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Resumo — Fatores ambientai s contribuem paraaproducdo de sementes de sojacom caracteristicasdiferentesdo
padréo da variedade e a andlise visual para determinac@o de pureza varietal ndo € suficiente. Marcadores
moleculares de DNA podem auxiliar na identificacdo da pureza genética de sementes, durante o processo de
certificacdo de sementes, umavez que ndo sofrem influéncias ambientais. O objetivo deste trabalho foi avaliar
um método de andlise da pureza genética de sementes de soja, utilizando marcadores microssatélites. Amostras
de DNA de sementes de soja, consideradas atipicas pelo método visual, foram analisadas com microssatélitese
comparadas ao padréo davariedade. As amostras de DNA foram analisadas em bulk, o que permitiu diminuir os
custos, com a mesma precisdo da andlise individual. De onze lotes de sementes avaliados como impuros na
andlise visual, e portanto, eliminados do processo de certificagdo, apenas quatro apresentaram nimero de
sementes de outras cultivares acimado limite tolerado.

Termos paraindexacdo: Glycine max, cultivar, marcador genético, método de melhoramento.

Determination of genetic purity of soybean seeds
with the aid of microsatellite molecular markers

Abstract — Environmental factors contributefor production of soybean seedswith different characteristicsfrom
the standard pattern of a determined variety. DNA markers can contribute for theidentification of genetic seed
purity, once these type of markers are not influenced by the environment. The objective of this work was to
evaluated amethod for analysis of soybean seed genetic purity by using microsatellites markers. DNA samples
from soybean seeds considered atypical by the visual method were analyzed by microsatellites and compared
with the typical variety pattern. DNA samples were analyzed in bulks, reducing costs but keeping the same
precision asthe one obtained in theindividual analysis. From eleven seed |ots classified as contaminated by the
visual method, and therefore eliminated through certification, only four were shown to present a number of
contaminating seeds above the accepted limit trough DNA analysis.

Index terms: Glycine max, cultivars, genetic markers, breeding methods.

Introducéo
influénciaambiental (Moreiraet a., 1999).

tegumento, cor e formato do hilo, e que podem sofrer

Para que todos os esfor¢os realizados na obtencao
de uma variedade melhorada sejam traduzidos em be-
neficios para a producdo agricola, é necessario que as
sementes utilizadas pel os produtores tenham altaquali-
dade e, portanto, a certificacdo de sementes € funda-
mental como agente controlador.

Entre os aspectos observados durante a certificagdo
de sementes de soja, talvez o0 de mais dificil determina-
¢a0 segja a pureza varietal, realizada com o auxilio de
descritores morfol 6gicos associados a semente, tais
como tamanho médio, formato, coloragéo e aspecto do

Deacordo com Moreiraet a. (1999), algumasvarie-
dades de soja apresentam variacéo na cor do hilo cau-
sada pelo ambiente em que sdo produzidas, sem que
haja variac8o genética entre as sementes. Esses auto-
res observaram variagdes na cor do hilo em duas varie-
dades de soja, em regiBes com veranicos e altas tempe-
raturas, durante a formagdo das sementes.

O controle genético da cor do hilo em soja estd bem
estabel ecido e érelativamente simples, emboraenvolva
interacdes alélicas com outros genes que governam as
cores de pubescéncia e daflor (Sediyamaet al., 1981,
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Destro et a., 1990). O desenvolvimento de pigmenta
¢do em algumas cultivares com hilo amarelo foi descri-
to por Takahashi & Asanuma (1996) e Morrison et al.
(1998). Estes autores relatam que temperaturas abaixo
de 15°C na fase de maturacdo das sementes levam a
producéo de uma coloragdo marrom ao redor do hilo
em cultivares com pubescénciamarrom e hilo amarelo.

O fato de a mesma variedade apresentar, em algu-
mas circunstancias, tonalidades diferentes dacor do hilo,
pode levar ao descarte de |otes de sementes de elevado
padréo, pelaimpossi bilidade de comprovacdo daidenti-
dade genéticade sementesatipicas(Moreiraet a., 1999).

A avaliacdo dapurezagenéticade sementes com base
em marcadores molecularesde DNA é conclusiva, uma
vez gque 0s mesmos ndo sofrem influéncia ambiental e
0s dados obtidos sdo reprodutiveis e estaveis.
Marcadores moleculares microssatélites sdo indicados
para este tipo de andlise, por serem altamente
polimorficos em soja, altamente reprodutiveis,
codominantes e por apresentarem baixo custo, conside-
rando que cercade 650 pares de primers especificos para
asojaestéo disponiveisno mercado (Creganet al., 1999).

O objetivo deste trabalho foi avaliar marcadores
moleculares microssatélite na determinacéo da pureza
genética de sementes de soja.

Material e M étodos

Sementes

Foram utilizadas sementes consi deradas atipicasnaava
liacdo visual de pureza genética, dém de uma amostra
padrdo da variedade da qual foram retiradas as sementes
atipicas (amogtradearquivo). As sementes utilizadas, envi-
adas por produtores de sementes, haviam sido reprova-
das na andlise para a certificagcdo de sementes. Duran-
teaotimizacdo do método, foram avaliados 21 |otes das
variedades/linhagens Conquista, Paiaguas, CD 207,
CD 211, CD95-3006, OC95-3312, OC95-3194 e CS 301.

Extracdo de DNA

A extrag@o de DNA das sementesde sojafoi realiza-
da de acordo com o protocolo descrito por McDonald
et al. (1994), com algumas modificagdes. De cada se-
mente, foram cortadas fatias de 20 e 30 mg do
cotilédone. Estes fragmentos foram colocados em tu-
bos de microcentrifuga com capacidade paral,5mL, e
em seguida, foram adicionados 300 uL de tampéo de
extracdo (TrissHCI 200 mM, pH 7,5, NaCl 288 mM,
EDTA 25 mM e SDS 0,5%). Os fragmentos foram
macerados com pistilo, e em seguidaforam acrescenta-
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dosmais 700 uL do tampéo de extracdo e a misturafoi
homogeneizadapor 1 minem um agitador do tipo vortex.
Os tubos foram centrifugados por 4 min a 10.144 g.
O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e
centrifugado novamente por 4 min amesmavel ocidade.

O novo sobrenadante foi transferido, emigual volu-
me, paradois novos tubos. As proteinas foram removi-
daspelaadicdo de 10 uL deproteinase K (10 mg/mL) e
10 uL de CaCl, 1 mM em cada tubo. Os tubos foram
colocados em banho-mariaa37°C por 30 minutos. Apos
resfriar a temperatura ambiente, foram adicionados
900 uL deisopropancl acadatubo paraprecipitar o DNA.
Apdbs 2 min a temperatura ambiente, os tubos foram
centrifugados por 7 min a10.144 g. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi secado por 15 min atem-
peratura ambiente. Paraaeliminagdo de RNA, o preci-
pitado foi ressuspendido em 300 uL de TE (Tris-HCI
10 mM, pH 7,5e EDTA 1 mM), contendo 40 uL/mL de
RNAse A (10 mg/mL). Os tubos foram novamente co-
locados em banho-maria a 37°C por 30 min e, em
seguida, a precipitacdo com isopropanol foi repetida
O sobrenadante foi descartado, o precipitado foi seco e
0 DNA foi ressuspendido em 300 uL de TE. Foram tes-
tados protocolos alternativos sem tratamento com
proteinase K e sem RNAse para verificar o efeito des-
sas modificagBes na qualidade da amostra de DNA
obtida

Os testes de qualidade e a quantificacdo do DNA
foram feitos em gel de agarose 0,8%, contendo
0,2 ug/mL de brometo de etidio. Foram aplicados 7 puL
de cada amostrade DNA, com 3 uL de corantetipo 1V
(azul de bromofenol 0,25% e sacarose 40%). O DNA
foi quantificado no gel por comparacdo com padréesde
DNA de concentracdes conhecidas. Apds a
guantificagcdo, o DNA foi diluido em TE paraumacon-
centragdo de 10 ng/uL. A qualidade do DNA obtido pelo
protocolo completo de purificacéo e pelos protocolos
aternativos (sem RNAse e sem proteinase K), foi ava
liadatambém pela qualidade daamplificacdo por PCR,
utilizando primersde microssatélites.

Construcao dos bulks de DNA

Para a extracdo de DNA, foram utilizadas todas as
sementes consideradas atipicas na avaliagdo visua, e
pelo menos 15 sementes da amostra padrdo. O niimero
de sementes atipicas variou para cada | ote avaliado, fi-
cando entre 5 e 25 sementes. Para diminuir os custos
das andlises, as amostras de DNA foram divididas em
bulks. Pelo fato de os marcadores microssatélites se-
rem codominantes, mesmo utilizando um bulk de DNA,
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épossivel identificar se existe variago entre as semen-
tes que compdem este bulk. Bulks em que n&o ha vari-
acdo apresentam uma Unicabandade DNA em um dado
loco, ao passo que nagueles em que ha variagdo, sdo
produzidas tantas bandas quanto o nimero de alelosque
0S seus gendtipos constituintes possuirem. Como asoja
€ uma espécie autdbgama, todas as variedades sao
homozigotas e geneticamente puras. Por este motivo,
espera-se a amplificagdo de um Unico alelo em cada
loco, para todas as plantas de uma mesma variedade.
Os bulks foram formados pela misturade igual quanti-
dade do DNA de 5 a 8 sementes. Assim, da amostra
padréo davariedade, foram formados dedoisatrésbulks
e das sementes atipicas, de um a cinco bulks, depen-
dendo do nimero de sementes atipicas de cada lote.

Amplificagdo dos microssatélites

Asreactes de amplificacdo de microssatélitesforam
feitas em um volume total de 10 ou 25 uL, contendo
Tris-HCl 12,5 mM (pH 8,3), KCl 62,5 mM, MgCl
2,5mM, 125 uM de cada um dos deoxinucleotidios
(dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 0,2 uM de cada primer
(senso e anti-senso), uma unidade da enzima Tag DNA
polimerase e 30 ng de DNA. O volume total dareacéo

foi de 25 uL quando a separacdo foi feita em gel de
agarose 3% e de 10 L quando aseparacdo foi feitaem
gel de poliacrilamida 10% (Machado et al., 2003).
As amplificagfes foram realizadas em termociclador
Perkin Elmer 9600, programado paraumaetapainicial
de7 mina72°C, seguidade 30 ciclosde 1 min a94°C,
1 min a50°C e 2 min a 72°C. Por fim, uma etapa de
7 mina72°C. Os fragmentos amplificados foram sepa-
rados por eletroforese em gel de agarose 3%, contendo
brometo de etidio (0,2 pg/mL) etampédo TBE 1X (Tris-
Borato 90 mM, EDTA 2 mM), ouemgel depoliacrilamida
10% em tamp&o TBE. Neste caso, os géis foram cora-
dosapdsacorrida, em TBE contendo brometo deetidio
(2pug/mL). Os géis foram fotografados sob luz
ultravioleta. Como o objetivo das andises eraidentificar
aexisténcia de diferencas genéticas entre as sementes,
e ndo a caracterizagdo das variedades, ndo houve ne-
cessidade de estimar o tamanho dos a el os amplificados
em cada variedade, e por este motivo, ndo foram usa-
dos marcadores de peso molecular.
Osprimersutilizados (Tabela 1) sdo bem distribuidos
no mapa genético da soja (Cregan et a., 1999). Para
demonstrar que os primers sdo polimérficos, foram uti-
lizadostambém naandlise, doisbulksformadospelamis-

Tabela 1. Relagdo dos primers utilizados com mai s frequiéncia na determinacdo de pureza genética de | otes de sementes de soja.

Primers Grupo de Seqliéncia’5'-3' senso Seqiiéncia5'-3' anti-senso
ligacao®

Sat_128 B1 GGGGTTTTGTTAATCATTGTCCTTAGAT GGGAGAAAATTTTTAATGCCAGTAGTTA

Satt070 B2 TAAAAATTAAAATACTAGAAGACAAC TGGCATTAGAAAATGATATG

Sat_085 Cl GGTTTTAGATCCTTAAATTTGT GGGGAAGCAAGTAGCT

Satt079 Cc2 AGTCGAAGATACACAATTAGAT CTTTTAGACACAAATTTATCACT

Sat_110 Dlat+Q AACATTTTTCATCGCTTTTCTTAG TCTTCTCAGGAACTTGAATTACTCA

Satt184 Dlat+Q GCGCTATGTAGATTATCCAAATTACGC GCCACTTACTGTTACTCAT

Satt005 D1b+W TATCCTAGAGAAGAACTAAAAAA GTCGATTAGGCTTGAAATA

Satt141 D1b+W CGGTGGTGGTGTGCATAATAA CCGTCATAAAAAGTCCCTCAGAAT

Satt186 D2 GGGAAGTTATAAGCAGAT GGGAATCCATTCCTGATGAGT

Satt146 F AAGGGATCCCTCAACTGACTG GTGGTGGTGGTGAAAACTATTAGAA

Sat_064 G CCACAATTCCCAAAATAC ATAAAAATGGCTGAATAATAGAC

Sat_094 G CTTGAATAGGATGTATAAATTATTGTAG AAAAATTTTAATATTGTGGAAGTCT

Satt163 G AATAGCACGAGAAAAGGAGAGA GTGTATGTGAAGGGGAAAAACTA

Satt181 H TGGCTAGCAGATTGACA GGAGCATAGCTGTTAGGA

Sat_105 | TTCCATACAAGATATCAAGTGAATTG GCTCCCCTACATTGGTAGTAAA

Satt162 | GGGAAGAAGTATATGCTACATCAA GGGTTAATTTTTATCTTCTAATAGTTT

Satt183 J TAGGTCCCAGAATTTCATTG CACCAACCAGCACAAAA

Satt167 K GATTTACGGGTACTTGGATTCAATA AGCTACCCAATATGATACTCTACACAGT

Sat_099 L GCGAAAATGGCAGAGATAA AATGCTAAAAGAGGAATGAAATAA

Satt156 L CGCACCCCTCATCCTATGTA CCAACTAATCCCAGGGACTTACTT

Satt150 M AAGCTTGAGGTTATTCGAAAATGAC TGCCATCAGGTTGTGTAAGTGT

Sattl75 M GACCTCGCTCTCTGTTTCTCAT GGTGACCACCCCTATTCCTTAT

Sat_127 N&o mapeado GGGGTTTTGTGTCTAGTCTA GGGATTAAAAATAACAATACT

Satt136 N&o mapeado CCCCATATATTCAACATATCTTCA AACTAAGCCAAATCTTTTCCTACTA

(WCregan et al. (1999).
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turadeigual quantidade de DNA de variedades de soja
conhecidamente divergentesentre si. Cadabulk foi for-
mado pela misturade DNA de quatro variedades. Ape-
nas locos que apresentaram polimorfismo entre estas
variedades foram considerados na andlise.

Analise e interpretacdo dos dados

Quando ocorreu diferencaentre as sementes atipicas
e as sementes da amostra padrédo em pelo menos um
loco, as sementes atipicas foram consideradas como
mistura varietal. Para que um lote de sementes sgjare-
provado na certificacdo, o nimero de sementes
contaminantes de outras variedades deve ser maior do
gue o limite minimo tolerado, que € de 5 sementes em
0,5 kg (4.000-5.000 sementes). Desta forma, pode-se
adotar o limite de umadiferenca (diferencaem um loco),
poi s eventos mutacionai s raramente ocorrerdo em mais
do que uma semente desta amostra, e assim, o limite
minimo tolerado ndo serd atingido em raz&o desse tipo
de evento.

Nafaltadeinformagdes arespeito dafreqiiénciados
alelos na populacéo, foram testados 15 locos de
microssatélites para cada |lote de sementes.

Resultados e Discussao

Nas amostras em quefoi utilizadaaproteinaseK ea
RNAseA, a quantidade de DNA obtido foi maior e de
melhor qualidade, em relacdo as amostras em que a
proteinase K ndofoi utilizada (Figura 1). Além daquan-
tidade menor de DNA obtida nas amostras sem o trata-
mento com proteinase K e RNAse A, a sua qualidade
também foi inferior (Figura2). Asamostras 1 e 2, que
foram extraidas sem a utilizagcdo de proteinase K e
RNAseA, apresentaram qualidade de amplificagéo in-
ferior as demais, sem amplificacdo da amostra 1 nos
doislocos, e aamostra 2 apresentou menor intensidade
deamplificagdo. Nas amostrasem quefoi utilizadaape-
nas uma das enzimas (proteinase K ou RNAse A), as
amplificagOes apresentaram qualidades semelhantes as
amostras em que foram utilizadas as duas enzimas.

O numero de sementes constituintes dos bulks foi
definido experimentalmente. O resultado daamplifica-
¢do de um loco de microssatélite em uma mistura de
amostras de DNA contendo dois alelos diferentes, nas
proporcdes de 1:1 até 1:15, mostra que até a proporcao
de 1:7 é possivel identificar, sem dificuldades, os dois
alelos presentes no bulk (Figura3). Esta proporgéo
corresponde aum bulk de oito sementes, sendo que uma
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delas apresentaum alelo, e as outras sete apresentam o
outro alelo. Por seguranca, nas andlises de rotinaforam
utilizados bulks contendo DNA de 5 a8 sementes.

Os bulks de DNA das sementes da amostra padréo
foram usados para verificar se a variedade da qual fo-
ram retiradas as sementes atipicas, em cada teste, é
geneticamente uniforme (linha pura). O nimero de se-
mentes a ser analisado depende do grau de precisdo
gue se pretende naandlise, umavez que a probabilidade

1 23 4 5 6 78 91011 12

Figura 1. Andliseeletroforética, em gel de agarose, de amos-
trasde DNA de sementes de soja extraidas com e sem a utili-
zagdo dasenzimasproteinase K eRNAseA. Canaletas1e2—
sem proteinase K e sem RNAse A; Candetas 3 e 4 — com
proteinase K esem RNAseA; Candetas5 e 6—sem proteinase
K ecomRNAseA; Canaletas 7 e8—com proteinase K ecom
RNAseA; Canaletas 9 a 12 — padrdes de concentracéo (350,
525, 700 1.050 ng, respectivamente) contendo DNA de soja,
quantificado espectrof otometricamente.

Satt179 Satt181

123456738 3. 4.5 6L7ES

Figura 2. Andlise eletroforética, em gel de agarose 3%, de
produtos de amplificagdo de amostras de DNA de sementes
de sojaextraidas com e sem autilizagdo das enzimas protei nase
K eRNAseA. Os primersmicrossatélites utilizados estdo iden-
tificados na parte superior. As amostras aplicadas nas
canaetas de 1 a 8 sdo os respectivos produtos de amplifica-
¢80 das amostras descritas na Figura 1.
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de ndo se observar um alelo que esta presente na popu-
lacdo (probabilidade de fal so negativo) € dada pela ex-
pressdo P = (1-f)", em que: P é aprobabilidade defalso
negativo; f éafreqiénciado alelo napopulacdoen éo
numero deindividuos amostrados hapopul agéo. Por esta
expressdo, analisando-se 15 sementes, serd detectado
com 99% de probabilidade um aelo com frequiénciaigual
ou superior a 26% na populagéo, e com 95% de proba-
bilidade um delo com frequénciaigual ou superior a18%.
A andlise molecular das sementes atipicas demons-
trou que, em 13 dos 21 lotes, 0 nimero de sementes
geneticamente diferentes davariedade original ultrapas-
sou o limite tolerado. Nestes lotes, todas as sementes
atipicasdiferiram geneticamente das sementes daamos-
tra padréo. Entre os lotes em que o0 nimero de semen-
tesdeoutras cultivaresndo atingiu o limite tolerado, trés
apresentaram as sementes atipicas iguais as sementes
daamostra padrdo pelaanalise com microssatélites. Nos
demais, haviaumamisturade sementes da cultivar ori-
gina e de outras cultivares entre as sementes atipicas.
A Figura4 apresenta o resultado daavaliacdo detrés
lotes de sementes da variedade CD 209 para o loco
Satt141. Na Figura 4a esta o resultado da andlise utili-
zando os bulks, e as amostras de 1 a 14 contém DNA
de 5 sementes em cada canaleta. As trés primeiras
canaletas contém ao todo, DNA de 15 sementes da
amostra padrdo. As canaletas 4 a 9 contém DNA de
30 sementes atipicas do primeiro lote. As canaetas 10

1234567 89101112131415

PR 0000 i ks i e o e
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Figura 3. Andlise eletroforética, em gel de agarose 3%, de
produtos de amplificagdo de uma mistura em diferentes pro-
porcdes, de amostras de DNA de soja contendo dois alelos
distintos (aeb) paraoloco Satt181. As canaletas 1 al5 apre-
sentam o resultado da amplificacdo das misturas na propor-
¢do 1:1 (ab, candetal), 1:2 (a:b, canaleta 2) e assim sucessi-
vamente até 1:15 (a:b, canaleta 15). Para cada amplificacéo
foram utilizados 30 ng de DNA molde.

a 12 contém DNA de 15 sementes atipicas do segundo
lote e as canaletas 13 e 14 contém DNA de 10 semen-
tes atipicas do terceiro lote. As canaetas 15 a 22 con-
tém amostras de DNA de oito diferentes variedades de
soja (CD 201, CD 202, CD 203, CD 205, CD 206,
CD 207, Seguranca, Engopa 302) que foram utilizadas
como controle de polimorfismo do loco. Caso néo haja
polimorfismo entre estes control es, também néo € espe-
rado polimorfismo entre as amostras em teste, ndo sen-
do possivel concluir sobre pureza varietal, com base
nestes locos. Na canaleta 23 foi utilizada uma mistura
de DNA das amostras 15 a 18, e na canaleta 24, uma
misturade DNA dasamostras 19 a 22, para demonstrar
gue, quando existem materiais diferentes no bulk, mais
de um fragmento € amplificado.

Os resultados indicam que as sementes atipicas do
primeiro lote (canaletas 4 a9) sdo todasiguaisentre si,
e também iguais @ amostra padr&o. N&o existe mistura
varietal neste lote com base neste loco. Ja para 0 se-
gundo e terceiro lotes, estd demonstrado pelos bulks
(canaletas 10 a 14) que existe variagdo dentro de cada
lote. Isto € confirmado na Figura4b, em que estéo
amplificadasindividua mente as amostras que compdem
os bulks. Na canaleta 11 h4 evidéncia da presenca de
trésalelos, o quefoi confirmado pelaamplificagéo. En-
tre as 15 sementes analisadas do segundo lote (amos-
tras 10, 11 e 12), oito sdo diferentes da amostra padréo
neste loco, sendo duas heterozigotas. Entre as 10 se-
mentes analisadas do terceiro lote, trés sdo diferentes
da amostra padré&o neste loco, também com duas
heterozigotas.

A Figura4 mostratambém autilidade do uso de bulks
de DNA para a andlise. Na Figura 4a estéo apresenta-
dos os resultados de 70 sementes em 14 canaletas (1 a
14). Como aguns lotes apresentaram impureza genéti-
ca, demonstrada pelaamplificac&o de mais de um frag-
mento nos bulks de DNA, aandlise deste loco teve que
ser complementada pela Figura 4b. Ent&o no total, fo-
ram necessarios 40 pontos de andlise neste loco (cada
canaleta representa um ponto de andlise). Caso aandli-
se ndo utilizasse os bulks de DNA, seriam necessarios
96 pontos. Isto representa uma vantagem, pois o custo
desta andlise é diretamente proporciona ao nimero de
pontos de andlise. Nos locos em que ndo hé diferenca
entre osindividuos que compdem o bulk, ndo haneces-
sidade da andlise complementar. Neste caso, areducéo
Nno custo € aindamaior (sdo apenas 14 pontos de andlise
emvez de 70). Estima-se que, em média, autilizacio de

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.39, n.3, p.247-253, mar. 2004



252 I. Schuster et al.

bulks de DNA pode reduzir os custos das andlises em
cercade 70%. Mesmo adotando a utilizagéo de bulks, a
analise molecular deve ser realizada apenas nas semen-
tes identificadas como atipicas na andlise visual, uma
vez que éinviavel analisar todas as sementes daamostra.

O numero de locos a ser testado depende do grau de
pureza das amostras. Para 0s casos em que S0 encon-
tradas diferencas, as andlises terminam quando as dife-
rencas sao detectadas. Nos casos em gue ndo sdo en-
contradas diferencas, para excluir a possibilidade de
mistura, 0 nimero de locos a ser testado dependerd da
freqliéncia, napopul acéo, dos alel os observadosem cada
loco. Como a soja é uma espécie de autofecundacéo, e
infere-se que todas as plantas de uma variedade sgjam
homozigotas, afrequéncia(P;;) do gendtipoAjA; €éigual
afrequéncia (P) do alelo Aj. Paraumavariedade A, a
probabilidade devidaao acaso de que umasemente qual -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

11 12 13

guer tomada da populagéo de variedades de soja tenha

0 mesmo gendtipo de A em n locos €igual a lﬂ[p“ ea
i=1

probabilidade de que esta semente pertenca a varieda-

deA (probabilidade de exclusdo da hipbtese de mistura)

n
éigud al-[]R .
-1

Por exempl o, caso todos os alel os idénticos na com-
paracéo tenham freqiéncia de 50% na populagdo, o
poder de exclusdo de 99,99% é conseguido pelaandlise
de 14 locos. Para alelos com freqiéncia de 30%, a
mesma probabilidade é conseguida pela andlise de 8
locos. Por suavez, em alelos com freqiiéncia média de
70%, amesma probabilidade de exclusdo é conseguida
pela andlise de 26 locos. Estes valores se modificam
guando a mistura é de gendtipos altamente aparenta-
dos. Neste caso, um nimero maior de locos deve ser

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Satt141

Figura 4. Andlisede purezavarietal em sementes de soja, variedade CD 209, utilizando amplificagdo de DNA de sementesem
bulks e de sementesindividuais. a) Analise el etroforética daamplificacio em bulk (canaetas de 1 a 14, 23 e 24) eindividual
(canaletas15a2?2). Candletas 1 a3: amostrapadréo; 4a9: loten® 1; 10a12: loten? 2; 13 e 14: loten® 3; 23: misturadasamostras
15 a 18; 24: mistura das amostras 19 a 22. As canaletas 15 a 22 contém DNA de 8 variedades de soja diferentes que foram
utilizadas como controle de polimorfismo (Conquista, Paiagués, CD 207, CD 211, CD95-3006, OC95-3312, OC95-3194 e CS 301,
respectivamente); b) Amplificacdo do DNA de cada uma das sementes constituintes dos bulks que apresentaram variagéo.
A canaleta 1 contém DNA de 5 sementes da amostra padr&o. As canaletas seguintes contém DNA de sementes individuais
utilizadas na construgdo dos bulks analisados.
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avaliado. Naprética, sdo analisadoslocos com diferen-
tes frequiéncias, e a probabilidade de exclusdo deve ser
calculada em cada caso. Para calcular essa probabili-
dade, é necessario conhecer afreqliéncia dos alelos na

populacao.
Conclusodes

1. A andlise de DNA extraido de sementes, conside-
radas atipicas pelo método de andlise visual, com
marcadores moleculares microssatélites € eficiente na
determinacdo da pureza genética de |otes de sementes
de soja.

2. A utilizag&o de proteinase K e RNASse no proces-
so de extragdo permite a obtencdo de maior quantidade
e melhor qualidade de DNA para as andlises.

3. O método de andlise em bulk de amostras de DNA
de sementes atipicas permite obter resultados com ames-
ma precisdo daandiseindividua e com custoinferior.

Referéncias

CREGAN, P; JARVIK, T.; BUSH, A.L.; SHOEMAKER, R.C,;
LARK, K.G; KAHLER, A.L.; VANTOAI, T.T.; LOHNES, D.G;

CHUNG J,; SPECHT, J.E. Anintegrated genetic linkage map of the
soybean. Crop Science, v.39, p.1464-1490, 1999.

DESTRO, D.; SEDIYAMA, T.; GOMES, JL.L. Genesqualitativos
em soja: alguns comentérios e listagem. Vigosa: Imprensa
Universitariada UFV, 1990. 67p. (Cadernos Didéticos, 293).

MacDONALD, M.B.; ELLIOT, L.J;; SWEENEY, PM. DNA ex-
traction from dry seedsfor RAPD analysesin varietal identification
studies. Seed Science & Technology, v.22, p.171-176, 1994.

MACHADO, M.A.; SCHUSTER, |.; MARTINEZ, M.L.;
CAMPOS, A.L. Genetic diversity of four cattle breeds using
microsatellite markers. Revista Brasileira de Zootecnia, v.32,
p.93-98, 2003.

MOREIRA, C.T.; SOUZA, PI.M.; FARIAS NETO, A.L.;
ALMEIDA, L.A. Ocorréncia de variagdes na coloragao do hilo
de sementes de cultivares de soja [Glycine max (L.) Merrill].
Planaltina: Embrapa Cerrados, 1999. (Comunicado Técnico, 5).
MORRISON, M.J.; PIETRZAK, L.N.; VOLDENG, H.D. Soybean
seed coat discoloration in cool-season climates. Agronomy Jour-
nal, v.90, p.471-474, 1998.

SEDIYAMA, T.;ALMEIDA,A.L.; MIYASAKA, S,; KIIHL,R.A.S.
Genéticae melhoramento. In: MIYASAKA, S.; MEDINA, J.C. (Ed.).
A sojano Brasil. Campinas: Instituto de Tecnologia de Alimentos,
1981. p.209-226.

TAKAHASHI, R.; ASANUMA, S. Association of T genewith chill-
ing tolerance in soybean. Crop Science, v.36, p.559-562, 1996.

Recebido em 9 de junho de 2003 e aprovado em 27 de novembro de 2003

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.39, n.3, p.247-253, mar. 2004



