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1. INTRODUCAO

Com a crescente expansdo da cultura da soja no Brasil, novos
cultivares adaptados a essas 4reas tém sido desenvolvidos. Por essa razdo, a
caracterizagdo precisa dos cultivares torna-se cada vez mais necesséria (15).
A 1dentificagdo de muitos cultivares de soja € dificil, em razdo do grande
namero de caracteristicas morfolégicas em comum, resultantes da estreita
base genética dos programas de melhoramento dessa espécie (2, 6, 14).
Portanto, a caracterizacdo de cultivares de soja baseada apenas nos aspectos
externos da planta e sobretudo da semente € insuficiente, havendo
necessidade da utilizagdo de procedimentos complementares, os quais
permitem a pronta separacdo dos cultivares.

A enzima peroxidase, embora amplamente distribuida no reino
vegetal e ocorrendo na maioria dos tecidos vivos, ainda néo teve o seu papel
fisi0légico totalmente elucidado (/7). Pode estar envolvida na oxidacgdo da
auxina (/0), nos mecanismos de resisténcia a doengas (/2, 16), na formagao
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da parede celular (8), na regulagcdo da permeabilidade das membranas (7) e
na dorméncia de sementes, por meio do controle da entrada de oxigénio
através do tegumento da semente (9).

BUTTERY e BUZZELL (3) separaram diversos cultivares de soja em
dois grupos, com base na atividade alta ou baixa da peroxidase no
tegumento da semente. Para isso, utilizaram dois métodos: um teste rapido
baseado na utilizacdo do reagente guaiacol e um teste envolvendo
eletroforese em gel de poliacrilamida. Posteriormente, BUZZELL e
BUTTERY (4) demonstraram, por meio de andlises genéticas, que as
atividades alta e baixa da peroxidase no tegumento da semente de soja sao
controladas por um gene maior, Ep. Este, com dominfincia completa, produz
a atividade alta, e o seu alelo recessivo, ep, a atividade baixa. Os autores
constataram, ainda, que o controle da atividade est4 no tecido maternal e nao
no endosperma ou no embrido.

COSTA et alii (6) utilizaram a atividade da peroxidase do tegumento
da semente para separar cultivares comerciais de soja plantados no Brasil.
Entre os 47 cultivares analisados, constataram a existéncia de dois grupos:
um de 33 cultivares apresentando reagfes positivas e outro de 13, negativas.
Apenas um cultivar apresentou reacdo positiva e negativa, provavelmente
em conseqiiéncia de mistura varietal.

O presente trabalho teve como objetivo utilizar a atividade das
isoperoxidases no tegumento da semente, para caracterizar 14 cultivares
comerciais de soja cultivados no Brasil e para detectar a presen¢a ou ndo de
hibridacdo em um cruzamento envolvendo cultivares contrastantes.

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados os cultivares Bossier, Cristalina, Doko, Garimpo,
JAC-8, IAC-12, Parand, Paranagoiana, Paranaiba, Primavera, Santa Rosa,
Uberaba, UFV-1 e UFV4.

Foram realizados cruzamentos entre os cultivares Bossier € Uberaba,
dos quais obtiveram-se 47 sementes supostamente F;, que, por
autofecundacdo, produziram 47 lotes de sementes tidas como F,. Retirou-se
amostra de 10 sementes de cada um desses lotes para verificar a ocorréncia
ou ndo de hibridacdo. O restante das sementes de cada lote foi armazenado.
As 47 amostras foram subdivididas em trés conjuntos de 12 e um de 11
amostras. Cada conjunto foi analisado, juntamente com 0s progenitores, no
mesmo gel.

Inicialmente, procedeu-se a analise eletroforética da enzima
peroxidase (PO; E.C. 1.11.1.7) de extratos de tegumentos dos 14 cultivares.
Foram analisadas 10 repeticOes, cada uma formada pelo conjunto dos 14
cultivares, avaliados em um unico gel. Desenvolveu-se a eletroforese a,
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aproximadamente, 4°C, em géis de amido de milho (maisena), a 12%. No
preparo dos géis, empregaram-se 42 g de amudo em 350 ml de solugao-
tampao, conforme descrito por CONKLE et alii (5).

As sementes foram pré-embebidas por 24 horas em papel germiteste,
umedecido com Aagua desmineralizada, em germinador a 27°C. Essa
operagao facilitou a retirada do tegumento, do qual tomou-se 1/3, que foi
macerado em 0,5 ml do tampao do gel.

O sistema-tampao empregado no preparo do gel foi uma diluigio de
1:15 do sistema-tampao Tris 0,135 M e acido citrico 0,043 M, pH 7,0,
utilizado nos eletrodos (13). Os géis foram preparados com antecedéncia e
resfriados a temperatura ambiente. Em seguida, foram levados ao
refrigerador por, aproximadamente, uma hora antes da aplicacio das
amostras e execugao da eletroforese.

As amostras, ap6s maceradas a frio, produziram, apés filtragio em
lengo de papel, extrato que fo1 absorvido em tiras de papel cromatografico
Whatman 3 MM (10 x 4 mm), as quais foram aplicadas seqgiiencialmente no
gel, a 4 cm de uma das extremidades, no corte transversal previamente
realizado (7).
| Fez-se, inicialmente, uma pré-comrda eletroforética de 30 minutos a
150 V, para liberar as enzimas das tiras de papel, contendo o extrato, para o
gel. Apés esse tempo, as tiras de papel foram retiradas e a voltagem ajustada
para 300 V, a qual permaneceu constante até o final da corrida, o que se deu
quando a frente de migragao atingiu a distancia de 8 cm a partir da origem.

Apés a eletroforese, o gel foi cortado horizontalmente em quatro
laminas de, aproximadamente, 2 mm de espessura. Descartaram-se as duas
externas e coraram-se as outras duas. O protocolo para revelagio da
atividade da peroxidase foi o proposto por SHAW e PRASAD (/3), que
utiliza solugio composta de 50 mg de 3-amino-9-etil carbazole, 5 ml de
dimetilformamida (DMF), 0,5 ml de H;O, 3% (v/v), 92,5 ml de tampao
acetato de sédio 0,05 M, pH 5,0 e 2,0 ml de CaCl, 0,1 M. A revelacao da
peroxidase foi a 8°C por uma hora e a fixacao dos géis foi feita em glicerina,
a 50%. Os géis, ap6s corados e fixados, foram secos entre folhas de papel
celofane em estufa a, aproximadamente, 38°C por 24 horas, etiquetados e
arquivados para analise dos resultados (/).

Terminada a andlise dos cultivares, procedeu-se as anlises das 47
sementes tidas como F, e, posteriormente, das respectivas sementes F,,
adotando-se os mesmos procedimentos empregados no estudo dos
cultivares.

3. RESULTADOS E DISCUSSAQ

A melhor lamina para revelagdo da atividade da peroxidase foi a
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segunda do topo para a base do gel.
A peroxidase do tegumento da semente foi ativa em determinados

cultivares e ausente em outros (Figura 1), possibilitando a separagdo dos 14
cultivares em dois grupos distintos, com base na presenca ou na auséncia de

bandas no gel (Quadro 1).

+
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FIGURA 1 - Fen6tipos eletroforéticos de peroxidase de tegumento da
semente de 14 cultivares de soja: 1) Cristalina, 2)
Garimpo, 3) Doko, 4) IAC-12, 5) Santa Rosa, 6)
Primavera, 7) IAC-8, 8) UFV-1, 9) UFV4, 10) Paran4,
11) Bossier, 12) Paranagoiana, 13) Paranaiba ¢ 14)
Uberaba.

QUADRO 1 - Classificagdo de 14 cultivares de soja segundo os
fenétipos eletroforéticos de peroxidase extraida de

gumento da semente

Fenétipo Cultivares
Auséncia de Bandas no Gel Bossier, IAC-8, IAC-12, Paranaiba

Presenca de Bandas no Gel Cristalina, Doko, Garimpo, Parana,
Paranagoiana, Primavera, Santa
Rosa, Uberaba, UFV-1, UFV4
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Os cultivares que mostraram atividade de peroxidase no tegumento da
semente, detectada pela presenga de bandas no gel, foram designados como
do grupo de reagdo positiva € os que n3o apresentaram atividade, auséncia
de bandas no gel, como do grupo de reagdo negativa. BUTTERY e
BUZZELL (3) fizeram determinagdes quantitativas do nivel de peroxidase
em extratos do tegumento da semente de cultivares dos dois grupos e
verificaram que aqueles do grupo de reagfio positiva exibiram mais de 78
vezes a atividade dos cultivares do grupo de reagdo negativa.

Dentro do grupo de cultivares de reagdio positiva da peroxidase ndo
houve diferencas qualitativas entre as bandas, apenas variagOes na
intensidade das mesmas (Figura 1).

Todas as 47 sementes supostamente F1 exibiram o mesmo fenétipo
eletroforético do progenitor feminino (Bossier), ou seja, auséncia total de
bandas no gel.

Na anilise das 47 amostras de sementes tidas como F,, provenientes
do cruzamento entre Bossier (reagdo negativa) e Uberaba (reagdo positiva),
38 apresentaram reagdo positiva 3 peroxidase, a qual foi derivada do
progenitor masculino (Uberaba), confirmando a ocorréncia de hibridagéo
nessas amostras, enquanto nove amostras de sementes exibiram reagdo
negativa A peroxidase como resultado de autofecundacdo (Figura 2). A
atividade da peroxidase do tegumento da semente mostrou ser de origem
maternal, em razio da auséncia de bandas nas amostras de sementes F;, e foi
eficaz na identificac@o de hibridos F;, pela anélise das sementes da geragao
F,, ratificando os resultados obtidos por BUZZELL e BUTTERY (4).

4. RESUMO E CONCLUSOES

Quatorze cultivares de soja foram separados em dois grupos
principais, baseados nas atividades alta ou baixa da enzima peroxidase da
semente, detectadas eletroforeticamente pela presenca ou auséncia de
bandas no gel, respectivamente, viabilizando o uso dessa técnica como
complemento na identificagdo de cultivares de soja. A mesma técnica foi
empregada, com sucesso, para detectar a ocorréncia ou ndo de hibridagdo em
um cruzamento envolvendo dois cultivares de soja contrastantes em relagao
a atividade de isoperoxidases no tegumento, possibilitando separar os
hibridos das autofecundagdes na auséncia de marcadores morfolégicos.
- 5.SUMMARY |

(ELECTROPHORETIC ANALYSIS OF PEROXIDASE OF SEED COAT

AS A COMPLEMENT OF IDENTIFICATION OF SOYBEAN

- CULTIVARS) |
The electrophoretic analysis of peroxidase enzyme in the seed coat of
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