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RESUMO

TEIXEIRA, Arlindo Inés, M.S. Universidade Federal de Vigcosa, Julho de 2003.
Herdabilidades e correlacdes entre concentracdes de proteina em soja
avaliadas por diferentes metodologias. Orientador: Maurilio Alves Moreira.
Conselheiros: Everaldo Gongalves de Barros e Sebastido Tavares de Rezende.

Os principais objetivos deste trabalho foram estimar a herdabilidade no
sentido amplo e restrito da concentracdo de proteina em soja, avaliada pelas
metodologias do acido bicinconinico (BCA) e pelo método de Kjeldahl, estimar a
herdabilidade da concentracéo das proteinas de reserva da soja (fracdes 7S e 11S),
avaliadas por eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢cédo desnaturante (SDS-
PAGE) seguida de densitometria e estimar as correlagdes entre as concentracdes de
proteina obtidas pelas diferentes metodologias. Para isso, cortou-se com o auxilio de
uma lamina uma parte do cotilédone das sementes originadas da populacdo F»
derivada do cruzamento entre uma linhagem de alto teor protéico com a variedade
comercial Elite, e dos dois progenitores, tomando-se o cuidado para néo danificar o
embrido, o que prejudicaria o poder germinativo da semente. Esta parte da semente
foi utilizada nas andlises para determinacdo da concentracdo de proteinas totais
pelos métodos de Kjeldahl, adaptado para pequenas quantidades de semente (15
mg), e do Acido Bicinconinico; e também na andlise da concentracdo das proteinas
de reserva por SDS-PAGE/densitometria. A outra parte da semente foi cultivada em
casa de vegetacdo, obtendo-se por auto-fecundacdo a populacdo F3;. Apds a
colheita, 10 sementes de cada planta obtida foram moidas e utilizadas na anélise da
concentracdo de proteinas totais pelo método de Kjeldahl e na anélise da

concentracdo das subunidades das proteinas de reserva por SDS-
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PAGE/densitometria. A analise dos resultados permitiu concluir que a maior
estimativa de herdabilidade no sentido amplo para teor de proteinas na geracao F,
foi obtida pelo método de Kjeldahl (56,2%). Para as concentracdes das proteinas de
reserva estes valores foram de 62,1% para a concentracdo de 7S, 43,4% para a
concentracdo de 11S e 50,5% para a soma da concentracdo das duas fragoes,
indicando que a quantificacdo da concentracdo das proteinas de reserva por SDS-
PAGE/densitometria pode ser til em programas de melhoramento para qualidade
protéica em soja. As herdabilidades no sentido restrito apresentaram baixos valores
para todas metodologias, variando de 1,87 a 7,14%. Os efeitos do ambiente e da
interacdo genotipo x ambiente sobre o teor de proteina das populacées foram
significativos. Os coeficientes de correlagcdo de Spearman entre as concentracdes
das proteinas de reserva 7S e 11S com a concentracdo de proteinas totais
determinada pelo método de Kjeldahl e entre as concentracdes de 7S e 11S foram
positivos e significativos nas duas geracoes, F, e F3. Os coeficientes de correlacéo
de Pearson e de Spearman entre as concentracdes de proteina na populacao F;
determinadas pelos métodos BCA e Kjeldahl foi de 0,131 e 0,385 respectivamente,
indicando baixa correlacdo e baixa coincidéncia entre os métodos. Os coeficientes
de correlacdo de Spearman entre as concentracdes das proteinas 7S e 11S da
populacdo F, com as concentracdes destas proteinas na populacdo F; foram
pequenos e negativos. O coeficiente de correlacdo de Spearman entre as
concentracfes de proteinas totais na populacdo F, e na populacédo F; determinada
pelo método de Kjeldahl foi de 0,16, indicando também que aqueles individuos que
apresentaram altas concentracdes de proteina em F, ndo geraram individuos com o
mesmo desempenho em F3, indicando que a selecdo precoce nao seria eficiente no

cruzamento estudado.



ABSTRACT

TEIXEIRA, Arlindo Inés, M.S., Universidade Federal de Vigosa, July, 2003.
Heritabilities and correlations between protein contents of soybean seeds
evaluated by different methodologies. Adiviser: Maurilio Alves Moreira.
Committee members: Everaldo Goncgalves de Barros and Sebastido Tavares de
Rezende.

The main objectives of this work were to stimate the broad and narrow sense
heritabilities of soybean seed protein content evaluated by the Bincinchoninic Acid
method (BCA), by the Kjeldahl method, and through the content of soybean seed
storage proteins (7S and 11S) evaluated by SDS-PAGE followed by densitometry,
and stimate the correlations between protein contents evaluated by the different
methodologies. For that, a small fraction of the soybean seed cotyledones was cut
with the aid of a blade from the F, population from the cross between a line with high
protein content and the commercial cultivar Elite, from the two progenitors, without
damaging the seed embryo, which would affect the seed germination. This seed
fraction was used for the analyses of protein content by the Kjeldahl method, adapted
to small amount of seeds (15 mg), Bicinchoninic Acid method, and also for the
analyses of protein content through seed storage proteins determined by SDS-PAGE
and densitometry. The other part of the seed was sown in the green house, obtaining
the F3; seed population. After harvesting, part of the seeds from each plant was
grinded and used to mesasure the protein content by the Kjeldahl method and by
SDS-PAGE/densitometry of the seed storage proteins. The results permitted to
conclude that the greatest value stimated for broad sense heritability for protein
content in the F, generation was obtained by the Kjeldahl method (56.2%). For

protein content determined through seed storage proteins stimates these values were



62.1% for 7S content, 43.4% for 11S content and 50.5% for the sum of both protein
fractions, indicating that the quantitation of total protein content through the amount
of seed storage proteins by SDS-PAGE/densitometry can be useful in breeding
programs for protein quality in soybean. The narrow sense heritabilities presented
low values for all methodology used, varying from 1.87 to 7.14%. The environment
effects and the genotype x environment interaction upon the populations were highly
significant. Spearman correlation coefficient values between protein content stimated
by the content of seed storage protein 7S and 11S with total seed protein content
determined by the Kjeldahl method and between 7S and 11S contents were high and
positive in the two generations, F, and F3;. Pearson and Spearman correlation
coefficients between protein content in the F, population determined by BCA and
Kjeldahl methods were 0.131 and 0.385 respectively, indicating low relationship and
low coincidence between these two methods. Spearman correlation coefficient
values between 7S and 11S protein content in the F, population with content of these
proteins in the F3 population were small and negative. Spearman correlation
coefficient between total protein content in F, and F3 populations determined by the
Kjeldahl method was 0.16. This low value point out that F2 seeds selected for high
protein content did not hold the trait in the F3 generation, indicating that selection for

high protein content in early generations would not be efficient for this cross.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € uma das principais fontes de proteina e 6leo
vegetal do mundo. Ela tem sido cultivada comercialmente e utilizada na alimentacao
humana e animal por milénios.

A soja € uma leguminosa domesticada pelos chineses ha cerca de cinco mil
anos. Sua espécie mais antiga, a soja selvagem, crescia principalmente nas terras
baixas e Umidas, junto aos juncos nas proximidades dos lagos e rios da China
Central. Ha trés mil anos a soja se espalhou pela Asia, onde comecou a ser utilizada
como alimento. Foi no inicio do século XX que passou a ser cultivada
comercialmente nos Estados Unidos. A partir de entdo, houve um répido
crescimento na producdo, com o desenvolvimento dos primeiros cultivares
comerciais.

No Brasil, o grdo chegou com os primeiros imigrantes japoneses em 1908,
mas foi introduzida oficialmente no Rio Grande do Sul em 1914. Porém, a expansao
da soja no Brasil aconteceu nos anos 70, com o interesse crescente da industria de
Oleo e a demanda do mercado internacional.

O interesse mundial pelo cultivo da soja deve-se a excelente combinacao que
ela apresenta em termos de produtividade (geralmente superior a 2.000 kg/ha) e
porcentagens de Oleo e proteina, em média, 20 e 40% do peso das sementes,
respectivamente (VELLO et alli, 1988).

Até 1975, a maioria da producdo brasileira de soja era realizada com
cultivares e técnicas importadas dos Estados Unidos, onde as condi¢des climaticas e
os solos sdo diferentes do Brasil. Assim, a soja s6 produzia bem, em escala
comercial, nos estados do Sul, onde os cultivares americanos encontravam
condicdes semelhantes a de seu pais de origem. A criacdo do cultivar Tropical pelos
melhoristas da Embrapa Soja levou a soja para as regides de clima tropical do Brasil
(Centro-Oeste, Nordeste e Norte). A partir dai, indmeros outros cultivares nacionais
foram criados para dar estabilidade ao cultivo de soja nas chamadas regides de
fronteira agricola. Isso possibilitou a fixacdo do homem em suas propriedades, ja
que a soja era utilizada como cultura desbravadora, deixando na terra, apés sua
colheita, nutrientes necessarios para o cultivo do feijdo e do milho. Além disso, a

soja viabilizou a implantacdo de industrias de oOleo, fomentou o mercado de



sementes e deu estabilidade a exploracdo econémica das terras onde antes sé
existiam matas e cerrados. Hoje, o Centro-Oeste € responsavel por quase 50% da
producdo nacional de soja, registrando produtividades que ja ultrapassam os 3500
kg/ha.

Os principais produtores mundiais de soja sao os Estados Unidos, o Brasil, a
Argentina e a China. No Brasil, as principais areas produtoras estéo nas regides Sul,
Sudeste e Centro-oeste, principalmente nos estados do Rio Grande do Sul, Parana,
Mato Grosso e Goias. A producdo comercial de soja esta sendo ampliada, também,
nas regides Norte e Nordeste do Pais. Essa amplitude se deve principalmente ao
grande numero de cultivares disponiveis e adaptados a todas as regides brasileiras,
cultivares estes desenvolvidos por varios grupos de pesquisadores brasileiros.
Assim, técnicas que venham auxiliar na caracterizacao desses cultivares e direcionar
a obtencdo de novos outros sdo de fundamental importancia para a manutencao
deste potencial produtivo nacional.

A soja no Brasil é predominantemente utilizada para o processamento do grao
em Oleo e proteina. Na safra 2001/2002 o Pais produziu aproximadamente 45
milhées de toneladas, e ao redor de 20 milhées foram exportadas em grédo e o
restante destinado ao processamento no parque industrial brasileiro (ABIOVE,
2003). O processamento basicamente consiste no esmagamento do grdo para
extrair o 6leo, amplamente utilizado pela populacao brasileira, e o residuo resulta no
farelo de soja, um importante suplemento protéico na racdo animal, sendo o Brasil,
juntamente com os Estados Unidos, os principais fornecedores desta matéria-prima
a nivel mundial (BOREM, 1999). O consumo da soja in natura é desprezivel no
Brasil, em razdo dos habitos alimentares dos brasileiros, mas tem se observado uma
procura crescente por produtos a base de soja (ABIOVE, 2003).

A proteina da soja é inferior em qualidade quando comparada com a proteina
animal no que tange ao teor de aminoacidos sulfurados, metionina e cisteina, que
estdo presentes nesta leguminosa em quantidades limitantes. O nivel de metionina
na soja situa-se entre 1,0 a 1,9 %, representando cerca de 43% do nivel padrédo
considerado pela FAO (WOLF & COWAN, 1975).

Diversos grupos de pesquisadores tém conseguido a obtencédo de variedades
de soja contendo altas concentragdes de proteina (geralmente acima de 50% da
matéria seca) e alta produtividade, usando o melhoramento classico (MORAIS e

SILVA, 1996). O problema da concentracdo de aminoacidos sulfurados ainda



persiste, pois ndo tém sido obtidas variedades com teores mais elevados destes
aminoacidos por métodos de melhoramento tradicional.

As sementes de soja contém células especiais que produzem e estocam as
proteinas de reserva em vacuolos. Estudos usando as técnicas de ultracentrifugacéo
e eletroforese revelaram que sdo poucas as proteinas armazenadas nestes
vacuolos. Apenas duas proteinas, a glicinina e a b-conglicinina, que possuem
coeficiente de sedimentacdo 11S e 7S respectivamente, constituem cerca de 70%
das proteinas de reserva, sendo geralmente a glicinina a mais abundante (HILL E
BREIDENBACH, 1974). Estudos posteriores revelaram que a b-conglicinina é mais
deficiente em aminoécidos sulfurados quando comparada a glicinina, e que tém sido
encontrado diferencas nos conteados dos componentes (subunidades) destas
proteinas em linhagens de soja com alta concentracdo de proteina (YAKLICH,
2001). A concentracdo destas duas proteinas poderd variar nas diferentes
variedades e nos diferentes ambientes onde a soja é cultivada. Logicamente, onde a
aplicacdo de produtos derivados da soja requer maior quantidade de aminoacidos
sulfurados, um maior contetdo de glicinina é preferido. Foi observado também que a
relacdo da quantidade destas duas proteinas é importante na fabricacdo de produtos
alimenticios. Por exemplo, mudancgas na razdo b-conglicinina/glicinina resultam em
diferencas nas propriedades fisicas do tofu, também chamado “queijo de soja”,
resultante da coagulacdo do extrato aquoso de sementes de soja. As variedades
gue apresentam menor razao b-conglicinina/glicinina tem mostrado serem melhores
para a producdo deste importante produto a base de soja (YAKLICH, 1999).

O fato de ocorrer variacbes genéticas naturais na composicdo de
subunidades nas duas principais proteinas de reserva da soja, e sabendo que estas
variacdes podem ser devidas a mecanismos de regulacdo da expressao dos genes
que codificam estas subunidades, o conhecimento destes mecanismos pode ser
usado para aumentar seletivamente o tipo de proteina de reserva para usos
especificos. Por exemplo, jA se caracterizou que seria desejavel que a soja
destinada a racdo de suinos contivesse mais b-conglicinina e para a racdo de aves
contivesse mais glicinina (YAKLICH, 1999).

O programa de melhoramento genético da soja em desenvolvimento no
Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuéaria (BIOAGRO) da Universidade

Federal de Vigcosa, que tém como um dos objetivos obter variedades de soja com



alta concentracdo de proteina e alta produtividade, tem conseguido, através do
melhoramento tradicional assistido por microandlises bioquimicas e marcadores
moleculares, a obtencdo de linhagens com alta concentracdo de proteina. Isto foi
possivel, entre outros fatores, pelo uso de técnicas de microandlises, que permitem
a quantificacdo da concentracdo de proteinas totais de cada semente
individualmente sem a destruicdo do poder germinativo, 0 que permite realizar uma
selecdo de sementes com alta concentracdo de proteina para o plantio, o que tem
agilizado bastante o programa de melhoramento.

Contudo, a metodologia que tem sido usada, baseada no método do &cido
bicinconinico (SMITH et alli, 1985), permite quantificar apenas a concentragao total
de proteinas na semente. Com o intuito de ampliar o programa de melhoramento de
soja desenvolvido, a fim de produzir variedades com alto teor de proteina e também
de melhor qualidade, principalmente em relacdo ao teor de aminoacidos sulfurados,
0 presente trabalho propde utilizar uma metodologia baseada na separacao
eletroforética e na andlise quantitativa por densitometria das proteinas de reserva,
que permite selecionar sementes com alta concentracdo de proteina e de melhor
gualidade nutricional.

Especificamente, este trabalho teve como objetivos: (i) estimar a
herdabilidade da concentracdo de proteinas totais em soja, avaliada pelas
metodologias do acido bicinconinico e pelo método de Kjeldahl modificado; (ii)
estimar a herdabilidade da concentracdo de subunidades das proteinas de reserva
da soja, avaliado pela eletroforese em gel de poliacrilamida em condicéao
desnaturante (SDS-PAGE) acompanhada de densitometria; (iii) estimar as
correlacdes entre as concentracdes de proteina obtidas pelas diferentes
metodologias.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Proteinas de Reserva da Soja

Proteinas de reserva sao definidas como sendo aquelas proteinas que
possuem como Unica funcdo conhecida servirem como reserva de aminodacidos, as
quais, durante a germinacado da semente, sdo degradadas por enzimas proteoliticas
para fornecerem o0s aminoacidos necessarios ao desenvolvimento do embrido.
Segundo HILL & BREIDENBACH (1974) as proteinas de soja constituem cerca de
35 a 45% da matéria seca da semente, sendo que as proteinas de reserva glicinina
(fracdo 11S) e b-conglicinina (presente na fragao 7S) representam em torno de 70%
da proteina da semente da soja, as quais sdo depositadas de forma agregadas em
organelas especializadas derivadas de vacuolos chamadas de corpos protéicos.

A glicinina apresenta massa molecular de aproximadamente 350 kDa, sendo
constituida por polipeptidios de carater acido e de carater basico que diferem da b-
conglicinina em seus conteudos de metionina (MOREIRA et alli, 1979; COATES et
alli, 1985). Esta proteina é obtida ap6s duas clivagens dos polipeptidios precursores.
A primeira clivagem remove o peptideo sinal que direciona o precursor para o limem
do reticulo endoplasmatico e a segunda clivagem ocorre apdés a traducao,
provavelmente ja nos corpos protéicos, originando os polipeptidios acidos e basicos
(DICKINSON et alli, 1989).

Foram isolados desta proteina seis polipeptidios acidos (Ala, Alb, A2, A3, A4
e A5) e cinco basicos (Bla, Blb, B2, B3 e B4) que se encontram associados de
modo especifico, por meio de ligagdes bissulfidricas, entre um &cido e um basico,
formando as subunidades AlaB2, A1bB1b, A2Bla, A3B4 e A5B3 (MOREIRA et alli,
1979; MOREIRA et alli, 1981). O polipeptidio A4 esta associado ao B3 por meio de
ligacbes ndo covalentes, formando a subunidade A5A4B3 (STASWICK et alli, 1981).
Atualmente, essas subunidades sdo denominadas G1 (AlaB2), G2 (AlbB1b), G3
(A2B1b), G4 (A5A4B3) e G5 (A3B4) e seus genes Gyl, Gy2, Gy3, Gy4 e Gy5. Os
polipeptidios Ala, Alb, A2, B1 e B2 possuem de trés a seis vezes mais metionina
que A3, A4, A5, B3 e B4 (MOREIRA et alli, 1979). Em glicinina tém sido observadas



variacbes na composicdo polipeptidica, como mutantes naturais com auséncia do
complexo G4 (FONTES et alli 1984).

NIELSEN e seus colaboradores (1989) caracterizaram a estrutura, a
organizacdo e a expressao dos genes que codificam a glicinina. Estes autores
dividiram as cinco subunidades da glicinina em dois grupos baseados na homologia
da sequiéncia de aminoacidos. G1, G2 e G3 sao as subunidades do Grupo 1 e G4 e
G5 séo as subunidades do Grupo 2. A homologia das sequiéncias entre subunidades
de um mesmo grupo esta em torno de 90%, mas estd em torno de somente 50%,
guando membros de grupos diferentes sdo comparados.

Estes autores identificaram que o Grupo 1 é codificado por trés genes
presentes em dois dominios cromossomais distintos. Um dominio contém dois genes
de glicinina ligados (Gy1l e Gy2) e o outro contém o gene Gy3. Os dois dominios tém
alto grau de homologia e contém outros genes que sao expressos tardiamente nos
embrides ou em folhas de plantas maduras. Dois destes outros genes tém sido
identificados e designados como glicinina-relacionados, e podem codificar outras
familias de subunidades de glicinina que se acumulam em menor quantidade nas
sementes. DIERS et alli (1994) mapearam os genes Gy4 e Gy5 da glicinina em uma
populacdo obtida do cruzamento interespecifico de Glycine max x G. soja e
encontraram que estes genes estao localizados nos grupos de ligacdo “O” e “F”
respectivamente.

Usando a eletroforese bidimensional para analisar as proteinas isoladas de
corpos protéicos, LElI e REECK (1987) constaram que varios polipeptidios da
semente de soja estdo presentes nos corpos protéicos, incluindo a b-conglicinina,
glicinina, lectina e o inibidor de tripsina Kunitz, além de outros polipeptidios nao
identificados. Neste mesmo trabalho, estes pesquisadores, usando a coloragdo com
dansilhidrazina e a cromatografia de afinidade com concanavalina A, mostraram que
além da b-conglicinina e a lectina, uma pequena porcdo da glicinina e outras
proteinas ndo identificadas séo glicosiladas.

A b-conglicinina é uma glicoproteina com massa molecular estimada em 150-
170 kDa e possui trés subunidades principais a’, a e b, sendo codificadas pelos
genes Cgyl, Cgy2 e Cgy3, respectivamente (THANH & SHIBASAKI, 1977). As
subunidades a e a’ possuem dois e trés residuos de metionina, respectivamente, e a

subunidade b ndo possui esse aminoacido (COATES et al. 1985). Existe



polimorfismo genético na composicao polipeptidica de b-conglicinina, sendo que tem
sido identificando genodtipos com auséncia de a’ (KITAMURA et alli 1984).
Subunidades menores dessa globulina, designadas b’, g e d, também tém sido
descritas (COATES et alli, 1985).

HARADA et alli (1989) concluiram que a familia de genes que codificam a b-
conglicinina contém no minimo 15 membros que estéo distribuidos entre seis regides
distintas do genoma. Trés destas regibes contém genes mdltiplos (regido A, cinco
genes; regido B, dois; regido C, trés; regides D, E e F, um cada). Estes 15 membros
estdo divididos em dois grupos principais com base no tipo de RNA mensageiro
(mRNA) transcrito. Um grupo € transcrito em mRNAs de 2,5 Kb, que codificam as
subunidades a e a’, enquanto o outro grupo é transcrito em mRNAs de 1,7 Kb, que
codifica as subunidades b. A homologia entre os grupos € alta e a diferenca entre
eles deve-se a presenca ou auséncia de um segmento especifico de DNA de 0,56
Kb, presente no éxon 1 dos membros do primeiro grupo. Estes mesmos autores
concluiram que a expressao dos genes que codificam a b-conglicinina é regulada em
nivel de transcricdo e pos-transcricionalmente, sendo que a regulacdo poés-
transcricional é diferente entre os dois grupos principais.

YAKLICH (2001) estudou linhagens de soja com alto teor de proteina, visando
identificar se ocorre acumulo de algumas subunidades especificas nestas linhagens,
usando para isso a eletroforese em gel de poliacrilamida em condicOes
desnaturantes (SDS-PAGE) acompanhada da densitometria. Este autor observou
que algumas das linhagens estudadas apresentaram um acumulo significativo das
subunidades a, a’ e b da b-conglicinina enquanto outras apresentaram um acumulo
da subunidade A3 da glicinina e todas as linhagens apresentaram acumulo das
subunidades Al, A2 e A4. Os polipeptidios basicos da glicinina também se
acumularam na maioria das linhagens. Baseado nestas observacfes, o autor
concluiu que linhagens com alto teor de proteina contém maiores concentrages de
b-conglicinina e glicinina do que linhagens normais e que as linhagens diferem em
relacdo a quais subunidades destas proteinas se acumulam em maior quantidade.

A mesma metodologia foi usada também por FEHR et alli (2003) visando
estudar a influéncia do genétipo e do ambiente sobre a composicdo de subunidades
das proteinas de reserva da soja. Estes autores, trabalhando com 14 cultivares,

alguns de uso amplo e outros de uso especifico, como cultivares livre de



lipoxigenases e cultivares com alto teor de proteina, que foram cultivados em 8
localidades diferentes por 3 anos consecutivos, concluiram que a concentracdo de
7S, 11S e a razdo 11S/7S sao influenciados pelo ambiente. Por outro lado,
ressaltaram que ndo séo esperadas alteracdes significativas nestes parametros de
um ano para o outro a nivel industrial, em virtude dos grdos colhidos em localidades

préximas serem misturados nas industrias de processamento de alimentos.

2.2. Heranca e modo de acdo génica na determinacdo do teor protéico em

soja

No melhoramento da soja, como destaca PIOVESAN (2000), muitos estudos
da genética de caracteres agronémicos tém sido realizados com interesse na
obtencao de subsidios para o estabelecimento de estratégias eficientes de selecao.
Mas o0 mesmo autor ressalta que existem poucas informacgdes a respeito do tipo de
heranca e do modo de acéo génica na determina¢éo da concentracdo de proteina.

Dos trabalhos disponiveis, varios autores, entre eles SINGH e HADLEY
(1972), WILCOX e SIMPSON (1977), ISHIGE (1984) e PULCINELLI (1992)
concluiram que o teor de proteina nas sementes é determinado, em grande parte,
pelo gendtipo da planta mée, sofrendo também influéncia do ambiente. Efeitos do
citoplasma e dos gendétipos do embrido e do grao de pdélen ndo foram evidenciados
por estes autores.

Para que se tenha um entendimento das propriedades genéticas de uma
populacdo, além de conhecer a variancia genotipica e ambiental, é necessario
conhecer também os componentes da variancia genotipica do carater em estudo. A
variancia genotipica pode ser repartida entre variancia aditiva, a variancia que é
devida a dominancia, e a variancia epistatica.

A composicdo da variancia genética foi demonstrada por COCKERHAM
(1954) e depois expandida por HORNER e WEBER (1956) e COCKERHAM (1963),
gue apresentaram um amplo conjunto de maneiras para estimar os componentes da
variacdo genética. Para o teor de proteina em soja, diversos trabalhos tém relatado a
existéncia de efeitos génicos epistaticos e de dominéncia, contudo os efeitos
génicos aditivos foram sempre superiores (BRIM e COCKERHAM, 1961; HANSON
et alli, 1967; MCKENDRY et alli, 1985; LEE e WANG, 1986).



2.3. Herdabilidade do teor de proteinas em soja

A herdabilidade (h?) fornece a proporcdo da variancia genética presente na
variancia fenotipica total. Desta forma, mede a confiabilidade do valor fenotipico
como indicador do valor reprodutivo. Devido a isso, a herdabilidade participa quase
sempre de todas as formulas relacionadas com a predicdo de ganho dos métodos
de melhoramento e também de inUmeras decisdes praticas que os melhoristas
tomam (RAMALHO et alli 1993).

Para FALCONER (1987) a herdabilidade de um carater métrico € uma das
mais importantes propriedades de uma populacdo, porque expressa a proporcao da
variancia total que € atribuida ao efeito médio dos genes, o0 que determina o grau de
semelhanca entre progenitores. A selecdo é efetuada, fundamentalmente, nessa
semelhanca.

Entretanto, RAMALHO et alli (1993) ressaltam que a herdabilidade nédo é
apenas uma propriedade do carater, mas também da populacdo e das condi¢des
ambientais a que foram submetidos os individuos da populacao. Nesta mesma linha
de raciocinio, DUDLEY e MOLL (1969) relatam que a estimativa de herdabilidade
refere-se a uma caracteristica e a uma populacéo e € especifica para as condicbes
experimentais nas quais 0s genétipos foram estudados, sendo dificil extrapolar
estimativas de herdabilidade de uma populacdo para outra, ou para diferentes
condicbes experimentais.

STRICKBERGER (1985) destacou que a importancia das estimativas de
herdabilidade reside em sua relagdo com a selecéo, uma vez que quanto maior for a
herdabilidade, maior ser4 o sucesso de selecdo para dada caracteristica, o que
resulta numa relagéo positiva entre alta herdabilidade e eficiéncia de selecdo. Para
0S progenitores transmitirem certas caracteristicas aos seus descendentes que
sejam de algum modo prediziveis, é necessario que a variancia ambiental seja baixa
e variancia geneética seja alta.

Na literatura sao descritas varias metodologias para obtencao de estimativas
do coeficiente de herdabilidade. A utilizacdo da variabilidade entre as plantas na
geracdo F, em relacdo a variabilidade entre as plantas dos progenitores foi utilizada
por MAHMUD e KRAMER (1951) para a obtencéo do coeficiente de herdabilidade.
WARNER (1952) propds uma metodologia para estimar a herdabilidade com base
nos progenitores, geracdes F; e F, e dos dois retrocruzamentos. HANSON et alli



(1962) determinaram estimativas do coeficiente de herdabilidade com base nos
componentes de variancia. FREY e HORNER (1957) propuseram estimar a
herdabilidade em unidades-padrdo, as quais sao obtidas calculando-se a regressao
sobre os dados codificados em termos de desvio-padrdo. SMITH e KINMAN (1965)
utilizaram fatores de correcdo do coeficiente de regressao pai-filho para estimar a
herdabilidade utilizando progenitores endogamicos para algumas geracoes de auto-
fecundacéo.

JOHNSON e BERNARD (1963), estudando a herdabilidade para varias
caracteristicas em soja, dentre elas o teor de proteina, mostraram que em geracdes
precoces (F,) esta apresenta baixos valores, quando comparadas com geracoes
mais avancadas (Fs). Esta observacdo aponta para dificuldades de identificar e
selecionar gendtipos superiores em geracdes precoces (no caso F»), resultando em
pouco progresso esperado por selecao.

KWON e TORRIE (1964), procurando estimar a herdabilidade para caracteres
de interesse em soja, estudaram duas populacdes derivadas da selecdo de 64
plantas F, para cada cruzamento. Avaliaram essas populacdes na geracdo F; em
um ano e um local, e as geracfes F, e Fs em dois anos e dois locais. Os parametros
genéticos extraidos da analise de variancia proporcionaram estimativas de

s

herdabilidade livre dos efeitos da interacdo genotipo ambiente. Os autores
verificaram que a interacdo gendtipo ~ ano foi maior que a interacdo gendétipo ~ local,
para muitas caracteristicas, principalmente producdo de sementes. A herdabilidade
para producédo de sementes foi mais baixa devido a maior interacdo gendétipo ~ ano,
ficando na ordem de 3 e 10%, respectivamente, para cada cruzamento. Para os
caracteres teor de 6leo e proteina, a herdabilidade s6 foi estimada para um dos
cruzamentos, apresentando valores de 51 e 57%, respectivamente.

Objetivando estudar os componentes genéticos envolvidos no controle do teor
de proteina e em outros 8 caracteres agronémicos, PIOVESAN (2000) encontrou,
com base nos componentes de variancia, estimativas de herdabilidade para teor de

proteina nas 6 populacdes F, estudadas variando de 22 a 81%.
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2.4. Melhoramento para Quantidade e Qualidade da Proteina em Soja

Os cultivares comerciais de soja, em geral, apresentam cerca de 40% de
proteina. Entretanto, HARTWIG e EDWARDS (1975) destacam que no germoplasma
de soja ha consideravel variabilidade nos teores de proteina, que oscila de 29 a
50%.

Apesar do potencial para o aumento do teor de proteina em soja, pouco
sucesso tem sido obtido no desenvolvimento de cultivares com altos contetdos
protéicos (MORAIS e SILVA, 1996). Segundo BURTON (1985), isso se deve as
correlacdes negativas entre teor de proteina, produtividade e teor de 6leo, que
dificultam a selecdo para o aumento de proteina, jA que a fracdo 6leo sempre foi
economicamente mais importante, o que acentuou a selecao de cultivares com altos
teores de 6leo, evidenciada pela correlacao positiva entre 6leo e produtividade.

MOREIRA et alli (1979) destacam que o desenvolvimento de variedades
comerciais de soja contendo tanto alta concentracdo de proteina quanto niveis mais
elevados de aminoacidos sulfurados passaram a ser prioridade em muitos grupos de
pesquisa que atuam na area do melhoramento da soja.

Nos dias atuais o farelo de soja (fracdo protéica) tornou-se o principal
subproduto das industrias de processamento de gréos no Brasil, sendo que cerca de
65% deste destina-se a exportacdo. O teor de proteina no farelo influencia na
formacdo do preco do produto, sendo necessario o desenvolvimento de novas
variedades produtivas e com alto teor de proteina, para que o Brasil mantenha e até
mesmo aumente sua participacdo no mercado mundial da soja.

Atualmente, varios estudos permitiram a identificacdo de métodos de
melhoramento, que possibilitam o desenvolvimento de cultivares com alto teor de
proteina e niveis de produtividade aceitaveis.

ERICKSON et alli (1981) estudaram o uso de selecdo para proteina em
geracgdes precoces do cruzamento entre Glycine soja e Glycine max. A herdabilidade
do teor de proteina foi medida em F, e F3 e a selecdo massal e selecédo de familias
foram comparadas na geracdo F3; destes cruzamentos. A herdabilidade para
proteina na geracao F,, obtida pela regresséo pai-filho, foi de 27%. A herdabilidade
no sentido amplo em familias F3 cultivadas em dois locais durante o mesmo periodo
foi de 78%. A média do teor de proteina em cada populacao selecionada foi maior

do que a média da populacdo ndo selecionada (controle). As médias dos teores de
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proteina pelos diferentes métodos de selecdo foram: selecdo massal em F2 e F3
48%; selecdo massal em F3 seguido de uma Unica semente por descendéncia
48,8%; selecdo entre familias F3 47,6%; selecdo entre e dentro de familias F3
47,5%. O método de selecdo massal foi superior ao método de selecédo de familias
em nivel de 1% de significancia. Estes autores comentam que apesar da selecao
precoce ter elevado o teor de proteina da populacdo, a segregacao continuou a
originar gendtipos de baixo teor de proteina, consequentemente, passos adicionais
de selecao séo necessarios.

WILCOX (1998) conduziu um programa de selecdo recorrente para aumentar
a concentracao de proteina nas sementes em duas populacbes de soja, utilizando
macho-esterilidade. A selecdo recorrente aumentou a média da concentracdo de
proteina nas sementes de 5,8 g kg™ e diminuiu a média da concentracdo de 6leo de
2,3 g kg* por ciclo. Nos ltimos ciclos, foram observadas uma forte correlagéo
inversa entre proteina e 6leo e uma diminuicdo da variabilidade destas duas
caracteristicas. A maioria dos alelos para alta concentracdo de proteina foi
acumulada até o quinto ciclo de selecéo recorrente. Uma média de 53% da plantas
do sexto até o oitavo ciclo apresentou cerca de 480 g kg™.

MORAIS e SILVA (1996) relataram que no projeto “Desenvolvimento de
cultivares de soja adaptados para consumo humano in natura e para a industria de
alimentos” conduzido por ALMEIDA e KIIHL de 1980 a 1984, foram obtidas
linhagens com alto teor protéico e boa produtividade. As linhagens BR 80-14887, BR
80-14853 e BR 80-15000 apresentaram concentracdes de 48,7, 48,6 e 47,0% de
proteina, respectivamente, e apresentaram potencial de producdo equivalente ao
cultivar Bossier, que possui 40,7% de proteina.

KAIZUMA e FUKUI (1975) encontraram correlagbes ndo significativas entre
porcentagem de proteina e teor de metionina, tanto em Glycine soja quanto em
Glycine max. BURTON et alli (1982) observaram que o teor de metionina nao foi
alterado com o aumento do teor de proteina, através de cinco ciclos de selecao
recorrente. Significantes correlacfes positivas tém sido observadas entre metionina
e cisteina, bem como entre metionina e total de aminoacidos sulfurados (KAIZUMA
et alli, 1974; TAIRA et alli, 1976).

Cerca de 90% das proteinas da semente da soja sédo do tipo globulinas, que
representam em média 36% do peso seco da semente (HUGHES e MURPHY,

1983). Essas globulinas apresentam duas fracfes principais, uma com coeficiente de
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sedimentacdo 11S, composta pela proteina glicinina, e outra com coeficiente de
sedimentacéo 7S, composta principalmente pela [-conglicinina, sendo a fracdo 11S
a que contém maior contetdo de aminoacidos sulfurados (FUKUSHIMA, 1968). Em
decorréncia dessa caracteristica, KROBER e CARTER (1966) sugeriram que a
elevacdo da razdo 11S/7S poderia resultar em aumento no teor de aminoacidos
sulfurados da proteina da soja.

Variacdes da razédo 11S e 7S tem sido observadas entre gendétipos de soja.
TAIRA e TAIRA (1972) encontraram uma variagdo de 1,41 a 0,71 na razéo 11S/7S
entre 30 cultivares, média de 3 ambientes de cultivo. KITAMURA e KAIZUMA (1981)
analisaram 1.700 linhagens de soja e encontraram 2 com razédo 11S/7S igual a 2,59
e 1,61, enquanto o valor médio € de 1,12 para linhagens comuns. HARADA et alli
(1983) observaram que a razdo 11S/7S ndo se correlacionava com o contetdo de
proteina na semente, o qual foi igual para gendtipos normais e genétipos com alta
concentracao de 11S.

Uma outra estratégia para obter variedades de soja com maiores teores de
metionina foi usada por IMSANDE (2001), que trabalhou com sementes de soja
induzidas por mutacdo com EMS (Etil Metano Sulfonato) obtendo linhagens com
maior concentracdo de metionina, as quais foram separadas e cruzadas. Sementes
de um cruzamento apresentaram uma concentracdo normal de nitrogénio e um
aumento de 18% na concentracdo de metionina. As concentragdes de metionina e
cisteina foram em torno de 20% maior do que aquelas da linhagem parental. Este
autor observou que a concentracdo de metionina na proteina da soja era regulada
pela maior ou menor sintese do polipeptidio b da proteina de reserva b-conglicinina,

0 qual ndo possui nenhum residuo de metionina em sua estrutura.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material genético

Foram utilizadas 80 progénies F, e F3 derivadas do cruzamento entre uma
isolinha de alta concentracdo protéico (48%) derivada de CAC-1 e a variedade
comercial de soja Elite. Das sementes da populacéo F,, foi cortada uma parte do seu
cotilédone para a realizacdo da analise da concentracdo de proteina total e a
concentracdo das proteinas de reserva. A outra parte da semente, contendo o
embrido, foi cultivada em casa de vegetacédo do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa, obtendo-se a
populacdo F3 por auto-fecundacao. Juntamente com a populagcao F,, 20 plantas de
cada progenitor (materno e paterno) também foram analisadas, visando calcular a
variancia ambiental e, consequentemente, a herdabilidade no sentido amplo. A
populacdo F, e seus progenitores foram cultivados no periodo de verdo dos anos
2001/2002. Ja a populacado F3 foi cultivada no periodo de inverno do ano de 2002,

juntamente com os progenitores materno e paterno.

3.2. Procedimentos experimentais

A Figura 1 apresenta um esquema dos experimentos realizados durante a
conducéao dos trabalhos. Basicamente, cortou-se, com o auxilio de uma lamina, uma
parte do cotilédone das sementes da populacdo F, e dos dois progenitores,
tomando-se o cuidado para nao atingir o embrido da semente, o que prejudicaria a
germinacao. Esta parte da semente foi utilizada nas andlises para determinacdo da
concentracdo de proteinas totais pelos métodos de Kjeldahl adaptado para
pequenas quantidades de semente (15 mg), e do Acido Bicinconinico; e também na
analise da concentracao de subunidades das proteinas de reserva por SDS-PAGE e
densitometria. A outra parte da semente foi cultivada em casa de vegetacéo,
obtendo-se por auto-fecundacédo a populagdo F3;. Apds a colheita, 10 sementes de
cada planta obtida foram moidas e utilizadas na analise da concentracdo de
proteinas totais pelo método de Kjeldahl e na analise da concentracdo de

subunidades das proteinas de reserva por SDS-PAGE/densitometria.
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semente F»
- Plantio (casa de vegetacdo); - Determinacéo da concentragéo de
- Obtenc&o das sementes F; proteinas totais pel os métodos do
- Moagem:; Acido Bicinconinico e pelo método
- Determinag&o da concentragéo de de Kjeldahl; )
protefnas totais (método de Kjeldahl); - Determinagéo da concentragéo de
- Determinag&o da concentragdo de subunidades de proteinas de reserva
subunidades de proteinas de reserva (SDS-PAGE/densitometria).
(SDS-PAGE/densitometria).

Figura 1: Esquema explicativo dos procedimentos experimentais utilizados na
analise do contetudo de proteina total e das subunidades componentes

das proteinas de reserva em sementes de soja das populacdes F; e Fs.

3.2.1. Determinacdo da concentracdo de proteinas totais pelo método de
Kjeldahl

Nas sementes das populacdes F, e F3, a concentracdo de proteinas totais de
cada semente foi determinado com base no método de Kjeldahl, descrito nas
normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1985) para analises fisico-quimicas de
alimentos.

Para a populacdo F, foi utilizado o método de Kjeldahl adaptado para,
aproximadamente, 15 mg de semente, e dessa forma foram realizadas duas
repeticdes desta analise. As amostras foram liofilizadas antes da pesagem.

A analise foi realizada como descrito a seguir:

1. Digestao da amostra: Em um tubo de digestéo, colocou-se a amostra pesada (~15

mg de semente) e em seguida adicionou-se 10,0 mL da mistura digestora, formada
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por 1,0 L de &cido sulfurico 98%, 10,0 g de selénio em p6 e 10,0 g de sulfato de
cobre. Os tubos foram levados para um bloco digestor e aquecidos gradativamente
até uma temperatura entre 250 e 300 °C, permanecendo nesta temperatura por mais
uma hora, quando foram retirados e resfriados a temperatura ambiente por 15
minutos. Decorrido este periodo, adicionou-se 1,0 mL de perdxido de hidrogénio
30% (v/v) e voltou-se com os tubos ao digestor por mais uma hora, apés o qual
foram resfriados e adicionou-se 10,0 mL de agua destilada, ficando a amostra
preparada para a préxima fase da analise, a destilacdo. Para cada analise realizada
foi necessario preparar também o branco das amostras, que era formado pela
mistura digestora e pelo papel empregado na pesagem das amostras.

2. Destilacdo: O tubo contendo o material digerido diluido com agua apds o
resfriamento foi conectado ao aparelho de destilacdo, que apresenta a ponta do
condensador mergulhada em um erlenmeyer contendo um solucdo de acido bérico
4% (m/v) e o indicador misto de Tashiro (200 mg de vermelho de metila, 100 mg de
azul de metileno e 100 mL de etanol 97%), sendo que para cada litro de solucao de
acido borico 4% adicionou-se 2,5 mL do indicador misto de Tashiro. Adicionou-se,
aproximadamente, 25 mL de solucdo de hidréxido de soédio 40% (m/v) ao tubo
contendo a amostra. Deixou-se destilar até se atingir o volume de 125 mL.
3.Titulacdo: O destilado coletado foi titulado com solugdo de HCI 0,01M. Para o
calculo da porcentagem de proteinas totais usou-se a seguinte equacao:

%PT :[(VA-VB) XMxfx 1,ﬂ x FCN
P

Onde:
%PT= porcentagem de proteinas totais.
V= volume (em mL) de solucédo de HCI gastos na titulacdo da amostra.
V= volume (em mL) de solucédo de HCI gastos na titulacdo do branco.
M= molaridade da solucéo de HCI.
f= fator de correcédo da concentracéo da solucéao de HCI.
P= massa (em g) da amostra.

FCN= fator de conversao de nitrogénio para proteina, que para soja € igual a 6,25.

No caso das sementes da populacédo F3, o procedimento foi praticamente o

mesmo, com excecdo de que a massa de amostra empregada foi de
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aproximadamente 300 mg de semente moida e a concentracdo da solucéo de HCI
usada na titulacdo, que foi de 0,05 M. Antes da pesagem, uma amostra de 10

sementes de cada planta foi moida e seca por 12 horas em estufa a 105 °C.

3.2.2. Determinac&o da concentracdo de proteinas totais pelo método do Acido

Bicinconinico (BCA) em placas de ELISA.

Para esta andlise, foi utilizada a metodologia proposta por SMITH et alli
(1985), adaptada para analises de sementes de soja, de modo a ndo prejudicar o
poder germinativo das mesmas, o que se faz utilizando uma pequena quantidade de
amostra que é cortada da semente. Como envolve uma quantidade pequena de
reagentes, esta analise foi realizada em placas de ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assays), 0 que permite a realizacdo de um grande numero de
andlises de uma unica vez. Uma amostra de aproximadamente 10 mg de semente
foi macerada com 750 niL de solucdo de dodecilsulfato de sédio (SDS) 1,0%. Ao
macerado adicionou-se 1250 nL da mesma solucdo e centrifugou-se em
microcentrifuga eppendorf 3415 C a 14000 rpm por 15 minutos a temperatura
ambiente. Retirou-se 90 nL do sobrenadante e adicionou-se 1250 ni da solucéo de
SDS 1,0%. Da solucéo resultante retirou-se 100 nL e aplicou-se na placa de ELISA.
Foram adicionados 200 i da solucao reagente (50 mL de acido bicinconinico (BCA)
e 1 mL de CuSQ,) e a placa deixada por 30 minutos em banho maria a 37 °C, ap6s
o qual foi resfriada por 20 minutos e fez-se a leitura em espectrofotdbmetro a 560 nm.
Para converter os valores de absorvancia em concentracdo de proteina adicionou-se
em todas as placas trés repeticdes de 8, 10, 15 e 20 ng da proteina soroalbumina
bovina. Foi utilizado para cada amostra um fator de correcdo, com base na analise
pelo método de Kjeldahl de uma amostra-padrdo de semente de soja, que também
foi adicionada em todas as analises.
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3.2.3. Determinacdo das concentracfes das proteinas de reserva por SDS-
PAGE/densitometria.

Para quantificagdo das proteinas de reserva glicinina (11S) e [-conglicinina
(7S) nas populacdes F, e F3 estas fracbes proteicas foram separadas por
eletroforese descontinua em gel de poliacrilamida em condicdo desnaturante (SDS-
PAGE), de acordo com a metodologia proposta por LAEMMLI (1970) e
quantificadas por densitometria.

Para isto, cortou-se aproximadamente 10 mg de semente, que foram
colocadas em tubos de 1,5 mL e adicionados 1,0 mL do tampado de extracéo
(tampéo fosfato de sddio 0,05 M, pH 7,6; NaCl 0,4 M; O-mercaptoetanol 0,28%). Os
tubos ficaram 45 minutos em banho de ultrasom, apds o qual foram centrifugados
durante 15 minutos a 14.000 rpm em microcentrifuga eppendorf 3415C. Do
sobrenadante, 60 [IL foram retirados e adicionados a outro tubo, contendo 30 [JL do
tampao de amostra (TRIS 0,1875 M; SDS 6,9%; glicerol 30%; pH 6,8), 20 L do
corante azul de bromofenol 0,05% e 20 L de [J-mercaptoetanol. Posteriormente, 0s
tubos foram colocados em banho maria a 100 °C por 3 minutos e aplicou-se 25 0L
da solucao em gel de poliacrilamida 12,5%. A corrida foi conduzida inicialmente a 60
Volts, até a banda do corante atingir a superficie do gel de separacdo (~1,0 h),
quando a voltagem foi aumentada para 80 Volts, permanecendo assim até o final da
corrida (~5h), que foi determinado como sendo 30 minutos ap0s o corante sair na
extremidade inferior do gel. Terminada a corrida, os géis foram retirados da placa e
colocados em solucao corante (1,5 g de Coomassie Brilliant Blue G, 90 mL de &cido
acético, 450 mL de metanol e 460 mL de agua) por 12 horas e depois em solucao
descorante (75 mL de &cido acético, 250 mL de metanol e 675 mL de &gua) por 24
horas. Os géis, apds descorados, foram armazenados em solucédo de glicerol 10%
até o momento da andlise por densitometria.

A analise densitométrica foi realizada em um densitémetro fabricado pela
Molecular Dynamics, pertencente ao Nucleo de Biologia Aplicada da Embrapa Milho
e Sorgo, obtendo-se as areas correspondentes a cada subunidade de interesse. As
subunidades das proteinas de reserva foram identificadas com base na mobilidade
eletroforética constantes em trabalhos publicados na literatura (FONTES et alli,
1984; YAKLICH, 2001).
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Foi realizada uma Unica extracdo para cada amostra e cada extrato foi
aplicado em trés géis, sendo que o valor para cada subunidade de cada amostra foi
tomado como sendo a média dos trés géis. Em todas as analises foi usada uma
amostra padrao que foi extraida, aplicada no gel e quantificada junto com as outras
amostras. Esta amostra, que foi denominada de padréo de extracao, foi adicionada
nas analises para corrigir as diferencas de extracdo que ocorrem entre uma analise
e outra. Os fatores de correcao para as concentracfes de cada subunidade protéica
foram obtidos dividindo-se o maior valor obtido (area integrada) de cada subunidade
da amostra padrédo pelos valores destas subunidades da amostra padrédo em cada
gel. Este fator de correcao foi multiplicado pelos valores das concentragdes das
subunidades correspondentes de cada amostra. Dessa forma, o contelddo de cada
subunidade analisada de cada gel teve um fator de correcao.

A analise densitométrica forneceu o valor da area de cada banda que aparece
no gel. Com o intuito de transformar o valor da area da banda em guantidade de
proteina em mg, e dai expressar o resultado para cada subunidade em porcentagem
de proteina, adicionou-se em todos os géis quatro padrbes de concentracdo, que
foram 2, 4, 8 e 10 g da proteina anidrase carbodnica. Desta forma, como os géis
usados possuiam 20 canaletas, cada gel continha 15 amostras, 4 padrdes de

concentracdo e 1 padrao de extracao.

3.3. Andlises Genético Estatisticas

3.3.1. Estimativa das herdabilidades da concentracdo de proteina avaliada
pelas diferentes metodologias

Para estimar as herdabilidades no sentido amplo, em nivel de individuo, nas

populacdes F; e F3, utilizou-se a expressao abaixo descrita por NAOE (1999):

2 _ 2 2
h“"a=s%/s“p

onde,
h?, = estimador da herdabilidade no sentido amplo;

s?s = estimador da variancia genotipica na populacéo F, ou Fs;
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s?p = estimador da variancia fenotipica na populacéo F, ou Fa.

As herdabilidades no sentido restrito foram estimadas segundo SMITH e
KINMAN (1965), conduzindo a populacdo F, em casa de vegetacdo até a geracao
F3, e utilizou-se os coeficientes de regressao padronizados conforme o método

proposto por FREI e HORNER (1957) que emprega a seguinte equacao:
h?% = (2/3) . b, = (2/3) . (Sk2/Sr3) . b

onde,

h?, = estimador da herdabilidade no sentido restrito;

b, = estimador do coeficiente de regressédo padronizado;

Sk2 = estimador do desvio-padrdo da concentracdo de proteinas das plantas F;

Sk3 = estimador do desvio-padrdo da concentracdo de proteinas das plantas Fj;

b = estimador do coeficiente de regressdo da concentracdo de proteinas da

populacdo F3z em funcdo da concentracao de proteinas das plantas da geracéo F».

3.3.2. Estimativa das correlacdes entre as metodologias de quantificacdo de

proteina

Para estimar os coeficientes de correlagdo entre os métodos empregados na
determinacdo da concentracdo de proteinas e de subunidades de proteinas de
reserva foram utilizados dois tipos de correlacbes: a correlacdo de Pearson e a
correlacdo de Spearman.

As estimativas dos coeficientes de correlacédo de Pearson foram obtidas por

meio da seguinte expressao:
r()(l,xz) = COV(X].,XZ) / (S 2)(1 . SZ)(z)l/2
onde,

rxixe) = estimador do coeficiente de correlag@o entre a concentragéo de proteinas

determinado pelos métodos 1 e 2;
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Cov(X1,X2) = estimador da covariancia entre a concentracdo de proteinas
determinado pelos métodos 1 e 2;
s’x1 e sy, = estimador das variancias da concentracdo de proteinas determinado
pelos métodos 1 e 2, respectivamente.

Ja as estimativas dos coeficientes de correlacdo de Spearman foram obtidas

com o auxilio do aplicativo GENES (CRUZ, 2001), que emprega a seguinte equacao:
rxaxe = 1 —{ 60d%/ n(n*1) }
onde,

di = diferenca de posto para cada par de observacoes;

n = numero de observacoes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Concentracdes de proteinas totais determinadas pelo método de
Kjeldahl

Tendo em vista a disponibilidade de uma pequena quantidade de amostra
retirada da semente para a realizacdo de todas as andlises, foi necessaria a
adaptacao do método de Kjeldahl para pequenas quantidades de amostra. Para isto,
visando descobrir se a concentracdo de proteinas totais da semente de soja
determinada pelo método citado quando se trabalha com 15 mg de amostra nao
difere significativamente da concentracdo determinado quando se trabalha nas
condi¢cdes recomendadas pelo Instituto Adolfo Lutz (1985), que emprega 300 mg de
semente de soja, foi realizada uma analise onde se comparou a concentracao
protéica determinada nas duas condicfes. Os resultados destas analises estédo
contidos no Quadro 1.

Foram analisadas trés repeticdes para as amostras com aproximadamente 300
mg e 20 repeticdes para as amostras com aproximadamente 15 mg (Quadro 1).
Determinou-se a concentracdo protéica e calcularam-se as médias, os desvios
padrdo e os coeficientes de variacdo. POde-se constatar no Quadro 1, observando
os coeficientes de variacdo, que a andlise realizada com 300 mg de amostra foi mais
precisa do que analise com 15 mg, pois esta apresentou um desvio padrao e,
consequentemente, um coeficiente de variagdo menor. Para determinar se as
médias das analises diferiam significativamente entre si foi realizado um teste “t” a
5% de probabilidade, tomando a média da concentracdo protéica da analise com
300 mg como a média populacional. Este teste mostrou que a média da
concentracdo protéica das amostras de 15 mg foi inferior & média da concentracao
protéica das amostras de 300 mg, ao nivel de 5% de significAncia. Entretanto, este
experimento mostrou que a analise da concentracdo de proteinas totais pelo método
de Kjeldahl empregando-se 15 mg de amostra, apesar de menos precisa, apresenta
um coeficiente de variagcdo pequeno (2,35%), o que indica o uso desta metodologia
na selecdo de sementes com alta concentracdo protéica em geracdes precoces.
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Quadro 1. Concentracdes de proteinas totais determinadas pelo método de Kjeldahl
utilizando aproximadamente 300 e 15 mg de semente de soja
(variedade Cristalina). M (massa de amostra em gramas), Vc (volume
corrigido) em mL de solucdo de HCI gastos na titulagdo, PT

(porcentagem de proteinas totais) e CV (coeficiente de variacao).

m(g)  Vc'(mL)  PT(%) Desvio Média(%)  CV(%)
padrao
0,3057 28,10 41,85
~300 mg  0,3004 27,50 41,68 0,0856 41,76 0,205
0,2992 27,45 41,77
0,0141 6,50 39,93
0,0152 6,80 38,75
0,0153 6,70 37,93
0,0142 6,30 38,43
0,0157 7,30 40,28
0,0167 7,60 39,42
0,0165 7,70 40,43
0,0147 6,45 38,01
~15mg 0,0156 7’25 40,26 0,9316 39,67 2,348
0,0153 7,25 41,05
0,0152 7,15 40,75
0,0152 6,85 39,04
0,0153 7,05 39,92
0,0154 7,10 39,94
0,0158 7,30 40,02
0,0145 6,85 40,92
0,0152 7,10 40,46
0,0162 7,45 39,84
0,0153 6,85 38,78
0,0159 7,20 39,23

! Para as amostras de aproximadamente 300 mg de semente de soja usou-se
solucédo de HCI 0,05 N (f=1,01406) e para as amostras de aproximadamente 15 mg
de semente usou-se solucéao de HCI 0,01 N (f=0,99). O volume gasto na titulacéo de
cada amostra € subtraido do volume gasto na titulacdo do branco, que contém

apenas o papel usado na pesagem das amostras e a solucéo digestora.
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Com o intuito de avaliar o coeficiente de variagdo das concentracOes de
proteinas totais determinadas pelo método de Kjeldahl empregando-se uma
pequena quantidade de amostra, foi desenvolvido um experimento cujos resultados
estdo apresentados na Quadro 2. Esta andlise foi conduzida tomando-se amostras
com aproximadamente 15, 20, 25, 30, 35 e 40 mg de amostra, sendo que foram
feitas 6 repeticdes para cada massa testada; determinou-se a concentracao protéico
pelo método de Kjeldahl e calcularam-se as médias, os desvios padrdo e o0s
coeficientes de variagao.

Pode-se observar no Quadro 2 que os coeficientes de variagdo para as
massas testadas ficou sempre abaixo de 5% para amostras com massas entre 15 e
40 mg de semente de soja.

Os resultados contidos nos Quadros 1 e 2 forneceram o suporte para a
realizacdo das determinacfes das concentracfes de proteinas totais pelo método de
Kjeldahl na populagcdo F,, empregando-se aproximadamente 15 mg de semente de

soja, preservando desta maneira o poder germinativo das sementes analisadas.

Quadro 2. Coeficientes de variacdo (CV) nas andlises das concentracfes de
proteinas totais pelo método de Kjeldahl empregando amostras com 15,

20, 25, 30, 35 e 40 mg de semente de soja da variedade Cristalina.

Massa aproximada Proteina® (%) CV(%)
(mg)
15 41,40 2,84
20 41,09 3,25
25 42,26 4,06
30 43,45 1,54
35 41,97 1,65
40 42,65 0,84

! Médias de 6 repeticdes. A solucdo de HCI usada na titulagéo foi de 0,01 M, f=0,99.
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O gréfico da Figura 2 apresenta os resultados da determinacdo das
concentracfes de proteinas totais obtidas pelo método de Kjedahl na populacéo F;, e
nos progenitores. A populacdo F, apresentou concentracdes variando de 38,9 a
50,2% de proteina, com média igual a 44,6%. Nos progenitores as médias foram de
39,5 e 53,9%.

J& o grafico da Figura 3 apresenta os resultados obtidos para a populacéo Fs.
Nesta geracdo a concentracdo de proteina variou de 32,3 a 42,9%, com média de
36,4%. Nos progenitores as médias foram de 36,9 e 40,8%. P6de-se perceber que
na geracdo Fz, a populacdo e o0s progenitores apresentaram uma menor
concentracdo protéica quando comparados com a populacdo e progenitores da
geracdo F,. A populacdo F, e seus progenitores foram cultivados no periodo de
verdao dos anos 2001/2002 e a populacdo F3, juntamente com 0S mesmos
progenitores da geracdo F,, foram cultivados no periodo de inverno de 2002.
Estudos tém demonstrado que a temperatura ambiente durante o cultivo da soja
influencia a concentracéo protéica do grao. Uma mesma variedade cultivada em dois
ambientes diferentes apresentou maior teor protéico no ambiente em a temperatura
média noturna foi maior (SMITH e CIRCLE, 1978), o que explicaria a grande reducao
observada nas concentracdes protéicas da populacdo F; e dos progenitores no

presente trabalho.
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Figura 2: Concentracfes de proteinas totais determinadas pelo método de Kjeldahl
na populacéo F,, derivada do cruzamento entre a variedade Elite e uma
isolinha de alto teor protéico derivada de CAC-1. As médias dos
progenitores paterno (39,5%) e materno (53,9%) estédo indicadas pelas

setas.
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Figura 3: Concentracfes de proteinas totais determinados pelo método de Kjeldahl
na populacdo F3, obtida pela autofecundacédo das plantas F,. As médias
dos progenitores paterno (36,9%) e materno (40,8%) estdo indicadas

pelas setas.
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4.2. Concentracdes de proteinas totais determinadas pelo método do acido

bicinconinico (BCA) em placas de ELISA.

O reagente acido bicinconinico (BCA) € um sal de sédio solivel em agua,
muito estavel e que forma um intenso complexo violeta com fons Cu** em meio
basico. O método descrito por SMITH et alli (1985) para quantificacdo da
concentracdo protéico, usado neste trabalho, se baseia na reacéo entre fons Cu*? e
as ligacdes peptidicas da proteina em meio bésico, a qual resulta na formacgéo de
fons Cu™, que reagem com o BCA formando um complexo violeta estavel com
absorcdo em 562 nm. A Figura 4 apresenta a concentracdo de proteinas totais
determinado pelo método BCA na populacéo F, e nos progenitores. Na populacéo F;
a concentracdo protéica variou de 37,7 a 52,8%, com média igual a 44,2%. Nos

progenitores as médias foram de 41,4 e 49,9%.
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Figura 4: Concentracdes de proteinas totais determinadas pelo método do &cido
bicinconinico (BCA) na populagdo F,, derivada do cruzamento entre a
variedade Elite e uma isolinha de alto teor protéico derivada de CAC-1.
As médias dos progenitores paterno (41,4%) e materno (49,9%) estao
indicadas pelas setas.
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4.3. Concentracdes das proteinas de reserva 7S e 11S determinadas por
SDS-PAGE/densitometria.

A Figura 5 apresenta a foto de um dos géis obtidos para a populacédo F, e
progenitores. As subunidades das proteinas de reserva destacadas foram aquelas
guantificadas por densitometria, que sao as subunidades [1’, (I e [0 da [-conglicinina
(7S), as subunidades acidicas, Az e A1aA1bA2A4 (NA0 se separam nessas condi¢des),
e as subunidades bésicas da glicinina (11S) . De posse das areas integradas de
cada banda, fornecidas ap6s a quantificacdo por densitometria, determinaram-se os
contetdos de 7S e 11S para todas as amostras da populacéo F, e dos progenitores

materno e paterno estudados.

Al M1 A2 P1 C1A3 PEC2A4 A5 C3A6 A7C4 M2 A8 A9 P2 Al0 A1l

NIV

As

AraApAA, v v

Basicas

Figura 5: Padrdo eletroforético obtido por SDS-PAGE dos extratos protéicos
analisados da populagcao F,. Foram aplicados 25 [IL de extrato obtido
de 10 mg de semente por 1 mL de tampao de extracdo. Populacédo F,
(canaletas Al a All); progenitor materno (canaletas M1 e M2);
progenitor paterno (canaletas P1 e P2); padrdo de extracdo (canaleta
PE) para o qual foi usado a variedade BARC-8; padrbes de
concentracdo (canaletas C1 a C4) que continha 2, 4, 8 e 10 g da
proteina anidrase carbonica. A identificacdo das subunidades foi feita
com base em trabalhos publicados na literatura (FONTES et alli,1984;
YAKLICH, 2001).
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Somente pela comparacao visual da intensidade das bandas na foto do gel na
Figura 5 pode ser observado que o progenitor paterno (canaletas P; e P,), que
possui menor teor de proteina total do que o progenitor materno (canaletas M; e M),
também apresenta menor conteudo de proteinas de reserva. Observa-se na Figura 2
também a variabilidade presente na populacédo F,, comparando-se, por exemplo, 0s
individuos A3 e A5. O cultivar BARC-8, desenvolvido pelo USDA-ARS (Beltsville,
MD, EUA), usado como padrdo de extracdo (PE), possui uma concentracao
aproximada de 52% de proteina. Pode-se observar na Figura 5 que este cultivar
também apresentou um teor mais elevado de proteinas de reserva.

Obtidos os géis, as amostras foram quantificadas por densitometria, analise
na qual se mede a densidade 6tica em todos os pontos do gel. As subunidades das
proteinas de reserva que se separam no gel de poliacrilamida 12,5% formam bandas
no gel que geram picos de densidade Otica cuja area é diretamente proporcional a
concentracdo da subunidade. Como em todos os géis foram adicionados 4 padrdes
de concentracdo, que foram 2, 4, 8 e 10 [g de anidrase carbonica, pdde-se
relacionar, por meio de regressao linear, area e quantidade de proteina. Dessa
forma, foi possivel estimar a quantidade em [Og das subunidades analisadas
presentes no extrato protéico e, consequentemente, a porcentagem desta
subunidade nos individuos da populacdo F, bem como nos progenitores. As
porcentagens das subunidades [’, [0 e [ da [J-conglicinina foram somadas,
resultando na porcentagem de 7S. As subunidades Az, A1aA1bA2A4 € basicas foram
somadas, resultando na porcentagem de glicinina (11S). De posse das areas
integradas de cada banda, fornecidas apés a quantificacdo por densitometria,
determinou-se o conteddo de 7S, 11S e a relacdo 11S/7S para todas as amostras da
populacéo F,, F3 e progenitores materno e paterno estudados, resultados estes que
estdo contidos no Quadro 3. O Quadro 3 também contém os concentracdes de
proteina dos individuos das populacbées F,, F3 e dos progenitores, determinados
pelos métodos de Kjeldahl e BCA.

Os valores encontrados para a relagcdo 11S/7S na populacéo F, variaram de
0,67 a 1,97, estando de acordo com resultados encontrados na literatura. TAIRA e
TAIRA (1972) encontraram uma variacdo de 0,71 a 1,41 para a razdo 11S/7S entre
30 cultivares. KITAMURA e KAIZUMA (1981), analisando 1.700 linhagens de soja,
encontraram um valor médio de 1,12 para genoétipos comuns, sendo que
encontraram dois com razdo 11S/7S igual a 2,59 e 1,61. FEHR et alli (2003)
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encontraram uma relacao variando de 1,51 a 2,04 para 14 cultivares analisados.
Valores mais elevados da relacéo 11S/7S, como destacaram KROBER e CARTER
(1966), sugerem uma maior concentracdo de aminoéacidos sulfurados na proteina da
soja. Estes resultados servem para exemplificar a utilidade que a técnica de SDS-
PAGE/densitometria pode vir a ter em programas de melhoramento para qualidade
protéica, permitindo a selecdo de individuos com elevada relacdo 11S/7S em
geracbes precoces, 0s quais poderdo resultar em linhagens com maiores
concentracfes de aminoacidos sulfurados.

Na populacdo F3z, a relacdo 11S/7S variou de 2,29 a 7,65 (Quadro 3),
sugerindo que nesta populacéo a sintese de 7S foi menor do que em F;, 0 que pode
ser observado também pelos géis de SDS-PAGE mostrados nas Figuras 2 e 3, onde
percebe-se que a subunidade [0 da fracdo 7S na populacdo F3 praticamente

desaparece.
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Quadro 3. Médias das concentracdes (%) das proteinas de reserva 7S e 11S, da

relacdo 11S/7S e das concentracfes de proteinas totais nas populacfes
F. (sementes Al a A99), F; (plantas A1 a A99) e nos progenitores (pl a
p20 e m1 a m20). Método SDS-PAGE/densitometria, método do Acido
Bicinconinico (BCA), método de Kjeldahl adapatado (K).

SDS-PAGE/dens. (F,)% SDS-PAGE/dens. (F3)%

Amostra | 7S 11S | 118/7s | 7S 11S | 11S/7S | BCA(%) | K (F3)% | K (F2)%
Al 8,719 | 12781 | 1466 | 1,995 | 8533 | 4,278 | 48,850 | 38,002 | 49,262
A2 7,029 | 10297 | 1,465 | 2,231 | 9,773 | 4,380 | 39,889 | 38,122 | 43502
A3 6,232 | 9,061 | 1,454 | 2,661 | 9,019 | 3,390 | 43,759 | 37,833 | 40,357
A4 8,196 | 10,052 | 1,226 | 1,598 | 6,965 | 4,359 | 48,143 | 33,582 | 48,331
A5 7,133 | 7,200 | 1,009 | 1,789 | 6,084 | 3400 | 45613 | 37,522 | 40,817
A6 8,491 | 9774 | 1151 | 1676 | 5592 | 3,337 | 46,137 | 35524 | 47,850
A7 10,517 | 14,322 | 1,362 | 2,574 | 7,335 | 2,849 | 40,178 | 37,682 -
A8 9,773 | 11678 | 1,195 | 1,919 | 5921 | 3,086 | 37,704 | 33,203 | 46,624
A10 | 8361 | 12,444 | 1488 | 2290 | 9482 | 4,141 | 45027 | 36,776 | 43,699
A1l 6,308 | 8,360 | 1,325 | 1,091 | 6529 | 5987 | 41,526 | 35596 | 42,420
A12 3,319 | 6,433 | 1,938 | 2297 | 8524 | 3,711 | 44,469 | 36,675 | 45,669
A15 5437 | 7,023 | 1,292 | 1,647 | 5972 | 3,627 | 44,216 | 33,253 | 43,012
A16 | 4833 | 7,863 | 1,627 - - - 41,474 | 33,392 | 44,253
A17 5,035 | 8090 | 1,607 | 2,091 | 8028 | 3839 | 39,025 | 35373 | 43,197
A18 5840 | 8321 | 1425 | 1,776 | 5951 | 3351 | 43,761 | 36,860 | 46,320
A19 7,283 | 5378 | 0,738 | 2,127 | 8466 | 3,981 | 39,574 | 35607 | 42,088
A20 | 4628 | 6596 | 1425 | 3818 | 12,676 | 3,320 | 44,055 | 39,987 | 45527
A21 5810 | 5455 | 0939 | 2,865 | 9,981 | 3,484 | 44,989 | 36,719 | 46,297
A22 6,199 | 11,174 | 1,802 | 1,749 | 7,208 | 4,121 | 43,142 | 35,308 | 45,340
A23 7,809 | 10,299 | 1,319 | 2,367 | 8,807 | 3,721 | 45451 | 34,956 | 49,080
A27 |10,265 | 12,229 | 1,191 | 1,722 | 6,317 | 3,669 | 39,943 | 34,645 | 43,335
A28 6,436 | 11,840 | 1,840 | 2,099 | 5889 | 2,805 | 42,644 | 33,282 | 38,881
A30 | 10,181 | 10,795 | 1,060 | 1,495 | 5720 | 3,825 | 42,154 | 33,163 | 50,193
A32 8,380 | 7,855 | 0,937 | 0214 | 0,817 | 3825 | 41,268 | 35379 | 44,282
A33 7,345 | 13882 | 1,890 | 1,139 | 5809 | 5102 | 51,551 - 45512
A34 | 5613 | 8128 | 1448 | 2,444 | 6978 | 2,855 | 44,379 | 36,634 | 40,552
A35 6,151 | 10,119 | 1,645 - - - 43,022 | 36,467 | 44,902
A38 9,650 | 8,590 | 0,890 | 2,627 | 10,657 | 4,057 | 46,107 | 36,922 | 48,321
A39 6,924 | 5935 | 0857 | 1,490 | 7,075 | 4,749 | 46,657 | 34,022 | 46,456
A4l | 4209 | 5275 | 1253 | 2562 | 5880 | 2,295 | 40,613 | 33,104 | 41,818
A44 | 7596 | 10,056 | 1,324 | 1,947 | 5075 | 2,606 | 41,458 | 34,551 | 46,613
A45 7,337 | 8,867 | 1,209 - - - 40,165 | 39,861 | 44,734
A46 6,485 | 9554 | 1,473 | 1,314 | 8527 | 6,491 | 45923 | 35,631 | 43,056
A47 | 11,309 | 9,243 | 0817 | 1,629 | 9,709 | 5961 | 45688 | 36,634 | 46,771
A48 5061 | 8,898 | 1,758 - - - 40,301 | 36,419 | 46,619
A49 | 4588 | 7,038 | 1534 | 2201 | 11,758 | 5,132 | 38,151 | 34,979 | 42,407
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|Quadro 3 - continuacao

SDS-PAGE/dens. (F,)% SDS-PAGE/dens. (F3)%

Amostra | 7S 11S | 118/7s | 7S 11S | 11S/7S | BCA(%) | K (F3)% | K (F2)%
A50 | 5187 | 4973 | 0959 | 1,649 | 6,403 | 3,883 | 47,888 | 34,839 | 42,912
A51 | 9334 | 11,105 1,190 | 1,792 | 7,839 | 4,374 | 40,360 | 33,355 | 42,278
A52 | 6,488 | 9516 | 1467 | 1,789 | 6,070 | 3,393 | 46,793 | 36,054 | 44,728
A54 | 5753 | 9,133 | 1587 | 2,412 | 7,417 | 3,075 | 40,102 | 35,872 | 44,402
As5 | 7,977 | 8,023 | 1,006 | 0,663 | 5782 | 8723 | 40,845 | 32,778 | 44,465
A56 | 8434 | 11,299 | 1,340 | 1,031 | 6,311 | 6,124 | 43,293 | 33,564 | 44,434
A57 | 7,892 | 12256 | 1553 | 2,131 | 9,361 | 4,394 - 35,784 | 46,609
A58 | 6,131 | 10,329 | 1,685 | 1,596 | 5,673 | 3,555 | 44,302 | 36,059 | 47,242
A60 | 7,070 | 10,105 | 1,429 | 2,182 | 6,918 | 3,171 | 43525 | 33,066 | 46,613
A61 | 11,157 | 15,664 | 1,404 | 1,804 | 6,850 | 3,798 | 45927 - 44,489
A62 | 8844 | 9707 | 1,098 | 1,408 | 4,369 | 3,103 | 52,804 | 30,439 | 46,162
A63 | 7,213 | 7,696 | 1067 | 2,087 | 8,198 | 3,928 | 51,330 | 34,362 | 44,416
A64 | 4771 | 7,898 | 1,656 | 1,966 | 8,047 | 4,093 | 44,310 | 33,917 | 43,751
A66 | 7,073 | 11,291 | 1,596 - - - 51,126 - 47,383
A67 | 7,688 | 8684 | 1130 | 2,565 | 9,789 | 3,817 | 38,732 | 38,143 | 45,033
A70 | 5018 | 8,362 | 1666 | 0,853 | 5437 | 6,375 | 43516 | 32,933 | 41,187
A71 | 8264 | 12975 | 1570 | 1,794 | 8,610 | 4,798 | 42,261 | 36,799 | 46,141
A72 | 12,123 | 13,787 | 1,137 | 1,554 | 9,954 | 6,405 | 40,846 | 36,418 | 41,441
A73 | 4205 | 8312 | 1977 | 1,238 | 9278 | 7,494 | 41,723 | 32,263 | 45,094
A76 | 9,613 | 9,016 | 0938 | 2,002 | 5978 | 2,986 | 42,354 | 35496 | 45588
A77 | 7,226 | 11,104 | 1537 | 1,577 | 6,500 | 4,123 | 48,264 - 42,502
A78 | 5652 | 5797 | 1,026 | 1,858 | 7,942 | 4,274 | 45538 | 33,728 | 44,567
A79 | 7,956 | 7,452 | 0937 | 2,256 | 10,652 | 4,721 | 39,757 | 37,317 | 44,138
A80 | 7,260 | 4,871 | 0671 | 2,274 | 10,121 | 4,452 | 41,772 | 37,251 | 44,747
A82 | 9,474 | 14,053 | 1,483 | 2,242 | 11,837 | 5279 | 46,431 | 41,314 | 44,283
A83 | 6,297 | 6,703 | 1,065 | 1,909 | 9,439 | 4,944 | 43320 | 36,370 | 45,656
As4 | 6,140 | 8,342 | 1,359 | 1,131 | 5,620 | 4,967 - 34,176 | 44,248
A85 | 7,581 | 11545 | 1523 | 1,458 | 7,114 | 4,879 | 41,772 | 35,919 | 43,501
A86 | 10,069 | 13,702 | 1361 | 1,452 | 6583 | 4534 | 42,927 | 36,177 | 43,150
A87 | 9,981 | 14539 | 1457 | 1,422 | 6,178 | 4,346 | 40,937 | 36,695 | 46,755
A88 | 8281 | 12334 | 1489 | 1,963 | 8,350 | 4,254 | 42,107 | 35,801 | 43,851
A89 | 5703 | 7,423 | 1,302 | 2,607 | 10,674 | 4,095 | 38,309 | 38,925 | 47,543
A0 | 7,258 | 6,916 | 0,953 | 4,020 | 12,626 | 3,141 | 42,208 | 40,856 | 44,893
A91 | 5102 | 9,744 | 1910 | 1,736 | 9911 | 5710 | 45727 | 37,057 | 45,186
A92 | 6,471 | 8,015 | 1,239 | 2,358 | 11,592 | 4,917 | 41,756 | 42,899 | 45,357
A93 | 8576 | 12,455 | 1452 | 2,871 | 10,153 | 3,536 | 38,868 | 33,676 | 46,457
A94 | 12462 | 12970 | 1,041 | 1,635 | 6,593 | 4,032 | 39,923 | 38,022 | 43,463
A95 | 8584 | 10,130 | 1,180 | 1,974 | 6,442 | 3,263 | 44,094 | 35015 | 42,848
A% | 6567 | 7,565 | 1,152 | 2,407 | 8,822 | 3,665 | 51,982 | 39,976 | 44,552
A97 | 4235 | 4441 | 1049 | 1,171 | 8,953 | 7,648 | 43216 | 35637 | 43,037
A98 | 6,858 | 7,493 | 1,093 | 1,443 | 7,357 | 5,098 | 45682 | 35156 | 42,400
A99 | 6,024 | 7,478 | 1,241 | 2,620 | 11,960 | 4,565 | 48,940 | 41,983 | 40,237

pl 4,734 | 9,841 | 2,079 - - - 45515 | 36,589 | 46,434
p3 3,813 | 8,100 | 2,125 | 2314 | 7,888 | 3409 | 46,114 | 34,080 | 41,132
p4 3,758 | 8525 | 2268 | 2287 | 9619 | 4206 | 45324 | 38416 | 38,480
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|Quadro 3 - continuacao

SDS-PAGE/dens. (F,)% SDS-PAGE/dens. (F3)%

Amostra | 7S 11S | 118/7s | 7S 11S | 11S/7S | BCA(%) | K (F3)% | K (F2)%
p6 5352 | 10,924 | 2,041 | 3,340 | 12,698 | 3,801 | 39,910 | 41,469 | 39,775
p7 5,044 | 10,857 | 2,152 | 2,410 | 9,192 | 3,814 | 38,764 | 36,505 | 39,040
P8 2,607 | 5586 | 2,143 | 2235 | 8651 | 3,871 | 41,182 | 37,682 | 35,767
p9 3,326 | 7,375 | 2,217 | 2,620 | 7,860 | 3,000 | 41,944 | 43,627 | 38,871

p10 2,506 | 5,957 | 2,377 | 2,417 | 10,148 | 4,198 | 54,295 | 37,814 | 38,775
pl12 3,991 | 9707 | 2432 | 2,368 | 8462 | 3574 | 48584 | 36,623 | 45392
p13 3,870 | 7,987 | 2,064 | 4319 | 14,217 | 3,292 | 13,212 | 42,061 | 39,180
pl4 3,459 | 7,042 | 2036 | 2,480 | 8657 | 3491 | 38400 | 39,143 | 40,615
p15 4,800 | 9,168 | 1,910 | 2,379 | 10,606 | 4,459 | 35916 | 37,932 | 42,488
p16 4394 | 10,214 | 2,325 | 2,832 | 10,566 | 3,731 | 39,728 | 37,705 | 40,468
pl7 1,749 | 4477 | 2559 | 2,934 | 9699 | 3306 | 36,555 | 37,477 | 38,438
p18 2,725 | 4964 | 1,822 | 2,858 | 7,521 | 2,632 | 40,174 | 42,449 | 39,729
p19 3,124 | 8220 | 2,631 | 2,936 | 8,736 | 2,976 | 51,292 | 40,855 | 39,597
ml | 10,258 | 19,399 | 1,891 | 2,468 | 7,258 | 2,942 | 50,466 | 37,922 | 55,859
m2 5564 | 11,066 | 1,989 | 1,997 | 6,665 | 3,337 | 50,920 | 38,647 | 53,448
m3 8,899 | 18,310 | 2,058 | 2461 | 11,887 | 4,830 | 47,141 | 41,624 | 50,050
m4 6,502 | 12,154 | 1,869 | 2,007 | 7,681 | 3,827 | 53,519 | 39,560 | 50,206
m5 9,152 | 18,773 | 2,051 | 1,246 | 7,479 | 6,001 | 56,027 | 36,295 | 56,411
m6 6,810 | 14,545 | 2,136 | 2,293 | 12,015 | 5,239 | 46,383 | 39,678 | 57,434
m7 8,325 | 19574 | 2,351 | 1,454 | 7,457 | 5130 | 50,152 | 37,983 | 56,357
m8 | 10,668 | 21,537 | 2,019 | 2,237 | 10,492 | 4,691 | 49,611 | 40,446 | 53,632
m9 7,481 | 15271 | 2,041 | 2,047 | 11,086 | 5415 | 45322 | 37,883 | 54,846
m10 | 12,278 | 17,745 | 1,445 | 2,310 | 11,157 | 4,829 | 47,873 | 40,653 | 54,378
mil | 6,080 | 16,176 | 2,661 | 3,240 | 11,381 | 3,512 | 52,930 | 39,185 | 53,688
m12 | 8,106 | 14,297 | 1,764 | 2,080 | 9,842 | 4,732 | 53,146 | 39,368 | 52,778
m13 | 9,155 | 15051 | 1,644 | 2,448 | 9279 | 3,790 | 505555 | 37,340 | 52,598
mi4 | 8,446 | 15704 | 1,859 | 3,853 | 14,311 | 3,715 | 51,096 | 43,673 | 52,110
m15 | 8,182 | 16,055 | 1,962 | 2,811 | 12421 | 4,419 | 45476 | 41,420 | 53,955
m16 | 9,995 | 14,781 | 1,479 | 2528 | 12,377 | 4,895 | 52,307 | 39,630 | 55,134
m17 | 10,885 | 17,038 | 1,565 | 2,978 | 12,712 | 4,269 | 48,882 | 43,027 | 54,031
m18 | 8,718 | 18,163 | 2,083 | 2,957 | 12,653 | 4,279 | 48,276 | 42,639 | 54,427
m19 | 5468 | 12,444 | 2,276 - - - 48,576 | 39,996 | 52,915
m20 | 7,613 | 16,494 | 2,167 | 2,805 | 10,386 | 3,702 | 43,313 | 39,981 | 52,814

- Valores nao determinados
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A Figura 6 apresenta a foto de um dos géis obtidos para a populacdo Fs.
Pode-se perceber que o padrédo eletroforético nesta geracéo foi diferente daquele
obtido na geracado F,, diferenca esta que pode ser percebida na subunidade O da
fracdo 7S, que na geracao F3 praticamente ndo aparece no gel. Pelo Quadro 3 pode
ser observado que na populacdo F3; a concentracdo de proteinas de reserva foi
menor que na geracao F,, 0 que era esperado pois 0os concentracdes de proteinas

totais determinados na geracao F3; foram bem inferiores que da populacéo F..

Al A2 P1 A3C1M1A4 C2A5A6C3 A7 M2C4P2 A8 A9 A10 PE All

e = S B B CEEES
. !
o—p
As— 7
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v

. - W e e - . 5

Figura 6: Padrédo eletroforético obtido por SDS-PAGE dos extratos protéicos
analisados na populacao F3;. Foram aplicados 25 [IL do extrato obtido
de 10 mg de semente por 1 mL de tampao de extracédo. Populacéo F;
(canaletas Al a All); progenitores maternos (canaletas M1 e M2);
progenitores paternos (canaletas Pl e P2); padrdo de extracao
(canaleta PE), para o qual foi usado o individuo A32 da populacao Fsj;
padrdes de concentracédo (canaletas C1 a C4), que continham 2, 4, 8 e
10 [g da proteina anidrase carbénica. A identificacdo das subunidades
foi feita com base em trabalhos publicados na literatura (FONTES et
alli,1984; YAKLICH, 2001).
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4.4. Herdabilidades

Terminada a quantificacdo da concentracdo de proteinas totais pelos métodos
do &cido bicinconinico (BCA) e pelo método de Kjeldahl e as concentracbes das
proteinas de reserva por SDS-PAGE/densitometria, nas populacées F,, F3 € nos
dois progenitores, estimou-se a herdabilidade da concentracdo de proteinas no
sentido amplo (h%,) para cada metodologia de analise empregada. Estas estimativas
foram obtidas dividindo-se a varidncia genotipica pela fenotipica, conforme
metodologia utilizada por MAHMUD e KRAMER (1951).

No presente trabalho, a variancia fenotipica (s?¢) foi estimada tomando-se o
valor estimado da variancia das concentracfes de proteina nas populacdes F, e Fs.
A variancia ambiental (s%:) foi estimada com base na variacdo das concentracdes

protéicas nos progenitores pela equacéao:

52E = [(nP1-52P1) + (npz-Szpz)]/(nPr"an)

onde s?p; e s%p, s80 0s estimadores das variancias dos concentracdes de proteinas
nos progenitores 1 e 2, respectivamente; np; € np; S80 0s numeros de individuos
analisados dos progenitores 1 e 2, respectivamente. Como pode ser considerarado
gue a variancia fenotipica total corresponde a soma da variancia ambiental com a
varidncia genética, a estimativa da variancia genética (s’c) foi determinada
subtraindo-se da variancia fenotipica a variancia ambiental. As concentracdes de
proteina dos progenitores foram usadas na estimativa da variancia ambiental pelo
fato das plantas de cada progenitor poderem ser consideradas geneticamente
idénticas, o que permite inferir que a variagdo ocorrida nas concentracdes protéicas
entre as plantas de cada progenitor é devida unicamente a causas ambientais.
Como os progenitores foram cultivados no mesmo ambiente da populacdo F,
analisada, a variancia ambiental na populacéo F, pode ser considerada como sendo
igual a variancia ambiental estimada para os progenitores.

Estimaram-se também as herdabilidades da concentracdo de proteinas no
sentido restrito (h%) para cada metodologia de anéalise empregada na populacéo F»,
combinando-se as metodologias propostas por SMITH e KINMAN (1965),
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conduzindo a populacédo F, em casa de vegetacdo até a geracao Fs, e utilizando-se
os coeficientes de regressao padronizados, conforme o método proposto por FREI e
HORNER (1957). Ao invés da herdabilidade no sentido amplo, que € estimada
dividindo-se a variancia genotipica pela fenotipica, RAMALHO et alli (1993) destaca
qgque a herdabilidade no sentido restrito considera apenas a variancia genética
aditiva, aquela que é fixada pela selecdo, sendo evidentemente a mais importante
para os melhoristas.

O Quadro 4 apresenta os valores estimados das variancias fenotipica,
genotipica e ambiental e os valores estimados das herdabilidades no sentido amplo
e restrito para a concentracéo de proteinas totais determinada pelos métodos BCA e
Kjeldahl e a concentracao de proteinas de reserva (11S + 7S), de glicinina (11S) e
O-conglicinina (7S), determinadas por SDS-PAGE/densitometria, nas populacdes F»,
F3 e progenitores.

Pelos resultados apresentados no Quadro 4 observa-se que as estimativas de
herdabilidade no sentido amplo para teor de proteinas diferiram de acordo com a
metodologia de analise da concentracao protéica empregada na geracéo F,. A maior
estimativa encontrada foi para o método de Kjeldahl (56,2%) e a menor para o
método do acido bicinconinico (44,4%). Para a concentracdo das proteinas de
reserva as estimativas foram de 62,1% para a concentracédo de 7S, 43,4% para a
concentracdo de 11S e 50,5% para a soma das concentracdes das duas fragdes.

Segundo FALCONER (1987), caracteres com herdabilidade superiores a 50%
indicam que a contribuicdo de causas genéticas serd mais pronunciada do que a
atribuida a fatores do ambiente na expressdo fenotipica do carater. Logo, as
estimativas de herdabilidade encontradas sugerem que na populacdo estudada
existe potencial para se realizar a selecdo para teor de proteinas totais e para as
concentracfes de 7S e 11S. Sugerem também que o método de Kjeldahl seria
melhor método de quantificacdo ndo destrutivo da concentracdo de proteinas totais
em geracbes precoces do que o método BCA. Estes resultados indicam que a
quantificacdo dos concentracbes das proteinas de reserva por SDS-
PAGE/densitometria pode ser muito util em programas de melhoramento para
qualidade protéica em soja.

A herdabilidade no sentido amplo para a concentracdo de proteinas
determinada pelo método de Kjeldahl na populacao F3 foi de 69,8%, maior do que o

valor estimado para a populagédo F,, que foi de 56,2%. Ja para a concentracdo das
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proteinas de reserva as estimativas foram de 72,4% para a concentracdo de 7S,
56,1% para a concentracdo de 11S e 62,1% para a soma das concentracdes das
duas fracdes (Quadro 4). Este resultado estd de acordo com JOHNSON e
BERNARD (1963), que mostraram que em geracfes precoces as estimativas de
herdabilidade apresentam menores valores quando comparadas com gera¢gdes mais
avancadas. Os valores de herdabilidade no sentido amplo estimados para a
concentracdo de proteinas determinada pelas diferentes metodologias estdo dentro
da faixa de valores encontrados por varios outros autores que fizeram estimativas
desta caracteristica em geracfes precoces (PIOVESAN, 2000; SHORTER et alli,
1976; BRIM e BURTON, 1979; ERICKSON et alli , 1981 e MCKENDRY et alli, 1985).

As herdabilidades no sentido restrito apresentaram baixos valores para todas
metodologias, variando de 1,87 a 7,14%. Em parte esses valores sdo explicados,
segundo DUDLEY e MOLL (1969) porque a herdabilidade no sentido restrito
depende apenas da fracdo aditiva da variancia genética, enquanto, no sentido
amplo, envolve toda a variagdo. Porém, provavelmente esses valores baixos se
devem principalmente ao efeito ambiental, visto que as populacdes F, e F3 foram
cultivadas em ambientes de temperatura média diferente.

Visando quantificar o efeito ambiental atuante sobre as populagdes realizou-
se a andlise de variancia que estd apresentada no Quadro 5. Como fonte de
variacdo foram considerados os dois progenitores (genétipo), as duas épocas de
plantio (ambiente) e a interacdo genoétipo X ambiente. Isto foi possivel pois os
mesmos progenitores foram cultivados juntamente com as populacdes F, e F3, ou
seja, em duas épocas diferentes, sendo Uteis para estimar o efeito ambiental atuante
sobre as duas populacoes.

No Quadro 5 pode-se observar que os efeitos do genétipo, do ambiente e da
interacdo genotipo x ambiente foram significativos pelo teste F a 1% de
probabilidade. O efeito significativo do gendtipo era esperado devido ao fato de que
os dois progenitores usados serem contrastantes para teor de proteina. O efeito
significativo da época de plantio se explica pelo fato destes ambientes diferirem na
temperatura média noturna, sendo que no ambiente onde esta temperatura foi maior
ocorreu um maior acumulo de proteinas na semente. A interacao significativa entre
genodtipo e ambiente encontrada indica que o0s progenitores responderam de
maneira diferenciada ao efeito ambiental atuante, comprometendo de certa forma os

valores de herdabilidade encontrados.
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Como foram encontrados valores significativos de herdabilidade no sentido
amplo, porém baixos valores no sentido restrito, e como ficou evidenciado um forte
efeito ambiental atuando nas populacbes, a determinacdo da concentracdo de
proteinas totais e da concentracdo das proteinas de reserva destes mesmos
individuos na geracao F,4 e progenitores seria desejavel na obtencédo de dados mais
conclusivos a respeito da melhor metodologia nédo destrutiva de andlise para
quantificar a concentracdo de proteina em programas de melhoramento. E preciso
também ressaltar que as estimativas de herdabilidade se referem especificamente a
populacdo empregada neste trabalho, derivada do cruzamento entre uma linhagem
de alta concentracéo protéica (48%) derivada de CAC-1 e a variedade comercial de
soja Elite, ndo podendo ser generalizada para outras populagdes originadas de

outros cruzamentos envolvendo outros progenitores recorrentes.
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Quadro 4. Valores estimados das variancias fenotipica (SZF), ambiental (SZE) e

genética (S 2G) e das herdabilidades no sentido amplo (h?,) e restrito (h?)

para as concentracdes de proteina avaliadas pelos métodos de Kjeldahl e
SDS-PAGE/densitometria (populacao F,, F3 e progenitores) e do acido
bicinconinico (populacdo F, e progenitores). Proteinas de reserva
(11S+7S), glicinina (11S), [O-conglicinina (7S), método do acido
bicinconinico (BCA), método de Kjeldahl (K).

SDS-PAGE/densit. SDS-PAGE/densit.
(F2) (F3)
11S+7S 7S 11S 11S+7S 7S 11S BCA(F;) K(F2) K(F3)

2F 17,40 6,71 3,82 6,94 0384 470 11,97 493 6,26
2 7,18 0,783 3,40 1,11 0,067 1,05 9,56 1,78 1,47
2 9,77 1,97 4,12 3,70 0,139 294 4,72 242 2,15
2 8,63 1,45 3,80 2,50 0,106 2,06 6,65 2,16 1,89
2 8,76 2,38 2,91 4,44 0,278 2,64 5,32 2,77 4,37

h2a 0,505 0,621 0,434 0,621 0,724 0,561 0,444 0,562 0,698

hzr 0,0514 0,0702 0,0279 - - - 0,0187 0,0714 -

* Estimativa da variancia da concentracdo de proteina nos progenitores 1 e 2, usada
na estimativa da variancia ambiental.

- Valores nao determinados.
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Quadro 5. Andlise de variancia realizada sobre as médias da concentracao protéica,
quantificada pelo método de Kjeldahl, dos dois progenitores (variedade
Elite e isolinha derivada de CAC-1) nas duas épocas de plantio (verédo e

inverno).
FV GL QM F
Genatipo 1 659,9378 337,43**
Ambiente 1 498,4975 258,41**
Gendtipo X ambiente 1 209,1845 108,44**
Residuo 32 1,9291

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

4.5. Correlagdes

As estimativas dos coeficientes de correlacdo de Pearson e Spearman entre
as metodologias de determinacdo da concentracdo protéica usadas neste trabalho,
referentes as populacdes F; e F3, estdo apresentadas no Quadro 6.

Como destaca RIBEIRO Jr. et alli (2001), o coeficiente de correlacéo linear de
Pearson mede a intensidade com a qual se manifesta uma associagao entre duas
variaveis. O coeficiente de correlacdo € um nimero puro, sem unidade ou dimensao,
que varia entre —1 e 1. Este coeficiente é usado para expressar o quanto 0s pontos
se aproximam de uma reta imaginaria. Um coeficiente proximo da unidade, positivo
ou negativo, significa uma grande concentracdo dos pontos em torno da reta,
enquanto que um coeficiente menor, significa maior dispersdo dos pontos em
relacdo a esta reta. Valores positivos indicam a tendéncia de uma variavel aumentar
quando a outra aumenta. Quando o coeficiente é negativo, valores altos de uma
variavel estdo associados a valores baixos da outra. Ja o coeficiente de correlacéo
de Spearman é uma medida do grau de concordancia entre duas variaveis. Um alto
coeficiente de correlacdo de Spearman entre duas variaveis indica que os individuos
que ocupam 0s maiores postos numa variavel coincidem com agueles que ocupam

0S maiores postos na outra variavel.
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Os coeficientes de correlacdo de Pearson e de Spearman entre as
concentracfes de proteina na populacdo F, determinadas pelos métodos BCA e
Kjeldahl foi de 0,131 e 0,385, respectivamente (Quadro 6). Considerando que o
método de Kjeldahl é o método considerado padréo para analise da concentracao de
proteinas em graos, pode-se concluir que o método do &cido bicinconinico (BCA)
ndo proporcionou valores confiaveis para a concentracdo de proteina, pois
apresentou correlacdo muita baixa com o método de Kjeldahl. Também, o baixo
valor para a correlacdo de Spearman indica baixa concordancia entre os métodos,
ou seja, poucos dos individuos que apresentaram maior concentracao protéica pelo
método BCA coincidem com os individuos que apresentaram maior concentracao
protéica pelo método de Kjeldahl. As concentracdes das proteinas de reserva e a
concentracdo de proteinas totais determinado pelo método BCA também nao
apresentaram correlacédo, sendo que os valores dos coeficientes de Pearson foram
0,025 (11S+7S), -0,002(11S) e 0,05(7S) e os coeficientes de Spearman foram
0,251(11S+7S), 0,29(11S) e 0,134(7S).

Os valores dos coeficientes de correlagdo de Pearson obtidos entre as
concentracfes das proteinas 7S e 11S com a concentracdo de proteina total
determinada pelo método de Kjeldahl na populacdo F,, 0,207 e 0,156,
respectivamente, diferiram daqueles encontrados por FEHR et alli (2003). Estes
autores obtiveram coeficientes de correlagdo entre as concentragbes de 7S e 11S
com o0s concentracao total de proteina de -0,34 e 0,37, respectivamente. Apesar da
diferenca numérica, ambos resultados foram baixos e nao significativos. O fato de
ndo haver uma correlagdo significativa entre as concentracdes das proteinas de
reserva 7S e 11S com a concentracao total de proteina na semente torna possivel a
selecdo de cultivares com contetdos variados de 7S e 11S e com concentracdes de
proteina total similares, o que seria uma vantagem para a producao de produtos a
base de soja que requerem cultivares com alta concentracdo de proteina e com
composic¢des variadas das fracdes 7S e 11S.

Coeficientes de correlacdo de Pearson positivos e elevados foram
encontrados neste trabalho entre os concentracdes de 7S e 11S na populacéo F;
(0,679) e F3 (0,69) (Quadro 6), contrastando com o valor encontrado por FEHR et alli
(2003), os quais encontraram um coeficiente de correlacdo de -0,92 entre as
concentragbes de 7S e 11S determinadas em 14 cultivares. Este contraste é

explicado pelas caracteristicas dos cultivares analisados por estes autores. Como
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exemplo, um destes cultivares foi o Vinton 81, que é considerado um excelente
cultivar para producdo do “tofu”, importante produto fabricado a base de extrato
protéico de soja. O Vinton 81 apresenta alta relacdo 11S/7S, como também outros
cultivares usados na analise, o que contribuiu para a alta e negativa correlacéo entre
as fracbes 7S e 11S, encontrada pelos autores citados.

Observa-se no Quadro 6 que os valores dos coeficientes de correlacdo de
Spearman entre as concentracdes das fracdes 7S e 11S com a concentracdo de
proteina total determinada pelo método de Kjeldahl na populacéo F,, foram 0,582 e
0,52, respectivamente. Para a soma (7S+11S) o valor foi de 0,621. Esses valores
relativamente altos e positivos para os coeficientes de correlagdo de Spearman
indicam que boa parte daqueles individuos que apresentaram maiores
concentracbes de proteinas totais determinada pelo método de Kjeldahl
apresentaram também as maiores concentracfes das fracbes 7S e 11S. As
concentracfes das fracbes 7S e 11S também apresentaram um alto coeficiente de
correlacdo de Spearman (0,66). Este resultado € similar ao encontrado por YAKLICH
(2001), o qual determinou as concentracdes das fracbes 7S e 11S em linhagens com
altas concentracdes de proteina e concluiu que estas linhagens apresentam um
acumulo maior de ambas as fracdes de proteinas de reserva em suas sementes.

Pode-se observar no Quadro 6 que na populagcdo F3; os valores do coeficiente
de correlacdo de Pearson e de Spearman obtidos entre as concentracdes das
fracbes 7S e 11S com a concentracdo de proteinas totais determinada pelo método
de Kjeldahl foram similares aos da populacédo F,, respectivamente 0,639 e 0,525
(11S+7S), 0,625 e 0,524(11S); 0,531 e 0,422 (7S). Entre as concentracbes das
proteinas 7S e 11S o coeficiente de correlacdo de Pearson foi igual a 0,69 e o de
Spearman foi 0,682.

Os valores elevados dos coeficientes de correlacdo de Spearman e de
Pearson obtidos entre as porcentagens de 7S e 11S com a concentracdo de
proteinas totais da semente indicam que a selecdo de individuos com alta
concentracdo de proteinas totais, determinada pelo método de Kjeldahl, na
populacdo F,, leva também a selecdo de individuos com alta concentracdo das
proteinas de reserva 7S e 11S. Este resultado € interessante para o melhoramento
uma vez que indica que linhagens com alta concentracdo de proteina obtidas em

programas de melhoramento terdo também qualidades similares as linhagens
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normais no que se refere a concentracdo de aminodacidos sulfurados, pois nao
ocorre maior acumulo da fracdo 7S em relacdo a 11S.

Os resultados encontrados para os coeficientes de correlacdo de Spearman
entre as concentracbes das proteinas 7S e 11S da populacdo F, com as
concentracfes destas proteinas da populacdo Fz; ndo foram muito satisfatérios
(Quadro 6). Os pequenos e negativos coeficientes que constam no Quadro 5
indicam que a selecdo para maiores concentracbes, avaliadas por SDS-
PAGE/densitometria, de glicinina (11S), de b-conglicinina (7S) ou de ambas, néo
seria eficiente em geracdes precoces do cruzamento analisado. O mesmo pode ser
concluido para a concentracdo de proteinas totais avaliada pelo método de Kjeldahl.
Como pode ser observado no Quadro 6, o coeficiente de correlacdo de Spearman
entre a concentracdo de proteinas totais na populacdo F, e na populacdo F;
determinada pelo método de Kjeldahl foi de 0,16.

Pelos resultados encontrados nas condigdes experimentais relatadas pode
ser afirmado que a selecdo em geracdes precoces para concentracdes de proteina
total e de proteinas de reserva no cruzamento analisado ndo seria eficiente.
Portanto, como ja ressaltado anteriormente, seria desejavel a determinacdo das
concentracbes protéicas e das concentracbes das proteinas de reserva da
populacado F, deste cruzamento e dos progenitores e se possivel estudar populacées
derivadas de outros cruzamentos, visando a obtencao de dados mais conclusivos a
respeito da confiabilidade dos métodos BCA e SDS-PAGE/densitometria na
quantificacdo da concentracdo de proteinas totais e proteinas de reserva em

programas de melhoramento.



Quadro 6. Estimativas dos coeficientes de correlacdo de Pearson e de Spearman
entre as metodologias utilizadas na determinacdo da concentracdo de
proteinas em sementes nas populacées F, e F;. BCA (Método do Acido
Bicinconinico), 11S, 7S e 7S+11S (SDS-PAGE/densitometria), Kjedalh
(Método de Kjeldahl adaptado).

Metodologias Correlacéo de Correlacéo de
Pearson Spearman

BCA(F,) X Kjeldahl(F>) 0,131 0,385*
(11S+7S)(F») X Kjeldahl(F7) 0,195 0,621*
11S(F,) X Kjeldahl(F>) 0,156 0,582*
7S(F2) X Kjeldahl(F>) 0,207 0,520*
(11S+7S)(F2) X BCA(F2) -0,025 0,251*
11S(F,) X BCA(Fy) -0,002 0,290*
7S(F2) X BCA(F>) -0,050 0,134
(11S+7S)(F3) X Kjeldahl(F3) 0,639* 0,525*
11S(F3) X Kjeldahl(F3) 0,625* 0,524*
7S(F3) X Kjeldahl(F3) 0,531* 0,422*
7S(F2) X 11S(F2) 0,679* 0,660*
7S(F3) X 11S(F3) 0,690* 0,682*
(11S+7S)(F2)X(11S+7S)(F3) -0,176 -0,207
7S(F2)X7S(F3) -0,144 -0,194
11S(F2)X11S(Fs) -0,158 -0,164
Kjeldahl(F,)X Kjeldahl(F3) -0,046 0,160

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste “t”.



5. Resumo e Conclusdes

O desenvolvimento de novas variedades de soja que associem alta
produtividade, elevado teor protéico e melhor qualidade nutricional se faz necessério
para que o Brasil, 0 segundo maior produtor mundial desta leguminosa, mantenha e
até aumente a sua competitividade no mercado internacional. O melhoramento desta
leguminosa para alto teor de proteina na semente e boa produtividade ja esta sendo
conseguido por varios grupos de pesquisadores no Brasil e em outros paises como
Estados Unidos e Japdo. Quanto a qualidade protéica do grdo, principalmente no
que se refere a concentracdo de aminoacidos sulfurados, pouco sucesso tem sido
relatado na literatura. Alguns autores sugerem que maiores concentracées de
aminodacidos sulfurados podem ser obtidas produzindo-se cultivares que apresentem
uma maior relacdo 11S/7S, pois a fragcdo 7S contém menor teor de metionina e
cisteina do que a fracdo 11S.

O uso de metodologias de analise da concentracdo de proteinas que nédo
destruam o poder germinativo da semente permite que se selecione aqueles
individuos que apresentem as caracteristicas desejadas, o que agiliza bastante um
programa de melhoramento. Sendo assim, este trabalho buscou comparar
metodologias ndo destrutivas de andalise da concentracdo de proteinas visando
selecionar a que proporcionaria a maior herdabilidade para ser aplicada em
programas de melhoramento para quantidade e qualidade de proteina em soja. Uma
destas metodologias estudadas, baseada na separacdo eletroforética e andlise
quantitativa por densitometria das proteinas de reserva da soja, contidas nas fracdes
7S e 11S, poderé ser aplicada num programa de melhoramento que visa aumentar
geneticamente a concentracdo de proteinas de melhor qualidade nutricional nos
graos desta leguminosa.

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que:

A maior estimativa de herdabilidade no sentido amplo para concentragcdo de

proteinas totais na geracao F, foi obtida quando a quantificacéo foi realizada

pelo método de Kjeldahl (56,2%). Para as proteinas de reserva as estimativas
foram de 62,1% para a concentracdo de 7S, 43,4% para a concentracao de

11S e 50,5% para a soma da concentracado das duas fragdes, indicando que a
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metodologia SDS-PAGE/densitometria podera ser util no desenvolvimento de
linhagens com alto teor de aminoacidos sulfurados;

As herdabilidades no sentido restrito apresentaram baixos valores para todas
metodologias, variando de 1,87 a 7,14%;

Os coeficientes de correlacdo de Spearman entre as concentracbes das
fracbes 7S e 11S com a concentracdo de proteinas totais determinada pelo
método de Kjeldahl, que foram significativos e positivos nas duas geracgoes,
F, e F3, indicaram que linhagens com alta concentracao de proteinas totais
contém também altas concentra¢cdes das fracbes 7S e 11S;

Os coeficientes de correlacdo de Pearson e de Spearman entre as
concentracbes de proteina na populacdo F, determinadas pelos métodos
BCA e Kjeldahl foram de 0,131 e 0,385, respectivamente, que indicaram baixa
correlacdo e baixa coincidéncia entre os dois métodos de quantificacdo de
proteinas totais;

A selecdo em geracgoes precoces de sementes com elevada concentracdo de
proteinas totais e também de sementes com elevada concentracdo das

fragOes 11S ou 7S néo seria eficiente para o cruzamento estudado.
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