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RESUMORESUMO
A anA anáálise da variabilidade genlise da variabilidade genéética na tica na sequênciasequência do DNA pela tecnologia de do DNA pela tecnologia de 
marcadores moleculares permite uma elevada precisão na identificmarcadores moleculares permite uma elevada precisão na identificaaçção e ão e 
discriminadiscriminaçção ão varietalvarietal. Perfis gen. Perfis genééticos de marcadores moleculares poderão, em ticos de marcadores moleculares poderão, em 
breve, tornarbreve, tornar--se importantes descritores complementares no requerimento de se importantes descritores complementares no requerimento de 
proteproteçção de novo cultivar, particularmente em espão de novo cultivar, particularmente em espéécies autcies autóógamas de base gamas de base 
gengenéética estreita. Amostras oficiais de sementes de cada cultivar detica estreita. Amostras oficiais de sementes de cada cultivar de soja foram soja foram 
fornecidas para anfornecidas para anáálise em sacos lacrados e identificados pelo lise em sacos lacrados e identificados pelo 
LADIC/SNPC/MAPALADIC/SNPC/MAPA. A an. A anáálise genlise genéética foi realizada em sistema de prova e tica foi realizada em sistema de prova e 
contraprova em experimentos contraprova em experimentos ““cegoscegos””, onde a rela, onde a relaçção de vão de víínculo gennculo genéético tico e/oue/ou
comercial entre as amostras não era conhecida. Ancomercial entre as amostras não era conhecida. Anáálise de sementes individuais da lise de sementes individuais da 
variedade foi realizada em casos onde havia indvariedade foi realizada em casos onde havia indíícios de contaminacios de contaminaçção ou mistura ão ou mistura 
de sementes. Para a determinade sementes. Para a determinaçção do perfil genão do perfil genéético dos cultivares  foi realizada tico dos cultivares  foi realizada 
inicialmente uma triagem de 21 locos inicialmente uma triagem de 21 locos microssatmicrossatééliteslites internacionalmente internacionalmente 
recomendados para soja, dos quais foram selecionados 15 por aprerecomendados para soja, dos quais foram selecionados 15 por apresentarem maior sentarem maior 
conteconteúúdo informativo e robustez analdo informativo e robustez analíítica. Os 15 locos selecionados, sendo 12 de tica. Os 15 locos selecionados, sendo 12 de 
trinucleottrinucleotíídeosdeos e 3 e 3 dinucleotdinucleotíídeosdeos, foram , foram genotipadosgenotipados em quatro sistemas em quatro sistemas 
““multiplexesmultiplexes”” de ande anáálise simultânea de vlise simultânea de váários locos em um seqrios locos em um seqüüenciador automenciador automáático tico 
de DNA ABI de DNA ABI PrismPrism 377XL, e os gen377XL, e os genóótipos descritos com os alelos em pares de tipos descritos com os alelos em pares de 
bases. As diferenbases. As diferençças genas genééticas entre os cultivares foram claramente reveladas ticas entre os cultivares foram claramente reveladas 
pelas diferenpelas diferençças no comprimento das as no comprimento das sequênciassequências de DNA amplificadas, ou seja dos de DNA amplificadas, ou seja dos 
alelos. Das 125 amostras analisadas, 123 foram declaradas genetialelos. Das 125 amostras analisadas, 123 foram declaradas geneticamente camente 
distintas e apenas duas foram geneticamente indistingudistintas e apenas duas foram geneticamente indistinguííveis com os 15 marcadores veis com os 15 marcadores 
utilizados.  Outros três pares de amostras apresentaram apenas uutilizados.  Outros três pares de amostras apresentaram apenas uma diferenma diferençça que a que 
requer uma confirmarequer uma confirmaçção com anão com anáálises de locos adicionais para verificar se as lises de locos adicionais para verificar se as 
amostras que compõem cada par são de fato diferentes, ou se a diamostras que compõem cada par são de fato diferentes, ou se a diferenferençça a 
observada observada éé devida a uma rara mutadevida a uma rara mutaçção genão genéética na tica na sequênciasequência de DNA no de DNA no 
marcador testado. Neste sentido, recomendamarcador testado. Neste sentido, recomenda--se adotar uma abordagem se adotar uma abordagem 
conservadora e exigir no mconservadora e exigir no míínimo duas diferennimo duas diferençças genas genééticas para declarar a ticas para declarar a 
distiguibilidadedistiguibilidade com elevada confiabilidade. Três amostras apresentaram fortes com elevada confiabilidade. Três amostras apresentaram fortes 
indindíícios de mistura de linhas e uma amostra apresentou evidências decios de mistura de linhas e uma amostra apresentou evidências de
heterozigosidadeheterozigosidade residual. Em ambos os casos uma anresidual. Em ambos os casos uma anáálise complementar com lise complementar com 
maior nmaior núúmero de sementes individuais devermero de sementes individuais deveráá ser realizada para confirmar ser realizada para confirmar 
definitivamente estas hipdefinitivamente estas hipóóteses.  Foi observada uma elevada diversidade teses.  Foi observada uma elevada diversidade alaléélicalica
entre os 125 cultivares, embora em alguns locos determinados aleentre os 125 cultivares, embora em alguns locos determinados alelos apresentem los apresentem 
frequênciasfrequências elevadas. Em melevadas. Em méédia, os locos utilizados apresentaram 5,9 alelos com dia, os locos utilizados apresentaram 5,9 alelos com 
uma variauma variaçção de três a nove. Apenas três dos quinze locos apresentaram umaão de três a nove. Apenas três dos quinze locos apresentaram uma
diversidade gênica abaixo de 0,5 enquanto que quatro locos mostrdiversidade gênica abaixo de 0,5 enquanto que quatro locos mostraram uma aram uma 
diversidade acima de 0,7. Tanto a faixa de tamanho de alelos bemdiversidade acima de 0,7. Tanto a faixa de tamanho de alelos bem como o poder de como o poder de 
discriminadiscriminaçção observado para estes 15 locos no ão observado para estes 15 locos no germoplasmagermoplasma brasileiro estão de brasileiro estão de 
acordo com o que tem sido descrito para o acordo com o que tem sido descrito para o germoplasmagermoplasma nortenorte--americano. americano. ÉÉ
interessante observar, entretanto, que no conjunto de 125 cultivinteressante observar, entretanto, que no conjunto de 125 cultivares, foram ares, foram 
observados diversos alelos não reportados anteriormente o que coobservados diversos alelos não reportados anteriormente o que confirma o fato de nfirma o fato de 
material genmaterial genéético exclusivo do Brasil  estar presente no pool gênico protegidtico exclusivo do Brasil  estar presente no pool gênico protegido. Em o. Em 
conclusão, este trabalho estabelece de forma pioneira um sistemaconclusão, este trabalho estabelece de forma pioneira um sistema de identificade identificaçção ão 
gengenéética de cultivares de soja baseado em uma tecnologia rtica de cultivares de soja baseado em uma tecnologia ráápida, econômica e, pida, econômica e, 
mais importante, de alto poder de resolumais importante, de alto poder de resoluçção, que poderão, que poderáá se constituir em uma se constituir em uma 
ferramenta inovadora para testes de DHE no processo de proteferramenta inovadora para testes de DHE no processo de proteçção ão varietalvarietal.  O .  O 
banco de dados de perfis genbanco de dados de perfis genééticos dos cultivares de soja construticos dos cultivares de soja construíído poderdo poderáá ser ser 
imediatamente utilizado para o estabelecimento de um sistema eleimediatamente utilizado para o estabelecimento de um sistema eletrônico de trônico de 
comparacomparaçção na conduão na conduçção de testes de identidade genão de testes de identidade genéética entre amostras tica entre amostras 
questionadas e amostras padrão no controle de qualidade e fiscalquestionadas e amostras padrão no controle de qualidade e fiscalizaizaçção  na cadeia ão  na cadeia 
de comercializade comercializaçção de sementes. ão de sementes. 

INTRODUINTRODUÇÇÃOÃO
Marcadores de DNA são extremamente potentes para a resoluMarcadores de DNA são extremamente potentes para a resoluçção de questões de identidade ão de questões de identidade 
e discriminae discriminaçção e por isso atendem com perfeião e por isso atendem com perfeiçção os requerimentos do teste de DHE ão os requerimentos do teste de DHE ––
DistinguibilidadeDistinguibilidade, Homogeneidade e Estabilidade. O teste DHE , Homogeneidade e Estabilidade. O teste DHE éé o procedimento to procedimento téécnico de cnico de 
comprovacomprovaçção de que a nova cultivar ou a cultivar essencialmente derivada ão de que a nova cultivar ou a cultivar essencialmente derivada são distingusão distinguííveis de veis de 
outra cujos descritores sejam conhecidos, homogêneas quanto outra cujos descritores sejam conhecidos, homogêneas quanto ààs suas caracters suas caracteríísticas em sticas em 
cada ciclo reprodutivo e estcada ciclo reprodutivo e estááveis quanto veis quanto àà repetirepetiçção das mesmas caracterão das mesmas caracteríísticas ao longo de sticas ao longo de 
gerageraçções sucessivas. Isto se deve ões sucessivas. Isto se deve àà natureza analnatureza analíítica dos marcadores que se baseia na tica dos marcadores que se baseia na 
detecdetecçção direta da variabilidade existente na seqão direta da variabilidade existente na seqüüência de DNA. Fazendo um paralelo, ência de DNA. Fazendo um paralelo, éé
posspossíível verificar que os marcadores apresentam caractervel verificar que os marcadores apresentam caracteríísticas convergentes com os sticas convergentes com os 
requerimentos legais para a proterequerimentos legais para a proteçção de um cultivar. Os marcadores se caracterizam pela:ão de um cultivar. Os marcadores se caracterizam pela:
??UnicidadeUnicidade : cada indiv: cada indivííduo tem um perfil de DNA duo tem um perfil de DNA úúnico com excenico com exceçção de clones de uma ão de clones de uma 
planta ou gêmeos planta ou gêmeos univitelinosunivitelinos no caso de animais;no caso de animais;
??ImutabilidadeImutabilidade : ou melhor, mutabilidade extremamente baixa (da ordem de 10: ou melhor, mutabilidade extremamente baixa (da ordem de 10--4 a 104 a 10--
6/gera6/geraçção; o DNA de um indivão; o DNA de um indivííduo duo éé o mesmo em todas as co mesmo em todas as céélulas e este lulas e este éé estestáável ao longo vel ao longo 
de sua vida;de sua vida;
??Estabilidade fEstabilidade fíísicasica : mol: molééculas de DNA podem ser recuperadas, purificadas e analisadas culas de DNA podem ser recuperadas, purificadas e analisadas 
com sucesso a partir de praticamente todo e qualquer material bicom sucesso a partir de praticamente todo e qualquer material biololóógico da planta, gico da planta, 
independentemente do tecido, idade, condiindependentemente do tecido, idade, condiçção fisiolão fisiolóógica ou mesmo em degradagica ou mesmo em degradaçção;ão;
??VariabilidadeVariabilidade: apesar do fato de que a maior parte do genoma : apesar do fato de que a maior parte do genoma éé muito conservada entre muito conservada entre 
indivindivííduos, algumas regiões duos, algumas regiões genômicasgenômicas especespecííficas são altamente varificas são altamente variááveis permitindo uma veis permitindo uma 
discriminadiscriminaçção altamente precisa, ão altamente precisa, quantificquantificáávelvel e reproduze reproduzíível com alta precisão entre vel com alta precisão entre 
laboratlaboratóórios distintos.rios distintos.

Diversas tecnologias para a detecDiversas tecnologias para a detecçção de marcadores moleculares têm sido ão de marcadores moleculares têm sido 
desenvolvidas nos desenvolvidas nos úúltimos anos. Para a proteltimos anos. Para a proteçção de cultivares, alão de cultivares, aléém dos aspectos de com dos aspectos de co--
dominância, estabilidade gendominância, estabilidade genéética, baixa mutabilidade e robustez analtica, baixa mutabilidade e robustez analíítica, tica, éé absolutamente absolutamente 
crucial que o marcador molecular utilizado permita determinar cocrucial que o marcador molecular utilizado permita determinar com precisão a identidade dos m precisão a identidade dos 
alelos e com isso fazer comparaalelos e com isso fazer comparaçções acuradas de resultados em diferentes momentos e entre ões acuradas de resultados em diferentes momentos e entre 
diferentes laboratdiferentes laboratóórios.  Marcadores RAPD  e AFLP, embora altamente rios.  Marcadores RAPD  e AFLP, embora altamente polimpolimóórficosrficos, , 
apresentam sapresentam séérias limitarias limitaçções de robustez violando uma das premissas bões de robustez violando uma das premissas báásicas de estabilidade sicas de estabilidade 
do descritor. Aldo descritor. Aléém disso, estes marcadores apresentam heranm disso, estes marcadores apresentam herançça dominante o que complica a dominante o que complica 
sobremaneira a ansobremaneira a anáálise de transmissão de marcadores entre geralise de transmissão de marcadores entre geraçções para estudos, por ões para estudos, por 
exemplo, de cultivares essencialmente derivados.exemplo, de cultivares essencialmente derivados.

Os descritores moleculares internacionalmente recomendados para Os descritores moleculares internacionalmente recomendados para a identificaa identificaçção ão 
individual de plantas, animais e seres humanos são baseados em sindividual de plantas, animais e seres humanos são baseados em segmentos curtos de DNA egmentos curtos de DNA 
de 1 a 7 pares de bases repetidos em de 1 a 7 pares de bases repetidos em tandemtandem conhecidos como conhecidos como microssatmicrossatééliteslites. Para a  . Para a  
resoluresoluçção de diferenão de diferençças de 2 pares de bases entre estes produtos, que correspondem aoas de 2 pares de bases entre estes produtos, que correspondem aos s 
alelos, a analelos, a anáálise lise éé realizada em grealizada em gééis de eletroforese de alta resoluis de eletroforese de alta resoluçção com detecão com detecçção ão 
automatizada de fluorescências em automatizada de fluorescências em sequenciadorsequenciador automautomáático de DNA.  Os alelos são tico de DNA.  Os alelos são 
identificados pelo seu tamanho em pares de bases de DNA. Os marcidentificados pelo seu tamanho em pares de bases de DNA. Os marcadores adores microssatmicrossatééliteslites
são altamente são altamente polimpolimóórficosrficos, ricos em formas , ricos em formas alaléélicaslicas, possibilitando uma an, possibilitando uma anáálise genlise genéética tica 
acurada e um elevado poder de resoluacurada e um elevado poder de resoluçção para testes de DHE bem como em testes de ão para testes de DHE bem como em testes de 
parentesco e identidade genparentesco e identidade genéética mesmo  em situatica mesmo  em situaçções de forte parentesco entre clones. ões de forte parentesco entre clones. 
Adicionalmente, marcadores Adicionalmente, marcadores microssatmicrossatééliteslites são transfersão transferííveis de genoma para genoma dentro veis de genoma para genoma dentro 
de uma espde uma espéécie e entre espcie e entre espéécies geneticamente relacionadas. cies geneticamente relacionadas. 

A anA anáálise de marcadores lise de marcadores microssatmicrossatééliteslites éé realizada identificandorealizada identificando--se as formas se as formas 
alaléélicaslicas que um determinada planta possui em locos definidos dos cromossque um determinada planta possui em locos definidos dos cromossomos, omos, 
comparandocomparando--as com formas as com formas alaléélicaslicas conhecidas para a espconhecidas para a espéécie, permitindo, portanto, cie, permitindo, portanto, 
estimativas precisas e estatisticamente formais de vestimativas precisas e estatisticamente formais de víínculo gennculo genéético tico e/oue/ou identidade, bem como identidade, bem como 
declaradeclaraçções categões categóóricas de nãoricas de não--identidade ou parentesco. A tidentidade ou parentesco. A téécnica de ancnica de anáálise de lise de 
microssatmicrossatééliteslites éé utilizada rotineiramente com sucesso na gerautilizada rotineiramente com sucesso na geraçção de estimativas robustas de ão de estimativas robustas de 
individualidade genindividualidade genéética para intica para inúúmeras espmeras espéécies vegetais, animais e em humanos, cies vegetais, animais e em humanos, 
constituindo hoje o padrão internacional em investigaconstituindo hoje o padrão internacional em investigaçção genão genéética forense.tica forense.
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MATERIAL E MMATERIAL E MÉÉTODOSTODOS
Processamento das amostras.Processamento das amostras. Amostras de sementes de cada cultivar de soja foram Amostras de sementes de cada cultivar de soja foram 
fornecidas para anfornecidas para anáálise em sacos lacrados e devidamente identificados pelo lise em sacos lacrados e devidamente identificados pelo LADIC/SNPC/MALADIC/SNPC/MA. . 
As amostras foram identificadas originalmente pelo As amostras foram identificadas originalmente pelo LADIC/SNPC/MALADIC/SNPC/MA e esta numerae esta numeraçção foi ão foi 
seguida durante toda a anseguida durante toda a anáálise. A anlise. A anáálise genlise genéética foi realizada em experimentos tica foi realizada em experimentos ““cegoscegos””, , 
onde a relaonde a relaçção de vão de víínculo gennculo genéético tico e/oue/ou comercial entre as amostras não era conhecida, o que comercial entre as amostras não era conhecida, o que 
evitou qualquer evitou qualquer tendenciosidadetendenciosidade na declarana declaraçção de identidade ão de identidade e/oue/ou diferendiferençça gena genéética entre as tica entre as 
amostras. Para cada cultivar foram utilizadas amostras. Para cada cultivar foram utilizadas incialmenteincialmente duas subduas sub--amostras de trabalho de 50 amostras de trabalho de 50 
sementes para a extrasementes para a extraçção do DNA ão do DNA genômicogenômico total, sendo uma para a prova e outra para a total, sendo uma para a prova e outra para a 
contracontra--prova.  Anprova.  Anáálise de sementes individuais da variedade foi realizada em casoslise de sementes individuais da variedade foi realizada em casos onde havia onde havia 
indindíícios de contaminacios de contaminaçção ou mistura de sementes.  A amostra de sementes foi macerada ão ou mistura de sementes.  A amostra de sementes foi macerada 
integralmente (pulverizada) para a obtenintegralmente (pulverizada) para a obtençção de uma amostra homogênea de farelo. Para as ão de uma amostra homogênea de farelo. Para as 
amostras de 50 sementes maceradas, uma amostra de 250 miligramasamostras de 50 sementes maceradas, uma amostra de 250 miligramas de farelo  foi  utilizada de farelo  foi  utilizada 
no procedimento de extrano procedimento de extraçção de DNA. Para as sementes individuais a semente inteira foi ão de DNA. Para as sementes individuais a semente inteira foi 
utilizada no processo de extrautilizada no processo de extraçção. ão. 
AnAnáálise de amostra de prova e contralise de amostra de prova e contra--prova.prova. Foi utilizado um sistema de prova e contraFoi utilizado um sistema de prova e contra--
prova no processamento e anprova no processamento e anáálise das amostras. A primeira sublise das amostras. A primeira sub--amostra  analisada foi amostra  analisada foi 
utilizada para a prova. A segunda subutilizada para a prova. A segunda sub--amostra foi utilizada para a contraamostra foi utilizada para a contra--prova e as duas prova e as duas 
armazenadas em locais distintos uma da outra. A prova foi procesarmazenadas em locais distintos uma da outra. A prova foi processada independentemente da sada independentemente da 
contracontra--prova em dias diferentes e por equipes tprova em dias diferentes e por equipes téécnicas distintas para a confirmacnicas distintas para a confirmaçção do ão do 
resultado. resultado. 
ExtraExtraçção e quantificaão e quantificaçção de DNA.ão de DNA. Foi utilizado o procedimento de extraFoi utilizado o procedimento de extraçção e quantificaão e quantificaçção ão 
de DNA de DNA genômicogenômico de tecidos vegetais descrito por Ferreira & de tecidos vegetais descrito por Ferreira & GrattapagliaGrattapaglia (1998) modificado (1998) modificado 
com a adicom a adiçção de uma etapa de purificaão de uma etapa de purificaçção do DNA em coluna de troca iônica.ão do DNA em coluna de troca iônica.
Locos Locos microssatmicrossatééliteslites. Foi realizada uma triagem de um total de 21 locos . Foi realizada uma triagem de um total de 21 locos microssatmicrossatééliteslites, , 
dos quais foram selecionados 15 por apresentarem maior contedos quais foram selecionados 15 por apresentarem maior conteúúdo informativo para do informativo para 
discriminadiscriminaçção genão genéética individual, independência,  melhor robustez e tica individual, independência,  melhor robustez e repetibilidaderepetibilidade (Tabela 1).(Tabela 1).
PCR de PCR de microssatmicrossatééliteslites.. Os iniciadores dos locos Os iniciadores dos locos microssatmicrossatééliteslites foram marcados com foram marcados com 
fluorescência azul (FAM), verde (HEX), ou amarela (NED) para detfluorescência azul (FAM), verde (HEX), ou amarela (NED) para detececçção no filtro virtual D. As ão no filtro virtual D. As 
reareaçções de PCR para cada loco individualmente foram  realizadas com ões de PCR para cada loco individualmente foram  realizadas com 10 a 50 10 a 50 ngng de DNA de DNA 
genômicogenômico de soja, em um volume total de 20 de soja, em um volume total 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 separados via eletroforese em um seqe separados via eletroforese em um seqüüenciador ABI enciador ABI PrismPrism 377XL e 377XL e 
analisados com os softwares analisados com os softwares GenescanGenescan AnalysisAnalysis v. 2.1 e v. 2.1 e GenotyperGenotyper 2.0.  2.0.  
InterpretaInterpretaçção Genão Genééticatica. Os gen. Os genóótipos foram descritos com os alelos identificados em pares tipos foram descritos com os alelos identificados em pares 
de bases, respeitando a natureza do de bases, respeitando a natureza do microssatmicrossatéélitelite seja ele tri ou seja ele tri ou dinucleotdinucleotíídeodeo. Por ser a soja . Por ser a soja 
uma espuma espéécie autcie autóógama, o gengama, o genóótipo observado em cada loco tipo observado em cada loco éé tipicamente tipicamente homozigotohomozigoto, , 
Ocasionalmente foram observados dois alelos em um loco, o que seOcasionalmente foram observados dois alelos em um loco, o que seria evidência de ria evidência de 
heterozigosidadeheterozigosidade residual em caso de semente individual ou mistura de linhas em residual em caso de semente individual ou mistura de linhas em caso de caso de 
amostras de amostras de bulksbulks de sementes. Para controle experimental, sempre foi utilizada a de sementes. Para controle experimental, sempre foi utilizada a amostra amostra 
119 em todos os geis de eletroforese visando a compara119 em todos os geis de eletroforese visando a comparaçção de estimativas de tamanhos de ão de estimativas de tamanhos de 
alelos em pares de bases entre experimentos distintos. alelos em pares de bases entre experimentos distintos. 
AnAnáálises estatlises estatíísticas.sticas. Os dados experimentais gerados foram utilizados para definir o Os dados experimentais gerados foram utilizados para definir o alelo alelo 
presente em cada loco em cada uma das 125 amostras, levando em cpresente em cada loco em cada uma das 125 amostras, levando em consideraonsideraçção a natureza ão a natureza 
molecular do loco molecular do loco microssatmicrossatéélitelite. Os dados experimentais foram submetidos a uma an. Os dados experimentais foram submetidos a uma anáálise de lise de 
distância gendistância genéética utilizandotica utilizando--se a distância Euclidiana definida pela soma de quadrados das se a distância Euclidiana definida pela soma de quadrados das 
diferendiferençças entre os alelos em pares de bases a todos os locos. Esta estias entre os alelos em pares de bases a todos os locos. Esta estimativa de distância mativa de distância éé
a mais adequada para este tipo de dado pois ela leva em conta nãa mais adequada para este tipo de dado pois ela leva em conta não apenas o o apenas o 
compartilhamento ou não do mesmo alelo ao loco, mas tambcompartilhamento ou não do mesmo alelo ao loco, mas tambéém a magnitude da diferenm a magnitude da diferençça a 
quantitativa entre os alelos em pares de bases o que quantitativa entre os alelos em pares de bases o que éé um reflexo da divergência genum reflexo da divergência genéética tica 
como resultado do processo recorrente de mutacomo resultado do processo recorrente de mutaçção (ão (““stepstep--wisewise mutationmutation modelmodel””). A matriz de ). A matriz de 
distâncias Euclidianas foi em seguida submetida a uma andistâncias Euclidianas foi em seguida submetida a uma anáálise de agrupamento utilizando o lise de agrupamento utilizando o 
algoritmo UPGMA e os dados algoritmo UPGMA e os dados plotadosplotados em um em um dendrogramadendrograma para melhor visualizapara melhor visualizaçção das ão das 
distâncias gendistâncias genééticas. Alticas. Aléém da anm da anáálise de distância, os dados lise de distância, os dados genotgenotíípicospicos foram utilizados para foram utilizados para 
a estimativa do na estimativa do núúmero de alelos e das mero de alelos e das frequênciasfrequências dos alelos observados neste conjunto de dos alelos observados neste conjunto de 
125 amostras representativas do material depositado no SNPC. Sen125 amostras representativas do material depositado no SNPC. Sendo a soja uma espdo a soja uma espéécie cie 
autautóógama, partegama, parte--se da premissa de que o coeficiente de se da premissa de que o coeficiente de endocruzamentoendocruzamento éé F=1F=1 e, portanto, a e, portanto, a 
frequênciafrequência de ocorrência de um gende ocorrência de um genóótipo tipo homozigotohomozigoto ((pp22) ) éé igual igual àà prpróópria pria frequênciafrequência alaléélicalica p. p. 
Os dados de Os dados de frequênciasfrequências alaléélicaslicas foram utilizados para estimar a Diversidade Gênica de cada foram utilizados para estimar a Diversidade Gênica de cada 
loco o que representa um indicador do poder de discriminaloco o que representa um indicador do poder de discriminaçção genão genéética do loco em testes de tica do loco em testes de 
identidade e identidade e éé o parâmetro adequado para a avaliao parâmetro adequado para a avaliaçção de diversidade em plantas autão de diversidade em plantas autóógamas. gamas. 

RESULTADOS E DISCUSSÃORESULTADOS E DISCUSSÃO
??São apresentados a seguir os resultados das anSão apresentados a seguir os resultados das anáálises genlises genééticas das 125 amostras de cultivares de soja. ticas das 125 amostras de cultivares de soja. 
A grande maioria dos locos selecionados (12 em 15) A grande maioria dos locos selecionados (12 em 15) éé constituconstituíída de da de trinucleottrinucleotíídeosdeos o que, de fato, permite o que, de fato, permite 
uma melhor resoluuma melhor resoluçção analão analíítica dos alelos. As diferentica dos alelos. As diferençças genas genééticas entre as amostras são claramente ticas entre as amostras são claramente 
reveladas pelas diferenreveladas pelas diferençças no comprimento das as no comprimento das sequênciassequências amplificadas, ou seja dos alelos, identificados amplificadas, ou seja dos alelos, identificados 
como picos nos como picos nos eletroferogramaseletroferogramas (Figura 1). Nos exemplos apresentados, podem ser facilmente ver(Figura 1). Nos exemplos apresentados, podem ser facilmente verificadas ificadas 
as diferenas diferençças de três pares de bases dos tamanhos dos alelos entre as amostas de três pares de bases dos tamanhos dos alelos entre as amostras. Por exemplo, no painel ras. Por exemplo, no painel 
A, para o marcador A, para o marcador Satt070Satt070 a amostra 24 possui gena amostra 24 possui genóótipo 172/172 enquanto que a amostra 27 tipo 172/172 enquanto que a amostra 27 éé
homozigotahomozigota para o alelo 193, sete unidades repetitivas de três pares de bapara o alelo 193, sete unidades repetitivas de três pares de bases totalizando 21 pares de ses totalizando 21 pares de 
bases maior.bases maior.
??Na Tabela 2 são apresentados os dados que compõem os perfis genNa Tabela 2 são apresentados os dados que compõem os perfis genééticos de 30 das 125 amostras ticos de 30 das 125 amostras 
analisadas. Observaanalisadas. Observa--se uma significativa diversidade se uma significativa diversidade alaléélicalica entre amostras, embora em alguns locos entre amostras, embora em alguns locos 
determinados alelos apresentem determinados alelos apresentem frequênciasfrequências elevadas. Este banco de dados constitui a referência para elevadas. Este banco de dados constitui a referência para 
uma possuma possíível comparavel comparaçção de novas cultivares submetidas ão de novas cultivares submetidas àà registro bem como para trabalhos de controle registro bem como para trabalhos de controle 
e certificae certificaçção genão genéética de origem de lotes de sementes. tica de origem de lotes de sementes. 
??Os 15 locos utilizados na anOs 15 locos utilizados na anáálise apresentaram em mlise apresentaram em méédia um elevado poder de discriminadia um elevado poder de discriminaçção. Em ão. Em 
mméédia, os locos utilizados apresentaram 5,9 alelos com uma variadia, os locos utilizados apresentaram 5,9 alelos com uma variaçção de três a nove. Apenas 3 dos 15 ão de três a nove. Apenas 3 dos 15 
locos apresentaram uma diversidade gênica abaixo de 0,5 enquantolocos apresentaram uma diversidade gênica abaixo de 0,5 enquanto que 4 locos mostraram uma que 4 locos mostraram uma 
diversidade acima de 0,7 para o conjunto de 125 amostras analisadiversidade acima de 0,7 para o conjunto de 125 amostras analisadas (Tabela 3). Tanto a faixa de tamanho das (Tabela 3). Tanto a faixa de tamanho 
de alelos em pares de bases, como o poder de discriminade alelos em pares de bases, como o poder de discriminaçção observado para estes 15 locos no ão observado para estes 15 locos no 
germoplasmagermoplasma brasileiro estão de acordo com o que foi publicado por brasileiro estão de acordo com o que foi publicado por DiwanDiwan e e CreganCregan ((TAG 95:723TAG 95:723--
733.733.1997) em uma an1997) em uma anáálise de 35 genlise de 35 genóótipos representativos da variabilidade tipos representativos da variabilidade alaléélicalica do do germoplasmagermoplasma nortenorte--
americano. americano. ÉÉ interessante observar, entretanto, que no conjunto de 125 amostinteressante observar, entretanto, que no conjunto de 125 amostras foram observados ras foram observados 
diversos alelos não reportados naquele trabalho o que confirma odiversos alelos não reportados naquele trabalho o que confirma o fato de que material genfato de que material genéético exclusivo do tico exclusivo do 
Brasil  estBrasil  estáá presente no pool gênico estudado neste trabalho. presente no pool gênico estudado neste trabalho. 
??As estimativas de poder informativo dependem do universo de cultAs estimativas de poder informativo dependem do universo de cultivares amostradas e tendem a ser ivares amostradas e tendem a ser 
maiores quanto maior o nmaiores quanto maior o núúmero e a origem diversificada das cultivares analisadas, o que mmero e a origem diversificada das cultivares analisadas, o que maximiza a aximiza a 
probabilidade de novos alelos serem detectados. Entretanto, paraprobabilidade de novos alelos serem detectados. Entretanto, para o conjunto de cultivares registradas e o conjunto de cultivares registradas e 
protegidas no Brasil, este banco de dados de protegidas no Brasil, este banco de dados de frequênciasfrequências alaléélicaslicas constitui a referência fundamental para o constitui a referência fundamental para o 
embasamento dos cembasamento dos cáálculos de probabilidade de identidade genlculos de probabilidade de identidade genéética entre amostras teste e amostras tica entre amostras teste e amostras 
padrão. Vale lembrar que as estimativas de padrão. Vale lembrar que as estimativas de frequênciafrequência de alelos raros, como por exemplo o alelo  111 para de alelos raros, como por exemplo o alelo  111 para 
o loco Sat038 (f=0,008) devem ser utilizadas de forma conservadoo loco Sat038 (f=0,008) devem ser utilizadas de forma conservadora elevando a frequência para um valor ra elevando a frequência para um valor 
equivalente a 5/2n onde n equivalente a 5/2n onde n éé igual ao nigual ao núúmero de indivmero de indivííduos analisados para a construduos analisados para a construçção do banco (ão do banco (““ceiling ceiling 
principleprinciple”” = 5/2n onde n=125) (National Research Council 1996). No caso de= 5/2n onde n=125) (National Research Council 1996). No caso deste banco, para alelos raros ste banco, para alelos raros 
deverdeveráá ser adotada uma estimativa conservadora utilizando como teto mser adotada uma estimativa conservadora utilizando como teto míínimo de freqnimo de freqüüência o valor de ência o valor de 
0,02. 0,02. 
??O O dendrogramadendrograma das distâncias gendas distâncias genééticas entre as amostras (Figura 2), permite visualizar os ticas entre as amostras (Figura 2), permite visualizar os 
relacionamentos de distâncias genrelacionamentos de distâncias genééticas entre as 125 amostras. No ticas entre as 125 amostras. No dendrogramadendrograma podepode--se observar que a se observar que a 
grande maioria das amostras apresentou um perfil gengrande maioria das amostras apresentou um perfil genéético claramente distinto das demais amostras tico claramente distinto das demais amostras 
analisadas, geralmente com mais de três diferenanalisadas, geralmente com mais de três diferençças as genotgenotíípicaspicas. Entretanto das (125 x 124)/2 = 7750 . Entretanto das (125 x 124)/2 = 7750 
comparacomparaçções dois a dois, foi verificado que as amostras 67 e 75 apresentões dois a dois, foi verificado que as amostras 67 e 75 apresentaramaram--se geneticamente se geneticamente 
indistinguindistinguííveis para os 15 locos analisados. veis para os 15 locos analisados. 
??AlAléém da identidade das amostras 67 e 75, foram observados outros trm da identidade das amostras 67 e 75, foram observados outros três casos nos quais apenas um ês casos nos quais apenas um 
marcador apresentou genmarcador apresentou genóótipo distinto entre as duas amostras. Estas casos foram: 76 e 11tipo distinto entre as duas amostras. Estas casos foram: 76 e 112, 45 e 56A e 73 2, 45 e 56A e 73 
e 95 (Figura 2). Uma vez que locos e 95 (Figura 2). Uma vez que locos microssatmicrossatééliteslites são sujeitos a mutasão sujeitos a mutaçções a uma taxa aproximada de ões a uma taxa aproximada de 
0,001 por gera0,001 por geraçção existe uma probabilidade de 1 em 1.000  de que esta diferenão existe uma probabilidade de 1 em 1.000  de que esta diferençça não seja real e sim fruto a não seja real e sim fruto 
de uma mutade uma mutaçção. Neste sentido, ão. Neste sentido, éé importante adotar uma abordagem conservadora e exigir no mimportante adotar uma abordagem conservadora e exigir no míínimo nimo 
duas diferenduas diferençças para declarar a as para declarar a distiguibilidadedistiguibilidade com elevada confiabilidade. Com isso  a declaracom elevada confiabilidade. Com isso  a declaraçção de que ão de que 
as duas amostras são geneticamente distintas quando na verdade eas duas amostras são geneticamente distintas quando na verdade elas são iguais passa a ser da ordem de las são iguais passa a ser da ordem de 
0,000001 (erro do tipo I), ou seja 1 em 1.000.000. Portanto, par0,000001 (erro do tipo I), ou seja 1 em 1.000.000. Portanto, para melhor resolver a a melhor resolver a distiguibilidadedistiguibilidade gengenéética tica 
destes três pares de amostras, sugeredestes três pares de amostras, sugere--se uma anse uma anáálise adicional com pelo menos outros seis locos lise adicional com pelo menos outros seis locos 
microssatmicrossatééliteslites..
??Os dados genOs dados genééticos e a anticos e a anáálise de agrupamento mostram que as amostras com a mesma numeralise de agrupamento mostram que as amostras com a mesma numeraçção ão 
seguida pelas letras A e B (14 e 14A; 31 e 31A;  56, 56A e 56B; seguida pelas letras A e B (14 e 14A; 31 e 31A;  56, 56A e 56B; 86, 86A e 86B; 106 e 106A) são 86, 86A e 86B; 106 e 106A) são 
geneticamente distintas, ou seja, estas cultivares são geneticamgeneticamente distintas, ou seja, estas cultivares são geneticamente diferentes ente diferentes 
??Finalmente, Finalmente, éé importante relatar que algumas amostras apresentaram fortes indimportante relatar que algumas amostras apresentaram fortes indíícios de mistura de cios de mistura de 
linhas e uma amostra apresentou evidências de linhas e uma amostra apresentou evidências de heterozigosidadeheterozigosidade residual. As amostras 55 e 86B, residual. As amostras 55 e 86B, 
apresentaram indapresentaram indíícios de serem compostas por uma mistura de linhas, mistura esta cios de serem compostas por uma mistura de linhas, mistura esta evidenciada em dois evidenciada em dois 
dos 15 locos em sucessivas andos 15 locos em sucessivas anáálises. Na anlises. Na anáálise de amostras de 50 sementes foram detectados dois alelos lise de amostras de 50 sementes foram detectados dois alelos 
simultâneamentesimultâneamente, e na an, e na anáálise de sementes individuais destas amostras os resultados foramlise de sementes individuais destas amostras os resultados foram diferentes diferentes 
entre sementes da mesma amostra. Este resultado indica mistura eentre sementes da mesma amostra. Este resultado indica mistura e não não heterozigosidadeheterozigosidade uma vez que a uma vez que a 
detecdetecçção de dois alelos somente ocorreu na amostra de sementes em ão de dois alelos somente ocorreu na amostra de sementes em ““bulkbulk””. Este fato foi observado em . Este fato foi observado em 
dois locos, o que sugere a hipdois locos, o que sugere a hipóótese de mistura de linhas para as amostras 55 e 86B. O mesmo foitese de mistura de linhas para as amostras 55 e 86B. O mesmo foi
observado na anobservado na anáálise da amostra 9 porlise da amostra 9 poréém em apenas um loco.  A amostra 91, por sua vez, apresentou m em apenas um loco.  A amostra 91, por sua vez, apresentou 
indindíícios de cios de heterozigoseheterozigose residual, confirmada em pelo menos um loco em amostras de semenresidual, confirmada em pelo menos um loco em amostras de sementes tes 
individuais.  Seja no caso da mistura de linhas bem como no casoindividuais.  Seja no caso da mistura de linhas bem como no caso da suspeita da suspeita heterozigosidadeheterozigosidade residual, residual, 
uma anuma anáálise complementar com maior nlise complementar com maior núúmero de sementes individuais destas amostras devermero de sementes individuais destas amostras deveráá ser ser 
realizada para confirmar definitivamente estas hiprealizada para confirmar definitivamente estas hipóóteses.  teses.  
??Em conclusão, este trabalho estabelece um novo sistema de identiEm conclusão, este trabalho estabelece um novo sistema de identificaficaçção genão genéética de cultivares de soja tica de cultivares de soja 
baseado em uma tecnologia rbaseado em uma tecnologia ráápida, econômica e, mais importante, de alto poder de resolupida, econômica e, mais importante, de alto poder de resoluçção para testes ão para testes 
de DHE. Das 125 amostras enviadas para ande DHE. Das 125 amostras enviadas para anáálise, 123 foram declaradas geneticamente distintas e apenas lise, 123 foram declaradas geneticamente distintas e apenas 
duas foram geneticamente indistinguduas foram geneticamente indistinguííveis com os 15 marcadores utilizados.  Outros três pares de amosveis com os 15 marcadores utilizados.  Outros três pares de amostras tras 
apresentaram apenas uma diferenapresentaram apenas uma diferençça, que, embora seja muito provavelmente real, merece uma confirma, que, embora seja muito provavelmente real, merece uma confirmaaçção ão 
com ancom anáálises de locos genlises de locos genééticos adicionais. ticos adicionais. 
??Este trabalho estabelece um banco de dados de perfis genEste trabalho estabelece um banco de dados de perfis genééticos e ticos e frequênciasfrequências alaléélicaslicas de marcadores de marcadores 
microssatmicrossatééliteslites para as cultivares de soja registradas no Brasil e representa upara as cultivares de soja registradas no Brasil e representa uma ferramenta fundamental ma ferramenta fundamental 
para a condupara a conduçção de testes de identidade genão de testes de identidade genéética entre amostras questionadas e amostras padrão em tica entre amostras questionadas e amostras padrão em 
procedimentos de controle de qualidade e fiscalizaprocedimentos de controle de qualidade e fiscalizaçção de identidade genão de identidade genéética. Este banco tica. Este banco éé publico e publico e éé
disponibilizado pela BRASPOV aos interessados. Durante os anos ddisponibilizado pela BRASPOV aos interessados. Durante os anos de 2002 e 2003 ane 2002 e 2003 anáálises de identidade lises de identidade 
de variedades de soja tem sido realizadas no nosso laboratde variedades de soja tem sido realizadas no nosso laboratóório com o objetivo de defender a propriedade rio com o objetivo de defender a propriedade 
intelectual de cultivares de soja protegidas no paintelectual de cultivares de soja protegidas no paíís.s.

Tabela 2.Tabela 2. Banco de dados de perfis genBanco de dados de perfis genééticos ticos multilocomultiloco de 30 das 125 amostras de cultivares de soja para 15 locos de 30 das 125 amostras de cultivares de soja para 15 locos 
microssatmicrossatééliteslites polimpolimóórficosrficos. Os locos . Os locos microssatmicrossatééliteslites foram designados de acordo com a nomenclatura vigente para sojaforam designados de acordo com a nomenclatura vigente para soja e as e as 
amostras numeradas de acordo com a codificaamostras numeradas de acordo com a codificaçção ão atribuidaatribuida pelo pelo SNPC/MASNPC/MA. Os alelos são identificados em n. Os alelos são identificados em núúmero de pares mero de pares 
de bases de DNA de acordo com a de bases de DNA de acordo com a sequênciasequência de de didi ou ou trinucleottrinucleotíídeosdeos do loco do loco microssatmicrossatéélitelite. . 

Figura 2.Figura 2. DendrogramaDendrograma construído a partir dos dados genéticos de 15 locos construído a partir dos dados genéticos de 15 locos microssatélitesmicrossatélites para as 125 amostras de para as 125 amostras de 
variedades de soja. Foram estimadas as distâncias Euclidianas quvariedades de soja. Foram estimadas as distâncias Euclidianas que levam em consideração seja o número de locos que e levam em consideração seja o número de locos que 
detectaram diferenças bem como a magnitude da diferença entre osdetectaram diferenças bem como a magnitude da diferença entre os alelos em pares de bases. As distâncias foram em alelos em pares de bases. As distâncias foram em 
seguida submetidas a uma análise de agrupamento pelo algoritmo Useguida submetidas a uma análise de agrupamento pelo algoritmo UPGMA. São indicados com círculos cinza os pares de PGMA. São indicados com círculos cinza os pares de 
amostras que apresentaram apenas uma diferença para os 15 locos amostras que apresentaram apenas uma diferença para os 15 locos analisados, e com um círculo preto o par de amostras analisados, e com um círculo preto o par de amostras 
que foi geneticamente idêntico para os 15 locos analisados.que foi geneticamente idêntico para os 15 locos analisados.

ABSTRACTABSTRACT
The analysis of genetic variation at the DNA sequence level is aThe analysis of genetic variation at the DNA sequence level is a powerful tool to resolve powerful tool to resolve 
questions of questions of varietalvarietal identification and discrimination in crop plants. Genetic profiidentification and discrimination in crop plants. Genetic profiles of highly les of highly 
polymorphic molecular markers are becoming an important complemepolymorphic molecular markers are becoming an important complementary descriptor when ntary descriptor when 
requiring the protection of a new variety, particularly in requiring the protection of a new variety, particularly in selfingselfing species of narrow genetic base. species of narrow genetic base. 
With this perspective in mind we developed a database of moleculWith this perspective in mind we developed a database of molecular profiles of the 125 soybean ar profiles of the 125 soybean 
varieties currently registered and protected at the National Servarieties currently registered and protected at the National Service of vice of VarietalVarietal Protection of the Protection of the 
Brazilian Ministry of Agriculture (LADIC/SNPC/MAPA). The objectiBrazilian Ministry of Agriculture (LADIC/SNPC/MAPA). The objective of this work was to ve of this work was to 
evaluate the performance of evaluate the performance of microsatellitemicrosatellite markers for tests of DHE (distinctiveness, markers for tests of DHE (distinctiveness, 
homogeneity and stability) in an extensive but closed set of prohomogeneity and stability) in an extensive but closed set of protected soybean varieties of tected soybean varieties of 
narrow genetic base. Official seed samples from each variety wernarrow genetic base. Official seed samples from each variety were supplied in sealed e supplied in sealed 
numbered bags. The genetic analysis was carried out in double blnumbered bags. The genetic analysis was carried out in double blind experiments and sample ind experiments and sample 
identity was not informed.  Fifteen identity was not informed.  Fifteen microsatellitemicrosatellite markers, selected based on map position, markers, selected based on map position, 
robustness and genetic information content, were typed by multicrobustness and genetic information content, were typed by multicolor fluorescence detection in olor fluorescence detection in 
four optimized multiplex systems in a DNA sequencer. Of the 125 four optimized multiplex systems in a DNA sequencer. Of the 125 samples analyzed, 120 could samples analyzed, 120 could 
be unequivocally distinguished based on at least two but typicalbe unequivocally distinguished based on at least two but typically more than four genotype ly more than four genotype 
differences. Two samples were indistinguishable, i.e. displayed differences. Two samples were indistinguishable, i.e. displayed the same exact the same exact multilocusmultilocus
genotype, and three pairs of samples were different by only one genotype, and three pairs of samples were different by only one marker locus, requiring marker locus, requiring 
additional markers to test the hypothesis of mutation or to confadditional markers to test the hypothesis of mutation or to confirm the irm the distinctivnessdistinctivness with further with further 
genetic differences. Three samples showed evidences of mixture ogenetic differences. Three samples showed evidences of mixture of lines and one sample had f lines and one sample had 
evidences of residual evidences of residual heterozigosityheterozigosity. On average, the 15 loci had 5.9 alleles and only three out . On average, the 15 loci had 5.9 alleles and only three out 
of 15 loci had a genetic diversity (GD) of less than 0.5 while tof 15 loci had a genetic diversity (GD) of less than 0.5 while the more informative loci had GD he more informative loci had GD 
above 0.7. Both the allelic size range and the power of discrimiabove 0.7. Both the allelic size range and the power of discrimination of these 15 loci are in nation of these 15 loci are in 
close agreement with previous estimates from studies on US close agreement with previous estimates from studies on US germplasmgermplasm. Not surprisingly, . Not surprisingly, 
however, a number of alleles previously not reported in the US however, a number of alleles previously not reported in the US germplasmgermplasm were detected in the were detected in the 
set of 125 samples studied, suggesting the existence of novel set of 125 samples studied, suggesting the existence of novel germplasmgermplasm. This work . This work 
establishes a rapid and economical system for the genetic identiestablishes a rapid and economical system for the genetic identification of all currently fication of all currently 
registered Brazilian soybean varieties. This system could add a registered Brazilian soybean varieties. This system could add a significant power of resolution significant power of resolution 
for DHE tests especially when closely related varieties are undefor DHE tests especially when closely related varieties are under scrutiny. The database of r scrutiny. The database of 
genetic profiles and allele frequencies could be immediately usegenetic profiles and allele frequencies could be immediately used to implement genetic identity d to implement genetic identity 
tests by electronic comparison of tests by electronic comparison of multilocusmultilocus profiles between questioned and reference samples profiles between questioned and reference samples 
in QA/QC procedures along the seed commercialization chain.in QA/QC procedures along the seed commercialization chain.

OBJETIVOSOBJETIVOS
1.1. OtimizaOtimizaççãoão e e implementaimplementaççãoão emem rotinarotina de de sistemas sistemas multiplexmultiplex com deteccom detecçção ão 

fluorescente para a anfluorescente para a anáálise de polimorfismos de 15 locos lise de polimorfismos de 15 locos microsatmicrosatééliteslites
autossômicos autossômicos emem sojasoja;;

2.2. Desenvolvimento de um banco de dados dos perfis genDesenvolvimento de um banco de dados dos perfis genééticos ticos multilocomultiloco de 15 de 15 
marcadores marcadores microssatmicrossatééliteslites das 125 cultivares registradas e protegidas junto ao das 125 cultivares registradas e protegidas junto ao 
ServiServiçço Nacional de Proteo Nacional de Proteçção de Cultivares do MAPA. ão de Cultivares do MAPA. 

3.3. AvaliaAvaliaçção do poder de resoluão do poder de resoluçção da tecnologia de marcadores ão da tecnologia de marcadores microssatmicrossatééliteslites, , 
para testes de DHE (para testes de DHE (distinguibilidadedistinguibilidade, homogeneidade e estabilidade) em um , homogeneidade e estabilidade) em um 
conjunto extenso de variedades protegidas de soja de estreita baconjunto extenso de variedades protegidas de soja de estreita base gense genéética. tica. 

1782051641511261501621721481711402038014611930

2292381601511261601591721481681342039514611729

1781631641541261641591721641711342008014011728

1782201601511321601621931481711282038014611927

1781841601691261461621721761681342369514611326

1781631601541321501621751761711342009513711725

1782081601691261481591721481711402129514611924

17818416016912616616217514817113423611614611923

2231631601691261501621931481741402128014611322

1782051601511321501411721481741402039514611721

1782081601541261641621781641711402008014011920

1782201601691321501591721481741402069514011919

1781631601601321501621751481711342128014611918

1782201601511321601501721641711342038014311517

1782201601391321621861721481711402188014611516

1781841601691261501621721641681342369514611315

1782201661541261501591721731681402009514611914A

17820816015113215016217514817114920311614611914

1782051601541261501621721481711402009514611713

1782051601601321621831721481681402069514611312

17822016013912615016215717317113421811914011911

1782201601391261501591571481741342189514011910

178220160169126164162172176168134236951341199

178184160157126150162172148168134206951341198

178184160151126164162172176177134203951461137

178220160169126160159172148174128206801401196

178220160160126150159172164174134212801461195

1781841601691321641621721641741342361191461134

178205160169132150159172176168134212951461133

178184160157126164162172176177134206951341192

178220160169126146162172176168134206801371111
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Tabela 3Tabela 3. Banco de dados de . Banco de dados de frequênciasfrequências alaléélicaslicas estimadas a partir dos perfis genestimadas a partir dos perfis genééticos ticos multilocomultiloco das 125 amostras de das 125 amostras de 
cultivares de soja para 15 locos cultivares de soja para 15 locos microssatmicrossatééliteslites polimpolimóórficosrficos. São indicados os alelos encontrados nesta amostra de 125 . São indicados os alelos encontrados nesta amostra de 125 
cultivares, as respectivas cultivares, as respectivas frequênciasfrequências alaléélicaslicas e o contee o conteúúdo informativo de cada loco estimado pela diversidade gênica. Esdo informativo de cada loco estimado pela diversidade gênica. Este te 
banco de dados constitui a referência para os cbanco de dados constitui a referência para os cáálculos de probabilidade de identidade entre amostras teste e amolculos de probabilidade de identidade entre amostras teste e amostras stras 
padrão em anpadrão em anáálises de identidade genlises de identidade genéética.tica.

SAT038 SATT100 SATT114 SATT586 SATT045 
ALELO Frequência ALELO Frequência ALELO Frequência ALELO Frequência ALELO Frequência 

111 0,008 134 0,040 80 0,344 200 0,184 128 0,016 
113 0,168 137 0,016 95 0,448 203 0,160 134 0,584 
115 0,144 140 0,104 104 0,040 206 0,152 140 0,352 
117 0,120 143 0,088 107 0,048 212 0,272 143 0,008 
119 0,528 146 0,744 116 0,056 218 0,072 149 0,040 
121 0,016 169 0,008 119 0,064 236 0,160   
123 0,016         
Nº 

alelos 
7 Nº 

alelos 
6 Nº 

alelos 
6 Nº 

alelos 
6 Nº 

alelos 
5 

Divers. 
gên. 

0,657 Divers. 
gên. 

0,426 Divers. 
gên. 

0,670 Divers. 
gên. 

0,813 Divers. 
gên. 

0,533 

 SATT042 SATT070 SATT038 SATT005 GMABAB 
ALELO Frequência ALELO Frequência ALELO Frequência ALELO Frequência ALELO Frequência 

168 0,160 148 0,488 157 0,096 141 0,024 146 0,040 
171 0,544 164 0,240 172 0,592 150 0,104 148 0,048 
174 0,280 170 0,008 175 0,240 156 0,016 150 0,464 
177 0,016 173 0,096 178 0,048 159 0,248 152 0,008 

  176 0,168 193 0,024 162 0,496 158 0,016 
      165 0,016 160 0,056 
      183 0,080 162 0,224 
      186 0,016 164 0,104 
        166 0,040 

Nº 
alelos 

4 Nº 
alelos 

5 Nº 
alelos 

5 Nº 
alelos 

8 Nº 
alelos 9 

Divers. 
gên. 

0,600 Divers. 
gên. 

0,667 Divers. 
gên. 

0,580 Divers. 
gên. 

0,674 Divers. 
gên. 0,715 

 
 

SATT002 SATT030 S45035 SATT009 SATT046 
ALELO Frequência ALELO Frequência ALELO Frequência ALELO Frequência ALELO Frequência 

126 0,496 139 0,056 150 0,040 163 0,248 178 0,904 
132 0,464 151 0,160 158 0,088 184 0,144 223 0,072 
138 0,040 154 0,168 160 0,824 205 0,088 229 0,024 

  157 0,032 162 0,016 208 0,080   
  160 0,240 164 0,016 220 0,384   
  163 0,024 166 0,016 223 0,016   
  169 0,320   229 0,016   
      238 0,008   
      241 0,016   

Nº 
alelos 

3 Nº 
alelos 

7 Nº 
alelos 

6 Nº 
alelos 9 

Nº 
alelos 

3 

Divers. 
gên. 

0,537 Divers. 
gên. 

0,781 Divers. 
gên. 

0,311 Divers. 
gên. 0,755 

Divers. 
gên. 

0,177 

 

Figura 1.Figura 1. Exemplos de Exemplos de eletroferogramaseletroferogramas das andas anáálises genlises genééticas com dois marcadores moleculares e 10 amostras.Parâmetros ticas com dois marcadores moleculares e 10 amostras.Parâmetros 
de desempenho forense e de investigade desempenho forense e de investigaçção de paternidade dedos sistemas ão de paternidade dedos sistemas multiplexmultiplex. Painel A . Painel A -- Marcador Marcador Satt070Satt070 –– amostras amostras 
24, 25, 27, 33 e 34; Painel B 24, 25, 27, 33 e 34; Painel B -- Marcador Marcador Satt005Satt005 –– amostras 10, 14, 16, 17 e 18amostras 10, 14, 16, 17 e 18

A B

Código do 
loco 

microssatélite 

Elemento 
repetido 

Grupo 
de 

ligação 

Sequência do iniciador 
direto 5’-3’ 

Sequência do iniciador 
reverso 5’-3’ 

Sat_038 Dinucl. O cttccaatttgagactctta gttcttttaacaacactcactt 
Satt586 Trinucl. - gcggcctccaaactccaagtat gcgcccaaatgattaatcactca 
Satt045 Trinucl. E tggtttctactttctataattattt atgcctctccctcct 
Satt042 Trinucl. A1 gacttaattgcttgctatga gtggtgcacactcactt 
Satt070 Trinucl. B2 taaaaattaaaatactagaagacaac tggcattagaaaatgatatg 
Satt038 Trinucl. G gggaatctttttttctttctattaagtt gggcattgaaatggttttagtca 
Satt030 Trinucl. F aaaaagtgaaccaagcc tcttaaatcttatgttgatgc 
Satt005 Trinucl. D1 tatcctagagaagaactaaaaaa gtcgattaggcttgaaata 

GMABAB Dinucl. N1 caaacataaaaaaggtgaga aagaacgcacactaatattatt 
Satt002 Trinucl. D2 tgtgggtaaaatagataaaaat tcattttgaatcgttgaa 
Satt009 Trinucl. N1 ccaacttgaaattactagagaaa cttactagcgtattaaccctt 
S45035 Dinucl. D1 tttgtgaacgatagaaatttat aggggaaaatttttaaaga 
Satt100 Trinucl. C2 acctcattttggcataaa ttggaaaacaagtaataataaca 
Satt114 Trinucl. F gggttatcctccccaata atatgggatgataaggtgaaa 
Satt046 Trinucl. K aaaataactaaaatgtcttctca ttggtcagattattataagattg 

 
Tabela 1.Tabela 1. DescriDescriçção dos 15 locos ão dos 15 locos microssatmicrossatééliteslites com as respectivas com as respectivas sequênciassequências de iniciadores diretos e reversos e poside iniciadores diretos e reversos e posiçção ão 
de mapa.de mapa.

Coefficient
0.00 18.75 37.50 56.25 75.00

          

 1 
 3 

 86B 
 48 

 14A 
 58 
 99 
 76 

 112 
 111 
 100 

 5 
 37 
 77 
 17 
 68 

 102 
 20 
 43 
 6 

 31A 
 55 
 97 
 81 
 84 
 34 

 101 
 86A 

 13 
 65 
 45 

 56A 
 56B 

 30 
 21 
 19 
 35 

 119 
 66 
 62 
 94 
 24 

Coefficient
0.00 18.75 37.50 56.25 75.00

          

 39 
 85 

 106 
 93 
 44 
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 14 
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 41 
 47 
 67 
 75 
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 16 
 53 
 9 

 78 
 40 
 82 
 61 

 115 
 50 
 10 
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 42 
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 54 
 79 
 2 
 7 

 25 
 59 
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 108 

 8 
 88 
 38 
 56 
 90 

 105 
 107 

Coefficient
0.00 18.75 37.50 56.25 75.00
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 71 

 118 
 72 
 92 
 28 
 87 
 63 
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 98 
 33 
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 69 

 117 
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 23 
 64 
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 32 
 46 
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 116 
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