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RESUMO

LOPES, Magnélia de Mendonga. Amostragem sequencial e marcadores de
microssatélites na avaliagio da qualidade genética em lotes de sementes de
milho. Lavras: UFLA, 2003. 47p. (Dissertagdo - Mestrado em Fitotecnia)*

No sistema de produgiio de sementes, a pureza genética é um dos requisitos
fundamentais para a sua comercializagdo. Nesse sentido sdo estabelecidos
padrdes de tolerdncia ¢ hd necessidade de metodologias que detectem
contaminagdo, bem como definir o tamanho de amostra a ser utilizado de forma
a garantir ao produtor e ao consumidor, dentro de um determinado nivel de
seguranga, a pureza genética do lote de sementes. O presente trabalho objetivou
determinar o tamanho da amostra para a avaliagiio da pureza genética, de forma
a proteger o consumidor € o produtor de sementes, em niveis de seguranga
conhecidos ¢ predeterminados e avaliar a sensibilidade da técnica de
microssatélites para discriminar hibridos de seus respectivos parentais ¢ a
sensibilidade em detectar misturas, quando presentes em pequenas proporgdes
na amostra. Para a amostragem segiiencial sementes hibridas foram marcadas e
misturadas ao lote de sementes, simulando contaminagdes de 0,25%; 0,5%; 1%,
2%; 4% e 6%. Posteriormente, foram tomados grupos de 40 sementes em
seqiiéncia, até no méaximo 400 sementes, visando determinar a quantidade de
sementes necessaria para detectar as percentagens de mistura acima
mencionadas. A sensibilidade da técnica de microssatélite foi avaliada
misturando-se diferentes proporgdes de DNA dos hibridos com o de suas
respectivas linhagens. A técnica de microssatélite foi eficiente em detectar
pequenas proporgdes de DNA em mistura na amostra, bem como discriminar o
hibridos dos seus respectivos parentais. No entanto, a um nivel de mistura
superior a 1:8 (1P1:8P2; 8P1:1P2), a sensibilidade do marcador para detectar
diferentes propor¢des das misturas variou em fungio do primer utilizado.
Quanto & amostragem seqiiencial, verificou-se que para detectar niveis de
mistura acima de 1% no lote de sementes, com nivel de risco tanto para o
produtor quanto para o consumidor de 0,05, o tamanho de amostra necessario foi
inferior ao requerido pela amostra de tamanho fixo. Isto possibilitou também a
redugdo do custo, viabilizando o uso da técnica para atestar a pureza genética de
lotes de sementes de milho.

* Comité Orientador: Dra. Maria das Gragas Guimardes Carvalho Vieira -
UFLA (Orientadora), Dra. Lilian Padilha-Embrapa Milho
e Sorgo, Dr. Marcelo Silva de Oliveira — UFLA Dra.
Claudia Teixeira Guimarées - Embrapa Milho e Sorgo.
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ABSTRACT

LOPES, Magnolia de Mendonga. Sequential sampling and markers of
microsatellites in the evaluation of the genetic quality in lots of corn seeds.
Lavras: UFLA, 2003. 47p (Dissertation - Master in Crop Science)*

In the seed production system, genetic purity is one of the fundamental
requirements for its commercialization. For this reason, standards of tolerance
have been established and, then methodologies have to made available to detect
contamination and to define the sample size to be used in order to guarantee a
certain level of genetic purity within the lot of seeds for both the producer and
the consumer. The present work objectified to determine the sample size for the
evaluation of genetic purity, in order to protect the consumer and the producer of
seeds and to evaluate the sensitivity of the microsatellite technique for
discriminating hybrids from their respective relatives and for detecting mixtures
when they are present in small amounts in the samples. For the sequential
sampling, hybrid seeds were marked and mixed in with the seed lots, simulating
the following levels of contamination: 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, and 6.0%. After
this, groups of 40 seeds were taken in sequence, up to a maximum of 400 seeds,
with the objective of determining the quantity of seeds necessary to detect the
percentage of mixture mentioned above. The sensitivity of the microsatellite
technique was evaluated by mixing different proportions of DNA from the
hybrids with their respective seed lines. This technique not only efficiently
detected the small proportions of DNA mixed in with the sample, it also
discriminated the hybrids from their respective relatives. However, when the
level of mixture was higher than 1:8 (1P1:8P2; 8P1:1P2), the sensitivity of the
marker in detecting different proportions of the mixture varied according to the
primer used. In terms of the sequential sampling, it was verified that in order to
detect mixture levels higher than 1% within the seed lot- with a risk level for
both the producer and the consumer of 0.05- the size of the necessary sample
was smaller than the size needed for the fixed-size sample. This also made it
possible to reduce the cost, which made possible the use of the microsatellite
technique in order to certify to the genetic purity of the lots of corn seeds.

*Supervising Committee: Dra. Maria das Gragas Guimardes Carvalho Vieira -
UFLA (Adviser), Dra. Lilian Padilha - Embrapa
Milho ¢ Sorgo, Dr. Marcelo Silva de Oliveira
UFLA and Dra. Claudia Teixeira Guimardes -
Embrapa Milho e Sorgo.



1 INTRODUCAO

A cultura do milho participa de maneira expressiva nos mercados
nacional e mundial. Sua importéncia resulta num setor de sementes competitivo,
em que as empresas de produgio de sementes beneficiam-se do fato de a maioria
dos materiais comercializados ser hibrida, caracterizando uma barreira natural a
utilizagdo das sementes em plantios subseqiientes. Tal caracteristica justifica os
investimentos nos programas de melhoramento do milho por permitir as
empresas o retorno dos investimentos no desenvolvimento de genétipos com
ampla adaptagdo ¢ estabilidade, mesmo quando ainda n#o existia uma politica de
protegdo de cultivares.

O milho ¢ um exemplo marcante do sucesso do conhecimento de
genética aplicada. Nesse sentido, Paterniani & Campos (1999) mencionam que
as cultivares mais recentes de milho produzem quatro vezes ou mais quando
comparadas as cultivares mais antigas.

O desenvolvimento de variedades com desempenho superior ¢ adaptadas
aos ambientes de cultivo ¢ um dos pontos essenciais para a obtengdo de alta
produtividade e qualidade dos grios de milho. Na obtengio do material a ser
multiplicado, o produtor deve ter garantida a qualidade das sementes, que além
de envolver atributos fisiolgicos, fisicos e sanitarios, deve envolver também a
pureza genética das sementes.

Dessa forma, a certificagio da pureza genética é indispensdvel para
assegurar aos agricultores produto com as caracteristicas genéticas
desenvolvidas pelos melhoristas. No entanto, em fungiio do estreitamento
genético que vem ccorrendo para a maioria das espécies, torna-se cada vez mais
dificil a diferenciagio dos mesmos, utilizando simplesmente caracteristicas

morfolégicas. Diante disso, a utilizagdo de técnicas de biologia molecular cresce



em importancia, de forma a contribuir de maneira expressiva para o aumento da
precisdo das informagdes, viabilizando a certificagdo das cultivares de interesse.

A escolha do método molecular depende da estrutura genética de cada
espécie, do seu modo de reprodugiio, do tamanho do genoma, entre outros
fatores e, sem divida alguma, da relagdio custo-beneficio. Na area agrondmica,
os marcadores moleculares tém apresentado aplicacdo direta no monitoramento
da pureza genética de sementes. Dentre as técnicas atualmente disponiveis,
destaca-se a de microssatélite ou SSR, que amplifica segmentos repetidos ao
longo da molécula do DNA sendo estd, caracterizada pela simplicidade, rapidez
¢ precisdo na geragdo dos perfis genéticos.

Essa técnica poderd ser viabilizada para o monitoramento da pureza
genética devido as varias vantagens que apresenta, como o elevado contetdo de
informagdo genética por loco ser multialélica, codominante, ser passivel de
automagdio, aumentando a resolugdo e precisdo das informagdes.

No entanto, em rotina em que se tem necessidade de analisar de forma
rapida grande quantidade de lotes, a quantidade de sementes a ser utilizada na
certificagdo desse tipo de técnica tem sido um dos principais questionamentos.
Neste aspecto, deve-se considerar essencial um sistema que permita monitorar e
rastrear contaminagdes genéticas que possam ocorrer no campo, permitindo o
fornecimento de sementes com elevados padrdes de pureza genética aos
produtores de sementes certificadas.

Um ponto crucial para o sucesso na certificagio da pureza genética e que
deve ser enfocado é o tamanho da amostra para garantir resultados rapidos, que
proporcionem seguranga tanto ao produtor quanto ao consumidor de sementes
em niveis conhecidos e preestabelecidos, sem perder de vista a viabilidade
operacional. Nesse sentido, pesquisas recentes efetuadas pelo Comité de

Estatistica da ISTA (1999) tém apontado, como uma possivel alternativa para



analises que requerem rapidez, precisdo e redugiio de custos, a amostragem
seqiiencial.

A amostragem seqiiencial caracteriza-s¢ por utilizar amostras de
tamanho variavel. Uma vez formulada a hipotese de que o lote esta dentro do

_padriio exigido pelo sistema de certificagdo e fiscalizagdo, pode-se aceita-la,
rejeitd-la ou continuar amostrando, baseando-se nos resultados acumulados de
cada amostragem. As principais vantagens deste método sdo a redugdo de tempo
e de custos, € assc;éﬁr-\ar‘qqg 0s riscos sejam os mesmos tanto para o produtor
quanto para o consumidor, ereu: necessitar de um numero fixo de amostras
(Pieters, 1978). Em certos casos, a amési.’?gql]j seqiiencial requer, em média,
amostras com 1/3 do tamanho que seria usado com a mostragem de tamanho
fixo (Wald, 1947).

O presente trabalho teve como objetivos determinar o tamanho da amos..™
para a avaliagio da pureza genética, de forma a proteger o consumidor e o produtor de
sementes, em niveis de seguranca conhecidos e predeterminados, e avaliar a
sensibilidade da técnica de microssatélites para discriminar hibridos de seus respectivos

parentais. Também foi objetivo avaliar a sensibilidade da técnica de microssatélite em

detectar misturas, quando presentes em pequenas proporgdes na amostra.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Amestragem seqiiencial
2.1.1 Aspectos tedricos

Na avaliagdo da qualidade de sementes, o método convencional prevé
uma amostra de tamanho fixo. Porém, mais recentemer..c, em face das técnicas
disponiveis e do tempo gasto para amostrar e da quantidade de amostras a serem
analisadas em um laboratério de rotina, vem-se notando um maior interesse em
estudos relacionados j amostragem seqliencial. A vantagem em relagdo a
amostrarcty; de tamanho fixo é que a amostragem seqiiencial caracteriza-se por
envolver amostras de tamanho varidvel, o que pode levar a uma redugdo nos
custos, porém, mantendo-se o controle dos erros que poderiam ser cometidos.
Qutra diferenca é que, enquanto na amostragem convencional procura-se estimar
os pardmetros populacionais para depois, eventualmente, testar uma hipotese a
respeito dos mesmos, na amostragem seqliencial é testada uma hipétese a
respeito desses pardmetros sem a preocupagio em estima-los. A vantagem do
tamanho da amostra utilizada na amostragem seqiiencial se faz sentir
principalmente quando as sementes sio de alto valor econémico ou quando o
tempo de anélise ¢ limitado (Wald, 1947).

Os métodos classicos para a amostragem de tamanho fixo e os métodos
inferénciais estdo descritos em diversos trabalhos. A teoria da amostragem
seqilencial foi proposta por Wald (1945 € 1947) e, a partir dai, aplicacGes dessa
teoria tém sido apresentadas por muitos autores. Dentre eles Estefanel (1977),
Bényai (1978), Ellis & Whitehead, (1987), Jackish et al. (1984) e Santana
(1994), que colocam seus elementos de uma maneira que torna possivel uma

imediata aplicagio em situagSes praticas envolvendo ciéncias agrérias.



Para elaborar um plano de amostragem seqiiencial é necessario conhecer
a distribuicdo da variavel que esta sendo levantada pela amostragem, formular
hipéteses e estabelecer os riscos de tomar decisGes erradas. Na amostragem
seqiiencial, as unidades amostrais sdo examinadas em seqiiéncia e os resultados
s@o obtidos por meio dos limites previamente determinados. Assim, com base na
primeira observagdo, pode-se chegar a uma das trés seguintes decisdes: (1)
aceitar a hipotese H formulada, (2) rejeitar a hiptese H e (3) continuar a
amostragem. Se for tomada a decisdo (3), outra unidade amostral ¢ examinada e,
com base nos resultados acumulados, as trés possiveis decisdes sdio examinadas
novamente. O processo é continuado até que se possa tomar a decisdo (1) ou a
Q).

A grande vantagem da amostragem seqiiencial consiste na consideravel
redugio de tempo que ela proporciona por evitar a excessiva amostragem
quando o parimetro populacional 6 é bem maior ou bem menor que o valor 6
determinado para comparagdio. Wald (1947) afirma que, em certos casos, a
amostragem seqiiencial requer, em média, amostras com 1/3 do tamanho que
seria usado com a amostragem de tamanho fixo.

Para dar inicio as operagdes seqiienciais ¢ necessario levar em conta
bases estatisticas que irdo auxiliar na elaboragéo do plano. Desse modo, deve-se
considerar a inferéncia estatistica, teste de significancia e o teste de hipétese.

A avaliagfio da qualidade de um lote de sementes a partir de uma amostra
desse lote ¢, de fato, um procedimento inferencial, podendo ser classificado em
dois tipos: estimagdio de parimetros que descrevem a populagdo (o lote) sob
estudo ou teste de hipéteses sobre esta populagio. Na produgdo de sementes
estimar ou testar sdio considerados procedimentos uteis, porém testar ainda ¢
mais pritico e eficiente em muitos casos. Existem dois tipos de teste de
hipéteses: os testes de significdncia, que avaliam as evidéncias que uma amostra

apresenta, contra ou a favor de uma determinada hip6tese chamada de hipotese



de nulidade, Ho e os testes de hipdteses propriamente ditos, que consideram
também uma segunda hipotese H,, chamada de hipétese alternativa.

No teste de significAncia, busca-se controlar a probabilidade de que o
erro tipo I nio esta sendo cometido (nivel de significncia a), isto ¢, ter a certeza
de que ndo estd sendo rejeitada uma hipdtese verdadeira. Esse teste s6 se
preccupa com o produtor, ndo se importando com os risco do comprador. O
custo desse teste é diretamente proporcional ao tamanho da amostra, de modo
que o teste tenha um nivel de significincia a preestabelecido.

No controle da qualidade de sementes, um dos pontos cruciais é garantir
a pureza genética do lote de sementes. Desse modo, um dos parametros a serem
avaliados ¢ porcentagem de contaminagio desse lote em relagfio a esses fatores.
Pode-se, entdio, usar um teste de significincia para testar Ho: p=po, ou seja, a
hipétese de que a porcentagem de contaminagdo de um dado lote ¢ igual a py.
Um teste de significincia verificara se uma amostra de n sementes reine
evidéncias suficientes para rejeigdo de Ho.

O procedimento seqilencial é dado, a principio, usando uma amostra com
tamanho n fixo, considerando o custo da inferéncia. No entanto, nada impede
que teste-se seqiiencialmente, nio fixando a priori o tamanho da amostra.

A cada semente ensaiada para contaminagéo, pode-se calcular o tamanho
p-po

n, pela formula: n= J’T’-('—":”
n

Se n > za (0,05); rejeita-se. Se n < za, continua-se amostrando. Este
procedimento seqilencial apresenta como fator limitante a possibilidade de se
amostrar indefinidamente, sem tomar uma decisdio sobre o lote de sementes.
Uma solugdio para este problema seria limitar o nimero de sementes ensaiadas
em um valor n-méximo (por exemplo, n = 400 sementes). Desta forma, constroi-
se um teste seqtiencial truncado, de significéncia, com risco de cometer o erro de

rejeitar uma hipétese verdadeira, prejudicando assim o produtor de sementes.



Ao proceder com o teste de significancia por meio do teste de hipéteses
corre-se o risco de cometer tanto o erro tipo 1, quanto o erro tipo 11, este altimo,
com uma probabilidade B. S6 que este risco é totalmente descontrolado, somente
se controlando a probabilidade a do erro tipo 1. Portanto, nota-se que na versdo
do tamanho fixo para amostras, como na versdo seqiiencial, os testes de
significincia atentam somente para os riscos do produtor das sementes, ndo
levando em consideragéo que o comprador das sementes também corre riscos, €
que estes devem também ser controlados. Enquanto um produtor perde se uma
boa semente é classificada como ruim num teste, um comprador sera
prejudicado se uma semente de ma qualidade foi classificada como boa pelo
mesmo teste, ou seja, ambos sdo erros e ambos devem ser controlados.

Ja os testes de hipotese sdo baseados no Teorema de Neyman e Pearson;
tanto o o quanto [ sdo controlados, mas n#o limita o risco. O usuério determina
a priori o valor que ele admite para 0 o e sabe que o f3 estd acontecendo no
menor valor possivel para aquele a escolthido. Usualmente, mesmo sabendo que
B € minimo, ndo se sabe o valor de B, sendo este uma fungdio da verdadeira
porcentagem de contaminag@io p do lote e da amostra. Dessa forma, permanece
ainda sem solugdo uma parte do problema, que é controlar  a um nivel
conhecido. Observa-se que a curva caracteristica de operagdo do teste daria os
valores de 3 para cada valor possivel da porcentagem p de contaminagéio do lote
se este valor fosse conhecido. Como p n@o € conhecido, uma solugio seria

calcular o tamanho n da amostra necessario para que tanto o o quanto o 3
(2p -24)

alcangassem niveis pré-fixados: n=j(l - p) >
(p1 - Po)

Este procedimento é forgosamente seqiiencial, pois depende de p, o

valor amostral de p. Assim que o valor de » alcangar, ou ultrapassar, o valor

dado pela expressdio acima, pode-se parar de amostrar ¢ tomar uma decisio



(aceitando ou rejeitando H,): se Ho é rejeitada, corre-se o risco a, ou seja,
rejeitar o erroneamente, € se Hp € aceita, corre-se um risco B de Ho ter sido
aceita quando na verdade deveria ser rejeitada.

Quando se trabalha com amostragem seqiiencial, seja em testes de
significincia ou em testes de hipoteses, deve-se considerar o tamanho de
amostra necessaria para se tomar uma decis@o. O interesse maior € conhecer, na
amostragem seqilencial, o tamanho médio de amostra (TMA) que informara
quantas sementes em média terdo que ser analisadas para finalmente se tomar
uma decisdo quanto a pureza do lote. O interessante é tornar minimo esse
tamanho de amostra . Portanto, em testes de hipoteses envolvendo sementes, trés
elementos devem ser considerados: as probabilidades o e B de se tomar decisdes
erradas, que prejudicam tanto ao produtor quanto ao consumidor e o tamanho da
amostra utilizada.

A teoria de Wald (1947) é apresentada nesta revisio para o teste
seqiiencial da raziio de probabilidade e fungo do tamanho médio da amostra.

A primeira idéia da amostragem seqiiencial foi langada por Dooge et al.
(1929) ao sugerirem a amostragem em duas etapas sucessivas. Posteriormente,
outros autores aperfeigoaram a idéia, porém, o procedimento ainda necessitaria
de bases tedricas.

Wald (1945,1947), trabalhando para a Marinha dos Estados Unidos,
iniciou a pesquisa em 1940, visando ao controle de qualidade do material bélico.
A partir de entfo, muitas indistrias passaram a usar 0 procedimento
desenvolvido por Wald, baseado no teste seqilencial da raziio de probabilidade
(TSRP), sendo a técnica mais utilizada e difundida da amostragem seqiiencial,
posteriormente adaptada por bilogos e entomologistas (Oakland, 1950; Morris,
1954). Desde entio, diversos trabalhos tém sido realizados sobre amostragem
seqiiencial. Essa teoria assume que os dados que estdo sendo analisados séo

coletados como uma seqiiéncia de varaveis aleatérias X; Xz X;.... e que



finalmente deseja-se decidir entre duas hipdteses, Ho e H. Estabelecido isto, o
TSRP de Wald determina que, cm qualquer estagio da amostragem seqiencial,
onde ja se coletou uma amostra de tamanho »:

(i) pxp X2 oons Xus OY p (x4, X2, .. Xy €b) 2 A, enliio, a amostragem
deve ser cessada ¢ deve-se rejeitar Ho (e aceitar H,).

(it ) p (i X2 os Xus QY p (X1, X5 ..., Xus G) < B, entéio, a amostragem
deve ser cessada e deve-se rejeitar H, (e aceitar Hp).

(iii ) A < p (¥, X2, oo Xw G p (X1, X2 ..., Xu7 Gp) < B entéo deve-se
continuar amostrando seqiiencialmente, isto é, observar o valor x 5. da variavel
sob estudo.

As constantes A e B sdo determinadas de tal maneira que as
probabilidades de se cometer os erros tipo | e Il sejam, respectivamente, a e J,

valores pré-definidos pelo pesquisador /usuério:

v Prob o (erro tipo I) = risco do produtor, ou seja, rejeitar um lote de
sementes que atenda as exigéncias minimas de pureza.
v Prob B (erro tipo 1) = risco do consumidor, ou seja, aceitar um lote

de sementes que néo atenda as exigéncias minimas de pureza.

Pela definigdo acima, pode-se observar que a TSRP prescreve uma
amostragem seqilencial com tamanho de amostra indefinida (uma amostragem
seqliencial “aberta”). Em alguma situagio especifica, o tamanho da amostra
pode ser demasiadamente grande. Apesar de ser possivel demonstrar que toda
amostragem seqilencial determinada pelo TSRP termina ou seja, para algum
valor de n ela cessard, tem-s¢ ainda considerada a possibilidade de se utilizar
procedimentos truncados (Wald, 1947; Ellis & Whitehead, 1987), em que um

niamero maximo de elementos amostrados € imposto.



Para esclarecer a aplicagiio desta teoria na drea de sementes, considere-se
o parametro porcentagem p de pureza genética de um lote de sementes. Deseja-
se decidir entre dois valores para p. Ou o lote estd com uma porcentagem de
pureza p, abaixo do desejado, ou estd com uma porcentagem p; dentro do
aceitavel. Para se evitar que a avaliagdo da pureza seja feita semente a semente,
amostram-se  seqiiencialmente grupos de sementes de tamanho »n. O
desenvolvimento de TSRP para esta situagdio determina que em cada grupo
amostrado conte-se o nimero de sementes puras (X; para o primeiro grupo, X;
para o segundo, etc.) e comparem-se os dois limites de decisdo: /, limite inferior
e Is, limite superior. Se para um dado tamanho » de amostra, oriundo de k grupos
de m sementes, isto é, n = mk, o total acumulado de sementes puras ¢ igual ou
menor do que /i, entio toma-se a decisdo de rejeitar H, e aceitar H,,
considerando o lote com porcentagem de pureza abaixo do desejado. Se _‘EX ; é
igual ou maior do que Is, rejeita-se Ho, considerando o lote como a'p=rlovado
quanto a porcel.ztagem de pureza.

Se li <'_§ Xicls, continua-se amostrando. Para o estudo da porcentagem
de pureza de sementes pode-se demonstrar que os limites, li e Is, sdio fungdes
lineares de n. Com o intuito de facilitar os célculos é vantajoso usar o logaritmo
da razio de probabilidades no lugar da razio propriamente dita. Assim pode-se
escrever onde L indica o logaritmo neperiano. Pode ser usado o logaritmo em

qualquer base, entretanto, para a distribuigéo de Poisson ha vantagens em usar o

logaritmo neperiano, segundo a formula:

L=b+an e Il=c+an

Ln‘———P(l Ln—ﬁ— Lnl—-——’l—?-
a= 1-A b= l-a c= a
L,,P_‘__— (l'PUj L,,Pl____ (l_P") Lnf‘—‘—:—PL
P(1-R) p0-P) P(1-P)
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O estudo do tamanho médio de amostra (7MA4) para um TSRP para
porcentagem de contaminagdio genética em sementes em fungdo de p (TMA(p))

pode ser feito a partir da expressio:

P(p)(b-c)+c
p-a

TMA(p) =

Emque P(p)= [
=5 _(8Y
de Ho: p=po p" I-a

Os valores de p e W estdio associados pela expressdo:
()
1-p0
p =
ﬂ w _ 1-pl w
po 1-p0

Uma tabela com os valores de TMA (p) em fungdo de p pode ser obtida

!

I’Q

~——
1

¢ a probabilidade de aceitagdo

atribuindo-se valores a W num intervalo adequado, o que ¢ um expediente
matematico para facilitar os calculos. Em determinadas situagSes, ds vezes ¢
necessério garantir que o tamanho da amostra de sementes nio ultrapassara um
determinado valor ny,. Neste caso, procedimentos seqiienciais truncados podem
ser usados, como, por exemplo, aqueles tratados em Ellis & Whitehead (1987).
Finalmente, os conceitos de o e  podem ser generalizados também aqui
em amostragem seqiiencial usando o TSRP de Wald como feito anteriormente,
em fungdio da probabilidade (aceitagdo Hy dada a porcentagem p de pureza do

lote). As formulas para construir esta fun¢do sdo um tanto complexas e ndo serdo
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apresentadas nesta revisdo. Esta fun¢@o pode ser um critério util para comparar

procedimentos que testam qualidade de sementes.

2.1.2 Amostragem seqiiencial na avaliagio da qualidade de sementes

No sistema de producdo de sementes, reduzir custos e evitar gastos
adicionais ¢, hoje, um dos pontos fundamentais no sucesso do empreendimento.
E imprescindivel a obtengio de amostras representativas do lote, de modo que
os resultados dos testes retratem a realidade do lote. Portanto, a decisdo de
aceitar ou rejeitar um lote de sementes é dependente da amostragem efetuada.

Alguns testes determinantes da qualidade de sementes requerem a
utilizagio de materiais que elevam o custo da anélise. Desse modo, o Comité de
Estatistica da ISTA (1999) esti atentando para a redugdo do tamanho da
amostra, sem levar a uma baixa precis@o do teste. A amostragem seqgilencial tem
sido uma das alternativas para esse problema. Entretanto, pela necessidade do
conhecimento do método e de técnicas estatisticas, ainda ndo estd sendo
recomendada para a analise de rotina.

Estudos envolvendo amostragem seqiiencial em sementes permitiram a
redugio do tamanho de amostra fixa de 400 sementes para 100 no plano
seqilencial, utilizando a metodologia do écido fucsina para a capacidade
germinativa. Lotes com baixa e alta capacidade germinativa apresentaram
valores médios de amostras menores em comparag#o aos requeridos por lotes de
capacidade intermedidria (Jackish et al., 1984).

Santana et al. (1994) constataram a viabilidade de se utilizar a
amostragem seqliencial, com redugéio do tamanho de amostra, para se determinar
pelo teste de pH do exsudado a qualidade fisiologica de sementes de milho.
Trabalhando com amostragem seqiiencial na detec¢io de contaminagdo varietal

em sementes, Banyai (1987 e 1978) observou que ¢ inviavel utilizar o plano de
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amostra fixo, principalmente em analises que envolvem métodos eletroforéticos
para avaliagio da pureza varietal, devido ao custo dessa analise. Em 1992, o
mesmo autor ressaltava a decisio do Comité de Estatistica da ISTA em relagdo
ao uso da amostragem segqiiencial, na tentativa de diminuir os riscos do plano,
estudando ainda o desenvolvimento do plano de amostragem seqiiencial
truncado e triangular na expectativa de que essas variagGes do plano pudessem
reduzir o tamanho da amostra.

Segundo Ellis & Whitehead (1987), tanto o plano seqiiencial quanto o
plano de amostra fixa, em fun¢do da escolha entre o truncamento e o teste
triangular, dependem dos valores de p. Os limites de aceitagio e rejei¢do do teste
seqilencial triangular sdo inicialmente muito afastados, quando comparados ao
do truncamento, Para o triangular ¢ mais dificil uma tomada de decisdo quanto a
qualidade do lote nas primeiras amostras, enquanto no método truncado, o
término do teste ocorre quando o niimero de sementes testadas € igual a 400,
valor este correspondente ao plano de amostra fixo.

O sucesso da amostragem seqilencial depende do parametro a ser
adotado, pois a selegdo dos parimetros mais indicados resultara na
economia do processo de amostragem, no controle dos riscos do produtor
e do consumidor com base na curva caracteristica de operagdo e na curva
de tamanho médio de amostras nas tomadas de decisdo (Dodge, 1972;
Jackisch et al., 1984).

2.2 Pureza genética

A produtividade tem sido um fator fundamental na agricultura moderna,
devido ao aprimoramento tecnol6gico dos agricultores € o uso de sementes de

alta qualidade que contribuem diretamente para um processo produtivo eficiente.
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conseqiientemente, empresas de sementes tém investido em programas de
melhoramento genético que requerem elevados investimentos financeiros e
intelectuais, resultando no langamento de uma grande quantidade de materiais
com caracteristicas desejadas. Nesse sentido toma-se essencial 0 monitoramento
de todas as fases da produgdio, objetivando garantir aos agricultores cultivares
com as mesmas caracteristicas desenvolvidas pelos melhoristas.

Um dos fatores de maior importancia para a obtengiio do aumento de
produtividade ¢ a utilizagdo de materiais genéticos estaveis e adaptados,
atendendo as exigéncias de seus consumidores. Os investimentos no
desenvolvimento das cultivares devem estar associados a eficientes sistemas de
multiplicagdo de sementes com alta qualidade genética, fisica, fisiolégica e
sanitéaria (Andreoli, 1992).

A obtengdio e comercializagio de sementes com alto grau de pureza
genética envolvem um rigoroso controle dos varios fatores contaminantes da
cultivar a ser produzida. Estes fatores determinam uma contaminagdo do tipo
varietal, que é a presenga de sementes da mesma espécie, porém, de outra
cultivar, ou do tipo genética, decorrente de polinizagdo néio controlada. Na
cultura do milho, a grande maioria das cultivares comercializada € hibrida,
obtidas a partir de cruzamentos entre linhagens ou hibridos simples. Neste
sistema de produgio sdo necessarios a manutengiio de estoques de linhagens
com altos niveis de homozigose e também um controle de qualidade rigido nas
etapas de multiplicagio das sementes para garantir apenas a ocorréncia dos
cruzamentos desejados.

O controle da polinizagdo garante os efeitos da heterose, que sdo obtidos
por meio de cruzamentos entre linhagens com boa capacidade combinatoria,
gerando hibridos com uma performance agronémica superior (Sprague &
Heberhart, 1977). Sendo assim, a pureza genética é um dos requisitos para a

comercializagio de sementes ¢ a ndo observagio dos niveis de pureza
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recomendados leva a redugdo na produtividade e a degeneragiio de materiais
promissores.

A principal causa da contaminagdo genética é a ocorréncia de
autofecundac@o da linhagem fémea. Para que isso ndo ocorra, é necessaria a
eliminagio do pdlen produzido pelo parental fémea utilizando a macho
esterilidade, tratamento quimico ou despendoamento manual ou mecénico
(Smith & Wych, 1986, Hutchcroft, 1959).

A presenga de sementes de outras cultivares em um lote resulta em
efeitos negativos na produgiio de gros e na uniformidade da lavoura. Portanto,
¢ imprescindivel, para o controle de qualidade na produgéio de sementes, saber a
identidade genética e porcentagem de mistura varietal para cada classe de
semente. Assim, as empresas de sementes e orglos oficiais podem administrar
estrategicamente as operagGes no sistema de produgiio, certificando-se da pureza
genética das sementes para posterior comercializagfio.

Em um sistema de produgéo de sementes sdo adotados padrdes de campo
¢ laboratério. Estas normas estabelecem padrdes que estipulam valores maximos
de mistura varietal para assegurar a pureza, a identidade e a uniformidade
genética da semente nas gerag3es subseqiientes (Andreoli, 1992).

Porém, para a produgio de sementes de milho no Brasil, néo existem
padrbes de tolerdncia estabelecidos para a porcentagem de contaminagio
proveniente do parental fémea autofencundado

As conseqiiéncias da autofecunda¢dio indesejavel na produgio de
sementes hibridas de milho foram estudadas por Von Pinho (1995). Para esse
estudo, observou-se que a utilizagio de sementes com qualidade genética
comprometida em fungéio da falta de metodologias e de padrdes para a
identificacdio destas contaminagdes, pode reduzir a qualidade fisiologica de
sementes ¢ a produgdo de grios. A referida autora avaliou a qualidade

fisiologica de lotes de sementes de hibridos simples, triplo e duplos,
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contaminados com sementes hibridas provenientes do parental fémea
autofecundado nas taxas de 0%, 5%, 10% ¢ 100%, de modo a estudar as
conseqiléncias da autofecunda¢dio indesejavel na produgdo de sementes de
milho. Os resultados demonstraram redugdo na qualidade fisiologica das
sementes ¢ para cada 1% de contaminagdo de sementes provenientes da
autofecundagdo misturadas nas sementes hibridas, houve também uma redugio
média de 0,5% na produgdo de grios dos quatro hibridos estudados.

A reducgdio no rendimento da producio poderia ser maior, caso fosse
adotado um padrdo de toleriincia de 6% de sementes provenientes do parental
fémea autofecundado, como adotado por algumas empresas estrangeiras.

O estreitamento genético que vem ocorrendo para a maioria das
cultivares em diferentes espécies tem levado 4 obteng¢@io de cultivares muito
proximas, dificultando a diferenciagio desses materiais. Para certificagiio da
pureza genética, tém sido utilizados marcadores morfolégicos, baseados em
caracteristicas das sementes, plantulas, plantas em desenvolvimento ¢ espigas.
Além destes, sistemas isoenziméticos também tém sido utilizados para o
monitoramento da pureza genética das sementes (AOSA, 1991). No entanto, as
técnicas moleculares fundamentadas na amplificagio de fragmentos de DNA
vém tornando-se mais eficientes em discriminar cultivares, uma vez que ndo séo
influencidveis pelo ambiente e grandes avangos tém sido alcangados nas
diferentes dreas da biologia. Nesse sentido, diversos autores, a exemplo de
Salgado (2001), Gethi et al. (2002), Padilha (2002), Prasad et al. (2000), Senior
et al. (1998), Smith et al. (1997), avaliaram diferentes técnicas com o objetivo
de certificagdo da pureza genética.

Controlar a pureza genética das sementes na cultura do milho ¢, hoje, um
dos pontos crucias para garantir uma alta produtividade, monitorando todas as

fases de produgiio comercial de sementes hibridas e certificando-se da pureza
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genética, de modo a contribuir substancialmente para a expanséio da cultura no

pais (Koranyi, 1989).

2.3 Marcadores microssatélites

As técnicas de marcadores moleculares sdo dindmicas e estio evoluindo
rapidamente na area agrondmica, apresentando aplicagio direta em processos de
caracterizagéio de cultivares para obtengdo de fingerprintings e monitoramento
da pureza genética e varietal de sementes. Os marcadores moleculares séo
segmentos de DNA que diferenciam dois ou mais individuos e sdo herdados
geneticamente. Os varios tipos de marcadores moleculares hoje disponiveis
diferenciam-se pela tecnologia utilizada em indicar variabilidade em DNA, ou
seja, hibridagdo ou amplificagdo de DNA.

Esses marcadores sio abundantes, apresentam heranga mendeliana
simples, ndo sofrem agfio do ambiente, podem ser detectados em qualquer
tecido e fase de desenvolvimento da planta, ndo apresentam efeito pleitrépico ¢
propiciam um namero ilimitado de polimorfismo distribuido aleatoriamente ao
longo de todo o genoma. (Barros, 1998; Vasconcelos, 1995; Lanza et al., 2000).

A associacfo desses marcadores com os descritores morfo-fisiolégicos
pode ser indicada no processo de protegdo intelectual de genétipos elite, o que
representa um forte incentivo a novos investimentos e novas oportunidades
tecnoldgicas.

A escolha do método molecular depende da estrutura genética de cada
espécie, do seu modo de reprodugio, do tamanho do seu genoma, entre outros
fatores, como a baixa relagfio custo-beneficio. Todavia, ndo existe, ainda, uma
técnica que ¢ mais eficiente e recomendada para todo e qualquer tipo de estudo.
Pelo contririo, as técnicas apresentam vantagens ¢ desvantagens quando

comparadas (Powell et al., 1996).



Dentre as técnicas moleculares que tém apresentado confiabilidade em
prover uma identificagdo precisa por meio de um perfil genético detalhado, em
menor periodo de tempo e custo, e passivel de automatizagéo, cita-se a técnica
de microssatélite, também conhecida como seqiiéncias simples repetidas (Simple
Sequence Repeats - SSR). Esses marcadores atualmente estio sendo os mais
indicados para o monitoramento da pureza genética devido as suas
caracteristicas de multialelismo e co-dominincia (Hamada et al., 1982
Weissenbach et al., 1992).

Regides contendo os microssatélites podem ser amplificadas
individualmente, por meio de um par de iniciadores especificos que sdo
complementares as seqiiéncias altamente conservadas que flanqueiam os
microssatélites (Litt & Lutz, 1989). Cada microssatélite constitui um loco
genético altamente varidvel, multialélico ¢ com um elevado conteddo
informativo de polimorfismo (Ferreira & Grattapaglia, 1998), apresentando-se
estaveis ao longo de vérias geragdes (Russel et al., 1997). Os genomas
eucariotos s3o densamente povoados por diferentes classes de seqiiéncias
repetidas. Os microssatélites sdo seqiléncias curtas com um a seis nucleotideos
repetidos de 10 a 60 vezes em tandem ao longo da molécula de DNA, os quais
sio flanqueados por seqiiéncias conservadas (Rafalski et al., 1996).

A identificagdo dos SSR é um processo trabalhoso e de elevado custo,
envolvendo a construgdo de bibliotecas gendmicas, selegéio de clones contendo
os microssatélites, o seqiienciamento em larga escala desses clones, desenho dos
primers especificos e sua confirmagdo por PCR (Rafalski et al., 1996).

Chin et al. (1996) concordam que a grande limitagio da técnica € a
necessidade de informagdes da seqiéncia do DNA para construgio dos
iniciadores. No entanto, esta limitagiio estd sendo vencida rapidamente com

disponibilidade de primers SSR para diversas espécies de interesse econdmico,
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como, por exemplo, o milho. Atualmente, ja se encontram disponiveis 1.855
seqiiéncias de pares de primers SSR no “Maize Genome DataBank”.

A implementaciio desta técnica toma-se ainda mais atrativa para os
programas de melhoramento de milho, uma vez que o desenvolvimento dos
iniciadores ndo é mais limitante (Lanza et al., 2000). Com o aumento da
disponibilidade de primers de microssatélites para varias espécies, serd possivel
obter um padrdio Unico para cada cultivar, possibilitando com isso sua utilizagdo
em processos de identificagdo de cultivares (Chin et al., 1996; Senior et al.,
1996, Smith et al., 1997).

Os microssatélites sdo importantes como suporte ao processo de
protegdo intelectual de materiais genéticos de milho (Smith et al., 1997). Além
disso, a caracteristica de co-dominiéncia viabiliza a utilizagfio da técnica de SSR
como ferramenta para o monitoramento rapido e eficiente em andlises de pureza
genética de sementes e tem se apresentado como uma das mais promissoras,
dentre os marcadores de DNA, na identificagio de contaminagfio genética,
gerando resultados de facil andlise e interpretagio. Outra vantagem € o fato de
possuirem varios locos com potencial para gerar um perfil alélico tnico, ou seja,
um fingerprinting genético, que pode ser utilizado para o controle da pureza
genética de sementes hibridas ou de linhagens, tornando-se uma técnica
importante na certificagio ou fiscalizagdo de sementes. Além disso, a
disponibilidade de informagGes das seqiiéncias dos pares de primers supera as
dificuldades na transferéncia de sondas entre laboratérios (Chin et al., 1996).

Salgado (2001), avaliando sementes milho, observou que dez locos de
microssatélites sdo eficientes para distinguir o hibrido de seus progenitores
masculino e feminino. Para a diferenciagiio entre o hibrido e o parental fémea
autofecundado outros 14 locos apresentaram-se eficientes. Smith et al. (1997),
ao avaliarem 131 locos SSR em 13 conjuntos de parentais e seus respectivos

hibridos, observaram a incidéncia de apenas 2,2% desses locos com heranga néo
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mendeliana, ou seja, auséncia de uma banda parental ou presenca de uma banda
ndo parental no hibrido. Os microssatélites sdo Oteis também na detecgdo da
heterozigosidade de um loco especifico, o que ¢é importante para o
acompanhamento da pureza genética e do nivel de endogamia dos materiais
elites utilizados no melhoramento genético (Prasad et al., 2000; Senior et al.,
1998; Smith et al., 1997). Os referidos autores citam ainda como vantagem o
fato de normalmente poucos locos garantirem a completa diferenciagdo dos
genétipos de interesse. Essa caracteristica ¢ um fator importante, considerando a
necessidade de discriminagdio de cultivares muito proximas ou essencialmente
derivadas.

Segundo Padilha (2002), a discriminagdio de 35 linhagens de milho foi
possivel com apenas dois locos SSR. Além disto, as diferengas na amplitude
alélica entre os locos, associadas a precisdo conferida pelo sistema semi-
automatizado, permitem a combinagdo de locos em imica linha do gel,
garantindo a obtengio de um fingerprinting com alto poder de discriminacgo.
Warburton et al. (2002) trabalharam com marcadores SSR para a caracterizagdo
genética de linhagens e populagdes de milho do CIMMYT e selecionaram 53
locos com alto poder discriminatério, passiveis de serem utilizados no processo
de genotipagem dos materiais envolvidos no estudo. Apenas cinco locos de SSR
foram necessarios para a definigdo de fingerprintings inicos para cada uma das
94 linhagens de milho avaliadas por Senior et al. (1998).

Avaliando nove linhagens de milho de diversos pedigrees foi possivel
identificar 200 locos de microssatélites com alto poder discriminatério dentre as
576 seqiiéncias examinadas (Chin et al., 1996). O referido autor ainda estudou a
presenca e a distribuicdo dos microssatélites em milho com base nas
informagdes das seqiiéncias obtidas no GenBank e no EMBL. Dentre os locos
microssatélites, 69 apresentaram polimorfismo moderado gerando 2 ¢ 4 alelos,
sendo os mais abundantes os motivos (AG/TC), (CCT/GGA), e (CCG/GGC), .
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Meesang et al. (2001), utilizando 11 cultivares e 133 acessos de
sementes de soja, estudaram a diversidade e a pureza genética desse material em
diferentes fontes. As analises foram feitas com 19 locos de microssatélites,
sendo que 15 dos 19 locos discriminaram uma alta diversidade entre 10
cultivares e com um sé alelo de cada cultivar foi possivel, por meio dos 19 locos
de microssatélites, determinar a pureza genética do material.

Diwan & Cregan (1997), trabalhando com soja, selecionaram 20 locos
SSR com motivos di ou trinucleotideos. Primers forward foram marcados
fluorescentemente com as cores azul, verde e amarela. As cultivares dentro dos
grupos de maturidade 1, 11, IV e VI foram facilmente distintas utilizando-se os
20 locos SSR. Os autores acreditam que alta diversidade genética baseada nesses
marcadores SSR utilizando locos tri-nucleotideos juntamente com outros 10-15
marcadores SSR que estiio sendo desenvolvidos podem permitir a identificagdo
rapida de gendtipos muito proximos de soja, podendo ser utilizados no sistema
de protegdo intelectual do material.

Guilford et al. (1997) verificaram que os motivos (GA), ¢ (GT),
repetidos eram abundantes em macieira, ocorrendo aproximadamente a cada 120
e 190Kb, respectivamente. Primers para estes locos microssatélites foram
passiveis de promoverem amplificagdes em 21 cultivares diferentes. A maioria
das marcas foi altamente polimérfica, dipldide ¢ mostrou heranga mendeliana
simples, embora cerca de 25 das marcas geraram complexos padrdes de bandas
consistentes com a amplificagio de mais do que um loco. Trés microssatélites
foram eficientes para diferenciar todas as 21 cultivares.

Segundo Rongwen et al. (1995), a selegdo de outros locos de
microssatélites com alto polimorfismo possibilitara a distingdo de cultivares,
mesmo com pedigree similares, Para tal afirmacfio, os autores avaliaram 96

cultivares de soja com sete locos de microssatélites e, destas, somente duas
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cultivares apresentaram perfis de bandas idénticas, devido ao fato de possuirem
pedigree similares.

Onze locos de microssatélites foram usados para examinar 24 gendtipos
de cevada, representados por 23 cultivares e uma linhagem. Foram encontradas
trés combinagdes separadas de quatro microssatélites que puderam distinguir
entre todos os gendtipos de cevada (Russel et al., 1997). Foi mostrada a
estabilidade dos microssatélites ao longo de diferentes geragio por meio de
analise de pedigree para a cultivar Golden Promise, resolvendo conflitos de
publicagSes anteriores com relag@io ao parentesco desta cultivar.

A literatura indica a grande possibilidade de utilizagdo da técnica de
microssatélite na certificagiio da pureza genética em sementes. Ainda assim, a
adogdo desse marcador molecular ainda nio ¢ uma técnica viavel quando séo
consideradas analises rotineiras de laboratério, devido ao tamanho da amostra
fixa de 400 sementes utilizado, o que gera a necessidade de periodos
prolongados nas analises e elevados custos. No entanto, a exemplo do que tem
acontecido em outras areas, o crescente investimento nesta tecnologia
certamente implicara adaptagdes que possibilitaréio a automatizagéo, de forma a
permitir seu uso nos programas de produgdo de sementes, de forma répida e
segura. Nesse sentido, é necessirio adotar uma técnica alternativa de
amostragem como meio de agilizagdo, redugiio da médo-de-obra utilizada e,

conseqiientemente, minimizando os custos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem seqiiencial

O trabalho foi conduzido no laboratério de Andlise de Sementes da
Embrapa Milho e Sorgo em Sete Lagoas, MG.

A amostragem seqlencial foi simulada em lotes de sementes de 1kg com
conhecidos percentuais de contaminantes. i’ara a obtengdio destes lotes, sementes
de milho hibrido foram marcadas e misturadas as sementes sem marcagdo €, em
seguida procedeu-se 3 homogeneizagio em um divisor centrifugo Gamet. Os
niveis de contaminaggio de 0,25%, 0,5%, 1%, 2%, 4% e 6% foram considerados
para as analises estatisticas do processo de amostragem.

Na elaboragiio do plano de amostragem seqilencial, a pureza genética de
sementes de milho foi considerada como varidvel. Foram formuladas as
hipéteses H,: o lote de sementes hibridas esta dentro dos padres aceitaveis para
a caracteristica de pureza genética e H;: o lote de sementes hibridas ndo esta
dentro dos padrdes aceitdveis para a caracteristica de pureza genética. Os riscos
envolvidos nas tomadas de decisio para rejeicdio ou aceitagdo do lote de
sementes foram o € B. O primeiro se refere ao risco do produtor em rejeitar um
lote de sementes que atende as exigéncias minimas de pureza genética. Por outro
lado, B se refere ao risco do consumidor em comprar um lote que ndo atende as
exigéncias minimas de pureza genética. Os valores de o ¢ B foram fixados em
0,05.

Foram considerados os limites para os valores de pureza genética,
representados por po e p;, em que po ¢ o limite inferior e se refere & percentagem
de pureza genética minima tolerada para as sementes de milho hibrido simples,

duplo ou triplo e p;, limite superior, se refere a percentagem de pureza genética
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ideal para as sementes hibridas de milho. Os valores calculados para po e p,

variam com os niveis de contaminago nos lotes de sementes (Tabela 1).

TABELA 1 Valores de po € p; para diferentes niveis de contaminagéo varietal
em lotes de sementes hibridas de milho. Embrapa, Sete Lagoas,

MG, 2003.
Niveis de
contaminacdio (%) po P

0,25 0,9975 0,999

0,5 0,995 0,999

1 0,99 0,999

2 0,98 0,999

4 0,96 0,999

6 0,94 0,999

Po: percentagem de pureza genética minima tolerada
pi: percentagem de pureza genética ideal

Baseou-se no tamanho maximo de amostra de 400 sementes, segundo
recomendagio da RAS (Brasil, 1992). A amostragem foi realizada em seqiiéncia
crescente de grupos de 40 sementes, os quais foram fixados e analisados até
totalizar as 400 sementes.

Nas tabelas a seguir, estdo os valores calculados para os limites
inferiores (/) e superiores (/s), adotando-se os numeros anteriormente
mencionados. Esses limites e o tamanho médio de amostra (7M4) foram

calculados segundo as formulas:

L=b+an e IL=c+tan
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_ I—Pl = l-a c= 4
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P(1-A) R(1-P) A

Em que:

n: tamanho de amostra

li: quando n < ao limite inferior, decis@o de rejeitar o lote

Is: quando n 2 ao limite superior, decisdo de aceitar o lote

a, b e c: coeficientes das duas retas, aceitagdo, continuagiio ou rejeigdo
po: limite aceitivel

pi. limite ideal

o = 3 = 0,05, ou seja, 5% de probabilidade de erro.

O tamanho médio de amostra (TMA) é calculado em fungéo de p,

podendo ser feita a partir da expresséo:

P(p)(b-c)+c
p-a

2
= -1
Emque P(p)= a

W W
1-
de Ho: p=po 18 —(—]

TMA(p) =

¢ a probabilidade de aceitagdo

Os valores de p e W estédo associados pela expressio:

(&) -(=a)

25

p



TABELA 2 Valores calculados dos limites de decisdo do plano de
amostragem seqiiencial para po: 0,9975; pi: 0,999 e a =3=0,05
para pureza genética de 0,25% em lotes de sementes de milho.
Embrapa, Sete Lagoas,MG, 2003.

N Limite inferior (i) Limite superior (Is )
40 37 40
80 77 80
120 117 120
160 157 160
200 197 200
240 236 240
280 276 280
320 316 320
360 356 360
400 396 400

TABELA 3 Valores calculados dos limites de decisio do plano de
amostragem seqiiencial para po: 0,995; py: 0,999 e a =p=0,05
para pureza genética de 0,5% em lotes de sementes de milho.
Embrapa, Sete Lagoas,MG, 2003.

N Limite inferior ( li ) Limite superior ( Is )
40 38 40

80 78 80

120 118 120
160 158 160
200 198 200
240 238 240
280 277 280
320 317 320
360 357 360
400 397 400
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TABELA 4 Valores calculados dos limites de decisio do plano de
amostragem seqilencial para po: 0,99; pi: 0,999 € a =(3=0,05 para
pureza genética de 1% em lotes de sementes de milho. Embrapa,

Sete Lagoas,MG, 2003.

N Limite inferior (li ) Limite superior (Is )
40 35 40
80 75 80
120 115 120
160 155 160
200 194 200
240 234 240
280 274 280
320 313 320
360 353 360
400 393 400

TABELA S Valores calculados dos limites de decisio do plano de
amostragem seqilencial para po: 0,98; pi: 0,999 e a =B3=0,05 para
pureza genética de 2% em lotes de sementes de milho. Embrapa,

Sete Lagoas,MG, 2003.

N Limite inferior (1i) Limite superior ( Is )
40 37 40
80 77 80
120 117 120
160 156 160
200 196 200
240 235 240
280 275 280
320 314 320
360 354 360
400 394 400
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TABELA 6 Valores calculados dos limites de decisio do plano de
amostragem seqiiencial para po: 0,96; pi: 0,999 ¢ o =3=0,05 para
pureza genética de 4% em lotes de sementes de milho. Embrapa,
Sete Lagoas,MG, 2003.

N Limite inferior (i ) Limite superior (Is)
40 38 40
80 77 80
120 116 120
160 156 160
200 195 200
240 235 240
280 274 280
320 313 320
360 353 360
400 392 400

TABELA 7 Valores calculados dos limites de decisio do plano de
amostragem seqiiencial para po: 0,94; pi: 0,999 e a =B=0,05 para
pureza genética de 6% em lotes de sementes de milho. Embrapa,
Sete Lagoas,MG, 2003.

N . Limite inferior (1i) Limite superior (Is )
40 38 40
80 77 80
120 116 120
160 155 160
200 194 200
240 233 240
280 273 280
320 312 320
360 351 360
400 390 400
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3.2 Marcadores microssatélites

As andlises moleculares foram realizadas no Nuicleo de Biologia
Aplicada (NBA) da Embrapa Milho e Sorgo em Sete Lagoas, MG.

A extragdo do DNA foi efetuada da parte aérea de plantulas oriundas de
sementes germinadas em rolo de papel por cinco dias, & temperatura constante
de 25°C. O material vegetal foi macerado em presenga de nitrogénio liquido até
a obtengdo de um pod fino, ao qual foram adicionados 800 pL do tampdo de
extragio CTAB (2% de CTAB; 1M Tris-HCI pH 8,0; 0,5mM de EDTA pH 8,0;
5M NaCl, 2% de B-Mercaptoetanol). A mistura foi mantida a 65°C por 1 hora,
sendo homogeneizada a cada 15 minutos. Em seguida, foram adicionados
800uL da mistura cloroférmio-alcool octanol (24:1). As amostras foram
homogeneizadas por 10 minutos e centrifugadas a 16.000xg por 10 minutos. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo e repetiu-se a etapa de lavagem com
cloroférmio-octanol e de centrifugagio. O DNA foi precipitado da fase
sobrenadante com a adigio de 800uL de isopropanol. Apds a lavagem em
etanol 70%, o DNA foi ressuspendido em 200uL de TE pH 8,0 (Tris-HCL 10
mM; EDTA 1 mM). A quantificagdo do DNA foi realizada em gel de agarose
0,8%, por meio da comparag@io com um DNA de concentragdo conhecida.

O DNA estoque foi mantido a —20°C e o DNA diluido, na concentragio
de trabalho de 10 ng/uL, foi armazenado a 4°C.

Em uma primeira etapa, foi realizada a sele¢@io de conjuntos de primers
para avaliagdo da qualidade genética. Foram utilizados 17 gendtipos de milho,
sendo cinco hibridos simples, um hibrido triplo e onze linhagens (Tabela 8),
provenientes do programa de melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo, Sete

Lagoas, MG. O DNA de cada material foi obtido a partir da parte area de 10

pléntulas.
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TABELA 8 Hibridos de milho e seus respectivos progenitores utilizados na
avaliagio da qualidade genética de sementes por meio da técnica
de SSR. Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas,MG, 2003.

Hibridos Linhagens
HSI L9xL8
HS2 L5xL6
HS3 L3xL4
HS4 L7 x L2
HS5 L10x LIl
HT HS2x LI

HS - hibrido simples HT - hibrido triplo L - linhagem

Foram testados 100 primers com o objetivo de selecionar aqueles mais
informativos, com melhor padrio de amplificagio. Foram avaliados primers
capazes de gerar perfis que permitissem a distingdo do hibrido de seus parentais.

Um vez selecionado o conjunto de primers, foram efetuados misturas de
DNA provenientes dos parentais, visando avaliar a sensibilidade da técnica SSR
em detectar misturas varietais em lotes de sementes, em diferentes proporgdes.
Assim, foi realizada contaminagdo com misturas do DNA diluido de cada um
dos parentais do hibridos HS1, HS2, HS3, HS4 e HT nas proporgdes 1:1, 1:5,
1:8,5:1e8:1.

A reagio de SSR com volume final de 10 pL, realizada em
termociclador ABI 9600, foi realizada com 30 ng de DNA, 1,0 mM Tris-HCI, 50
mM KCI, 2,0mM MgCl,, 125 pM de cada um dos dNTPs, 0,6 uM de cada um
dos primers e 1 U da enzima Taq polimerase. Os ciclos da reagio de PCR
consistiram de uma desnaturaggo inicial a 95°C por 2 minutos, seguida por nove
ciclos de 94°C por 20 segundos, 68°C por 20 segundos, com reduciio de 1°C a
cada ciclo € 72°C por 20 segundos; seguidos de 25 ciclos a 94°C por 20
segundos, 60°C por 20 segundos e 72°C por 20 segundos. A extensdo final foi
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realizada a 72°C por 10 minutos. Os fragmentos amplificados foram resolvidos
em géis de agarose 4%, sob eletroforese a 100 v por 2,5 horas. O gel foi corado
com brometo de etidio (1 mg/mL) e a imagem visualizada sob luz ultravioleta.

Em uma segunda etapa foi verificada a sensibilidade da técnica de SSR
em detectar diferentes concentragdes de DNA, numa mesma reagéo de PCR.
Para tanto, foram utilizados o hibrido HS3 e linhagem L1. A selecdo de primers
nessa etapa foi baseada em informagdes ji disponiveis no laboratério do NBA.
O conteudo de informagdo por loco dos marcadores SSR e a qualidade de
amplificagio dos fragmentos em gel de agarose foram considerados nesta
primeira selegdo. Nesta etapa foram avaliados 24 primers.

As misturas do hibrido HS3 e a linhagem L1, e vice-versa, obedeceram
as seguintes proporgdes: 1:0; 1:1; 1:5; 1:10; 1:15; 1:20; 1:30 e 1:40. Para a
obtengdo das proporgdes citadas procedeu-se a: i) mistura de volumes de DNA
cuja concentragiio foi determinada em gel de agarose 0,8% e ii) mistura de
discos foliares com didmetro de 0,8cm , sendo 0 DNA extraido desta mistura de
discos, seguindo o protocolo do CTAB (Saghai-Maroof et al., 1984).

A avaliagdo da sensibilidade foi feita visualmente, levando-se em conta a

resolugéio das bandas no gel.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Amostragem seqiiencial

Observa-se, pelos resultados contidos na Tabela 9, que, num total de
400 sementes, 0 que corresponde ao tamanho de amostra fixo exigido pela RAS
(Brasil,1992), ndo foi possivel tomar nenhuma decisdo de aceitacfo efou
rejeigdo de lotes de sementes de milho em relagdo a pureza genética, quando
estes lotes tinham 0,25% e 0,5% de mistura. No entanto, para lotes com mistura
varietal acima de 1%, foi necessario um nimero menor de sementes a serem
analisadas que o exigido pelo tamanho de amostra fixo n=400, para se tomar

uma decisgo.

TABELA 9. Niamero de sementes analisadas no plano de amostragem
seqiiencial para a decisdo de aceitar ou rejeitar o lote, em fungio
da percentagem de mistura varietal. Embrapa, Sete Lagoas,MG,

2003.
Nimero de sementes
Lotes Contaminantes (%) necessarias para tomada de
decisdo de rejeite do lote
1 0,25 > 400
2 0,5 > 400
3 1 280
4 2 120
5 4 40
6 6 40
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Os lotes que apresentavam mistura varietal igual ou superior a 0,5%
precisariam de um tamanho de amostra de 1,6 a 8 vezes superior ao tamanho de
amostra fixo n=400 (Tabela 10), para se tomar uma decisdo sobre o destino
destes lotes. Por ocasidio da avaliagio das 400 sementes exigidas pelo plano
truncado, nenhuma decisdo foi tomada ao final do teste, pois sempre caia-se na
regido de indecisdo, entre os dois limites de controle. Como optou-se pelo
truncamento do teste, quando o tamanho da amostra atingiu 400 sementes, a
amostragem foi finalizada e nenhuma decisdo foi tomada. O resultado da média
tedrica (Tabela 10) indicou que, para uma mistura varietal de 0,25%, ¢
necessario analisar, em média, 3.347 sementes para que se possa tomar uma
decisdio de aceite ou rejeite do lote de sementes, com um risco de 5% de erro
para o produtor e consumidor. Ao analisar apenas 400 sementes somente havera
preocupaciio com os riscos do produtor, no considerando que o comprador das
sementes também corre riscos € que estes devem também ser controlados. Da
mesma forma que o produtor perde quando um lote de sementes ¢é classificada
como fora do padriio num teste, o comprador também serd prejudicado se um
lote de mé qualidade for classificado dentro do padréo para 0 mesmo teste.

J& para lotes com 0,5% de mistura varietal, segundo os resultados da
média tedrica (Tabela 10), é necessdrio analisar, em média, 654 sementes para
atestar a pureza genética desse lote, com o risco de 5% tanto para o produtor de
sementes quanto para o consumidor. Vale ressaltar, que apesar da exigéncia de
se analisar um nimero de sementes superior ao exigido pela amostragem de
tamanho fixo (n = 400 sementes), a amostragem seqilencial garante, em um
mesmo nivel de seguranga protegdo tanto para o consumidor quanto para o
produtor. Ainda pela Tabela 10, para aceitar ou rejeitar lotes com mistura de 1%
~ (com nivel de probabilidade de erro de 5% para o produtor e consumidor €
necessdrio analisar, em média, 188 sementes. Neste experimento, foi necessario

avaliar 280 sementes para se tomar a decisdo de rejeite, com o mesmo risco de
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probabilidade. Isso ocorreu devido 4 flutuagao do tamanho de amostra usada no
plano aleatério e pelo agrupamento das sementes de 40 em 40. Como o grupo de
sementes a ser ensaiado ¢ fixado a critério do analista, se tivesse estabelecido
grupos com menor quantidade de sementes, provavelmente a decisdo de rejeitar
o lote seria tomada com um numero de sementes total, mais préximo ao da
média tedrica.

Isto também ocorreu para os lotes de milho com mistura varietal de
2%,4% € 6%, ou seja, na pratica houve necessidade de analisar um nimero
superior ao estabelecido pela média tedrica, para se rejeitar os lotes com as
mistura acima referidas, com probabilidade de risco de 5% de erro para o
consumidor e produtor (Tabela 10). Resultados semelhantes ocorreram no
trabalho de Santana (1994). Ao adotar agrupamento de sementes de 20 em 20,
lotes que pela média tebrica precisariam de analisar em média 217 sementes, a
referida autora, na prética, conseguiu rejeitar o lote com 95% de seguranga,

apenas quando analisou 400 sementes.

TABELA 10 Tamanho médio de amostra (TMA(p)) para lotes de sementes de
milho com diferentes porcentagem de mistura varietal, em
funcdo dos valores atribuidos a W. Embrapa, Sete Lagoas,MG,

2003.
Contaminacdo (%) w p P(p) TMA (p)
0,25 1 0,9975 0,9500 3.347
0,5 1 0,9950 0,9500 654
1 1 0,9900 0,9500 188
2 1 0,9800 0,9500 65
4 1 0,9600 0,9500 24
6 1

0,9400 0,9500 14

W: expedientc matemético
p: percentagem de pureza minima tolcrada
P(p): probabilidade de aceitar Hy
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Ressalta-se, no entanto, a eficiéncia da amostragem seqiiencial em
reduzir o tamanho da amostra para a determinagéo da pureza varietal em lotes
com mais de 1% de mistura, sem aumentar o nivel de risco de erro para o
produtor e consumidor. Estes resultados reforcam outros trabalhos envolvendo o
uso da amostragem seqiiencial em sementes, como os obtidos por Jackish et al.,
(1984), Santana (1994), Banyai (1987) e Ellis & Whitehead (1987). Estes
autores constataram a vantagem do uso da amostragem seqiiencial em relagéo a
amostragem de tamanho fixo, quanto a redugiio do nimero de sementes
utilizadas e redugfio do tempo gasto para se tomar uma decisdo sobre a qualidade
de um determinado lote sob avaliag@o.

Essa diminuic#o significativa do numero de sementes a serem analisadas
¢ de suma importancia quando se utilizam técnicas rapidas e precisas, como as
moleculares, tipo microssatélites. Quando métodos eletroforéticos sdo
considerados para avaliar pureza varietal, ¢ inviavel a utilizagio do plano de
amostragem fixa, pois estes métodos requerem a utilizagéo de produtos quimicos
que elevam o custo da analise (Banyai, 1978).

Segundo Von Pinho (1995), a utilizagio de sementes com qualidade
genética comprometida em fungfo da falta de metodologias e de padrdes para a
identificagdo de contaminagSes proveniente da autofecundagdo do parental
fémea, pode reduzir a qualidade fisiologica de sementes e a produgdo de grios.

Para Salgado (2001), uma anélise de pureza genética em sementes de
milho pode ser feita utilizando tanto sementes inteiras como folhas para a
extragiio de DNA, o que torna o teste mais rapido e de facil execugéo.

No entanto, para viabilizar o uso de anélise molecular em laboratorial, é
fundamental adotar uma amostragem que propicic a mesma porcentagem de
risco, tanto para o consumidor quanto para o produtor, possibilitando a
utilizagio de menor nimero de sementes visando rapidez e menor custo. Nesse

sentido, a amostragem seqiiencial ¢ uma alternativa, tendo ainda como vantagem
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o aspecto que a tomada de decisdo a respeito do destino do lote ndo ¢ unilateral,
ou seja, 0s riscos s30 os mesmos para o produtor € o consumidor.

Considerando também que quando se trabalha com as probabilidade o ¢
B predeterminadas de se cometer o erro tipo 1 e tipo II, respectivamente, nas
decisdes tomadas, nao hi nenhum outro plano de amostragem que reduza o

tamanho da amostra quanto 4 amostragem seqiiencial (Santana, 1994).

4.2 Marcadores microssatélites

Em relagdio a selegio de conjunto de primers, visando discriminar os
hibridos de seus respectivos parentais, entre os 100 primers testados, apenas
cinco para cada hibrido geraram perfis de amplificagio que permitiram essa
discriminagdio, conforme consta da Tabela 11. Para os demais primers ndo foi
observada heranga mendeliana, ou seja, auséncia da banda na linhagem parental
e presenga no hibrido ou vice-versa, ndo havendo diferenciaciio do hibrido com
relag@io a0s seus respectivos progenitores. Segundo Smith et al., (1997), dentre
as provéveis causas estiio a heterozigosidade residual nas linhagens parentais,
contaminagio genética da progénie, mutagdes que podem eliminar o sitio de
anelamento do primer ou erros durante a replicagdo pela taq polimerase. Na
Figura 1, encontram-se exemplos de padrdo de amplificagdo gerados por alguns
dos primers selecionados. Salgado (2001) também conseguiu distinguir o

hibrido de milho de seus respectivos progenitores por meio de marcadores SSR.
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TABELA 11.  Conjuntos de primers que permitem a disting@o do hibrido de
seus parentais. Embrapa, Sete Lagoas, MG, 2003.

Material Primers

HS1 bnlg125, bnlg166, bnig1325, mmc1312, bnlg2291

HS2 bnlg2291, bnlg1006, umc1037, bnlg589, mmc041

HS3 mme3 12, umc1008, phi 072, umc1055, umc1037

HS4 bnlg125, bnlgl66, bnig1520, umc1016, bnlg669
HT bnlg2291, bnigl1 006, umc1008, umcl016, bnlg238

Pode-se observar ainda que a técnica de microssatélite apresentou-se
eficiente em detectar pequenas proporgdes de DNA em mistura na amostra.
Observa-se, pelos padrdes eletroforéticos, que ndio existe diferenga no tamanho
das bandas referentes as misturas 1:1, 1:5 e 1:8 das linhagens. Dessa forma, fica
evidenciada a sensibilidade da técnica em detectar mistura em qualquer uma
dessas proporgdes (Figura 1), o que viabiliza a utilizagdo da técnica para este
fim. Isto vem ao encontro do sistema de certificagfio e fiscalizagdo de sementes,
pois os SSR sdo marcadores precisos e muito informativos em fungdo de suas
caracteristicas de multialélismo e co-dominéncia. Estas caracteristica permitem
que os SSR sejam uteis na detecgéio da heterozigosidade de um loco especifico,
sendo importante para o monitoramento da pureza genética (Padilha 2002,
Salgado 2001, Prasad et al., 2000; Senior et al., 1998; Smith et al.,1997). Trata-
se de uma técnica que é caracterizada pela simplicidade e que, apds a etapa de
extragdo do DNA, ¢é necessaria apenas a realiza¢do da PCR e eletroforese dos

fragmentos.
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bnlg 006

Pl — parental macho

P2 - parental fémea

1/1 — mistura das linhagens n
mesma proporgio

1/5 — 1 parte Pl ¢ 5 parte P2
1/8 — 1 parte Pl ¢ 8 parte P2
5/1 = 5 parte Pl e 1 parte P2
8/1 — 8 parte Pl ¢ 8 parte P2

FIGURA |  Perfil de bandas geradas pelos primers bnlg2291;
bnlg1006; umc1037; bnlg669 e bnlg238 que permitem
discriminar os hibridos de seus respectivos parentais e
a detecgdo das diferentes propor¢des de misturas entre
os parentais P1 e P2. Embrapa, Sete Lagoas-MG,
2003.
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Na etapa de avaliagéio da sensibilidade dos primers, entre os 24 testados,
trés foram selecionados em fungdo da sua capacidade de diferenciar o hibrido de
seus respectivos parentais. Os demais ndo amplificaram alelos para um ou mais
individuos e 6 deles ndio apresentaram polimorfismo entre o hibrido ¢ a
linhagem.

Quando utilizou-se a mistura do hibrido HS3 e da linhagem L1, em
diferentes proporgdes, a sensibilidade do marcador em detectar essas misturas
variou em fungdo do primer utilizado. Para o primer umc1019, pode-se verificar
que a resolugdo da banda no gel, representando a menor proporgdo do material
na mistura, da linhagem no HS3 e vice-versa, foi precisa para as propor¢des 1:1;
1:5; 1:10 e 1:20. Nas propor¢des 1:30 e 1:40, a resolugdo da banda no gel
diminuiu e houve comprometimento na interpretagdo dos resultados observados
(Figura 2). Ja para os primers umc1016 ¢ mmc162, apenas a proporgéo 1:1 de
mistura da linhagem L1 e do hibrido HS3 apresentou banda nitida no gel,
possibilitando detectar a referida mistura (Figura 2). Este fato provavelmente
ocorreu em fungdo da afinidade do primer pela regido alvo. Ainda ha de se
considerar que quando amostras de DNA de individuos da mesma espécie sédo
misturadas em diferentes proporgdes, a maioria das bandas polimérficas geradas
sdo resultado da amplificagdo em fungdo das propor¢des de DNA em que o
fragmento se encontrava em cada amostra no seu respectivo genoma. Estas
bandas, teoricamente, devem ser amplificadas proporcionalmente, porque elas
estdo presentes igualmente, podendo ocorrer uma ligagio do primer com a

regido alvo do DNA gendmico (Williams et al., 1993)
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L - linhagem; HS3 - hibrido simples; 1:1 - 1 parte da L e 1 parte HS3; SH - 5 parte HS3 ¢ I parte L; 10H - 10 parte
HS3 e | parte L; 15H - 15 parte HS3 ¢ | parte L; 20H - 20 parte HS3 e [ parte L; 30H - 30 parte HS3 e | parte L; 40H -
40 parte HS3 e | parte L; 5L - 5 parte L e 1 parte HS3; 10L - 10 parte L ¢ | parte HS3; 15L - 15 parte L ¢ | parte HS3;
20L - 20 parte L ¢ 1 parte HS3; 30L - 30 parte L ¢ | parte HS3; 40L - 40 parte L ¢ 1 parte HS3.

FIGURA 2 Perfil de bandas geradas pelos marcadores umcl019; mmcl62 e umcl016 da
mistura de DNA (A) ou de discos foliares (B) do hibrido HS3 e da linhagem L1 em
diferentes propor¢des. Embrapa, Sete Lagoas,MG, 2003.



Uma forma possivel de aumentar a sensibilidade da técnica para detectar
misturas quando um dos materiais encontra-se cm menor proporgio seria a
NESTED-PCR, sugerida por Fungaro (2000). Segundo a autora, esta técnica,
que consiste numa reagio de PCR em duas etapas, pode aumentar a
sensibilidade em até 1000 vezes. Ainda foi observado (Figura 2) que os padrdes
de bandas foram mais informativos e nitidos ao utilizar-se mistura de discos de
folhas. Isso sugere que a técnica pode ser utilizada para detectar mistura de bulk
de sementes para extragio de DNA, o que facilita e diminui o custo das anélises
para determinagéo da pureza genética em lotes de sementes de milho.

Outro aspecto importante a ser considerado é o custo da anélise, que gira
em tomo de R$ 2,80 por reagdo. Isso levando-se em conta que foi necesséria a
utilizagio de apenas um primer de microssatélite para diferenciar os materiais
considerados de seus respectivos parentais.

Por outro lado, se for necessario determinar o percentual de mistura para
atender a uma possivel exigéncia do sistema de certificagdo e fiscalizagdo de
sementes em relagdo & pureza genética de um determinado lote, o custo
aumentaria em fungio do percentual de contamina¢éio permitido e do tamanho
da amostra (nimero de sementes) necessirio para detectar um referido
percentual. Dessa forma, se for considerada uma percentagem de 0,25% ou 0,5%
de contaminagdo, segundo os resultados desta pesquisa, para atestar-se a pureza
genética do lote via marcador molecular, seria necessério analisar 3.347 ou 654
sementes, respectivamente, o que resultaria num custo de R$ 9.370,00 ou
1.830,00 respectivamente.

De acordo com Von Pinho (1995), lotes com 1% de contaminag¢do tém a
qualidade fisioldgica reduzida, bem como a produgdio de grios. Dessa forma,
simulando-se um percentual de mistura permitido de 1%, para se analisar um
lote de sementes por meio da técnica de microssatélite, adotando o sistema de

amostra de tamanho fixo (400 sementes) que ¢ exigido pela RAS (Brasil, 1992),
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o custo por amostra (lote) é de R$ 1.120,00. Segundo resultados da presente
pesquisa, o tamanho dec amostra necessario quando se utiliza amostragem
seqiiencial para se detectar 0 mesmo 1% de mistura, ¢ de 280 sementes, o que
propiciaria uma redugéo de 30% no custo por amostra, ou seja, ficaria em R$
340,00, utilizando-se a mesma técnica com a mesma percentagem de seguranga
(5% de risco para o consumidor e o produtor). Para se determinar niveis mais
elevados de contaminagio, como 2%, 4% e 6% , o uso da amostragem
seqiiencial reduziria ainda mais o custo da analise em relagdo ao uso da
amostragem de tamanho fixo. Isto porque seria necessério analisar 120, 40 ¢ 40
sementes por lote, respectivamente, o que ocasionaria uma reducéio de 70% e

90%, respectivamente, no custo por amostra.
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5 CONCLUSOES

A amostragem seqiiencial possibilita atestar a pureza genética de lotes de

sementes, com riscos iguais para o produtor e o consumidor

A amostragem seqiiencial possibilita a redu¢do do tamanho de amostra
em relagdio ao tamanho de amostra fixa, para lotes de sementes acima de 1% de

mistura varietal,

Amostragem seqiiencial viabiliza o uso da técnica de microssatélite para

atestar a qualidade genética de lotes de sementes de milho.

A adogio da amostragem seqiiencial reduz os custos na determinagdo da

qualidade genética por meio da técnica de microssatélite.

A técnica de microssatélite é eficiente para discriminar hibridos dos seus
respectivos parentais, bem como em detectar misturas de proporgdes de DNA
até um nivel de 1:8. A detecgdo de mistura de até 1:40 variou em fungdo do

primer.
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