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RESUMO

TEIXEIRA, Arlindo Inés, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Abril de 2008.
Desenvolvimento de método enzimético para determinacdo de sacarose e
correlacdes entre o contetudo de acUcares solUveis e proteina em soja.
Orientador: Maurilio Alves Moreira. Co-Orientadores: Everaldo Gongalves de
Barros e Sebastido Tavares de Rezende.

O contetdo de sacarose no grdo de soja € uma das mais importantes
caracteristicas responsaveis pela melhoria da qualidade, principalmente no que
tange ao sabor e ao aroma, sendo um fator critico na elaboracéo de produtos a base
de soja. Os objetivos deste trabalho foram em primeiro lugar desenvolver uma
metodologia espectrofotométrica, simples e de baixo custo, para quantificacdo de
sacarose em graos de soja. Em seguida, selecionar progenitores contendo alto teor
de sacarose e analisar os teores de sacarose, rafinose, estaquiose, acucares
sollveis totais e proteinas totais numa populacdo derivada dos progenitores
selecionados, estimando-se ao final as correlacdes entre estas caracteristicas. Para
desenvolver a metodologia combinou-se a acdo da enzima glicose-oxidase,
largamente usada na quantificacdo de glicose, com a invertase, uma enzima
hidrolitica que cliva a ligagdo glicosidica da sacarose formando frutose e glicose.
Adaptou-se ainda este sistema para placas de ELISA, possibilitando analises em
larga escala a um baixo custo, com grande potencial de aplicacdo em analises de
rotina no melhoramento da soja. Para validar esta nova metodologia, quantificou-se
também o teor de sacarose no grao de 14 genoétipos de soja por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) e por um método enzimatico jaA devidamente
validado, calculando ao final o coeficiente de correlagdo entre as metodologias.
Estas correlacbes foram altamente significativas, principalmente entre a
qguantificacdo por CLAE e a metodologia por nés desenvolvida (r=0,9766),

demonstrando ser esta eficiente na quantificagdo de sacarose. Dando sequéncia ao



trabalho, uma populacdo composta de 119 progénies F,.3 derivadas do cruzamento
entre a linhagem CD2013PTWA4-1-1, derivada de uma variedade que possui alto
teor de sacarose, com a isolinha CD2013PTA106B-4, derivada de uma linhagem que
possui alto teor de proteina, constituiram o material genético utilizado neste trabalho.
Este material, juntamente com os progenitores, foi analisado para as caracteristicas:
concentracdo de sacarose, analisada por CLAE e pelo método GOD/invertase,
concentracdo de rafinose, estaquiose, acucares sollveis totais, proteina total e peso
de 100 sementes. Foram realizados testes de normalidade para cada caracteristica
bem como se determinou as herdabilidades de cada uma e as correlagbes
fenotipicas entre elas. As herdabilidades no sentido amplo das caracteristicas
concentracdo de sacarose, rafinose, agucares sollveis totais e proteina foram altas,
significando que a maior parte da variagcdo observada nessas caracteristicas €
devida a causas genéticas. As concentracdes de sacarose determinadas por CLAE e
pelo método GOD/invertase apresentaram coeficientes de correlacdo de Pearson e
Spearman relativamente altos, evidenciando a aplicabilidade do método enzimatico
desenvolvido. A concentracdo de sacarose determinada por CLAE apresentou altos
e positivos coeficientes de correlagcdo com as concentracdes de rafinose, estaquiose
e agucares soluveis totais, indicando a impossibilidade de se fazer selecéo indireta
de individuos com baixos teores de rafinose e estaquiose nesta populacdo. A
concentracéo de sacarose determinada por CLAE correlacionou negativamente com
a concentracao de proteinas totais, indicando a impossibilidade de se fazer selecao
direta de individuos contendo altos teores de ambas as caracteristicas. A correlacao
entre as concentracdes de rafinose e estaquiose com a concentracado de proteina foi
nao significativa. A correlagdo entre a concentragéo de sacarose determinada por
CLAE com o peso de 100 sementes nao foi significativa. O mesmo comportamento
foi observado para as concentracbes de rafinose, estaquiose e acgucares soluveis
totais. As correlagBes entre a concentracdo de sacarose determinadas pelo método
GODl/invertase com as demais caracteristicas foram menores do que aquelas
encontradas entre a concentragdo de sacarose determinadas por CLAE com as
outras caracteristicas. Uma possivel explicacdo pode estar no fato da correlacdo
entre as duas metodologias nao ter sido tédo alta (54,8%). Isso sugere a necessidade
de andlises semelhantes em outras populagbes para aumentar a abrangéncia
desses resultados. Apenas a concentracao de estaquiose, pelo teste de Lilliefors, e

a concentracdo de proteina, pelo teste de curtose, foram n&o significativos,
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evidenciando uma distribuicdo aproximadamente normal. As demais caracteristicas

nao apresentaram esta distribuicao.

11



ABSTRACT

TEIXEIRA, Arlindo Inés, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, April, 2008.
Development of enzymatic method to quantify sucrose and correlations
between the total soluble sugar and protein in soybean. Adiviser: Maurilio
Alves Moreira. Co-Adivisers: Everaldo Gongalves de Barros and Sebasti&o
Tavares de Rezende.

The sucrose content in the soybean grain is one of the most important
characteristics that accounts for quality improvement, especially concerning flavor
and aroma, and it is a critical factor in elaborating soy-based products. The objectives
of this study were first to develop a simple and cheap spectrophotometric
methodology to quantify sucrose in soybean grains. Next, parents were selected with
high sucrose contents and analyze the sucrose, raphinose and staquiose contents,
total soluble sugars and total proteins in a population derived from the selected
parents, and the correlation among these characteristics was estimated at the end.
To develop the methodology, the action of the glucose-oxydase enzyme, which is
widely used in glucose quantification, was combined with invertase, a hydrolytic
enzyme that cleaves the sucrose glucosidic link forming fructose and glucose. This
system was adapted for Elisa plates, that permitted low cost, large scale analyses,
with great potential for application in routine analyses in soybean breeding. To
validate this new methodology, the sucrose content was also quantified in the grain
of 14 soybean genotypes by high performance liquid chromotography (HPLC) and by
an enzymatic method already validated, and the correlation coefficient between the

methodologies was calculated at the end. These correlations were highly significant,
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especially between the HPLC quantification and the methodology we developed
(r=0.9766), showing that this was efficient in quantifying sucrose. To continue the
study, the genetic material used consisted of a population of 19 F,3 progenies
derived from the cross between the CD2013PTWA4-1-1 line, derived from a variety
with high sucrose contents, with the CD2013PTA106B-4 isoline that is derived from a
high protein content line. This material, together with the parents, was analyzed for
the following characteristics: sucrose concentration, analyzed by HPLC and by the
GOD/invertase method, the concentration of raphinose, staquiose, total soluble
sugars, total protein and weight of 100 seeds. Normality tests were carried out for
each characteristic and the heritability was determined for each one and their
phenotypic correlations. The broad sense heritabilities of the characteristics sucrose
and raphinose contents, total soluble sugars and protein content were high, meaning
that most of the variation observed in these characteristics was due to genetic
causes. The sucrose concentrations determined by HPLC and the GOD/invertase
methods had relatively high Pearson and Spearman correlation coefficients, showing
the applicability of the enzymatic method developed. The sucrose concentration
determined by HPLC had high and positive correlation coefficients with the
raphinose, staquiose and total soluble sugar concentrations, indicating that indirect
selection of individuals with low raphinose and staquiose contents in this population
would be impossible. The sucrose concentration determined by HPLC correlated
negatively with the total protein concentration, indicating that direct selection could
not be made of individuals with high contents of both characteristics. The correlation
between the raphinose and staquiose concentrations and the protein concentration
was not significant. Correlation between the sucrose concentration determined by
HPLC with the weight of 100 seeds was not significant. The same performance was
observed for the concentrations of raphinose, staquiose and total soluble sugars.
The correlation between the sucrose concentration determined by the GOD/invertase
method with the other characteristics were smaller than those determined between
the sucrose concentration determined by HPLC with the other characteristics. A
possible explanation may be the fact that the correlation between the two
methodologies was not very high (54.8%). This suggested the need for similar
analyses in other populations to increase the range of these results. Only the

estaquiose concentration, by the Lilliefors test, and the protein concentration, by the
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curtose test, was not significant, showing an approximately normal distribution. The

other characteristics did not present this distribution.
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1. Introducéo

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € uma das principais fontes de proteina e 6leo
vegetal do mundo. Ela tem sido cultivada comercialmente e utilizada na alimentagéo
humana e animal por milénios. O grande interesse mundial pelo cultivo da soja deve-
se a excelente combinacdo que ela apresenta em termos de produtividade
(geralmente superior a 2.000 kg/ha) e conteudos de 6leo e proteina, em média, 20 e
40% do peso das sementes, respectivamente (VELLO et al., 1988).

No Brasil, a soja constitui atualmente um dos produtos agricolas de maior
importancia econémica, ocupando lugar de destaque na pauta de exporta¢gdes do
pais, sendo cultivada em todo territério nacional. Na safra 2005/2005 foram
produzidos aproximadamente 55 milhdes de toneladas de gréos desta cultura,
mantendo o pais como o segundo maior produtor mundial, atras apenas dos
Estados Unidos, que naquela safra alcangou uma producgao aproximada de 70
milhdes de toneladas. Vale ressaltar que, ao contrario dos norte americanos, o Brasil
pode expandir grandemente sua producgéo e que a produtividade alcangcada em
nossas lavouras ja € superior a alcancada nas lavouras dos Estados Unidos
(CONAB, 2008).

Todo este sucesso da producéo brasileira de soja foi alcancado gragas ao
importante e constante trabalho de melhoramento da cultura realizado por inGmeros
pesquisadores brasileiros das mais diferentes areas do conhecimento, os quais
desenvolveram e continuam desenvolvendo variedades de alta produtividade
adaptadas a todas as regides brasileiras. Assim, técnicas que venham auxiliar na
caracterizacao desses cultivares e direcionar a obtengéao de novos, sao de
fundamental importancia para a manutencao deste potencial produtivo nacional.

A soja no Brasil é predominantemente utilizada para o processamento do grao
em Oleo e farelo. O processamento basicamente consiste no esmagamento do gréo
para se extrair o 6leo, amplamente utilizado pela populacdo brasileira, e o residuo
restante resulta no farelo de soja, um importante suplemento protéico na racao
animal, sendo o Brasil, juntamente com os Estados Unidos, os principais
fornecedores desta matéria-prima em nivel mundial (BOREM, 1999).

A semente de soja apresenta a seguinte composi¢do média em base seca,
segundo os resultados de KAWAMURA (1967): 40,2% de proteina, 21,0% de
lipidios, 4,9% de cinzas e 33,9% de carboidratos.

Em virtude de sua composi¢cdo quimica, a soja apresenta um alto valor
nutricional. Este potencial energético-protéico da soja tem sido explorado pelas
industrias alimenticias, o que tem estimulado o cultivo em larga escala.

Apesar das qualidades nutricionais apresentadas pela soja, 0 consumo da
soja in natura é pequeno nos paises ocidentais, principalmente no Brasil. Esta baixa
aceitacao é explicada em razdo dos habitos alimentares dos brasileiros. A soja
apresenta um sabor tipico, denominado “beany-flavor”, que para muitos é
desagradavel. Esse sabor esta diretamente ligado a presenca de substancias, como
aldeidos, que séo produzidos durante o processamento do gréo. Essas substancias
sao derivadas da oxidacao do 6leo, um processo que € iniciado pela acao de
enzimas que estdo normalmente presentes no grao, denominadas lipoxigenases
(CICEK, 2001).

Outro fator que tem contribuido para a baixa aceitacdo da soja no consumo
humano é a presenca nestes de quantidades consideraveis de oligossacarideos,
principalmente a rafinose e a estaquiose. Estes oligossacarideos ndo séo digeridos
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no trato digestivo de animais monogastricos, incluindo o homem, sendo
responsaveis pela flatuléncia associada ao consumo de produtos a base de soja.
Desta forma, estes oligossacarideos assumem papel restritivo quanto ao consumo
destes graos como fonte protéica (CICEK, 2001). Devido a este fato, muitos grupos
gue atuam no melhoramento da soja tém se dedicado a produzir variedades com
baixos teores destes agucares.

Um fato animador é que a procura por produtos a base de soja tém crescido
muito nos Ultimos anos nos paises ocidentais, abrindo mercado para produtos a
base de soja tradicionalmente usados na alimentacao dos povos orientais. Dentre
estes podemos citar o extrato hidrosoluvel (leite de soja), e produtos como tofu,
mMiso, natto e soysauce. Esta maior procura se deve principalmente a divulgacao de
resultados de pesquisas que revelaram os beneficios para a satde humana e o
grande valor nutricional dos graos desta cultura. Com isto, este mercado, que ha
alguns anos atras era infimo, vem experimentando um grande crescimento. Apesar
da dificuldade em se determinar com precisao a porcentagem de soja destinada ao
consumo humano, devido ao fato de um grande niamero de pequenas empresas
atuarem nesse ramo, acredita-se que por volta de 3% da producao brasileira de soja
ja esta sendo destinada a esse fim. A poucos anos atras esta porcentagem nao
chegava a 1% (EMBRAPA, 2008).

Contudo, as variedades comerciais brasileiras mais comumente cultivadas
ndo atendem a alguns requisitos necessarios para a elaboracao destes produtos a
base de soja, requisitos estes referentes a aparéncia, ao sabor e ao valor nutricional.
Os principais séo o tamanho, a uniformidade, a textura, a capacidade de absorcao
de agua e os conteudos de proteina, 6leo, carboidratos, calcio, fibras e cinzas
(CHEN e BUSS, 2004). Por exemplo, para a producao do tofu e do miso séo
preferidas variedades que apresentam sementes grandes (>20 mg/semente) com
alto teor de proteina e sacarose e baixo teor de 6leo. J& na producédo do natto sdo
preferidas variedades com sementes pequenas (<8 mg/semente) contendo alto teor
de sacarose e baixo teor de célcio (GRIFFTIS e WIEDERMANN, 1990). CARTER,
(1987), citado por MAUGHAN et. al. (2000) ressalta que em face da dimenséao e a
importancia destas caracteristicas, industrias de alimentos nos Estados Unidos
oferecem prémios a produtores que queiram plantar variedades que satisfacam
estas caracteristicas, as quais sdo menos produtivas do que cultivares comerciais.

Com a demanda crescente pelos produtos a base de soja, varios grupos que
atuam na &rea de melhoramento da soja tém-se dedicado a melhoria da qualidade
da semente para atender a demanda da industria de alimentos. Estes melhoristas
atentam-se especificamente nestes caracteres de heranca quantitativa relacionados
a qualidade do gréo aliados a alta produtividade (CICEK, 1997).

O conteudo de sacarose no grao é uma das importantes caracteristicas
responsaveis pela melhoria da qualidade deste, sendo um fator critico na elaboracgéo
de produtos a base de soja. Porém, esta caracteristica recebeu pouca atencéo no
processo historico do melhoramento da soja, o qual se preocupou primeiramente
com o aumento do teor do 6leo, usado no consumo humano, e posteriormente com
0 aumento do teor e da qualidade da proteina, majoritariamente usada no preparo
de ragdes animais. Segundo CICEK (1997), outro fator que tém limitado o
melhoramento para o teor de sacarose € a dificuldade e custos envolvidos na
quantificacdo deste dissacarideo. Porém, segundo este mesmo autor, uma forma
barata, facil e eficiente para o screening de plantas com alto teor de sacarose seria 0
uso de marcadores moleculares, ferramenta esta que se mostrou muito eficiente no
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melhoramento para outras caracteristicas quantitativas, como o teor de oleo e de
proteina.

A selecao de caracteristicas agronémicas monitorada por marcadores
moleculares baseia-se no principio de que se um gene, ou um bloco de genes,
encontra-se ligado a um marcador genético de facil identificacdo, entdo, esse
marcador pode ser usado para selecionar a caracteristica de interesse.
Segundo HAYWARD et al. (1994), o método mais eficaz para este tipo de
associacao envolve a producao de mapas genéticos detalhados nos quais séo
localizadas regides contendo locos para caracteristicas quantitativas (QTLS).

Outros dois caracteres quantitativos importantes na qualidade de produtos a
base de soja é o teor de agUcares totais e o teor de agucares sollveis totais, que
inclui principalmente sacarose, estaquiose e rafinose. GEATER et al. (2000)
relataram que a dureza do natto, um produto fermentado consumido principalmente
no Japao, esta negativamente correlacionada com o teor de acglcares totais das
variedades usadas na industria do natto. Por outro lado, MULLIN e XU (2000)
ressaltam que variedades contendo alto teor de aglcares sollveis totais e baixa
atividade de lipoxigenase ndo apresentam o indesejavel “beany flavor”. Para KUO et
al. (1997), a determinacdo da composicao e do metabolismo dos oligossacarideos
durante o desenvolvimento da semente fornecera informacdes essenciais para a
melhoria da qualidade do grao da soja.

Em relacdo a qualidade, a principal limitacdo da proteina da soja é o
baixo teor de aminoéacidos sulfurados (metionina e cisteina) que ela apresenta.
Cerca de 90% das proteinas da semente da soja sdo do tipo globulinas, que
representam em média 36% do peso seco da semente (HUGHES e MURPHY,
1983). Essas globulinas apresentam duas fragcfes principais, uma com
coeficiente de sedimentacdo 11S, composta pela proteina glicinina, e outra
com coeficiente de sedimentagcdo 7S, composta principalmente pela R3-
conglicinina, sendo a fracdo 11S a que contém maior conteddo de
aminoacidos sulfurados (FUKUSHIMA, 1968). Em decorréncia dessa
caracteristica, KROBER e CARTTER (1966) sugeriram que a elevacdo da
relacdo 11S/7S poderia resultar em aumento no teor de aminoéacidos
sulfurados da proteina da soja.

O programa de melhoramento genético da soja desenvolvido no Instituto
de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal
de Vigcosa, que tem como um dos objetivos produzir variedades de soja mais
apropriadas para o consumo humano, deu um importante passo ao conseguir
eliminar as lipoxigenases do grado de soja por meio de cruzamentos entre
variedades comerciais e mutantes silvestres, que nao continham essas
enzimas. Desta forma, os graos da soja melhorada ndo apresentam o chamado
“beany flavor”, podendo ser utilizados diretamente na alimentacdo humana.

Um novo passo que o referido programa pretende atingir, baseado nas
exigéncias do mercado da soja para consumo humano, é a producdo de
variedades que combinem as caracteristicas alto teor de sacarose (~10%),
baixos teores de rafinose e estaquiose, alto teor de proteina, alta relagdo
11S/7S e alta produtividade.

Especificamente, este trabalho teve como objetivos: (i) desenvolver um
método analitico para a quantificacdo de sacarose na semente de soja que além de
confiavel, possua baixo custo por andlise e permita a realizacdo de um grande
ndamero de amostras em um intervalo pequeno de tempo, podendo assim ser
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aplicado em analises de rotina no programa de melhoramento; (ii) Selecionar
progenitores contendo alto teor de sacarose para uso no programa de
retrocruzamentos; (iii) Analisar os teores de sacarose, rafinose, estaquiose, agucares
sollveis totais e proteinas totais numa populacdo derivada dos progenitores
selecionados; (iv) Estimar as correlacfes entre estas caracteristicas.

2. Revisao de Literatura

2.1. Carboidratos presentes na soja

Segundo os resultados de KAWAMURA (1966), a semente de soja apresenta
em média 33,9% de carboidratos. Este mesmo autor ressalta que a fragcao de
carboidratos da soja contém muito pouco amido, sendo constituida basicamente por
celulose (4,0%), hemicelulose (15,0%), rafinose (1,1%), estaquiose (3,8%) e
sacarose (5,1%). Os outros agucares juntos somam 5,1%.

CHEN e BUSS (2004) detectaram em bancos de germoplasma de soja que o
conteudo de acucares sollveis totais, que inclui os teores dos oligossacarideos
rafinose e estaquiose além dos teores de sacarose e de monossacarideos, varia de
4,1% a 15,1% em base seca. A sacarose é o componente principal desta classe,
correspondendo aproximadamente a 60% do total de acUcares sollveis. A variacédo
detectada para o teor de sacarose em bancos de germoplasma é de 1,5% a 10,2%.
Estes mesmos autores relataram que recentemente foi identificada uma linhagem
contendo 13,6% de sacarose, mostrando que existe variabilidade natural suficiente
para permitir o melhoramento da soja para altos teores deste agucar.

Os oligossacarideos rafinose e estaquiose estdo presentes em teores que
variam 0,1% a 2,1% e 1,4% a 6,7%, respectivamente (CHEN e BUSS, 2004). Estes
oligossacarideos nao séo digeridos no trato digestivo de varios animais
monogastricos, incluindo o homem, sendo responsaveis pela flatuléncia associada
ao consumo de produtos a base de soja. Desta forma, estes oligossacarideos
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assumem papel restritivo quanto ao consumo destes graos como fonte protéica.
Devido a este fato, muitos grupos que atuam no melhoramento da soja tém se
dedicado a produzir variedades com baixos teores destes dois agucares.

Acreditava-se que o papel fisiolégico primario da estaquiose e da rafinose era
servir como carboidratos de reserva, transportando energia para 0os pontos de
crescimento dos vegetais (CHARTTERTON et al., 1990). Entretanto, tanto a
sacarose como a estaquiose e a rafinose estdo sempre presentes em sementes
dessecadas dormentes. Na auséncia de estaquiose e rafinose, a tolerancia das
sementes a dessecacdao € perdida, mesmo que a sacarose esteja presente. Isto
levou KOSTER e LEOPOLD (1988) a postular que a sacarose seja o principal
agente da tolerancia das sementes a dessecacao, enquanto que a estaquiose e a
rafinose previnem a cristalizacdo da sacarose.

Em plantas superiores, a rafinose encontra-se em folhas, caules e 6rgédos de
reserva, sendo que nestes ultimos a rafinose se acumula durante o desenvolvimento
da planta. DEY (1985) relata que com a perda de agua que ocorre em sementes
durante a maturacdo ha um concomitante aumento na concentracao de rafinose. Ja
durante o processo de germinacdo esta é degradada a galactose e sacarose. A
enzima envolvida na biossintese da rafinose é a galactinol: sacarose 6-a-D-
galactosiltransferase, também denominada rafinose sintase. Em 6rgéos de reserva a
rafinose pode ser usada como um precursor para sintese de outros
oligossacarideos, homologos maiores ou ser hidrolisada por a-galactosidades e
invertases. Estas duas enzimas participam também da hidrélise da estaquiose, que
por sua vez é sintetizada a partir da rafinose pela enzima galactosil: rafinose 6-a-D-
galactosiltransferase (estaquiose sintase).

O esquema abaixo apresenta a via metabdlica da sintese da rafinose e da
estaquiose (DEY, 1985):

UDP-galacotose + mio-inositol —» galactinol + UDP
Galactinol + sacarose — rafinose + mio-inositol
Galactinol + rafinose —, estaquiose + mio-inositol
Galactinol + estaquiose __, verbascose + mio-inositol
Galactinol + verbascose __, ajucose + mio-inositol

A reacdo inicial € catalisada pela galactinol sintase (UDP-galactose: mio-
inositol galactosil transferase, GS), a qual requer Mn?* para sua atividade,
produzindo galactinol a partir de UDP-galactose e mio-inositol. Em folhas e
sementes, a atividade de GS correlaciona-se positivamente com o0s niveis de
oligossacarideos de reserva (LIU et al., 1995)

Quanto aos monossacarideos presentes na fracdo de agucares soluveis,
DELENE e LADENBURG (1972) relataram que a galactose € o principal
monossacarideo presente na semente de soja. Porém, HYMOWITZ e COLLINS
(1974), usando solucdes puras de galactose, glicose e frutose como padrdes,
identificaram por cromatografia gasosa que o mais abundante monossacarideo na
semente era a frutose. Estes autores encontraram apenas tracos de glicose e
galactose na semente de soja.

Na natureza € encontrado apenas um pequeno numero de dissacarideos de
ocorréncia livre. Entre estes, destaca-se a sacarose, que € um dos mais abundantes
produtos naturais conhecidos. Ela, além de desempenhar um papel central no ciclo
de vida das plantas, possui grande valor comercial, devido principalmente a sua
importancia na nutricdo humana e como substrato para indastria quimica e de
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alimentos. Como afirmamos anteriormente, o conteudo de sacarose na semente de
soja é de fundamental importancia no preparo de diversos produtos a base de soja.

A sacarose é a fonte priméaria de atomos de carbono que sao translocados
dos tecidos foliares para o crescimento do embriao (THORME, 1980). A capitagcao
de sacarose € drasticamente diminuida com a maturacao fisiologica da semente
(VERNOOQY et al., 1986). Segundo HAGEMAN e RINNE (1976) a semente de soja
também tem a capacidade de converter glicose em sacarose. O catabolismo inicial
da sacarose no embrido provém carbono para sintese de compostos da semente e
para respiracdo. Este é catalisado pela sacarose sintase ou pela invertase alcalina,
sendo que a contribuicdo de cada enzima varia com o respectivo tipo de tecido, com
a funcédo e com a idade (SUNG et al., 1989). LOWELL e KUO (1989) encontraram
associacao entre altos niveis destas enzimas com o maior acumulo de matéria seca
na semente. MACDONALD e REES (1983) relataram que a sacarose sintase e a
invertase alcalina estdo envolvidas no catabolismo da sacarose, provendo hexoses
para formacdo de amido em cultura de células de soja em suspensao.

A Invertase (EC. 3.20.1.26, 3-D-frutofuranosideo frutohidrolase), que hidrolisa
sacarose em glicose e frutose, ocorre em muitas plantas e microrganismos
(HYRAYAMA et al., 1989). ACKERSON (1985) relatou que foi encontrada alta
atividade de invertase em flores e frutos em desenvolvimento, o que sugere que a
hidrolise de sacarose a suas hexoses constituintes provém substratos necessarios
ao crescimento. Este autor cita trabalhos demonstrando que a atividade de invertase
declina com a maturacéo do fruto. Ele também concluiu que os dados obtidos em
seu trabalho indicavam que a conversao de sacarose em glicose pela invertase e
sua possivel regulacéo por acido abicissico (ABA) desempenham importante papel
no crescimento das estruturas reprodutivas jovens de soja.

A sacarose sintase (SS; UDP-glicose: D-frutose 2-glicosil transferase,
E.C.2.4.1.13) catalisa a converséo reversivel entre sacarose e UDP para frutose e
UDP-glicose. LOUREIRO (1999) destaca que esta enzima desempenha um
importante papel na mobilizagcdo da sacarose em diversos mecanismos relacionados
ao metabolismo, a estrutura e a funcdes de estoque em células de plantas.

As a-galactosidades (EC 3.2.1.22, a-D-galactosil galactoidrolase) intra e
extra-celular ocorrem em microrganismos, vegetais (especialmente em leguminosas)
e animais. Estas enzimas catalisam a hidrélise de ligacbes a-1,6 em
oligossacarideos simples como melibiose, rafinose, estaquiose e verbascose e em
polimeros galatocglicomananas. A hidrolise das ligagdes a-1,6 libera carboidratos
simples como galactose e sacarose, que sao prontamente metabolizados para
obtencao de energia. A provavel funcéo das a-galactosidases de cotilédones é
degradar os oligossacarideos de rafinose (ROs) durante a germinacao e o inicio do
desenvolvimento da plantula (HERMAN e SHANNON, 1985). Segundo LAHUTA
(2000), sementes maduras contém algumas formas de a-galactosidades que diferem
na sua massa molecular e atividade, indicando que o nimero de formas da enzima
pode estar relacionado ao estagio fisiologico da semente.

Segundo de REZENDE (1998), a degradacdo enzimética completa dos
oligossacarideos de rafinose a monossacarideos requer a acdo conjunta de duas
hidrolases: (i) a a-galactosidade que degrada os ROs a galactose e sacarose e (ii) a
invertase, que hidrolisa as ligacdes entre frutose e glicose nas moléculas de
sacarose, rafinose e estaquiose, originando os produtos melibiose (Gal-Glic) e
frutose.
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2.2. Proteinas de Reserva da Soja

Proteinas de reserva sdo definidas como sendo agquelas que possuem como Unica fungdo
conhecida servirem como reserva de aminoécidos, as quais, durante a germinacdo da
semente, sdo degradadas por enzimas proteoliticas para fornecerem os aminoacidos
necessarios ao desenvolvimento do embrido. Segundo HILL e BREIDENBACH (1974) as
proteinas de soja constituem cerca de 35 a 45% da matéria seca da semente, sendo que as
proteinas de reserva glicinina (fracéo 11S) e B-conglicinina (presente nafracéo 7S)
representam em torno de 70% da proteina da semente da soja, as quais sdo depositadas de
forma agregadas em organel as especializadas derivadas de vacuol os chamadas de corpos

protéicos.

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

Foram isolados desta proteina seis polipeptidios acidos (Ala, Alb, A2, A3, Ad
e Ab) e cinco basicos (Bla, B1b, B2, B3 e B4) que se encontram associados de
modo especifico, por meio de ligag6es bissulfidricas, entre um acido e um bésico,
formando as subunidades AlaB2, A1bBlb, A2Bla, A3B4 e A5B3 (MOREIRA et al.,
1979; MOREIRA et al., 1981). O polipeptidio A4 esta associado ao B3 por meio de
ligacdes ndo covalentes, formando a subunidade A5A4B3 (STASWICK et al., 1981).
Atualmente, essas subunidades sédo denominadas G1 (AlaB2), G2 (A1bBlb), G3
(A2B1b), G4 (A5A4B3) e G5 (A3B4) e seus genes Gyl, Gy2, Gy3, Gy4 e Gy5. Os
polipeptidios Ala, Alb, A2, B1 e B2 possuem de trés a seis vezes mais metionina
que A3, A4, A5, B3 e B4 (MOREIRA et al., 1979). Em glicinina tém sido observadas
variagbes na composi¢éo polipeptidica, como mutantes naturais com auséncia do
complexo G4 (FONTES et al., 1984).

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

Estes autores identificaram que o Grupo 1 € codificado por trés genes
presentes em dois dominios cromossomais distintos. Um dominio contém dois genes
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de glicinina ligados (Gyl e Gy2) e o outro contém o gene Gy3. Os dois dominios tém
alto grau de homologia e contém outros genes que sao expressos tardiamente nos
embrides ou em folhas de plantas maduras. Dois destes outros genes foram
identificados e designados como glicinina-relacionados, e podem codificar outras
familias de subunidades de glicinina que se acumulam em menor quantidade nas
sementes. DIERS et al. (1994) mapearam os genes Gy4 e Gy5 da glicinina em uma
populacao obtida do cruzamento interespecifico de Glycine max x G. soja e
encontraram que estes genes estao localizados nos grupos de ligagéo “O” e “F”
respectivamente, grupos estes caracterizados pelo mapa de ligagdo construido por
SONG et al. (2004).

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

A B-conglicinina € uma glicoproteina com massa molecular estimada em 150-
170 kDa e possui trés subunidades principais o', o. € B, sendo codificadas pelos
genes Cgyl, Cgy2 e Cgy3, respectivamente (THANH e SHIBASAKI, 1977). As
subunidades a e o’ possuem dois e trés residuos de metionina, respectivamente, e a
subunidade  n&o possui esse aminoacido (COATES et al., 1985). Existe
polimorfismo genético na composicao polipeptidica de 3-conglicinina, sendo que tem
sido identificando genotipos com auséncia de o’ (KITAMURA et al. 1984).
Subunidades menores dessa globulina, designadas p’, y e 8, também tém sido
descritas (COATES et al., 1985).

HARADA et al. (1989) concluiram que a familia de genes que codificam a 3-
conglicinina contém no minimo 15 membros que estdo distribuidos entre seis regides
distintas do genoma. Trés destas regides contém genes multiplos (regido A, cinco
genes; regido B, dois; regido C, trés; regides D, E e F, um cada). Estes 15 membros
estéo divididos em dois grupos principais com base no tipo de RNA mensageiro
(mRNA) transcrito. Um grupo é transcrito em mRNAs de 2,5 Kb, que codificam as
subunidades a e o', enquanto o outro grupo é transcrito em mRNAs de 1,7 Kb, que
codifica as subunidades 3. A homologia entre os grupos € alta e a diferenca entre
eles deve-se a presenca ou auséncia de um segmento especifico de DNA de 0,56
Kb, presente no éxon 1 dos membros do primeiro grupo. Estes mesmos autores
concluiram que a expressao dos genes que codificam a B-conglicinina é regulada em
nivel de transcricéo e pds-transcricionalmente, sendo que a regulacéo pos-
transcricional é diferente entre os dois grupos principais.

YAKLICH (2001) estudou linhagens de soja com alto teor de proteina, visando identificar

se ocorre acumulo de algumas subunidades especificas nestas linhagens, usando paraisso a
eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE)
acompanhada da densitometria. Este autor observou que algumas das linhagens estudadas

apresentaram um acumulo significativo das subunidades o, o’ e 3 da 3-conglicinina

22



enguanto outras apresentaram um acumul o da subunidade A3 da glicinina e todas as
linhagens apresentaram acumulo das subunidades A1, A2 e A4. Os polipeptidios basicos
da glicininatambém se acumularam na maioria das linhagens. Baseado nestas observagoes,
0 autor concluiu que linhagens com alto teor de proteina contém maiores concentracoes de
B-conglicinina e glicinina do que linhagens normais e que as linhagens diferem em relacéo

aquais subunidades destas proteinas se acumulam em maior quantidade.

A mesma metodologia foi usada também por FEHR et al. (2003) visando estudar a
influéncia do gendtipo e do ambiente sobre a composi¢éo de subunidades das proteinas de
reserva da soja. Estes autores, trabalhando com 14 cultivares, alguns de uso amplo e outros
de uso especifico, como cultivares livre de lipoxigenases e cultivares com alto teor de
proteina, que foram cultivados em 8 localidades diferentes por 3 anos consecutivos,
concluiram que a concentracdo de 7S, 11S e arazdo 115/7S séo influenciados pelo
ambiente. Por outro lado, ressaltaram que n&o sdo esperadas alteragdes significativas nestes
parametros de um ano para o outro a nivel industrial, em virtude dos gréos colhidos em

localidades préximas serem misturados nas industrias de processamento de alimentos.

2.3. CorrelacOes entre teores de sacarose, agcucares totais e proteina em soja

A informag&o de como est&o correlacionados os teores dos diversos constituintes da
semente da soja é essencial em um programa de melhoramento que visa melhorar a
qualidade da semente da soja. CRUZ et al. (2003) ressaltam que o conhecimento da
correlacéo entre caracteres é de grande importancia no melhoramento de plantas,
especialmente se alguma das caracteristicas avaliadas apresentarem baixa herdabilidade e,

ou, tiver problemas de medic¢éo e identificacéo.
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KROBER e CARTTER (1962) avaliaram quatro cultivares que diferiam nos contetidos de
proteina e 6leo na semente e encontraram gue aguel es cultivares que continham altos
teores de proteina apresentavam baixos teores de aglcares totais. HYMOWITZ et al .,
(1972) analisaram os teores de 0leo, proteina, aglcares totais, sacarose, rafinose e
estaquiose em 60 linhagens de um germoplasma de soja, as quais cobriam praticamente
toda a faixa de contetido de 6leo e proteina existente na cultura. Uma analise de correlagéo
simples mostrou que o teor de aglicares totai s estava positivamente correlacionado com o
teor de dleo e que ambos apresentam correlagdo negativa com o teor de proteina. Os teores
de sacarose e rafinose apresentaram correlagdo positiva com o teor de 6leo enquanto o teor

de estaquiose mostrou-se positivamente correlacionado com o teor de proteina.

HARTWIG et al. (1997) analisaram os teores de Oleo, proteina, sacarose, rafinose e
estaguiose em 20 cultivares comerciais de soja contendo alto teor de 6leo e em 20
linhagens contendo alto teor de proteina. Os coeficientes de correlacéo entre os teores de
rafinose + estaquiose com o teor de proteina (r = -0,16) e dleo (r = -0,03) foram néo
significativos. Em contraste, os autores encontraram uma relagao significativa e inversa
entre os teores de sacarose e proteina (r = -0,78") e positiva entre os teores de sacarose e

6leo (r=0,67").

Osteores de agUcares totais, proteina, 6leo e fibras aém do peso da semente foram
determinados por GEATER e FEHR (2000) em 23 cultivares de soja, incluindo, nesta
relacdo, cultivares convencionais e especificos para produgdo de alguns alimentos a base
de soja. Esses autores encontram diferencas significativas entre os cultivares para todos
caracteres analisados e uma ata correl agdo negativa (r = -0,81) entre os teores de agUcares

totais e soma dos teores de 6leo e proteina.

Analisando os caracteres produtividade e os teores de proteina, 6leo, rafinose, estaquiose,

sacarose e enxofre em 43 linhagens derivadas de uma populagéo melhorada, WILCOX e
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SHIBLES (2001) mostraram que 0 aumento no teor de proteina ocorreu a custa do teor de

0leo, carboidratos totais e sacarose com coeficientes de correlagdo de —0,98, -0,71 e —0,66,
respectivamente. Estes autores concluiram que a diminui¢do no teor de carboidratos com o
aumento do teor de proteina deve contribuir para um aumento do valor nutricional do

farelo obtido das linhagens melhoradas.

2.4. Heranca, modo de ac&o génica e herdabilidade dos teores de proteina e

sacarose em soja

No melhoramento da soja, como destaca PIOVESAN (2000), muitos estudos da genética
de caracteres agrondmicos tém sido realizados com interesse na obtencdo de subsidios para
0 estabelecimento de estratégias eficientes de selecdo. Mas 0 mesmo autor ressalta que
existem poucas informagdes a respeito do tipo de heranca e do modo de agéo génicana
determinac&o do teor de proteina da semente. Para o teor de sacarose se conhece menos

anda

Dos trabalhos disponiveis, varios autores, entre eles SINGH e HADLEY
(1972), WILCOX e SIMPSON (1977), ISHIGE (1984) e PULCINELLI (1992)
concluiram que o teor de proteina nas sementes é determinado, em grande parte,
pelo gendtipo da planta mée, sofrendo também influéncia do ambiente. Efeitos do
citoplasma e dos gendétipos do embrido e do gréo de pélen ndo foram evidenciados
por estes autores. JA OPENSHAW e HADLEY (1978), estudando a heranca do teor
de carboidratos na semente concluiram que este carater é pouco influenciado pelo
genatipo da prépria semente, ficando evidenciada a herangca materna. Este trabalho
também néo identificou efeito citoplasmatico.

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

A composicdo da variancia genética foi demonstrada por COCKERHAM
(1954) e depois expandida por HORNER e WEBER (1956) e COCKERHAM (1963),
gue apresentaram um amplo conjunto de maneiras para estimar os componentes da
variacdo genética. Para o teor de proteina em soja, diversos trabalhos tém relatado a
existéncia de efeitos génicos epistaticos e de dominancia, contudo os efeitos
génicos aditivos foram sempre superiores (BRIM e COCKERHAM, 1961; HANSON
et al., 1967; MCKENDRY et al., 1985; LEE e WANG, 1986). OPENSHAW e HADLEY
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(1978) concluiram que o teor de carboidratos totais € controlado exclusivamente por
efeitos génicos aditivos. Porém estes autores ressaltam que o modelo genético para
a heranca do teor de acucar carece de dados comprobatdérios, pois ndo se sabe se
alguns genes dominantes controlam o alto ou o baixo teor de agucar na semente de
soja.

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

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

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

STRICKBERGER (1985) destacou que a importancia das estimativas de
herdabilidade reside em sua relagcdo com a sele¢&o, uma vez que quanto maior
for a herdabilidade, maior serad o sucesso de selecdo para dada caracteristica,
0 que resulta numa relacdo positiva entre alta herdabilidade e eficiéncia de
selecdo. Para os progenitores transmitirem certas caracteristicas aos seus
descendentes que sejam de algum modo prediziveis, € necessario que a
variancia ambiental seja baixa e a variancia genética seja alta.

Na literatura séo descritas varias metodologias para obtencdo de estimativas
do coeficiente de herdabilidade. A utilizagcdo da variabilidade entre as plantas na
geracado F, em relacdo a variabilidade entre as plantas dos progenitores foi utilizada
por MAHMUD e KRAMER (1951) para a obtengé&o do coeficiente de herdabilidade.
WARNER (1952) prop6s uma metodologia para estimar a herdabilidade com base
nos progenitores, geracgdes F; e F, e dos dois retrocruzamentos. HANSON et al.
(1962) determinaram estimativas do coeficiente de herdabilidade com base nos
componentes de variancia. FREY e HORNER (1957) propuseram estimar a
herdabilidade em unidades-padréo, as quais sdo obtidas calculando-se a regressao
sobre os dados codificados em termos de desvio-padrdo. SMITH e KINMAN (1965)
utilizaram fatores de correcdo do coeficiente de regresséo pai-filho para estimar a
herdabilidade utilizando progenitores endogamicos para algumas geracdes de auto-
fecundacdo.

JOHNSON e BERNARD (1963), estudando a herdabilidade para varias
caracteristicas em soja, dentre elas o teor de proteina, mostraram que em geracdes
precoces (F,) esta apresenta baixos valores, quando comparadas com geragdes
mais avancadas (F4). Esta observacao aponta para dificuldades de identificar e
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selecionar genaotipos superiores em geragdes precoces (no caso F,), resultando em
pouco progresso esperado por selecao.

KWON e TORRIE (1964) procurando estimar a herdabilidade para caracteres
de interesse em soja, estudaram duas populacdes derivadas da selegéo de 64
plantas F, para cada cruzamento. Avaliaram essas populagcdes na geragcao F; em
um ano e um local, e as geracfes F4 e Fs em dois anos e dois locais. Os parametros
geneéticos extraidos da analise de variancia proporcionaram estimativas de
herdabilidade livre dos efeitos da interagdo gendtipo x ambiente. Os autores
verificaram que a interagdo gendtipo x ano foi maior que a interagdo genaotipo x local,
para muitas caracteristicas, principalmente producéo de sementes. A herdabilidade
para producdo de sementes foi mais baixa devido a maior interacdo genétipo x ano,
ficando na ordem de 3 e 10%, respectivamente, para cada cruzamento. Para os
caracteres teor de 6leo e proteina, a herdabilidade so6 foi estimada para um dos
cruzamentos, apresentando valores de 51 e 57%, respectivamente.

OPENSHAW e HADLEY (1981), usando o modelo de regressao pai e filho,
estimaram a herdabilidade do teor de aglcares totais em soja em dois cruzamentos,
sendo que em um foram analisadas as geracdes F,, F3 e F4 e em outro as geracdes
F. e Fs. Eles encontraram estimativas de herdabilidade de 38% e 14% quando a
selecéo foi baseada em plantas F, individuais e 69% quando a selecao foi baseada
na progénie Fs.

Objetivando estudar os componentes genéticos envolvidos no controle
do teor de proteina e em outros 8 caracteres agronémicos, PIOVESAN (2000)
encontrou, com base nos componentes de varidncia, estimativas de
herdabilidade para teor de proteina nas 6 populacfes F, estudadas variando de
22 a 81%. TEIXEIRA (2003), estudando um populacdo nas geracdes F, e Fj,
encontrou estimativas de herdabilidade de 56,2% para o teor de proteinas
totais, 62,1% para o teor de 7S e 43,4% para o teor de 11S, mostrando a
possibilidade de melhoramento para a qualidade protéica da soja
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CAPITULO 1

DESENVOLVIMENTO DE METODO ENZIMATICO PARA
QUANTIFICACAO DE SACAROSE EM GRAOS DE SOJA.

RESUMO
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O conteudo de sacarose no grdao de soja é uma das mais importantes
caracteristicas responsaveis pela melhoria da qualidade, principalmente no que
tange ao sabor e ao aroma, sendo um fator critico na elaboracéo de produtos a base
de soja. O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma metodologia
espectrofotométrica, simples e de baixo custo, para quantificacdo de sacarose em
graos de soja. Para isso combinou-se a acdo da enzima glicose-oxidase, largamente
usada na quantificacdo de glicose, com a invertase, uma enzima hidrolitica que cliva
a ligacéo glicosidica da sacarose formando frutose e glicose. Adaptou-se ainda este
sistema para placas de ELISA, possibilitando andlises em larga escala a um baixo
custo, com grande potencial de aplicacdo em analises de rotina no melhoramento da
soja. Para validar esta nova metodologia, quantificou-se também o teor de sacarose
no gréo de 14 gendtipos de soja por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
por um método enzimatico ja devidamente validado, calculando ao final o coeficiente
de correlagdo entre as metodologias. Estas correlagbes foram altamente
significativas, principalmente entre a quantificacdo por CLAE e a metodologia por
nés desenvolvida (r=0,9766), demonstrando ser esta eficiente na quantificacdo de

sacarose.

1. Introducéo

O conteudo de sacarose no grédo de soja é uma das mais importantes
caracteristicas responsaveis pela melhoria da qualidade deste, principalmente
no que tange ao sabor e ao aroma, sendo um fator critico na elaboracao de
produtos a base de soja (TAIRA, 1990). Porém, esta caracteristica recebeu
pouca atencao nos programas de melhoramento da soja, o qual se preocupou
primeiramente com o aumento do teor do 6leo, usado no consumo humano, e
posteriormente com o aumento do teor de proteina, majoritariamente usada no
preparo de ragcdes animais (CICEK, 1997).
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Outro fator que tem dificultado o melhoramento para o teor de sacarose
em soja é a dificuldade e os custos envolvidos na quantificacdo deste
dissacarideo (MAUGHAN et al., 2000). Na literatura encontram-se poucas
metodologias disponiveis para este fim. Uma delas é a cromatografia liqguida
de alta eficiéncia (CLAE), usada ha varios anos por inumeros pesquisadores
(KUO ET AL., 1997; LOWELL e KUO, 1989) em analises quantitativas e
gualitativas de inumeros compostos. Apesar da alta confiabilidade desta
andlise, ela apresenta custos proibitivos para ser usada no processo de
melhoramento, o qual requer a analise de um numero muito grande de
amostras.

Um meétodo enzimatico que consiste na determinacdo sequencial de
glicose, frutose e sacarose presentes na fragcdo soltvel de um extrato alcoodlico
foi proposto por STITT et al. (1989). Esta metodologia apresenta custos mais
compativeis, porém ainda assim é muito trabalhosa, demandando uma parcela
significativa de tempo para ser concluida.

Visando desenvolver uma metodologia para quantificacdo de sacarose,
gue possa ser usada em graos de soja, com potencial de uso no
melhoramento, ou seja, que possibilite a realizacdo de analises em larga escala
a um baixo custo, estamos propondo neste trabalho um método enzimatico
adaptado para o uso em placas de poliestireno de 96 pocos (“placas de
ELISA”). Este método € baseado na acdo combinada da enzima glicose-
oxidase, largamente usada em kits comerciais parar quantificacdo de glicose,
com a invertase, enzima hidrolitica que cliva a ligacdo glicosidica da sacarose
formando frutose e glicose. Para validar esta nova metodologia, analisamos 14
amostras de sementes de soja pelo método enziméatico desenvolvido,
denominado método GOD/invertase e também por CLAE e pelo método
enzimatico desenvolvido por STITT et al. (1989).
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2. Material e métodos

2.1. Material genético e reagentes

As amostras analisadas foram constituidas de sementes de seis variedades e
de oito linhagens de soja, obtidas junto ao Programa de Melhoramento da Qualidade
da Soja do BIOAGRO-UFV. O kit BIOCLIN para quantificacéo de glicose baseado na
acdo da enzima glicose-oxidase (GOD) foi adquirido junto a Quibase Quimica
Basica. A enzima invertase, a adenosina trifosfato (ATP) e o imidazol foram
adquiridos junto a Sigma. As enzimas glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PDH),
fosfoglicoisomerase (PGI) e hexocinase foram adquiridas junto a Roche. O 3-
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD") foi adquirido junto & Merck. Todos 0s
outros reagentes utilizados possuiam grau analitico. A agua utilizada nas analises
por CLAE foi purificada pelo sistema MilliQ, e a acetonitrila grau analitico foi filtrada
antes do uso.

2.2. Extragdo de carboidratos

Vinte sementes de soja de cada amostraforam moidase o
po resultante foi seco em estufa durante 5 horasauma
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temperatura de 105 °C. Apés este periodo, as amostras foram
transferidas para um dessecador. Utilizando microtubos,
pesou-se apr oximadamente 20 mg de amostra em uma
balanca analitica. A cada tubo adicionou 1,0 mL de etanol 80%,
homogeneizou-se por 1,0 min em vortex e foram deixados em
um banho-maria a 70 °C por 90 min. Decorrido este periodo,
os tubosforam centrifugados por 10 min a 16.100Xg. O
sobrenadante foi coletado e o volume aferido para 1,0 mL em
tubos de ensaio volumeétricos, transferindo-se a solucéo para
um microtubo. Este extrato foi utilizado tanto na deter minacao
sequencial de glicose, frutose e sacar ose pelo métodode STITT
guanto na deter minacéo de sacar ose pelo método
GOD/invertase, desenvolvido neste trabalho.

2.3. Quantificacado de sacarose pelo método GOD/invertase

O método GOD/invertase consistiu no seguinte
procedimento: em uma “ placa de ELISA’ de 96 pocgos foram
adicionados em cada poco 85,0 yuL de agua destilada, 5,0 yL do
extrato alcodlico de cada amostra e 10 uL deinvertase. A
invertase foi preparada numa concentracao de 200000 U/ mL,
em agua destilada. Feito isso, a placa foi selada e deixada em
banho-maria a 55 °C por 10 minutos. Decorrido este periodo
de tempo aplacafoi retirada do banho, adicionou-se 200 yuL do
reagente GOD (Bioclin), sendo posterior mente selada e
deixada em banho-maria a 37 °C por 15 min. Terminado este
tempo, a placafoi retirada do banho e deixada atemperatura
ambiente por 5 min pararesfriar ealeturada absorvanciafoi
realizadaem 490 nm num espectrofotdbmetro Titertek
Multiskan Plus, equipado pararealizar leituras em “ placasde
ELISA”. Em cada placa f oram adicionados ainda solucoes
padr &o de sacar ose nas concentracgdes de O; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2
e 0,25 % (g/100mL). I sto possibilitou a construcdo de uma
curva de calibracao e por meio dela deter minou-sea
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concentr acao de sacar ose em cada amostra. A analise foi
realizada em triplicata.

2.4. Quantificacdo de sacarose pelo método enzimatico de STITT

O conteudo de sacarose nas sementes de soja foi também
determinado por meio da adaptacao do método enzimatico
publicado por STITT et al. (1989). Em cada poco de uma “placa
deELISA” foram adicionados 130 pL de tampé&o contendo
imidazol 200 MM, MgCl210 mM, NAD* 4 mM, ATP 2mM €0,4 U
de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH); 20 puL do extrato
(amostra) e 110 UL de dgua destilada. Para medir glicose
foram adicionados 5 pL de hexocinase (0,2 U), colocou-se a
placa no espctrofotometro e fez-se a leitura de absorvancia em
340 nm, esper ando-se a estabilizacao das leituras. Para medir
frutose, foram adicionados 5 L de fosfoglicoisomerase (0,6
u) etambém esperou-se a estabilizacao das leituras de
absorvanciaem 340 nm. Para medir sacarose, foram
adicionados 5 pl deinvertase (50 U) e esperou-se a
estabilizacdo dasleituras. Aposter atingido esta tltima
estabilizacédo, os valores maximos das absorvancias foram
registrados e calculou-se os AA (valor final menoso inicial,
antes de se adicionar cada enzima). Dividindo-se esse AA por
6,2 (coeficiente de extingao do NAD*), transformou-se os
valores de absorvancia em pumol de NADH (ou em umol de
equivalentes-glicose) por poco. Para sacar ose, 0 AA deve ser
dividido por 2, para depoisdividi-lo pelo coeficiente de
extincao. Esta analise foi feita em triplicata. As leituras foram
feitas em 340 nm em um espectr ofobmetr o M olecular Devices,
guerealizaaleitura da absorvanciaem “placas de ELISA’ de 96
pocos. Além dos brancos 1 (checagem do tampé&o) e 2
(checagem do sistema, com glicose, frutose e sacarose), foi
feita a checagem da linearidade do resultado com o volume do

extrato. As analises foram realizadas em triplicata.

Para o célculo do teor de sacarose na massa seca foi utilizada a seguinte
equacgao:
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Sacarose (mqg g'lms) ={[(0,5 x AA/ 6,2) x (vol total do extrato / aliquota na reacao)] /
massa seca} x 0,3423.

2.5. Quantificacdo de sacarose por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)

Na analise por CLAE, 20 sementes de cada uma das 14 amostras foram
moidas em moinho analitico da marca Quimis, peneiradas e liofilizadas durante 10
horas em um liofilizador da marca Edwards, modelo Pirani 501. Pesou-se, em
triplicata, aproximadamente 20 mg de soja em tubos de propileno para
microcentrifuga de 2,0 mL de capacidade e com tampa rosqueavel. Em seguida
procedeu-se a extracdo de lipideos, adicionando 1,0 mL de éter de petroleo,
agquecendo em banho-maria a 42 °C por 5 min sob agitacdo constante. Decorrido
este periodo as amostras foram homogeneizadas em Vortex, centrifugadas a
16.100Xg por 10 min e descartado o éter de petroleo. Este procedimento foi repetido
cinco vezes. Concluida a extracdo de lipideos, procedeu-se a extragdo dos acucares
soluveis, adicionando 1,0 mL de etanol 80% a cada tubo, os quais foram aquecidos
em banho-maria em ebulicdo por 5 minutos, sob agitacdo. Apés este periodo a
amostra foi resfriada até a temperatura ambiente, sendo entdo homogeneizada e
depois centrifugada a 16.100Xg por 5 min. A solucao alcodlica foi coletada em um
béquer de 10 mL. Este procedimento foi repetido 3 vezes. Concluida a extragdo dos
acucares, os béqueres foram deixados em uma estufa a 48 °C até evaporar todo o
solvente. Feito isso, ressuspendeu-se 0s acucares em 1 mL de etanol 80%, aferiu-se
0 volume em tubos de ensaio volumétricos e transferiu-se a solugcéo para um
microtubo. Este por sua vez foi congelado a —20 °C. Para a aplicacdo das amostras,
estas foram descongeladas, centrifugadas a 16.100Xg por 10 min e filtradas. Foram
aplicadas aliquotas de 25 pL em um cromatografo da marca Shimadzu, com
deteccgédo por indice de refracdo. A fase movel utilizada foi acetonitrila/agua na
proporcao 80:20. A coluna utilizada foi a Supelcosil LC-NH, da marca Supelco.
Visando principalmente a quantificacdo de sacarose nas amostras, foram também
aplicadas solucdes padrdes contendo quantidades conhecidas dos agucares frutose,
sacarose, rafinose e estaquiose. Por meio de uma curva de calibragao determinou-
se a concentracdo de sacarose de cada amostra.

2.6. Correlacfes entre as metodologias

Foram calculados as estimativas dos coeficientes de correlacdo de Pearson
entre as 3 metodologias empregadas na quantificacdo de sacarose, agrupadas duas
a duas. Para isso foi utilizada a seguinte expressao:

_oov(x, %,)
Jvar(x) var(x,)

% Xo

onde,
rxi,x2) = estimador do coeficiente de correlagéo entre a concentragéo de sacarose
determinada pelos métodos 1 e 2;
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Cov(X1,X2) = estimador da covariancia entre a concentragéo de sacarose
determinada pelos métodos 1 e 2;

var(xy) e var(xy) = estimadores das variancias da concentragéo de sacarose
determinada pelos métodos 1 e 2, respectivamente.

3. Resultados e Discussao

O método GOD/invertase para quantificacéo de sacarose em sementes de sojafoi
desenvolvido com o intuito de possibilitar a andlise de um grande niUmero de amostras em um
curto periodo de tempo e com baixo custo. A Figura 1 apresenta de forma esquemética o
principio bioquimico do método. Numa primeira etapa, a sacarose contida na amostra de
semente de soja € clivada pela enzima invertase (INV) em umamolécula de glicose (Glc) e
outra de frutose (Fru). A molécula de glicose € oxidada pela enzima glicose-oxidase (GOD),
formando écido gliconico e peréxido de hidrogénio. O perdxido formado é oxidado na
presenca de fenol pela enzima peroxidase, formando uma quinona com absorgdo entre 490 e

520 nm.
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INV Glc + Fru

Sacarose

Glc + O, + H,0 Ac. Gliconico + H,0,

Peroxidase _
H,0, + Fenol > Quinona

!

Abs =490 - 520 nm

Figura 1: Representacdo esquematica mostrando as rea¢des quimicas que ocorrem
e as etapas envolvidas na analise de sacarose pelo método
GOD/invertase.

Para se chegar as condicfes experimentais descritas no item 2.3, foram testadas vérias
outras condic¢des experimentais, como tempo e temperatura de hidrélise pelainvertase,
concentracdo das solucdes padréo de sacarose, das amostras e dos demais reagentes
enziméticos utilizados. A Figura 2 representa uma curva de calibrac&o obtida nas condicoes

descritas no item 2.3.
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Figura 2: Curvade calibracéo obtida para o método GOD/invertase
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A Figura 3 apresenta o gréfico gerado pelo método de STITT para uma das amostras

de soja analisadas e a Figura 4 apresenta esquemati camente as reacoes e etapas envolvidas no

meétodo
« A
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Figura 3: Quantificacdo de sacarose pelo método de STITT. A) Padrdes,
Glc=Fru=0,1 mM; Sac=0,05 mM. B) Extrato alcoodlico de semente de soja
(variedade Wilami).
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PGI
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INV Glc + Fru

HK
ATP

G6P

Sacarose

G6PDH
NAD

Gluconato6P + NADH

l

Absys, =340 nm

Figura 4. Representacdo esguematica das reacoes e etapas envolvidas na quantificacéo de

sacarose pelo método enzimatico de STITT.

Pode-se observar pela Figura4 que o método de STITT consiste primeiramente na
clivagem da mol écula de sacarose pelainvertase formando glicose e frutose. A frutose
formada é convertida em glicose pela enzima fosfoglicoisomerase (PGI). Ao final desta etapa
cada molécula de sacarose foi convertida em duas moléculas de glicose. A glicose formada é
convertida em glicose -6-fosfato (G6P) pela hexocinase (HK) na presencade ATP. A G6P por
suavez é, napresencado NAD, convertida pela glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) em
gluconato 6P e NADH, o qual absorve radiagcéo em 340 nm. Como as enzimas sao
adicionadas sequenciamente, este método permite quantificar, além do teor de sacarose, 0s
teores de glicose e frutose na semente. Contudo podemos observar pelo gréfico da Figura 3B
gue a semente de soja, como tem sido relatado por diversos pesguisadores, possui muito
pouco monossacarideos, principalmente glicose. Este dado é importante, pois torna confiéavel
aandlise de sacarose pelo método GOD/invertase, podendo assumir que praticamente toda a

glicose formada durante o ensaio € proveniente da clivagem da sacarose.
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A Figura5 apresenta um cromatograma obtido na andlise por CLAE, ressaltando os

picos referentes & mol écul as de sacarose, rafinose e estaquiose.

mV

60+

40
sacarose

204

rafinose estaquiose

Figura 5: Perfil cromatografico obtido para extratos alcodlicos de sementes de soja (cultivar

Wilami).

As concentragdes de sacarose determinadas por estas 3 diferentes metodol ogias bem
COmo 0s respectivos coeficientes de variagao estdo apresentadosna Tabelal e 2. A Tabela3

apresenta os coeficientes de correl agdo entre as metodol ogias.

A metodologia desenvolvida para quantificacdo de sacarose em sementes de
soja, denominada GOD/invertase, apresentou altos e significativos coeficientes de
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correlacéo, tanto com a analise feita por CLAE (r=0,9685, extratos diferentes;
r=0,9854, mesmo extrato) quanto com a analise feita pelo método enzimatico de
STITT (r=0,9461). O método GOD/invertase apresentou excelente exatiddo, indicada
pela alta correlacdo com metodologias ja devidamente validadas como € o caso da
quantificacdo por CLAE. O método também apresentou boa precisao, indicada pelos
baixos coeficientes de variacdo, que variaram entre 4,87% a 12,08%. Esta
metodologia desenvolvida baseia-se na analise em “placas de ELISA” de 96 pocos,
requerendo basicamente um espectrofotdmetro adaptado para leitura em placas de
ELISA e reagentes de baixo custo. Estas caracteristicas tornam a metodologia
apropriada para quantificacdo de sacarose em sementes em programas de
melhoramento de soja, permitindo a realizacdo de analises em larga escala e a um
custo acessivel ao programa de melhoramento de soja.

Tabela 1: Concentracfes de sacarose (média de trés repeticdes) em % (g/100g) em
diferentes amostras de sementes de soja, determinadas pelos métodos
CLAE, Glicose-oxidase/Invertase (GOD/INV) e STITT. O coeficiente de
variacao (CV) para cada metodologia também é mostrado.

HPLC GOD/INV Stitt
Amostra Sacarose CV(%) Sacarose CV(%) Sacarose CV(%)
(%) (%) (%)
CD2053PTA.74.B PL20 269+040 1488 2,84+0,34 1197 7,96+0,62 7,78
CD2053PTA.61.22.4 PL8 4,70+ 0,41 8,72 4,14 + 0,28 6,77 9,01+£0,43 4,77
CD2053PTA74B.1.1 5,89+£0,18 3,06 6,16 £ 0,30 4,87 9,81+£0,71 7,24
CD2053PTA152.7.1 5,29 £ 0,22 4,20 531+041 7,72 10,06 +0,82 8,15
CD2053PTA350.35.6.22.1 394+021 532 38+033 856 861+0,78 9,06
CD2053PTA295.7.3.3.1 391+052 1341 4,61+043 9,33 8,92 + 0,67 7,51
CD2013PTA106A PL4 3,75+ 0,37 9,74 3,67+0,31 8,45 796+0,96 12,06
CD2013PTA171.20.7 PL7 3,33+£0,38 11,51 3,86+0,18 4,66 8,13+0,28 3,45
WILAMI 7,90 £ 0,35 4,46 7,12 +£ 0,49 6,88 10,55+0,58 5,50
NATTO 574+0,12 2,09 555+0,67 12,08 9,62+0,9 9,35
LATEGIANT 7,87 £ 0,39 4,93 6,64 £ 0,44 6,62 11,10+1,15 10,36
TADACHA 8,63 0,20 2,28 7,28 £0,54 7,42 11,57+0,64 5,53
TOFU 6,98+0,76 10,92 6,04+036 596 980+085 8,67
TAMBACURA 7,80 £ 0,54 6,90 7,27 £ 0,57 784 10,98+0,63 5,74
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Tabela 2: Concentracfes de sacarose (média de trés repeticdes) em % (g/100g) em
diferentes amostras de sementes de soja, determinadas no mesmo
extrato alcoodlico pelos métodos CLAE e Glicose-oxidase/Invertase
(GOD/INV). O coeficiente de variacdo (CV) para cada metodologia
também é mostrado.

CLAE GOD/INV
Amostra Sacarose (%) CV(%) Sacarose (%) CV(%)
CD2053PTA.74.B PL20 2,69+ 0,40 14,88 2,54 + 0,36 14,29
CD2053PTA.61.22.4 PL8 4,70+ 0,41 8,72 4,61 +0,17 3,71
CD2053PTA74B.1.1 5,89 +0,18 3,06 6,54 + 0,20 3,09
CD2053PTA152.7.1 5,29+ 0,22 4,20 5,50+ 0,21 3,85
CD2053PTA350.35.6.22.1 3,94 +0,21 5,32 3,86 + 0,21 5,51
CD2053PTA295.7.3.3.1 3,91 +0,52 13,41 3,86 +0,71 18,33
CD2013PTA106A PL4 3,75+ 0,37 9,74 3,26+ 0,21 6,32
CD2013PTA171.20.7 PL7 3,33+0,38 11,51 2,94 + 0,02 0,58

Tabela 3: Estimativas dos coeficientes de correlacdo de Pearson entre as diferentes
metodologias utilizadas na quantificagdo de sacarose em sementes de

soja.
Metodologia Coeficiente de correlacao
CLAE X GODI/INV 0,9685
CLAE X GOD/INV* 0,9854"
CLAE X Stitt 0,9579
Stitt X GOD/INV 0,9461"

# Analise realizada no mesmo extrato alcoolico utilizado para analise por CLAE.

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste t.

4. Conclusodes

De acordo com os resultados obtidos nesse trabalho, podemos concluir que:
¢ A metodologia desenvolvida para quantificacdo de sacarose em sementes de

soja, denominada GODl/invertase, apresentou altos coeficientes de
correlagao, tanto com a metodologia de CLAE (r=0,9685 e r=0,9854) quanto
com o método enzimético desenvolvido por STITT e colaboradores
(r=0,9461);
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¢ O método GOD/invertase apresentou excelente exatiddo, indicada pela alta
correlacdo com metodologias ja devidamente validadas;

e O método GODl/invertase apresentou boa precisdo, indicada pelos baixos
coeficientes de variacao, que variaram entre 4,87% a 12,08%.

¢ A metodologia desenvolvida baseia-se na analise em placas de ELISA de 96
pocos, requerendo basicamente um espectrofotdmetro adaptado para leitura
em placas de ELISA e reagentes de baixo custo. Estas caracteristicas a torna
apropriada para quantificacdo de sacarose na semente de soja em programas
de melhoramento, permitindo a realizacdo de analises em larga escala a um

custo acessivel ao programa.
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CAPITULO 2

CORRELACOES ENTRE OS CONTEUDOS DE PROTEINA TOTAL,
SACAROSE, RAFINOSE E ESTAQUIOSE EM SOJA

RESUMO

O mercado de produtos a base de soja para o consumo humano tem crescido
ao longo dos ultimos anos, gracas a divulgacéo de resultados de pesquisas que
revelaram os beneficios para a satde humana e o grande valor nutricional dos graos
desta cultura. Para atender a este mercado & necessario o constante
desenvolvimento de novas variedades que atendam requisitos necessarios a
elaboracao destes produtos. Entre estes se destacam os teores de sacarose e de
acucares soluveis totais no grao. Este trabalho teve como objetivo selecionar
progenitores contendo alto teor de sacarose e analisar os teores de sacarose,
rafinose, estaquiose, aclucares sollveis totais e proteinas totais numa populagéo
derivada dos progenitores selecionados, estimando-se ao final as correlacdes entre
estas caracteristicas. Uma populagdo composta de 119 progénies F,.3 derivadas do
cruzamento entre a linhagem CD2013PTWA4-1-1, derivada de uma variedade que
possui alto teor de sacarose, com a isolinha CD2013PTA106B-4, derivada de uma
linhagem que possui alto teor de proteina, constituiram o material genético utilizado

52



neste trabalho. Este material, juntamente com os progenitores, foi analisado para as
caracteristicas: concentracéo de sacarose, analisada por CLAE e pelo método
GODlinvertase, concentracao de rafinose, estaquiose, acucares solluveis totais,
proteina total e peso de 100 sementes. Foram realizados testes de normalidade para
cada caracteristica bem como se determinou as herdabilidades de cada uma e as
correlacdes fenotipicas entre elas. As herdabilidades no sentido amplo das
caracteristicas concentracdo de sacarose, rafinose, agucares sollveis totais e
proteina foram altas, significando que a maior parte da variacdo observada nessas
caracteristicas € devida a causas genéticas. As concentracdes de sacarose
determinadas por CLAE e pelo método GOD/invertase apresentaram coeficientes de
correlacdo de Pearson e Spearman relativamente altos, evidenciando a
aplicabilidade do método enziméatico desenvolvido. A concentracéo de sacarose
determinada por CLAE apresentou altos e positivos coeficientes de correlagdo com
as concentracdes de rafinose, estaquiose e acucares sollveis totais, indicando a
impossibilidade de se fazer selecéo indireta de individuos com baixos teores de
rafinose e estaquiose nesta populacéo. A concentracdo de sacarose determinada
por CLAE correlacionou negativamente com a concentragéo de proteinas totais,
indicando a impossibilidade de se fazer sele¢éo direta de individuos contendo altos
teores de ambas as caracteristicas. A correlacdo entre as concentracdes de rafinose
e estaquiose com a concentracao de proteina foi ndo significativa. A correlacéo entre
a concentracéo de sacarose determinada por CLAE com o peso de 100 sementes
nao foi significativa. O mesmo comportamento foi observado para as concentracdes
de rafinose, estaquiose e acucares sollveis totais. As correlacdes entre a
concentracdo de sacarose determinadas pelo método GOD/invertase com as demais
caracteristicas foram menores do que aquelas encontradas entre a concentracao de
sacarose determinadas por CLAE com as outras caracteristicas. Uma possivel
explicagéo pode estar no fato da correlagdo entre as duas metodologias néo ter sido
tdo alta (54,8%). Isso sugere a necessidade de andlises semelhantes em outras
populacdes para aumentar a abrangéncia desses resultados. Apenas a
concentracdo de estaquiose, pelo teste de Lilliefors, e a concentracao de proteina,
pelo teste de curtose, foram néo significativos, evidenciando uma distribuicao
aproximadamente normal. As demais caracteristicas ndo apresentaram esta
distribuicéo.
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1. Introducéo

A cultura comercial da soja no Brasil iniciou-se na década de 1970
principalmente com introducdes de variedades comerciais americanas ou com
variedades derivadas do intercruzamento entre elas. Como os programas de
melhoramento existentes na época, tanto nos Estados Unidos quanto os que
se desenvolveram aqui no Brasil, priorizavam os quesitos produtividade e teor
de Oleo, outros quesitos que hoje tem ganhado importancia, como o teor de
proteina, teor de sacarose e o teor de acucares sollveis totais se mantiveram
baixos nas principais variedades cultivadas no Brasil.

Atualmente, o farelo de soja € um dos principais produtos das industrias de
esmagamento no Brasil, sendo que a maior parte dele destina-se a exportacao. O
teor de proteina no farelo influencia a determinacdo de seu valor comercial, assim,
torna-se necessario o desenvolvimento de variedades produtivas e com alto teor de
proteina (PIOVESAN, 2000).

Nos ultimos anos, com a divulgacao de resultados de pesquisas que
revelaram os beneficios para a salde humana e o grande valor nutricional dos graos
desta cultura, aumentou muito a procura por produtos a base de soja para o
consumo humano.

Contudo, as variedades comerciais brasileiras mais comumente cultivadas
ndo atendem a alguns requisitos necessarios na elaboragéo destes produtos a base
de soja, requisitos estes referentes a aparéncia, ao sabor e ao valor nutricional. Os
principais sdo o tamanho do grao, a uniformidade e os contetdos de proteina, 6leo,
carboidratos, calcio, fibras e cinzas (CHEN e BUSS, 2004). Por exemplo, para a
producéo do tofu e do miso séo preferidas variedades que apresentam sementes
grandes (>20 mg/semente) com alto teor de proteina e sacarose e baixo teor de
0leo. J& na producao do natto sdo preferidas variedades com sementes pequenas
(<8 mg/semente) contendo alto teor de sacarose e baixo teor de calcio (GRIFFTIS e
WIEDERMANN, 1990). Tamanha é a importancia destas caracteristicas que nos
Estados Unidos industrias de alimentos oferecem prémios a produtores que queiram
plantar variedades que satisfagcam estas caracteristicas, as quais sdo menos
produtivas do que cultivares comerciais (CARTER, 1987, citado por MAUGHAN et
al., 2000).

O conteudo de sacarose no grdo € uma das mais importantes
caracteristicas responsaveis pela melhoria da qualidade deste, sendo um fator
critico na elaboracdo de produtos a base de soja. Porém, esta caracteristica
recebeu pouca atenc¢éo no processo historico do melhoramento da soja, o qual
se preocupou primeiramente com o aumento do teor do 6leo, usado no
consumo humano, e posteriormente com o aumento do teor e da qualidade da
proteina, majoritariamente usada no preparo de racdes animais.

Outros dois caracteres quantitativos importantes na qualidade de
produtos a base de soja € o teor de acUcares totais e o teor de acUcares
sollveis totais, que incluem principalmente a soma dos teores de sacarose,
estaquiose e rafinose. Embora o aumento do teor de sacarose na semente de
soja seja considerado um avanc¢o na melhoria da qualidade desta cultura, os
teores de rafinose e estaquiose devem permanecer 0os mais baixos possiveis,
pois ambos séo responsaveis pela flatuléncia causada por produtos a base de
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soja. Isso porque eles ndo séo digeridos no trato digestivo dos animais
monogastricos.

A informag&o de como est&o correlacionados os teores dos diversos constituintes da
semente da soja é essencial em um programa de melhoramento que visa melhorar a
qualidade dos gréos desta cultura, especial mente se alguma das caracteristicas avaliadas

apresentarem baixa herdabilidade e, ou, tiver problemas de medic&o e identificagao.

Para FALCONER (1987) a herdabilidade de um carater métrico € uma das
mais importantes propriedades de uma populagdo, porgue expressa a
proporcao da variancia total que € atribuida ao efeito médio dos genes, o0 que
determina o grau de semelhanca entre progenitores. A selecdo é efetuada,
fundamentalmente, nessa semelhanca. Entretanto, RAMALHO et al. (1993)
ressaltam que a herdabilidade ndo é apenas uma propriedade do carater, mas
também da populacéo e das condicdes ambientais a que foram submetidos os
individuos da populacéo.

FALCONER (1997) ressalta que as estimativas de herdabilidade, os ganhos esperados com
a selecdo e as correl agdes das caracteristicas selecionadas sdo extremamente importantes

para orientar e plangjar programas de melhoramento.

Segundo CICEK (1997), uma forma barata, facil e eficiente para o screening
de plantas com alto teor de sacarose seria 0 uso de marcadores moleculares,
ferramenta esta que se mostrou muito eficiente no melhoramento para outras
caracteristicas quantitativas, como o teor de 6leo e de proteina.

A selecao de caracteristicas agronémicas monitorada por marcadores
moleculares baseia-se no principio de que se um gene, ou um bloco de genes,
encontra-se ligado a um marcador genético de facil identificacdo, entdo, esse
marcador pode ser usado para selecionar a caracteristica de interesse.
Segundo HAYWARD et al. (1994) o método mais eficaz para este tipo de
associacao envolve a producdo de mapas genéticos detalhados nos quais séo
localizadas regides contendo locos para caracteristicas quantitativas (QTLS).

Este trabalho faz parte do programa de melhoramento de qualidade da soja
desenvolvido pelo BIOAGRO/UFV, que visa o desenvolvimento de variedades
apropriadas a elaboracéo de produtos a base de soja destinados ao consumo
humano. Este programa pretende produzir variedades que combinem as
caracteristicas alto teor de sacarose (~10%), baixos teores de rafinose e estaquiose,
alto teor de proteina, alta relacdo 11S/7S e alta produtividade. Para isso tivemos
como objetivos: (i) selecionar progenitores contendo alto teor de sacarose para uso
no programa de retrocruzamentos; (ii) analisar as concentra¢des de sacarose,
rafinose, estaquiose, aclUcares sollveis totais, proteinas totais e peso de 100
sementes numa populacao derivada dos progenitores selecionados; (iii) estimar as
herdabilidades dessas caracteristicas analisadas; (iv) estimar as correlacdes
fenotipicas entre essas caracteristicas.
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2. Material e Métodos

2.1. Material Genético

Foram utilizadas 119 progénies F,.3 (CD201H48), derivadas do cruzamento entre a
linhagem CD2013PTWAA4-1-1 (P1-progenitor materno) com aisolinha CD2013PTA106B-
4 (P2-progenitor paterno). Como podemos observar na Figura 1, P1 é umalinhagem
derivada do cruzamento entre a variedade Wilami, que possui alto teor de sacarose (7,9 %),
com avariedade comercial CD201 (3,5 %). P2 é umaisolinha derivada do cruzamento
entre alinhagem BR8014383, que possui alto teor de proteina (48,0 %), com a variedade
comercial CD201 (38,0 %). Além das sementes de cada um dos 119 individuo da
populacéo F».3, que eram sementes derivadas de plantas F,, foram analisadas também
sementes de 12 plantas do progenitor materno (P1) e 23 plantas do progenitor paterno (P2),

visando calcular avariancia ambiental e, conseqientemente, a herdabilidade no sentido

amplo.
BR8014383 x CD201 WILAMI x CD201
l !
F
* F1 11
l
F, F,
* RC,F, l
* CD2013PTWH (RC1F1)




Figura 1: Histérico da populacdo CD201H48, usada nas analises deste trabalho.

2.2. Analise da concentracéo de proteinatotal

O teor de proteina total da semente de cada individuo da populag&o F.3 foi
determinado, tomando-se uma amostra de 30 sementes de cada planta. Cada
amostra foi moida e seca em estufa a 105 °C por 5 horas. A determinacéo foi
realizada pelo método Kjeldahl modificado, segundo as normas analiticas do
INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1985), que requer um minimo de trezentos miligramas
de soja moida. Na fase de digestéo, apds a obtencdo do material aparentemente
digerido com acido sulfarico, foi adicionado o peroxido de hidrogénio 30%, sendo a
mistura levada ao aquecimento por mais 30 minutos. Na fase de destilagcéo, a
amonia liberada foi recolhida em solucdo de acido bérico 4%. Obteve-se o teor de
nitrogénio pela titulacdo da aménia com acido cloridrico 0,05%. A partir do teor de
nitrogénio, foi calculada a porcentagem de proteinas totais da amostra, empregando-
se o fator de nitrogénio 6,25 no material analisado. Os resultados dos teores de
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proteina foram expressos em porcentagem, com base na matéria seca obtida pela
secagem em estufa a 105°C por 24 horas.

2.3. Andlise da concentracdo de acucares soluveis totais

Para a determinacédo do teor de aglcares soluveis totais, que consiste
basicamente na soma dos teores de sacarose, rafinose e estaquiose, foi usada a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Na analise, 20 sementes de cada
uma das amostras foram moidas em moinho analitico da marca Quimis e secas em
estufa a 105°C por 24 horas. Pesou-se, em duplicata, aproximadamente 20 mg de
soja em tubos de propileno para microcentrifuga, de 2,0 mL de capacidade e com
tampa rosqueavel. Em seguida procedeu-se a extracéo de lipideos, adicionando 1,0
mL de éter de petréleo, aquecendo em banho-maria a 42 °C por 5 min sob agitacéo
constante. Decorrido este periodo as amostras foram homogeneizadas em Vortex,
centrifugadas a 16.100 g por 10 min e descartado o éter de petréleo. Este
procedimento foi repetido por 5 vezes. Concluida a extracdo de lipideos, procedeu-
se a extracdo dos acgucares soluveis, adicionando 1,0 mL de etanol 80% a cada
tubo, os quais foram aquecidos em banho-maria em ebulicdo por 5 minutos, sob
agitacdo. Apos este periodo a amostra foi deixada resfriar até a temperatura
ambiente, sendo entdo homogeneizada e depois centrifugada a 16.100 g por 5 min.
A solucéo alcodlica foi coletada em um béquer de 10 mL. Este procedimento foi
repetido por 3 vezes. Concluida a extragcdo dos agucares, os béquers foram
deixados em uma estufa a 48 °C até evaporar todo o solvente. Feito isso,
ressuspendeu-se 0s agucares em 1 mL de etanol 80%, aferiu-se o volume em tubos
de ensaio volumétricos e transferiu-se a solucao para um tubo eppendorf. Este por
sua vez foi congelado em freezer a —20 °C. Para a aplicacéo das amostras, estas
foram descongeladas, centrifugadas a 16.100 g por 10 min e filtradas. Foram
aplicadas aliquotas de 25 pL em um cromatografo da marca Shimadzu, com
deteccao por indice de refracdo. A fase moével utilizada foi acetonitrila:agua na
proporgao 80:20. A coluna utilizada foi a Supelcosil LC-NH, da marca Supelco.
Visando principalmente a quantificacdo de sacarose nas amostras, foram também
aplicadas solugdes padrdes contendo quantidades conhecidas dos agucares frutose,
sacarose, rafinose e estaquiose. Por meio de uma curva de calibracdo determinou-
se a concentracdo de sacarose de cada amostra.

2.4. Andlise da concentracdo de sacarose pelo método GOD/invertase.

O conteldo de sacarose nas sementes de soja foi
deter minado através do método GOD/invertase, descrito no
capitulo 1 destatese.

Primeiramente foi feita a extracédo dos acuicares da
semente. 20 sementes de soja de cada amostra foram moidas e
depois secas em estufadurante 5 haumatemperaturade 105
°C. Apés este periodo, as amostras foram transferidas paraum
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dessecador. Utilizando tubos eppendorf, pesou-se
aproximadamente 20 mg de amostra em uma balanca analitica
em triplicata. A cadatubo adicionou 1,0 mL de etanol 80%,
homogeneizou-se por 1,0 min em Vortex e foram deixados em
um banho-maria a 70 °C por 90 min. Decorrido este periodo,
os tubosforam centrifugados por 10 min a16.100g.0O
sobrenadante foi coletado e aferiu-se o volume para 1,0 mL em
tubos de ensaio volumeétricos, transferindo-se a solucéo para
um tubo eppendorf.

Em uma “placa de ELISA’ de 96 pocos foram adicionados
em cada poco 85,0 uL de agua destilada, 5,0 uL do extrato
alcodlico de cada amostra e 10 L de invertase. A invertase foi
preparada numa concentracao de 10mg/mL, em agua
destilada. Feito isso, a placa foi selada e deixada em banho-
maria a 55 °C por 10 minutos. Decorrido este periodo de
tempo a placafoi retirada do banho, adicionou-se 200 yL do
reagente GOD (Bioclin), sendo posteriormente selada e
deixada em banho-maria a 37 °C por 15 min. Terminado este
tempo, a placafoi retirada do banho e deixada a temperatura
ambiente por 5 min pararesfriar efizemosa leiturada
absorbanciaem 490 nm num espectrofotdmetro Titertek
Multiskan Plus, equipado pararealizar leiturasem “placas de
ELISA”. Em cada placa foram adicionados ainda solucdes
padr ao de sacar ose nas concentragdes de O; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2
e 0,25 % (g/ 100mL). Isto possibilitou a construcdo de uma
curvade calibracao e por meio dela deter minar mos a
concentracéo de sacarose em cada amostra. As analises foram
realizadasem triplicata.

2.5. Determinagcdo do peso de 100 sementes

Para determinar o peso de 100 sementes de cada planta da populacdo F»3
contou-se o numero de sementes produzidas pela planta e pesou-se este nimero
total de sementes, obtendo-se o peso total das sementes. Por regra de trés simples
determinou-se o peso de 100 sementes.

2.6. Analises Genético Estatisticas
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2.6.1. Estimativa da herdabilidade das caracteristicas avaliadas

Para estimar a herdabilidade no sentido amplo na popula¢gdes F2 para cada
caracteristica analisada, que foram as concentracdes de proteina total, sacarose,
rafinose, estaquiose e aclcares sollveis totais, utilizou-se a expressao abaixo:

2 _ 2 2
ha—GG/GP

onde,

h?, = estimador da herdabilidade no sentido amplo;

o’ = estimador da variancia genotipica na populacéo F;
o°p = estimador da variancia fenotipica na populacéo F-.

2.6.2. Estimativa das correlagdes fenotipicas das caracteristicas avaliadas

Para estimar os coeficientes de correlacdo entre as concentracdes das
caracteristicas analisadas (concentracdes de proteina total, sacarose, rafinose,
estaquiose, acucares soluveis totais e peso de 100 sementes) foram utilizados dois
tipos de correlacéo: a correlagéo de Pearson e a correlagdo de Spearman.

As estimativas dos coeficientes de correlacdo de Pearson foram obtidas por
meio da seguinte expressao:

Mx1,x2) = COV(X].,XZ) / (62x1 . szz)llz

onde,
rxi,x2) = estimador do coeficiente de correlagéo entre a concentragéo das
caracteristicas 1 e 2;
Cov(X1,X2) = estimador da covariancia entre a concentragdo das caracteristicas 1 e
2;
o’x1 e o’x2 = estimador das variancias da concentracdo das caracteristicas 1 e 2,
respectivamente.

J& as estimativas dos coeficientes de correlacdo de Spearman foram obtidas
com o auxilio do aplicativo GENES (CRUZ, 2001), que emprega a seguinte equagao:

rexax2) = 1 —{ 65 d% / n(n*1)}

onde,
d; = diferenca de posto para cada par de observagoes;
n = numero de observacgodes.

2.7. Testes de normalidade

2.7.1. Teste de assimetria
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O coeficiente de assimetria fornece o grau de desvio, ou afastamento da
simetria, de uma distribuicdo. A estimativa do coeficiente de assimetria (s) de uma

variavel x é dada por:

onde:
n= namero de observacoes;
s(x) = desvio padrdo da amostra de dados;

X; = valor maximo da classe i;

x = média geral da amostra de dados.

Nesta expressao, se o resultado for zero, a distribuicdo é simétrica; se o
resultado for negativo, a distribuicdo € assimétrica negativa (inclinada para a
esquerda) e se o resultado for positivo, a distribuicdo é assimétrica positiva
(inclinada para a direita).

As hipoéteses Ho: s=0 e H,: s#0 foram testadas pelo teste t:

A

S

\/ 6n(n—1)
(n-2)n+1)(n+3)

O valor de t calculado foi comparado ao de t tabelado, ao nivel a de
probabilidade, com infinitos graus de liberdade. Se |tca| > twp rejeita-se Ho.
(SCHUSTER e CRUZ, 2004).

2.7.2. Teste de curtose

Curtose é o grau de achatamento de uma distribuicdo, considerado
usualmente em relacéo a distribuicdo normal. Segundo SCHUSTER e CRUZ (2004),
para se estimar o grau de curtose (k) de uma variavel X, utilizam-se a seguinte

formula:

‘_ n(n+1) 3 ()g —)TT_ 3(n-1y
(n-1)(n-2)n-3) & s(X) )] (n-2)n-3)
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Se o resultado for zero, a distribuicdo de frequéncias é a propria distribuicdo
normal, sendo chamada de mesocurtica, se o resultado for negativo, a distribuicédo é
achatada (alta variabilidade) e chamada de planicurtica e se o resultado for positivo,
a distribuicdo é concentrada em torno da média (alta homogeneidade) e chamada de
leptocdrtica.

Para testar a hipétese Ho: k=0 vs Hy: k=0 tem-se o teste t:

~

k

\/ 24n(n - 1)°
(n-3)(n-2)n+3)n+5)

Este valor de t calculado foi comparado ao valor de t tabelado, a nivel o de

probabilidade, com infinitos graus de liberdade. Se |tca| > tiap, rejeita-se Ho.
2.7.3. Teste de Lilliefors

O teste de Lilliefors apresenta o mesmo principio que o teste de qui-
quadrado (%), ou seja, dada uma amostra de tamanho n, agrupam-se os dados em
k classes, podendo-se formar uma distribuicdo de frequéncia com intervalos de
classes iguais a 0,25, 0,50, 0,75, 1,0 do desvio padrdo. As frequéncias esperadas
(FE;) de cada classe sao encontradas de acordo com a distribuicdo normal reduzida
z, multiplicando-se a &rea de cada classe pelo numero total de observacgdes (n) e as
frequéncias observadas (FO;) sdo os numeros de observacdo de cada classe (nj).
Para isso, obtém-se os valores de z com a introdu¢cdo de uma modificacdo,
ampliando o seu uso para 0S casos em gque a média e a variancia nao sao

conhecidas, mas sim estimadas por meio dos dados da amostra, como segue:

Z =— , em que
c

-

z; = valor da variavel normal padronizada da classe i;

X; = valor maximo da classe i;

X = média geral da amostra de dados;

s = desvio padrédo da amostra de dados.
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Na maioria das vezes, o teste de Lilliefors é mais poderoso que o y>.

O teste de Lilliefors pressupde o calculo de todos os z;, 0s quais devem ser
ordenados para as seguintes consideracoes:

F(z) = FEi < z; = valor da tabela de distribuicdo normal reduzida (area);

S(z) = FO; < z; =ni/n, em que:

n;= numero de valores observados < z;;

n = numero total de observacfes da amostra.

D= Maximo | F(z) - S(z))|.

O teste € bilateral, como segue:

Ho: € razoavel estudar os dados através da distribuicdo normal;

Ha: ndo é razoavel estudar os dados atraves da distribuicdo normal.

Rejeita-se a hipotese de nulidade quando Dga = Diwp, €m um nivel a de
probabilidade com n observagfes. Deve-se lembrar, porém, que a néo rejeicdo de
Ho indica apenas que esta é uma razoavel aproximacdo da distribuicdo
desconhecida.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Concentracdo de proteinatotal.

A andlise da concentracéo de proteina total na populacdo F».3 € nos
progenitores foi realizada pelo método de Kjeldahl, método este que é considerado
padrédo para analise da concentracédo de proteina em alimentos. A Figura 1
apresenta a distribuicdo das concentracfes de proteina na populacao e nos
progenitores. A populacao F,.3 apresentou concentracdes variando de 35,19% a
47,49% de proteina, com média igual a 39,93%; os progenitores materno (P1) e
paterno (P2) apresentaram médias iguais a 40,65% e 38,45%, respectivamente
(Quadro 1).

25
20 l ¢
15

10

350 360 370 380 39,0 40,0 41,0 42,0 43,0 44,0 450 460 47,0

Proteina (%)

Numero de individuos
o

Figura 1: Concentragfes de proteina determinadas pelo método de
Kjeldahl na populagéo F,.3. As médias dos progenitores paterno (P2,
38,45%) e materno (P1, 40,65%) estéo indicadas pelas setas.

3.2.  Concentracdo de agucares solUveis totais.

A concentracao de acgucares soluveis totais na semente da soja, como ja foi
mencionada anteriormente, é um quesito importante no preparo de produtos a base
de soja tanto para o consumo humano quanto para o para o consumo de outros
animais monogastricos. Isto porque essa fragdo consiste basicamente na soma dos
teores de sacarose, rafinose, estaquiose e monossacarideos presentes na semente.
Como a semente de soja possui quantidades muito pequenas de monossacarideos,
a soma das concentracdes de sacarose, rafinose e estaquiose, as quais podem ser
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obtidas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), seria uma boa estimativa

NUmero de individuos

do teor de agucares soluveis totais. Sendo assim, usando o CLAE, determinamos
as concentracdes de sacarose, rafinose e estaquiose isoladamente e calculamos
a concentracdo de agucares sollveis totais somando as trés concentragdes.

As Figuras 2, 3, 4 e 5 apresentam a distribuicdo dessas concentracdes na
populacdo, bem como nos progenitores. O Quadro 1 apresenta as médias dessas
caracteristicas na populagéo, os valores minimo e maximo, e as médias nos
progenitores. Podemos observar que a concentracéo de agucares sollveis totais
avaliada na populacao F».3 variou de 6,22% a 16,49%, com média igual a 10,13%.
Estes valores aproximam-se dos relatados por CHEN e BUSS (2004), os quais
encontraram uma variagao de 4,1% a 15,1 % em bancos de germoplasma. Esta
grande variacdo encontrada nessa populacdo demonstra o seu potencial de uso
num programa de melhoramento. Os progenitores (materno e paterno)

apresentaram concentracdes iguais a 12,94% e 13,15%, respectivamente.

Quanto as concentracdes de sacarose, rafinose e estaquiose determinadas

por CLAE apresentaram variacdo na populacao F».3 de 2,32% a 6,66%, média igual
a 3,93%, para sacarose; 0,97% a 4,68%, média igual a 1,55%, para rafinose; 2,85%
a 7,44%, média igual a 4,64%, para estaquiose (Quadro 1). Esses dados
demonstram uma grande variabilidade para as trés caracteristicas. CHEN e BUSS
(2004) encontraram variagcdes em bancos de germoplasma de soja de 1,5% a 10,2%
para sacarose, 0,1% a 2,1% para rafinose e 1,4% a 6,7% para estaquiose.
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Figura 2: ConcentracOes de sacar%ggq{@t%?nqoﬂ%das por CLAE na populacéo F,.3. As

médias dos progenitores (paterno P2, 4,68% e materno P1, 5,80%) estdo
indicadas pelas setas.
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Figura 3: Concentracfes de rafinose determinadas por CLAE na populacao F».3. As
médias dos progenitores (paterno P2, 2,21% e materno P1, 1,90%) estdo
indicadas pelas setas.
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Figura 4: ConcentracOes de estaquiose determinadas por CLAE na populagao F;.3.
As médias dos progenitores (paterno P2, 6,26% e materno P1, 5,24%)
estdo indicadas pelas setas.
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Figura 5: Concentracfes de acgUcares sollveis totais (sacarose + rafinose +
estaquiose) determinadas por CLAE na populacao F,. As médias dos
progenitores (paterno P2, 13,15% e materno P1, 12,94%) estdo indicadas
pelas setas.

3.3.  Concentracdo de sacar ose pelo método GOD/invertase.

No Capitulo 1 dessa tese relatamos o desenvolvimento e a validagdo de um método
analitico para quantificacdo de sacarose em sementes de soja, 0 qual combina a acdo das
enzimas glicose-oxidase (GOD) e invertase. Esse método foi denominado método

GOD/invertase e foi desenvolvido justamente para ser utilizado na analise da

Numero de individuos

concentracdo de sacarose em programas de melhoramento de soja, visto que ele aliaas
qualidades de possuir um baixo custo por andlise, permite a anadlise de um grande nimero
de amostras num periodo curto de tempo e apresenta alta correlacdo com métodos

confidveis de andlise, como o CLAE.

Sendo assim, utilizamos essa metodologia para determinar a concentragao de
sacarose na populacao F,.3 e nos respectivos progenitores. A Figura 6 apresenta a
distribuicdo das concentracdes de sacarose na populacéo. A populacdo Fz3
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apresentou concentracoes variando de 2,56% a 7,43%, com média igual a 4,41%; os
progenitores materno (P1) e paterno (P2) apresentaram médias iguais a 5,77% e
3,78%, respectivamente (Quadro 1).

18
16
14
12
10

o N B O 00
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Sacarose (%)

Figura 6: Concentragfes de sacarose determinadas pelo método GOD/invertase
na populacao F.3. As médias dos progenitores (paterno P2, 3,78% e materno
P1, 5,77%) estédo indicadas pelas setas.

Comparando os dados obtidos para as concentracdes de sacarose
avaliadas por CLAE e pelo método GOD/invertase, podemos observar certas
semelhancas. Utilizando CLAE, foi encontrada uma variagéo de 2,32% a 6,66%,
com média igual a 3,93%. Pelo GOD/invertase a variacao foi de 2,56% a 7,43%
com média igual a 4,41%. Nos progenitores também foi observado esta
semelhanca, visto que por CLAE, P1=5,8% e P2=4,68%; por GOD/invertase,

P1=5,77% e P2=3,78%. Estes dados evidenciam uma boa correlagédo entre as duas
metodologias.

3.4.

Analise do peso de 100 sementes
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Numero de individuos

O peso de 100 sementes, por ser uma caracteristica que indica o tamanho da semente de
soja, € importante para algumas variedades de soja destinadas a usos especificos, como
para producéo de alguns produtos a base de soja usados no consumo humano, por exemplo,

0 tofu e 0 miso.

A Figura 7 apresenta a distribuicdo dessa caracteristica na populacdo. O Quadro 1 nos
mostra que o peso de 100 sementes variou na populagéo F,.3 de 10,40 g a 34,88 g, com
médiaigual a 15,18 g. Estes valores indicam boa variabilidade e potencial de uso da
populagdo no melhoramento para essa caracteristica.
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Figura 7: Peso de 100 sementes (em g) determinado por pesagem e contagem
do nimero de sementes para cada individuo da populacéo Fz3.
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Quadro 1: Média das caracteristicas avaliadas na populagéo F».3 e nos progenitores materno (CD2013PTWAA4-1-1) e paterno
(CD2013PTA106B-4). Sacarose-CLAE = concentragcéo de sacarose determinada por CLAE; Sacarose-GOD =
concentracdo de sacarose determinada pelo método GOD/invertase; Peso de 100 sementes (P100sementes) esta em
gramas. As demais caracteristicas estdo em porcentagem (% = g/100 g). AST = acUcares sollveis totais.

Populagéo F».3 CD2013PTWAA4-1- CD2013PTA106B-4

Caracteristica 1
n média+ SD min. ma n média+ SD média+ SD
X.
Sacarose-CLAE 11 3,93+0,71 2,32 6,6 12 5,80+ 0,17 468 + 0,35
9 6
Sacarose-GOD 11 441 + 0,96 2,56 74 6 577+0,78 3,78+ 0,37
9 3
Rafinose 11 1,55+ 0,55 0,97 4.6 12 1,90+ 0,17 221+0,34
9 8
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Estaquiose

AST

Proteina

P100sementes

11

11

11

11

4,64 + 0,63

10,13 +

1,60

39,93 +

2,53

15,18 +

2,69

2,85

6,22

351

10,4

7,4 12 5,24 + 0,26

4

16, 12 12,94
49 0,20
47, 12 40,65 +
49 1,21
34, - -

88

6,26 + 0,60

13,15+ 1,05

38,45+ 1,19

- Valores ndo determinados.
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3.5. Herdabilidades

Concluida a quantificagéo das concentragdes de sacarose pel os métodos CLAE e
GOD/invertase, e das concentracOes de proteinatotal, rafinose, estaquiose e aglcares
solGveis totai's, estimou-se a herdabilidade no sentido amplo (h%) para cada uma dessas
caracteristicas. Estas estimativas foram obtidas dividindo-se a variéncia genotipica pela

fenotipica, conforme metodologia utilizada por MAHMUD e KRAMER (1951).

No presente trabalho, a variancia fenotipica (c%) foi estimadatomando-se o valor
estimado da variancia das concentracfes de cada caracteristica na populagdo F,. A
varianciaambiental (c°) foi estimada com base na variacgo das concentragdes das

caracteristicas nos progenitores pela equacao:

o’k = [(nPl-GZPl) + (npz-Gzpz)]/(nPr"an)

onde 6°p; € 62, S30 0s estimadores das variancias das concentragdes de cada caracteristica
nos progenitores 1 e 2, respectivamente; np; € Np; SG0 0s nimeros de individuos analisados
dos progenitores 1 e 2, respectivamente. Como podemos considerar que a variancia
fenotipicatotal corresponde & soma da varidnciaambiental com avariancia genética, a
estimativa da variancia genética (c°c) foi determinada subtraindo-se da variancia
fenotipica a variancia ambiental. As concentracOes de cada caracteristica nos progenitores
foram usadas na estimativa da variancia ambiental pelo fato das plantas de cada progenitor
ser consideradas geneticamente idénticas, o que permite inferir que a variagdo ocorrida nas
concentragdes das caracteristicas avaliadas entre as plantas de cada progenitor € devida

unicamente a causas ambientais. Como os progenitores foram cultivados no mesmo
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ambiente da populacéo F, analisada, a variancia ambiental na populacéo F.3 pode ser

considerada como sendo igual & variancia ambiental estimada para os progenitores.

O Quadro 2 apresenta os val ores estimados das variancias fenotipica, genotipicae
ambiental e os valores estimados da herdabilidade no sentido amplo para a concentracéo de

cada caracteristica avaliada na popul agdes F.3 € nos progenitores.

Pel os resultados apresentados no Quadro 2 observa-se gque as estimativas de herdabilidade
no sentido amplo para a concentragdo de sacarose diferiram de acordo com a metodologia
de andlise empregada. Quando a concentragdo de sacarose foi determinada pelo método
cromatogréfico (CLAE), a herdabilidade dessa caracteristica foi igual a 80,8%. Jaquando a
quantificacdo de sacarose foi feita pelo método GOD/invertase a herdabilidade foi igual a
68,1%. MAUGHAN e colaboradores (2000) quantificaram o teor de sacarose em 149
individuos de uma popul agéo F,.3 usando um método enzimético e encontraram uma
herdabilidade de 82,5 % para esta caracteristica. Este resultado esta muito proximo daquele

obtido quando usamos o CLAE na quantificagdo de sacarose (80,8%).

Segundo FALCONER (1987), caracteres com herdabilidade superiores a 50% indicam que
a contribui¢do de causas genéticas sera mais pronunciada do que a atribuida a fatores do
ambiente na expressao fenotipica do caréter. Logo, as estimativas de herdabilidade
encontradas sugerem que na populacéo estudada existe potencial para se realizar a selecdo
para o teor de sacarose. Sugerem também que o método GOD/invertsase pode ser muito
atil em programas de melhoramento que visem aumentar o teor de sacarose na semente da
s0ja, embora tenha apresentado uma estimativa de herdabilidade um pouco menor do que o

CLAE.

Podemos observar também pelo Quadro 2 que as estimativas de herdabilidade foram atas
para as concentragdes de rafinose (71,1%) e agucares solGveis totais (70,8%). Porém, para

a concentragao de estaquiose, a estimativa foi baixa, com valor de 32,3%. Estes resultados
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sugerem o potencial da populacéo estudada para se realizar a selecéo para o teor de
rafinose e agUcares solUveis totais, 0 que ndo acontece para o teor de estaquiose. N&o
encontramos na literatura trabalhos sobre a estimativa de herdabilidade dessas
caracteristicas (rafinose, estaquiose e agucares solUveistotais). OPENSHAW e HADLEY
(1981) estimaram a herdabilidade do teor de agUcares totais numa populagdo nas geragdes

F, e F3 e encontraram valores de 38,0% e 69,0%, respectivamente.

A herdabilidade no sentido amplo para a concentracdo de proteinafoi de 77,5% (Quadro
2), significando que amaior parte da variagdo observada € devido a causas genéticas. Este
valor esta dentro da faixa de valores encontrados por varios outros autores gque fizeram
estimativas desta caracteristica em geragdes precoces (PIOVESAN, 2000; SHORTER et
al., 1976; BRIM e BURTON, 1979; ERICKSON et al., 1981; McKENDRY et al., 1985,

SOARES, 2000 e 2004; TEIXEIRA, 2003).

E preciso ressaltar que as estimativas de herdabilidade apresentadas no Quadro 2 se
referem especificamente a popul agdo empregada neste trabal ho, ndo podendo ser
generalizada para outras popul agoes originadas de outros cruzamentos envolvendo outros
progenitores recorrentes. E interessante também que se avalie esta mesma populagdo em
outros locais, para determinar se existe interacdo gendtipo X ambiente, e em outras
geracdes, como a k3 e Fy. JOHSON e BERNARD (1963), estudando herdabilidades para
vérias caracteristicas em soja, dentre elas o teor de proteina, mostraram que em geracoes
precoces (F,) a herdabilidade apresenta baixos val ores quando comparada com aquela
obtida em geracfes mais avangadas (F4). 1sso implica que é mais dificil identificar e
selecionar gendtipos superiores em geracoes precoces, resultando em pouco progresso por

selecdo.
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Quadro 2: Valores estimados das variancias fenotipica (c%£), ambiental (¢%c) e
genética (6°c) e da herdabilidade no sentido amplo (h%,) para as
caracteristicas avaliadas na populagéo F,.3. Sacarose-CLAE =
concentracéo de sacarose determinada por CLAE; Sacarose-GOD =
concentracdo de sacarose determinada pelo método GOD/invertase;
P100sementes = peso de 100 sementes; AST = acucares soluveis totais.

Caracteristicas GzF * 62p1 * 62p2 GzE GZG hza
Sacarose-CLAE 0,501 0,030 0,124 0,096 0,405 0,808
Sacarose-GOD 0,924 0,603 0,140 0,294 0,630 0,681
Rafinose 0,303 0,029 0,117 0,088 0,216 0,711
Estaquiose 0,393 0,067 0,365 0,266 0,127 0,323
AST 2,545 0,041 1,093 0,743 1,802 0,708
Proteina 6,391 1,461 1,422 1,435 4,956 0,775
P100sementes - - - - - -

* Estimativa da variancia da caracteristica avaliada nos progenitores 1 e 2, usada na

estimativa da variancia ambiental .
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- Valores ndo determinados.

3.6. Correlacbesfenotipicas

As estimativas dos coeficientes de correlacdo de Pearson e Spearman entre as
caracteristicas avaliadas (concentragtes de sacarose pelos métodos CLAE e
GOD/invertase, concentraces de proteina total, rafinose, estaquiose, agUcares solUveis e
peso de 100 sementes), referentes a populacéo F», estéo apresentadas no Quadro 3. As

correlagdes acima de 0,400 foram consideradas altas.

Como destaca RIBEIRO Jr. et alli (2001), o coeficiente de correlacdo linear de Pearson
mede a intensidade com a qual se manifesta uma associagao entre duas variaveis. O
coeficiente de correlacdo € um nimero puro, sem unidade ou dimensdo, que varia entre —1
e 1. Este coeficiente é usado para expressar 0 quanto 0s pontos se aproximam de uma reta
imaginaria. Um coeficiente proximo da unidade, positivo ou negativo, significauma
grande concentragao dos pontos em torno da reta, enquanto que um coeficiente menor
significamaior disperséo dos pontos em relacéo a estareta. Valores positivosindicam a
tendéncia de umavaridvel aumentar quando a outra aumenta. Quando o coeficiente €
negativo, valores altos de uma variavel estdo associados a valores baixos da outra. JAo
coeficiente de correlagdo de Spearman € uma medida do grau de concordancia entre duas
variaveis. Um alto coeficiente de correlacdo de Spearman entre duas variaveis indica que
os individuos que ocupam 0s maiores postos numa variavel coincidem com aqueles que

ocupam 0s maiores postos na outra variavel.
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Os coeficientes de correlacdo de Pearson e de Spearman entre as concentracdes de sacarose
na populagéo F».3 determinadas pel os métodos CLAE e GOD/invertase foi de 0,548 e
0,674, respectivamente (Quadro 3). Estes valores sdo considerados altos e foram
significativos pelo teste “t” a 5% de probabilidade. Este resultado vem corroborar o que
haviamos afirmado no capitulo 1 desse trabalho, que a metodologia GOD/invertase € um
método de boa exatidéo para a quantificacdo de sacarose, visto que o método CLAE é um
dos mai's precisos e exatos para quantificar os carboidratos soltveis em alimentos. No
capitulo 1 desse trabalho encontramos um coeficiente de correlaco de Pearson igua a
0,968 entre essas duas metodologias, sendo avaliadas 14 amostras diferentes. Quando
avaliamos a populacgéo F,.3, que possui 119 individuos, encontramos um coeficiente de
correlagdo um pouco menor, igual 0,548. Esta diferenca entre os valores de correlagdo néo
tira a credibilidade do método, visto que este valor ainda pode ser considerado alto e é
significativo.

A concentracdo de sacarose determinada por CLAE correlacionou-se positiva e
significativamente com as concentragdes de rafinose, estaquiose e aglcares solUveistotais.
Os coeficientes de correlagao de Pearson e Espearman entre a concentracdo de sacarose
com os outros agucares foram, respectivamente (Quadro 3): 0,607 e 0,509, com rafinose;
0,601 e 0,504, com estaquiose; 0,889 e 0,812, com agUcares solUveis totais. Esses valores
indicam que aquel es individuos da popul ag&o que possuem alta concentracdo de sacarose
possuem também altas concentragdes de rafinose, estaquiose e, logicamente, de aglicares

solUveistotais.

As concentracOes de rafinose e estaguiose também se correlacionaram positivamente com
0 teor de agUcares solUveis totais e entre si. Os coeficientes de correlagdo de Pearson e
Spearman foram, respectivamente (Quadro 3): 0,809 e 0,787, entre rafinose e agUcares

soltveistotais; 0,830 e 0,860, entre estaguiose e aglcares solUveis totais; 0,494 e 0,602,
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entre rafinose e estaquiose. Esses resultados sugerem que sacarose, rafinose e estaquiose
acumul am-se conjuntamente na semente de soja. |sso acontece provavel mente por
compartilharem a mesma rota metabdlica. Esses resultados est&o de acordo com a hipotese
proposta por DEY (1985), que propds uma rota de sintese da rafinose e da estaquiose,

mostrada abai xo:

UDP-galacotose + mio-inositol —» galactinol + UDP
Galactinol + sacarose — rafinose + mio-inositol
Galactinol + rafinose — estaquiose + mio-inositol
Galactinol + estaquiose _, verbascose + mio-inositol
Galactinol + verbascose __, ajucose + mio-inositol

Analisando esta rota podemos concluir que, havendo disponibilidade de galactinol, quanto
maior a concentracdo de sacarose maior sera a de rafinose e quanto maior a concentracéo

de rafinose maior serd a de estaquiose.

Logo, pode-se concluir por esses resultados que a selegdo de individuos com alto teor de
sacarose e baixos teores de rafinose e estaquiose nessa popul agdo estudada € impossivel
usando-se métodos cléssicos de melhoramento. Ou sgja, para obtermos uma variedade de
soja contendo altos teores de sacarose e baixos teores de rafinose e estaquiose teremos que
recorrer atécnicas de biologia molecular. Poderiamos por exemplo tentar inibir aenzima
rafinose sintase, inbindo a sintese de rafinose e consequentemente de estaquisoe. 1sso

poderia ser conseguido silenciando o gene que codifica esta enzima.

Os valores dos coeficientes de correlagdo de Pearson obtidos entre a concentracéo de
sacarose determinada por CLAE com a concentracdo de proteinatotal foi de-0,475
(Quadro 3). A concentracdo de agUcares solUveis totais apresentou comportamento

semel hante, com coeficiente de correlagdo de Pearson igual a-0,333. As concentragdes de
rafinose e estaquiose também se correl acionaram negativamente com a concentragdo de

proteina, porém com valores pequenos e ndo significativos: -0,174 e -0,159,
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respectivamente (Quadro 3). Este alto valor negativo e significativo entre a concentragdo
de proteina e de sacarose também foi encontrado por HY MOWITZ et a. (1972), o qual
encontrou porém uma correlacdo positiva entre o teor de estaguiose e o de proteina. JA
HARTWIG et al. (1997) encontraram valores ndo significativos de correlagdo entre os
teores de rafinose e estaquiose com o teor de proteina e uma alta e negativa correlagéo
entre os teores de sacarose e proteina. Este mesmo resultado foi também obtido por
WILCOX e SHIBLES (2001), que encontraram um coeficiente de correlagdo entre os
teores de sacarose e proteinaigual a-0,66. Estes resultados indicam a dificuldade de se

obter uma variedade contendo tanto um alto teor de sacarose quanto de proteina.

A concentracdo de sacarose determinada por CLAE apresentou coeficientes de correlagdo
de Pearson e Spearman pequenos e positivos, apesar de significativos, em relacéo a
caracteristica peso de 100 sementes. Os val ores encontrados foram, respectivamente, 0,197
e 0,363 (Quadro 3). Esse dado indica a dificuldade de se conseguir variedades contendo
altos teores de sacarose e sementes grandes, como é requerido para a elaboracéo de alguns

produtos a base de soja.

Quanto as concentragdes de rafinose, estaquiose e aglicares solUveis totais, todas
apresentaram correlagdes ndo significativas com o peso de 100 sementes. Os valores para
as correlagdes de Pearson foram respectivamente, -0,005, 0,015 e 0,092 (Quadro 3). A
concentracdo de proteina também ndo apresentou correlagdo significativa com o peso de
100 sementes (r=-0,069). Com isso podemos concluir que a selecdo de plantas com
sementes grandes, ou sgja, que possuem elevado peso de 100 sementes, nessa populagéo
F,.3 analisada ndo implicard num concomitante aumento dos teores de sacarose, rafinose,

estaquiose, agUcares solUveis totais e proteina total.

Quando analisamos as correl agdes entre a concentragcdo de sacarose analisada pelo método

GOD/invertase com as demais caracteristicas, encontramos valores diferentes daqueles
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apresentados quando essa caracteristica foi analisada pelo método cromatogréfico (CLAE).
Podemos observar no Quadro 3 que os coeficientes de correlacéo de Pearson entre a
concentracdo de sacarose determinada pelo método GOD/invertase com as concentraces
de rafinose, estagquiose, aglicares solUveistotais, proteina e peso de 100 sementes foram,
respectivamente, 0,201, 0,162, 0,313, -0,390 e 0,191. Esses valores foram todos menores
guando comparados com aquel es encontrados para a concentragdo de sacarose determinada
por CLAE. Em parte podemos explicar essa diferenca quando observamos gque a correlagéo
entre os dois métodos de quantificagdo de sacarose ndo foi t&o alta (r=0,548). Essa
discrepancia nos indica que precisamos avaliar melhor esse método, principalmente

realizando essas mesmas analises em outras popul agoes.

Pel os resultados encontrados nas condi¢des experimentais relatadas pode ser afirmado que
a selecdo em geragoes precoces para atas concentrages de sacarose seria eficiente apenas
em relac8o a essa caracteristica, a qual apresentou el evada herdabilidade. Entretanto, pelas
correlagbes encontradas com as outras caracteristicas estudadas, essa selecdo para altos
teores de sacarose implicaria na selecéo de altos teores de rafinose e estagquiose, baixos
teores de proteina e ndo afetaria 0 peso de 100 sementes. Portanto, seria desgjavel a
determinacdo das concentragdes dessas caracteristicas nas geragdes posteriores (F; e Fa)
deste cruzamento e se possivel estudar popul agdes derivadas de outros cruzamentos,
visando a obtenc&o de dados mais conclusivos a respeito da confiabilidade do método
GOD/invertase na quantificagdo da concentracéo de sacarose em programas de
melhoramento. Também é necessério estudos em nivel de biologia molecular que visem
diminuir os teores de oligossacarideos (rafinose e estaquiose) na semente de sojae
procurar variedades naturais que apresentem baixos teores destes, 0 que poderia acelerar

bastante a producéo de variedades apropriadas para 0 consumo humano.
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Quadro 3: Estimativas dos coeficientes de correlacéo de Pearson e de Spearman entre as

caracteristicas analisadas nas sementes da populagéo F,. Sacarose-CLAE =

concentracdo de sacarose determinada por CLAE; Sacarose-GOD = concentragdo

de sacarose determinada pelo método GOD/invertase; AST (agUcares sollveis

totais).

Caracteristicas

Correlagédo de Correlacao de

correlacionadas Pearson Spearman
sacarose (CLAE) x sacarose (GOD) 0,548* 0,674*
sacarose (CLAE) x rafinose 0,607* 0,509*
sacarose (CLAE) x proteina -0,475* -0,490*
sacarose (CLAE) x peso 100 sementes 0,197* 0,363*
sacarose (CLAE) x estaquiose 0,601* 0,504*
sacarose (CLAE) x AST 0,889* 0,812*
sacarose(GOD) x estaquiose 0,162 0,111
sacarose(GOD) x rafinose 0,201* 0,381*
sacarose (GOD) x proteina -0,390* -0,357*
sacarose (GOD) x peso 100 sementes 0,191* 0,301*
sacarose (GOD) x AST 0,313* 0,337*
rafinose x proteina -0,174 -0,217*
rafinose x peso 100 sementes -0,005 0,020
rafinose x estaquiose 0,494* 0,602*
rafinose x AST 0,809* 0,787*
estaquiose x proteina -0,159 -0,145
estaquiose x peso 100 sementes 0,015 -0,018
estaquiose x AST 0,830* 0,860*
proteina x peso 100 sementes -0,069 -0,231*
proteina x AST -0,333* -0,328*
AST x peso 100 sementes 0,092 0,137

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

Visando determinar se as caracteristicas avaliadas na populacdo F.3
apresentaram uma distribuicdo aproximadamente normal, o que € requerido para a
estimacao de QTLs, aplicamos testes de normalidade para cada caracteristica
analisada, usando o programa GQMOL. As caracteristicas analisadas foram a
concentracdo de sacarose, determinada por CLAE e pelo método GOD/invertase, e
as concentracdes de rafinose, estaquiose, aclcares sollveis totais, proteina e peso
de 100 sementes. Os resultados estdo apresentados no Quadro 4. Vale ressaltar
gue valores significativos a 1% ou a 5% de probabilidade indicam que os dados
experimentais ndo seguem uma distribuicdo aproximadamente normal.

Podemos observar no Quadro 4 que no conjunto dos trés testes nenhuma das
caracteristicas analisadas apresentaram distribuicdo aproximadamente normal.
Apenas a concentracao de estaquiose, pelo teste de Lilliefors, a concentracdo de
proteina, pelo teste de curtose, e a concentracdo de sacarose quantificada pelo
método GOD/invertase foram néo significativos. Sendo assim, caso sejam
detectados QTLs relacionados com qualquer uma dessas 7 caracteristicas, eles
deverdo ser analisados com ressalva, ja que o método de estimacao de QTLs
pressupde que a caracteristica apresente distribuicdo normal.

Quadro 4: Média das caracteristicas, testes de Lilliefors, de assimetria e de curtose
para as caracteristicas avaliadas na populacao F,.3. Sacarose-CLAE =
concentracéo de sacarose determinada por CLAE; Sacarose-GOD =
concentragdo de sacarose determinada pelo método GOD/invertase;
P100sementes = peso de 100 sementes; AST = acUcares solluveis totais.

Caracteristicas Média (%) Teste de Lilliefors _ Simetria Curtose
Sacarose-CLAE 3,93 0,1181" 1,1642" 5,5036
Sacarose-GOD 4,41 0,10917 0,6989" 3,207
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Rafinose 1,55 0,286" 3,1602" 16,6855

Estaguiose 4,64 0,0619" 0,5928" 5,7741"
AST 10,13 0,1244" 1,3418" 6,6639"
Proteina 39,93 0,1029” 0,6202" 3,2809™
P100sementes 15,18 0,166" 3,4163" 26,8298"

# valor em gramas.
" significativo a 1% de probabilidade.
" significativo a 5% de probabilidade.
"S n&o significativo.

4. Conclusdes

Os resultados obtidos nesse trabalho permitiram apontar algumas conclusdes:
e As herdabilidades no sentido amplo das caracteristicas concentracdo de

sacarose, rafinose, acucares sollveis totais e proteina total foram altas,
significando que a maior parte da variagdo observada nessas caracteristicas
€ devida a causas genéticas. Para a concentracdo de estaquiose a
herdabilidade foi baixa;

e As concentracbes de sacarose determinadas por CLAE e pelo método
GODl/invertase apresentaram coeficientes de correlagdo de Pearson e
Spearman relativamente altos, evidenciando a aplicabilidade do método
enzimatico desenvolvido;

e A concentracdo de sacarose determinada por CLAE apresentou altos e

positivos coeficientes de correlacdo com as concentragcdes de rafinose,
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estaquiose e acgucares soluveis totais, indicando a impossibilidade de se fazer
a selecao direta de individuos com alto teor de sacarose e baixos teores de
rafinose e estaquiose;

A concentracdo de sacarose determinada por CLAE se correlacionou
negativamente com a concentracdo de proteinas totais, indicando a
impossibilidade de se fazer selecéo direta de individuos contendo altos teores
de ambas caracteristicas; A correlagdo entre as concentracdes de rafinose e
estaquiose com a concentracao de proteina foram néo significativas;

A correlagao entre a concentracédo de sacarose determinada por CLAE com o
peso de 100 sementes ndo foi significativa. O mesmo comportamento foi
observado para as concentracdes de rafinose, estaquiose e acucares soluveis
totais;

As correlagdes entre a concentracdo de sacarose determinadas pelo método
GODl/invertase com as demais caracteristicas foram menores do que aquelas
encontradas entre a concentracdo de sacarose determinadas por CLAE com
as outras caracteristicas. Uma possivel explicagcdo pode estar no fato da
correlacdo entre as duas metodologias nao ter sido tao alta (54,8%). Isso
sugere a necessidade de andlises semelhantes em outras populacfes para
aumentar a abrangéncia desses resultados;

Apenas a concentracdo de estaquiose, pelo teste de Lilliefors, e a
concentracdo de proteina, pelo teste de curtose, foram ndo significativos,
evidenciando uma distribuicdo aproximadamente normal. As demais
caracteristicas ndo apresentaram esta distribuicdo Logo, caso sejam
detectados QTLs relacionados com qualquer uma dessas 7 caracteristicas,
eles deverdo ser analisados com ressalva, ja que o método de estimacao de

QTLs pressupde que a caracteristica apresente distribuicdo normal;
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