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RESUMO

SALLA, MARIA FERNANDA SPEGIORIN, DS, Universidade Federal de
Vigosa, Margo de 2005. Obtenc&o de uma linhagem de soja sem inibidor
de tripsina Kunitz e lectina e sua avaliacdo bioquimico-nutricional.
Orientador: Everaldo Gongalves de Barros. Conselheiros: Maurilio Alves

Moreira e Elza Fernandes de Araujo.

O presente trabalho esta inserido no Programa de Melhoramento da
Qualidade e do Sabor da Soja do Bioagro/UFV e tem como objetivo principal
a obtengao e caracterizacédo bioquimico-nutricional de uma linhagem de soja
com sementes livres de KTI (inibidor de tripsina Kunitz) e lectina. Foram
construidos primers especificos para identificar os alelos recessivos dos
genes que codificam KTI e lectina. Apés a obtencdo de uma linhagem
contendo elevado teor de proteina e auséncia de KTI e lectina, a eficiéncia
de recuperacdo das caracteristicas do genitor recorrente com elevado teor
protéico foi avaliada. Para isso, utilizou-se a técnica de RAPD para o calculo
da distancia genética entre os gendtipos doadores do elevado teor de
proteina (Monarca HyPro), auséncia de KTI (BRM925297), auséncia de
lectina (Columbia) e a linhagem obtida. A similaridade genética média entre
a linhagem final e a isolinha Monarca HyPro foi de 98%. Este resultado
revelou um bom indice de recuperagcédo do genoma do recorrente. Os valores
de atividade de inibicao de tripsina nos gendtipos com presenga e auséncia

de KTI foram, respectivamente, 390,33 e 134,40 mg de tripsina inibida/g de
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proteina, diferindo estatisticamente entre si. A composicao quimica
centesimal da isolinha com auséncia de KTI e lectina mostrou-se de acordo
com a literatura. A avaliacdo da qualidade protéica das sementes de soja
livres de KTI e lectina foi conduzida por meio de ensaios biolégicos com
ratos Wistar, durante 14 dias. Os indices avaliados foram digestibilidade
verdadeira, PER (coeficiente de eficiéncia protéica), NPR (razdo protéica
liquida) e NPU (utilizagao protéica liquida). Os ratos alimentados com a soja
livre de KTI e lectina mostraram uma melhor digestibilidade em relagéo a
variedade comercial, com valores proximos aos da caseina, considerada
uma proteina padrdo. A integridade das microvilosidades do epitélio
intestinal de ratos alimentados com dietas a base de soja convencional ou
soja livre de KTI e lectina foi avaliada. Os animais alimentados com soja
convencional apresentaram um maior nivel de alteragbes na morfologia das
microvilosidades intestinais, quando comparados aqueles alimentados com a
soja livre de KTI e lectina. Concluiu-se que a retirada genética do KTl e da
lectina melhorou significativamente a digestibilidade das proteinas da soja,
eliminando a necessidade de se empregar elevadas temperaturas no

processamento da soja.



ABSTRACT

SALLA, MARIA FERNANDA SPEGIORIN, DS, Universidade Federal de
Vigosa, March 2005. Obtaining of a soybean line without Kunitz trypsin
inhibitor and lectin and its biochemical-nutricional evaluation. Adviser:
Everaldo Gongalves de Barros. Committee members: Maurilio Alves Moreira

and Elza Fernandes de Araujo.

This study is inserted into the “Programa de Melhoramento da
Qualidade e do Sabor da Soja”, Bioagro/UFV. It is mainly targeted to the
obtainment and nutritional-biochemical characterization of a soybean line,
which the seeds are free from KTI (Kunitz trypsin inhibitor) and lectin.
Specific primers were obtained in order to identify the recessive alleles of the
genes codifying the KTl and lectin. After the obtainment of a line with high
protein content and absence of KTI and lectin, an evaluation was performed
for the efficiency in recovering the characteristics of the recurrent genitor with
high protein content. So, the RAPD technique was used to calculate the
genetic distance among the genotypes giving the high protein content
(Monarca HyPro), absence of KTl (BRM925297), absence of lectin
(Columbia), and the obtained line. The average genetic similarity between
the final line and the isoline Monarca HyPro reached 98%. This result
revealed a good recovery index of the recurrent’'s genome. The values of the
trypsin inhibition activity in genotypes with presence and absence of KTI
were 390.33 and 134.40 mg of inhibited trypsin/g protein respectively,

therefore statistically differing from each others. The centesimal chemical



composition of the isoline with absence of both KTI and lectin showed to be
according to the available literature. The evaluation of the protein quality in
the soy seeds KTI- and lectin-free was accomplished by biological 14-day
assays with Wistar rats. The following indices were evaluated: true
digestibility, PER (protein efficiency rate), NPR (net protein rate) and NPU
(net protein utilization). The rats fed soybean without both KTl and lectin
showed a better digestibility for the commercial variety, as the obtained
values were near the casein’s that is considered as a standard protein. The
integrity of the brushborder microvillous in the intestinal epithelium of the rats
fed diets based on either the conventional soybean or KTI- and lectin-free
soybean were evaluated. The animals fed conventional soybean showed a
higher level of changes in the morphology of their intestinal microvillous,
compared with those fed the soybean without both KTl and lectin. According
to the results, it is concluded that the genetic removal of both KTl and lectin
significantly improved the digestibility of the soybean proteins, therefore

eliminating the need for high temperatures in the soybean processing.
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1. Introducéo Geral

A soja (Glycine max L. Merrill) € um dos alimentos basicos
consumidos pela populagdo dos paises asiaticos, principalmente China e
Japao. Nos paises ocidentais, a soja tem sido cultivada para a produgao
de dleo comestivel, ingredientes para ragdo animal e ingredientes
funcionais para incorporagdo em alimentos industrializados (Anderson e

Wolf, 1995).

Atualmente, o Brasil ocupa a posi¢ao de segundo maior produtor e
exportador mundial de soja (USDA, 2004). Cerca de 95% da producgéo
nacional de soja destina-se a obtengao de 6leo e farelo (Monteiro et al.,
2003). No Brasil, o consumo do farelo de soja esta restrito as industrias
de ragdes para animais. Uma pequena percentagem da soja é
processada e utilizada como ingrediente na alimentagcdo humana, na
forma de farinhas desengorduradas, flocos, concentrados, isolados e

extratos hidrossoluveis.

Os principais constituintes da soja sdo a proteina e o 6leo, numa
proporcdo média de 40% e 20%, respectivamente, em peso seco
(Vollmann et al., 2000). Apesar de seu elevado teor protéico, a utilizagao
“‘in natura” da soja € limitada devido a presenca de fatores antinutricionais

no grao, principalmente inibidores de proteases e lectinas.

Os inibidores de proteases sao proteinas ou peptideos capazes de
inibir a atividade catalitica de enzimas proteoliticas, e compreendem cerca
de 6% das proteinas totais dos grédos de soja (Monteiro et al., 2003).

Estes inibidores sao representados pelo inibidor de tripsina Kunitz (KTI) e



inibidor de tripsina e quimiotripsina Bowman-Birk (BBI). Cerca de 80% da
inibicao da atividade triptica de graos de soja é causada pela agao do KTI.
Em termos percentuais, a soja contém trés vezes mais KTl do que BBI

(Tan-Wilson, 1988).

Como o KTI liga-se de forma irreversivel a tripsina, a diminui¢cao da
concentracdo desta enzima livre no intestino leva a um aumento da sua
sintese e secregcédo pelo pancreas (Hajés e Galencsér, 1995). Estudos
com animais monogastricos, submetidos a uma alimentagcdo a base de
leguminosas, mostram hipertrofia e hiperplasia das células acinares do
pancreas, e consequente reducao na taxa de crescimento dos animais

(Vasconcelos et al., 2001; Pisulewska e Pisulewski, 2000).

As lectinas presentes em graos de soja, denominadas “SBA”
(“soybean agglutinin”), sdo glicoproteinas de cerca de 120 KDa que se
acumulam durante a embriogénese e constituem 1-2% da massa protéica
dos graos (Goldberg et al., 1983). A atividade antinutricional desta classe
de glicoproteinas deve-se a sua habilidade em se ligar a receptores
glicosilados de células epiteliais, localizadas nas vilosidades da mucosa
intestinal. As lectinas podem produzir ulceracbes nas vilosidades
intestinais, resultando na perda excessiva de nitrogénio enddégeno, além
da diminuigdo na taxa de crescimento de animais jovens (Hajos e

Galencsér, 1995; Schulze et al., 1995).

Os fatores antinutricionais presentes em leguminosas sé&o
geralmente removidos por processamento baseado em varios métodos de
tratamento térmico. No entanto, tais procedimentos apresentam um custo

elevado, e podem resultar na perda de aminoacidos essenciais e na



alteragao das propriedades da soja (Siddhuraju et al., 2002). A eliminacao
genética de KTI e lectina pela transferéncia de alelos que determinam a
auséncia dessas proteinas € uma alternativa que vem sendo considerada

de modo a evitar os efeitos negativos advindos do tratamento térmico.

Recentemente, tém sido desenvolvidas linhagens de soja
deficientes na expressao de genes especificos de proteinas da semente,
como o inibidor de tripsina Kunitz e a lectina. Nessas linhagens, a nao
expressao desses genes ocorre devido a mutagbes que resultam em
defeitos transcricionais ou pés-transcricionais (Armour et al., 1998).

No Brasil, utilizando o método dos retrocruzamentos auxiliado por
marcadores moleculares, o Programa de Melhoramento da Qualidade e
do Sabor da Soja do Bioagro/UFV tem desenvolvido, desde 1986, um
germoplasma orientado para caracteristicas especiais de qualidade da

soja visando o seu uso na industria de alimentos (Sediyama et al., 1999).



2. Objetivos

O presente trabalho esta inserido no Programa de Melhoramento
da Qualidade e do Sabor da Soja do Bioagro/UFV, tendo como objetivo
geral a obtengdo e caracterizagdo bioquimica e nutricional de uma
isolinha de soja com sementes de elevado teor de proteina e auséncia de

KTI e lectina.
Os objetivos especificos foram:

++ Monitorar, por meio de marcadores moleculares e eletroforese
em gel de poliacrilamida, o desenvolvimento de linhagens de soja,
derivadas por retrocruzamentos, contendo elevados teores de proteinas e

alelos recessivos que condicionam a auséncia de KTl e lectina;

« Avaliar a eficiéncia da recuperacdo das caracteristicas do

progenitor recorrente durante os retrocruzamentos;

+« Avaliar caracteristicas bioquimicas de isolinha de soja com

auséncia de KTI e lectina;

« Avaliar parametros nutricionais da isolinha de soja com

auséncia de KTI e lectina.



3. Revisao de Literatura

3.1. Expressao de lectinas em sementes de soja

A soja, como a maioria das leguminosas, possui uma classe de
substancias  biologicamente ativas denominadas lectinas. Os
experimentos de Orf et al. (1978) indicaram que a presenga de lectinas
em sementes de soja era controlada por um unico gene dominante
designado Lel. O gendtipo recessivo homozigoto (lel) resultava na
auséncia destas glicoproteinas na semente.

Goldberg et al. (1983) identificaram um gene diferente de Lel por
meio de hibridizagdo de DNA (Southern blot). Este gene, denominado
Le2, é encontrado tanto em cultivares de soja com presenga de lectina
nas sementes como naqueles onde as lectinas estido ausentes.

Uma lectina presente em raizes de soja, produto do gene Le2, foi
isolada e caracterizada por Gade et al. (1980), os quais concluiram que
as lectinas presentes em sementes e raizes ndo sao produtos do mesmo
gene. A homologia entre os genes Lel e Le2 é menor que 85% (Goldberg
et al., 1983). Em um estudo com lectinas presentes em sementes e tecido
vegetativo de feijao, Borrebaeck (1984) também observou resultados
semelhantes aqueles obtidos com a soja.

As lectinas presentes em tecidos vegetativos (SVL — soybean
vegetative lectin) ndo foram tdo bem estudadas quanto as lectinas

presentes na semente de soja (SBA — soybean agglutinin). No entanto,



Spilatro et al. (1996) sugeriram uma possivel interacdo entre SVL e
proteinas de reserva do tecido vegetativo (VSP), caracterizadas por
Wittenbach (1983), as quais sao importantes reservas temporarias de N,
utilizadas para suprir necessidades imediatas de N ou aminoacidos pela
planta.

O gene Lel (acesso n° K00821) (NCBI, 2004) codifica lectinas
presentes em sementes de soja, direcionando sua sintese durante o
desenvolvimento da semente. Este gene é estruturalmente simples, nao
contém introns, produz um mRNA de 1,0 Kb o qual codifica uma
sequéncia sinal de 32 residuos de aminoacidos, e uma proteina madura
com 253 residuos de aminoacidos (Goldberg et al., 1983).

Em um estudo sobre estrutura e expressao do gene de lectina em
sementes de soja, Goldberg et al. (1983) notaram que o gene mutante
(lel) era interrompido por um segmento de DNA de 3,4 Kb, o qual reduz
sua atividade transcricional, resultando no fendétipo com auséncia de
lectina (acesso n°® K02837) (NCBI, 2004). Este elemento de insergao foi
posteriormente denominado Tgm1l (“transposable element” Glycine max).
Com excecao de seis substituicoes de bases, a sequéncia codificadora
em lel é idéntica aquela no gene Lel (Rhodes e Vodkin, 1985).

Okamuro e Goldberg (1992) confirmaram que o responsavel pelo
decréscimo na transcricdo de lel era o elemento Tgml, excluindo a
participacdo de qualquer outra mutacdo secundaria na repressdo da
expressao do gene de lectina.

A insercao de elementos transponiveis em genes € considerada

um fator importante na geragdo de mutagées em populagdes naturais, e



tem sido observada em varias espécies vegetais como milho (Burr e Burr,
1982; Geiser et al., 1983), tomate (Emmanuel e Levy, 2002) e Arabidopsis

thaliana (Lin et al., 2004).

3.2. Expresséo do inibidor de tripsina Kunitz (KTI) em sementes de
soja

Os inibidores de proteases sao proteinas ou peptideos capazes de
inibir a atividade catalitica de enzimas proteoliticas. Duas classes de
inibidores de proteases, Kunitz (KTl) e Bowman-Birk (BBI), estao
presentes em sementes de soja. O inibidor de tripsina Kunitz (KTI) é o
mais abundante, inibindo especificamente a tripsina, enquanto que o BBI
possui especificidade para quimiotripsina, tripsina e elastase (Brandon et
al., 1987). O KTI, cristalizado por Kunitz (1945), é responsavel por,
aproximadamente, 80% da inibigdo triptica presente em sementes de
soja.

Jofuku e Goldberg (1989) mostraram que o genoma da soja
contém, no minimo, dez genes que codificam KTI, os quais sao
diferencialmente expressos durante o ciclo de vida da soja. Destes,
estima-se que ao menos seis genes sejam ativamente expressos em
embrides de soja.

O sequenciamento de trés genes que codificam KTl em soja (Kti1,
Kti2 e Kti3) mostrou uma divergéncia de aproximadamente 20% entre os
genes Ktil e Kti2 em relagdo ao Kti3. Além de serem expressos em
sementes de soja, os genes Kti1 e Kti2 sdo também transcritos em outros
orgaos da planta, como folhas, caules e raizes. Ao contrario, 0 mRNA de

Kti3 n&o foi detectado em caules ou raizes da soja (Krishnan, 2001).



As proteinas codificadas pelos genes Ktil e Kti2 ndo possuem os
aminoacidos Arg-63 e lle-64, os quais sao responsaveis pela atividade de
inibicdo de tripsina. Desta forma, os produtos destes genes contribuem
pouco para a inibi¢gao de tripsina total (Jofuku e Goldberg, 1989; Krishnan,
2001).

Estudos genéticos indicaram que um unico gene, Kti3 (acesso n°
S45092) (NCBI, 2004), codifica o inibidor de tripsina predominante em
sementes de soja. Orf e Hymowitz (1979) identificaram trés formas
alélicas deste gene (Ti®, Ti° e Ti°, as quais sdo controladas por um
sistema co-dominante de alelos multiplos em um unico loco, codificando
isoformas que diferem entre si em poucos aminoacidos (Kim et al., 1985).

As isoformas codificadas pelos alelos Ti?, Ti® e Ti° contém 181
residuos de aminoacidos e possuem o sitio de ligagado com a tripsina na
mesma posigao (Arg-63 e lle-64). A isoforma Ti® difere de Ti° em apenas
um residuo de aminoacido na posi¢cao 55, que € a mudanga de glicina
para acido glutamico. Ti® possui o residuo de glicina na posigdo 55, mas
difere de Ti® em outros oito residuos de aminoacidos (Kim et al., 1985).

O alelo Ti® foi detectado em 89% da colegdo de soja do USDA,
correspondendo a todos os cultivares de importancia comercial nos EUA.
Os alelos Ti® e Ti° apresentaram uma ocorréncia de 11% e 0,3%,
respectivamente (Orf e Hymowitz, 1979).

Desta forma, o produto do gene kti3 € o principal responsavel pela
inibicdo de tripsina em sementes de soja, correspondendo ao alelo Ti®
identificado anteriormente (Orf e Hymowitz, 1979; Kim et al., 1985;

Krishnan, 2001).



Somente um membro da familia do inibidor de tripsina Kunitz, Kti3,
é afetado por mutagdes que resultam no fendétipo com auséncia de KTI
em sementes de soja. Segundo Jofuku e Goldberg (1989), trata-se de
duas delegbes e uma transversdo G—T que ocorrem na regiao
codificadora do gene kti3 (acesso n° AF314824) (NCBI, 2004). Estas
mutagdes resultam em quatro codons de parada no mRNA de kti3 e,

consequentemente, numa proteina truncada.

3.3. Selecao Assistida por Marcadores Moleculares (MAS — Marker
Assisted Selection)

Geralmente, os programas de melhoramento envolvem o processo
de hibridacdo, seguido da selegdo de recombinantes superiores na
populagcdo segregante. Esse procedimento € normalmente demorado,
envolvendo varios cruzamentos, varias geragdes e uma rigorosa selegao
fenotipica. Além disso, uma possivel ligagdo entre o gene de interesse e
genes indesejaveis pode dificultar o processo de selegdo de

recombinantes (Kumar, 1999).

Diferentes métodos tém sido aplicados ao melhoramento de
plantas autdégamas. Atualmente, no Brasil, 0 método de retrocruzamento
tem sido utilizado para o desenvolvimento de novos cultivares de soja
resistentes a doencgas, com reduzido conteudo de inibidores de proteases

e com melhor sabor.

O procedimento de retrocruzamentos é utilizado na transferéncia
de alelos a partir de um gendétipo doador, o qual contribui com o gene

desejavel. Seu objetivo € a recuperacao de todos os genes favoraveis do



genitor recorrente, mantendo o gene desejavel do genitor doador.
Caracteres como rendimento de gréo, resisténcia a debulha e outras
caracteristicas do novo cultivar, geralmente, serdo os mesmos do cultivar

original (Sediyama et al., 1999).

No final do século XX foram desenvolvidos dois métodos para
auxiliar no processo de melhoramento vegetal — a transformacgao genética
e a selegao assistida por marcadores moleculares (MAS). Enquanto que o
primeiro € um método relativamente rapido para combinar materiais
genéticos de diferentes espécies, a MAS baseia-se na estrutura e fungao
do genoma da planta, a fim de escolher o material parental de modo
eficiente, acelerando a selegdo das melhores progénies (Ovesna et al.,

2002; Frisch et al., 1999).

Marcadores moleculares sdo moléculas (DNA ou proteina) que
podem ser utilizadas para identificar um ou mais genes num dado
gendtipo. Ao contrario dos marcadores protéicos, os marcadores de DNA
segregam de modo mendeliano simples e ndo sao influenciados pelo

ambiente (Ovesna et al., 2002).

Marcadores de DNA tém sido utilizados, com sucesso, para
monitorar a transferéncia de um ou mais alelos de interesse de um
parental selvagem para um cultivar elite (Ribaut e Hoisington, 1998).
Entre as vantagens desta técnica estdo a analise precoce do material
genético (no estadio de semente) e a rapidez na recuperagcédo do genoma

parental recorrente (Young, 1999).

Variedades de soja deficientes na expressdo de genes de

proteinas de reserva tém sido identificadas (Armour et al, 1998). Esta
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colecao de mutantes naturais inclui variedades de soja livres de KTl (Orf e
Hymowitz, 1979), de lectina (Goldberg et al., 1983) e de lipoxigenases
(Hildebrand e Hymowitz, 1981). Estudos genéticos indicaram que a nao
expressao desses genes € resultado de mutagcbes que sao herdadas

como um alelo recessivo Mendeliano (Jofuku et al., 1989).

A ocorréncia desses mutantes naturais possibilita o0
desenvolvimento de marcadores moleculares ligados a estes genes, e
também a identificacdo dos gendtipos contendo os alelos recessivos para
tais caracteres. O desenvolvimento de sementes de soja que nao
expressem KTI e lectina tem sido sugerido como uma estratégia para
proporcionar uma melhora na sua qualidade nutricional, principalmente

quando consumida “in natura” (Duranti e Gius, 1997).

Como auxilio aos programas de melhoramento, os marcadores
moleculares estao sendo usados, por exemplo, no mapeamento de genes
de resisténcia (Yu et al.,, 1994; Brummer et al., 1995), na introgressao
génica (Frisch e Melchinger, 2001) e na avaliagdo e caracterizagdo de

germoplasmas (Baranék et al., 2002).

3.4. Aspectos nutricionais da presenca de KTl e lectina em sementes

de soja

O valor nutricional de uma planta é determinado pela reserva de
carboidratos e proteinas presentes nas sementes (como em leguminosas
e cereais) ou nos tecidos de armazenamento (como na batata e

mandioca) (Pneumans & Van Damme, 1996). As proteinas de semente
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tendem a apresentar uma menor qualidade nutricional quando
comparadas a proteinas de origem animal. Este fato pode estar
relacionado ao seu baixo conteudo de aminoacidos sulfurados, além da
presenca de compostos antinutricionais, os quais podem afetar a digestao

de proteinas e de outros componentes (Duranti e Gius, 1997).

Os fatores antinutricionais presentes em leguminosas podem ser
de origem protéica ou nao, e sua presenga deve-se, na maioria das
vezes, a uma adaptagao evolutiva que capacita a planta a sobreviver e
completar seu ciclo de vida. Devido a suas propriedades antinutricionais
ou até mesmo toxicas, esses compostos tém se mostrado eficientes na
protecao contra insetos, fungos, predadores e diversas condigbes de
“stress” (Duranti e Gius, 1997). Os compostos antinutricionais mais
comumente encontrados em leguminosas sao inibidores de proteases
(tripsina e quimiotripsina), lectinas, taninos, saponinas, inibidores de
amilases, fitatos e alcaldides.

A soja, em particular, contém quantidades significativas de
componentes bioativos ou antinutricionais que podem alterar o
metabolismo daqueles que fazem uso dela na sua alimentacdo. Em
experimentos bioldgicos, observa-se que a diminuicdo no crescimento de
ratos, alimentados com dietas a base de soja, tem como principal causa a
presenca de lectina (SBA — soybean agglutinin), e dois tipos de inibidores
de tripsina, Kunitz (KTI) e Bowman-Birk (BBI) (Hajos e Gelencsér,1995).

Em uma avaliagao nutricional da farinha de soja, Vasconcelos et al.
(2001) mostraram que o KTl e a lectina sdo os principais fatores

responsaveis pela diminuicdo na qualidade nutricional desta leguminosa.
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No entanto, ndo se deve descartar a interferéncia, direta ou indireta, de
outros compostos naturais na qualidade nutricional da soja. A eliminagao
genética de lipoxigenases presentes em sementes de soja, por exemplo,
pode estar relacionada com a diminuicdo de seus niveis de KTl e BBI
(CARVALHO et al., 1999).

Os fatores antinutricionais podem ser parcialmente inativados
utilizando processamento térmico. No entanto, o tratamento térmico
oferece algumas desvantagens, dentre elas a diminuigdo da solubilidade
protéica, a modificagdo e destruicdo de aminoacidos (Maenz et al., 1999).
Nesse caso, a eliminagdo genética dos principais fatores antinutricionais
presentes em soja seria de grande interesse, tanto do ponto de vista
nutricional como do econdémico.

O primeiro inibidor de protease de plantas a ser bem caracterizado
foi o inibidor de tripsina Kunitz de soja (KTI) (Laskowiski e Kato, 1980). O
mecanismo de inibicdo do KTI foi elucidado por Liener (1995), em um
experimento conduzido em ratos. Devido as alteragdbes que o autor
observou no pancreas desses animais, o autor propd6s um mecanismo de
“feedback” negativo no controle da secre¢cao pancreatica de tripsina, ou
seja, a secregcao desta enzima pelo pancreas seria inversamente
relacionada ao seu nivel no intestino delgado. Assim, quando o nivel de
tripsina no intestino fosse reduzido, como ocorre na complexacéo tripsina-
inibidor, o pancreas responderia de uma maneira compensatoria,
produzindo mais enzima. O agente mediador entre a tripsina e o pancreas
€ o hormdnio colecistoquinina (CCK), o qual é liberado das células

endocrinas do jejuno quando o nivel de tripsina no intestino esta
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diminuido. A relacao entre tripsina, inibidor de tripsina, CCK e o pancreas
¢ ilustrada na Figura1.

Segundo Armour et al. (1998), os inibidores de tripsina Kunitz,
quando incluidos na dieta, promovem uma diminuigdo na ingestao de
alimento pelos animais, redugdo na digestdo e absor¢cdo de proteinas,
além de uma menor retencao de nitrogénio absorvido. A hipersecregao de
enzimas pancreaticas promovida pelo KTl estimula o rapido crescimento
do pancreas.

A lectina é outro componente da soja considerado um fator
antinutricional. Trata-se de uma glicoproteina de 120 KDa, composta por
quatro subunidades idénticas com afinidade especifica para os agucares
N-acetil-glicosamina e D-galactose (Silva e Silva, 2000). Ao contrario da

maioria das proteinas da dieta,

Tripsinogénio CCK
(pancreas) h (mucosa)
e
Proteina o Inibidor de
da dieta Tripsina tripsina
(intestino)
Protedlise Tripsina — Inibidor

Fonte: Liener,1995
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Figura 1. Mecanismo de “feedback” negativo no controle da secrecao de
tripsina pelo pancreas. Complexac¢ao do inibidor de tripsina
com a tripsina proveniente do intestino, e consequente

hipersecrec¢ao de colecistoquinina (CCK).

as lectinas sao resistentes a protedlise e degradagao por bactérias e
enzimas digestivas no intestino (Pneumans e Van Damme, 1996).
Segundo Pusztai et al. (1990), cerca de 60% das lectinas presentes em
uma dieta a base de soja crua permanecem intactas durante sua
passagem pelo trato intestinal, ligando-se a glicoproteinas presentes
nesta regidao. O reconhecimento e ligagdo de lectinas a receptores
glicosilados de células epiteliais, localizadas nas vilosidades da mucosa
intestinal, conferem a estas proteinas propriedades negativas nos
processos de digestédo, absorgédo e utilizagdo de nutrientes (Nevel et al.,
1998).

Douglas et al. (1999) mostraram que o valor nutricional da soja livre
de lectina € maior do que o da soja convencional, e também menor
quando comparado a soja com auséncia de KTI, sugerindo que o inibidor
de tripsina exerce um efeito antinutricional mais severo que a lectina.

Segundo Palacios et al. (2002), a utilizagdo de variedades de soja
geneticamente modificadas (auséncia de KTI e lectina) na alimentacao de
leitdes gera uma diminuigdo no crescimento dos animais devido a outros
compostos distintos de lectina e KTI. Segundo os autores, um tratamento
térmico da farinha de soja crua com auséncia de KTI e lectina torna-se

necessario para melhorar seu valor nutricional.
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A medida exata da qualidade nutricional de uma proteina seria
aquela realizada em estudos experimentais com humanos. Como por
razdes éticas e praticas isto nem sempre € possivel, o ensaio biolégico se
realiza com animais experimentais. Considerando o estudo de fatores
antinutricionais presentes em soja, 0s ensaios bioldgicos utilizam, na
maioria das vezes, ratos como animais experimentais.

Esses animais sdo escolhidos em estudos de qualidade protéica
principalmente por digerir a maior parte das proteinas de uma maneira
semelhante ao homem (HERNANDEZ et al., 1996). Além disso, 0 uso
deste animal mostra uma série de vantagens, entre elas a facilidade no
cuidado e manipulacao desses animais, além de ciclos vitais curtos. Uma
vez que a soja € bastante utilizada na formulagdo de ragdes animais,
varios experimentos bioldgicos também avaliam sua contribuicdo para o
crescimento de aves (Anderson-Hafermann et al., 1992; Wiryawan e
Dingle, 1999), suinos (Schulze et al., 1995), bovinos (Dréau e Lallés,
1999) e até mesmo de peixes (Refstie et al., 1998).

Apesar de experimentos nos quais foram utilizadas altas
concentracdes de inibidores de proteases, em curtos periodos de tempo,
terem indicado alteragdes na fungcdo normal do péancreas, ainda
permanece a questdo se a ingestdo crénica de baixas concentragdes de
inibidores constituiria riscos a saude humana, principalmente para
determinados grupos da populagdo, como criangas e vegetarianos

(Liener, 1994).
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CAPITULO |

“Introgresséao de alelos que determinam a auséncia de inibidor de

tripsina Kunitz e de lectina em sementes de soja”

1. Introducéao

O valor nutricional das leguminosas é limitado pela presenga, na
semente, de numerosos compostos naturais, os quais interferem com a
digestao e absorcao de nutrientes. A soja (Glycine max L. Merrill) possui
quantidades variaveis destes compostos, denominados fatores
antinutricionais, entre os quais estdo os inibidores de proteases, as
lectinas e o fitato. O inibidor de tripsina Kunitz (KTI) e as lectinas sao
considerados os principais fatores antinutricionais da soja.

O KTI é responsavel pela baixa digestdo de proteinas da dieta,
uma vez que interfere com a fungao da tripsina. Essa interferéncia resulta
numa baixa retengcdo do nitrogénio e do enxofre, além de provocar um
menor crescimento em animais experimentais (Pisulewska e Pisulewski,
2000).

Ao contrario da maioria das proteinas da dieta, as lectinas sao
resistentes a degradagao por bactérias e por enzimas digestivas do
intestino. O efeito toxico das lectinas deve-se a sua interagcdo com
glicoproteinas, presentes na superficie das células epiteliais do intestino.
Isto resulta em ulceracbes nas microvilosidades intestinais, e
consequentemente na diminuicdo na absor¢ao de nutrientes pelo animal

alimentado com soja crua (Pneumans e van Damme, 1996).
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Com a finalidade de inativar ou reduzir os fatores antinutricionais
presentes nos graos de soja, varios métodos de processamento tém sido
utilizados. No entanto, nenhum deles é capaz de remover completamente
todos os fatores antinutricionais (Siddhuraju et al.,, 2002). Uma maneira
alternativa para eliminar tais fatores seria por meio de manipulagdo dos
genes que codificam esses compostos.

Mutagdes naturais que condicionam a auséncia de KTl e lectina em
sementes de soja foram identificadas no germoplasma dessa leguminosa
(Pull et al., 1978; Orf e Hymowitz, 1979). Tais muta¢des levaram ao
aparecimento de alelos recessivos (kti3 e lel), os quais em homozigoze,
determinam a auséncia de KTI e lectina na semente, respectivamente.
Esses alelos sofreram mutagbes na regido codificadora resultando em
defeitos transcricionais ou péds-transcricionais (Jofuku et al., 1989;
Goldberg et al., 1983).

A possibilidade de introduzir genes de interesse em um cultivar
elite, com o objetivo de melhorar a qualidade nutricional da soja, tem
despertado grande interesse dos programas de melhoramento (Bernard e
Hymowitz, 1983; Hartwig, 1996; Sediyama et al., 1999; Clarke e Wiseman,
2000).

A existéncia de mutantes naturais com auséncia de KTI ou de
lectina em sementes de soja, juntamente com a técnica de selegao
assistida por marcadores moleculares, tornaram viavel a introgressao dos
alelos recessivos em cultivares elite de soja. No Brasil, utilizando o
método dos retrocruzamentos auxiliado por marcadores moleculares, o

Programa de Melhoramento da Qualidade e do Sabor da Soja do
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Bioagro/UFV tem desenvolvido, desde 1986, um germoplasma orientado
para caracteristicas especiais de qualidade da soja visando 0 seu uso na
industria de alimentos (Sediyama et al., 1999). Como parte desse
programa de melhoramento, o objetivo do trabalho relatado neste capitulo
foi o de monitorar, por meio de marcadores moleculares e eletroforese em
gel de poliacrilamida, o desenvolvimento de linhagens avancadas de soja
contendo elevados teores de proteinas e alelos recessivos que
condicionam a auséncia de KTI e lectina. Apés a obtencédo da linhagem
livre de KTI e lectina, foi avaliada a eficiéncia da recuperagdo do genoma

do progenitor recorrente.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Material genético, cruzamentos e resumo da estratégia
experimental

As cultivares de soja com auséncia de KTl (BRM925297) e com
auséncia de lectina (Columbia) em sementes foram incorporados ao
germoplasma da Universidade Federal de Vigosa. Na Figura 1 estdo
esquematizados os cruzamentos visando a obtengdo de linhagens de
elevado teor protéico e homozigotas recessivas para KTl e lectina.

Utiizando o método da selecdo assistida por marcadores
moleculares (MAS), foram produzidas linhagens derivadas de CAC-1
HyPro contendo elevado teor de proteina e auséncia de KTl ou de lectina.
A linhagem CAC-1 HyPro é derivada da variedade CAC-1, utilizando-se o
acesso BARC-8 como doador de alto teor de proteina. Apds a obtencéao
dessas linhagens com as caracteristicas isoladas, estas foram
intercruzadas (geracédo F1) e autofecundadas, obtendo-se a geragao F2.
Sementes F2 foram analisadas para KTl e lectina (por eletroforese em gel
de poliacrilamida) com o objetivo de selecionar gendtipos livres desses
dois fatores.

Plantas F2, contendo as caracteristicas acima mencionadas, foram
cruzadas com a linhagem Monarca HyPro, a fim de se obter linhagens
mais adaptadas as condi¢des de cultivo do Brasil. A linhagem Monarca
HyPro foi obtida a partir da variedade Monarca, utilizando a linhagem
CAC-1 HyPro como doadora de alto teor de proteina. Monarca HyPro

possui caracteristicas agrondmicas desejaveis, como tipo de gréao,
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elevado teor protéico e alta produtividade. Apos a
Columbia x CAC-1HvPro X BRM925297 x CAC-1 HvPro
Linhagem de T teor protéico X Linhagem de T teor protéico

hetarnzinnta nara lertina

Selecao de gendtipos de elevado teor protéico,
heterozigotos para lectina e KTl (F1)

Monarca HvPro X

l

®

Selegao de gendtipos de
elevado teor protéico, livres
de lectina e KTI (F2)

<4=mm Marcadores de DNA

<4=m Marcadores protéicos

F1
®
Monarca HyPro  x F2
l E
RC1F1
l F3
®
RC1F2 l@
F4

heterozigota para KTl

Marcadores
de DNA

Marcadores
protéicos

Figura 1. Esquema de cruzamentos visando a obtencéo de linhagem de

soja livre de KTI e lectina, com elevado teor de proteinas. A

linhagem Monarca HyPro foi

utiizada como progenitor

recorrente. Columbia e BRM925297 foram doadores dos alelos

recessivos

para lectina e KTI, respectivamente. RC:

retrocruzamentos. O simbolo (®) indica autofecundagéao.

29



obtencdo das plantas F1, estas foram autofecundadas, obtendo-se
plantas F2. As plantas F2 foram submetidas a sucessivas
autofecundacdes, obtendo-se plantas F4. As plantas F2 também foram
retrocruzadas com a linhagem Monarca HyPro, obtendo-se sementes da
geracao RC1F1, as quais foram autofecundadas obtendo-se a geragao
RC1F2. Ao longo do processo de autofecundacgéao foi realizada a selegao
de gendtipos homozigotos recessivos para KTl e lectina, e também para
elevado teor de proteina.

Com base nas sequéncias dos alelos mutantes para KTl e lectina,
foram construidos marcadores de DNA especificos para tais caracteres
(primers). Os marcadores de DNA permitiram a selecdo de gendtipos
heterozigotos ou homozigotos recessivos tanto para o KTl quanto para a
lectina. A selecdo dos fendtipos nulos para ambas as caracteristicas foi
realizada por analise de proteinas (SDS-PAGE).

Os cruzamentos entre as variedades de soja utilizadas neste
trabalho foram conduzidos na Universidade Federal de Vigosa — MG, e
fazem parte do Programa de Melhoramento da Qualidade e Sabor da

Soja, desenvolvido pelo BIOAGRO-UFV.

2.2. Construcdao de primers especificos para KTl e lectina

Primers especificos foram construidos a partir das sequéncias de
DNA dos alelos mutantes para KTl e lectina, depositadas no GenBank
(acessos KO02837 e AF314824) (NCBI, 2004). Para a construgéo da
sequéncia dos primers, foi utilizado o programa “Primer 3 Input Program”,
disponivel no seguinte endereco eletrénico:

http://www.genome.wi.mit.edu/genome.software/other/primers3.html
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2.3. Selecao por meio de marcadores moleculares

Os primers especificos para KTl e lectina foram utilizados para
auxiliar a selecao de sementes contendo, no minimo, um alelo recessivo
para estes genes. O DNA total de soja foi extraido de acordo com
procedimento proposto por McDonald et al. (1994), utilizando uma
metodologia ndo destrutiva da semente. Para isso, a regido do cotilédone
da semente, oposta ao eixo embrionario, foi cortada com uma lamina fina
até a obtencdo de cerca de dez miligramas de cada semente a ser
analisada. A grande vantagem deste método é que as sementes
analisadas ainda podem ser plantadas.

O DNA extraido foi quantificado em espectrofotometro a 260 nm. A
concentragéo de DNA foi estimada pela formula: [DNA] g/ = (A2e0 . T . 50)
/ 1000, onde f é o fator de diluicdo (Sambrook et al., 1989).

As reagdes de amplificagdo com primers especificos foram feitas
em um volume total de 25 ul contendo: 50 ng de DNA gendmico; uma
unidade de Tag DNA polimerase; Tris-HCI 10 mM (pH 8,0); KCI 50 mM;
Triton X-100 0,4%; 100uM de cada um dos desoxirribonucleosideos
trifosfato (dNTPs); MgCl, 2 mM e 0,3 uM dos primers especificos para
lecl ou Kti3.

As reagdes de PCR foram conduzidas em um termociclador “PE
Applied Biosystems” modelo 9600. A amplificacdo do DNA de soja com o
primer para KTI foi realizada em 35 ciclos, cada um constituido da
seguinte sequéncia: 30 segundos a 94°C, 90 segundos a 55°C e 30
segundos a 72°C. A amplificagdo do DNA utilizando o primer para lectina

consistiu de 40 ciclos de 30 segundos a 94°C, 90 segundos a 45°C e 30
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segundos a 72°C. Apods os ciclos, foi feita uma etapa de extensao final de
7 minutos a 72°C e, finalmente, a temperatura foi reduzida a 4°C.

Os fragmentos obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,2% contendo brometo de etideo (0,5ug/ml), submerso em
tampédo Tris-borato 90mM e EDTA 1 mM (TBE). A separagao
eletroforética foi realizada a 120 Volts por 3 horas em tampao TBE. Apods
a corrida, os géis foram fotografados sob luz ultravioleta, no sistema de

fotodocumentacao Eagle Eye Il (Stratagene, La Jolla, CA, EUA).

2.4. Amplificacdo e separacdo dos fragmentos obtidos com primers
de RAPD

Com o objetivo de determinar o grau de recuperagdo do genoma
do recorrente e as distancias entre os gendtipos envolvidos no processo
de melhoramento, apos a extracdo do DNA de sementes de soja,
segundo protocolo de McDonald et al. (1994), as amostras foram
amplificadas pela técnica de RAPD (Williams et al., 1990). Os primers de
RAPD, adquiridos da “Operon Technologies” (Alameda, CA, EUA), e suas
respectivas sequéncias estao descritos na Tabela 1.

As reacdes de amplificacdo foram feitas em uma mistura de 25l
contendo as mesmas concentragdes de reagentes utilizadas nos ensaios
com primers especificos, exceto para o primer, que foi substituido por
0,4uM de primer de RAPD. O termociclador foi programado para 35 ciclos
de 94°C por 15 segundos, 35°C por 60 segundos, 72°C por 60 segundos;

e um passo final a 72°C durante 7
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Tabela 1. Primers de RAPD utilizados e suas respectivas seqléncias.

Primers Sequéncia (5 —> Primers Sequéncia (5—> 3’)
3)

OPK1 CATTCGAGCC OPAD17 GGCAAACCCT
OPK3 CCAGCTTAGG OPAD18 ACGAGAGGCA
OPK4 CCGCCCAAAC OPAD19 CTTGGCACGA
OPAA2 GAGACCAGAC OPAD20 TCTTCGGAGG
OPAC3 CACTGGCCCA OPAE2 TCGTTCACCC
OPAC4 ACGGGACCTG OPAE3 CATAGAGCGG
OPAC6 CCAGAACGGA OPAE5 CCTGTCAGTG
OPACY GTGGCCGATG OPAI15 GACACAGCCC
OPAC10 AGCAGCGAGG OPAM17 CCTAACGTCC
OPAD1 CAAAGGGCGG OPAWS3 CCATGCGGAG
OPAD2 CTGAACCGCT OPAW15 CCAGTCCCAA
OPAD5 ACCGCATGGG OPAX3 CCAAGAGGCT
OPADG6 AAGTGCACGG OPAX5 AGTGCACACC
OPADS8 GGCAGGCAAG OPAX8 AGTATGGCGG
OPAD10 AAGAGGCCAG OPAX15 CAGCAATCCC
OPAD12 AAGAGGGCGT OPAX16 GTCTGTGCGG
OPAD13 GGTTCCTCTG OPAX18 GTGTGCAGTG
OPAD14 GAACGAGGGT OPAX20 ACACTCGGCA

minutos. A eletroforese e a fotodocumentacdo dos resultados foram

realizadas conforme ja descrito anteriormente, no item 2.3.

2.5. Analise eletroforética de KTl e lectina

A fim de selecionar as sementes de soja recessivas homozigotas
para KTI e/ou lectina, e também confirmar os fendtipos envolvidos nos
cruzamentos, foram realizadas eletroforeses em gel de poliacrilamida
contendo SDS, segundo metodologia descrita por Monteiro (2000). A
separacao das proteinas foi baseada num sistema descontinuo descrito
por Laemmli (1970), envolvendo dois géis: (a) o gel de concentragéo
contendo 6% de acrilamida-bisacrilamida em tampao Tris-HCI 0,15 M (pH
6,8) e 0,1% de SDS; (b) o gel de separagao contendo 14% de acrilamida-

bisacrilamida em tampé&o Tris-HCI 0,9M (pH 8,8) e 0,1% de SDS. A
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corrida do gel foi realizada a 120 Volts por 4 horas em tampéao Tris-HCI
0,05M (pH 8,5) contendo glicina 0,192M e SDS 0,1%. As proteinas foram
visualizadas ap6s coloragao com “Coomassie blue” 1,5% e descoloragao

em uma solugao de acido acético 7,5% e metanol 25%.

2.6. Andlise dos dados obtidos por RAPD

Os produtos de amplificacdo de maior intensidade, e cuja amplificacdo
pode ser reproduzida, foram tabulados como 1 (presenca) e O (auséncia) para a
confeccdo de uma matriz de dados binarios. As distancias genéticas entre as
variedades e a linhagem livre de KTI e lectina foram calculadas com base no
coeficiente de dissimilaridade definido por Nei e Li (1979), de acordo com a

seguinte formula:

Em que:
dij = distancia genética
a = presenca de banda nos individuos i e j (1,1)
b = presenca de bandas apenas no individuo i (1,0)
c = presenca de banda apenas no individuo j (0,1)

As medidas de dissimilaridade foram realizadas com o auxilio do

programa GENES (Cruz, 1997).
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3. Resultados e Discussao

3.1. Selecao assistida por marcadores moleculares

Com o objetivo de desenvolver linhagens de soja de elevado teor
protéico e auséncia de KTI e lectina, as linhagens BRM925297 (livre de
KTI) e Columbia (livre de lectina) foram incorporadas ao germoplasma de
soja da UFV. Os alelos mutantes, tanto para os genes que codificam KTI
quanto para os que codificam lectina, foram entdo transferidos para
variedades comerciais de soja, utilizando o método de selecao assistida
por marcadores moleculares (MAS).

Os primers utilizados na MAS foram desenhados de tal forma a se
parearem com as regides que contém mutac¢des nos genes lecl e kti3. O
par de primers especificos para o gene de lectina reconhece regides do
Tgml, elemento transponivel responsavel pela ndo expressao de lectina
em sementes de soja (Goldberg et al.,1983). A amplificagdo do DNA
genbmico de soja, utilizando este par de primers, gerou um fragmento de
584 pb (Figura 3). No entanto, foram observadas algumas bandas
inespecificas na regiao inferior do gel, possivelmente devido a dimeros de
DNA formados pelos préprios primers, sob condigdes de baixas
temperaturas de pareamento (Williams et al., 1990; Ferreira e Keim,
1997). O marcador de tamanho de DNA possibilitou a identificagdo correta

do fragmento de tamanho esperado.

A sequéncia de cDNA do alelo mutante do gene kti3, depositada no

GenBank (Jofuku et al., 1989), foi utilizada na constru¢do dos primers
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especificos para KTl em sementes de soja. Um dos primers reconhece a

regiao do gene kti3

Al M- +1 2 34 5 67 8 9101112 13 141516 1718

B) M -+1 2 34 5 6 7 8 91011 12 13 14 1516 1718

17 TI

Figura 3. Produtos de amplificagcdo de DNA de soja em reagao de PCR
utilizando primers especificos para o alelo mutante do gene de
lectina (A) e para o alelo mutante do gene de KTI (B). A coluna
M contém DNA de fago A digerido com EcoRI, BamHI e Hindlll.
Os controles negativos (-) e positivos (+) indicam,
respectivamente, a auséncia e presenca de alelos mutantes
para lectina (A) ou KTI (B). As sementes contendo ou néo
alelo(s) recessivo(s) para KTI e lectina estdo representadas

pelas colunas de 1 a 18.

contendo as mutagdes responsaveis pelo fendétipo KTl nulo,

correspondentes aos nucleotideos presentes nas posicdes +481, +486 e
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+487 (Jofuku e Goldberg, 1989). O outro primer reconhece uma
sequéncia do gene Kti3 que esta localizada a uma distancia de 380 pb
(“upstream”) da regidao que é reconhecida pelo primer anterior. Utilizando
estes primers na amplificacdo do DNA gendémico de soja, obteve-se um

fragmento de 427 pb (Figura 3).

As bandas resultantes da amplificacdo do DNA de soja indicam a
presenca de, no minimo, um alelo recessivo para os genes estudados. A
extragdo de DNA gendmico de sementes de soja utilizando uma
metodologia nao-destrutiva foi vantajosa durante este processo,
permitindo que elas fossem analisadas e posteriormente plantadas. Esse
procedimento foi possivel porque o método de analise ndo destrutiva de
sementes demanda pequena por¢ao de amostra (cerca de 10 mg) (Silva,

2004).

Apesar de gerarem fragmentos de tamanhos diferentes, os primers
para KTI e lectina ndo puderam ser utilizados simultaneamente na reacao
de PCR. Os primers apresentaram condigbes de amplificagdo distintas,
principalmente em relagédo a temperatura de pareamento dos primers.
Esta diferenga entre os primers deve-se a variagdes nas proporgdes de

nucleotideos CG e AT, presentes nos mesmos (Breslauer et al., 1986).

A utilizacdo da MAS tem sido observada em diferentes etapas dos
programas de melhoramento vegetal, como sinalizacdo de genes de
resisténcia a doengas e pragas (Young, 1996; Mudge et al.,, 1997),
associagao com caracteres quantitativos (Zeng, 1993; Young, 1999) e
recuperacao de gendtipos em processos de introgressao génica (Visscher

et al., 1996; Frisch e Melchinger, 2001).
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Segundo Ovesna et al. (2002), os marcadores moleculares sao
eficazes na selegao de caracteristicas expressas por um unico gene, além
de acelerar a recuperacdo do genoma parental recorrente durante os
retrocruzamentos. A identificacdo de plantas com uma maior proporgao
do genoma parental recorrente, visando futuros retrocruzamentos, é

também considerada uma vantagem da MAS (Frisch et al., 1999).

A introgressao de alelos recessivos para o gene kti3 em cultivares
elite de soja ja foi realizada anteriormente (Bernard e Hymowitz, 1986).
No entanto, essas variedades tém sido utilizadas somente para a
pesquisa cientifica. Considerando que o inibidor de tripsina Kunitz é o
principal fator antinutricional presente na soja crua, sua eliminagao
genética mostra-se vantajosa, podendo levar a melhoria da qualidade
nutricional e a diminuicdo nos custos destinados ao processamento
térmico da soja. Embora existam mutantes naturais livres de BBI
(Domagalski et al., 1992), a eliminagdo genética desta proteina em
cultivares elite de soja nao seria interessante devido ao elevado conteudo

de cisteina presente no BBI (Clarke e Wiseman, 2000).

3.2. Recuperacdo das caracteristicas do progenitor recorrente

durante os retrocruzamentos

A recuperacédo do genoma da linhagem Monarca HyPro na geragao
RC1F2 foi avaliada pela técnica de RAPD. Os fendtipos dos gendtipos de
soja utilizados nos cruzamentos, assim como da linhagem livre de KTl e
lectina, foram confirmados por eletroforese das proteinas presentes nos

graos (Figura 4).
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Os marcadores de DNA tém sido utilizados em estudos de
diversidade genética por apresentarem vantagens sobre os marcadores
morfoldgicos, pois ndo sdo afetados pelo ambiente e sdo praticamente

ilimitados em numero (Abdelnoor

A0S0 TR—

-

Figura 4. Analise de lectina e KTl por SDS-PAGE em sementes de soja.
M: massa molecular (66KDa, 45KDa, 29KDa e 24KDa); 1-3:
Linhagens de soja doadoras de elevado teor protéico (BARC-8;
CAC-1 HyPro e Monarca HyPro, respectivamente); 4:
BRM925297 (linhagem doadora da auséncia de KTI em
sementes de soja); 5: Columbia (linhagem doadora da auséncia
de lectina em sementes de soja); 6: linhagem livre de KTI e

lectina.

et al., 1995; Baranek et al.,, 2002). A determinacdo da distancia

genética visando avaliar a recuperacdo do genoma recorrente, em
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programas de retrocruzamento, utilizando marcas moleculares, tem sido
observada em varias espécies cultivadas, como em soja (Barroso et al.,
2003), em feijao (Costa, 2004) e em milho (Pinto et al., 2003), por

exemplo.

A técnica de RAPD é uma modificagdo da reacdo em cadeia da
polimerase, desenvolvida por dois grupos independentes (Williams et al.,
1990; Welsh e McClelland, 1990). Para este estudo, foram utilizados

somente os primers que geraram bandas nitidas e com repetibilidade no

padrao de amplificagédo (Figura 5).

4
i
-

2 1 2 3 4

2 3 4
i |I :

Figura 5. Analise eletroforética em gel de agarose 1,2%, dos produtos de

5

. §

I B RN

amplificagdo do DNA de soja utilizando primers de RAPD. A)
Primer OPAX-3; B) Primer OPAW-3; C) Primer OPAD-6; 1-3:
Linhagens doadoras de elevado teor protéico (BARC-8; CAC-1
HyPro e Monarca HyPro, respectivamente); 4: BRM925297
(linhagem doadora da auséncia de KTl em sementes de soja);
5. Columbia (linhagem doadora da auséncia de lectina em

sementes de soja); 6: Linhagem livre de KTl e lectina.
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Foram obtidos 157 fragmentos utilizando 36 primers, uma média de
4,4 bandas por primer. Quarenta e quatro bandas foram polimérficas e
113 monomorficas. A similaridade genética entre os gendtipos estudados
variou entre 88% (linhagem KTI" Lectina™ e Columbia) e 99% (Cac-1 e

Monarca) (Tabela 2).

A linhagem Monarca HyPro foi utilizada como progenitor recorrente
por possuir caracteristicas agronémicas desejaveis, tais como rendimento
de gréaos, alto teor protéico e boa produtividade. A linhagem CAC-1 HyPro
mostrou uma elevada similaridade genética com relagdo a Monarca
HyPro (99%) (Tabela 2). Este resultado era esperado, uma vez que a

linhagem Monarca HyPro é derivada da variedade CAC-1.

Tabela 2. Similaridade genética (%) entre as variedades de soja utilizadas

nos cruzamentos e a linhagem livre de KTl e lectina.

Acessos BARC Cac-1 Monar BRM Colum Linhage
-8 ca 925297 bia m KTI'
Lec
BARC-8 100
Cac-1 93 100
Monarca 94 99 100
BRM925297 94 94 95 100
Columbia 90 89 89 89 100
Linhagem KTI 94 97 98 94 88 100

Lec

As variedades doadoras dos alelos recessivos para KTl e lectina

apresentaram uma baixa similaridade genética em relacédo a variedade

Monarca com valores de 95% e 89%, respectivamente. Os valores de
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similaridade genética entre a linhagem livre de KTl e lectina e as
variedades mutantes para estes fenotipos também foram baixos (94% e
88%, respectivamente) (Tabela 2). Estes valores sao justificados uma vez
que BRM925297 e Columbia ndo sao adaptadas e foram utilizadas

apenas como doadoras de alelos para auséncia de KTl e lectina.

A similaridade genética entre a linhagem obtida apds os
retrocruzamentos e o progenitor recorrente (Monarca) foi de 98%,
indicando um bom indice de recuperagdo do genoma do recorrente na
linhagem de soja com auséncia de KTl e lectina (Tabela 2).

O polimorfismo detectado por marcadores RAPD é gerado por
mutagdes ou por rearranjos (insergdes ou delegdes) entre os dois sitios,
ou no préprio sitio de anelamento dos dois primers de sequéncia
arbitraria. Diferencas em apenas um par de bases (mutagdes de ponto)
podem ser suficientes para inibir a amplificagdo (Lopes et al., 2002). Esta
técnica tem sido amplamente utilizada na anélise da diversidade genética
entre gendtipos vegetais por ser rapida e apresentar um baixo custo

(Thompson e Nelson, 1998; Thompson et al., 1998; Baranek, 2002).
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4. Resumo e Conclusfes

A utilizagado da soja “in natura” como ingrediente na ragao animal &
limitada pela presencga de proteinas denominadas fatores antinutricionais,
como o inibidor de tripsina Kunitz (KTI) e as lectinas. Embora técnicas de
processamento térmico sejam utilizadas para inativar essas proteinas, a
selecdo de gendtipos de soja expressando baixos niveis destes fatores
seria vantajosa para a industria de alimentos. Este trabalho é parte
integrante do Programa de Melhoramento de Qualidade e Sabor da Soja,
desenvolvido pelo BIOAGRO (PMQS/UFV). Visando a obtencdo de
linhagems de soja livres de KTI e lectina, utilizou-se o método de
retrocruzamento assistido por marcadores moleculares para a
introgressdo de alelos recessivos para tais caracteristicas na linhagem
Monarca HyPro. Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram as
seguintes conclusdes:

+ O uso da selecéao assistida por marcadores moleculares em programas
de melhoramento vegetal é uma estratégia vantajosa, que permite uma
eficiente e rapida selegcao de gendtipos, com consequente reducédo dos
custos;

+ Os marcadores de DNA (primers) foram eficazes na monitorizagao dos
cruzamentos entre as variedades de soja, selecionando com precisao
sementes com alelo(s) recessivo(s) para KTl e lectina;

+« Os primers sintetizados para este trabalho poderao ser utilizados para

auxiliar futuros programas de melhoramento da qualidade nutricional da
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soja, reunindo em um mesmo genoétipo, além da auséncia de KTI e
lectina, outras caracteristicas de interesse para a industria de alimentos;

+» A similaridade genética média entre a linhagem livre de KTI e lectina e
a variedade Monarca HyPro foi de 98%, indicando que a recuperagéo
genética das caracteristicas do progenitor recorrente apdés o

retrocruzamento foi satisfatoria.
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CAPITULO Il

“Avaliacao da qualidade nutricional de uma linhagem de soja com
elevado teor protéico, auséncia do inibidor de tripsina Kunitz e

lectina”

1. Introducéo

A producgao nacional de soja (Glycine max L. Merrill) destina-se, em
sua maior parte, a obtencdo de 6leo e farelo. No Brasil, o consumo do
farelo de soja esta restrito as industrias de ragcdo para animais (Monteiro
et al., 2003). Para esta finalidade, a soja ndo pode ser utilizada sem
tostagem, principalmente quando utilizada na alimentagdo de animais
monogastricos devido a presenga de fatores antinutricionais no grao, que
interferem na absorcao e aproveitamento de nutrientes, limitando o valor
nutricional dessa leguminosa.

Entre os fatores antinutricionais encontrados na semente de soja,
0s principais sao os inibidores de tripsina Kunitz (KTl) e as lectinas
(Pusztai et al., 1997; Armour et al., 1998), os quais afetam o crescimento
e/ou metabolismo basal de diferentes espécies animais. Experimentos
com animais de laboratorio tém mostrado que a combinagao de lectinas e
inibidores de proteases, presentes em leguminosas, promovem um efeito
antinutricional mais severo do que estas proteinas isoladamente
(Pneumans & Van Damme, 1996).

A fim de minimizar os efeitos detrimentais causados por estes

fatores os derivados de soja sdo normalmente submetidos a tratamento
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térmico durante o seu processamento. No entanto, tem-se verificado que
esse tipo de tratamento, além de n&o eliminar totalmente a atividade de
tais fatores, pode resultar na perda de aminoacidos essenciais € na
alteragao das propriedades da soja (Siddhuraju et al., 2002).

Os possiveis efeitos adversos do KTl e das lectinas tém sido
estudados em animais de laboratério (Silva e Silva, 2000). O mecanismo
de inibicdo do KTI foi elucidado por Liener (1995), que propbés um
mecanismo de “feedback” negativo no controle da secregdo pancreatica
de tripsina. Como o KTI se liga de forma irreversivel na tripsina, quando a
quantidade de tripsina livre no intestino diminui, 0 pancreas aumenta a
sintese e secrecdo desta enzima. Considerado o principal fator
antinutricional em soja, o KTl esta presente numa concentragao média de
14g/kg de proteina total em graos de soja (Clarke e Wiseman, 2000).

O conteudo de lectinas em soja é considerado baixo, em torno de
2,2g a 4,0g/kg do peso seco do grao (Pusztai, 1990), correspondendo a
apenas 10% a 20% do conteudo total de lectinas presentes em feijao
(Phaseolus vulgaris) (Hajés e Gelencsér, 1995). No entanto, estudos com
animais alimentados com soja crua mostram uma acentuada perda de
nitrogénio enddégeno devido a acédo dessas glicoproteinas na absorgéo e
digestao de nutrientes (Schulze et al., 1995; Pusztai et al., 1997; Douglas
et al.,, 1999). As alteragdes fisioldgicas causadas pela agcédo das lectinas
no intestino animal sédo devidas a ligagdo destas substancias com
glicoproteinas presentes nas células da mucosa intestinal (Maenz et al.,

1999).
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Com a finalidade de reduzir os custos com o processamento
térmico, cultivares de soja contendo baixos teores de fatores
antinutricionais tém sido desenvolvidos (Friedman et al., 1991; Krishnan,
2001; Palacios et al., 2004).

O Programa de Melhoramento da Qualidade e do Sabor da Soja do
Bioagro/UFV tem desenvolvido um germoplasma especialmente orientado
para caracteristicas especiais de qualidade da soja, visando o seu uso na
industria de alimentos (Sediyama et al., 1999). O objetivo do presente
estudo foi avaliar parametros biolégicos de uma linhagem de soja com
elevado teor protéico, auséncia de KTI e lectina em suas sementes,

desenvolvida na Universidade Federal de Vigosa — MG.
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2. Material e Métodos

2.1. Material Vegetal

No programa de melhoramento do BIOAGRO foram realizados
cruzamentos multiplos para incorporar os caracteres auséncia de KTI e
lectina em um progenitor de alto teor protéico (Monarca HyPro), derivado
da variedade Monarca. Para isso, foi utilizado o método de selecao
assistida por marcadores moleculares (MAS). Durante os cruzamentos, as
fontes doadoras dos genes de elevado teor de proteinas foram CAC-1
HyPro e Monarca HyPro. A linhagem CAC-1 HyPro é derivada da
variedade CAC-1, utilizando-se o acesso BARC-8 como doador de
proteina. A linhagem Monarca HyPro foi obtida a partir da variedade
Monarca, tendo a linhagem CAC-1 HyPro como fonte doadora de
proteina. As fontes doadoras para auséncia de KTI e lectina foram,
respectivamente, a linhagem BRM925297 e o acesso Columbia.

Foram realizados cruzamentos e autofecundagdes em diversas
etapas envolvendo os quatro gendtipos (CAC-1 HyPro, Monarca HyPro,
BRM925297 e Columbia), a fim de se obter linhagens contendo elevado
teor protéico e auséncia de KTI ou de lectina. Apds a obtencédo dessas
linhagens com as caracteristicas isoladas, estas foram intercruzadas
(geragao F1) e autofecundadas, obtendo-se a geragdo F2. Sementes F2
foram analisadas para KTl e lectina (por eletroforese em gel de
poliacrilamida) com o objetivo de selecionar genotipos livres desses dois
fatores. A selecao de gendtipos de elevado teor protéico foi realizada pelo

método semi-micro Kjeldhal (AOAC, 1984). As sementes oriundas da
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geracao F2 foram autofecundadas obtendo-se sementes da geragao F3, e

posteriormente a geragao F4.

2.2. Obtencéo e processamento térmico dos farelos de soja

Os farelos de soja foram obtidos a partir de grdaos da variedade
comercial Monarca e da linhagem livre de KTI e lectina obtida na geracao
F4.

Apos serem lavadas, as sementes selecionadas sofreram um
tratamento térmico por calor seco (89°C por 5 minutos) para facilitar a
retirada da casca (Gomes e Coelho, 1989). Os graos foram quebrados em
moinho de martelo para a separagao das cascas secas. Apos o descarte
das cascas, os graos em pedacgos foram moidos em moinho de martelo, e
o farelo resultante foi peneirado para garantir a uniformidade das
particulas (0,85mm ou 20 mesh). Os materiais foram embalados em
sacos plasticos e mantidos sob refrigeracéo a 4°C até o momento do uso.

Os farelos de soja originados a partir dos gréaos da variedade
Monarca e da linhagem livre de KTI e lectina foram processados

termicamente, em estufa a 105° durante 40 minutos.

2.3. Analise eletroforética de KTl e lectina

A fim de selecionar as sementes de soja recessivas homozigotas
para KTl e/ou lectina, e também confirmar os fendtipos envolvidos nos
cruzamentos, foram realizadas eletroforeses em gel de poliacrilamida
contendo SDS, segundo metodologia descrita por Monteiro (2000). A

separacao das proteinas foi baseada num sistema descontinuo descrito
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por Laemmli (1970), envolvendo dois géis: (a) o gel de concentracao
contendo 6% de acrilamida-bisacrilamida em tampéo Tris-HCI 0,15 M (pH
6,8) e 0,1% de SDS; (b) o gel de separagao contendo 14% de acrilamida-
bisacrilamida em tampé&o Tris-HCI 0,9M (pH 8,8) e 0,1% de SDS. A
corrida do gel foi realizada a 120 Volts por 4 horas em tampéao Tris-HCI
0,05M (pH 8,5) contendo glicina 0,192M e SDS 0,1%. As proteinas foram
visualizadas apdés coloracdo com “Coomassie blue” 1,5% e descoloragao

em uma solugao de acido acético 7,5% e metanol 25%.

2.4. Caracterizacdao fisico-quimica dos farelos de soja

Com a finalidade de comparar a composi¢cao centesimal da
linhagem com elevado teor protéico, livre de KTI e lectina, com a
variedade Monarca, foi realizada a caracterizacdo fisico-quimica dos
farelos de soja. A determinagcédo do teor de proteina foi realizada pelo
método semimicro Kjeldhal (AOAC, 1984), utilizando-se o fator 6,25 para
conversao do teor de nitrogénio em teor de proteina.

O teor de lipideos foi determinado conforme procedimento descrito
pelo Instituto Adolfo Lutz (1985), em aparelho extrator tipo Soxhlet. Para a
determinacao do teor de cinzas foi utilizado o método descrito pela AOAC
(1984). A concentracdo de carboidratos foi obtida por diferengca em

relacdo aos demais componentes.
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2.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE)

Para analisar o padrao eletroforético das proteinas totais da
linhagem de soja com elevado teor protéico e livre de KTI e lectina, dez
miligramas de sementes de soja foram maceradas com 500ul de tampao
fosfato salino (PBS) 0,05M (pH 7,40) contendo NaCl 0,4M e -
mercaptoetanol 0,028%, e posteriormente centrifugadas a 13.600 g por 20
minutos a temperatura ambiente. A proteina no sobrenadante foi
quantificada de acordo com o método do acido bicinconinico (BCA) (Smith
et al., 1985).

Um volume de extrato referente a 100 ug de proteina foi adicionado
a 60yl de tampao Tris 0,1875M (pH 6,8) contendo 30% de glicerol e 6,9%
de SDS. Apds incubacdo em banho-Maria a 100°C por 3 minutos, 25 pl
dessa mistura foram aplicados no gel de poliacrilamida 12,5% (Soares,
2004). A corrida do gel e visualizagao das bandas foi realizada conforme

descrito no item 2.3.

2.6. Determinacédo da atividade de tripsina

O teor do inibidor de tripsina Kunitz foi estimado pela determinacao
da atividade de tripsina na presenca de extratos protéicos das sementes
de soja, de acordo com o protocolo descrito por Erlanger et al. (1961). A
enzima tripsina pancreatica bovina (tipo Ill) e seu substrato D,L BApNA
foram diluidos conforme instrugdes do fabricante (Sigma Chemical Co.).

Dez mg de sementes foram maceradas a temperatura ambiente
com 500 pul de Tris-HCI 0,1 M (pH 8,2) contendo CaCl, 20 mM e a mistura

foi centrifugada a 13.600 g durante 15 min. O sobrenadante contendo o
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extrato protéico foi utilizado no ensaio enzimatico. Para o procedimento
analitico, foram pipetados 450 ul de tampao Tris-HCI 0,1 M pH 8,2
contendo CaCl, 20 mM, 50 pl da solugéo de tripsina (1,67.10° M) e 50 pl
do sobrenadante contendo KTI. Os controles da atividade da enzima
foram preparados substituindo-se o extrato por tampao Tris-HCI 0,1 M, pH
8,2 contendo CaCl, 20 mM. Essa mistura foi incubada a temperatura
ambiente por 3 min. Apds esse periodo, 500 ul dessa mistura foram
retirados e transferidos para outro tubo contendo 500 ul de tampé&o Tris-
HCI 0,1 M, pH 8,2 com CaCl, 20 mM e 500 ul da solugao de N-benzoil-
D,L-arginina-p-nitroanilida (D,L-BapNA) (0,12mM). Apdés 2 minutos de
incubacdo a temperatura ambiente, a reacdo foi interrompida
adicionando-se 300 ul de uma solugao de acido acético a 60%.

A atividade de tripsina foi determinada pela hidrolise do substrato
D,L-BApNA, sob condi¢gdes controladas. Durante a hidrélise, o produto p-
nitroanilida liberado é determinado espectrofotometricamente a 410nm,
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar 8.800M™". cm™ (Erlanger et
al., 1961). Os resultados foram convertidos em mg de tripsina pura inibida

por g de proteina, por meio da equagao (Kakade et al., 1974):

AxB
Cx1000x P

mg de tripsina inibida / g de proteina =

Em que:
A = absorbancia do controle enzimatico (410nm) — absorbancia da
solugéo contendo o extrato protéico (410nm);

B = fator de correcdo da amostra;
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C = fator de tripsina, ou seja, o produto da atuagao de um pg de
tripsina ativa sobre o substrato D,L-BApNA da uma leitura de absorbancia
de 0,019 em 410nm, nas condi¢cdes do ensaio (Kakade et al., 1974);

P = concentragao de proteina em g/g da amostra, determinada pelo

método do acido bicinconinico (BCA).

2.7. Western blot

Para analisar a presenga ou auséncia de lectina, foi realizado um
Western blot utilizando anticorpos especificos para lectinas presentes em
sementes de soja. A eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida foi
realizada conforme protocolo descrito anteriormente, no item 2.3. As
proteinas foram transferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose
(Life Technologies, EUA) a 40mV, durante 1 hora, sob refrigeragao a 4°C,
utilizando o aparelho Trans-blot (BIORAD). Apés a transferéncia, o gel de
proteina foi corado com solugao de “Coomassie blue” para a confirmagao
de que todas as bandas haviam sido transferidas para a membrana.

A membrana de nitrocelulose foi bloqueada com caseina 5% por 1
hora a temperatura ambiente sob agitacdo constante. Apds trés lavagens
com TBS-T (Tris 0,1M, NaCl 0,015M e Tween 20 0,1%), a membrana foi
incubada com anticorpo primario anti-lectina de semente de soja (anti-
SBA) (Vector Laboratories, EUA), na diluicdo de 1:1000 durante trés
horas e sob agitagdo constante. Apds lavagem da membrana com TBS-T,
foi realizada a incubagdo com anticorpo secundario conjugado com
fosfatase alcalina (Vector Laboratories, EUA), na diluicdo de 1:1000

durante 2 horas e sob agitagao constante. As diluigbes dos anticorpos
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utilizados neste experimento foram feitas de acordo com as instrugcdes do
fabricante (Vector Laboratories, EUA).

A membrana foi revelada apds incubacido com 10ml de uma
solugdo de NBT e BCIP (Life Technologies, EUA) em tampao Tris-HCI
0,1M (pH 9,80) contendo NaCl 0,1M e MgCl, 0,05M, segundo instrugdes

do fabricante.

2.8. Avaliacdo bioldgica e delineamento estatistico

Os ensaios biolégicos foram conduzidos nos laboratérios do
Departamento de Nutricdo e Saude (DNS) da Universidade Federal de
Vigosa. A avaliacdo da qualidade protéica das dietas experimentais foi
conduzida por meio de ensaios biolégicos, durante 14 dias, utilizando-se
60 ratos machos da raga Wistar (Rattus norvegicus var. Albinus,
Rodentia), recém desmamados, com 23 dias de idade.

A composicao das dietas foi baseada na dieta AIN-93G (Reeves et
al., 1993), porém com teor de proteina de 9 a 10%, exceto para a dieta
aprotéica (Tabela 1). Apds o preparo, determinou-se o teor de proteina de
cada dieta, pelo método semimicro Kjeldhal, com amostras em triplicata
(AOAC, 1984).

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado
com seis tratamentos e dez repeti¢cdes, considerando cada animal como
uma repeticdo. Os animais foram distribuidos em gaiolas individuais, onde
receberam agua e alimento “ad libitum” durante o periodo experimental.
Os tratamentos foram: T1= aprotéico; T2= caseina (grupo controle); T3=

linhagem livre de KTI e lectina; T4= variedade Monarca; T5= linhagem

60



livre de KTl e lectina processada termicamente e T6= variedade Monarca
processada termicamente.

Os indices avaliados foram digestibilidade verdadeira, PER
(coeficiente de eficiéncia protéica), NPR (razao protéica liquida) e NPU
(utilizagao protéica liquida).

Para a determinagao da digestibilidade foram colhidas as fezes, em
sua totalidade, do 5° ao 10° dia do experimento. As dietas foram
marcadas com carmim (200mg/100g de dieta) e oferecidas aos animais
no 4° e no 9° dias. Apds o periodo de coleta, as fezes foram pesadas e
moidas para a determinagdo do teor de nitrogénio. Para este fim, foi
utilizado o método semimicro Kjeldhal das amostras em ftriplicata,
segundo AOAC (1984). O calculo foi feito de acordo com a seguinte

férmula:
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Tabela 1. Composicao das dietas experimentais utilizadas no ensaio bioldgico (g / 100g de mistura)

Dietas

Ingredientes Aprotéica Caseina T3 T4 T5 T6
Caseina - 12,19 - - - -
Farelo de soja - - 23,75 33,86 25,50 34,20
Amido dextrinizado 13,2 13,2 13,2 13,2 13,2 13,2
Sacarose 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Oleo de soja 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0
Fibra 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Mistura mineral 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Mistura vitaminica 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
L-cistina 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Amido de milho 59,75 47,56 36,0 25,89 34,25 25,55
% de proteina Nd 9,54 9.50 9.87 9.64 9.80

Fonte: Reeves et al. (1993)
T3 = dieta de soja crua livre de KTl e lectina
T4 = dieta de soja crua contendo KTI e lectina
T5 = dieta de soja processada termicamente livre de KTl e lectina

T6 = dieta de soja processada termicamente contendo KTl e lectina
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|—(F—F
D = F-FJ 100

Em que:
D = digestibilidade;

| = nitrogénio ingerido pelo grupo com dieta teste;
F = nitrogénio fecal do grupo com dieta teste;

Fk = nitrogénio fecal do grupo com dieta aprotéica.

O NPR foi determinado tomando-se o ganho de peso do grupo teste
mais a perda de peso do grupo de dieta aprotéica, em relagdo ao consumo
de proteina do grupo teste, seguindo o método de Bender e Doell (1957).

Para isso, foi utilizada a seguinte férmula:

NPR = ganho de peso (g) do grupo teste + perda de peso (g) do grupo aprotéico

proteina consumida (g) pelo grupo teste

O PER foi determinado tomando-se o ganho de peso do grupo teste

em relagdo ao consumo de proteina do grupo teste.

PER = ganho de peso (g) do grupo teste

proteina consumida (g) pelo grupo teste

Com relagdo ao NPU, a determinacao foi feita pelo método da
carcaga, segundo Miller e Bender (1955). Apdés serem sacrificados, as
carcagas dos animais foram secas (24 horas em estufa a 105°C), trituradas
e desengorduradas em extrator Soxhlet com éter de petrdleo, durante 4 a 5
horas. O teor de nitrogénio retido nas carcagas foi determinado pelo método
semimicro Kjeldhal das amostras em triplicata (AOAC, 1984). No célculo do

NPU foi utilizada a seguinte formula:
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B — Bk

NPU = x 100

Em que:

B = nitrogénio corporal dos animais em dieta teste;

Bk = nitrogénio corporal dos animais em dieta aprotéica;

| = nitrogénio ingerido pelo grupo teste.

Para as analises estatisticas dos resultados utilizou-se o programa
GENES (Cruz, 2001). Foram realizadas analises de variancias e teste de

Tukey para verificar diferengas significativas entre as médias dos resultados.

2.9. Andlise histologica do intestino dos animais experimentais

Apds o sacrificio dos animais experimentais, o intestino de cada
animal foi coletado para analise. O intestino foi lavado com PBS gelado para
a remocao de particulas fecais, fixado em solugao de formalina tamponada a
10% e incluso em parafina. Apds a inclusdo, o material foi seccionado em
um microtomo “Olympus Cut 4055”, obtendo-se cortes de aproximadamente
quatro micrOmetros de espessura para a montagem das laminas, as quais
foram coradas com hematoxilina/eosina, de acordo com metodologia padréo
(Luna, 1968).

As analises histologicas dos cortes foram realizadas em um
microscopio optico da marca Olympus BX50 e analisador de imagem “Image
— Pro Plus 1.3.2.”. Para a analise qualitativa da integridade da mucosa
intestinal dos ratos, foram observados dez campos por lamina, tomados
aleatoriamente, com a unica restricdo de que houvesse, no minimo, dez

microvilosidades no campo escolhido.
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3. Resultados e Discussao

Antes da realizacdo do ensaio bioldgico, foram realizadas analises
bioquimicas nas sementes da linhagem livre de KTI e lectina contendo alto
teor de proteina. Os resultados dessas analises foram comparados aqueles
obtidos com a variedade Monarca. Assim, garantiu-se que a diferenca entre
0s gendtipos de soja utilizados na avaliagao biolégica era devido a presenga

ou auséncia de KTI e lectina nas sementes.

3.1. Analise da presenca de KTl e/ou lectina em soja

Utiizando a selecao assistida por marcadores moleculares, o
Programa de Melhoramento da Qualidade e do Sabor da Soja do
Bioagro/UFV desenvolveu uma linhagem de soja com elevado teor protéico
e livre de KTI e lectina, visando o seu uso na industria de alimentos. Para
isso, foram incorporados linhagens para auséncia de KTl (BRM925297) e
lectina (Columbia) no germoplasma da Universidade Federal de Vigosa.
Pode ser observado na Figura 1 que houve confirmagao dos fenétipos para
presenca de KTl e/ou lectina nas sementes de soja utilizadas nos

cruzamentos, assim como na linhagem final.

3.2. Composic¢do quimica centesimal
Com a finalidade de comparar a composi¢cédo centesimal da linhagem
com elevado teor protéico, livre de KTI e lectina, com a linhagem Monarca

HyPro, e
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Figura 1. Andlise de lectina e KTl por SDS-PAGE de extratos protéicos
obtidos das variedades de soja utilizadas no programa de
cruzamentos, visando obter uma linhagem livre de KTI e lectina.
M: marcador de massa molecular (66KDa, 45KDa, 29KDa e
24KDa); 1-3: Variedades de soja doadoras de elevado teor
protéico (BARC-8; CAC-1 HyPro e Monarca HyPro,
respectivamente); 4: BRM925297 (linhagem doadora da auséncia
de KTl em sementes de soja); 5: Columbia (acesso doador da
auséncia de lectina em sementes de soja); 6: Linhagem livre de

KTl e lectina.

assim confirmar a recuperagdo geneética da linhagem obtida apds os

cruzamentos, foi realizada a analise fisico quimica das sementes de soja.

A composi¢cdo quimica da soja pode variar com as condigdes
climaticas, tipos de solo, localizagado geografica, praticas agrondmicas, entre
outros fatores (Vieira et al.,, 1999). Os dados referentes a composigao
centesimal da linhagem de soja Monarca HyPro (presenca de KTI e lectina)

e da linhagem livre de KTI e lectina encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2. Composi¢cao quimica centesimal da linhagem de soja Monarca

HyPro e da linhagem livre de KTl e lectina (g / 100g em base seca).

Amostras Lipideos Cinzas Proteinas  Carboidratos
Monarca 14,43 4,48 38,48 33,00
KTI" Lectina’ 13,18 577 41,96 39,09

Os resultados obtidos em relacdo a composi¢cado centesimal da soja
estdo de acordo com os padrdes observados na literatura (USDA, 2004,
Vieira et al., 1999; Monteiro et al., 2003). Considerando a soja cultivada no
Brasil, a quantidade de proteina varia de 29,2% a 57,9% e a de lipideos
pode variar de 14,7% a 28,4%, de acordo com a variedade (Yamada et al.,

2003).

3.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das proteinas

totais de soja

As proteinas de reserva da soja sdao compostas de fragbes 11S
(glicinina) e 7S (B-conglicinina), correspondendo por, aproximadamente,
40% e 30% do conteudo total de proteinas nas sementes, respectivamente.
O termo proteina de reserva é dado as proteinas que estédo localizadas no
cotilédone, em particulas denominadas “corpos protéicos”, os quais sao
preenchidos com proteinas sem nenhuma fung¢ao catalitica (Duranti e Gius,
1997; Mujoo et al., 2003). O padrao eletroforético das proteinas totais (SDS-
PAGE) dos gendtipos de soja envolvidos nos cruzamentos e da linhagem

livre de KTl e lectina é mostrado na Figura 2.
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Figura 2. SDS-PAGE para analise do padréo eletroforético das proteinas
presentes nas variedades de soja BARC-8 (1), CAC-1 HyPro(2),
Monarca HyPro (3), BRM925297 (4), Columbia (5) e na linhagem
livre de KTI e lectina (6). As variedades BARC-8; CAC-1 e
Monarca possuem elevado teor protéico e presenga de KTI e
lectina. As variedades BRM925297 e Columbia s&o nulas para
KTI e lectina, respectivamente. As principais subunidades da B-
conglicinina sdo a, a’ e B, enquanto os principais polipeptideos
da glicinina sdo os polipeptideos acidos (As € A124) € 0s basicos.
M: marcador de peso molecular (66KDa, 45KDa, 29KDa e

24KDa). Em cada canaleta foram aplicados 100 ug de proteina.

O padrao eletroforético das proteinas totais de soja foi semelhante
entre todas as amostras analisadas. No entanto, nota-se uma menor
intensidade das bandas correspondentes as subunidades acidas Ai24 €
basicas da fracdo 11S (glicinina) nas variedades BRM925297 e Columbia
(Figura 2). Esta diferenca pode estar relacionada com a menor concentragao

de proteina apresentada por estas variedades em relagado as demais, sendo
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em média 30,45% e 29,67% para BRM925297 e Columbia, respectivamente.
Segundo Yaklich (2001), as proteinas glicinina e B-conglicinina encontram-
se em maior concentracdo nas sementes de soja de elevado teor protéico.
No entanto, estudos tém mostrado que as concentragdes de 11S e 7S
podem variar de acordo com a variedade de soja e com o ambiente (Cai e

Chang, 1999; Mujoo et al., 2003).

3.4. Determinacao do inibidor de tripsina Kunitz (KTl) em sementes de
soja

Para analisar a presengca de KTl em sementes de soja, foram
estimados os teores de inibigao triptica nos farelos derivados da linhagem
Monarca e da linhagem livre de KTI e lectina, com e sem processamento
térmico. Nessas analises utilizou-se o método de inibicado da atividade de
tripsina na presenga do seu substrato, de acordo com metodologia descrita
por Erlanger et al. (1961).

Os conteudos estimados de inibicao de tripsina, expressos em mg de
tripsina inibida por grama de proteina, estdo na Tabela 3.

Os valores para inibidores de protease no presente trabalho estido
préximos aos valores encontrados por Carvalho et al. (1999), que analisaram
a presenga de KTl em 13 cultivares de soja, obtendo valores que variaram
de 31 a 679 mg de tripsina inibida por grama de proteina.

Os valores de inibigdo de tripsina dos extratos protéicos da linhagem
Monarca HyPro, crua e tratada termicamente, foram 391,83 e 132,63 mg de
tripsina inibida/g de proteina, respectivamente, diferindo estatisticamente

entre Si.
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Tabela 3. Inibicdo da tripsina por extratos protéicos obtidos das sementes da

linhagem livre de KTl e lectina e da linhagem Monarca HyPro.

Amostras mg de tripsina inibida por g de proteina®
Monarca crua 391,83 a
KTI" Lectina crua 137,32 b
Monarca processada1 132,63 b
KTI" Lectina™ processada’ 134,53 b

o processamento foi realizado em estufa (calor seco) a 105° durante 40 minutos.
2 0 contetdo de proteinas foi determinado pelo método BCA (Smith et al., 1985).

3 As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si,
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Ja os valores de inibicdo de ftripsina entre extratos protéicos da
linhagem Monarca Hypro processada e da linhagem livre de KTI, crua e
processada termicamente, nao diferiram entre si (Tabela 3). Juntos, estes
resultados indicam que o tratamento térmico aplicado as sementes de soja
(105°C por 40 minutos em calor seco), mostrou-se eficaz na inativagao de
KTI.

A estabilidade térmica do KTI tem sido bastante discutida em diversos
estudos (Palacios et al., 2002; Roychaudhuri et al., 2003; Wiriyaumpaiwong
et al., 2004). O tratamento térmico aplicado a soja, além de reduzir a
atividade de inibicao de tripsina, também reduz sua solubilidade protéica,
considerada um importante pardmetro que caracteriza a qualidade
nutricional da soja (Wiriyaumpaiwong et al.,, 2004). Considerando os
principais inibidores de proteases em soja, KTl e BBI (inibidor de tripsina e

quimiotripsina Bowman-Birk), o segundo apresenta uma maior estabilidade

térmica em relagao ao primeiro (Martinez e Rincén, 1996).
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Considerando a soja “in natura”, as sementes livres de KTI e lectina
apresentaram uma inibicdo triptica significativamente menor quando
comparada as sementes da soja convencional. No entanto, é possivel
observar uma inibicdo de tripsina tanto na linhagem onde o KTI foi eliminado
geneticamente, quanto na variedade de soja convencional submetida a
tratamento térmico. Essa inibicao triptica residual pode ocorrer devido a
presenca do inibidor de protease Bowman-Birk (BBI) (Monteiro et al., 2003).

A inibicao triptica estimada na variedade Monarca crua foi de 391,83
mg de tripsina inibida por grama de proteina (Tabela 3). Esse valor esta
acima daquele encontrado por Kumar et al. (2003) para extratos protéicos de
soja crua contendo KTI, que variou de 42-113 mg de tripsina inibida por
grama de amostra. Porém, fica dificil a comparagcao entre esses dados por
se tratarem de metodologias distintas para a extragao de proteinas de soja.
Segundo Barbosa (1997), a metodologia usada para extragdo de proteinas
em graos de soja pode influenciar os valores de inibicdo de tripsina

expressos em mg de tripsina inibida por grama de proteina.

3.5. Western blot para a determinacao de lectina em sementes de soja
Para a deteccdo de lectina em sementes de soja, a metodologia
comumente utilizada baseia-se em testes de atividade hemaglutinante
(Nachbar e Oppenheim, 1980), pela habilidade dessas glicoproteinas em
aglutinar eritrocitos. No entanto, esses testes sdo semi-quantitativos e
sujeitos a interferéncia por outros compostos capazes de aglutinar

eritrocitos, como a “soyatoxin”, descrita por Vasconcelos et al. (1994).
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Recentemente, novas metodologias para a analise de lectinas em soja tém
sido descritas (Maenz et al., 1999; Rizzi et al., 2003).

Visando confirmar a auséncia de lectina nas sementes da linhagem
livre de KTI e lectina, foi realizada a técnica de Western blot (Figura 4). Para
isso, foram utilizados anticorpos especificos contra lectinas presentes em
sementes de soja (anti-SBA). A auséncia de lectina na linhagem de soja livre

de KTI e lectina foi confirmada conforme mostrado na Figura 4.
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Figura 4. Confirmagao da auséncia de lectina nas sementes da linhagem
livre de KTI e lectina. A) Analise de lectina por SDS-PAGE em
sementes de soja. B) Western blot de proteinas de sementes de
soja utilizando anticorpos especificos para lectina (anti-SBA). As
mesmas amostras (1, 2 e 3) foram analisadas para presencga ou
auséncia de lectina utilizando SDS-PAGE e Western blot. M:
marcador de peso molecular (66KDa, 45KDa, 29KDa e 24KDa);
1 e 3: Monarca HyPro (linhagem de soja comercial com
presenca de lectinas nas sementes), 2: Linhagem livre de KTl e

lectina.
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3.6. Determinacgao da qualidade protéica dos farelos de soja

3.6.1. PER, NPR e NPU

A qualidade protéica dos farelos de soja foi determinada em ensaios
biolégicos com ratos, pela andlise dos indices PER, NPR, NPU e
digestibilidade.

Observa-se na Tabela 4 os valores encontrados para PER e NPR
relativos a caseina. O indice de eficiéncia protéica (PER) estima o quanto da
proteina ingerida pelo animal é usado para promover seu crescimento,
enquanto que a razao protéica liquida (NPR) mede o quanto da proteina

ingerida é responsavel pela manutengao e crescimento do animal.

Tabela 4. Valores de PER e NPR das dietas de caseina e dos farelos de

soja determinados em experimentos com ratos.

Dietas PER ! RPER (%)* NPR? RNPR®
Caseina 2,62 a 100 3,01 a 100
T1 0,86 c 33 1,42 ¢ 47
T2 0,33d 13 1,07 d 36
T3 0,23 d 9 0,92 d 31
T4 1,46 b 56 1,96 b 65

' As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si,
gelo teste de Tukey (p,0,05).

RPER = PER relativo
* RNPR = NPR relativo

T1 = dieta de soja crua livre de KTl e lectina
T2 = dieta de soja crua contendo KTl e lectina
T3 = dieta de soja processada termicamente livre de KTl e lectina

T4 = dieta de soja processada termicamente contendo KTl e lectina
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De acordo com os valores encontrados na Tabela 4, nota-se que os
valores de PER relativo foram inferiores aos valores de NPR relativo, o que
indica que a proteina dos farelos de soja presta-se melhor para a
manutencdo do peso dos ratos do que para promover o crescimento dos
mesmos.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4, observa-se
que houve diferenga significativa entre os valores de PER e NPR da dieta a
base de caseina em relagcdo as demais dietas. Esses valores indicam que a
qualidade da proteina presente na soja € inferior a caseina para promover o
crescimento e a manutencdo do animal, e estdo de acordo com resultados
obtidos por Monteiro (2000). Em seu trabalho, a autora avaliou a
digestibilidade e qualidade protéica de linhagens de soja com auséncia do
inibidor de tripsina Kunitz e das isoenzimas lipoxigenases.

Os valores de PER para animais alimentados com dietas a base de
soja crua, com presengca ou auséncia de KTI e lectina, mostraram-se
significativamente diferentes entre si (Tabela 4), indicando uma melhora
nutricional da soja livre de KTl e lectina em relacdo a variedade
convencional. Ao avaliar a qualidade nutricional de variedades de soja
utiizando o indice de eficiéncia protéica (PER), Friedman et al. (1991)
notaram uma melhora nutricional em variedades de soja livre de KTI, quando
comparadas as variedades comerciais.

Apesar da auséncia dos principais fatores antinutricionais, a soja crua
livre de KTI e lectina apresentou menores valores de PER e NPR quando
comparada a soja convencional tratada termicamente. Resultados

semelhantes foram encontrados por Palacios et al. (2002) em um
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experimento com leitdes. Ao avaliar a qualidade nutricional de variedades de
soja, os autores observaram que leitdes alimentados com variedade de soja
livre de KTI e lectina crua ainda apresentavam uma depressao de 45% no
seu crescimento. Segundo os autores, este fato deve-se a presencga de
outros fatores termolabeis, distintos de KTI e lectina, presentes na soja.
Além dos inibidores de proteases e lectinas, considerados os principais
fatores antinutricionais em soja, néo se deve descartar a presenga de outros
compostos, como fitatos e taninos (Olguin et al., 2003).

Os valores de PER e NPR entre os tratamentos com a variedade
Monarca crua e a linhagem livre de KTI e lectina processada termicamente
nao diferiram entre si. Este resultado ndao era esperado, uma vez que tais
gendtipos contrastam para presenca de KTl e lectina, considerados os
principais fatores antinutricionais na soja.

No entanto, a Tabela 5 mostra que os animais pertencentes a estes
tratamentos respondem pelo menor consumo alimentar e menor taxa de
ganho de peso entre todos os tratamentos do ensaio biolégico, ndo diferindo
entre si. Assim, o baixo consumo alimentar destes animais pode ser o
responsavel pelos resultados obtidos, ja que, tanto para o calculo do PER
quanto do NPR, s&o considerados o ganho de peso e o consumo alimentar
dos animais do grupo teste.

Na Tabela 6 encontram-se os valores de NPU para as dietas a base

de caseina e de farelos de soja, determinados em experimentos com ratos.
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Tabela 5. Consumo alimentar e ganho de peso dos animais alimentados

com as dietas controle e a base de soja.

Dietas Ganho peso (g)* Consumo alimentar (g)*
Caseina 62,3 a° 256,3 a

T1 14,4 c 174,5b

T2 46 d 128,7 c

T3 3,6d 1443 c

T4 27,8b 191,1b

' Ganho de peso médio (g) dos animais durante os 14 dias do experimento

2 Consumo médio (g) das dietas fornecidas aos animais durante os 14 dias do
experimento.

® As médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem estatisticamente entre si,
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 6. Valores de NPU das dietas de caseina e dos farelos de soja

determinados em experimentos com ratos.

Dietas NPU! RNPU (%)*
Caseina 46,40 a 100
T1 22,81¢ 49
T2 17,90 ¢ 39
T3 18,07 ¢ 39
T4 38,14 b 82

' As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si,
gelo teste de Tukey (p,0,05).

RNPU = NPU relativo

T1 = dieta de soja crua livre de KTl e lectina
T2 = dieta de soja crua contendo KTl e lectina
T3 = dieta de soja processada termicamente livre de KTl e lectina

T4 = dieta de soja processada termicamente contendo KTl e lectina
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Como pode ser observado na Tabela 6, houve uma diferenca
significativa entre os valores de NPU da dieta de caseina com as demais
dietas. Esse resultado indica que a qualidade da proteina dos farelos de soja
€ inferior a caseina para promover sintese protéica, pois o NPU mede o
quanto da proteina ingerida fica retido no organismo do animal.

Os valores de NPU para as dietas contendo os farelos de soja
variaram de 17,9 a 38,14 (Tabela 6). Esses valores sao inferiores aqueles
encontrados por Vasconcelos et al. (2001) para dietas a base de graos de
soja com baixos teores de KTI e lectina, suplementadas com L-triptofano e L-
metionina, cujos valores variaram de 31,4 a 69,5.

O valor de NPU relativo para a dieta a base de soja convencional
tratada termicamente foi de 82%, diferindo estatisticamente das demais
dietas. Resultados semelhantes foram encontrados por Grant et al. (1986)
ao avaliarem a qualidade nutricional de variedades de soja. Os autores
encontraram um NPU de 83% para dietas contendo soja processada a

100°C durante 20 minutos, em calor imido.

3.6.2. Digestibilidade “in vivo”

Os valores da digestibilidade “in vivo” para as dietas a base de
caseina e farelos de soja estao expressos na Tabela 7.

A medida da digestibilidade indica o quanto das proteinas ingeridas é
hidrolisado por enzimas digestivas e absorvidas pelo organismo, constituindo
o primeiro fator que afeta a eficiéncia da utilizacdo protéica da dieta

(Friedman, 1996).
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Os valores da digestibilidade verdadeira para as dietas a base de soja
variaram de 45,10 a 95,60 (Tabela 7). Estes valores estao proximos aqueles
encontrados por Vasconcelos et al. (2001) para farinhas de soja
convencional e com baixos teores de KTI e lectina, variando entre 50,90 e
78,30. A digestibilidade relativa da dieta contendo soja convencional crua foi
de 45%, mostrando-se inferior ao valor encontrado por Monteiro et al.

(2003), que foi de 88,16%.

Tabela 7. Valores de digestibilidade das dietas de caseina e dos farelos de

soja determinados em experimentos com ratos.

Dietas Digestibilidade® R Digestibilidade (%)?
Caseina 99,80 a 100

T1 68,10 b 68

T2 4510 c 45

T3 95,60 a 96

T4 73,50 b 74

T As médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem estatisticamente entre si,
pelo teste de Tukey (p,0,05).
’R Digestibilidade = Digestibilidade relativa

T1 = dieta de soja crua livre de KTl e lectina
T2 = dieta de soja crua contendo KTl e lectina
T3 = dieta de soja processada termicamente livre de KTl e lectina

T4 = dieta de soja processada termicamente contendo KTl e lectina

A Tabela 7 mostra que a digestibilidade da dieta de caseina (99,80)
nao foi estatisticamente diferente da dieta livre de KTI e lectina processada
termicamente (95,60). Observa-se também que os valores de digestibilidade
das dietas contendo soja livre de KTI e lectina crua (68,10) ou soja

convencional tratada termicamente (73,50) ndo diferiram estatisticamente
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entre si. Esses resultados mostram que a eliminagdo genética de KTI e
lectina dos graos de soja promoveu uma melhora significativa na
digestibilidade protéica. O inibidor de tripsina Kunitz, o qual representa cerca
de 80% dos inibidores de tripsina presente nos graos de soja (Tan-Wilson,
1988), é considerado o mais severo fator antinutricional desta leguminosa,
seguido pelas lectinas (Vasconcelos et al., 2001; Rizzi et al., 2003).

A diferencga significativa entre a digestibilidade das dietas livres de KTI
e lectina, crua e processada termicamente, pode ser justificada pela
presenca de fatores antinutricionais termolabeis, distintos de KTI e lectina,
0s quais possivelmente interferiram no processo de digestao das proteinas
da dieta (Vasconcelos et al., 2001; Olguin et al., 2003). Palacios et al. (2004)
compararam o desenvolvimento de aves e suinos alimentados com dietas a
base de soja convencional e livre de KTl e lectina. A eliminagao genética de
KTI e lectina proporcionou uma melhora significativa no desenvolvimento
desses animais. No entanto, segundo os autores, apesar da auséncia dos
principais fatores antinutricionais, a soja livre de KTl e lectina somente deve

ser fornecida aos animais apos submeter-se a um tratamento térmico.

3.7. Analise Histoldgica

Estudos laboratoriais tém relatado a ocorréncia de danos na mucosa
intestinal de animais alimentados com soja “in natura”, os quais séo
atribuidos a compostos téxicos, como as lectinas (Sharma et al., 1995;
Olguin et al., 1999). Ao contrario das lectinas, os inibidores de tripsina nédo
interagem com as células das microvilosidades em “bordadura em escova”

(Pusztai et al.,, 1997). O efeito antinutricional exercido pelos inibidores de
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tripsina deve-se a sua interferéncia com a funcgao da tripsina, diminuindo a
digestdo de proteinas e, em casos mais severos, resultando em hipertrofia
pancreatica (Vasconcelos et al., 2001).

A integridade do epitélio intestinal de ratos alimentados com dietas
contendo soja convencional ou soja livre de KTl e lectina pode ser
observada na Figura 5. Os animais alimentados com soja convencional crua
apresentaram um maior nivel de alteragdes na morfologia das
microvilosidades intestinais, quando comparados aqueles alimentados com a
soja livre de KTI e lectina crua.

Nao foram observadas diferengas histomorfoldgicas qualitativas entre
0S grupos que receberam as dietas contendo soja processada termicamente,
contendo ou ndo KTI e lectina. Olguin et al. (2003) realizaram uma analise
histomorfolégica quantitativa do intestino de ratos alimentados com caseina
e com farinha de soja processada termicamente (calor umido a 98°C durante
30 minutos). Segundo os autores, os resultados da andlise, incluindo
medidas do comprimento das vilosidades e profundidade da cripta, nao
foram diferentes entre os grupos estudados. No entanto, ndo é possivel a
comparagao entre os resultados, uma vez que a analise realizada neste

trabalho foi qualitativa.
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Figura 5. Analise histolégica qualitativa de cortes do intestino de ratos
alimentados durante 14 dias com dietas a base de soja. A)
Intestino delgado de ratos alimentados com a linhagem livre de
KTI e lectina. B e C) Intestino delgado de ratos alimentados com
a linhagem Monarca HyPro (presenca de KTl e lectina),
apresentando lesbes apicais (B) e também lesbdes que
comprometem todo o epitélio da mucosa intestinal (C). As setas
indicam alteragbes na integridade do epitélio nas

microvilosidades intestinais. (aumento de 400x).

Apoés a analise histoldgica pela microscopia Optica, observou-se que
os animais do grupo controle (alimentados com caseina) apresentaram
vilosidades bem constituidas, sem lise celular aparente. As lesbes na
mucosa intestinal dos animais alimentados com soja convencional crua
variaram entre lesbes mais leves, na regido apical das microvilosidades em
‘bordadura em escova’” (Figura 5B), até niveis mais severos,
comprometendo toda a camada de células epiteliais nessa regido (Figura
5C).

As alteragdes da fungéo fisiolégica do intestino, causadas por lectinas,
sdo produtos da sua estabilidade aos processos digestivos e também da sua
especificidade pelas células da mucosa intestinal (Silva e Silva, 2000).
Pusztai et al. (1990) demonstraram que aproximadamente 60% das lectinas

da dieta resistem a protedlise, ligando-se as células do epitélio intestinal.
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Para Nevel et al. (1998), o reconhecimento e a ligacdo das lectinas a
glicoproteinas presentes nas células epiteliais confere a estas proteinas
efeitos negativos quanto a interferéncia nos processos de digestao,

absorcao e utilizagado de nutrientes.
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4. Resumo e Conclusfes

Os fatores antinutricionais presentes em soja, como o KTl e a lectina,
podem provocar efeitos fisioldgicos adversos em seus consumidores, além
de diminuir a Dbiodisponibilidade de nutrientes no organismo. O
desenvolvimento de sementes que ndo expressem KTI e lectina tem sido
sugerido como uma estratégia para proporcionar uma melhora na qualidade
nutricional da soja. Este trabalho avaliou o efeito nutricional da eliminagéo
genética de KTI e lectina das sementes de uma linhagem de soja,
desenvolvida pelo Programa de Melhoramento da Qualidade e do Sabor da
Soja do Bioagro/UFV, visando o seu uso na industria de alimentos. Para
isso, foi realizado um ensaio bioldgico com ratos Wistar para analise do
coeficiente de eficiéncia protéica, da razado protéica liquida, da utilizacio
protéica liquida e da digestibilidade verdadeira. A caracterizagao bioquimica
das sementes de soja livres de KTl e lectina também foi realizada. Os
resultados obtidos no presente trabalho permitiram as seguintes conclusdes:

A linhagem de soja livre de KTl e lectina apresentou uma
composicao centesimal tipica de soja comercial, com um conteudo médio,
na base seca, de 41,96% de proteina, 13,18% de lipideos, 5,77% de cinzas

e 39,09% de carboidratos.
% A eliminagdo genética de KTl promoveu uma diminuigao
significativa nos valores de inibicdo de tripsina dos extratos protéicos

derivados da linhagem livre de KTI e lectina, comparado aos valores obtidos

com a soja convencional.
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% A temperatura de 105°C em calor seco (estufa) durante 40 minutos
foi suficiente para promover a inativagao do inibidor de tripsina Kunitz e da

lectina nas sementes de soja convencional.

% Com relacao a avaliacdo da qualidade protéica dos farelos de soja,
os indices PER, NPR e NPU apresentaram valores inferiores aqueles
obtidos com a proteina-padrao caseina. Estes resultados eram esperados,
considerando que a proteina de soja € deficiente em alguns aminoacidos

essenciais, o que limita a sua utilizacdo na sintese protéica.

% A eliminagdo genética do KTI e lectina promoveu uma melhora
acentuada na digestibilidade da proteina de soja, confirmando que estes sao
os principais fatores antinutricionais presentes nesta leguminosa. Os valores
de digestibilidade dos farelos de soja tratada termicamente livre de KTI e
lectina ndo diferiram estatisticamente aos da caseina, considerada uma

proteina padrao.
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