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Foram testados 28 primers de microssatelites nos quatro bulks de DNA das sementes.
Nenhum dos primers testados identificou polimorfismo entre o DNA das subamostras com
coloracao atipica do hilo e a amostra-padrao da cultivar BRS Raimunda. Nas Figuras de 1 a 5,

# comum observar variacées na cor do hilo, em razdo das influéncias ambientais, em cultivares
Ede soja. Temperaturas altas, associadas ou nao a ocorréncia de veranicos, durante a fase de
desenvolvimento da semente, normalmente contribuem para modificar a coloracao tipica do

hilo. podem ser observadas as fotos dos geéis contendo os perfis de bandas dos 28 primers testados.
Um mesmo tamanho de fragmento, amplificado por cada um dos primers foi observado entre as
subamostras.

Na safra 2001/2002, durante a producao de semente genética da cv. BRS Raimunda, foram
observadas variacoes na cor do hilo dessa cultivar pela primeira vez. Alguns hilos apresentaram a
coloracao tipica preta, outros apresentaram descoloracao parcial do preto, passando a cinza e,
também, descoloracao total, passando a marrom-claro (MOREIRA et al., 2002).

O objetivo deste trabalho foi verificar a pureza genética de um lote de semente genética de soja da

cultivar, com variacao na cor do hilo de algumas sementes. | Satt163 |
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Para esse teste foram utilizadas sementes consideradas atipicas na avaliacao visual da pureza
genética de sementes da cultivar BRS Raimunda, apresentando variacao na cor do hilo, produzidas na
Fazenda Sucupira, em Brasilia, DF. As sementes atipicas foram agrupadas em trés subamostras:
(1) hilo com aspecto preto/cinza (“intermediario”); (2) hilo claro com aspecto cinza; (3) hilo claro com
aspecto marrom. Também foram tomadas sementes-padrao da cultivar em avaliacao, com coloracao
normal do hilo na cor preta. Os testes de laboratorio foram realizados na Embrapa Soja, em
Londrina, PR.
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Figura 2. Géis contendo perfis de bandas dos primers Satt163,
Satt181, Sat_105, Satt183 e Satt167. (1- hilo com aspecto
preto/cinza intermediario); 2- hilo claro com aspecto cinza; 3-
hilo claro com aspecto marrom; 4- hilo na cor preta, padrao
normal das sementes).

Figura 1. Géis contendo perfis de bandas dos primers Satt184,
Sat_001, Satt146, Sat_064, Sat_094. (1- hilo com aspecto
preto/cinza (intermediario); 2- hilo claro com aspecto cinza; 3-
hilo claro com aspecto marrom; 4- hilo na cor preta, padrao
normal das sementes).
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Extracao de DNA e composicao dos bulks de DNA

A extracao do DNA das sementes foi realizada de acordo com o protocolo descrito por McDonald
etal. (1994), com algumas modificacoes, conforme descrito por Schuster etal. (2004).

Seis sementes de cada uma das subamostras foram submetidas a extracdo de DNA,
individualmente. Depois da extracao, a mesma quantidade da solucao, contendo o DNA de cada uma
das sementes de cada subamostra, foi "aliquotada” e adicionada em um mesmo microtubo para formar
o bulk de DNA de cada subamostra.

Extracaodo DNA

De cada semente, foram cortadas fatias de 20 e 30 mg do cotilédone. Esses fragmentos foram
colocados em tubos de microcentrifuga com capacidade para 1,5 mL e foram adicionados 300 pL de
tampao de extracao (Tris-HCI 200 mM, pH 7,5, NaCl 288 mM, EDTA 25 mM e SDS 0,5%o).

Os fragmentos foram macerados com pistilo, acrescentando-se mais 700 pL do tampao de extracao,
sendo a mistura homogeneizada por um minuto em agitador do tipo vortex. Os tubos foram
centrifugados por 4 minutos a 10.144 g, sendo o sobrenadante transferido para um novo tubo e
centrifugado novamente por 4 minutos a mesma velocidade. O sobrenadante foi transferido para
outro tubo e foram adicionados 10 pL de proteinase K(10 mg/mL) e 10 pL de CaCl2 1 mM para remocao
das proteinas, em banho-maria a 37 °C por 30 minutos.

Apos resfriamento a temperatura ambiente, foram adicionados 900 pL de isopropanol a cada tubo
para precipitar o DNA, e os tubos foram centrifugados por 7 minutos a 10.144 g. O sobrenadante foi Satt07g
descartado e o precipitado foi secado por 15 minutos a temperatura ambiente. Para a eliminacao de
RNA, o precipitado foi ressuspendido em 300 pL de TE (Tris-HCI 10 mM, pH 7,5 e EDTA 1 mM), contendo 3
40 uL/mL de RNAse a 10 mg/mL. Os tubos foram novamente colocados em banho-mariaa 37 °C por 30 0
minutos e, em seguida, a precipitacao com isopropanol foi repetida. O sobrenadante foi descartado, o === it ST — —
precipitado foi secado e o DNA foi ressuspendido em 300 pL de TE. Os testes de qualidade e a
quantificacao do DNA foram feitos em gel de agarose 0,8%, contendo 0,2 ug/ mL de brometo de etidio.
Foram aplicados 7 pL de cada amostra de DNA, com 3 pL de corante tipo IV (azul de bromofenol 0,25%
e sacarose 40%). O DNA foi quantificado no gel por comparacao com padroes de DNA de concentracoes
conhecidas. Apos a quantificacao, o DNA foi diluido em TE para uma concentracaode 10 ng/pL.
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Figura 4. Géis contendo perfis de bandas dos primers Sat_038,
Satt586, Satt045, Satt042, Satt 038, satt030 e GMABAB. (1-
hilo com aspecto preto/cinza (intermediario); 2- hilo claro com
aspecto cinza; 3- hilo claro com aspecto marrom; 4- hilo na cor
preta, padrao normal das sementes).

Figura 3. Géis contendo perfis de bandas dos primers Sat_099,
Satt156, Satt 100, Sattl75, Sat_127 e Sat244. (1- hilo com
aspecto preto/cinza (intermediario); 2- hilo claro com aspecto
cinza; 3- hilo claro com aspecto marrom; 4- hilo na cor preta,
padrao normal das sementes).
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Amplificacao do DNA
As reacoes de amplificacao de microssatélites foram realizadas conforme descrito no trabalho
realizado por Schuster et al. (2004). Os primers utilizados para a realizacao do teste, a maioria

proposta no trabalho citado acima, estao bem distribuidos no mapa genético da soja (Cregan et al.,
1999) e encontram-se descritos na Tabela 1.

SRR

As reacoes de amplificacao de
microssatélites foram feitas em um
volume total de 25 pyL, contendo Tris-
HCI 12,5 mM (pH 8,3), KCI 62,5 mM,

Figura 5. Géis contendo perfis de bandas dos primers Sat_128,
Satt079, Satt307, Satt460. (1- hilo com aspecto preto/cinza
(intermediario); 2- hilo claro com aspecto cinza; 3- hilo claro
com aspecto marrom; 4- hilo na cor preta, padrao normal das

Sementes de soja da cultivar BRS Raimunda com coloracao
padrao e com variacao na cor do hilo.

Tabela 1. Relacao dos primers utilizados para a determinacaoda
pureza genética de sementes da cultivar de soja BRS Raimunda.
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