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INTRODUCAO

Uma das principais exigéncias do mercado ¢ a qualidade das sementes. As sementes
apresentam todos os genes que identificam as caracteristicas da cultivar. Para que se tenha
sementes de qualidade o manejo da producdo deve ser conduzido com toda atengdo sobre os
fatores que interferem na qualidade da mesma. Esses cuidados vdo da semeadura até a
comercializacdo garantindo sementes de qualidade fisiologica, genética, sanitaria e pureza,
oferecendo sementes com uma real garantia para o comércio.

Um método muito utilizado para identificacdo de contaminacgdo varietal € o teste de
peroxidase. Este teste € caracterizado pelas enzimas encontradas na maioria dos tecidos vivos
dos vegetais e ¢ no tegumento das sementes de soja que se encontra em maior concentragao,
onde varia de acordo com a cultivar, permitindo a identificagdo de misturas com outras
cultivares (CAMPA, 1991).

O teste de peroxidase ¢ um método simples e de baixo custo, porém, deve-se tomar
muito cuidado no manuseio e na sua interpretacdo, pois sementes que apresentam umidade
acima de 12% e contém parte do cotilédone ou do eixo embrionario no tegumento, levam a
testes falsos. Em casos assim e se houver dupla reacao no teste da mesma cultivar, recomenda-
se 0 uso de marcador, pelo fato do genotipo estar sendo avaliado, o que d4 uma maior garantia

nos resultados. A alta atividade é resultado da presenca de, pelo menos, um alelo dominante
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(EpEp) ou (Epep), enquanto que baixa atividade resulta da presenca do par recessivo (epep)
(COSTA et al., 1979).

Peroxidases sdo enzimas encontradas na forma soluvel e idnica que sdo ligadas a parede
das células, presente nos tecidos vegetais, animais e de micro-organismos. A enzima peroxidase
encontrada na planta tem grande importancia para a integridade estrutural das paredes celulares
agindo na biossintese de lignina, na suberiza¢do (impermedaveis a agua) e na formagdo de
ligagdes covalentes cruzadas entre a celulose, pectina e outros constituintes da parede celular
(CLEMENTE et al., 1998).

As enzimas peroxidases tem grande importdncia para as plantas, no seu
desenvolvimento e na diferenciacdo e desenvolvimento celular, além disso, defendendo-as
contra patdgenos e estresses bidticos e abidticos, na biossintese e degradacdo da lignina, na
remocao de perdxido de hidrogénio e na oxidacdo de produtos toxicos (MENEZES et al., 2004).

Na ocorréncia de diferentes reagdes no teste de peroxidase a principio existem trés
possibilidades dessa variagdo: mistura varietal, ou encontrar parte do cotilédone ou do eixo
embriondrio junto com o tegumento utilizado no teste, ou ainda a cultivar apresentar reacao
positiva e negativa da peroxidase (ZABOT, 2009).

Durante o desenvolvimento de novas cultivares em programas de melhoramento
genético a analise das sementes tem grande relevancia para verificar a qualidade das mesmas,
tendo em vista se 0 método do melhoramento genético esta funcionando, assim, podendo dar
continuidade. Para o lancamento de uma nova cultivar testes e analises das sementes sao
fundamentais para comprovar sua pureza fisica e varietal, ou seja, avaliar suas caracteristicas
qualitativas mediante a outras cultivares, e este ¢ um dos processos que mais preocupa oS
melhoristas, pelas chances da ocorréncia de similaridades genéticas existentes em cultivares

que ja estdo no mercado, podendo impedir seu langamento (ZORATO et al., 2011).

MATERIAIS E METODOS

Uma das formas de identificar a contaminagao varietal das sementes ¢ a realizagao do
teste de peroxidase, com isso, garante a pureza da tecnologia que a semente desejada apresenta.
Na CCGL - TECNOLOGIA/FUNDACEP, o teste de peroxidase foi realizado em um
laboratorio especifico para o procedimento, a empresa opta na realizacdo do teste por ser de
baixo custo e de grande importancia, dando garantia para dar sequéncia no programa de

melhoramento genético.
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Na cultura da soja o tegumento das sementes apresenta uma reacdo da enzima
peroxidase, permitindo a identificagdo e separacdo das cultivares em dois grupos: um com alta
atividade, que apresenta reagdo positiva e outra com baixa atividade, designada como reagao
negativa.

Para inicio do processo selecionava as sementes que originariam uma nova parcela no
proximo ensaio. Dessas foram utilizadas 20 sementes para realizagio do teste e, quando o teste
foi realizado em origens de planta se utilizava 10 sementes. Tendo como auxilio um bisturi, ¢
feito dois cortes em forma de V e retirado uma parte do tegumento. Este ¢ um procedimento
que necessita de muito cuidado para nao deixar aderido ao tegumento nenhum fragmento do
eixo embrionario ou dos cotilédones, pelo fato de interferir no resultado do teste, como ja foi
visto anteriormente.

Os tegumentos foram colocados individualmente em tubos de ensaio e a cada tubo
adiciona-se 10 gotas de solugdo alcodlica de guaiacol a 0,5% (Figura 1 A). Ap6s 10 minutos,
adiciona-se uma gota de solucdo aquosa de agua oxigenada (H20z) 40 volumes (1.32) (Figura
1 B). A solucdo aquosa de agua oxigenada ¢ obtida utilizando-se 1 parte de H2O2 (40 volumes)
para 32 partes de agua destilada, todo esse processo ¢ realizado dentro de uma capela (Figura

2) para evitar que os produtos se misturem com o ar no interior do laboratério podendo intoxicar

as pessoas que ali trabalham.

Figura 1 — Solucio guaiacol a 0,5% (A);i Solu¢iio aquosa de agua igenada (B).

Fonte: Werlang (2015).
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Figura 2 — Capela utilizada para introduzir as solu¢cdes nos tubos de ensaio com
tegumento.

Fonte: Werlang (2015).

A avaliacdo foi realizada apds 1 a 3 minutos, onde se observou a formagdo ou nao de
coloracdo da solucdo e do tegumento no interior do tubo de ensaio.

Ocorre reacao positiva quando as cultivares apresentam alta atividade da peroxidase no
tegumento produzindo uma coloragdo marrom avermelhada intensa. Ja para ocorréncia de
reagdo negativa ¢ quando as cultivares dotadas de baixa atividade da peroxidase ndo mostram
alteracdo quanto a coloragao.

Reagdo a enzima peroxidase negativa, pode ocorrer leve pigmentagdo do tegumento em

algumas sementes, porém jamais pigmenta a solugdo reagente.

Figura 3 — Reacdo negativa do teste de peroxidase (A); Reacio positiva do teste de
peroxidase (B).
m— R ¥ W )

Fonte: Werlang (2015).

Na ocorréncia de mistura da reagdo ao teste, ou seja, encontrar reacao negativa e positiva

no mesmo teste de uma cultivar, a mesma era eliminada do programa de melhoramento
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genético. E importante salientar que todo o processo do teste de peroxidase deve-se evitar o uso

de recipientes plasticos pois o guaiacol reage com o plastico.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Com a diversidade de cultivares de soja e com a pouca diferenca genética entre elas,
fica cada vez mais dificil a identificacdo de cultivares e a verificacao de contaminacao varietal
e por isso pesquisadores desenvolveram métodos que facilitam na identificacdo desses
problemas.

O teste de peroxidase por ter grande importancia nos programas de melhoramento
genético tem uso fundamental pelos melhoristas, por garantir e facilitar na identificacdo de
contaminagdo de futuras cultivares que estdo sendo conduzidas e avaliadas pelos condutores
dos materiais em pesquisa.

Apesar de ser um teste de facil realizacdo muitas vezes o minimo detalhe pode
comprometer todo o resultado, no entanto, deve-se tomar muito cuidado no manuseio € na sua
interpretacdo, pois sementes que apresentam umidade acima de 12% e contém parte do
cotilédone ou do eixo embriondrio no tegumento, levam a testes falsos, na interpretacao deve-
se ter cuidado pelo fato que em resultados negativos muitas vezes o tegumento sofre uma
pequena pigmentagdo, mas a solu¢do nao muda de cor.

O processo do teste de peroxidase por ser de facil realizacdo, baixo custo e apresenta
resultado imediato ¢ muito usado por empresas que desenvolvem pesquisas de melhoramento
genético. Quando realizado o teste de peroxidase e ndo ocorrendo mistura possibilita o
melhorista a dar continuidade nas pesquisas desse material, garantindo assim que tenha maior
possibilidade de chegar a uma nova cultivar por ndo apresentar mistura, mas ndo basta s6 ser
livre de contaminacao para poder langar no mercado ¢ também preciso apresentar caracteristicas
desejaveis e superiores, atendendo os objetivos do melhorista e as expectativas do mercado. Ja
na ocorréncia de mistura da reacdo ao teste, ou seja, encontrar reagdo negativa e positiva no

mesmo teste de uma cultivar, a mesma ¢ eliminada do programa de melhoramento genético.

CONCLUSAO

Nenhuma das cultivares testadas apresentam reag¢do positiva e negativa na mesma

reacdo, indicando que as cultivares ndo apresentaram mistura varietal.



KA

AGROTEC

2 y
j‘i> i A 4° Simpésio de Agronomia

nnnnnnnnnnnnnnnnnnn e Tecnologia em Alimentos

Com o aumento de cultivares de soja a cada ano que passa, com uma grande diversidade
no mercado apresentando as mesmas tecnologias, fica cada vez mais dificil para os melhoristas
identificar certas cultivares para diferencia-las das que ja estdo no mercado e poder langa-las.
Isto € um fato que exigira novas tecnologias para identificacao das cultivares e uma delas sera

a exigéncia de marcadores moleculares.
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