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	MINISTÉRIO DA AGRICULTURA, PECUÁRIA E ABASTECIMENTO
Secretaria de Defesa Agropecuária
Serviço Nacional de Proteção de Cultivares


INSTRUÇÕES PARA EXECUÇÃO DOS ENSAIOS DE DISTINGUIBILIDADE, HOMOGENEIDADE E ESTABILIDADE DE CULTIVARES DE TECA (Tectona grandis L.f.).
I. OBJETIVO

Estas instruções visam estabelecer diretrizes para as avaliações de distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade (DHE), a fim de uniformizar o procedimento técnico de comprovação de que a cultivar apresentada é distinta de outra(s) cujos descritores sejam conhecidos, é homogênea quanto às suas características dentro de uma mesma geração e é estável quanto à repetição das mesmas características ao longo de gerações sucessivas. Aplicam-se às cultivares de teca (Tectona grandis L.f.).
II. AMOSTRA VIVA

1. Para atender ao disposto no art. 22 e seu parágrafo único da Lei nº 9.459, de 25 de abril de 1997, o requerente do pedido de proteção obrigar-se-á a manter e a disponibilizar ao Serviço Nacional de Proteção de Cultivares – SNPC, quando solicitado, a título de amostra viva, no mínimo 5 mudas com, no máximo, 90 dias, propagadas vegetativamente.

2. A amostra viva deverá apresentar vigor e boas condições fitossanitárias.

3. A amostra viva deverá estar isenta de tratamento que afete a expressão das características da cultivar, salvo em casos especiais, devidamente justificados. Nesse caso, o tratamento deverá ser detalhadamente descrito.

4. A amostra viva deverá ser mantida à disposição do SNPC, após a obtenção do Certificado de Proteção. Entretanto, sempre que durante a análise do pedido for necessária a apresentação da amostra para confirmação de informações, a mesma deverá ser disponibilizada.

III. EXECUÇÃO DOS ENSAIOS DE DISTINGUIBILIDADE, HOMOGENEIDADE E ESTABILIDADE – DHE

1. Os ensaios deverão ser conduzidos por um ciclo de cultivo. Considera-se ciclo de cultivo o período variando entre o início e o fim das observações, as quais, deverão ser realizadas em mudas de 120 dias e plantas com 2 a 3 anos de idade do mesmo material propagativo. 

2. Os ensaios de campo deverão ser conduzidos em um único local. Caso nesse local não seja possível a visualização de todas as características da cultivar, a mesma poderá ser avaliada em um local adicional. 
3. Os ensaios de campo deverão ser conduzidos em condições que assegurem o desenvolvimento normal das plantas. O delineamento do ensaio deverá possibilitar que plantas, ou suas partes possam ser avaliadas individualmente ou removidas para avaliações, sem que isso prejudique as observações que venham a ser feitas até o final do ciclo de cultivo.
4. Os métodos recomendados para observação das características são indicados na segunda coluna da Tabela de Descritores Mínimos, segundo a legenda abaixo:

- MI: mensuração de um número de plantas ou partes de plantas, individualmente; e
- VG: avaliação visual única de um grupo de plantas ou partes de plantas.
5. Cada ensaio deverá ser conduzido com, no mínimo, 5 plantas, propagadas vegetativamente.
6. As observações deverão ser feitas em, no mínimo, 5 plantas ou partes de cada uma das 5 plantas. As observações de ramos e folhas deverão ser realizadas em duas amostras de cada planta.
7. Para a avaliação da homogeneidade, deverá ser considerada uma população padrão de 1% e uma probabilidade de aceitação de, no mínimo, 95%. No caso de uma amostra de 5 plantas, nenhuma planta atípica será permitida.
8. Testes adicionais para propósitos especiais poderão ser estabelecidos.

IV. SINAIS CONVENCIONAIS

- (A), (B) (a)-(d), (+): ver item “IX OBSERVAÇÕES E FIGURAS”;

- QL: Característica qualitativa;

- QN: Característica quantitativa; e

- PQ: Característica pseudo-qualitativa.

- MI, VG: ver item Capítulo III, item 4

V. CARACTERÍSTICAS AGRUPADORAS

1. Para a escolha das cultivares mais similares a serem plantadas nos ensaios de DHE utilizar as características agrupadoras.

2. Características agrupadoras são aquelas nas quais os níveis de expressão observados, mesmo quando obtidos em diferentes locais, podem ser usados para a organização dos ensaios de DHE, individualmente ou em conjunto com outras características, de forma que cultivares similares sejam plantadas agrupadas.

3. As seguintes características são consideradas úteis como características agrupadoras:

a) Ramo: atitude (característica 9);

b) Lâmina foliar: venação (característica 17);

c) Tronco: ângulo de inserção dos ramos (característica 20); e

d) Tronco: persistência da casca (característica 22).

VI. NOVIDADE E DURAÇÃO DA PROTEÇÃO

1. A fim de satisfazer o requisito de novidade estabelecido no inciso V, art. 3º, da Lei nº 9.456, de 1997, para poder ser protegida, a cultivar não poderá ter sido oferecida à venda no Brasil há mais de doze meses em relação à data do pedido de proteção e, observado o prazo de comercialização no Brasil, não poderá ter sido oferecida à venda ou comercializada em outros países, com o consentimento do obtentor, há mais de seis anos. 

2. Conforme estabelecido pelo art. 11 da Lei nº 9.456, de 1997, a proteção da cultivar vigorará, a partir da data da concessão do Certificado Provisório de Proteção, pelo prazo de 18 (dezoito) anos.

VII. INSTRUÇÕES DE PREENCHIMENTO DA TABELA DE DESCRITORES

1. Para facilitar a avaliação das diversas características, foi elaborada uma escala de códigos com valores que, normalmente, variam de 1 a 9. A interpretação dessa codificação é a seguinte:

1.1. Quando as alternativas de código não forem sequenciais, isto é, se existirem um ou mais espaços entre os valores propostos, a descrição da característica pode recair, além das previstas, em variações intermediárias ou extremas. Exemplo: “12. Lâmina foliar: largura” codifica o valor 3 para “estreita”, 5 para “média” e 7 para “larga”. Nesse caso, pode ser escolhido, por exemplo, o valor 4, que indicaria que a largura da lâmina foliar é entre “estreita” e “média”, ou ainda pode ser escolhido qualquer valor entre 1 e 9. Neste último caso, o valor 1 indicaria uma largura muito estreita e o valor 9 classificaria a folha como muito larga.

1.1.1. Exemplo:

	
	
	Características
	Código para cada descrição
	Código da cultivar

	12.

(+)
	MI

(C)
	Lâmina foliar: largura
	
	(*(

	QN
	(c)
	estreita
	3
	

	
	
	média
	5
	

	
	
	larga
	7
	


* preenchimento pode variar de 1 a 9.

1.2. Quando as alternativas de código forem sequenciais, isto é, quando não existirem espaços entre os diferentes valores, e a escala começar pelo valor 1, a identificação da característica deve ser feita, necessariamente, por um dos valores listados. Exemplo: “9. Ramo: atitude”, valor 1 para “ereto”, valor 2 para “curvado” e valor 3 para “pendente”. Somente uma dessas três alternativas é aceita para preenchimento.

1.2.1. Exemplo:

	
	
	Características
	Código para cada descrição
	Código da cultivar

	9.
(+)
	VG

(C)
	Ramo:  atitude 
	
	(*(

	QL
	(b)
	ereto
	1
	

	
	
	curvado
	2
	

	
	
	pendente
	3
	


* preenchimento pode variar de 1 a 3.

1.3. Se os códigos começarem pelo valor 1, o valor do outro extremo será o máximo permitido. Exemplo: “3. Lâmina foliar: intensidade da cor verde” codifica o valor 1 para “baixa”, 3 para “média” e 5 para “alta”. Nesse caso, podem ser escolhidos, os valores 1, 3 ou 5; ou os valores intermediários 2 ou 4. Neste caso, não existem valores acima de 5.

1.3.1. Exemplo:

	
	
	Características
	Código para cada descrição
	Código da cultivar

	3.
	VG

(A)
	Lâmina foliar: intensidade da cor verde
	
	(*(

	QN
	(a)
	baixa
	1
	

	
	
	média
	3
	

	
	
	alta
	5
	


* preenchimento pode variar de 1 a 5.
2. Para solicitação de proteção de cultivar, o interessado deverá apresentar, além deste, os demais formulários disponibilizados pelo SNPC.

3. Todas as páginas deverão ser rubricadas pelo Representante Legal e pelo Responsável Técnico.

VIII. TABELA DE DESCRITORES DE TECA (Tectona grandis L. f.).

Nome proposto para a cultivar:           

 FORMTEXT 
     

 FORMTEXT 
     
	
	
	Características
	Código para cada descrição
	Código da cultivar


	1.


	VG

(A)
	Lâmina foliar: venação
	
	(

	QL
	(a)
	não toca a margen
	1
	

	
	
	toca a margem
	2
	

	2.

	VG

(A)
	Lâmina foliar: brilho
	
	(

	QN
	(a)
	ausente ou muito baixo
	1
	

	
	
	baixo
	2
	

	
	
	médio
	3
	

	
	
	alto
	4
	

	3.
	VG

(A)
	Lâmina foliar: intensidade da cor verde
	
	(

	QN
	(a)
	clara
	1
	

	
	
	média
	3
	

	
	
	escura
	5
	

	4.
	VG

(A)
	Caule: cor
	
	(

	PQ
	
	verde clara
	1
	

	
	
	amarronzada clara
	2
	

	
	
	amarronzada escura
	3
	

	5.
	VG

(A)
	Caule: pubescência
	
	(

	QL
	
	ausente
	1
	

	
	
	presente
	2
	

	6.
	VG

(A)
	Caule: cor da pubescência
	
	(

	PQ
	
	incolor
	1
	

	
	
	branca
	2
	

	
	
	marrom
	3
	

	7.
	VG

(A)
	Caule: pubescência no ápice
	
	(

	QL
	
	ausente
	1
	

	
	
	presente
	2
	

	8.
	VG

(B)
	Planta: densidade da copa
	
	(

	QN
	
	esparsa
	1
	

	
	
	média
	3
	

	
	
	densa
	5
	

	9.
(+)
	VG

(B)
	Ramo:  atitude 
	
	(

	QN
	(b)
	ereto
	1
	

	
	
	curvado
	2
	

	
	
	pendente
	3
	

	10.
	VG

(B)
	Folha: pecíolo 
	
	(

	QL
	(c)
	ausente 
	1
	

	
	
	presente
	2
	

	11.


	MI

(B)
	Lâmina foliar: comprimento
	
	(

	QN
	(c)
	curto
	3
	

	
	
	médio
	5
	

	
	
	longo
	7
	

	12.

(+)
	MI

(B)
	Lâmina foliar: largura
	
	(

	QN
	(c)
	estreita
	3
	

	
	
	média
	5
	

	
	
	larga
	7
	

	13.
	MI

(B)
	Lâmina foliar: relação comprimento/largura
	
	(

	QN
	(c)
	baixa
	3
	

	
	
	média
	5
	

	
	
	alta
	7
	

	14.
(+)
	VG

(B)
	Lâmina foliar: formato 
	
	(

	QL
	(c)
	elíptico 
	1
	

	
	
	obovado
	2
	

	15.
(+)
	VG

(B)
	Lâmina foliar: formato da extremidade do ápice
	
	(

	PQ
	(c)
	mucronado
	1
	

	
	
	acuminado curto
	2
	

	
	
	acuminado longo
	3
	

	16.
(+)
	VG

(B)
	Lâmina foliar: margem
	
	(

	QL
	(c)
	inteira
	1
	

	
	
	dentada
	2
	

	17.


	VG

(B)
	Lâmina foliar: venação
	
	(

	QL
	(c)
	não toca a margem
	1
	

	
	
	toca a margem
	2
	

	18.
	VG

(B)
	Lâmina foliar: brilho
	
	(

	QL
	(c)
	ausente 
	1
	

	
	
	presente
	2
	

	19.

	VG

(B)
	Lâmina foliar: pubescência na face inferior 
	
	(

	QL
	(c)
	ausente
	1
	

	
	
	presente
	2
	

	20.
(+)
	VG

(B)
	Tronco: ângulo de inserção dos ramos 
	
	(

	QN
	(d)
	agudo
	1
	

	
	
	reto
	2
	

	
	
	obtuso
	3
	

	21. 
(+)
	VG

(B)
	Tronco: cor da casca interna
	
	(

	PQ
	(d)
	esbranquiçada 
	1
	

	
	
	amarelada
	2
	

	
	
	esverdeada clara
	3
	

	
	
	esverdeada média
	4
	

	
	
	esverdeada escura
	5
	

	22.
(+)
	VG

(B)
	Tronco: persistência da casca
	
	(

	QN
	(d)
	baixa
	1
	

	
	
	média
	2
	

	
	
	alta
	3
	


IX. OBSERVAÇÕES E FIGURAS

1. Explanações relativas a diversas características

1.1. As características contendo as letras a seguir na Tabela de Descritores Mínimos deverão ser avaliadas como indicado abaixo:
(A) Todas as observações deverão ser realizadas em mudas com 120 dias.

(B) Todas as observações deverão ser realizadas em plantas com 24 a 36 meses de idade.

(a) Mudas: as observações deverão ser realizadas no segundo par de folhas da parte superior da muda. 

(b) Ramos: as observações deverão ser realizadas em ramos coletados a uma altura entre 40 a 60% da altura total da planta. 
(c) Folhas: as observações deverão ser realizadas em folhas completamente desenvolvidas e sem danos físicos, de preferência, do terço médio do ramo. 
(d) Tronco: as observações deverão ser realizadas à altura de 1,30 metros do solo.
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	Altura indicada para coleta e observação de ramos.


2. Explanações relativas a características específicas.

2.1. As características contendo a indicação (+) na primeira coluna da Tabela de Descritores Mínimos deverão ser avaliadas conforme as orientações ou figuras a seguir:

Característica 9. Ramo: atitude
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	1
ereto
	2 

curvado
	3
pendente


Característica 12. Lâmina foliar: largura

A mensuração da largura deverá ser realizada na parte mais larga da folha.

Característica 14. Lâmina foliar: formato
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	1

elíptico
	2

obovado


Característica 15. Lâmina foliar: formato da extremidade do ápice
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	1

mucronado
	2

acuminado curto
	3

acuminado longo


Característica 16. Lâmina foliar: margem
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Característica 20. Tronco: ângulo de inserção dos ramos
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agudo
	2

reto
	3

obtuso


Característica 21. Tronco: cor da casca interna
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	1

esbranquiçada
	2

amarelada
	3

esverdeada clara
	5
esverdeada escura


Característica 22. Tronco: persistência da casca

Para avaliação da persistência da casca passar a mão no tronco. Quando a casca se desprender com facilidade em placas grandes a persistência é baixa, quando a casca se desprender com menor facilidade e as placas forem menores a persistência é média, e quando a casca não se desprender ou desprender placas muito pequenas a persistência é alta. 
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X. TABELA DE MEDIDAS ABSOLUTAS PARA CARACTERÍSTICAS MENSURADAS DA CULTIVAR CANDIDATA E DAS MAIS PARECIDAS

	Médias observadas

Característica 
	Cultivar

Candidata
	Cultivar      
	Cultivar      

	11. Lâmina foliar: comprimento
	      cm
	      cm
	      cm

	12. Lâmina foliar: largura
	      cm
	      cm
	      cm


XI. INFORMAÇÕES ADICIONAIS 

Marcadores Moleculares
Inclui-se marcadores moleculares como “Informações Adicionais”, sendo que sua apresentação é facultativa, podendo estas características serem utilizadas adicionalmente na análise dos pedidos de proteção. 

A descrição molecular consiste na determinação do perfil genético da planta de Tectona grandis L.f. pela análise de múltiplos locos no DNA. São recomendados quinze locos marcadores de sequências microsatélites, como descritores complementares para a identificação de clones e variedades da espécie.
Características dos Descritores Moleculares 
Para a determinação do perfil genético da amostra, são recomendados quinze locos microssatélites descritos na tabela a seguir de maneira a permitir a padronização dos perfis genéticos gerados. A seleção dos descritores foi realizada a partir de marcadores já previamente descritos na literatura (Mahesh et al., 2016, Verhaegen et al., 2005 Yasodha et al., 2018) e com base no conteúdo de informação polimórfica. Não foram realizados estudos de segregação, por esse motivo não está determinado cada grupo de ligação. É importante, entretanto, que o usuário utilize somente os marcadores recomendados de maneira a permitir comparações de resultados entre laboratórios. Quanto maior o número de locos utilizados, maior o poder de discriminação para diferenciar uma nova cultivar ou uma cultivar essencialmente derivada das demais cultivares conhecidas

Tabela 1. Descrição dos quinze locos microssatélites recomendados como descritores moleculares para a determinação de perfis genéticos de Tectona grandis L.f. com as respectivas faixas de tamanho de alelos em pares de bases, sequências de iniciadores e o autor de cada marcador SSR.

	Loco
	Faixa de tamanho de alelos (pares de bases)
	Sequência 5’-3’ do iniciador direto
	Sequência 5’-3’do iniciador reverso
	Autor

	Tg-9
	478-577
	caactggaaatccacaattt
	ggcctatatttctttcctcc
	(Mahesh et al., 2016)

	Tg-12
	687-760
	gctatcaaatttgctgcttt
	actgattgctataaaggcca
	

	Tg-11
	797-849
	tcatgcacacatgtaacaca
	accgcaaataatcataatgg
	

	Tg-16
	520-596
	aaccatgacagaaacgaatc
	gacattcagcctgctacttc
	

	CIRAD3TeakB02
	216–252
	atgaagacaagcctggtagcc
	ggaagactggggaataacacg
	(Verhaegen et al., 2005)

	CIRAD1TeakH10
	225–273
	cgatacctgcgatgcgaagc
	cgttgaatacccgatggaga
	

	CIRAD3TeakF01
	198–234
	gctctccaccaacctaaacaa
	aaaacgtctcaccttctcact
	

	CIRAD1TeakA06
	191–229
	caaaacaaaaccaatagccagac
	tttcatcatcatcatcaacatcc
	

	CIRAD2TeakB07
	129–157
	gggtgctgatgattttgagtt
	ctaaggagtgagtggagtttt
	

	CIRAD1TeakB03
	236–266
	aacaacccctcctctcttcacta
	cactaccactcatcatcaacaca
	

	CIRAD2TeakC03
	269–313
	aggtgggatgtggttagaagc
	aaatggtcatcagtgtcagaa
	

	CIRAD4TeakDa12
	129–171
	cgcacaccagtagcagtagcc
	gccggaaaaagaaaaaccaaa
	

	CIRAD3TeakA11
	263–291
	aaaccatgacagaaacgaatc
	ttgggaatgggaggagaagt
	

	IFT14
	265-278
	tgtggtattggaccatctgaaa
	ggtaacccaccaacaaatatgc
	(Yasodha et al., 2018)

	IFT777
	312-343
	tactaaccggaagagggaaacc
	tgtcgctatggacagttcatct
	


Extração e quantificação de DNA

O laboratório utilizará um procedimento de extração e quantificação de DNA genômico de tecidos vegetais (folhas, câmbio, flores etc.). Sugere-se o protocolo descrito por Doyle & Doyle (Doyle JJ, Doyle JL; 1987) com a seguinte adaptação: antes de iniciar a extração, as folhas devem ser previamente secas à 35 °C por 48h. O DNA deverá ser quantificado em gel de eletroforese de agarose 1% pela coloração com brometo de etídio.
Reação de Polimerase em Cadeia (PCR)
As reações de PCR para cada loco individualmente são realizadas com 20 ng de DNA, 0,2 mM de cada primer e 1 X Go Taq® Master Mix 2X (Promega) e água ultrapura para completar o volume final de 15 µl. O ciclo de amplificação variou para cada primer, conforme descrito pelos autores dos mesmos (Mahesh et al., 2016; Verhaegen et al., 2005; Yasodha et al., 2018)

Detecção de polimorfismos e determinação de genótipos: 
Para uma descrição precisa dos perfis genéticos, recomenda-se a utilização de sistemas de detecção por emissão de fluorescência em sequenciador automático de DNA que permitem a definição exata dos alelos em pares de bases com resolução de um par de bases. Desse modo, para os marcadores os primers forward devem ser marcados com fluorescência 6-FAM na extremidade 5'. Na análise de fragmentos, deve ser adicionado 1,2 uL dos produtos da PCR, 7,8 uL de formamida Hi-DITM (Applied Biosystems) e 0,2 uL de Standard de Tamanho GeneScanTM LIZ-600 ou 1200 (Applied Biosystems), de acordo com os tamanhos dos fragmentos. A mistura deve ser desnaturada por 3 min a 95 °C e a genotipagem pode ser realizada com um sequenciador automático que permita a discriminação de um par de bases.

Interpretação genética e comunicação do descritor: 
Para cada loco descritor analisado deverá ser identificado e registrado o genótipo observado. Os alelos serão visualizados como picos no eletroferograma e identificados pelo tamanho em pares de bases, estimados automaticamente utilizando padrão interno de fragmentos de tamanho conhecido (LIZ 600 ou 1200). Os genótipos devem ser descritos com os alelos identificados em pares de bases, com arredondamento para a unidade. A análise deverá incluir como controle experimental o DNA de um clone de Tectona grandis L. f. padrão a ser definido pelo laboratório de análise, visando a comparação de estimativas de tamanhos de alelos em pares de bases entre laboratórios, ou entre experimentos distintos no mesmo laboratório. Quando necessário, poderá ainda ser estimada a probabilidade de ocorrência do perfil genético multi loco com base nos princípios básicos de genética de populações, assumindo o equilíbrio de Hardy Weinberg. Esta probabilidade de ocorrência poderá ser utilizada para estabelecer estatisticamente a diferença ou a identidade genética entre duas amostras ou ainda a derivação de uma cultivar de outra previamente conhecida. 
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