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RESUMORESUMO
Baterias de Baterias de microssatmicrossatééliteslites altamente altamente polimpolimóórficosrficos, localizados em cromossomos distintos e , localizados em cromossomos distintos e 
otimizados em sistemas otimizados em sistemas multiplexmultiplex de PCR tem sido utilizados de forma crescente no nosso de PCR tem sido utilizados de forma crescente no nosso 
laboratlaboratóório para a resolurio para a resoluçção de questões de pureza genão de questões de pureza genéética de linhagens puras de milho em tica de linhagens puras de milho em 
suporte a programas avansuporte a programas avanççados de produados de produçção de sementes hão de sementes hííbridas da cultura. Este trabalho bridas da cultura. Este trabalho 
descreve especificamente dois estudos nos quais o poder de resoldescreve especificamente dois estudos nos quais o poder de resoluuçção dos ão dos microssatmicrossatééliteslites
permitiu avaliar com precisão o npermitiu avaliar com precisão o níível de vel de homozigosehomozigose bem como mistura de linhas, bem como mistura de linhas, 
heterozigoseheterozigose devido a contaminadevido a contaminaçção em amostras de sementes de linhagens de milho. Num ão em amostras de sementes de linhagens de milho. Num 
primeiro estudo, amostras de 20 plântulas por linhagem foram anaprimeiro estudo, amostras de 20 plântulas por linhagem foram analisadas em preparalisadas em preparaçção a um ão a um 
programa de conversão de linhagens via programa de conversão de linhagens via retrocruzamentoretrocruzamento assistido por marcadores. O objetivo assistido por marcadores. O objetivo 
era verificar o grau de pureza de diferentes lotes de sementes gera verificar o grau de pureza de diferentes lotes de sementes genenééticas e de sementes ticas e de sementes 
bbáásicas derivadas destas visando recomendar o melhor lote a ser utsicas derivadas destas visando recomendar o melhor lote a ser utilizado no programa. ilizado no programa. 
Existiam suspeitas, com base na avaliaExistiam suspeitas, com base na avaliaçção ão fenotfenotíípicapica a campo, de ter havido seja mistura de a campo, de ter havido seja mistura de 
linhagens bem como contaminalinhagens bem como contaminaçção entre linhagens durante o processo de multiplicaão entre linhagens durante o processo de multiplicaçção de ão de 
sementes nos sementes nos úúltimos anos. Três linhagens tropicais, ltimos anos. Três linhagens tropicais, GMX1GMX1 a a GMX10GMX10, correspondiam , correspondiam ààs s 
linhagens tropicais enquanto linhagens tropicais enquanto GMX11GMX11 a a GMX12GMX12 ààs linhagens temperadas. As amostras s linhagens temperadas. As amostras GMX1GMX1
a a GMX3GMX3 constituconstituííam amostras de sementes genam amostras de sementes genééticas enquanto ticas enquanto GMX4GMX4 sementes bsementes báásicas da sicas da 
mesma linhagem; mesma linhagem; GMX5GMX5 a a GMX7GMX7, sementes gen, sementes genééticas enquanto ticas enquanto GMX8GMX8 sementes bsementes báásicas da sicas da 
mesma linhagem e mesma linhagem e GMX9GMX9, sementes gen, sementes genééticas enquanto ticas enquanto GMX10GMX10 sementes bsementes báásicas da sicas da 
mesma linhagem. Uma amostra em mesma linhagem. Uma amostra em bulkbulk constituconstituíída de 10 mg de tecido foliar de cada uma das da de 10 mg de tecido foliar de cada uma das 
10 plântulas foi extra10 plântulas foi extraíída e analisada. Adicionalmente amostras de 4 a 8 plântulas indivda e analisada. Adicionalmente amostras de 4 a 8 plântulas individuais iduais 
por linhagem foram por linhagem foram genotipadasgenotipadas para discriminar entre as possibilidades de mistura de linhas para discriminar entre as possibilidades de mistura de linhas 
versus versus heterozigoseheterozigose. Nove marcadores . Nove marcadores microssatmicrossatééliteslites independentes foram utilizados sendo independentes foram utilizados sendo 
que dois marcadores mapeando nas regiões distais do cromossomo 1que dois marcadores mapeando nas regiões distais do cromossomo 1 e os demais sete em e os demais sete em 
cromossomos distintos. Marcadores  cromossomos distintos. Marcadores  phi015phi015, , phi056phi056, , phi093phi093, , phi064phi064, , phi083phi083, , phi032phi032 e e phi072phi072
são de repetisão de repetiçções de ões de tetranucleottetranucleotíídeosdeos enquanto enquanto phi085phi085 e e phi053phi053 são de são de pentapenta e e 
trinucleottrinucleotíídeosdeos respectivamente. Estes marcadores são recomendados para proterespectivamente. Estes marcadores são recomendados para proteçção ão varietalvarietal
em funem funçção do seu elevado poder de discriminaão do seu elevado poder de discriminaçção e robustez na interpretaão e robustez na interpretaçção de genão de genóótipos tipos 
((MatsuokaMatsuoka etet al. 2002 TAG 104:436). Marcadores foram amplificados em duas real. 2002 TAG 104:436). Marcadores foram amplificados em duas reaaçções de ões de 
PCR e analisados simultaneamente em um seqPCR e analisados simultaneamente em um seqüüenciador enciador ABI377XLABI377XL. Escadas . Escadas alaléélicaslicas virtuais virtuais 
foram construforam construíídas usando o software das usando o software GenotyperGenotyper permitindo assim a declarapermitindo assim a declaraçção precisa de ão precisa de 
alelos em estudos independentes. As amostras alelos em estudos independentes. As amostras GMX1GMX1, , GMX2GMX2, , GMX3GMX3, , GMX5GMX5, , GMX7GMX7
apresentaram apresentaram homozigosehomozigose em todos os locos testados indicando um elevado grau de pureza,em todos os locos testados indicando um elevado grau de pureza,
esperado para sementes genesperado para sementes genééticas. A amostra ticas. A amostra GMX6GMX6, entretanto, apresentou mais de um , entretanto, apresentou mais de um 
alelo em dois locos sugerindo mistura de linhas ou alelo em dois locos sugerindo mistura de linhas ou heterozigoseheterozigose. As amostras de sementes . As amostras de sementes 
bbáásicas sicas GMX4GMX4, , GMX8GMX8 e e GMX10GMX10 apresentaram vapresentaram váários locos com mais de um alelo. As rios locos com mais de um alelo. As 
amostras amostras GMX4GMX4 e e GMX8GMX8 apresentaram pelo menos uma plântula individual em apresentaram pelo menos uma plântula individual em heterozigoseheterozigose
em seis dos nove locos testados. Amostras GMX9 e GMX10 aprsentraem seis dos nove locos testados. Amostras GMX9 e GMX10 aprsentram indivm indivííduos duos 
heterozigostos e alelos adicionais nos bulks, não detectados nasheterozigostos e alelos adicionais nos bulks, não detectados nas plântulas individuais plântulas individuais 
indicando claramente a ocorrência simultânea de mistura de linhaindicando claramente a ocorrência simultânea de mistura de linhas e heterozigose s e heterozigose 
possivelmente devido possivelmente devido àà contaminacontaminaçção. As linhagens temperadas GMX11 e GMX12 foram ão. As linhagens temperadas GMX11 e GMX12 foram 
homozigotas a todos os locos com excehomozigotas a todos os locos com exceçção do loco phi085 para GMX12, sugestivo de ão do loco phi085 para GMX12, sugestivo de 
duplicaduplicaçção de loco. Em conclusão, pureza genão de loco. Em conclusão, pureza genéética foi em geral encontrada nas amostras de tica foi em geral encontrada nas amostras de 
sementes gensementes genééticas mas não nas amostras de sementes bticas mas não nas amostras de sementes báásicas onde heterozigose sicas onde heterozigose 
possivelmente devido possivelmente devido àà contaminacontaminaçção bem como mistura de linhas foram claramente ão bem como mistura de linhas foram claramente 
detectadas. Entretanto, o compartilhamento de alelos entre as amdetectadas. Entretanto, o compartilhamento de alelos entre as amostras de sementes ostras de sementes 
gengenééticas e bticas e báásicas da mesma linhagem, indicam que uma derivou da outra  com esicas da mesma linhagem, indicam que uma derivou da outra  com excexceçção da ão da 
comparacomparaçção GMX9 e GMX10. Esta anão GMX9 e GMX10. Esta anáálise permitiu ao melhorista selecionar o lote de lise permitiu ao melhorista selecionar o lote de 
sementes mais puro e adequado para garantir o sucesso do programsementes mais puro e adequado para garantir o sucesso do programa de retrocruzamento a de retrocruzamento 
assistido por marcadores. Num segundo estudo foram analisadas ciassistido por marcadores. Num segundo estudo foram analisadas cinco amostras de sementes nco amostras de sementes 
da mesma linhagem pura de milho para verificar a existência de pda mesma linhagem pura de milho para verificar a existência de possossííveis misturas. Uma veis misturas. Uma 
bateria ampliada com 22 microssatbateria ampliada com 22 microssatéélites, cobrindo os 20 bralites, cobrindo os 20 braçços cromossômicos do milho foi os cromossômicos do milho foi 
utilizada. Todas as cinco amostras se apresentaram totalmente houtilizada. Todas as cinco amostras se apresentaram totalmente homozigotas e indistingumozigotas e indistinguííveis veis 
eliminando assim a suspeita de ter havido mistura de linhas ou celiminando assim a suspeita de ter havido mistura de linhas ou contaminaontaminaçção durante o ão durante o 
processo de manutenprocesso de manutençção das linhas e multiplicaão das linhas e multiplicaçção de lotes de sementes.ão de lotes de sementes.
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MATERIAL E MMATERIAL E MÉÉTODOSTODOS
Processamento das amostras.Processamento das amostras. Em ambos os estudos foram recebidas amostras de plântulas de Em ambos os estudos foram recebidas amostras de plântulas de ZeaZea
maysmays provenientes de duas empresas produtoras de sementes de milho hprovenientes de duas empresas produtoras de sementes de milho hííbridas que atuam no Brasil,   bridas que atuam no Brasil,   
com uma determinada nomenclatura especificada pela empresa. As acom uma determinada nomenclatura especificada pela empresa. As amostras mostras GMX1GMX1 a a GMX10GMX10, provinham , provinham 
de dez lotes de três linhagens tropicais enquanto de dez lotes de três linhagens tropicais enquanto GMX11GMX11 a a GMX12GMX12 a duas linhagens temperadas. As a duas linhagens temperadas. As 
amostras GMX1 a GMX3 constituamostras GMX1 a GMX3 constituííam lotes de sementes genam lotes de sementes genééticas enquanto GMX4  sementes bticas enquanto GMX4  sementes báásicas da sicas da 
mesma linhagem; GMX5 a GMX7, sementes genmesma linhagem; GMX5 a GMX7, sementes genééticas enquanto GMX8  sementes bticas enquanto GMX8  sementes báásicas da mesma sicas da mesma 
linhagem e GMX9, sementes genlinhagem e GMX9, sementes genééticas enquanto GMX10  sementes bticas enquanto GMX10  sementes báásicas da mesma linhagem. As sicas da mesma linhagem. As 
amostras foliares foram acondicionadas em sacamostras foliares foram acondicionadas em sacos plos pláásticos e enviadas resfriadas. A mesma identificasticos e enviadas resfriadas. A mesma identificaçção ão 
definida pela empresa foi mantida durante todo o processo de andefinida pela empresa foi mantida durante todo o processo de anáálise. lise. 
ExtraExtraçção e quantificaão e quantificaçção de DNA.ão de DNA. amostras foliares em amostras foliares em ““bulkbulk”” ou de plântulas individuais foram ou de plântulas individuais foram 
preparadas para a extrapreparadas para a extraçção de DNA tomando quantidades iguais de tecido de cada uma das fão de DNA tomando quantidades iguais de tecido de cada uma das folhas que olhas que 
compõem o compõem o ““bulkbulk””. Para um total de 10 amostras por . Para um total de 10 amostras por bulkbulk foram tomadas 20 mg de tecido por folha, foram tomadas 20 mg de tecido por folha, 
totalizando 200 mg de material foliar. A extratotalizando 200 mg de material foliar. A extraçção de DNA ão de DNA genômicogenômico total foi realizada utilizando um total foi realizada utilizando um 
protocolo padrão com base em CTAB, previamente utilizado e descrprotocolo padrão com base em CTAB, previamente utilizado e descrito para plantas (ito para plantas (GrattapagliaGrattapaglia e e 
SederoffSederoff 1994 1994 GeneticsGenetics 137:1121137:1121--1137; Ferreira e 1137; Ferreira e GrattapagliaGrattapaglia, 1995 , 1995 -- IntroduIntroduçção ao uso de marcadores ão ao uso de marcadores 
moleculares em anmoleculares em anáálise genlise genéética. 220pp. SPI Embrapa). Uma purificatica. 220pp. SPI Embrapa). Uma purificaçção adicional em coluna de troca ão adicional em coluna de troca 
iônica foi utilizada para amostras que apresentarem um elevado ciônica foi utilizada para amostras que apresentarem um elevado conteonteúúdo de do de polifenpolifenóóisis. Os 200 mg de folha . Os 200 mg de folha 
fresca foram pulverizados em mfresca foram pulverizados em mááquina quina BIO101BIO101. Duas extra. Duas extraçções independentes foram realizadas por ões independentes foram realizadas por 
equipes distintas em dias separados correspondendo equipes distintas em dias separados correspondendo àà prova e contraprova para verificaprova e contraprova para verificaçção de genão de genóótipos tipos 
minimizando, portanto, a possibilidade de erro humano.minimizando, portanto, a possibilidade de erro humano.
Locos Locos microssatmicrossatééliteslites. Para a an. Para a anáálise de pureza genlise de pureza genéética foram utilizados marcadores moleculares tica foram utilizados marcadores moleculares 
baseados  em regiões baseados  em regiões hipervarihipervariááveisveis do DNA conhecidas como regiões do DNA conhecidas como regiões microssatmicrossatééliteslites ou ou ““short short tandemtandem
repeatsrepeats –– STRSTR””.  Estas regiões são distribu.  Estas regiões são distribuíídas por todo o genoma e podem ser das por todo o genoma e podem ser genotipadasgenotipadas atravatravéés da s da 
ananáálise de produtos da realise de produtos da reaçção de ão de polimerasepolimerase em cadeia (PCR) em gem cadeia (PCR) em gééis de eletroforese de is de eletroforese de poliacrilamidapoliacrilamida
com deteccom detecçção semião semi--automatizada via laser de espectro de fluorescências em automatizada via laser de espectro de fluorescências em sequenciadorsequenciador automautomáático de tico de 
DNA.  Estas regiões são altamente DNA.  Estas regiões são altamente polimpolimóórficasrficas, ricas em formas , ricas em formas alaléélicaslicas, possibilitando uma an, possibilitando uma anáálise lise 
gengenéética extremamente acurada, como a requerida em testes de paternitica extremamente acurada, como a requerida em testes de paternidade, identidade gendade, identidade genéética e tica e 
fingerprintingfingerprinting de DNA.  A ande DNA.  A anáálise de locos lise de locos STRsSTRs permite a identificapermite a identificaçção das formas ão das formas alaléélicaslicas que um que um 
determinado indivdeterminado indivííduo possui em sduo possui em síítios definidos dos cromossomos, comparandotios definidos dos cromossomos, comparando--as com formas as com formas alaléélicaslicas
conhecidas para a espconhecidas para a espéécie, permitindo, portanto, estimativas precisas e estatisticamencie, permitindo, portanto, estimativas precisas e estatisticamente formais de vte formais de víínculo nculo 
gengenéético tico e/oue/ou identidade. A tidentidade. A téécnica de ancnica de anáálise de lise de microssatmicrossatééliteslites tem sido utilizada com sucesso para a tem sido utilizada com sucesso para a 
gerageraçção de estimativas robustas de individualidade genão de estimativas robustas de individualidade genéética para milho (tica para milho (ChinChin etet al. 1996; al. 1996; MatsuokaMatsuoka etet al. al. 
2002; 2002; SharopovaSharopova etet al. 2002; al. 2002; TaraminoTaramino e e TingeyTingey 1996). Por serem marcadores co1996). Por serem marcadores co--dominantes com o mais dominantes com o mais 
alto poder informativo para discriminaalto poder informativo para discriminaçção individual, os marcadores ão individual, os marcadores microssatmicrossatééliteslites, são os mais , são os mais 
recomendados para a anrecomendados para a anáálise solicitada assim como em identificalise solicitada assim como em identificaçção criminalão criminalíística e estudo de paternidade stica e estudo de paternidade 
em humanos. Para controle experimental em todas as anem humanos. Para controle experimental em todas as anáálises foi utilizado um controle negativo (lises foi utilizado um controle negativo (áágua).gua).
Foram analisados nove e 22 locos Foram analisados nove e 22 locos microssatmicrossatééliteslites respectivemanterespectivemante no primeiro e segundo estudos, no primeiro e segundo estudos, 
localizados nos 10 cromossomos diferentes do milho, um para cadalocalizados nos 10 cromossomos diferentes do milho, um para cada brabraçço cromossômico (dois por brao cromossômico (dois por braçço o 
para o cromossomo 6), satisfazendo a premissa de independência dpara o cromossomo 6), satisfazendo a premissa de independência da ana anáálise lise multilocomultiloco uma vez que os dois uma vez que os dois 
marcadores localizados em cada cromossomo  estão localizados nasmarcadores localizados em cada cromossomo  estão localizados nas extremidades opostas do mesmo extremidades opostas do mesmo 
(Tabela 3). Estes locos foram selecionados a partir de centenas (Tabela 3). Estes locos foram selecionados a partir de centenas de locos disponde locos disponííveis no veis no MaizeMaize Database Database 
((MaizeDBMaizeDB) pelo seu elevado polimorfismo e poder de discrimina) pelo seu elevado polimorfismo e poder de discriminaçção genão genéética, avaliados em paintica, avaliados em painééis de is de 
dezenas de linhagens dezenas de linhagens endogâmicasendogâmicas e recomendados para a ane recomendados para a anáálise de pureza de linhagens de milho lise de pureza de linhagens de milho 
((MatsuokaMatsuoka etet al. 2002). Os locos foram al. 2002). Os locos foram genotipadosgenotipados atravatravéés da ans da anáálise de produtos da realise de produtos da reaçção de ão de 
polimerasepolimerase em cadeia (PCR) em gem cadeia (PCR) em gééis de eletroforese de is de eletroforese de poliacrilamidapoliacrilamida de alta resolude alta resoluçção.  A detecão.  A detecçção dos ão dos 
alelos foi realizada de forma automatizada pela emissão de fluoralelos foi realizada de forma automatizada pela emissão de fluorescência em sequenciador automescência em sequenciador automáático de tico de 
DNA ABI377XL. Os dados foram exportados para planilhas eletrônicDNA ABI377XL. Os dados foram exportados para planilhas eletrônicas e compilados no laudo tas e compilados no laudo téécnico. Foi cnico. Foi 
realizada prova e contrarealizada prova e contra--prova da anprova da anáálise dos microssatlise dos microssatéélites de todas as amostras testadas.lites de todas as amostras testadas.
PCR de PCR de microssatmicrossatééliteslites.. Os iniciadores dos locos Os iniciadores dos locos microssatmicrossatééliteslites foram marcados com fluorescência azul foram marcados com fluorescência azul 
(FAM), verde (HEX), ou amarela (NED) para detec(FAM), verde (HEX), ou amarela (NED) para detecçção no filtro virtual D. As reaão no filtro virtual D. As reaçções de PCR em ões de PCR em multiplexmultiplex
de 03 a 06 locos (Figura 1) foram  realizadas com 10 a 30 de 03 a 06 locos (Figura 1) foram  realizadas com 10 a 30 ngng de DNA de DNA genômicogenômico, em um volume de 20 , em um volume de 20 ulul. . 
DeterminaDeterminaçção de genão de genóótipostipos. Os produtos amplificados foram carregados em gel de . Os produtos amplificados foram carregados em gel de poliacrilamidapoliacrilamida e e 
separados via eletroforese em um seqseparados via eletroforese em um seqüüenciador ABI enciador ABI PrismPrism 377XL e analisados com os softwares 377XL e analisados com os softwares 
GenescanGenescan AnalysisAnalysis v. 2.1 e v. 2.1 e GenotyperGenotyper 2.0 (Figura 1). 2.0 (Figura 1). 
InterpretaInterpretaçção Genão Genéética e Antica e Anáálise de Purezalise de Pureza. Os gen. Os genóótipos foram descritos com os alelos identificados em tipos foram descritos com os alelos identificados em 
pares de bases, respeitando a natureza do pares de bases, respeitando a natureza do microssatmicrossatéélitelite seja ele seja ele pentapenta, tetra, tri ou , tetra, tri ou dinucleotdinucleotíídeodeo. Para . Para 
controle experimental, sempre foi utilizada uma amostra controle experimental, sempre foi utilizada uma amostra padrâopadrâo em todos os em todos os geisgeis de eletroforese visando a de eletroforese visando a 
comparacomparaçção de estimativas de tamanhos de alelos em pares de bases entre ão de estimativas de tamanhos de alelos em pares de bases entre experimentos distintos. Amplo experimentos distintos. Amplo 
polimorfismo foi detectado entre as linhagens tropicais e as tempolimorfismo foi detectado entre as linhagens tropicais e as temperadas (Figura 1). A anperadas (Figura 1). A anáálise de pureza foi lise de pureza foi 
realizada verificandorealizada verificando--se a existência de amostras com perfis se a existência de amostras com perfis multilocomultiloco com um alelo com um alelo úúnico ou mais do que nico ou mais do que 
um alelo para as amostras analisadas em um alelo para as amostras analisadas em bulkbulk. A observa. A observaçção de ão de homozigosehomozigose (ou seja, apenas um alelo (ou seja, apenas um alelo 
detectado) em todos os locos analisados constituiu evidência em detectado) em todos os locos analisados constituiu evidência em favor da pureza genfavor da pureza genéética da linhagem. tica da linhagem. 
Alelos adicionais detectados em um ou mais locos analisados consAlelos adicionais detectados em um ou mais locos analisados constituem evidência de contaminatituem evidência de contaminaçção ão 
devido devido àà fecundafecundaçção cruzada ou ão cruzada ou àà heterozigosidadeheterozigosidade (Figura 3). A an(Figura 3). A anáálise de plantas individuais permite a lise de plantas individuais permite a 
declaradeclaraçção inequão inequíívoca de voca de heterozigosidadeheterozigosidade complementando a  ancomplementando a  anáálise em lise em bulkbulk permitindo a discriminapermitindo a discriminaçção ão 
entre as hipentre as hipóóteses de mistura de linhas e teses de mistura de linhas e heterozigoseheterozigose por contaminapor contaminaçção de pão de póólen (Figura 4).len (Figura 4).

ABSTRACTABSTRACT
Multiplexed sets of highly polymorphic Multiplexed sets of highly polymorphic microsatellitemicrosatellite markers have been used in our laboratory to solve markers have been used in our laboratory to solve 
questions of maize inbred line identity and genetic purity in suquestions of maize inbred line identity and genetic purity in support to advanced hybrid maize breeding pport to advanced hybrid maize breeding 
programs. This work presents two studies where the resolution poprograms. This work presents two studies where the resolution power of wer of microsatellitemicrosatellite markers allowed a markers allowed a 
precise assessment of the precise assessment of the homozigosityhomozigosity level as well as the detection of line mixture or line contaminlevel as well as the detection of line mixture or line contamination in ation in 
seed lots. In a first study, samples of 20 seedlings per line weseed lots. In a first study, samples of 20 seedlings per line were analyzed for genetic purity prior to a re analyzed for genetic purity prior to a 
backcross assisted line conversion program. The objective was tobackcross assisted line conversion program. The objective was to verify the degree of purity of genetic and verify the degree of purity of genetic and 
basic seed lots of the same lines and recommend the best seed lobasic seed lots of the same lines and recommend the best seed lot to be used in a marker assisted t to be used in a marker assisted 
backcross program. There were evidences from phenotypic field asbackcross program. There were evidences from phenotypic field assessment that line mixture or sessment that line mixture or 
contamination between lines had occurred during the seed multiplcontamination between lines had occurred during the seed multiplication and maintenance process in the last ication and maintenance process in the last 
years. Three tropical lines samples GMX1 to GMX10 and two temperyears. Three tropical lines samples GMX1 to GMX10 and two temperate lines, GMX11 and GMX12 were ate lines, GMX11 and GMX12 were 
analyzed. Samples GMX1 through GMX3 were genetic seed samples ananalyzed. Samples GMX1 through GMX3 were genetic seed samples and GMX4 a basic seed sample from d GMX4 a basic seed sample from 
the same line; GMX5 through GMX7 were genetic seed samples and Gthe same line; GMX5 through GMX7 were genetic seed samples and GMX8 a basic seed sample from the MX8 a basic seed sample from the 
same line; GMX9 was a genetic seed sample and GMX10 basic seed fsame line; GMX9 was a genetic seed sample and GMX10 basic seed from the same line. A bulked leaf rom the same line. A bulked leaf 
sample consisting of 10 mg each of 10 seedlings was extracted ansample consisting of 10 mg each of 10 seedlings was extracted and the DNA analyzed. Additionally between d the DNA analyzed. Additionally between 
4 and 8 individual seedlings per line were typed to discriminate4 and 8 individual seedlings per line were typed to discriminate between the hypotheses of line mixture between the hypotheses of line mixture 
versus versus heterozygosityheterozygosity. Nine unlinked . Nine unlinked microsatellitesmicrosatellites were used, two markers mapping to the distal ends of were used, two markers mapping to the distal ends of 
chromosome 1 and the other seven to separate chromosomes. Markerchromosome 1 and the other seven to separate chromosomes. Markers  phi015, phi056, phi093, phi064, s  phi015, phi056, phi093, phi064, 
phi083, phi032 and phi072 are phi083, phi032 and phi072 are tetranucleotidetetranucleotide repeats while phi085 and phi053 are repeats while phi085 and phi053 are pentapenta and and trinucleotidetrinucleotide
repeats respectively. These markers were recommended for repeats respectively. These markers were recommended for varietalvarietal protection due to their high protection due to their high 
discrimination power and typing robustness (Matsuoka et al. 2002discrimination power and typing robustness (Matsuoka et al. 2002 TAG 104:436). Loci were amplified in two TAG 104:436). Loci were amplified in two 
PCR reactions and simultaneously analyzed in a ABI377XL sequencePCR reactions and simultaneously analyzed in a ABI377XL sequencer. Virtual allelic ladders were r. Virtual allelic ladders were 
constructed using the ABI constructed using the ABI GenotyperGenotyper software macros to allow precise allelic declaration in indepensoftware macros to allow precise allelic declaration in independent dent 
studies. Samples GMX1, GMX2, GMX3, GMX5, GMX7 were found to be fstudies. Samples GMX1, GMX2, GMX3, GMX5, GMX7 were found to be fully homozygous at the sampled ully homozygous at the sampled 
loci indicating a high degree of line purity, expected for genetloci indicating a high degree of line purity, expected for genetic seed lots. Sample GMX6 showed two loci ic seed lots. Sample GMX6 showed two loci 
with more than one allele indicating the occurrence of line mixtwith more than one allele indicating the occurrence of line mixture or ure or heterozygosityheterozygosity. Basic seed samples . Basic seed samples 
GMX4, GMX8 and GMX10 showed several loci in a heterozygous stateGMX4, GMX8 and GMX10 showed several loci in a heterozygous state. Samples GMX4 and GMX8, basic . Samples GMX4 and GMX8, basic 
seed samples, were highly heterozygous with at least one heterozseed samples, were highly heterozygous with at least one heterozygous seedling in six out of nine loci. ygous seedling in six out of nine loci. 
Samples GMX9 and GMX10 both displayed heterozygous individual plSamples GMX9 and GMX10 both displayed heterozygous individual plants and additional alleles in the bulks ants and additional alleles in the bulks 
not present in individual plants clearly indicating the simultannot present in individual plants clearly indicating the simultaneous occurrence of line mixture and eous occurrence of line mixture and 
heterozygosityheterozygosity. Temperate line samples GMX11 and GMX12 were found to be homozy. Temperate line samples GMX11 and GMX12 were found to be homozygous at all loci with gous at all loci with 
the exception of locus phi085 for GMX12, suggestive of a duplicathe exception of locus phi085 for GMX12, suggestive of a duplicated locus occurrence. In conclusion, line ted locus occurrence. In conclusion, line 
purity was generally found in the genetic seed samples but not ipurity was generally found in the genetic seed samples but not in the basic seed samples where mixture and n the basic seed samples where mixture and 
heterozygosityheterozygosity were seen. However allele sharing observed between the basic sewere seen. However allele sharing observed between the basic seed sample and the genetic ed sample and the genetic 
seed sample in the comparison clearly indicated that one derivedseed sample in the comparison clearly indicated that one derived from the other, with the exception of from the other, with the exception of 
comparison GMX9comparison GMX9--GMX10 where different alleles were found. This marker assisted pGMX10 where different alleles were found. This marker assisted purity appraisal allowed urity appraisal allowed 
the breeder to precisely select the purest genetic seed lots to the breeder to precisely select the purest genetic seed lots to guarantee the success of the backcross guarantee the success of the backcross 
program. In a second study, five seed samples from the same inbrprogram. In a second study, five seed samples from the same inbred line were analyzed to verify potential ed line were analyzed to verify potential 
mixtures. An extended battery of 22 mixtures. An extended battery of 22 microsatellitemicrosatellite markers was used covering all 20 maize chromosome markers was used covering all 20 maize chromosome 
arms. All five samples were found to be fully homozygous and indarms. All five samples were found to be fully homozygous and indistinguishable therefore eliminating the istinguishable therefore eliminating the 
suspicion of mixture or contamination during line maintenance ansuspicion of mixture or contamination during line maintenance and seed multiplication.d seed multiplication.

INTRODUINTRODUÇÇÃOÃO
•• Baterias de Baterias de microssatmicrossatééliteslites altamente altamente polimpolimóórficosrficos, localizados em cromossomos distintos e , localizados em cromossomos distintos e 

otimizados em sistemas otimizados em sistemas multiplexmultiplex de PCR tem sido utilizados de forma crescente no nosso laboratde PCR tem sido utilizados de forma crescente no nosso laboratóório rio 
para a resolupara a resoluçção de questões de pureza genão de questões de pureza genéética de linhagens puras de milho em suporte a tica de linhagens puras de milho em suporte a 
programas avanprogramas avanççados de produados de produçção de sementes hão de sementes hííbridas da cultura. bridas da cultura. 

•• Este trabalho descreve especificamente dois estudos nos quais o Este trabalho descreve especificamente dois estudos nos quais o poder de resolupoder de resoluçção dos ão dos 
microssatmicrossatééliteslites permitiu avaliar com precisão o npermitiu avaliar com precisão o níível de vel de homozigosehomozigose bem como mistura de linhas, bem como mistura de linhas, 
heterozigoseheterozigose devido a contaminadevido a contaminaçção em amostras de sementes de linhagens de milho. ão em amostras de sementes de linhagens de milho. 

•• Num primeiro estudo, amostras de 10 plântulas por linhagem foramNum primeiro estudo, amostras de 10 plântulas por linhagem foram analisadas em preparaanalisadas em preparaçção a um ão a um 
programa de conversão de linhagens via programa de conversão de linhagens via retrocruzamentoretrocruzamento assistido por marcadores. O objetivo era assistido por marcadores. O objetivo era 
verificar o grau de pureza de diferentes lotes de sementes genverificar o grau de pureza de diferentes lotes de sementes genééticas e de sementes bticas e de sementes báásicas visando sicas visando 
recomendar o melhor lote a ser utilizado no programa. Existiam srecomendar o melhor lote a ser utilizado no programa. Existiam suspeitas, com base na avaliauspeitas, com base na avaliaçção ão 
fenotfenotíípicapica a campo, de ter havido seja mistura de linhagens bem como contaa campo, de ter havido seja mistura de linhagens bem como contaminaminaçção entre linhagens ão entre linhagens 
durante o processo de multiplicadurante o processo de multiplicaçção de sementes nos ão de sementes nos úúltimos anos.ltimos anos.

•• Num segundo estudo foram analisadas cinco amostras de sementes dNum segundo estudo foram analisadas cinco amostras de sementes da mesma linhagem pura de a mesma linhagem pura de 
milho para verificar a existência de possmilho para verificar a existência de possííveis misturas. Uma bateria ampliada com 22 veis misturas. Uma bateria ampliada com 22 microssatmicrossatééliteslites, , 
cobrindo os 20 bracobrindo os 20 braçços cromossômicos do milho foi utilizada. os cromossômicos do milho foi utilizada. 

OBJETIVOSOBJETIVOS
ESTUDO 1: DETERMINAESTUDO 1: DETERMINAÇÇÃO DE PUREZA DE SEMENTES BÃO DE PUREZA DE SEMENTES BÁÁSICAS E SICAS E 

GENGENÉÉTICAS DE LINHAGENS TROPICAIS PARA CONVERSÃO OBJETIVOSTICAS DE LINHAGENS TROPICAIS PARA CONVERSÃO OBJETIVOS
•• Determinar o genDeterminar o genóótipo tipo multilocomultiloco de amostras foliares de linhagens de milho amostradas em de amostras foliares de linhagens de milho amostradas em ““bulkbulk”” de de 

plantas para um conjunto de marcadores coplantas para um conjunto de marcadores co--dominantes dominantes microssatmicrossatééliteslites em diferentes cromossomos; em diferentes cromossomos; 
•• Determinar o genDeterminar o genóótipo tipo multilocomultiloco de amostras foliares  de linhagens de milho amostradas em plantde amostras foliares  de linhagens de milho amostradas em plantas as 

individuais para um conjunto de marcadores coindividuais para um conjunto de marcadores co--dominantes dominantes microssatmicrossatééliteslites em diferentes em diferentes 
cromossomos;cromossomos;

•• Verificar a pureza genVerificar a pureza genéética das amostras e comparar os perfis gentica das amostras e comparar os perfis genééticos ticos multilocomultiloco entre amostras entre amostras 
especespecííficas de sementes genficas de sementes genééticas e sementes bticas e sementes báásicas;sicas;

ESTUDO 2:DETERMINAESTUDO 2:DETERMINAÇÇÃO DE PUREZA DE AMOSTRAS DE LINHAGEMÃO DE PUREZA DE AMOSTRAS DE LINHAGEM
•• Determinar o genDeterminar o genóótipo tipo multilocomultiloco de amostras foliares em de amostras foliares em ““bulkbulk”” de plantas de milho para um conjunto de plantas de milho para um conjunto 

de 22 marcadores code 22 marcadores co--dominantes dominantes microssatmicrossatééliteslites cobrindo os 10 cromossomos de milho; cobrindo os 10 cromossomos de milho; 
•• Avaliar a pureza genAvaliar a pureza genéética das amostras pela proportica das amostras pela proporçção de locos em ão de locos em homozigosehomozigose..

RESULTADOS E CONCLUSÕES  RESULTADOS E CONCLUSÕES  -- ESTUDO 1ESTUDO 1
DETERMINADETERMINAÇÇÃO DE PUREZA DE SEMENTES BÃO DE PUREZA DE SEMENTES BÁÁSICAS E GENSICAS E GENÉÉTICAS DE TICAS DE 

LINHAGENS TROPICAIS PARA CONVERSÃOLINHAGENS TROPICAIS PARA CONVERSÃO
??Foram determinados genForam determinados genóótipos tipos multilocomultiloco para as doze amostras analisadas (para as doze amostras analisadas (GMX1GMX1 a a GMX12GMX12) o que permitiu a an) o que permitiu a anáálise de lise de 
pureza genpureza genéética das mesmas especificamente nas regiões tica das mesmas especificamente nas regiões genômicasgenômicas amostradas pelos locos utilizados (Tabela 2);amostradas pelos locos utilizados (Tabela 2);
??As amostras As amostras GMX1GMX1, , GMX2GMX2, , GMX3GMX3, , GMX5GMX5, , GMX7GMX7 apresentaram genapresentaram genóótipos tipos homozigotoshomozigotos em todos os locos analisados em todos os locos analisados 
indicando um elevado grau de pureza genindicando um elevado grau de pureza genéética (Figura 3);tica (Figura 3);
??A amostra A amostra GMX6GMX6 apresentou dois locos com mais de um alelo (locos apresentou dois locos com mais de um alelo (locos phi015phi015 e e phi072phi072) na an) na anáálise em lise em bulkbulk o que indica a o que indica a 
presenpresençça de mistura de linhas a de mistura de linhas e/oue/ou heterozigoseheterozigose;;
??As amostras As amostras GMX4GMX4, , GMX8GMX8 e e GMX10GMX10 apresentaram diversos locos em apresentaram diversos locos em heterozigoseheterozigose evidenciados pela presenevidenciados pela presençça de dois a de dois 
alelos na analelos na anáálise de quatro plantas individuais por linhagem e confirmadas nalise de quatro plantas individuais por linhagem e confirmadas na ananáálise adicional na forma de lise adicional na forma de bulkbulk de todas as de todas as 
plantas enviadas para anplantas enviadas para anáálise;lise;
??A amostra A amostra GMX4GMX4 apresentou pelo menos uma planta individual apresentou pelo menos uma planta individual heterozigotaheterozigota em sete dos nove locos amostrados, em sete dos nove locos amostrados, 
indicando portanto um elevado nindicando portanto um elevado níível de vel de heterozigosidadeheterozigosidade (segrega(segregaçção) (Figura 4). ão) (Figura 4). 
??A amostra A amostra GMX8GMX8 apresentou pelo menos uma planta individual apresentou pelo menos uma planta individual heterozigotaheterozigota em seis dos nove locos amostrados, em seis dos nove locos amostrados, 
indicando portanto um elevado nindicando portanto um elevado níível de vel de heterozigosidadeheterozigosidade (segrega(segregaçção). Apenas nos locos ão). Apenas nos locos phi032phi032, , phi056phi056 e e phi072phi072 todas as todas as 
plantas bem com o plantas bem com o bulkbulk se apresentaram em se apresentaram em homozigosehomozigose;;
??A amostra A amostra GMX9GMX9 analisada em analisada em bulkbulk apresentou pelo menos uma planta apresentou pelo menos uma planta heterozigotaheterozigota em oito dos nove locos em oito dos nove locos 
analisados,indicando portanto um elevado nanalisados,indicando portanto um elevado níível de vel de heterozigosidadeheterozigosidade (segrega(segregaçção). Apenas no loco ão). Apenas no loco phi032phi032 todas as plantas todas as plantas 
bem com o bem com o bulkbulk se apresentaram em se apresentaram em homozigosehomozigose;;
??Ainda na amostra Ainda na amostra GMX9GMX9 foram detectados mais de dois alelos na anforam detectados mais de dois alelos na anáálise em lise em bulkbulk. Esta observa. Esta observaçção ão inidicainidica a ocorrência a ocorrência 
seja de seja de heterozigosidadeheterozigosidade bem como de mistura de linhas. Na anbem como de mistura de linhas. Na anáálise das amostras de plantas individuais esta observalise das amostras de plantas individuais esta observaçção foi ão foi 
corroborada. Foram analisadas todas as oito plantas amostradas ecorroborada. Foram analisadas todas as oito plantas amostradas e uma delas (indicada na tabela como planta uma delas (indicada na tabela como planta GMX9GMX9.6) .6) 
foram observados novos alelos não encontrados nas demais plantasforam observados novos alelos não encontrados nas demais plantas individuais da amostra nos locos: individuais da amostra nos locos: phi015phi015, , phi064phi064, , 
phi053phi053, , phi072phi072, , phi085phi085. Esta observa. Esta observaçção corrobora definitivamente a ocorrência de mistura de linhas não corrobora definitivamente a ocorrência de mistura de linhas na amostra a amostra GMX9GMX9;;
??A amostra A amostra GMX10GMX10 apresentou pelo menos uma planta individual apresentou pelo menos uma planta individual heterozigotaheterozigota em cinco dos nove locos amostrados, em cinco dos nove locos amostrados, 
indicando portanto um moderado nindicando portanto um moderado níível de vel de heterozigosidadeheterozigosidade (segrega(segregaçção). Apenas nos locos ão). Apenas nos locos phi015phi015, , phi056phi056, , phi083phi083 e e phi093phi093
todas as plantas bem como o todas as plantas bem como o bulkbulk se apresentaram em se apresentaram em homozigosehomozigose;;
??A amostra A amostra GMX11GMX11 apresentou genapresentou genóótipos tipos homozigotoshomozigotos em todos os locos analisados indicando um elevado grau de purezem todos os locos analisados indicando um elevado grau de pureza a 
gengenéética (Figura 2);tica (Figura 2);
??A amostra A amostra GMX12GMX12 apresentou genapresentou genóótipos tipos homozigotoshomozigotos em todos os locos analisados com exceem todos os locos analisados com exceçção do loco ão do loco phi085phi085, , 
indicando um alto grau de pureza genindicando um alto grau de pureza genéética (Figura 2);tica (Figura 2);
??Na comparaNa comparaçção entre as amostras de semente genão entre as amostras de semente genéética (tica (GMX1GMX1, , GMX2GMX2 e e GMX3GMX3) com a sua correspondente semente ) com a sua correspondente semente 
bbáásica (sica (GMX4GMX4), observa), observa--se portanto pureza gense portanto pureza genéética nos acessos de semente gentica nos acessos de semente genéética e segregatica e segregaçção na semente bão na semente báásica. sica. 
Vale ressaltar, entretanto, que a amostra de semente bVale ressaltar, entretanto, que a amostra de semente báásica compartilha em todos os nove locos um dos alelos com o alelsica compartilha em todos os nove locos um dos alelos com o alelo o 
encontrado nas amostras de semente genencontrado nas amostras de semente genéética, indicando claramente a derivatica, indicando claramente a derivaçção genão genéética esperada (Figura 3).tica esperada (Figura 3).
??Na comparaNa comparaçção entre as amostras de semente genão entre as amostras de semente genéética (tica (GMX5GMX5, , GMX6GMX6 e e GMX7GMX7) com a sua correspondente semente ) com a sua correspondente semente 
bbáásica (sica (GMX8GMX8), observa), observa--se portanto pureza gense portanto pureza genéética nos acessos de semente gentica nos acessos de semente genéética e segregatica e segregaçção na semente bão na semente báásica. sica. 
Vale ressaltar, entretanto, que a amostra de semente bVale ressaltar, entretanto, que a amostra de semente báásica compartilha em todos os nove locos um dos alelos com o alelsica compartilha em todos os nove locos um dos alelos com o alelo o 
encontrado nas amostras de semente genencontrado nas amostras de semente genéética indicando claramente a derivatica indicando claramente a derivaçção genão genéética esperada.tica esperada.
??Na comparaNa comparaçção entre a amostra de semente genão entre a amostra de semente genéética (tica (GMX9GMX9) com a sua correspondente semente b) com a sua correspondente semente báásica (sica (GMX10GMX10), ), 
observaobserva--se que a semente gense que a semente genéética apresenta tica apresenta heterozigoseheterozigose (segrega(segregaçção) bem como mistura de linhas (contaminaão) bem como mistura de linhas (contaminaçção) e que ão) e que 
a correspondente semente ba correspondente semente báásica tambsica tambéém apresenta m apresenta heterozigoseheterozigose (segrega(segregaçção) porão) poréém não mistura de linhas. Vale ainda m não mistura de linhas. Vale ainda 
ressaltar que na compararessaltar que na comparaçção entre a amostra ão entre a amostra GMX9GMX9 e e GMX10GMX10 observaobserva--se a presense a presençça de alelos diferentes entre as duas a de alelos diferentes entre as duas 
amostras. Por exemplo no loco amostras. Por exemplo no loco phi015phi015 a amostra a amostra GMX9GMX9 apresentou os alelos 84, 90 e 96 com predominância do alelo 96.apresentou os alelos 84, 90 e 96 com predominância do alelo 96.82, 82, 
enquanto que a amostra enquanto que a amostra GMX10GMX10 apresentou o alelo 90. Da mesma forma no loco apresentou o alelo 90. Da mesma forma no loco phi032phi032 a amostra a amostra GMX9GMX9 apresentou o alelo apresentou o alelo 
240 enquanto que a amostra 240 enquanto que a amostra GMX10GMX10 apresentou os alelos 234 e 242. Idem no loco apresentou os alelos 234 e 242. Idem no loco phi085phi085 no qual a amostra no qual a amostra GMX9GMX9
apresentou os alelos 244, 253 e 262 com predominância do alelo 2apresentou os alelos 244, 253 e 262 com predominância do alelo 262, enquanto que a amostra 62, enquanto que a amostra GMX10GMX10 apresentou os alelos apresentou os alelos 
238 e 244. Este resultado indica que existe diferen238 e 244. Este resultado indica que existe diferençça gena genéética entre o acesso de semente gentica entre o acesso de semente genéética e de semente btica e de semente báásica em sica em 
desacordo com o esperado. desacordo com o esperado. 
??Na comparaNa comparaçção entre as amostras ão entre as amostras GMX1GMX1--GMX3GMX3 com as amostras com as amostras GMX11GMX11 e e GMX12GMX12 oito dos nove locos analisados e sete oito dos nove locos analisados e sete 
dos nove locos analisados apresentaram polimorfismo respectivamedos nove locos analisados apresentaram polimorfismo respectivamente. nte. 
??Da mesma forma na comparaDa mesma forma na comparaçção entre as amostras ão entre as amostras GMX5GMX5--GMX7GMX7 com as amostras com as amostras GMX11GMX11 e e GMX12GMX12 oito dos nove locos oito dos nove locos 
analisados e sete dos nove locos analisados apresentaram polimoranalisados e sete dos nove locos analisados apresentaram polimorfismo respectivamente. fismo respectivamente. 

POLIMORFISMOS ENTRE LOTES DE LINHAGENS TROPÍCAIS (GMX01 E 
GMX05) E LOTES DE LINHAGENS TEMPERADAS (GMX11 E GMX12)

Tabela 2 .Tabela 2 . ESTUDO 1: Perfis genESTUDO 1: Perfis genééticos ticos multilocomultiloco das amostras de folhas de das amostras de folhas de ZeaZea maysmays para os para os 
09 locos 09 locos microssatmicrossatééliteslites. Os gen. Os genóótipos constitutipos constituíídos de mais de um alelo estão indicados em dos de mais de um alelo estão indicados em 
vermelho e itvermelho e itáálico (veja texto para descrilico (veja texto para descriçção de cada amostra).ão de cada amostra).

* Faixa de tamanho de alelos aproximada verificada em um conjunt* Faixa de tamanho de alelos aproximada verificada em um conjunto de linhagens temperadas. Alelos fora destas faixas o de linhagens temperadas. Alelos fora destas faixas 
podem ser encontrados em materiais tropicais. podem ser encontrados em materiais tropicais. 

 
LOCO 

MICROSSATÉLITE 

 
CROMOSSOMO 

 
BIN 

 
FAIXA 

ALÉLICA (pb)  

 
TIPO DE 

REPETIÇÃO 

 
MOTIF 

REPETIDO 
phi056 1 1.01 241-258 tri CCG 
phi064 1 1.11 75-110 tetra ATCC 
phi083 2 2.04 126-139 tetra AGCT 
phi127 2 2.08 110-129 tetra AGAC 
phi053 3 3.05 169-212 tetra ATAC 

bnlg1257 3 3.09 160-210* di AG 
phi072 4 4.0 143-163 tetra AAAC 
phi093 4 4.08 284-294 tetra AGCT 

umc1097 5 5.0 100-120* di CA 
phi085 5 5.06 233-266 penta AACGC 

phi389203 6 6.03 301-314 tri AGC 
mmc0523 6 6.04 100-130* di CT 
bnlg1154 6 6.05 140-180* di AG 
bnlg1759 6 6.07 230-250* di AG 
bnlg1367 7 7.0 120-160* di AG 
umc2190 7 7.06 160-180* tri CCT 
phi420701 8 8.0 291-300 tri CCG 

phi015 8 8.08 83-104 tetra AAAC 
bnlg1272 9 9.0 250-280* di AG 

phi032 9 9.04 233-242 tetra AAAG 
phi96342 10 10.02 223-256 tetra ATCC 

phi062 10 10.04 158-178 tri ACG 
 

 Genótipos em pares de bases* 
Loco  phi 015 phi 056 phi 064 phi 083 phi 032 
Bin      

Nº AMOSTRA Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 
1 GMX 1 BULK 82,44 82,44 252,39 252,39 83,61 83,61 127,47 127,47 240,87 240,87 
2 GMX 2 BULK 82,55 82,55 252,50 252,50 83,59 83,59 127,47 127,47 240,98 240,98 
3 GMX 3 BULK 82,42 82,42 252,39 252,39 83,59 83,59 127,52 127,52 240,87 240,87 
4 GMX 4 BULK 82,45 84,68 248,92 252,46 79,54 83,63 127,47 131,36 240,94 240,94 
5 GMX Pl. Ind. 4.1 82,55 84,75 252,38 252,38 79,70 83,72 127,47 127,47 240,96 240,96 
6 GMX Pl. Ind. 4.2 82,58 82,58 252,36 252,36 83,62 83,62 127,47 131,41 240,93 240,93 
7 GMX Pl. Ind. 4.3 82,45 82,45 249,68 252,37 83,62 83,62 127,47 131,41 240,94 240,94 
8 GMX Pl. Ind. 4.4 82,47 84,68 249,76 252,45 83,51 83,51 127,52 127,52 241,00 241,00 
9 GMX 5 BULK 82,55 82,55 252,39 252,39 83,72 83,72 133,49 133,49 240,87 240,87 

10 GMX 6 BULK 82,55 84,75 252,50 252,50 83,72 83,72 133,61 133,61 240,98 240,98 
11 GMX 7 BULK 82,45 82,45 252,39 252,39 83,62 83,62 133,48 133,48 240,87 240,87 
12 GMX 8 BULK 82,43 84,67 252,45 252,45 79,52 83,62 131,36 133,48 240,93 240,93 
13 GMX Pl. Ind. 8.1 82,42 82,42 251,72 251,72 79,57 83,59 131,42 133,50 240,88 240,88 
14 GMX Pl. Ind. 8.2 82,35 82,35 252,34 252,34 83,66 83,66 131,48 133,57 242,05 242,05 
15 GMX Pl. Ind. 8.3 82,45 84,66 252,45 252,45 79,59 83,62 131,35 133,45 240,89 240,89 
16 GMX Pl. Ind. 8.4 82,44 82,44 252,34 252,34 79,58 83,61 131,40 133,48 240,89 240,89 

17 GMX 9 BULK 
84,74 
90,84 96,82 249,63 252,41 

73,59 
77,50 83,62 127,46 133,48 240,91 240,91 

18 GMX Pl. Ind. 9.1 96,73 96,73 248,81 248,81 77,53 83,62 133,48 133,48 240,91 240,91 
19 GMX Pl. Ind. 9.2 96,73 96,73 248,81 251,62 77,53 83,62 133,48 133,48 240,91 240,91 
20 GMX Pl. Ind. 9.3 96,85 96,85 249,78 252,58 77,53 83,62 133,60 133,60 241,08 241,08 
21 GMX Pl. Ind. 9.4 96,87 96,87 248,90 248,90 77,54 83,63 127,59 133,59 240,92 240,92 
22 GMX Pl. Ind. 9.5 96,76 96,76 249,70 252,51 77,52 83,58 127,49 133,62 240,92 240,92 

 GMX Pl. Ind. 9.6 83,99 90,08 249,77 252,52 73,79 83,87 127,69 127,69 - - 
24 GMX 10 BULK 90,82 90,82 248,84 248,84 83,63 97,64 127,46 127,46 235,06 242,14 
25 GMX Pl. Ind. 10.1 90,56 90,56 249,54 249,54 83,61 97,57 127,46 127,46 234,99 234,99 
26 GMX Pl. Ind. 10.2 90,71 90,71 249,73 249,73 83,62 97,71 127,52 127,52 235,05 235,05 
27 GMX Pl. Ind. 10.3 90,54 90,54 249,65 249,65 83,59 97,55 127,48 127,48 242,05 242,05 
28 GMX Pl. Ind. 10.4 90,84 90,84 249,62 249,62 83,75 97,71 127,52 127,52 234,94 234,94 
29 GMX 11 BULK 102,75 102,75 249,63 249,63 97,48 97,48 127,47 127,47 234,94 234,94 
30 GMX 12 BULK 84,51 84,51 249,59 249,59 79,58 79,58 131,41 131,41 241,90 241,90 

 

 Genótipos em pares de bases* 
Loco  phi 093 phi 072 phi 085 phi 053 
Bin     

Nº AMOSTRA Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 
1 GMX 1 BULK 290,25 290,25 150,46 150,46 253,34 253,34 175,70 175,70 
2 GMX 2 BULK 290,27 290,27 150,46 150,46 253,26 253,26 175,63 175,63 
3 GMX 3 BULK 290,31 290,31 150,35 150,35 253,78 253,78 175,59 175,59 
4 GMX 4 BULK 290,29 292,08 142,27 150,35 261,95 261,95 168,26 175,49 
5 GMX Pl. Ind. 4.1 292,23 292,23 142,25 150,46 261,90 261,90 175,59 175,59 
6 GMX Pl. Ind. 4.2 290,32 292,30 142,25 150,46 261,90 261,90 175,64 175,64 
7 GMX Pl. Ind. 4.3 290,32 290,32 142,25 150,35 261,90 261,90 168,35 175,52 
8 GMX Pl. Ind. 4.4 290,37 290,37 150,35 150,35 262,01 262,01 168,35 175,64 
9 GMX 5 BULK 290,26 290,26 142,25 142,25 253,57 253,57 175,59 175,59 

10 GMX 6 BULK 290,26 290,26 142,35 150,23 253,29 253,29 175,52 175,52 
11 GMX 7 BULK 290,31 290,31 142,24 142,24 253,02 253,02 175,52 175,52 
12 GMX 8 BULK 290,44 292,43 142,28 142,28 253,00 262,06 168,47 175,72 
13 GMX Pl. Ind. 8.1 290,31 292,29 142,25 142,25 253,29 253,29 175,52 175,52 
14 GMX Pl. Ind. 8.2 290,30 292,27 142,25 142,25 262,01 262,01 168,31 175,59 
15 GMX Pl. Ind. 8.3 290,26 292,23 142,35 142,35 262,01 262,01 168,28 175,45 
16 GMX Pl. Ind. 8.4 290,32 292,20 142,25 142,25 261,91 261,91 168,35 175,64 

17 GMX 9 BULK 284,64 290,37 
143,50 
150,46 162,26 

244,13 
253,47 262,00 168,31 

173,77 
175,59 

18 GMX Pl. Ind. 9.1 284,55 290,13 162,20 162,20 261,97 261,97 173,75 173,75 
19 GMX Pl. Ind. 9.2 284,64 290,31 143,45 162,33 261,97 261,97 168,44 173,96 
20 GMX Pl. Ind. 9.3 290,26 290,26 143,53 162,27 261,96 261,96 168,38 173,89 
21 GMX Pl. Ind. 9.4 284,54 290,31 162,18 162,18 261,96 261,96 168,41 173,82 
22 GMX Pl. Ind. 9.5 284,60 290,36 162,20 162,20 262,07 262,07 168,33 173,75 
23 GMX Pl. Ind. 9.6 - - 150,44 150,44 - - 168,53 175,79 

24 GMX 10 BULK 290,31 290,31 142,38 150,47 238,30 244,21 168,44 173,86 
25 GMX Pl. Ind. 10.1 290,26 290,26 150,46 150,46 243,99 243,99 168,40 168,40 
26 GMX Pl. Ind. 10.2 291,20 291,20 150,46 150,46 238,16 244,11 168,43 173,78 
27 GMX Pl. Ind. 10.3 290,26 290,26 142,25 150,46 238,15 244,10 168,32 173,78 
28 GMX Pl. Ind. 10.4 291,19 291,19 150,35 150,35 238,11 244,07 168,31 173,77 
29 GMX 11 BULK 291,25 291,25 142,25 142,25 238,15 238,15 173,77 173,77 
30 GMX 12 BULK 292,35 292,35 142,25 142,25 238,16 262,00 168,34 168,34 

 

 Genótipos em pares de bases* 
Loco phi 056 phi 064 phi 083 phi 127 phi 053 
Bin 1.01 1.11 2.04 2.08 3.05 

Nº AMOSTRA Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 
1-E 7032/001 249,42 249,42 83,76 83,76 127,64 127,64 111,13 111,13 175,53 175,53 
2-E 7032/002 249,64 249,64 83,68 83,68 127,65 127,65 111,13 111,13 175,62 175,62 
3-E 7032/003 249,50 249,50 83,79 83,79 127,63 127,63 111,13 111,13 175,53 175,53 
4-E 7032/004 249,54 249,54 83,71 83,71 127,67 127,67 111,13 111,13 175,70 175,70 
5-E 7032/005 249,39 249,39 83,79 83,79 127,63 127,63 111,01 111,01 175,63 175,63 

 
 Genótipos em pares de bases* 

Loco bnlg 1257 phi 072 phi 093 umc 1097 phi 085 
Bin 3.09 4.0/4.01 4.08 5.0 5.06 

Nº AMOSTRA Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 
1-E 7032/001 173,05 173,05 142,00 142,00 292,32 292,32 113,29 113,29 261,96 261,96 
2-E 7032/002 172,93 172,93 142,36 142,36 292,19 292,19 113,29 113,29 261,96 261,96 
3-E 7032/003 173,11 173,11 142,36 142,36 291,34 291,34 113,41 113,41 261,94 261,94 
4-E 7032/004 172,95 172,95 142,37 142,37 292,19 292,19 113,41 113,41 261,96 261,96 
5-E 7032/005 173,06 173,06 142,36 142,36 292,39 292,39 113,29 113,29 262,12 262,12 

 
 Genótipos em pares de bases* 

Loco phi 389203 mmc0523 bnlg 1154 bnlg 1759 bnlg 1367 
Bin 6.03 6.04 6.05 6.07 7.0 

Nº AMOSTRA Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 
1-E 7032/001 308.11 308.11 99.47 99.47 163.43 163.43 233.24 233.24 129.33 129.33 
2-E 7032/002 307.89 307.89 99.45 99.45 163.30 163.30 233.29 233.29 129.52 129.52 
3-E 7032/003 308.21 308.21 99.42 99.42 163.25 163.25 233.30 233.30 129.57 129.57 
4-E 7032/004 308.11 308.11 99.44 99.44 163.22 163.22 233.32 233.32 129.45 129.45 
5-E 7032/005 307.28 307.28 99.32 99.32 163.40 163.40 233.38 233.38 129.44 129.44 

 
 Genótipos em pares de bases* 

Loco umc 2190 phi 420701 phi 015 bnlg 1272 phi 032 
Bin 7.06 8.0 8.08 9.0 9.04 

Nº AMOSTRA Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 
1-E 7032/001 158,56 158,56 291,47 291,47 82,73 82,73 248,30 248,30 240,96 240,96 
2-E 7032/002 158,60 158,60 291,55 291,55 82,53 82,53 248,48 248,48 240,92 240,92 
3-E 7032/003 158,61 158,61 291,56 291,56 82,76 82,76 248,93 248,93 240,90 240,90 
4-E 7032/004 158,63 158,63 291,52 291,52 82,67 82,67 248,97 248,97 240,84 240,84 
5-E 7032/005 158,52 158,52 291,37 291,37 82,64 82,64 248,01 248,01 240,92 240,92 

 
 Genótipos em pares de bases* 

Loco phi 96342 phi 062    
Bin 10.02 10.04    

Nº AMOSTRA Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2       
1-E 7032/001 241,97 241,97 162,51 162,51       
2-E 7032/002 242,73 242,73 162,55 162,55       
3-E 7032/003 242,58 242,58 162,57 162,57       
4-E 7032/004 242,85 242,85 162,61 162,61       
5-E 7032/005 242,01 242,01 162,60 162,60       
 

RESULTADOS E CONCLUSÕES  RESULTADOS E CONCLUSÕES  -- ESTUDO 2ESTUDO 2
DETERMINADETERMINAÇÇÃO DE PUREZA DE AMOSTRAS DE SEMENTES GENÃO DE PUREZA DE AMOSTRAS DE SEMENTES GENÉÉTICAS DE TICAS DE 

LINHAGEMLINHAGEM
??Foram determinados genForam determinados genóótipos tipos multilocomultiloco para as cinco amostras analisadas em 22 locos para as cinco amostras analisadas em 22 locos 
microssatmicrossatééliteslites cobrindo os 20 bracobrindo os 20 braçços cromossômicos do milho, em sistema de extraos cromossômicos do milho, em sistema de extraçção e reão e re--
extraextraçção (prova e contraprova independentes) o que permitiu realizar aão (prova e contraprova independentes) o que permitiu realizar as ans anáálises de pureza lises de pureza 
solicitadas;solicitadas;
??Não foram observadas diferenNão foram observadas diferençças genas genééticas (polimorfismos) entre as cinco amostras ticas (polimorfismos) entre as cinco amostras 
analisadas indicando se tratarem de amostras da mesma linhagem oanalisadas indicando se tratarem de amostras da mesma linhagem ou de linhagens altamente u de linhagens altamente 
isogênicas (Tabela 3);isogênicas (Tabela 3);
??No cromossomo 6 foi detectada inicialmente uma evidência prelimiNo cromossomo 6 foi detectada inicialmente uma evidência preliminar de mais de um alelo nar de mais de um alelo 
no loco BNLG 1600 (não relatado). Mais 4 locos no loco BNLG 1600 (não relatado). Mais 4 locos microssatmicrossatééliteslites prpróóximos foram analisados ximos foram analisados 
revelando que a evidência detectada era mais provavelmente derivrevelando que a evidência detectada era mais provavelmente derivada de uma duplicaada de uma duplicaçção do ão do 
loco loco microssatmicrossatéélitelite e não uma mistura de linhas ou e não uma mistura de linhas ou heterozigoseheterozigose. . 
??Todas as cinco amostras apresentaram Todas as cinco amostras apresentaram homozigosehomozigose em todos os 22 locos analisados em todos os 22 locos analisados 
(100%) indicando, portanto, uma elevada pureza gen(100%) indicando, portanto, uma elevada pureza genéética (Tabela 3). Estes materiais são, tica (Tabela 3). Estes materiais são, 
portanto, plenamente adequados para a conduportanto, plenamente adequados para a conduçção eficiente de programas de produão eficiente de programas de produçção de ão de 
sementes hsementes hííbridas bridas e/oue/ou programas de programas de retrocruzamentoretrocruzamento nos quais sejam requeridas linhagens nos quais sejam requeridas linhagens 
puras totalmente puras totalmente homozigotashomozigotas..

REFERÊNCIAS BIBLIOGRREFERÊNCIAS BIBLIOGRÁÁFICAS  FICAS  
??ChinChin, E. C., M. L. , E. C., M. L. SeniorSenior, , etet al. (1996). "al. (1996). "MaizeMaize simplesimple repetitiverepetitive DNA DNA sequencessequences: : abundanceabundance andand alleleallele variationvariation." ." GenomeGenome
39(5): 86639(5): 866--73.73.
??MatsuokaMatsuoka, Y., S. E. , Y., S. E. MitchellMitchell, , etet al. (2002). "al. (2002). "MicrosatellitesMicrosatellites in in ZeaZea -- variabilityvariability, , patternspatterns of of mutationsmutations, , andand use for use for evolutionaryevolutionary
studiesstudies." ." TheorTheor ApplAppl GenetGenet 104(2104(2--3): 4363): 436--450.450.
??SharopovaSharopova, N., M. D. , N., M. D. McMullenMcMullen, , etet al. (2002). "al. (2002). "DevelopmentDevelopment andand mappingmapping of SSR of SSR markersmarkers for for maizemaize." ." PlantPlant Mol Mol BiolBiol 48(548(5--
6): 4636): 463--81.81.
??TaraminoTaramino, G. , G. andand S. S. TingeyTingey (1996). "(1996). "SimpleSimple sequencesequence repeatsrepeats for for germplasmgermplasm analysisanalysis andand mappingmapping in in maizemaize." ." GenomeGenome
39(2): 27739(2): 277--87.87.

Tabela 3.Tabela 3. ESTUDO 2: Perfis genéticos ESTUDO 2: Perfis genéticos multilocomultiloco das cinco amostras de plântulas analisadas em das cinco amostras de plântulas analisadas em bulkbulk derivadas de cinco lotes de derivadas de cinco lotes de 
sementes genéticas de  sementes genéticas de  ZeaZea maysmays para 22 locos para 22 locos microssatélitesmicrossatélites. O tamanho dos alelos foi declarado com base em duas análises . O tamanho dos alelos foi declarado com base em duas análises 
independentes com precisão de duas casas decimais. O desvio padrindependentes com precisão de duas casas decimais. O desvio padrão sobre estas estimativas pode chegar até 1.2 pares de ão sobre estas estimativas pode chegar até 1.2 pares de 
bases entre experimentos independentes para mais ou para menos ebases entre experimentos independentes para mais ou para menos em função da impossibilidade de declaração exata do tamanho m função da impossibilidade de declaração exata do tamanho 
da molécula de DNA contendo um da molécula de DNA contendo um microsatélitemicrosatélite mesmo em eletroforese de alta resolução em mesmo em eletroforese de alta resolução em sequenciadorsequenciador automáticoautomático

Tabela 3 .Tabela 3 . DescriDescriçção dos 22 locos ão dos 22 locos microssatmicrossatééliteslites utilizados. São destacados os cutilizados. São destacados os cóódigos dos locos, com digos dos locos, com 
informainformaçção de posião de posiçção cromossômica, faixa de tamanho dos alelos conhecidos, o tipo ão cromossômica, faixa de tamanho dos alelos conhecidos, o tipo de repetide repetiçção do ão do 
microssatmicrossatéélitelite e o tema (e o tema (motifmotif) repetido. Informa) repetido. Informaçções adicionais sobre ões adicionais sobre sequênciassequências de de primersprimers de cada um de cada um 
dos locos pode ser obtida no dos locos pode ser obtida no Maize Genetics and Genomics DatabaseMaize Genetics and Genomics Database em http://www.maizegdb.org.em http://www.maizegdb.org.
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Figura 1Figura 1 Painel à esquerda: Painel à esquerda: 
Imagem do gel de eletroforese Imagem do gel de eletroforese 
com a análise simultânea de com a análise simultânea de 
nove locos  resolvidos em nove locos  resolvidos em 
sequenciadorsequenciador 377XL em dois 377XL em dois 
multiplexesmultiplexes. . PaineisPaineis inferiores: inferiores: 
EletroferogramaEletroferograma de dois de dois 
multiplexesmultiplexes mostrando a mostrando a 
visualização conjunta dos locos visualização conjunta dos locos 
no software no software GenescanGenescan::

Linhagem tropical 1

Linhagem tropical 2

Linhagem temperada 1

Linhagem temperada 2

Figura 2.Figura 2. Detecção de polimorfismo Detecção de polimorfismo alélicoalélico utilizando a bateria básica de nove marcadores utilizando a bateria básica de nove marcadores 
microssatélitesmicrossatélites entre duas linhagens tropicais (perfis superiores) e duas linhaentre duas linhagens tropicais (perfis superiores) e duas linhagens temperadas (perfis gens temperadas (perfis 
inferiores). Observouinferiores). Observou--se também se também heterozigosidadeheterozigosidade residual na segunda linhagem temperada ao loco residual na segunda linhagem temperada ao loco 
phi085phi085..

ANÁLISE COMPARATIVA DE  AMOSTRA EM BULK COM PLANTAS 
INDIVIDUAIS DO MESMO LOTE DE SEMENTES  BÁSICAS GMX04
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GMX4.2 Planta Indiv.
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Figura 4.Figura 4. Resolução da base genética dos múltiplos alelos detectados na aResolução da base genética dos múltiplos alelos detectados na amostra em mostra em bulkbulk: análise comparativa da amostra : análise comparativa da amostra 
em em bulkbulk do lote de sementes básicas com 4 plantas individuais do mesmo do lote de sementes básicas com 4 plantas individuais do mesmo lote, destacando a visualização de dois locos nos lote, destacando a visualização de dois locos nos 
quais foram detectados dois alelos na mesma planta ou que refletquais foram detectados dois alelos na mesma planta ou que reflete e heterozigoseheterozigose devido a contaminação de pólendevido a contaminação de pólen

Figura 3.Figura 3. Análise comparativa das amostras em Análise comparativa das amostras em bulkbulk de de trestres lotes de sementes genéticas (lotes de sementes genéticas (GMX01GMX01 a a GMX03GMX03) com um lote de ) com um lote de 
sementes básicas (sementes básicas (GMX04GMX04), destacando a visualização de dois alelos no lote de sementes ), destacando a visualização de dois alelos no lote de sementes básicas o que poderia ser seja  básicas o que poderia ser seja  
contaminação de pólen entre linhagens ou mistura de linhascontaminação de pólen entre linhagens ou mistura de linhas

ANÁLISE COMPARATIVA DE AMOSTRAS EM BULK DE LOTES DE SEMENTES 
GENÉTICAS (GMX01 a GMX03) COM UM LOTE DE SEMENTES BÁSICAS 

(GMX04) DA MESMA LINHAGEM
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