CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA E ELETROFORETICA
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RESUMO - O presente irabalho teve como objetivos: a) o ajuste € padronizagio do método de ele-
troforese de proteinas da semente, que ajude a diferenciar as cuitivares; b) caracterizagfio eletrofo-
rética das cultivares em estudo; c) caracterizagio morfolégica das sementes e plantulas das cultiva-
res de saja (Glycine max (L.) Merrill) em estudo. Foram estudadas 20 cultivares comerciais prove-
nientes do Uruguai ¢ do Rio Grande do Sul. As cultivares foram semeadas no campo, em duas épo-
cas. A partir de amostras de plantas desse experimento, fizeram-se as determinagdes em laboratério
das caracteristicas das sementes ¢ plantulas, e respectiva caracterizagdo eletroforética. Dos resulta-
dos obtidos conclui-se que: a) os descritores “forma da semente” e “brilho do tegumento” tém va-
lor apenas complementar na caracterizagio de cultivares de soja; b) melhor resolugio e separagdo
das bandas eletroforéticas foi obtida através do acréscimo de gelatina na homogeneizagio de
amostras, ¢ de sucrose ou amido no preparo de géis de poliacrilamida; c) a eletroforese € um méto-
de confidvel e de grande potencial para caracterizar cultivares de soja, ja que outros sistemas enzi-
maticos ¢ outras técnicas podem ser usados, ou vir a ser desenvoividos.

Termos para indexag#io: identificagdo de cultivares, Glycine max.

MORPHOLOGICAL AND ELECTROPHORETICAL CHARACTERIZATION
OF TWENTY SOYBEAN CULTIVARS

ABSTRACT - The objectives of this research were: a) to adjust and set patterns for a method to dif-
ferentiate soybean cultivars (Glycine max (L.) Merrill) through seed protein electrophoresis; b) to
perform the electrophoretic bands of the cultivars under study; and ¢) morphological characteriza-
tion of seed and seedlings of the cultivars under study. Twenty commercial cultivars from Uruguay
and from the Brazilian state of Rio Grande do Sul, were planted in the field, in two sceding dates,
and their traits and morphological descriptions performed. Samples of plants were harvested and
threshed separately and their seeds were taken to the laboratory to have their external traits descri-
bed and to be submitted to electrophoretic analysis. Under the conditions of the experiment, the re-
sults allowed the following conclusions: a) the seed descriptors “seed form” and “tegument [uster”,
have only a complementary value in the characterization of soybean cultivars; b) better resolution
and separation of electrophoretic bands was obtained when powder gelatin was used to homogeni-
ze the samples, or when sucrose or starch were used to prepare polyacrylamide gels; and ¢) the
electrophoresis is a reliable method bearing hish potential to be used to describe soybean cultivars,
or to be imployed for other polymorphic enzymes and techniques.

Index terms: cultivar identification, Glycine max.
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Extraido da Dissertagdc de Mestrado do primeiro autor,
apresentada 3 Univ, Fed. de Pelotas, RS.

»Eng.-Agr., M.Sc., Técnico em Sementes Ministerio de Ga-
naderia, Agricultura y Pesca do Uruguai. Av. Uruguay 1016

Nos dltimos anos, o nimerc de langamentos de
novas cultivares de soja tem aumentado. Em geral,
um grande namero delas foram selecicnadas de

- Montevideo. ancestrais comuns, apresentando grande seme-
*Eng-Agr. MSc, CPACT/EMBRAPA, CEP 96001-970, lhanca (Mc. Kee, 1973; Orf et al; 1980; Wagner
Pelotas, RS. & Mec. Donald Junior, 1981). Essa situacfio au-
* Enga.-Agra, Ph.D., CPACT/EMBRAPA. mentou a dificuldade de distinguir as cultivares
*Enga-Agra., M.Sc., Profa.-Adjunta, Univ. Fed. de Pelotas, entre si utilizando apenas o método tradicicnal de
CEP 96001-970 Pelotas, RS. descri¢iio de caracteristicas morfolégicas. O de-
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senvolvimento de procedimentos quimicos para
caracterizar cultivares tem possibilitado um gran-
de avango nos métodos de sua identificagdo. Den-
tre eles, a eletroforese constitui poderosa ferra-
menta para a analise qualitativa e quantitativa de
compostos quimicos presentes na semente € em
partes da plantula. Portanto, pode ser usada para
caracterizar cultivares, pois cada uma delas pode
diferir das outras em uma ou mais proteinas, ou
constituintes enziméticos.

As proteinas (enziméaticas ou ndo) sdo a expres-
sfo mais direta dos genes, e a principal vantagem
desse uso, em relagfio A técnica descritiva classica,
¢ a de possibilitar a determinacio direta de uma
expressdo genética do organismo, independente-
mente das influéncias ambientais (Pontikis et al.,
citado por Machado et al., 1986). Além disso, os
estudos genéticos t€ém revelado predomindncia de
heranga monogénica, para as isoenzimas, razdo
pela qual, desde que as cultivares tenham pureza e
estabilidade genética, as expressdes de um grande
numero de isoenzimas podem ser sistematicamen-
te reproduzidas (Oliveira, 1976). Qutras vantagens
do uso da eletroforese de proteina, para a caracte-
rizagdo varietal, s3o: custo relativamente baixo
dos equipamentos, rapidez de analise, facilidade
de operagiio dos equipamentos e uso de pequenas
quantidades de homogenados de tecidos; ndo ¢
imprescindivel a purificagdo das proteinas.

Os estudos das proteinas em cereais, através da
eletroforese, iniciaram-se em 1960, com Schwartz,
citado por Oliveira (1977), trabalhando com mi-
lho. Na soja, as primeiras referéncias datam de
1967, quando Larsen, estudando 61 cultivares dos
Estados Unidos e Canad4, determinou a presenga
de 2] bandas de proteina, das quais uma, que de-
nominou “A”, era caracteristica de 13 cultivares,
enquanto que outra, denominada “B” (de migra-
¢do mais rapida que “A”), foi detectada nas restan-
tes 48 cultivares. Estes padrdes eletroforéticos
demonstraram serem estaveis e repetiveis, quando
usadas sementes da mesma cultivar, desenvoelvidas
em diferentes ambientes. Payne & Koszykowski
{1978) estudaram as isoenzimas de esterase de
sementes de 44 cultivares comerciais de soja. Usa-
ram SDS na extragio e posterior eletroforese de
disco em gel de poliacrilamida. Observaram a
existéncia de trés padrdes, com base na diferenga

Pesq. agropec. bras, Brasilia, v.29 n 11, p.1779-1787, nov. 1994

G. CAMPS ct al.

de intensidade (medida com o auxilio de um
densitdémetro) de duas das bandas.

Wagner & Mc Donald Junior (1981) analisa-
ram as enzimas amilase, fosfatase Acida, urease,
glutamato-oxalacetato transaminase, lactato desi-
drogenase e malato desidrogenase de 36 cultivares
comerciais de soja. As amostras foram obtidas em
sementes secas, e a técnica usada foi a de eletrofo-
rese de disco. Das seis enzimas estudadas, somen-
te a -amilase ¢ a urease apresentaram padrdes ele-
troforéticos diferentes entre as cultivares (dois pa-
drdes para cada enzima). Através da técnica ele-
troforética, nenhuma cultivar foi identificada ine-
quivocamente, mas somando estes resultados aos
de outras avaliagdes (cor do hilo, cor do hipocéti-
lo, atividade da peroxidase do tegumento da se-
mente), conseguiram identificar 15 das 36 cultiva-
res.

Para Cardy & Beverdorf (1984), existe sufici-
ente evidéncia para afirmar que, na medida em
que mais enzimas polimdrficas sejam incluidas
num sistema de caracterizagdo das cultivares, a
eletroforese de isoenzimas pode ser um instrumen-
to de identificagdo muito atil. Estes autores estu-
daram onze sistemas enzimaticos presenies em
cotilédones de plantulas de quatro dias, de 174
cultivares de soja. Desta forma, conseguiram
identificar 134 (77%) das cultivares, Quando os
padrdes eletroforéticos foram combinados com ca-
racteristicas morfolégicas (cor de flor, da pubes-
céncia e do hilo}, 0 nimero de cultivares identifi-
cadas foi de 165 (95%).

Com base nessas consideragdes, foram estabe-
lecidos os objetivos deste trabalho: a) ajuste e pa-
dronizagio do método de eletroforese para protei-
nas da semente, que ajude a diferenciar rapida-
mente as cultivares; b) caracterizagio eletroforéti-
ca das cultivares; ¢) caracterizagio morfoldgica de
sementes e plintulas através de alguns testes de
laboratdrio, d) identificagiio das cultivares em la-
boratério.

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas 20 cultivares comerciais provenien-
tes do Uruguai e do Rio Grande do Sul, que foram se-
meadas num experimento, no campo, em duas épocas.
Na maturidade, foram tomadas amostras de dez plantas
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de cada cultivar, em cada época, as quais foram usadas
para o estudo das caracteristicas da semente ¢ da eletro-
forese.

Caracterizagfio morfoligica
Sementes

Cor do hilo - Sabe-se, segundo Vernetti (1983), da
existéncia de sete cores do hilo: cinza, amarela (ou ver-
de), preta, preta imperfeita, marrom claro rosado, mar-
rom ¢ marrom avermelhado. As cultivares em estudo
foram incluidas em uma dessas categorias.

Forma da semente - Para cada época foi efetvada a
apreciagdo visual da semente, € as cultivares, classifica-
das como de semente esférica, esférica achatada, alon-
gada ou alongada achatada.

Brilho do tegumento - Para ¢ssa caracteristica, fo-
ram consideradas trés categorias: brilhante, intermedia-
rio ¢ fosco.

Atividade da peroxidase no tegumento da semen-
te - Este teste foi conduzido seguindo o procedimento
desctito por Buttery & Buzzell (1968). Cinco sementes
de cada cultivar e de cada época (total de dez sementes
de cada cultivar) foram utilizadas para caracterizar a
atividade da peroxidase das cultivares. Nos casos de
cultivares que apresentavam sementes com alta ativida-
de e outras com baixa atividade, foram usadas dez se-
mentes de cada época (total de 20 sementes).

Plantulas

Cor do hipocétilo - Esta caracteristica foi observada
no campo, mas é possivel usd-la em plantulas desen-
volvidas em casa de vegetagio, ou em climaras de ger-
minagdio. As cultivares foram classificadas como tendo
hipocétile de cor verde ou parpura.

Caracterizaciio eletroforética

Foi utilizada a técnica de eletroforese horizontal, em
gel de poliacrilamida. Usaram-se entre seis ¢ 20 semen-
tes para caracterizar cada cultivar.

Sistemas de tampiio

Foram usados dois: Sistema de tampio desconti-
nuo, descrite por Scandalios (1969), usado para a ob-
tengdio dos eletroforogramas de proteina (PROT) ¢ da
esterase (EST).

- Sistema de tampic continuo Tris-citrato pH 6.2.
Tampiio das pontes: 26.642 g de Tris 0.22 M, 18.072 g
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de 4cido citrico 0.086 M, 4dgua até completar 1000 ml;
ajuste do pH com NaOH. Tampéo do gel: 35 ml de
tampdo das pontes ¢ dgua até completar 1000 ml. Este
sistema adotou-se para a leucina aminopeptidase (LAP).

Preparo da amostra - Colocaram-se as sementes
imersas em 4gua destilada, durante aproximadamente
18 horas. Foram utilizados os seguintes tecidos: para
PROT, cotilédone; para EST, cotilédone e endosperma;
para LAP, eixo embriondtio. O endosperma da soja ¢
constituide, segundo Williams (1950), citado por
Gandolfi et al. (1983), por uma camada de células cbi-
cas repletas de aleurona ¢ véarias camadas de células pa-
renquimaticas comprimidas. Este tecido ¢ra retirado da
parte interna do tegumento, com o auxilio de uma pinga
de ago de ponta fina.

As quantidades de cada tecido, usadas como ‘amos-
tra, eram as seguintes: 10 mg de cotilédone, todo o eixo
embrionario (entre 9 ¢ 12 mg) ¢ 10 mg de endosperma.
A solugdo de extraglio estava constituida de nove partes
do tampdo B de Scandalios, uma parte de tampdo A ¢
0.15% de 2-mercaptoetanol. A melhor relagio do teci-
do: soluglo de extragfio foi de 1:3 para EST do endos-
perma, 1:2 para EST do cotilédone e 1:1 para LAP.

Antes da maceragdo do endosperma ¢ do cotilédone,
foi acrescentade 20% do peso da amostra em gelatina
em pé para analise, com a finalidade de melhorar a reso-
lugio das bandas.

As amostras eram entfio maceradas com um bastio
de vidro ¢ a solugéio sobrenadante absorvida em pegue-
nos retéingulos de papel Whatman 3 MM, de 4,00 mm x
1,5 mm, para posterior aplicag#o nos géis.

Preparo dos géis e migragio - Usaram-se géis a 6,
8 e 9%, sendo a composi¢Ao a seguinte: Cyanogum
(6,0 g, 8,0 g ou 9,0 g, scgundo a concentragio deseja-
da), 100 ml de tampdo, 0,1 ml de TEMED, 1,0 ml de
persulfato de aménio (sol. a 10%). Colocava-se o gel,
com as amostras aplicadas, a migrar em cubas eletroliti-
cas mantidas em cimara fria a 4°C.

Submetia-se o gel a uma diferenga de potencial ma-
xima de 10 V/cm linear, deixando-se migrar até que a
linha de frente, indicada por uma gota de azul de bromo
fenol colocada no orificio central, atingisse 9,0 cm,
desde o ponto de aplicagio. Apos a migraciio, o gel era
retirado cuidadosamente da canaleta e colocado em um
recipiente adequado, para a sua coloragéo.

Coloragiio dos géis - Para a EST, a técnica da reve-
lagio foi a de Scandalios (1969), com modificagdes:

I - Agua destilada : 20 ml

2 - Naphthyl acetato (1% em 1:1 acetona- 1,5 ml
-agua)

3 - Fast Blue RR salt :50ml
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4 - Tampao C :25ml TABELA 1. Cor do hipocétilo de 20 cultivares de
5 - Tampdo D 5ml soja.

O gel era incubado a 37°C, até o aparecimento das Cultivar Hipocotilo* Cultivar Hipocétilo
bandas, depois lavado com dgua de torneira e fixado
com solugdo 5:5:1 de Agua destilada-metanol-fcido A 6381 P Hood 75 P
acético. Bay P IAS 5 v

: . BR 8 P Ivora v

Para a LAP, empregou-se, também, o sistema descri- BR 12 P PEL 75004 p
to por Scandalios (1969), com algumas modificagdes: Bragg v Planalto P

. i i Braxton P Ransom P
1 - Agua destilada . o sl CEP 12 v Rendidora 627 v
2 - L-Leucyl -naphthylamide HC! dissolvi- CEP 16 P Rendidora 801 P

do em 0,5 ml de metanol ¢ 5 ml de Forrest v Rendidora J. Fé v

4gua destilada) 10 mg GaSoy 17 v RS 7 P
3 - Black-k Salt ou Fast Garnet GBC :20 mg
4 - Tampdo E - 25 ml * P: parpura; V: verde.
5 - Tampdo F 1 10 ml
g:;‘i’é‘fz&omm 2 3%) ; f B TABELA 2. Cor do hilo das sementes de 20 cultiva-

O gel era incubado, lavado e fixado, conforme des-
crito para EST,

Para a obten¢ie dos eletroforogramas da PROT, foi
seguida a seguinte técnica:

1 - Coomassie Blue 160 mg
2 - Fixador (5:5:1 de 4gua destilada-
-dlcool metilico-acido acético) : 100 ml

O gel era incubado a temperatura ambiente, até o
aparecimento das bandas; depois era descolorido com o
fixador citado acima.

Avaliagdo dos resultados - Foi feita a avaliagio
qualitativa e semiquantitativa dos zimogramas obtidos.

A avaliagio qualitativa foi efetuada através da medi-
da da distincia percorrida pelas isoenzimas, desde a
origem. Dividindo-se esta distdncia pela percorrida por
um banda padrio, calculou-se a mobilidade relativa.

A avaliagdo semiquantitativa foi feita segundo a
concentragdo das isoenzimas, expressa pela intensidade
das bandas, nos casos da EST do cotilédone e do en-
dosperma e da PROT.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Cor do hipocétilo

Os resultados obtidos encontram-se na Tabe-
lal.

Cor do hilo - Na Tabela 2 sdo apresentados os
resultados do estudo da cor do hilo das sementes.
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res de soja, em duas épocas de semeadu-

ra.

Cultivar  Cor do hilo*  Cultivar Cor do hilo
A 6381 Pl Hood 75 MCR
Bay MCR IAS 5 MCR
BR 8 MCR Ivora MCR
BR 12 MCR PEL 75004 MCR
Bragg P Planalto MCR
Braxton P Ransom P
CEP 12 MCR Rendidora 627 P
CEP 16 MCR. Rendidora 801 |
Forrest P Rendidora J. Fé M
GaSoy 17 MCR RS 7 MCR

* PL: preta imperfeita; MCR: marrom clare rosado;
P: preto e M: marrom.

No estudo das cultivares de cor de hilo preta,
foi observado, nas duas épocas, que, em algumas,
a cor do hilo ficava restrita ao hilo propriamente
dito, e, em outras, a cor extravasava tenuemente
para o tegumento circundante ao hilo. As cultiva-
res que apresentavam cor preta fora do limite do
hilo foram Forrest e Braxton. Nas restantes, a co-
loragdo limitava-se ao hilo. Se confirmada em
pesquisa posterior, esta poderia ser uma caracte-
ristica e incluir na descrigdo de cultivares de cor
de hilo preta.

Foi observado que a cor marrem claro rosado
apresentou diferengas de tonalidade nas diferentes
cultivares, entre plantas da mesma cultivar, e al-
guma variagio na intensidade de uma época para
outra, na mesma cultivar, como mencionado por
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Vernetti 1983). Além disso, nas cultivares A 6381
e IAS 5, em algumas plantas, a cor variava em in-
tensidade, até entre sementes da mesma planta.

Forma da semente ¢ brilho do tegumento -
Quanto 4 forma da semente, pode-se observar, na
Tabela 3, que em seis das cultivares ocorreu varia-
¢do, conforme a época da semeadura. Isto pode ser
atribuido ao fato de que, quanto mais cheia e mai-
or a semente (como sdo em geral as da primeira
época), maior a tendéncia de que ela se desenvol-
va ‘mais no sentido da largura e comprimento do
que na espessura, dando a aparéncia de esférica
achatada. Segundo Payne (1979), a variagdo na
forma das sementes da mesma cultivar pode ser
devida 4 posi¢io da semente na vagem ¢ pode es-
tar influenciada pelas condigdes ambientais, du-
rante o seu enchimento.

Na caracteristica brilho do tegumento, pode-se
observar que duas das cultivares foram classifica-
das em categorias diferentes, em cada época. As
sementes foram manipuladas cuidadosamente com

TABELA 3. Forma da semente ¢ brilho do tegumen-
to, em cada época de semeadura.

Forma da Brilho do
semente* tegumento**
Cultivares
1% 22 1* 2",
época época época época
A 6381 E E B B
Bay EA E 1 1
BR 8 EA E F 1
BR i2 EA E F F
Bragg E E B B
Braxion EA E B B
CEP 12 E E 1 1
CEP 16 EA E B B
Forrest EA EA I I
Gasoy 17 E E 1 I
Hood 75 EA EA I I
IAS 5 EA EA H I
Ivora EA EA F F
PEL 75004 EA EA F F
Planalto EA EA 1 B
Ransom E E B B
Rendidora 627 E E B B
Rendidora 801 E E [ 1
Rendidora J. Fé E E 1 [
RS 7 EA E F F

* E: esférica e EA esférica achatada.
** B: brilhante; [: intermédio ¢ F: fosco.
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pinga de ago, para evitar que o contato com as
mios pudesse depositar cleosidade no tegumente
e, com isso, modificar o brilho natural, o que, se-
gundo Payne (1979), pode ocorrer.

Atividade da peroxidase no tegumento da
semente - Na Tabela 4 sd3o apresentados os resul-
tados do teste da atividade da peroxidase no tegu-
mento da semente.

A peroxidase catalisa a reagio de degradagio
do H;O, em H,0 e ¥ O,. Quando a peroxidase
tem alta atividade, a quantidade de O, liberado re-
age com o guaiacel, produzindo a coloragio mar-
rom-avermelhado. A auséncia dessa cor indica
baixa atividade da peroxidase (reagdio negativa).

Eletroforese

Esterase - Foi observado que diferentes formas
moleculares desta enzima estavam presentes no
cotilédone e no endosperma, resultando em pa-
drées diferentes para cada um desses tecidos.

Esterase do cotilédone - Nas cultivares estu-
dadas, foram observados dois padrdes eletroforéti-
cos, denominados A (presente em 12 cultivares) ¢
B (encontrado em oito cultivares), apresentados na
Fig. 1. Um terceiro padrio, denominado C, foi en-
contrado em uma planta atipica da cultivar [AS 5
e em outra planta atipica da cultivar Ivora.

Estudando o padrio anddico de 20 cultivares,
Andrade & Heidrich-Sobrinho (1980), utilizando
gel de amido no sistema de tamp#o descontinuo de
Scandalios (1969), também observaram a exis-
téncia de dois padrdes eletroforéticos.

Esterase do endosperma - Neste tecido, a EST
apresentou bandas de maior mobilidade que no

TABELA 4. Atividade da peroxidase no tegumento
da semente, nas duas épocas de semea-

dura.

Cultivar  Ativ.* Cultivar Ativ. Cultivar - Ativ.
A 6381 - CEP 16 + Planalto +
Bay + Forrest + Ransom +, -
BR 8 + GaSoy 17 + Rendidora 627 -
BR 12 + Hood 75 + Repdidora 801 +
Bragg - IAS 5 + Rendidora J. Fé +
Braxton +, - Ivora + RS7 -
CEP 12 + PEL 75004 - - -

* +; alta atividade; - baixa atividade e +, - sementes com alta ativida-
de e sementes com baixa atividade.
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FIG. 1. Padroes de eletroforéticos da esterase do
cotilédone da semente de soja.

cotilédone, mas ndo evidenciou diferengas entre as
cultivares, resultando em um sé padrio, conforme
Fig. 2.

Leucina aminopeptidase - Foram observados
dois padrdes eletroforéticos denominados A
(presente em quinze das cultivares) e B (presente
em trés cultivares). Duas cultivares, BR 8 ¢ PEL
75004, apresentaram plantas com padrio A e
plantas com padriio B. Essas duas cultivares sio
otiginarias do mesmo cruzamento (Tabela 5).

A existéneia de variabilidade intravarietal tam-
bém foi observada, entre outros, por Cardy &
Beversdorf (1984), que, estudando onze sistemas
enziméaticos de 174 cultivares, encontraram, em 62
{36%) delas, duas ou mais sublinhas isoenziméti-
cas diferentes. Este fato nfo ¢ inesperado, desde
que a uniformidade isoenzimatica ndo tem sido
selecionada pelos melhoristas.

A diferenga entre os padrdes A e B estd basea-
da na mobilidade de uma das bandas, tal como ¢
observado n Fig. 3.

Proteinas - Com o método estabelecido, foram
observados dois padrdes eletroforéticos entre as
cultivares estudadas. O padrio denominado A foi
observado na cultivar Forrest, e o B, nas restantes.

Na mesma planta atipica que apresentou padrio
C para EST do cotilédone, foram observadas se-
mentes com padrdo B, outras com um padrio de-
nominado C e outras com um padrio hibrido de B
x C, o que indica possivel segregagio.
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FIG. 2. Padriio eletroforético da esterase do endos-
perma da semente da soja.

Os padrdes encontrados sdo apresentados na
Fig. 4.

As condi¢Bes de extragdo das proteinas e a
técnica eletroforética usadas neste trabalho dife-
rem das usadas por Larsen (1967) e das usadas por
Orf et al. (1980), ndo permitindo a comparagio
dos resultados. Nesses estudos, Larsen (1967) ob-
servou, enfre 61 cultivares, a existéncia de dois
padrdes, enquanto Orf et al. (1980), trabalhando
com 3.338 cultivares e linhagens, observaram a
existéncia de seis padrdes.

Padroniza¢io eletroforética das cultivares -
Na Tabela 6 sio apresentados os padroes eletrofo-
réticos da protefna e das enzimas, caracteristicos
de cada cultivar,

Através das proteinas e duas enzimas, foi pos-
sivel identificar inequivocamente as cultivares
IAS 5 e Forrest, ficando as restantes agrupadas da
seguinte forma: dois grupos de duas cultivares, um
grupo de trés cultivares, ¢ outro de onze cultiva-
res. Essa pequena diferenciagdo entre as cultivares
era esperada, em face dos resuitados obtidos pelos
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TABELA 5. Genealogia das cultivares.

A6381 N 723038 - Essex
Bay York - R 62-550

BR § Bienville - Hampton

BR 12 Bienville - Hoed

Bragg Jackson - D 49-2491

Braxton F 59-1505 x Bragg - D 60-7965

CEP 12 Bragg - Hood

CEP 16 IAS 2 - Pérola

Forrest Dyer - Bragg

GaSoy 17 Bragg - Hood

Hood 75 Composta de 12 linhas F4 do 7°. re-
trocruzamento Hood 8 - Arksoy

IAS 5 Hill x Roancke - Ogden

fvord Davis - Shinanomejiro x Howgyoku -
Am. comum

PEL 75004 Bienville - Hampton

Planalto Hood - Kedelee STB 452

Ransom . N 55-5931 - N 55-3818 x D 56-1185

Rendidora 627 Wabash x Boone - CNS

Rendidora 801 Bragg - Halesoy 71

Rendidora

Juan. Fé Halesoy 71 - Bragg

RS 7 Ivora - PI 80837

autores citados € dada a estreita base genética das
cultivares estudadas. Conforme consta na Tabe-
la 5, cinco cultivares tém a Bragg como um dos
progenitores, € uma cultivar a tem como mie de
um dos seus progenitores, sendo que a cultivar
Hood (da qual deriva Hood 75) ¢ progenitor de
quatre das cultivares, enquanto a Ivora foi usada
como receptora de polen no cruzamento que deu
origem a RS 7. A cultivar Bienville foi usada
como mie nos cruzamentos que deram origem a
PEL 75004, BR 8 e a BR 12. As cultivares GaSoy
17 e CEP 12 tém os mesmos progenitores (Hood e
Bragg), assim como BR 8 ¢ PEL 75004 (Bienville
e Hampton), Rendidora Juan F¢ ¢ Rendidora 801
(Halesoy 71 ¢ Bragg).

Considerando a estreita base genética que, em
geral, existe nas cultivares comerciais de soja, faz-
-se necessario, para aumentar a diferenciagdo atra-
vés dos padrdes eletroforéticos, trabalhar com um
maior numero de enzimas, e dessa forma possibili-
tar a anilise de uma porgfio maior do genoma. Foi
assim que Cardy & Beversdorf (1984), utilizando
onze sistemas enzimaticos, conseguiram identifi-
car 77% das 174 cultivares estudadas.
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FIG. 3. Padréoes eletroforéticos de leucina amino-
peptidase do eixo embrionirio da semente de
soja.
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TABELA 6. Padrdes eletroforéticos de 20 cultivares
de soja.

G. CAMPS et al.

TABELA 7. Chave para identificacio de 20 cultiva-
res de soja.

Cultivares

A 6381, Bay, BR 12, Braxton, CEP 12,
CEP 16, GaSoy 17, Hood 75, Ivora,
Planalto e RS 7

Bragg, Ransom ¢ Rendidora 627
Rendidora 801 ¢ Rendidora Juan Fé
BR 8 e PEL 75004

IAS 5

A-A-B
A-B-B
A-A,B-B
A-B-A
B-A-B Forrest

Proteina - leucina aminopetidase - esterase do coti-
lédone.

Identificagfio das cultivares

A identificagdio de cultivares usando uma
combinagéio de testes de laboratério € um impor-
tante auxilio para os organimos encarregados da
certificagdo de sementes, pois possibilita rapida
verificagdio da identifidade dos lotes e permite
comprovar s¢ a pureza varietal de um lote € acei-
tavel, para posterior semeadura dentro do esquema
de certificagfio. Este tipo de teste também ¢ de in-
teresse para melhoristas e bancos de germoplas-
mas, pelo fate de permitir a detec¢do de gendtipos
discrepantes do padrio da cultivar e evidenciar
mudangas na pureza genética de um estoque de
sermente genética ou bésica.

Na Tabela 7 & apresentada uma chave para a
identificagdo das cultivares estudadas, usando a
cor do hilo, a cor do hipocétile, reagio a atividade
da peroxidase, e alguns padroes eletroforéticos.

A Tabela 7 mostra que dez cultivares puderam
ser identificadas inequivocamente através dos
testes rapidos, enquanto que as restantes ficaram
agrupadas da seguinte forma: um grupo com duas
cultivares, um grupo com trés cultivares e outro
grupo com cinco cultivares.

Dentre os testes de laboratério efetuados, a
¢letroforese é ¢ que tem maior potencialidade, j4
que outros sistemas enzimaticos conhecidos po-
dem ser analisados ¢ novas enzimas podem ser
pesquisadas.

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.29, n.11, p.1779-1787, nov. 1994

Hilo marrom Rendidora Juan Fé
Hilo preto imperfeito A 6381
Hilo preto imperfeito ¢ MCR* RS 7
Hilo matrom claro rosado
Hipocatilo verde

Leucina aminopeptidase B IAS 5
Leucina aminopeptidase A CEP 12, GaSoy 17 ¢
Ivori
Hipocétilo parpura
Peroxidase - PEL 75004
Peroxidase +
Leucina aminopeptidase A, B BR 8

Leucina aminopeptidase A Bay, BR 12, CEP 16,
Hood 75 e Planalto
Hilo preto

Hipocétilo verde

Peroxidase + Forrest

Peroxidase - Bragg ¢ Rendidora 627
Hipocotilo purpura

Peroxidase + Rendidora 801
Peroxidase +, -

Esterase do cotilédone A Braxton

Esterase do cotilédone B Ransom

* Marrom claro rosado.
CONCLUSGES

1. As caracteristicas “forma da semente” ¢
“brilho do tegumento” tém apenas valor comple-
mentar (ou mesmo secundério), para a caracteri-
zacdo de cultivares de soja.

2. Os padrdes da eletroforese, gragas a repeti-
tibilidade dos resultados, séo de grande confiabili-
dade para a caracterizag@io de cultivares ¢, conse-
qilentemente, tém grande potencial de uso, ja que
outros sistemas enzimaticos e outras técnicas ele-
troforéticas podem ser usadas ou vir a ser revela-
das.

3. Acrescentando o equivalente a 20% do peso
da amostra de gelatina em p6, na homogeneizagio
dos tecidos, melhora-se a resolucio das bandas da
esterase do cotilédone e da proteina,

4. Acrescentando 8% de sucrose no preparo do
gel, melhora-se a resolugdo das bandas da esterase
do cotilédone.

5. Acrescentando 2% de amido solavel no pre-
paro do gel, obtém-se melhor separagdo de bandas
de leucina-aminopeptidase.
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6. A varia¢iio na tonalidade da cor do hilo,
dentro e entre cultivares de uma mesma cor, prin-
cipalmente as de preta imperfeita ¢ de marrom cla-
ro rosado, merece ser pesquisada com profundida-
de, a fim de esclarecer suas causas.

7. Justifica-se o estudo, em futuros trabalhos,
das causas do extravasamento da cor ao redor do
hilo, em cultivares de hilo preto, visando sua pos-
sivel inclusfio como caracteristica util & descrig8o
de cultivares.
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