCTAGTGATCTAGTGTGCTTCC (AC)42 54,0 245
GGTAGTTTGTTTGAGGCAAATGC 55,5

PSMP2088 AAGAAGCCACCAGCACAAAA (CA)x 55.5 149
TGCATGAAAGTAGAGGATGGTAAA 54,0

PSMP2201 CCCGACGTTATGCGTTAAGTT (TC)3(AC)y; 55,4 205
TCCATCCATCCATTAATCCACA 53,7

PSMP2224 GGCGAAATTGGAATTCAGATTG (TG)1o 52,8 148
CGTAATCGTAGCGTCTCGTCTAA 56,0

PSMP2270 AACCAGAGAAGTACATGGCCCG (GA)y imp 59,1 153
CGACGAACAAATTAAGGCTCTC 53,9

a . . 2 . . ~ . .. . 2 c o~
A quantidade repetida é desconhecida pois a reag@o sequencial foi incapaz de continuar através das repetigdes.

As amostras foram aplicadas em géis de poliacrilamida a 10% e submetidas a eletroforese em
uma tensdo de 120V por 4 horas. Os géis foram posteriormente corados com nitrato de prata para
andlise dos fragmentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os 30 primers testados, 22 primers apresentaram-se polimoérficos, sendo estes: CTM-9,
CTM-10, CTM-55, CTM-56, PSMP2001, PSMP2006, PSMP2013, PSMP2018, PSMP2019,
PSMP2027, PSMP2030, PSMP2040, PSMP2050, PSMP2064, PSMP2084, PSMP2088, 3002, 3005,
3016, 3017, 3028. Apenas o primer PSMP2088, foi polimérfico entre todas as amostras testemunhas,
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Figura 1. Padrdo de bandas oBservado a partir da amplificacio do primer PSMP2088
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Por meio da utilizagdo dos primers CTM-9, CTM-10, CTM-55 e CTM-56 foi possivel
diferenciar as cultivares de milheto (Figura 2 e 3). Desse forma, esses primers foram adotados para a
identificacdo das cutivares de milheto de lotes comercializados e identificados como de dominio

publico.

Figura 2. Padrio de bandas observado a partir da amplificagdo do primer CTM-9

Figura 3. Padrio de bandas observado a partir da amplificagdo do primer CTM-10

Pelos resultados obtidos, pode-se afirmar que a maioria das amostras identificadas e

comercializadas como pertencentes a cultivar BN2 ndo pertencem a referida cultivar ou sdo
provenientes de misturas de cultivares.

Tabela 3. Identificacdo das cultivares de milheto com base na amplificagdo dos primers CTM-9,

CTM-10, CTM-55 e CTM56

N° da amostra Cultivares relacionadas

1 ADR300, BN2

BN2, ADR7010
ADRS500, BN2
ADRS500, BN2

ADRS500, BN2, ADR7010
ADRS500, BN2
ADRS500, BN2
ADRS500, BN2
BN2, ADR7010
ADRS500, BN2
ADRS500, BN2
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CONCLUSAO

Por meio da técnicas de microssatélites foi possivel caracterizar e diferenciar cultivares de
milheto.
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Os lotes de sementes de milheto comercializados como sendo de dominio publico,
correspondem as cultivares protegidas ou as sementes provenientes de misturas dessas cultivares.
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