
Os descritores moleculares internacionalmente recomendados para Os descritores moleculares internacionalmente recomendados para a a 
identificaidentificaçãção individual de plantas, animais e seres humanos so individual de plantas, animais e seres humanos sãão baseados em o baseados em 
segmentos curtos de DNA (um a sete pares de bases) repetidos emsegmentos curtos de DNA (um a sete pares de bases) repetidos em tandemtandem
conhecidos comoconhecidos como microssatmicrossatééliteslites. Marcadores de regi. Marcadores de regiõõeses hipervarihipervariááveisveis do do 
genoma, conhecidos comogenoma, conhecidos como microssatmicrossatééliteslites ou repetiou repetiçõções curtas emes curtas em tandemtandem (STR (STR 
–– ““shortshort tandem repeatstandem repeats), foram recentemente desenvolvidos e caracterizados no ), foram recentemente desenvolvidos e caracterizados no 
genoma de soja.  Marcadoresgenoma de soja.  Marcadores microssatmicrossatééliteslites ssãão analisados atravo analisados atravéés da s da 
diferenciadiferenciaçãção da variao da variaçãção de seqo de seqüêüências repetitivas lado a lado, em um sitio do ncias repetitivas lado a lado, em um sitio do 
DNA.  O nDNA.  O núúmero de repetimero de repetiçõções, em geral, varia de algumas unidades a ves, em geral, varia de algumas unidades a váárias rias 
dezenas, fazendo com que a variadezenas, fazendo com que a variaçãçãoo alaléélicalica intraloco possa ser detectada pela intraloco possa ser detectada pela 
separaseparaçãção com base no peso molecular de produtos de PCR (reao com base no peso molecular de produtos de PCR (reaçãção deo de
polimerasepolimerase em cadeia), realizada atravem cadeia), realizada atravéés de eletroforese em gs de eletroforese em gééis deis de
poliacrilamidapoliacrilamida (PAGE) corados com nitrato de prata. Mais recentemente, a (PAGE) corados com nitrato de prata. Mais recentemente, a 
detecdetecçãção precisa da variao precisa da variaçãçãoo alaléélicalica tem sido feita em seqtem sido feita em seqüüenciadores enciadores 
automautomááticos de DNA. Neste caso a marcaticos de DNA. Neste caso a marcaçãção como com fluorocromofluorocromo de um dosde um dos
primersprimers queque flaqueiamflaqueiam a seqa seqüêüênciancia microssatmicrossatéélitelite no loco possibilita que o no loco possibilita que o 
produto de PCR emita fluorescproduto de PCR emita fluorescêência quando excitado com o laser do ncia quando excitado com o laser do 
equipamento, permitindo a sua acurada detecequipamento, permitindo a sua acurada detecçãção em pares de base.  Os alelos o em pares de base.  Os alelos 
de locosde locos microssatmicrossatééliteslites ssãão analisados via PCR e, por isso, podem ser o analisados via PCR e, por isso, podem ser 
detectados a partir de amostras dedetectados a partir de amostras de nanogramasnanogramas de DNA. Os marcadoresde DNA. Os marcadores
microssatmicrossatééliteslites ssãão altamenteo altamente polimpolimóórficosrficos, ricos em formas, ricos em formas alaléélicaslicas, , 
possibilitando uma anpossibilitando uma anáálise genlise genéética acurada e um elevado poder de resolutica acurada e um elevado poder de resoluçãção o 
para testes de DHE bem como em testes de parentesco e identidadepara testes de DHE bem como em testes de parentesco e identidade gengenéética tica 
mesmo em situamesmo em situaçõções de forte parentesco entre cultivares. Adicionalmente, es de forte parentesco entre cultivares. Adicionalmente, 
marcadoresmarcadores microssatmicrossatééliteslites ssãão transfero transferííveis de genoma para genoma dentro de veis de genoma para genoma dentro de 
uma espuma espéécie e entre espcie e entre espéécies geneticamente relacionadas. cies geneticamente relacionadas. 

A anA anáálise de marcadoreslise de marcadores microssatmicrossatééliteslites éé realizada identificandorealizada identificando--se as formasse 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 formasas com formas alaléélicaslicas conhecidas para a espconhecidas para a espéécie, permitindo, cie, permitindo, 
portanto, estimativas precisas e estatisticamente formais de vportanto, estimativas precisas e estatisticamente formais de víínculo gennculo genéético e/ou tico e/ou 
identidade, bem como declaraidentidade, bem como declaraçõções categes categóóricas de nricas de nããoo--identidade ou parentesco. identidade ou parentesco. 
A tA téécnica de ancnica de anáálise delise de microssatmicrossatééliteslites éé utilizada rotineiramente com sucesso na utilizada rotineiramente com sucesso na 
gerageraçãção de estimativas robustas de individualidade geno de estimativas robustas de individualidade genéética para intica para inúúmeras meras 
espespéécies vegetais, animais e em humanos, constituindo hoje o padrcies vegetais, animais e em humanos, constituindo hoje o padrãão o 
internacional em investigainternacional em investigaçãção geno genéética forense.  Neste experimento, tica forense.  Neste experimento, 

OBJETIVOOBJETIVO

1.1.Avaliar painAvaliar painééis de marcadores is de marcadores microssatmicrossatééliteslites de soja para a discriminade soja para a discriminaçãção o 
gengenéética de cultivares e linhagens de melhoramento como complemento tica de cultivares e linhagens de melhoramento como complemento a testes a testes 
de DHE.de DHE.

2.2.Analisar a identidade genAnalisar a identidade genéética de sementes individuais que apresentam tica de sementes individuais que apresentam 
variavariaçãção de colorao de coloraçãção de hilo em uma mesma variedade de soja.o de hilo em uma mesma variedade de soja.

Discriminação de cultivares e linhagens experimentais de soja com 
base em painéis de multiplexes de marcadores microssatélites
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RESUMORESUMO

O requerimento de proteO requerimento de proteçãçãoo varietalvarietal em plantas cultivadas em plantas cultivadas éé baseado em descritores baseado em descritores 
clcláássicos como caracterssicos como caracteríísticas morfolsticas morfolóógicas avaliadas em diferentes ambientes.  A gicas avaliadas em diferentes ambientes.  A 
abundabundâância de polimorfismo de descritores morfolncia de polimorfismo de descritores morfolóógicos gicos éé potencialmente restrita em potencialmente restrita em 
espespéécies de estreita base gencies de estreita base genéética.  A instabilidade dos descritores morfoltica.  A instabilidade dos descritores morfolóógicos em gicos em 
diferentes ambientes restringe o seu ndiferentes ambientes restringe o seu núúmero e, por conseguinte, a sua capacidade mero e, por conseguinte, a sua capacidade 
discriminatdiscriminatóória.  A anria.  A anáálise de polimorfismo delise de polimorfismo de sequsequêênciancia de DNA, por outro lado, de DNA, por outro lado, 
permite uma elevada precispermite uma elevada precisãão na identificao na identificaçãção geno genéética e discriminatica e discriminaçãção de o de 
indivindivííduos, revelando extenso polimorfismo e estabilidade ambiental.  duos, revelando extenso polimorfismo e estabilidade ambiental.  ÉÉ provprováável que vel que 
polimorfismo de marcadores molecularespolimorfismo de marcadores moleculares hipervarihipervariááveisveis comocomo microssatmicrossatééliteslites sejam sejam 
cada vez mais utilizados em testes de DHE (cada vez mais utilizados em testes de DHE (distinguibilidadedistinguibilidade, homogeneidade e , homogeneidade e 
estabilidade) para fins de proteestabilidade) para fins de proteçãçãoo varietalvarietal, especialmente em esp, especialmente em espéécies de base cies de base 
gengenéética estreita, como a soja.  Este estudo teve por objetivo avalitica estreita, como a soja.  Este estudo teve por objetivo avaliar o poder de ar o poder de 
resoluresoluçãção de marcadoreso de marcadores microssatmicrossatééliteslites na discriminana discriminaçãção individual de centenas de o individual de centenas de 
variedades comerciais e linhagens experimentais de soja plantadavariedades comerciais e linhagens experimentais de soja plantadas no Brasil.  A s no Brasil.  A 
ananáálise genlise genéética foi realizada em sistema de prova e contraprova em experimetica foi realizada em sistema de prova e contraprova em experimentos ntos 
““cegoscegos””, onde a rela, onde a relaçãção de vo de víínculo gennculo genéético e/ou comercial entre as amostras ntico e/ou comercial entre as amostras nãão era o era 
conhecida. A determinaconhecida. A determinaçãção do perfil geno do perfil genéético dos cultivares foi realizada em 14 a 20 tico dos cultivares foi realizada em 14 a 20 
locoslocos microssatmicrossatééliteslites internacionalmente recomendados para soja por apresentarem internacionalmente recomendados para soja por apresentarem 
alto contealto conteúúdo informativo e robustez analdo informativo e robustez analíítica. Os locos selecionados stica. Os locos selecionados sãão o 
constituconstituíídos de repetidos de repetiçõções emes em tandemtandem dede trinucleottrinucleotíídeosdeos ouou dinucleotdinucleotíídeosdeos,,
genotipadosgenotipados em sistemas em sistemas ““multiplexesmultiplexes”” de ande anáálise simultlise simultâânea em seqnea em seqüüenciador enciador 
automautomáático de DNA ABItico de DNA ABI PrismPrism 377XL.  Os gen377XL.  Os genóótipos foram descritos com os alelos tipos foram descritos com os alelos 
em pares de bases. As diferenem pares de bases. As diferençças genas genééticas entre os cultivares/linhagens foram ticas entre os cultivares/linhagens foram 
reveladas pelas diferenreveladas pelas diferençças no comprimento dasas no comprimento das sequsequêênciasncias de DNA amplificadas em de DNA amplificadas em 
cada loco. Entre as variedades comerciais analisadas, 125 represcada loco. Entre as variedades comerciais analisadas, 125 representamentam
germoplasmagermoplasma protegido.  Destas, 123 foram declaradas geneticamente distintaprotegido.  Destas, 123 foram declaradas geneticamente distintas e s e 
apenas duas foram geneticamente indistinguapenas duas foram geneticamente indistinguííveis com os marcadores utilizados.  veis com os marcadores utilizados.  
UtilizouUtilizou--se, para este fim, o critse, para este fim, o critéério mrio míínimo de duas diferennimo de duas diferençças genas genééticas para ticas para 
declarar dois materiais como distintos com elevada confiabilidaddeclarar dois materiais como distintos com elevada confiabilidade. Algumas e. Algumas 
variedades comerciais apresentaram fortes indvariedades comerciais apresentaram fortes indíícios de mistura de linhas e/ou cios de mistura de linhas e/ou 
evidevidêência dencia de heterozigosidadeheterozigosidade residual, sugerindo a necessidade de um controle residual, sugerindo a necessidade de um controle 
mais rmais ríígido no monitoramento do processo de produgido no monitoramento do processo de produçãção de sementes.  Vo de sementes.  Váárias rias 
linhagens experimentais mostraramlinhagens experimentais mostraram--se geneticamente idse geneticamente idêênticas a linhagens controle, nticas a linhagens controle, 
apesar de ainda apresentarem alguma diferenapesar de ainda apresentarem alguma diferençça morfola morfolóógica como variagica como variaçãção na o na 
coloracoloraçãção do hilo. Foram observados diversos alelos no do hilo. Foram observados diversos alelos nãão reportados anteriormente o reportados anteriormente 
em anem anáálises similares comlises similares com germoplasmagermoplasma de outros pade outros paííses, o que indicaria a utilizases, o que indicaria a utilizaçãção o 
de material gende material genéético exclusivo no pool gtico exclusivo no pool gêênico brasileiro. Este trabalho estabelece de nico brasileiro. Este trabalho estabelece de 
forma pioneira um sistema de identificaforma pioneira um sistema de identificaçãção geno genéética de cultivares de soja baseado tica de cultivares de soja baseado 
em uma tecnologia rem uma tecnologia ráápida, econpida, econôômica e, mais importante, de alto poder de resolumica e, mais importante, de alto poder de resoluçãção, o, 
que poderque poderáá se constituir em uma ferramenta inovadora para testes de DHE nose constituir em uma ferramenta inovadora para testes de DHE no
processo de proteprocesso de proteçãçãoo varietalvarietal.  Os resultados possibilitam o estabelecimento de um .  Os resultados possibilitam o estabelecimento de um 
sistema eletrsistema eletrôônico de comparanico de comparaçãção na conduo na conduçãção de testes de identidade geno de testes de identidade genéética tica 
entre amostras questionadas e amostras padrentre amostras questionadas e amostras padrãão visando o controle de qualidade e o visando o controle de qualidade e 
fiscalizafiscalizaçãção da comercializao da comercializaçãção de sementes. o de sementes. 

Figura 1.Figura 1. (a) Amostra de 10 sementes de variedade comercial de soja prove(a) Amostra de 10 sementes de variedade comercial de soja provenientes da mesma região nientes da mesma região 
produtora (região 1), apresentando variação de coloração de hiloprodutora (região 1), apresentando variação de coloração de hilo; (b) Amostra de 10 sementes de variedade ; (b) Amostra de 10 sementes de variedade 
comercial de soja provenientes uma segunda região produtora (regcomercial de soja provenientes uma segunda região produtora (região 2), apresentando variação de ião 2), apresentando variação de 
coloração de hilo.  O DNA foi extraído de cada semente fotografacoloração de hilo.  O DNA foi extraído de cada semente fotografada e analisado com uma bateria de da e analisado com uma bateria de 
marcadores marcadores microssatélitesmicrossatélites..

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 14 por apresentarem maior conte, dos quais foram selecionados 14 por apresentarem maior conteúúdo do 
informativo para discriminainformativo para discriminaçãção geno genéética individual, independtica individual, independêência,  melhor robustez e ncia,  melhor robustez e 
repetibilidade repetibilidade ((DiwanDiwan && CreganCregan, 1997 , 1997 -- TAG 95:723TAG 95:723--733 ): 733 ): 

BARCBARC--Satt002Satt002 SequSequêênciancia simples repetitiva desimples repetitiva de trinucleottrinucleotíídeodeo; grupo de liga; grupo de ligaçãção D2o D2
BARCBARC--Satt005Satt005 SequSequêênciancia simples repetitiva desimples repetitiva de trinucleottrinucleotíídeodeo; grupo de liga; grupo de ligaçãção D1o D1
BARCBARC--Satt042Satt042 SequSequêênciancia simples repetitiva desimples repetitiva de trinucleottrinucleotíídeodeo; grupo de liga; grupo de ligaçãção A1o A1
BARCBARC--Satt045Satt045 SequSequêênciancia simples repetitiva desimples repetitiva de trinucleottrinucleotíídeodeo; grupo de liga; grupo de ligaçãção Eo E
BARCBARC--Satt038Satt038 SequSequêênciancia simples repetitiva desimples repetitiva de trinucleottrinucleotíídeodeo; grupo de liga; grupo de ligaçãção Go G
BARCBARC--Satt030Satt030 SequSequêênciancia simples repetitiva desimples repetitiva de trinucleottrinucleotíídeodeo; grupo de liga; grupo de ligaçãção Fo F
BARCBARC--Satt009Satt009 SequSequêênciancia simples repetitiva desimples repetitiva de trinucleottrinucleotíídeodeo; grupo de liga; grupo de ligaçãção N1o N1
BARCBARC--SatSat_038_038 SequSequêênciancia simples repetitiva desimples repetitiva de dinucleotdinucleotíídeodeo; grupo de liga; grupo de ligaçãção Oo O
BARCBARC--Satt70Satt70 SequSequêênciancia simples repetitiva desimples repetitiva de trinucleottrinucleotíídeodeo; grupo de liga; grupo de ligaçãção B2o B2
BARCBARC--Satt100Satt100 SequSequêênciancia simples repetitiva desimples repetitiva de trinucleottrinucleotíídeodeo; grupo de liga; grupo de ligaçãção C2o C2
BARCBARC--Satt114Satt114 SequSequêênciancia simples repetitiva desimples repetitiva de trinucleottrinucleotíídeodeo; grupo de liga; grupo de ligaçãção Fo F
BARCBARC--Satt586Satt586 SequSequêênciancia simples repetitiva desimples repetitiva de trinucleottrinucleotíídeodeo; ; 
S45035 S45035 ““Kunitz trypsin inhibitorKunitz trypsin inhibitor genegene”” sequsequêênciancia simples repetitiva desimples repetitiva de dinucleotdinucleotíídeodeo; ; 
GMABAB GMABAB -- sequsequêênciancia simples repetitiva desimples repetitiva de dinucleotdinucleotíídeodeo; grupo de liga; grupo de ligaçãção N1o N1

PCR dePCR de microssatmicrossatééliteslites.. Os iniciadores dos locosOs iniciadores dos locos microssatmicrossatééliteslites foram marcados com foram marcados com 
fluorescfluorescêência azul (FAM), verde (HEX), ou amarela (NED) para detecncia azul (FAM), verde (HEX), ou amarela (NED) para detecçãção no filtro virtual o no filtro virtual 
D. As reaD. As reaçõções de PCR para cada loco individualmente foram  realizadas com 1es de PCR para cada loco individualmente foram  realizadas com 10 a 500 a 50
ngng de DNAde DNA gengenôômicomico de soja, em um volume total de 20de soja, em um volume total de 20 ul ul ((Ferreira e Grattapaglia, Ferreira e Grattapaglia, 
19981998). ). 
DeterminaDeterminaçãção de geno 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 ABIenciador ABI PrismPrism 377XL e 377XL e 
analisados com os softwaresanalisados com os softwares Genescan AnalysisGenescan Analysis v. 2.1 ev. 2.1 e GenotyperGenotyper 2.0.  2.0.  (Figura 1(Figura 1))
InterpretaInterpretaçãção Geno Genééticatica. 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 dopares de bases, respeitando a natureza do microssatmicrossatéélitelite seja ele tri ouseja ele tri ou dinucleotdinucleotíídeodeo. . 
Por ser a soja uma espPor ser a soja uma espéécie autcie autóógama, o gengama, o genóótipo observado em cada loco tipo observado em cada loco éé
tipicamentetipicamente homozigotohomozigoto, Ocasionalmente foram observados dois alelos em um loco, o , Ocasionalmente foram observados dois alelos em um loco, o 
que seria evidque seria evidêência dencia de heterozigosidadeheterozigosidade residual em caso de semente individual ou residual em caso de semente individual ou 
mistura de linhas em caso de amostras demistura de linhas em caso de amostras de bulksbulks de sementes. Para controle de sementes. Para controle 
experimental, sempre foi utilizada uma mesma amostra de DNA padrexperimental, sempre foi utilizada uma mesma amostra de DNA padrãão em todos oso em todos os
geisgeis de eletroforese visando a comparade eletroforese visando a comparaçãção de estimativas de tamanhos de alelos em o de estimativas de tamanhos de alelos em 
pares de bases entre experimentos distintos. 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 presente em cada loco em cada uma das 125 amostras, levandalelo presente em cada loco em cada uma das 125 amostras, levando em considerao em consideraçãção o 
a natureza molecular do locoa natureza molecular do loco microssatmicrossatéélitelite. Os dados experimentais foram submetidos . Os dados experimentais foram submetidos 
a uma ana uma anáálise de distlise de distâância genncia genéética utilizandotica utilizando--se a distse a distâância Euclidiana definida pela ncia Euclidiana definida pela 
soma de quadrados das diferensoma de quadrados das diferençças entre os alelos em pares de bases a todos os locos. as entre os alelos em pares de bases a todos os locos. 
Esta estimativa de distEsta estimativa de distâância ncia éé a mais adequada para este tipo de dado pois ela leva em a mais adequada para este tipo de dado pois ela leva em 
conta nconta nãão apenas o compartilhamento ou no apenas o compartilhamento ou nãão do mesmo alelo ao loco, mas tambo do mesmo alelo ao loco, mas tambéém a m a 
magnitude da diferenmagnitude da diferençça quantitativa entre os alelos em pares de bases o que a quantitativa entre os alelos em pares de bases o que éé um um 
reflexo da divergreflexo da divergêência genncia genéética como resultado do processo recorrente de mutatica como resultado do processo recorrente de mutaçãção o 
((““stepstep--wise mutation modelwise mutation model””). A matriz de dist). A matriz de distââncias Euclidianas foi em seguida ncias Euclidianas foi em seguida 
submetida a uma ansubmetida a uma anáálise de agrupamento utilizando o algoritmo UPGMA e os dadoslise de agrupamento utilizando o algoritmo UPGMA e os dados
plotadosplotados em umem um dendrogramadendrograma para melhor visualizapara melhor visualizaçãção das disto das distââncias genncias genééticas. Alticas. Aléém m 
da anda anáálise de distlise de distâância, os dadosncia, os dados genotgenotíípicospicos foram utilizados para a estimativa do foram utilizados para a estimativa do 
nnúúmero de alelos e dasmero de alelos e das frequfrequêênciasncias dos alelos observados neste conjunto de 125 dos alelos observados neste conjunto de 125 
variedades comerciais. Sendo a soja uma espvariedades comerciais. Sendo a soja uma espéécie autcie autóógama, partegama, parte--se da premissa de se da premissa de 
que o coeficiente deque o coeficiente de endocruzamentoendocruzamento éé F=1 e, portanto, aF=1 e, portanto, a frequfrequêênciancia de ocorrde ocorrêência de ncia de 
um genum genóótipotipo homozigotohomozigoto (p(p22) ) éé igual igual àà prpróópriapria frequfrequêência alncia aléélicalica p. p.  
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RESULTADOS E DISCUSSRESULTADOS E DISCUSSÃÃOO

Os dados relativos a diversidade Os dados relativos a diversidade alaléélicalica, banco de dados de , banco de dados de frequfrequêências ncias 
alaléélicas licas e estimativas de poder informativo dos marcadores e estimativas de poder informativo dos marcadores microssatmicrossatéélites lites 
utilizados foram apresentados anteriormente (utilizados foram apresentados anteriormente (Grattapaglia et Grattapaglia et al., 2003). al., 2003). 

A grande maioria das amostras comerciais de soja apresentou um pA grande maioria das amostras comerciais de soja apresentou um perfil erfil 
gengenéético claramente distinto das demais amostras analisadas, geralmetico claramente distinto das demais amostras analisadas, geralmente nte 
com mais de trcom mais de trêês diferens diferençças as genotgenotíípicaspicas, isto , isto éé, gen, genóótipos distintos em trtipos distintos em trêês s 
ou mais locos. Nas 7.750 comparaou mais locos. Nas 7.750 comparaçõções pares par--aa--par, foi verificado apenas um par, foi verificado apenas um 
caso de identidade completa entre duas variedades de soja (amostcaso de identidade completa entre duas variedades de soja (amostras 67 e ras 67 e 
75) para os 14 locos analisados. Isto 75) para os 14 locos analisados. Isto éé um indicativo claro de que a bateria de um indicativo claro de que a bateria de 
locoslocos microssatmicrossatééliteslites utilizada utilizada éé extremamente extremamente úútil na discriminatil na discriminaçãção de o de 
cultivares e linhagens experimentais de soja.  Alcultivares e linhagens experimentais de soja.  Aléém disso, m disso, éé provprováável que as vel que as 
duas cultivares com mesmo genduas cultivares com mesmo genóótipotipo multilocomultiloco tenham sido originalmente tenham sido originalmente 
discriminadas por descritoresdiscriminadas por descritores morfomorfo--agronagronôômicos passmicos passííveis de efeito veis de efeito 
ambiental.ambiental.

O emprego de anO emprego de anáálise de DNA para discriminalise de DNA para discriminaçãçãoo varietalvarietal em soja em soja 
representa um eficiente sistema de identificarepresenta um eficiente sistema de identificaçãção geno genéética de cultivares de tica de cultivares de 
baseado em uma tecnologia rbaseado em uma tecnologia ráápida, econpida, econôômica e, mais importante, de alto mica e, mais importante, de alto 
poder de resolupoder de resoluçãção para testes de DHE. o para testes de DHE. 

Em outras trEm outras trêês comparas comparaçõções pares par--aa--par observoupar observou--se apenas um marcador se apenas um marcador 
com gencom genóótipo distinto entre as duas amostras. Estas casos foram: 76 e 11tipo distinto entre as duas amostras. Estas casos foram: 76 e 112, 2, 
45 e 56A e 73 e 95. Para melhor resolver a45 e 56A e 73 e 95. Para melhor resolver a distiguibilidadedistiguibilidade gengenéética destes tica destes 
trtrêês pares de amostras, sugeres pares de amostras, sugere--se uma anse uma anáálise adicional com pelo menos lise adicional com pelo menos 
outros seis locosoutros seis locos microssatmicrossatééliteslites..

A A genotipagem genotipagem de DNA de sementes individuais de uma mesma de DNA de sementes individuais de uma mesma 
variedade de soja que apresenta variavariedade de soja que apresenta variaçãção para cor de hilo foi reveladora.  Os o para cor de hilo foi reveladora.  Os 
20 indiv20 indivííduos analisados em 14 locosduos analisados em 14 locos microssatmicrossatééliteslites representam plantas representam plantas 
amostradas com clara variaamostradas com clara variaçãção de colorao de coloraçãção de hilo, algumas mais o de hilo, algumas mais 
acentuadas que outras.  acentuadas que outras.  No entanto, No entanto, todos os 20 indivtodos os 20 indivííduos, em testes de duos, em testes de 
prova e contraprova, apresentaram exatamente o mesmo genprova e contraprova, apresentaram exatamente o mesmo genóótipo tipo multiloco multiloco 
(Tabela 1).  Estes resultados sugerem que maior aten(Tabela 1).  Estes resultados sugerem que maior atençãção deve ser dada ao o deve ser dada ao 
descritor descritor ““coloracoloraçãção de hiloo de hilo”” em estudos futuros.em estudos futuros.

A anA anáálise individual permitiu distinguir facilmente entre lise individual permitiu distinguir facilmente entre heterozigoseheterozigose
residual e mistura de sementes na variedade com variaresidual e mistura de sementes na variedade com variaçãção para colorao para coloraçãção de o de 
hilo.hilo.

No estudo de variaNo estudo de variaçãção de colorao de coloraçãção de hilo, metade das sementes eram o de hilo, metade das sementes eram 
provenientes de uma regiprovenientes de uma regiãão produtora e a outra metade de uma segunda o produtora e a outra metade de uma segunda 
localidade.  No entanto, todos os indivlocalidade.  No entanto, todos os indivííduos duos genotipadosgenotipados apresentaram o apresentaram o 
mesmo genmesmo genóótipo tipo multilocomultiloco.  H.  Háá clara evidclara evidêência, portanto, de um efeito ncia, portanto, de um efeito 
ambiental na variaambiental na variaçãção da colorao da coloraçãção hilo.  Como esta caractero hilo.  Como esta caracteríística stica éé adotada adotada 
como um descritor de testes de DHE no Brasil, sugerecomo um descritor de testes de DHE no Brasil, sugere--se uma avaliase uma avaliaçãção o 
detalhada da mesma.  Os dados observados permitem questionar a detalhada da mesma.  Os dados observados permitem questionar a 
continuidade deste descritor em testes de DHE.  Vale lembrar quecontinuidade deste descritor em testes de DHE.  Vale lembrar que a a 
coloracoloraçãção de hilo no de hilo nãão o éé considerada como descritor em testes de DHE de considerada como descritor em testes de DHE de 
alguns paalguns paííses.ses.
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Figura 1.Figura 1. (A) Detalhe do gel de eletroforese com marca(A) Detalhe do gel de eletroforese com marcaçãção fluorescente conforme detectado o fluorescente conforme detectado 
em em sequenciadorsequenciador de DNA. (B) Exemplo de de DNA. (B) Exemplo de eletroferogramaeletroferograma observado com o marcador observado com o marcador 
Satt070 em quatro cultivares comerciais de soja (amostras 24, 25Satt070 em quatro cultivares comerciais de soja (amostras 24, 25, 27, 33 e 34). (C) Exemplo , 27, 33 e 34). (C) Exemplo 
dede eletroferogramaeletroferograma observado com o marcador Satt005 em quatro cultivares comerciaiobservado com o marcador Satt005 em quatro cultivares comerciais de s de 
soja (amostras 10, 14, 16, 17 e 18).soja (amostras 10, 14, 16, 17 e 18).

B C

Tabela 1.Tabela 1. ComparaComparaçãção de DNA extrao de DNA extraíído de sementes individuais da amostra de cultivar comercial de do de sementes individuais da amostra de cultivar comercial de 
soja apresentando variasoja apresentando variaçãção na colorao na coloraçãção de hilo (variando de claro a escuro).  Perfis geno de hilo (variando de claro a escuro).  Perfis genééticos de 14 ticos de 14 
locoslocos microssatmicrossatééliteslites localizados em diferentes cromossomos da planta. Para cada semelocalizados em diferentes cromossomos da planta. Para cada semente analisada nte analisada 
ssãão apresentados o valor em pares de base (pb) de cada um alelos oo apresentados o valor em pares de base (pb) de cada um alelos observados em cada loco, apbservados em cada loco, apóós s 
conferconferêência dos genncia dos genóótipos em antipos em anáálise de prova e contraprova.lise de prova e contraprova.

 
AMOSTRAS DE SEMENTES INDIVIDUAIS DE VARIEDADE DE SOJA APRESENTANDO 

VARIAÇÃO DE COR DE HILO 
LOCO 1 2 3 4 5 

SATT005 161.14 161.23 161.12 161.23 161.27 
SATT100 146.32 146.43 146.32 146.43 146.38 
SATT070 163.08 163.16 163.16 163.17 163.21 
SATT114 116.21 116.21 116.21 116.09 116.21 
SATT045 133.72 133.81 133.72 133.81 133.74 
SATT042 170.25 170.19 170.26 170.19 170.09 
GMABAB 147.06 147.17 147.17 147.06 147.10 
SATT586 233.82/236.47 233.70/236.46 233.64/236.41 233.80/236.55 233.84/236.68 
SATT038 174.38 174.53 174.08 174.39 174.24 
SAT038 119.86 119.52 119.52 119.52 119.63 

SATT030 169.13 169.06 169.03 168.98 169.05 
SATT009 161.90 161.70 161.79 161.64 161.73 
SATT002 131.76 131.58 132.45 132.57 131.53 
S45035 159.74 159.65 159.64 159.64 159.64 

 
LOCO 6 7 8 9 10 

SATT005 161.12 161.26 161.22 161.10 161.26 
SATT100 146.32 146.38 146.43 146.32 146.38 
SATT070 163.16 163.20 163.15 163.04 163.20 
SATT114 116.21 116.10 116.21 116.21 116.21 
SATT045 133.81 133.68 133.81 133.81 133.81 
SATT042 170.19 170.29 170.12 170.23 170.11 
GMABAB 147.13 147.10 147.06 147.06 147.06 
SATT586 233.82/236.67 233.80/236.63 233.78/236.52 233.73/236.46 233.73/236.47 
SATT038 174.54 174.64 174.13 174.34 174.02 
SAT038 119.53 119.53 119.53 119.52 119.52 

SATT030 169.05 169.05 168.97 169.15 169.03 
SATT009 161.73 161.73 161.64 161.80 161.57 
SATT002 131.52 131.58 132.43 132.52 132.46 
S45035 159.64 159.65 159.69 159.67 159.56 

 

INTRODUINTRODUÇÃÇÃOO

O teste DHE (O teste DHE (DistinguibilidadeDistinguibilidade, Homogeneidade e Estabilidade) , Homogeneidade e Estabilidade) éé o o 
procedimento tprocedimento téécnico de comprovacnico de comprovaçãção de que uma nova cultivar ou uma cultivar o de que uma nova cultivar ou uma cultivar 
essencialmente derivada essencialmente derivada éé distingudistinguíível de outros materiais existentes no vel de outros materiais existentes no 
mercado.  O teste tipicamente utiliza descritores morfolmercado.  O teste tipicamente utiliza descritores morfolóógicos e agrongicos e agronôômicos micos 
para esta verificapara esta verificaçãção, atestando ainda a homogeneidade da cultivar e a sua o, atestando ainda a homogeneidade da cultivar e a sua 
estabilidade na repetiestabilidade na repetiçãção das mesmas caractero das mesmas caracteríísticas ao longo de gerasticas ao longo de geraçõções es 
sucessivas. Marcadores de DNA possibilitam a detecsucessivas. Marcadores de DNA possibilitam a detecçãção direta da variabilidade o direta da variabilidade 
existente na seqexistente na seqüêüência de DNA entre os indivncia de DNA entre os indivííduos analisados.  Marcadores de duos analisados.  Marcadores de 
DNA sDNA sãão extremamente potentes para a resoluo extremamente potentes para a resoluçãção de questo de questõões de identidade e es de identidade e 
discriminadiscriminaçãção e por isso atendem com perfeio e por isso atendem com perfeiçãção os requerimentos do teste de o os requerimentos do teste de 
DHE. DHE. Diversas tecnologias para a detecDiversas tecnologias para a detecçãção de marcadores moleculares to de marcadores moleculares têêm m 
sido desenvolvidas nos sido desenvolvidas nos úúltimos anos. Para a proteltimos anos. Para a proteçãção de cultivares, alo de cultivares, aléém dos m dos 
aspectos de coaspectos de co--domindominâância, estabilidade genncia, estabilidade genéética, baixa mutabilidade e tica, baixa mutabilidade e 
robustez analrobustez analíítica, tica, éé absolutamente crucial que o marcador molecular utilizado absolutamente crucial que o marcador molecular utilizado 
permita determinar com precispermita determinar com precisãão a identidade dos alelos e com isso fazer o a identidade dos alelos e com isso fazer 
comparacomparaçõções acuradas de resultados em diferentes momentos e entre es acuradas de resultados em diferentes momentos e entre 
diferentes laboratdiferentes laboratóórios. rios. 

Material GenMaterial Genééticotico. Foram analisadas 125 variedades comerciais de soja plantadas . Foram analisadas 125 variedades comerciais de soja plantadas 
no Brasil.  Alno Brasil.  Aléém disso, uma variedade comercial que apresenta variam disso, uma variedade comercial que apresenta variaçãção para o para 
coloracoloraçãção de hilo teve sementes amostradas de plantas cultivadas em duaso de hilo teve sementes amostradas de plantas cultivadas em duas regiregiõões es 
brasileiras (regibrasileiras (regiãão 1 e regio 1 e regiãão 2).  Foram selecionadas e fotografadas 10 sementes o 2).  Foram selecionadas e fotografadas 10 sementes 
de diferentes plantas em cada regide diferentes plantas em cada regiãão amostrada.  O DNA foi extrao amostrada.  O DNA foi extraíído de cada do de cada 
semente individualmente para ansemente individualmente para anáálise lise genotgenotíípicapica (Figura 1). (Figura 1). 

MATERIAL E MMATERIAL E MÉÉTODOSTODOS

Processamento das amostras.Processamento das amostras. Amostras de sementes de cada cultivar de soja Amostras de sementes de cada cultivar de soja 
foram fornecidas para anforam fornecidas para anáálise em sacos lacrados e devidamente identificados pelo lise em sacos lacrados e devidamente identificados pelo 
LADIC/SNPC/MA. As amostras foram identificadas originalmente pelLADIC/SNPC/MA. As amostras foram identificadas originalmente pelo o 
LADIC/SNPC/MA e esta numeraLADIC/SNPC/MA e esta numeraçãção foi seguida durante toda a ano foi seguida durante toda a anáálise. A anlise. A anáálise lise 
gengenéética foi realizada em experimentos tica foi realizada em experimentos ““cegoscegos””, onde a rela, onde a relaçãção de vo de víínculo gennculo genéético tico 
e/ou comercial entre as amostras ne/ou comercial entre as amostras nãão era conhecida, o que evitou qualquero era conhecida, o que evitou qualquer
tendenciosidadetendenciosidade na declarana declaraçãção de identidade e/ou difereno de identidade e/ou diferençça gena genéética entre as tica entre as 
amostras. Para cada cultivar foram utilizadasamostras. Para cada cultivar foram utilizadas incialmente incialmente duas subduas sub--amostras de amostras de 
trabalho de 50 sementes para a extratrabalho de 50 sementes para a extraçãção do DNAo do DNA gengenôômicomico total, sendo uma para a total, sendo uma para a 
prova e outra para a contraprova e outra para a contra--prova.  Anprova.  Anáálise de sementes individuais da variedade foi lise de sementes individuais da variedade foi 
realizada em casos onde havia indrealizada em casos onde havia indíícios de contaminacios de contaminaçãção ou mistura de sementes.  o ou mistura de sementes.  
A amostra de sementes foi macerada integralmente (pulverizada) pA amostra de sementes foi macerada integralmente (pulverizada) para a obtenara a obtençãção o 
de uma amostra homogde uma amostra homogêênea de farelo. Para as amostras de 50 sementes nea de farelo. Para as amostras de 50 sementes 
maceradas, uma amostra de 250 miligramas de farelo  foi  utilizamaceradas, uma amostra de 250 miligramas de farelo  foi  utilizada no procedimento da no procedimento 
de extrade extraçãção de DNA. Para as sementes individuais a semente inteira foi utio de DNA. Para as sementes individuais a semente inteira foi utilizada no lizada no 
processo de extraprocesso de extraçãção. o. 

AnAnáálise de amostra de prova e contralise de amostra de prova e contra--prova.prova. Foi utilizado um sistema de prova e Foi utilizado um sistema de prova e 
contracontra--prova no processamento e anprova no processamento e anáálise das amostras. A primeira sublise das amostras. A primeira sub--amostra  amostra  
analisada foi utilizada para a prova. A segunda subanalisada foi utilizada para a prova. A segunda sub--amostra foi utilizada para a amostra foi utilizada para a 
contracontra--prova e as duas armazenadas em locais distintos uma da outra. A prova e as duas armazenadas em locais distintos uma da outra. A prova foi prova foi 
processada independentemente da contraprocessada independentemente da contra--prova em dias diferentes e por equipes prova em dias diferentes e por equipes 
ttéécnicas distintas para a confirmacnicas distintas para a confirmaçãção do resultado. o do resultado. 

ExtraExtraçãção e quantificao e quantificaçãção de DNA.o de DNA. Foi utilizado o procedimento de extraFoi utilizado o procedimento de extraçãção e o e 
quantificaquantificaçãção de DNAo de DNA gengenôômicomico de tecidos vegetais descrito por Ferreira &de tecidos vegetais descrito por Ferreira &
GrattapagliaGrattapaglia (1998) modificado com a adi(1998) modificado com a adiçãção de uma etapa de purificao de uma etapa de purificaçãção do DNA o do DNA 
em coluna de troca iem coluna de troca iôônica.nica.

A


