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RESUMO

LOPES, Magnólia de Mendonça. Amostragem seqüencial e marcadores de
microssatélites na avaliação da qualidade genética em lotes de sementes de
milho. Lavras: UFLA, 2003. 47p. (Dissertação - Mestrado em Fitotecnia)*

No sistema de produção de sementes, a pureza genética é um dos requisitos
fundamentais para a sua comercialização. Nesse sentido são estabelecidos
padrões de tolerância e há necessidade de metodologias que detectem
contaminação, bem como definir o tamanho de amostra a ser utilizado de forma
a garantir ao produtor e ao consumidor, dentro de um determinado nível de
segurança, a pureza genética do lote de sementes. O presente trabalho objetivou
determinar o tamanho da amostra para a avaliação da pureza genética, de forma
a proteger o consumidor e o produtor de sementes, em níveis de segurança
conhecidos e predeterminados e avaliar a sensibilidade da técnica de
microssatélites para discriminar híbridos de seus respectivos parentais e a
sensibilidade em detectar misturas, quando presentes em pequenas proporções
na amostra. Para a amostragem seqüencial sementes híbridas foram marcadas e
misturadas ao lote de sementes, simulando contaminações de 0,25%; 0,5%; 1%;
2%; 4% e 6%. Posteriormente, foram tomados grupos de 40 sementes em
seqüência, até no máximo 400 sementes, visando determinar a quantidade de
sementes necessária para detectar as percentagens de mistura acima
mencionadas. A sensibilidade da técnica de microssatélite foi avaliada
misturando-sc diferentes proporções de DNA dos híbridos com o de suas
respectivas linhagens. A técnica de microssatélite foi eficiente em detectar
pequenas proporções de DNA em mistura naamostra, bem como discriminar o
híbridos dos seus respectivos parentais. No entanto, a um nível de mistura
superior a 1:8 (1P1:8P2; 8P1:1P2), a sensibilidade do marcador para detectar
diferentes proporções das misturas variou em função do primer utilizado.
Quanto à amostragem seqüencial, verificou-se que para detectar níveis de
mistura acima de 1% no lote de sementes, com nível de risco tanto para o
produtor quanto para o consumidor de 0,05, o tamanho de amostra necessário foi
inferior ao requerido pela amostra de tamanho fixo. Isto possibilitou também a
redução do custo, viabilizandoo uso da técnica para atestar a pureza genética de
lotes de sementes de milho.

* Comitê Orientador: Dra. Maria das Graças Guimarães Carvalho Vieira -
UFLA (Orientadora), Dra. Lilian Padilha-Embrapa Milho
e Sorgo, Dr. Marcelo Silva de Oliveira - UFLA Dra.
Claudia Teixeira Guimarães - Embrapa Milho e Sorgo.
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ABSTRACT

LOPES, Magnólia de Mendonça. Sequcntial 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 levei 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 ofgenetic 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 leveis of contamination: 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, and 6.0%. After
this, groups of40 seeds were taken in sequence, up to a maximum of400 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
levei of mixture was higherthan 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 leveis higher than 1% within the seed lot- with a risk levei 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 certifyto the genetic purity of the lotsofcornseeds.

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

Embrapa Milho e Sorgo.
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1 INTRODUÇÃO

A cultura do milho participa de maneira expressiva nos mercados

nacional e mundial. Sua importância resulta num setor de sementes competitivo,

em qüe as empresas de produção de sementes beneficiam-se do fato de a maioria

dos materiais comercializados ser híbrida, caracterizando uma barreira natural à

utilização das sementes em plantios subseqüentes. Tal característica justifica os

investimentos nos programas de melhoramento do milho por permitir às

empresas o retorno dos investimentos no desenvolvimento de genótipos com

ampla adaptação e estabilidade,mesmo quando ainda não existia uma política de

proteçãode cultivares.

O milho é 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 às cultivares mais antigas.

O desenvolvimento de variedades com desempenho superior e adaptadas

aos ambientes de cultivo é um dos pontos essenciais para a obtenção de alta

produtividade e qualidade dos grãos de milho. Na obtenção do material a ser

multiplicado, o produtor deve ter garantida a qualidade das sementes, que além

de envolver atributos fisiológicos, físicos e sanitários, deve envolver também a

pureza genética das sementes.

Dessa forma, a certificação da pureza genética é indispensável para

assegurar aos agricultores produto com as características genéticas

desenvolvidas pelos melhoristas. No entanto, em função do estreitamento

genético que vem ocorrendo para a maioria das espécies, torna-secada vez mais

difícil a diferenciação dos mesmos, utilizando simplesmente características

morfológicas. Diante disso, a utilização de técnicas de biologia molecular cresce



em importância, de forma a contribuir de maneira expressiva para o aumento da

precisão das informações, viabilizando a certificação das cultivares de interesse.

A escolha do método molecular depende da estrutura genética de cada

espécie, do seu modo de reprodução, do tamanho do genoma, entre outros

fatores e, sem dúvida alguma, da relação custo-benefício. Na área agronômica,

os marcadores moleculares têm apresentado aplicação direta no monitoramento

da pureza genética de sementes. Dentre as técnicas atualmente disponíveis,

destaca-se a de microssatélite ou SSR, que amplifica segmentos repetidos ao

longo da molécula do DNA sendoestá, caracterizada pela simplicidade, rapidez

e precisão na geração dos perfisgenéticos.

Essa técnica poderá ser viabilizada para o monitoramento da pureza

genética devido às várias vantagens que apresenta, como o elevado conteúdo de

informação genética por loco ser multialélica, codominante, ser passível de

automação, aumentando a resolução e precisão das informações.

No entanto, em rotina em que se tem necessidade de analisar de forma

rápida grande quantidade de lotes, a quantidade de sementes a ser utilizada na

certificação desse tipo de técnica tem sido um dos principais questionamentos.

Neste aspecto, deve-se considerar essencial um sistema que permita monitorar e

rastrear contaminações genéticas que possam ocorrer no campo, permitindo o

fornecimento de sementes com elevados padrões de pureza genética aos

produtores de sementescertificadas.

Um ponto crucial para o sucesso na certificação da pureza genética e que

deve serenfocadoé o tamanho da amostra para garantir resultados rápidos, que

proporcionem segurança tanto ao produtor quanto ao consumidor de sementes

em níveis conhecidos e preestabelecidos, sem perder de vista a viabilidade

operacional. Nesse sentido, pesquisas recentes efetuadas pelo Comitê de

Estatística da ISTA (1999) têm apontado, como uma possível alternativa para



análises que requerem rapidez, precisão e redução de custos, a amostragem

seqüencial.

A amostragem seqüencial caracteriza-se por utilizar amostras de
tamanho variável. Uma vez formulada ahipótese de que o lote está dentro do
padrão exigido pelo sistema de certificação e fiscalização, pode-se aceitá-la,
rejeitá-la ou continuar amostrando, baseando-se nos resultados acumulados de
cada amostragem. As principais vantagens deste método são aredução de tempo
e de custos, e assegurar oue os riscos sejam os mesmos tanto para o produtor
quanto para o consumidor, sen; necessitar de um número fixo de amostras
(Pieters, 1978). Em certos casos, a amosir?aem seqüencial 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 avaliação da pureza genética, de forma a proteger o consumidor e o produtor de

sementes, em níveis de segurança conhecidos e predeterminados, e avaliar a

sensibilidade da técnica de microssatélites para discriminar híbridos de seus respectivos

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

detectar misturas, quando presentes em pequenas proporções na amostra.



2 REFERENCIAL TEÓRICO

2.1 Amostragem seqüencial

2.1.1 Aspectos teóricos

Na avaliação da qualidade de sementes, o método convencional prevê

uma amostra de tamanho fixo. Porém, mais recentemen;,;, em face das técnicas

disponíveis e do tempo gasto paraamostrar e da quantidade de amostrasa serem

analisadas em um laboratório de ro'tina? vem-se notando um maior interesse em

estudos relacionados à amostragem seqüencial. A vantagem em relação à

amostranç'.;-, de tamanho fixo é que a amostragem seqüencial caracteriza-se por

envolver amostras de tamanho variável, o que pode levar a uma redução nos

custos, porém, mantendo-se o controle dos erros que poderiam ser cometidos.
Outra diferença é que, enquanto na amostragem convencional procura-se estimar
os parâmetros populacionais para depois, eventualmente, testar uma hipótese a
respeito dos mesmos, na amostragem seqüencial é testada uma hipótese a
respeito desses parâmetros sem a preocupação em estimá-los. Avantagem do
tamanho da amostra utilizada na amostragem seqüencial se faz sentir

principalmente quando as sementes são de alto valor econômico ou quando o
tempo deanálise é limitado (Wald, 1947).

Os métodos clássicos para a amostragem de tamanho fixo e os métodos
inferênciais estão descritos em diversos trabalhos. A teoria da amostragem

seqüencial foi proposta por Wald (1945 e 1947) e, apartir daí, aplicações dessa
teoria têm sido apresentadas por muitos autores. Dentre eles Estefanel (1977),
Bányai (1978), Ellis & Whitehead, (1987), Jackish et ai. (1984) e Santana
(1994), que colocam seus elementos de uma maneira que torna possível uma
imediata aplicação em situações práticas envolvendo ciências agrárias.



Para elaborar um plano de amostragem seqüencial é necessário conhecer

a distribuição da variável que está sendo levantada pela amostragem, formular

hipóteses e estabelecer os riscos de tomar decisões erradas. Na amostragem

seqüencial, as unidades amostrais são examinadas em seqüência e os resultados
são obtidos por meio dos limites previamente determinados. Assim, com base na

primeira observação, pode-se chegar a uma das três seguintes decisões: (1)
aceitar a hipótese H formulada, (2) rejeitar a hipótese H e (3) continuar a

amostragem. Se for tomada adecisão (3), outra unidade amostrai é examinada e,

com base nos resultados acumulados, as três possíveis decisões são examinadas

novamente. O processo é continuado até que se possa tomar a decisão (1) ou a

(2).

A grande vantagem da amostragem seqüencial consiste naconsiderável

redução de tempo que ela proporciona por evitar a excessiva amostragem

quando o parâmetro populacional 8 é bem maior ou bem menor que o valor 9

determinado para comparação. Wald (1947) afirma que, em certos casos, a

amostragem seqüencial requer, em média, amostras com 1/3 do tamanho que

seria usadocom a amostragemde tamanho fixo.

Para dar inicio às operações seqüenciais é necessário levar em conta

basesestatísticas que irão auxiliar naelaboração do plano. Desse modo, deve-se

considerar a inferência estatística, teste de significância e o teste de hipótese.

A avaliação da qualidade de um lote de sementesa partir de uma amostra

desse lote é, de fato, um procedimento inferencial, podendo ser classificado em

dois tipos: estimação de parâmetros que descrevem a população (o lote) sob

estudo ou teste de hipóteses sobre esta população. Na produção de sementes

estimar ou testar são considerados procedimentos úteis, porém testar ainda é

mais prático e eficiente em muitos casos. Existem dois tipos de teste de

hipóteses: os testes de significância, que avaliam as evidências que uma amostra

apresenta, contra ou a favor de uma determinada hipótese chamada de hipótese



de nulidade, H0, e os testes de hipóteses propriamente ditos, que consideram

também uma segunda hipótese H]5 chamada de hipótese alternativa.

No teste de significância, busca-se controlar a probabilidade de que o

erro tipo I não está sendo cometido (nível de significância a), istoé, tera certeza

de que não está sendo rejeitada uma hipótese verdadeira. Esse teste só se

preocupa com o produtor, não 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 nível de significância 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 parâmetros a serem

avaliados é porcentagem de contaminação desse lote em relação a esses fatores.

Pode-se, então, usar um teste de significância para testar Ho: p=po. ou seja, a

hipótese de que a porcentagem de contaminação de um dado lote é igual a p0.

Um teste de significância verificará se uma amostra de n sementes reúne

evidências suficientes para rejeiçãode Ho.

O procedimento seqüencial é dado, a princípio, usando uma amostra com

tamanho n fixo, considerando o custo da inferência. No entanto, nada impede

que teste-se seqüencialmente, não fixando àpriorí otamanho da amostra.
A cada semente ensaiada para contaminação, pode-se calcular o tamanho

n, pela fórmula: n- —^^-po(l-po)

Se n > za (0,05/, rejeita-se. Se n < za, continua-se amostrando. Este

procedimento seqüencial apresenta como fator limitante a possibilidade de se
amostrar indefinidamente, sem tomar uma decisão sobre o lote de sementes.

Uma solução para este problema seria limitar o número de sementes ensaiadas

em um valor n-máximo (por exemplo, n=400 sementes). Desta forma, constrói-

se um teste seqüencial truncado, de significância, com risco de cometer oerro de
rejeitar uma hipótese verdadeira, prejudicando assim o produtor de sementes.



Ao proceder com o teste de significância por meio do teste de hipóteses

corre-se o risco de cometer tanto o erro tipo I, quanto o erro tipo II, este último,

com uma probabilidade p. Só que este risco é totalmente descontrolado, somente

se controlando a probabilidadea do erro tipo I. Portanto, nota-se que na versão

do tamanho fixo para amostras, como na versão seqüencial, os testes de

significância atentam somente para os riscos do produtor das sementes, não

levando em consideração que o comprador das sementes também corre riscos, e

que estes devem também ser controlados. Enquanto um produtor perde se uma

boa semente é classificada como ruim num teste, um comprador será

prejudicado se uma semente de má qualidade foi classificada como boa pelo

mesmo teste, ou seja, ambos são erros e ambos devem ser controlados.

Já os testes de hipótese são baseados no Teorema de Neyman e Pearson;

tanto o a quanto p são controlados, mas não limita o risco. O usuário determina

a priorí o valor que ele admite para o a e sabe que o p está acontecendo no

menor valor possível para aquele a escolhido. Usualmente, mesmo sabendo que

P é mínimo, não se sabe o valor de P, sendo este uma função da verdadeira

porcentagem de contaminaçãop do lote e da amostra. Dessa forma, permanece

ainda sem solução uma parte do problema, que é controlar p a um nivel

conhecido. Observa-se que a curva característica de operação do teste daria os

valores de p para cada valor possível da porcentagemp de contaminação do lote

se este valor fosse conhecido. Como p não é conhecido, uma solução seria

calcular o tamanho n da amostra necessário para que tanto o a quanto o P
(Zg -za)2

alcançassem níveis pré-fixados: n- p{\-p)——=-=-
(P]-Po)

Este procedimento é forçosamente seqüencial, pois depende de p, o

valor amostrai de p. Assim que o valor de n alcançar, ou ultrapassar, o valor

dado pela expressão acima, pode-se parar de amostrar e tomar uma decisão



(aceitando ou rejeitando H0): se H0 é rejeitada, corre-se o risco a, ou seja,

rejeitar a erroneamente, e se H0 é aceita, corre-se um risco P de H0 ter sido

aceita quando naverdade deveria serrejeitada.

Quando se trabalha com amostragem seqüencial, seja em testes de

significância ou em testes de hipóteses, deve-se considerar o tamanho de

amostra necessária para setomar uma decisão. O interesse maior é conhecer, na

amostragem seqüencial, o tamanho médio de amostra (TAÍA) que informará

quantas sementes em média terão que ser analisadas para finalmente se tomar

uma decisão quanto à pureza do lote. O interessante é tornar mínimo esse

tamanho de amostra . Portanto, em testesde hipóteses envolvendo sementes, três

elementos devem serconsiderados: as probabilidades a e p de se tomar decisões

erradas, que prejudicam tanto ao produtor quanto ao consumidor e o tamanho da

amostra utilizada.

A teoria de Wald (1947) é apresentada nesta revisão para o teste

seqüencial da razão de probabilidade e função do tamanho médio da amostra.
A primeira idéia da amostragem seqüencial foi lançada por Dooge et ai.

(1929) ao sugerirem a amostragem em duas etapas sucessivas. Posteriormente,
outros autores aperfeiçoaram a idéia, porém, o procedimento ainda necessitaria

de bases teóricas.

Wald (1945,1947), trabalhando para a Marinha dos Estados Unidos,

iniciou apesquisa em 1940, visando ao controle de qualidade do material bélico.
A partir de então, muitas indústrias passaram a usar o procedimento
desenvolvido por Wald, baseado no teste seqüencial da razão de probabilidade

(TSRP), sendo atécnica mais utilizada e difundida da amostragem seqüencial,
posteriormente adaptada por biólogos eentomologistas (Oakland, 1950; Morris,
1954). Desde então, diversos trabalhos têm sido realizados sobre amostragem
seqüencial. Essa teoria assume que os dados que estão sendo analisados são
coletados como uma seqüência de varáveis aleatórias Xt_ X2, X} , e que



finalmente deseja-se decidir entre duas hipóteses, H0 e H|. Estabelecido isto, o
TSRP de Wald determina que, em qualquer estágio da amostragem seqüencial,

onde já secoletou uma amostra detamanho n:

( i) p (*,, x2, .... x„; e,)l p (jc,, x2, .... x„; 0O) > A, então, a amostragem

deve ser cessada e deve-se rejeitar Ho(e aceitar H]).

(ii) p (x,, x2, .... xn; 0,yp (jc,, x2, .... x„; 90) < B, então, a amostragem

deve ser cessada e deve-se rejeitar H| (e aceitar H0).

( iii ) A <p (xlt x2, .... x„; 6,)l p (jc/, x2, -., x„; 00) < B então deve-se

continuar amostrando seqüencialmente, isto é, observar o valor x n.1 da variável

sob estudo.

As constantes A e B são determinadas de tal maneira que as

probabilidades de se cometer os erros tipo 1e II sejam, respectivamente, a e P,

valores pré-definidos pelo pesquisador /usuário:

S Prob a (erro tipo I)= risco do produtor, ou seja, rejeitar um lotede

sementes queatenda asexigências mínimas de pureza.

* Prob p (erro tipo II) = risco doconsumidor, ou seja, aceitar um lote

de sementesque nãoatenda as exigências mínimas de pureza.

Pela definição acima, pode-se observar que a TSRP prescreve uma

amostragem seqüencial com tamanho de amostra indefinida (uma amostragem

seqüencial "aberta"). Em alguma situação específica, o tamanho da amostra

pode ser demasiadamente grande. Apesar de ser possível demonstrar que toda

amostragem seqüencial determinada pelo TSRP termina ou seja, para algum

valor de n ela cessará, tem-se ainda considerada a possibilidade de se utilizar

procedimentos truncados (Wald, 1947; Ellis & Whitehead, 1987), em que um

número máximo de elementos amostrados é imposto.



Para esclarecer a aplicação desta teoria naárea de sementes, considere-se

o parâmetro porcentagem p de pureza genética de um lote de sementes. Deseja-

se decidir entre dois valores para p. Ou o lote está com uma porcentagem de

pureza p0 abaixo do desejado, ou está com uma porcentagem p, dentro do

aceitável. Para se evitar que a avaliação da pureza seja feita semente a semente,

amostram-se seqüencialmente grupos de sementes de tamanho n. O

desenvolvimento de TSRP para esta situação determina que em cada grupo

amostrado conte-se o número de sementes puras (Xt para o primeiro grupo, X2

para o segundo, etc.) ecomparem-se os dois limites de decisão: //, limite inferior

e Is, limite superior. Se para um dado tamanho nde amostra, oriundo de kgrupos

de m sementes, isto é, n = mk, o total acumulado de sementes puras é igual ou

menor do que //, então toma-se a decisão de rejeitar Hi e aceitar Ho,

considerando o lote com porcentagem de pureza abaixo do desejado. Se EA> é

igual ou maior do que Is, rejeita-se H0, considerando o lote como aprovado

quanto à porcentagem de pureza.

Se //<^ Xi< Is, continua-se amostrando. Para o estudo da porcentagem
i'=l

de pureza de sementes pode-se demonstrar que os limites, // e Is, são funções
lineares de w. Com o intuito de facilitar os cálculos é vantajoso usar o logaritmo

da razão de probabilidades no lugar da razão propriamente dita. Assim pode-se
escrever onde L indica o logaritmo neperiano. Pode ser usado o logaritmo em
qualquer base, entretanto, para adistribuição de Poisson há vantagens em usar o

logaritmo neperiano, segundo a fórmula:

li = b + an e ls = c + an

L„\Z1« u^. Ln\^Ã
'-1 ;.. l=a.

a=Lj/,:('-'o) b=^M^ c=^3p^
a
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O estudo do tamanho médio de amostra (TMA) para um TSRP para

porcentagem de contaminação genética em sementes em função de p (TMA(p))

pode ser feito a partir daexpressão:

TMA(p)=P(PUb-C) +C
p-a

Em que P(p) =—-—^r «r é a probabilidade de aceitação

deHo:p=po [—) -(jl^j

Os valoresdep e Westão associados pelaexpressão:

p =

[pO) [l-pO)

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

atribuindo-se valores a W num intervalo adequado, o que é um expediente

matemático para facilitar os cálculos. Em determinadas situações, às vezes é

necessário garantir que o tamanho da amostra de sementes não ultrapassará um

determinado valor nmia. Neste caso, procedimentos seqüenciais truncados podem

ser usados, como, porexemplo, aqueles tratadosem Ellis & Whitehead (1987).

Finalmente, os conceitos de a e p podem ser generalizados também aqui

em amostragem seqüencial usando o TSRP de Wald como feito anteriormente,

em função da probabilidade (aceitação H0. dada a porcentagem p de pureza do

lote). As fórmulas paraconstruir esta função são um tanto complexas e não serão

II



.*i;-.\, ovw .5íí<a!««a*v-^aiSf.

apresentadas nesta revisão. Esta função pode ser um critério útil para comparar

procedimentos que testam qualidadede sementes.

2.1.2 Amostragem seqüencial na avaliação da qualidade de sementes

No sistema de produção de sementes, reduzir custos e evitar gastos

adicionais é, hoje, um dos pontos fundamentais no sucesso do empreendimento.

É imprescindível a obtenção de amostras representativas do lote, de modo que

os resultados dos testes retratem a realidade do lote. Portanto, a decisão de

aceitar ou rejeitar um lote de sementes é dependente daamostragem efetuada.

Alguns testes determinantes da qualidade de sementes requerem a

utilização de materiais que elevamo custoda análise. Desse modo, o Comitê de

Estatística da ISTA (1999) está atentando para a redução do tamanho da

amostra, sem levar a uma baixa precisão do teste. A amostragem seqüencial tem

sido uma das alternativas para esse problema. Entretanto, pela necessidade do

conhecimento do método e de técnicas estatísticas, ainda não está sendo

recomendada para a análisede rotina.

Estudos envolvendo amostragem seqüencial em sementes permitiram a

redução do tamanho de amostra fixa de 400 sementes para 100 no plano

seqüencial, utilizando a metodologia do ácido fucsina para a capacidade

germinativa. Lotes com baixa e alta capacidade germinativa apresentaram

valores médios de amostras menores em comparação aos requeridos por lotes de

capacidade intermediária (Jackish et ai., 1984).

Santana et ai. (1994) constataram a viabilidade de se utilizar a

amostragem seqüencial, com redução do tamanho de amostra, para sedeterminar

pelo teste de pH do exsudado a qualidade fisiológica de sementes de milho.

Trabalhando com amostragem seqüencial na detecção de contaminação varietal

em sementes, Bányai (1987 e 1978) observou que é inviável utilizar o plano de
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amostra fixo, principalmente em análises que envolvem métodos eletroforéticos

para avaliação da pureza varietal, devido ao custo dessa análise. Em 1992, o

mesmo autor ressaltava a decisão do Comitê de Estatística da ISTA em relação

ao uso da amostragem seqüencial, na tentativa de diminuir os riscos do plano,

estudando ainda o desenvolvimento do plano de amostragem seqüencial

truncado e triangular na expectativa de que essas variações do plano pudessem

reduzir o tamanho da amostra.

Segundo Ellis & Whitehead (1987), tanto o plano seqüencial quanto o

plano de amostra fixa, em função da escolha entre o truncamento e o teste

triangular, dependem dos valores de/>. Os limites de aceitação e rejeição do teste

seqüencial triangular são inicialmente muito afastados, quando comparados ao

do truncamento. Para o triangular é mais difícil umatomada de decisão quanto a

qualidade do lote nas primeiras amostras, enquanto no método truncado, o

término do teste ocorre quando o número de sementes testadas é igual a 400,

valor este correspondente ao plano de amostra fixo.

O sucesso da amostragem seqüencial depende do parâmetro a ser

adotado, pois a seleção dos parâmetros mais indicados resultará na

economia do processo de amostragem, no controle dos riscos do produtor

e do consumidor com base na curva característica de operação e na curva

de tamanho médio de amostras nas tomadas de decisão (Dodge, 1972;

Jackisch et ai., 1984).

2.2 Pureza genética

A produtividade tem sido um fator fundamental na agricultura moderna,

devido ao aprimoramento tecnológico dos agricultores e o uso de sementes de

alta qualidade que contribuem diretamente para um processo produtivo eficiente.

13



conseqüentemente, empresas de sementes têm investido em programas de

melhoramento genético que requerem elevados investimentos financeiros e

intelectuais, resultando no lançamento de uma grande quantidade de materiais

com características desejadas. Nesse sentido toma-se essencial o monitoramento

de todas as fases da produção, objetivando garantir aos agricultores cultivares

com as mesmas características desenvolvidas pelos melhoristas.

Um dos fatores de maior importância para a obtenção do aumento de

produtividade é a utilização de materiais genéticos estáveis e adaptados,

atendendo às exigências de seus consumidores. Os investimentos no

desenvolvimento das cultivares devem estar associados a eficientes sistemas de

multiplicação de sementes com alta qualidade genética, física, fisiológica e

sanitária (Andreoli, 1992).

A obtenção e comercialização de sementes com alto grau de pureza

genética envolvem um rigoroso controle dos vários fatores contaminantes da

cultivar a ser produzida. Estes fatores determinam uma contaminação do tipo

varietal, que é a presença de sementes da mesma espécie, porém, de outra

cultivar, ou do tipo genética, decorrente de polinização não controlada. Na

cultura do milho, a grande maioria das cultivares comercializada é híbrida,

obtidas a partir de cruzamentos entre linhagens ou híbridos simples. Neste

sistema de produção são necessários a manutenção de estoques de linhagens

com altos níveis de homozigose e também um controle de qualidade rígido nas

etapas de multiplicação das sementes para garantir apenas a ocorrência dos

cruzamentos desejados.

O controle da polinização garante os efeitosda heterose, que sãoobtidos

por meio de cruzamentos entre linhagens com boa capacidade combinatória,

gerando híbridos com uma performance agronômica superior (Sprague &

Heberhart, 1977). Sendo assim, a pureza genética é um dos requisitos para a

comercialização de sementes e a não observação dos níveis de pureza
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recomendados leva à redução na produtividade e à degeneração de materiais

promissores.

A principal causa da contaminação genética é a ocorrência de

autofecundação da linhagem fêmea. Para que isso não ocorra, é necessária a

eliminação do pólen produzido pelo parental fêmea utilizando a macho

esterilidade, tratamento químico ou despendoamento manual ou mecânico

(Smith & Wych, 1986, Hutchcroft, 1959).

A presença de sementes de outras cultivares em um lote resulta em

efeitos negativos na produção de grãos e na uniformidade da lavoura. Portanto,

é imprescindível, para o controle de qualidade na produção de sementes, sabera

identidade genética e porcentagem de mistura varietal para cada classe de

semente. Assim, as empresas de sementes e órgãos oficiais podem administrar

estrategicamente asoperações no sistema de produção, certificando-se da pureza

genética das sementes para posterior comercialização.

Em um sistema de produção de sementes sãoadotados padrões de campo

e laboratório. Estas normas estabelecem padrões que estipulam valores máximos

de mistura varietal para assegurar a pureza, a identidade e a uniformidade

genética da semente nas gerações subseqüentes (Andreoli, 1992).

Porém, para a produção de sementes de milho no Brasil, não existem

padrões de tolerância estabelecidos para a porcentagem de contaminação

proveniente do parental fêmea autofencundado

As conseqüências da autofecundação indesejável na produção de

sementes híbridas de milho foram estudadas por Von Pinho (1995). Para esse

estudo, observou-se que a utilização de sementes com qualidade genética

comprometida em função da falta de metodologias e de padrões para a

identificação destas contaminações, pode reduzir a qualidade fisiológica de

sementes e a produção de grãos. A referida autora avaliou a qualidade

fisiológica de lotes de sementes de híbridos simples, triplo e duplos,
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contaminados com sementes híbridas provenientes do parental fêmea

autofecundado nas taxas de 0%, 5%, 10% e 100%, de modo a estudar as

conseqüências da autofecundação indesejável na produção de sementes de

milho. Os resultados demonstraram redução na qualidade fisiológica das

sementes e para cada 1% de contaminação de sementes provenientes da

autofecundação misturadas nas sementes híbridas, houve também uma redução

médiade 0,5% na produção de grãos dos quatro híbridos estudados.

A redução no rendimento da produção poderia ser maior, caso fosse

adotado um padrão de tolerância de 6% de sementes provenientes do parental

fêmea autofecundado,como adotado poralgumasempresas estrangeiras.

O estreitamento genético que vem ocorrendo para a maioria das

cultivares em diferentes espécies tem levado à obtenção de cultivares muito

próximas, dificultando a diferenciação desses materiais. Para certificação da

pureza genética, têm sido utilizados marcadores morfológicos, baseados em

características das sementes, plântulas, plantas em desenvolvimento e espigas.

Além destes, sistemas isoenzimáticos também têm sido utilizados para o

monitoramento da pureza genética das sementes (AOSA, 1991). No entanto, as

técnicas moleculares fundamentadas na amplificação de fragmentos de DNA

vêm tornando-se mais eficientes em discriminar cultivares, uma vez que não são

influenciáveis pelo ambiente e grandes avanços têm sido alcançados nas

diferentes áreas da biologia. Nesse sentido, diversos autores, a exemplo de

Salgado (2001), Gethi etai. (2002), Padilha (2002), Prasad et ai. (2000), Sênior

et ai. (1998), Smith et ai. (1997), avaliaram diferentes técnicas com o objetivo

de certificaçãoda pureza genética.

Controlar a pureza genética das sementes nacultura do milho é, hoje, um

dos pontos crucias para garantir uma alta produtividade, monitorando todas as

fases de produção comercial de sementes híbridas e certificando-se da pureza
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genética, de modo a contribuir substancialmente para aexpansão da cultura no

país(Koranyi, 1989).

2.3 Marcadores microssatélites

As técnicas de marcadores moleculares são dinâmicas e estão evoluindo

rapidamente na área agronômica, apresentando aplicação direta em processos de

caracterização de cultivares para obtenção de fmgerprintings e monitoramento

da pureza genética e varietal de sementes. Os marcadores moleculares são

segmentos de DNA que diferenciam dois ou mais indivíduos e são herdados

geneticamente. Os vários tipos de marcadores moleculares hoje disponíveis

diferenciam-se pela tecnologia utilizada em indicar variabilidade em DNA, ou

seja, hibridação ou amplificação de DNA.

Esses marcadores são abundantes, apresentam herança mendeliana

simples, não sofrem ação do ambiente, podem ser detectados em qualquer

tecido e fase de desenvolvimento da planta, não apresentam efeito pleitrópico e

propiciam um número ilimitado de polimorfismo distribuído aleatoriamente ao

longode todo o genoma. (Barros, 1998; Vasconcelos, 1995; Lanza et ai., 2000).

A associação desses marcadores com os descritores morfo-fisiológicos

pode ser indicada no processo de proteção intelectual de genótipos elite, o que

representa um forte incentivo a novos investimentos e novas oportunidades

tecnológicas.

A escolha do método molecular depende da estrutura genética de cada

espécie, do seu modo de reprodução, do tamanho do seu genoma, entre outros

fatores, como a baixa relação custo-beneficio. Todavia, não existe, ainda, uma

técnica que é mais eficiente e recomendada para todo e qualquer tipo de estudo.

Pelo contrario, as técnicas apresentam vantagens e desvantagens quando

comparadas(Powell et ai., 1996).
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Dentre as técnicas moleculares que têm apresentado confiabilidade em

prover uma identificação precisa por meio de um perfil genético detalhado, em

menor período de tempo e custo, e passível de automatização, cita-se a técnica

de microssatélite, também conhecida como seqüências simples repetidas(Simple

Sequence Repeats - SSR). Esses marcadores atualmente estão sendo os mais

indicados para o monitoramento da pureza genética devido às suas

características de multialelismo e co-dominância (Hamada et ai., 1982

Weissenbachetal., 1992).

Regiões contendo os microssatélites podem ser amplificadas

individualmente, por meio de um par de iniciadores específicos que são

complementares às seqüências altamente conservadas que flanqueiam os

microssatélites (Litt & Lutz, 1989). Cada microssatélite constitui um loco

genético altamente variável, multialélico e com um elevado conteúdo

informativo de polimorfismo (Ferreira & Grattapaglia, 1998), apresentando-se

estáveis ao longo de várias gerações (Russel et ai., 1997). Os genomas

eucariotos são densamente povoados por diferentes classes de seqüências

repetidas. Os microssatélites são seqüências curtas com um a seis nucleotídeos
repetidos de 10 a60 vezes em tandem ao longo da molécula de DNA, os quais
são flanqueados por seqüências conservadas (Rafalski etai., 1996).

A identificação dos SSR é um processo trabalhoso e de elevado custo,

envolvendo a construção de bibliotecas genômicas, seleção de clones contendo

osmicrossatélites, o seqüenciamento em larga escala desses clones, desenho dos

primers específicos esua confirmação por PCR (Rafalski etai., 1996).
Chin et ai. (1996) concordam que a grande limitação da técnica é a

necessidade de informações da seqüência do DNA para construção dos

iniciadores. No entanto, esta limitação está sendo vencida rapidamente com

disponibilidade de primers SSR para diversas espécies de interesse econômico,
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como, por exemplo, o milho. Atualmente, já se encontram disponíveis 1.855

seqüências de pares deprimers SSR no"Maize Genome DataBank™.

A implementação desta técnica toma-se ainda mais atrativa para os

programas de melhoramento de milho, uma vez que o desenvolvimento dos

iniciadores não é mais limitante (Lanza et ai., 2000). Com o aumento da

disponibilidade de primers de microssatélites para várias espécies, será possível

obterum padrão único para cada cultivar, possibilitando com isso sua utilização

em processos de identificação de cultivares (Chin et ai., 1996; Sênior et ai.,

1996,Smithetal., 1997).

Os microssatélites são importantes como suporte ao processo de

proteção intelectual de materiais genéticos de milho (Smith et ai., 1997). Além

disso, a característica de co-dominância viabiliza a utilização da técnica de SSR

como ferramenta para o monitoramento rápido e eficiente em análises de pureza

genética de sementes e tem se apresentado como uma das mais promissoras,

dentre os marcadores de DNA, na identificação de contaminação genética,

gerando resultados de fácil análise e interpretação. Outra vantagem é o fato de

possuírem vários locos com potencial para gerar um perfil alélico único,ou seja,

um flngerprinting genético, que pode ser utilizado para o controle da pureza

genética de sementes híbridas ou de linhagens, tornando-se uma técnica

importante na certificação ou fiscalização de sementes. Além disso, a

disponibilidade de informações das seqüências dos pares de primers supera as

dificuldades na transferência de sondas entre laboratórios (Chin et ai., 1996).

Salgado (2001), avaliando sementes milho, observou que dez locos de

microssatélites são eficientes para distinguir o híbrido de seus progenitores

masculino e feminino. Para a diferenciação entre o híbrido e o parental fêmea

autofecundado outros 14 locos apresentaram-se eficientes. Smith et ai. (1997),

ao avaliarem 131 locos SSR em 13 conjuntos de parentais e seus respectivos

híbridos, observaram a incidência de apenas 2,2% desses locos com herança não
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mendeliana, ou seja, ausência de uma banda parental ou presença de uma banda

não parental no híbrido. Os microssatélites são úteis também na detecção da

heterozigosidade de um loco específico, o que é importante para o

acompanhamento da pureza genética e do nível de endogamia dos materiais

elites utilizados no melhoramento genético (Prasad et ai., 2000; Sênior et ai.,

1998; Smith et ai., 1997). Os referidos autores citam ainda como vantagem o

fato de normalmente poucos locos garantirem a completa diferenciação dos

genótipos de interesse. Essa característica é um fator importante, considerando a

necessidade de discriminação de cultivares muito próximas ou essencialmente

derivadas.

Segundo Padilha (2002), a discriminação de 35 linhagens de milho foi

possível com apenas dois locos SSR. Além disto, as diferenças na amplitude

alélica entre os locos, associadas à precisão conferida pelo sistema semi-

automatizado, permitem a combinação de locos em única linha do gel,

garantindo a obtenção de um fingerprinting com alto poder de discriminação.
Warburton et ai. (2002) trabalharam com marcadores SSR para a caracterização

genética de linhagens e populações de milho do CIMMYT e selecionaram 53
locos com alto poder discriminatório, passíveis de serem utilizados no processo

de genotipagem dos materiais envolvidos no estudo. Apenas cinco locos de SSR

foram necessários para adefinição de fingerprintings únicos para cada uma das

94 linhagens de milho avaliadas por Sênior et ai.(1998).

Avaliando nove linhagens de milho de diversos pedigrees foi possível

identificar 200 locos de microssatélites com alto poder discriminatório dentre as

576 seqüências examinadas (Chin et ai., 1996). Oreferido autor ainda estudou a
presença e a distribuição dos microssatélites em milho com base nas
informações das seqüências obtidas no GenBank e no EMBL. Dentre os locos

microssatélites, 69 apresentaram polimorfismo moderado gerando 2 e 4 alelos,

sendo osmais abundantes os motivos (AG/TC)„ (CCT/GGA)n e (CCG/GGC)„.

20



çMittWV. ..-w ~;.., ^#T.*--««fiS- <:

Meesang et ai. (2001), utilizando II cultivares e 133 acessos de

sementes de soja, estudaram adiversidade e a pureza genética desse material em

diferentes fontes. As análises foram feitas com 19 locos de microssatélites,

sendo que 15 dos 19 locos discriminaram uma alta diversidade entre 10

cultivarese com um só alelode cada cultivar foi possível, pormeio 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 trinucleotídeos. Primers forward foram marcados

fluorescentemente com as cores azul, verde e amarela. As cultivares dentro dos

grupos de maturidade I, II, IV e VI foram facilmente distintas utilizando-se os

20 locos SSR. Os autores acreditam quealta diversidade genética baseada nesses

marcadores SSR utilizando locos tri-nucleotídeos juntamente com outros 10-15

marcadores SSR que estão sendo desenvolvidos podem permitira identificação

rápida de genótipos muito próximos de soja, podendo ser utilizados no sistema

de proteção intelectual do material.

Guilford et ai. (1997) verificaram que os motivos (GA)n e (GT)„

repetidos eram abundantes em macieira, ocorrendo aproximadamente a cada 120

e 190Kb, respectivamente. Primers para estes locos microssatélites foram

passíveis de promoverem amplificações em 21 cultivares diferentes. A maioria

das marcas foi altamente polimórfica, diplóide e mostrou herança mendeliana

simples, embora cerca de 25 das marcas geraram complexos padrões de bandas

consistentes com a amplificação de mais do que um loco. Três microssatélites

foram eficientes paradiferenciar todas as 21 cultivares.

Segundo Rongwen et ai. (1995), a seleção de outros locos de

microssatélites com alto polimorfismo possibilitará a distinção de cultivares,

mesmo com pedigree similares, Para tal afirmação, 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 idênticas, devido ao fato de possuírem

pedigree similares.

Onze locos de microssatélites foram usados para examinar 24 genótipos

de cevada, representados por 23 cultivares e uma linhagem. Foram encontradas

três combinações separadas de quatro microssatélites que puderam distinguir

entre todos os genótipos de cevada (Russel et ai., 1997). Foi mostrada a

estabilidade dos microssatélites ao longo de diferentes geração por meio de

análise de pedigree para a cultivar Golden Promise, resolvendo conflitos de

publicações anteriores com relação ao parentesco desta cultivar.

A literatura indica a grande possibilidade de utilização da técnica de

microssatélite na certificação da pureza genética em sementes. Ainda assim, a

adoção desse marcador molecular ainda não é uma técnica viável quando são

consideradas análises rotineiras de laboratório, devido ao tamanho da amostra

fixa de 400 sementes utilizado, o que gera a necessidade de períodos

prolongados nas análises e elevados custos. No entanto, aexemplo do que tem
acontecido em outras áreas, o crescente investimento nesta tecnologia

certamente implicara adaptações que possibilitarão a automatização, de forma a

permitir seu uso nos programas de produção de sementes, de forma rápida e
segura. Nesse sentido, é necessário adotar uma técnica alternativa de
amostragem como meio de agilização, redução da mão-de-obra utilizada e,

conseqüentemente, minimizando os custos.
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3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Amostragem seqüencial

O trabalho foi conduzido no laboratório de Análise de Sementes da

Embrapa Milhoe Sorgoem Sete Lagoas, MG.

A amostragem seqüencial foi simulada em lotes de sementes de lkg com

conhecidos percentuais de contaminantcs. Para a obtenção destes lotes, sementes

de milho híbrido foram marcadas e misturadas às sementes sem marcação e, em

seguida procedeu-se à homogeneização em um divisor centrífugo Gamet. Os

níveis de contaminação de 0,25%, 0,5%, 1%, 2%,4% e 6% foram considerados

para as análisesestatísticas do processo de amostragem.

Na elaboração do plano de amostragem seqüencial, a pureza genética de

sementes de milho foi considerada como variável. Foram formuladas as

hipóteses H0: o lote de sementes híbridas estádentro dos padrões aceitáveis para

a característica de pureza genética e //,: o lote de sementes híbridas não está

dentro dos padrões aceitáveis para a característica de pureza genética. Os riscos

envolvidos nas tomadas de decisão para rejeição ou aceitação do lote de

sementes foram a e p. O primeiro se refere ao risco do produtor em rejeitar um

lotede sementesque atendeàs exigências mínimas de pureza genética. Por outro

lado, P se refere ao risco do consumidor em comprar um lote que não atende às

exigências mínimas de pureza genética. Os valores de a e P foram fixados em

0,05.

Foram considerados os limites para os valores de pureza genética,

representados porpo epi, em quepo é o limite inferior e se refere à percentagem

de pureza genética mínima tolerada para as sementes de milho híbrido simples,

duploou triplo e p\, limitesuperior, se refereà percentagem de pureza genética
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ideal para as sementes híbridas de milho. Os valores calculados para po e pt

variam com os níveis de contaminação nos lotes de sementes (Tabela 1).

TABELA I Valores de p0 e pi para diferentes níveis de contaminação varietal
em lotes de sementes híbridas de milho. Embrapa, Sete Lagoas,
MG, 2003.

Níveis de

contaminação (%)
po pi

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

p0: percentagem de pureza genética mínimatolerada
p,: percentagem de pureza genética ideal

Baseou-se no tamanho máximo de amostra de 400 sementes, segundo

recomendação da RAS (Brasil, 1992). A amostragem foi realizada em seqüência

crescente de grupos de 40 sementes, os quais foram fixados e analisados até

totalizar as 400 sementes.

Nas tabelas a seguir, estão os valores calculados para os limites

inferiores (li) e superiores (Is), adotando-se os números anteriormente

mencionados. Esses limites e o tamanho médio de amostra (TMA) foram

calculadossegundo as fórmulas:

li = b + cm e /. = c + an
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Em que:

n: tamanho de amostra

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

Is: quandon > ao limite superior, decisão de aceitar o lote

a, b e c: coeficientes das duas retas,aceitação,continuação ou rejeição

po: limite aceitável

pi limite ideal

a = p = 0,05, ou seja, 5% de probabilidade de erro.

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

podendo ser feita a partir da expressão:

TMA(p)=P(PUb-C) +C
p-a

Em que P(p) =—-—^ jp- éaprobabilidade de aceitação
deHo:p=po {^fj -(j^J

Os valores de/7 e Westão associados pela expressão:

i-

p =
l'-poJ

'P\Y (\-p\X
<Po) V-pO,
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TABELA 2 Valores calculados dos limites de decisão do plano de
amostragem seqüencial para p0: 0,9975; p,: 0,999 e a =p=0,05
para pureza genética de 0,25% em lotes de sementes de milho.
Embrapa, Sete Lagoas,MG, 2003.

N

40

80

120

160
200

240

280

320

360

400

TABELA 3

N

40

80

120

160

200

240

280

320

360

400

Limite inferior (li)
37

77

117

157

197

236

276

316

356

396

Limite superior ( Is )
40

80

120

160

200

240

280

320

360

400

Valores calculados dos limites de decisão do plano de
amostragem seqüencial para p0: 0,995; p(: 0,999 e a =P=0,05
para pureza genética de 0,5% em lotes de sementes de milho.
Embrapa, Sete Lagoas,MG, 2003.

Limite superior ( Is)Limite inferior (li)

38 40

78 80

118 120

158 160

198 200

238 240

277 280

317 320

357 360

397 400
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TABELA 4 Valores calculados dos limites de decisão do plano de
amostragem seqüencial para p0: 0,99; pi: 0,999 e a =p=0,05 para
pureza genética de 1% em lotes de sementes de milho. Embrapa,
Sete Lagoas,MG, 2003.

N Limite inferior (li
40 35

80 75

120 115

160 155

200 194

240 234

280 274

320 313

360 353

400 393

Limite superior ( Is)
40

80

120

160

200

240

280

320

360

400

TABELA 5 Valores calculados dos limites de decisão do plano de
amostragem seqüencial para p0: 0,98; pi: 0,999e a =p=0,05 para
pureza genética de 2%em lotes de sementes de milho. Embrapa,
Sete Lagoas,MG, 2003.

N

40

80

120

160

200

240

280

320

360

400

Limite inferior (li)
37

77

117

156

196

235

275

314

354

394

27

Limite superior (Is )
40

80

120

160

200

240

280

320

360

400



TABELA 6 Valores calculados dos limites de decisão do plano de
amostragem seqüencial para p0: 0,96; pi: 0,999 e a =p=0,05 para
pureza genética de 4% em lotes de sementes de milho. Embrapa,
Sete Lagoas,MG,2003.

N

40

80

120

160

200

240

280

320

360

400

TABELA 7

N

40

80

120

160

200

240

280

320

360

400

Limite inferior (li)
38

77

116

156

195

235

274

313

353

392

Limite superior ( Is)
40

80

120

160

200

240

280

320

360

400

Valores calculados dos limites de decisão do plano de
amostragem seqüencial para p0: 0,94; p,: 0,999 e et =p=0,05 para
pureza genética de 6% em lotes de sementes de milho. Embrapa,
Sete Lagoas,MG, 2003.

Limite inferior ( li)
38

77

116

155

194

233

273

312

351

390
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Limite superior (Is)
40

80

120

160

200

240

280

320

360

400



3.2 Marcadores microssatélites

As análises moleculares foram realizadas no Núcleo de Biologia

Aplicada (NBA) da Embrapa Milho e Sorgo em Sete Lagoas, MG.

A extração do DNA foi efetuada da parte aérea de plântulas oriundas de

sementes germinadas em rolo de papel por cinco dias, à temperatura constante

de 25°C. O material vegetal foi macerado em presença de nitrogênio líquido até

a obtenção de um pó fino, ao qual foram adicionados 800 uL do tampão de

extração CTAB (2% de CTAB; IM Tris-HCl pH 8,0; 0,5mM de EDTA pH 8,0;

5M NaCI, 2% de P-Mercaptoetanol). A mistura foi mantida a 65°C por 1 hora,

sendo homogeneizada a cada 15 minutos. Em seguida, foram adicionados

800uL da mistura clorofórmio-álcool octanol (24:1). As amostras foram

homogeneizadas por 10 minutos e centrifugadas a ló.OOOxg por 10 minutos. O

sobrenadante foi transferido para outro tubo e repetiu-se a etapa de lavagem com

clorofórmio-octanol e de centrifugação. O DNA foi precipitado da fase

sobrenadante com a adição de 800uL de isopropanol. Após a lavagem em

etanol 70%, o DNA foi ressuspendido em 200pL de TE pH 8,0 (Tris-HCL 10

mM; EDTA 1 mM). A quantificação do DNA foi realizada em gel de agarose

0,8%, por meio da comparação com um DNA de concentração conhecida.

O DNA estoque foi mantido a -20°C e o DNA diluído, na concentração

de trabalho de 10 ng/uL, foi armazenadoa 4°C.

Em uma primeira etapa, foi realizada a seleção de conjuntos de primers

para avaliação da qualidade genética. Foram utilizados 17 genótipos de milho,

sendo cinco híbridos simples, um híbrido 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 área de 10

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

Híbridos Linhagens
HS1 L9xL8

HS2 L5 x L6

HS3 L3 x L4

HS4 L7 x L2
HS5 LIOxLll

HT HS2 x LI
HS - híbrido simples HT - híbrido triplo L- linhagem

Foram testados 100 primers com o objetivo de selecionar aqueles mais

informativos, com melhor padrão de amplificação. Foram avaliados primers

capazes de gerar perfis que permitissem adistinção do híbrido de seus parentais.
Um vez selecionado o conjunto de primers, foram efetuados misturas de

DNA provenientes dos parentais, visando avaliar asensibilidade da técnica SSR
em detectar misturas varietais em lotes de sementes, em diferentes proporções.

Assim, foi realizada contaminação com misturas do DNA diluído de cada um

dos parentais do híbridos HS1, HS2, HS3, HS4 e HT nas proporções 1:1, 1:5,

1:8,5:1 e 8:1.

A reação de SSR com volume final de 10 uL, realizada em

termociclador ABI9600, foi realizada com 30ngde DNA, 1,0 mMTris-HCI, 50

mM KCI, 2,0mM MgCI2, 125 uM de cada um dos dNTPs, 0,6 pM de cada um

dos primers e 1 U da enzima Taq polimerase. Os ciclos da reação de PCR
consistiram de uma desnaturação inicial a95°C por 2 minutos, seguida por nove

ciclos de 94°C por 20 segundos, 68°C por 20 segundos, com redução de 1°C a
cada ciclo e 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 extensão final foi
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realizada a 72°C por 10 minutos. Os fragmentos amplificados foram resolvidos

em géis de agarose 4%, sob elerroforese a 100 v por 2,5 horas. O gel foi corado

com brometo de etídio (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 concentrações de DNA, numa mesma reação de PCR.

Para tanto, foram utilizadoso híbrido HS3 e linhagem LI. A seleção de primers

nessa etapa foi baseada em informações já disponíveis no laboratório do NBA.

O conteúdo de informação por loco dos marcadores SSR e a qualidade de

amplificação dos fragmentos em gel de agarose foram considerados nesta

primeira seleção. Nesta etapa foram avaliados 24primers.

As misturas do híbrido HS3 e a linhagem LI, e vice-versa, obedeceram

às seguintes proporções: 1:0; 1:1; 1:5; 1:10; 1:15; 1:20; 1:30 e 1:40. Para a

obtenção das proporções citadas procedeu-se à: /) mistura de volumes de DNA

cuja concentração foi determinada em gel de agarose 0,8% e it) mistura de

discos foliares com diâmetro de 0,8cm , sendo o DNA extraído desta mistura de

discos, seguindo o protocolodo CTAB (Saghai-Maroof et ai., 1984).

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

resolução das bandas no gel.
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Amostragem seqüencial

Observa-se, pelos resultados contidos na Tabela 9, que, num total de

400 sementes, o que corresponde aotamanho de amostra fixo exigido pela RAS

(Brasil, 1992), não foi possível tomar nenhuma decisão de aceitação e/ou

rejeição de lotes de sementes de milho em relação à pureza genética, quando
estes lotes tinham 0,25% e 0,5% de mistura. No entanto, para lotes com mistura

varietal acima de 1%, foi necessário um número menor de sementes a serem

analisadas que o exigido pelo tamanho de amostra fixo n=400, para se tomar

uma decisão.

TABELA 9. Número de sementes analisadas no plano de amostragem
seqüencial para a decisão de aceitar ou rejeitar o lote, em função
da percentagem de mistura varietal. Embrapa, Sete Lagoas.MG,
2003.

Lotes

1

2

3

4

5

6

Contaminantes (%

0,25
0,5

1

2

4

6

32

Número de sementes

necessáriaspara tomada de
decisão de rejeite do lote

>400

>400

280

120

40

40



Os lotes que apresentavam mistura varietal igual ou superior a 0,5%

precisariam de um tamanho de amostra de 1,6 a 8vezes superior ao tamanho de
amostra fixo n=400 (Tabela 10), para se tomar uma decisão sobre o destino

destes lotes. Por ocasião da avaliação das 400 sementes exigidas pelo plano

truncado, nenhuma decisão foi tomada ao final do teste, pois sempre caía-se na

região de indecisão, 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 decisão foi tomada. O resultado da média

teórica (Tabela 10) indicou que, para uma mistura varietal de 0,25%, é

necessário analisar, em média, 3.347 sementes para que se possa tomar uma

decisão 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 haverá

preocupação com os riscos do produtor, não considerando que o comprador das

sementes também corre riscos e que estes devem também ser controlados. Da

mesma forma que o produtor perde quando um lote de sementes é classificada

como fora do padrão num teste, o comprador também será prejudicado se um

lote de má qualidade for classificado dentrodo padrãopara o mesmoteste.

Já para lotes com 0,5% de mistura varietal, segundo os resultados da

média teórica (Tabela 10), é necessário analisar, em média, 654 sementes para

atestara pureza genética desse lote,com o risco de 5% tanto para o produtorde

sementes quanto para o consumidor. Vale ressaltar, que apesar da exigência de

se analisar um número de sementes superior ao exigido pela amostragem de

tamanho fixo (n = 400 sementes), a amostragem seqüencial garante, em um

mesmo nível de segurança proteção tanto para o consumidor quanto para o

produtor. Aindapela Tabela 10,paraaceitarou rejeitar lotes com mistura de 1%

(com nível de probabilidade de erro de 5% para o produtor e consumidor é

necessário analisar, em média, 188 sementes. Neste experimento, foi necessário

avaliar 280 sementes para se tomar a decisão de rejeite, com o mesmo risco de
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probabilidade. Isso ocorreu devido à flutuação do tamanho de amostra usada no

plano aleatório e pelo agrupamento das sementes de 40 em 40. Como o grupo de

sementes a ser ensaiado é fixado a critério do analista, se tivesse estabelecido

grupos com menor quantidade de sementes, provavelmente a decisão de rejeitar

o lote seria tomada com um numero de sementes total, mais próximo ao da

média teórica.

Isto também ocorreu para os lotes de milho com mistura varietal de

2%,4% e 6%, ou seja, na pratica houve necessidade de analisar um número

superior ao estabelecido pela média teórica, 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 teórica precisariam de analisar em média 217 sementes, a

referida autora, na prática, conseguiu rejeitar o lote com 95% de segurança,

apenas quando analisou 400 sementes.

TABELA 10 Tamanho médio deamostra (TMA(p)) para lotes de sementes de
milho com diferentes porcentagem de mistura varietal, em
função dos valores atribuídos a W. Embrapa, Sete Lagoas,MG,
2003.

Contaminação(%) W p P(P)

0,9500

TMA(p)

0,25 1 0,9975 3.347

0,5 0,9950 0,9500 654

1 0,9900 0,9500 188

2 0,9800 0,9500 65

4 1 0,9600 0,9500 24

6 1 0,9400 0,9500 14

W: expediente matemático
p: percentagem de pureza mínima tolerada

P(p): probabilidade de aceitar H0
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Ressalta-se, no entanto, a eficiência da amostragem seqüencial em

reduzir o tamanho da amostra para a determinação da pureza varietal em lotes

com mais de 1% de mistura, sem aumentar o nível de risco de erro para o

produtor e consumidor. Estes resultados reforçam outros trabalhos envolvendo o

uso da amostragem seqüencial em sementes, como os obtidos por Jackish et ai.,

(1984), Santana (1994), Bányai (1987) e Ellis & Whitehead (1987). Estes

autores constataram a vantagem do uso da amostragem seqüencial em relação à

amostragem de tamanho fixo, quanto à redução do número de sementes

utilizadas e reduçãodo tempo gasto para se tomar uma decisão sobre a qualidade

de um determinado lote sob avaliação.

Essa diminuição significativa do numero de sementes a serem analisadas

é de suma importância quando se utilizam técnicas rápidas e precisas, como as

moleculares, tipo microssatélites. Quando métodos eletroforéticos são

considerados para avaliar pureza varietal, é inviável a utilização do plano de

amostragem fixa, pois estes métodos requerem a utilização de produtos químicos

que elevam o custo da análise (Bányai, 1978).

Segundo Von Pinho (1995), a utilização de sementes com qualidade

genética comprometida em função da falta de metodologias e de padrões para a

identificação de contaminações proveniente da autofecundação do parental

fêmea, pode reduzira qualidade fisiológica de sementes e a produção de grãos.

Para Salgado (2001), uma análise de pureza genética em sementes de

milho pode ser feita utilizando tanto sementes inteiras como folhas para a

extraçãode DNA, o que toma o teste mais rápidoe de fácil execução.

No entanto, paraviabilizar o uso de análise molecular em laboratorial, é

fundamental adotar uma amostragem que propicie a mesma porcentagem de

risco, tanto para o consumidor quanto para o produtor, possibilitando a

utilização de menor número de sementes visando rapidez e menor custo. Nesse

sentido, a amostragem seqüencial é uma alternativa, tendo ainda como vantagem
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o aspecto que a tomada de decisão a respeito do destino do lotenãoé unilateral,

ou seja, os riscossão os mesmos parao produtor e o consumidor.

Considerando também que quando se trabalha com as probabilidade a e

P predeterminadas de se cometer o erro tipo 1 e tipo II, respectivamente, nas

decisões tomadas, não há nenhum outro plano de amostragem que reduza o

tamanhoda amostraquantoà amostragem seqüencial (Santana, 1994).

4.2 Marcadores microssatélites

Em relação à seleção de conjunto de primers, visando discriminar os

híbridos de seus respectivos parentais, entre os 100 primers testados, apenas

cinco para cada híbrido geraram perfis de amplificação que permitiram essa

discriminação, conforme consta da Tabela 11. Para os demais primers não foi

observada herança mendeliana, ou seja, ausência da banda na linhagem parental

e presença no híbrido ou vice-versa, não havendo diferenciação do híbrido com

relação aos seus respectivos progenitores. Segundo Smith et ai., (1997), dentre

as prováveis causas estão a heterozigosidade residual nas linhagens parentais,

contaminação genética da progênie, mutações que podem eliminar o sítio de

anelamento do primer ou erros durante a replicação pela taq polimerase. Na

Figura 1, encontram-se exemplos de padrão de amplificação gerados por alguns
dos primers selecionados. Salgado (2001) também conseguiu distinguir o

híbrido demilho deseus respectivos progenitores pormeio demarcadores SSR.
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TABELA 11. Conjuntos de primers que permitem a distinção do híbrido de
seus parentais. Embrapa, Sete Lagoas, MG, 2003.

Material Primers

HS1 bnlgl25, bnlgl66, bnlgl325, mmcl312,bnlg2291

HS2 bnlg2291, bnIglOOó, ume1037, bnlg589, mmc041

HS3 mmc312, umc!008, phi 072, umc!055, umcl037

HS4 bnlgl25, bnlgl66, bnlgl520, umclOló, bnlg669

HT bnlg2291,bnlgl006, ume1008, umcl016,bnlg238

Pode-se observar ainda que a técnica de microssatélite apresentou-se

eficiente em detectar pequenas proporções de DNA em mistura na amostra.

Observa-se, pelos padrões eletroforéticos, que não existe diferença 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 proporções (Figura 1), o que viabiliza a utilização da técnica para este

fim. Isto vem ao encontro do sistema de certificação e fiscalização de sementes,

pois os SSR são marcadores precisos e muito informativos em função de suas

características de multialélismo e co-dominância. Estas característica permitem

queos SSR sejam úteis nadetecção da heterozigosidade de um loco específico,

sendo importante para o monitoramento da pureza genética (Padilha 2002,

Salgado 2001, Prasad et ai., 2000; Sênioret ai., 1998; Smith et al.,1997). Trata-

se de uma técnica que é caracterizada pela simplicidade e que, após a etapa de

extração do DNA, é necessária apenas a realização da PCR e eletroforese dos

fragmentos.

37



bnlg2291

IIS1 P! P2 1/1 l/S 1/8 5/1 8/1 ;
•~*

m M MM
mm mm —mm mm

umcl037

HS3 PI P2 l/l 1/5 1/8 5/1 8/1

bnlg238
HT PI P2 l/l 1/5 1/8 5/1 8/1

bnlgI006

HS2PI P2 l/l 1/5 1/8 5/1 8/1

l'l - parenta ii acho

P2 - parenta fêmea

l/l - mistura di s linhagens n
mesma proporçâo

1/5 - 1 parte PI e 5 parle P2

1/8 - 1 parte PI e 8 parte P2

5/1 - 3 pane PI e 1 parle P2

8/1
—

8 parte PI e 8 parte P2

FIGURA 1 Perfil de bandas geradas pelos primers bnlg2291;
bnIglOOó; ume1037; bnlg669 c bnlg238 que permitem
discriminar os híbridos de seus respectivos parentais e
a detecção das diferentes proporções de misturas entre
os parentais PI e P2. Embrapa, Sete Lagoas-MG,
2003.
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Na etapade avaliação da sensibilidade dosprimers, entreos 24 testados,

três foram selecionados em função da sua capacidade de diferenciar o híbrido de

seus respectivos parentais. Os demais não amplificaram alelos para um ou mais

indivíduos e 6 deles não apresentaram polimorfismo entre o híbrido e a

linhagem.

Quando utilizou-se a mistura do híbrido HS3 e da linhagem LI, em

diferentes proporções, a sensibilidade do marcador em detectar essas misturas

variouem funçãodoprimer utilizado. Para oprimer ume1019, pôde-se verificar

que a resolução da banda no gel, representando a menor proporção do material

na mistura, da linhagem no HS3 e vice-versa, foi precisa para as proporções 1:1;

1:5; 1:10 e 1:20. Nas proporções 1:30 e 1:40, a resolução da banda no gel

diminuiue houve comprometimento na interpretação dos resultados observados

(Figura 2). Já para os primers ume1016 e mmcl62, apenas a proporção 1:1 de

mistura da linhagem LI e do híbrido HS3 apresentou banda nítida no gel,

possibilitando detectar a referida mistura (Figura 2). Este fato provavelmente

ocorreu em função da afinidade do primer pela região alvo. Ainda há de se

considerar que quando amostras de DNA de indivíduos da mesma espécie são

misturadas em diferentes proporções, a maioria das bandas polimórficas geradas

são resultado da amplificação em função das proporções de DNA em que o

fragmento se encontrava em cada amostra no seu respectivo genoma. Estas

bandas, teoricamente, devem ser amplificadas proporcionalmente, porque elas

estão presentes igualmente, podendo ocorrer uma ligação do primer com a

região alvo do DNA genômico (Williams et ai., 1993)
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mmcl62

L3 113 1:1 511 1011 1511 2011 3011 4011 5L 101. 201. 30L 401.
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L 113 1: 511 10n 15II2011 3011 4011 51.151. 20L30L 401.
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B

umc!019

1:1 I13 10II 1511 2011 511 3011 40111.101. 151. 201. 51.301.401.

*. |

mmcl62

1:1 113 1011 I5I120I15H30II40II I. 101.151. 201. 51. 301.401.

ninei 016

L 113 1:1 511 1011 1511 2011 3011 4011 5L15I.20L 30M0I.

—— N mm mm — •— *_

L- linhagem; HS3 - hibrido simples; 1:1-1 pane da Le 1 pane HS3; 5H - 5 pane HS3 e 1pane L; 1011 - 10 pane
HS3 e I pane L; 1511-15 pane IIS3 e I parte L; 20H - 20 pane IIS3 c 1parte L; 30H -30 pane HS3 e I pane L; 4011 -
40 parte IIS3 e I parte L; 5L -5parte Lc 1parte IIS3; 10L - 10 parte Le 1parte IIS3; 15L - 15 parte Le I parte IIS3;
20L - 20parte Le I pane HS3; 301, - 30pane Le I parte HS3; 40L - 40 parte Le 1parte HS3.

FIGURA 2 Perfil de bandas geradas pelos marcadores ume1019; mmcl62 e ume1016 da
mistura de DNA (A) ou de diseos foliares (B) do híbrido HS3 e da linhagem LI cm
diferentes proporções. Embrapa. Sete Lagoas,MG, 2003.



Uma forma possível de aumentar a sensibilidade da técnica para detectar

misturas quando um dos materiais encontra-se cm menor proporção seria a

NESTED-PCR, sugerida por Fungaro (2000). Segundo a autora, esta técnica,

que consiste numa reação de PCR em duas etapas, pode aumentar a

sensibilidade em até 1000 vezes. Ainda foi observado(Figura 2) que os padrões

de bandas foram mais informativos e nítidos ao utilizar-se mistura de discos de

folhas. Isso sugere que a técnica pode ser utilizada para detectar mistura de bulk

de sementes para extração de DNA, o que facilita e diminui o custo das análises

para determinação da pureza genética em lotesde sementesde milho.

Outro aspecto importante a serconsiderado é o custo da análise, que gira

em torno de R$ 2,80 por reação. Isso levando-se em conta que foi necessária a

utilização de apenas um primer de microssatélite para diferenciar os materiais

considerados de seus respectivos parentais.

Por outro lado, se for necessário determinaro percentualde mistura para

atender a uma possível exigência do sistema de certificação e fiscalização de

sementes em relação à pureza genética de um determinado lote, o custo

aumentaria em função do percentual de contaminação permitido e do tamanho

da amostra (número de sementes) necessário para detectar um referido

percentual. Dessa forma, se for considerada uma percentagem de 0,25% ou 0,5%

de contaminação, segundo os resultadosdesta pesquisa, para atestar-se a pureza

genética do lote via marcadormolecular, seria necessário analisar3.347 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 contaminação têm a

qualidade fisiológica reduzida, bem como a produção de grãos. 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 é 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 de amostra necessário quando se utiliza amostragem
seqüencial para se detectar o mesmo 1% de mistura, é de 280 sementes, o que

propiciaria uma redução de 30% no custo por amostra, ou seja, ficaria em R$
340,00, utilizando-se a mesma técnica com a mesma percentagem de segurança

(5% de risco para o consumidor e o produtor). Para se determinar níveis mais
elevados de contaminação, como 2%, 4% e 6% , o uso da amostragem

seqüencial reduziria ainda mais o custo da análise em relação ao uso da
amostragem de tamanho fixo. Isto porque seria necessário analisar 120, 40 e 40
sementes por lote, respectivamente, o que ocasionaria uma redução de 70% e

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

Aamostragem seqüencial possibilita atestar a pureza genética de lotes de

sementes, com riscos iguais para o produtore o consumidor

A amostragem seqüencial possibilita a redução do tamanho de amostra

em relação ao tamanho de amostra fixa, para lotes de sementes acima de 1% de

mistura varietal.

Amostragem seqüencial viabiliza o uso da técnica de microssatélite para

atestar a qualidade genética de lotesde sementesde milho.

A adoção da amostragem seqüencial reduzos custos na determinação da

qualidade genética pormeio datécnica de microssatélite.

A técnica de microssatélite é eficiente para discriminar híbridos dos seus

respectivos parentais, bem como cm detectar misturas de proporções de DNA

até um nível de 1:8. A detecção de mistura de até 1:40 variou cm função do

primer.
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