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RESUMO

GONCALVES, Carlos André, M.S., Universidade Federal de Vicosa, julho de
2002. Influéncia da temperatura no acumulo de proteinas de reserva
em sementes de soja. Orientador: Everaldo Gongalves de Barros.

Conselheiros: Carlos Alberto Martinez Y Huaman e Maurilio Alves Moreira.

O intensivo processo de melhoramento ao qual a soja (Glycine max (L.)
Merrill) vem sendo submetida ao longo de varias décadas tem causado um
decréscimo substancial no conteudo de proteinas acumulado na semente. O
processo de melhoramento tem favorecido a selecéo de caracteristicas, como
a produtividade, a adaptabilidade e o contetdo de 6leo da semente. Esta ultima
correlaciona-se negativamente com o teor de proteina, o que provavelmente
explica o decréscimo do conteldo protéico em variedades brasileiras,
especialmente as desenvolvidas para a regido sul do pais. A aparente
correlacdo negativa entre teor de proteina e producdo de grdos em soja néo
parece oferecer nenhuma limitacdo ao desenvolvimento de variedades que
sejam simultaneamente produtivas e com altos teores de proteinas. O
programa de melhoramento de qualidade da soja desenvolvido pelo BIOAGRO/
UFV, tem obtido uma série de linhagens de soja com elevados teores de
proteinas (maiores que 45%), e com alto potencial produtivo. Porém, estes
materiais quando submetidos a diferentes condi¢cdes de plantio (como por

exemplo, o regime da temperatura ambiental), apresentam variagcdes no seu
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conteldo protéico. Buscando fornecer respostas quanto a influéncia dos
diferentes regimes de temperatura na determinacdo do teor de proteina em
soja, o0 presente trabalho teve como principais objetivos: determinar o contetdo
de proteinas de sementes maduras do cultivar CAC-1 e da isolinha CAC-1 PTN
(com elevado teor protéico), comparar, durante o enchimento do gréo, o perfil
protéico de sementes entre estes cultivares e avaliar, durante o enchimento do
grao, a influéncia dos diferentes regimes de temperatura ambiental, sobre o
contetdo de proteina dos dois cultivares. As plantas foram cultivadas em casa
de vegetacdo com ventilacdo forcada (temperatura média de cerca de 20 °C)
ou em casa de vegetacdo com aquecimento (temperatura média de cerca de
28 °C). A determinacdo do contetdo de proteina foi feita pelo método Kjeldhal
e ou por densitometria em gel de poliacrilamida. Por meio da andlise de
variancia (ANOVA) verificou-se que o regime de alta temperatura ambiental
determinou um maior acumulo de proteinas na semente. As proteinas de
reserva também acumularam de maneira diferencial e em maior quantidade no
regime de alta temperatura. Verificou-se, ainda, que o cultivar CAC-1 PTN
acumulou maior quantidade de proteinas na semente nos dois regimes de
temperatura, quando comparado a isolinha CAC-1. Isso ocorreu mesmo
guando comparados os dados obtidos para o cultivar CAC-1 sob regime de alta
temperatura e aqueles obtidos para a isolinha CAC-1 PTN em regime de baixa

temperatura.



ABSTRACT

GONGCALVES, Carlos André, M.S. Universidade Federal de Vigosa, July 2002.
The influence of the temperature on the accumulation of storage
proteins in soybean seeds. Adviser. Everaldo Gongalves de Barros.
Advisory committee members: Carlos Alberto Martinez Y Huaman and
Maurilio Alves Moreira.

The intensive breeding process to which soybean (Glycine max (L.)
Merrill) has been submitted along several decades has caused a substantial
decrease on the protein content deposited in the seed. The breeding process
has favored the selection of traits such as productivity, adaptability, and oil
content. The negative correlation between the later and protein content
probably explains the decrease on the protein levels of Brazilian varieties,
especially those developed for Southern Brazil. The apparent negative
correlation between protein content and grain production in soybean does not
seem to prevent the creation of cultivars which are productive and accumulate
high levels of protein at the same time. The soybean breeding program
conducted at BIOAGRO (Federal University of Vicosa) has developed several
advanced lines with high protein contents (greater than 45%), and with high
yield potential. However, it has been noticed that the protein content of these
materials varies considerably depending on the environmental conditions they
are cultivated. The present work tries to elucidate the influence of temperature



on the accumulation of protein in the soybean seed. The specific goals of the
work were: to determine the protein content in mature seeds of cultivar CAC-1
and of the high-protein isoline CAC-1 PTN and to compare the protein
accumulation profile of these two cultivars grown under different temperature
regimes. The plants were cultivated in a greenhouse with forced ventilation, with
an average temperature of 20 °C or in a heated greenhouse, with an average
temperature of 28 °C. Protein content was determined by the Kjeldhal method
or by densitometry in polycrylamide gels. Variance analyses (ANOVA) showed
that under high temperature the amount of protein accumulated in the seeds
was greater than at lower temperatures. The accumulation of the storage
proteins paralleled that of the total seed protein. The data also showed that
cultivar CAC-1 PTN accumulated more protein in the seed under both
temperature regimes when compared to CAC-1. This was observed even when
the comparison was between CAC-1 grown under high temperature and CAC-1

PTN grown under low temperatures.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) constitui um dos produtos agricolas de
maior importancia econbmica para o Brasil, sendo cultivada desde o Rio
Grande do Sul até a regido amazénica. Como resultado dos esforcos do
melhoramento genético, atualmente, existe um grande numero de cultivares
disponiveis e adaptados a todas as regides brasileiras.

O interesse mundial pelo cultivo da soja deve-se a excelente
combinacdo que ela apresenta entre produtividade, conteddo de Oleo e
conteldo de proteina (WOBUS et al.,, 2000). Portanto, o melhoramento
genético da soja depende do entendimento dos fatores genéticos e fisiol6gicos
que afetam tais caracteres. Os programas de melhoramento de soja tém se
concentrado no desenvolvimento de variedades mais produtivas; mais
recentemente, ha também uma preocupacdo com caracteristicas de qualidade,
tais como conteudo e composicdo do 6leo e da proteina de reserva. Para isto,
o melhorista tem recorrido ao germoplasma, tanto o adaptado como o silvestre,
a busca de variabilidade genética. Esses novos materiais e as linhagens deles
derivadas precisam ser caracterizadas sob o ponto de vista fisiolégico.

As primeiras variedades de soja cultivadas no Brasil, no inicio dos anos
70 foram introducdes de variedades americanas ou derivadas de cruzamentos
entre elas. Sabe-se também que os programas de melhoramento nessa época,
principalmente nos Estados Unidos, priorizavam o desenvolvimento de

variedades produtivas e com teor elevado de 6leo. Pelo fato deste Gltimo estar



negativamente correlacionado com teor de proteina, este tem se mantido em
torno de 40%, embora o potencial de acimulo de proteinas da soja seja maior
(cerca de 50%), de acordo com KRISHNAN et al. (2000).

Atualmente, o farelo de soja € o principal subproduto das industrias de
processamento no Brasil, sendo que a maior parte dele (cerca de 65%)
destina-se a exportacao. O teor de proteina no farelo influencia na formacao do
seu preco, sendo assim, ha um interesse no desenvolvimento de variedades
produtivas e com alto teor de proteina. No entanto, existe uma limitacdo de
natureza genética: o germoplasma de soja adaptado ao Brasil ndo apresenta
genes para alto teor de proteina. Uma das alternativas para solucionar esse
problema seria a introducdo de gendtipos exoéticos com alto teor de proteina
nos programas de melhoramento. Todavia, deve-se ter em mente que 0S
genotipos exoéticos normalmente apresentam baixo potencial produtivo e que o
programa deve ser direcionado no sentido de recuperar os genes ligados a
produtividade presentes no material adaptado.

A aparente correlacdo negativa entre teor de proteina e producédo de
graos em soja nao parece oferecer nenhuma limitacdo ao desenvolvimento de
variedades que sejam simultaneamente produtivas e com altos teores de
proteinas. Isto foi demonstrado no trabalho desenvolvido por WILCOX &
CAVINS (1995) que, utilizando uma série crescente de retrocruzamentos,
obtiveram, ao final do terceiro retrocruzamento, progénies com alto teor de
proteina e alta produtividade.

O programa de melhoramento de qualidade da soja desenvolvido pelo
BIOAGRO/ UFV, tem obtido uma série de linhagens de soja com elevados
teores de proteinas (maiores que 45%), e com alto potencial produtivo. Porém,
estes materiais quando submetidos a diferentes condi¢cdes de plantio,
apresentam variacdes no seu contetudo protéico. Segundo SEDIYAMA et al.
(1996), fatores ambientais, como o regime da temperatura, ndo parecem afetar
a producdo de proteinas na semente. De fato, WOLF et al. (1982)
demonstraram que o conteudo de proteina da semente € bastante estavel entre
18 e 30 °C, no entanto, aumenta significativamente quando a temperatura

diurna se eleva a 33 °C. A influéncia ambiental sobre esse carater constitui



excelente tema para estudos fisiolégicos utilizando metodologias bioquimico-
moleculares.

A medida em que tais interacdes sdo elucidadas, procedimentos mais
eficientes de melhoramento podem ser desenvolvidos para a criacdo de
variedades mais produtivas e com alto contetddo de proteinas.

Buscando fornecer respostas quanto a influéncia dos diferentes regimes
de temperatura na determinacdo do teor de proteina em soja, 0 presente
trabalho teve como principais objetivos:

1. Determinar o conteudo de proteinas de sementes maduras do

cultivar CAC-1 e da isolinha CAC-1 PTN (com elevado teor protéico);

2. Comparar, durante o enchimento do grdo, o perfil protéico de

sementes do cultivar CAC-1 e daisolinha CAC-1 PTN;

3. Avaliar, durante o enchimento do gréo, a influéncia dos diferentes

regimes de temperatura ambiental, sobre o conteldo de proteina do
cultivar CAC-1 e da isolinha CAC-1 PTN.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Origem, expansdo e diversidade genética da soja

A espécie Glycine soja € considerada o mais provavel ancestral da qual
a Glycine max, a soja cultivada, teria evoluido. Uma vez que Glycine soja e
Glycine max sao tetraploides, acredita-se que a forma cultivada tenha derivado
de Glycine soja, em razdo do acumulo de caracteristicas qualitativas e
guantitativas resultantes de mutacdes genéticas, sem que houvesse alteracéo
no numero de cromossomos. N&o h& concordancia entre diferentes autores
quanto ao local especifico a partir do qual a soja cultivada surgiu. Entretanto,
h& um consenso de que sua origem se deu na regido Leste da Asia (BONETTI,
1981; BURTON, 1997).

A partir da Asia, a soja chegou & Europa no inicio do século XVIII, na
América do Norte no inicio do século XIX e no final desse mesmo século, na
América do Sul (BONETTI, 1981). No Brasil, os relatos indicam que a soja foi
introduzida ainda no século XIX. Mas, somente a partir de 1950, motivada pela
crescente demanda de 6leos comestiveis e pelo apoio governamental, passou
a ter importancia, ficando definitivamente estabelecida no pais em meados de
1960. Entretanto, seu cultivo somente alcancou uma larga escala na década de
70, quando, no periodo de 1970 a 1977, a producédo teve um crescimento anual
de 32% (BONATO & DALL’AGNOLL, 1985).



No inicio do cultivo da soja no Brasil, a introducdo de linhagens e
variedades, seguida de selecao, constituiu o principal método de melhoramento
adotado. Segundo BONATO & BONATO (1987), a facil adaptacdo de
variedades norte-americanas de ciclo médio e tardio a regido Sul do Brasil e a
importacdo de técnicas de cultivo oriundas do Sul dos EUA foram alguns dos
principais fatores que contribuiram para a fixacao e desenvolvimento da cultura
no Brasil.

A diversidade genética em soja tem sido estudada com base em
caracteristicas morfoldgicas, coeficiente de parentesco, isozimas e marcadores
moleculares do tipo RFLP, RAPD, AFLP e microssatélites (GIZLICE et al.,
1993; MAUGHAN et al., 1996; GERBER et al., 1999; WOBBUS et al., 2000).

GIZLICE et al. (1993) citam que nos EUA a base genética das
variedades recomendadas é constituida de pouco mais que 15 progenitores.
HIROMOTO & VELLO (1986) determinaram a base genética do germoplasma
da soja cultivada no Brasil e compararam o grau de similaridade do
germoplasma brasileiro com o norte-americano. Utilizando o coeficiente de
parentesco de Malecot, os autores identificaram 26 ancestrais do terceiro ciclo
de melhoramento brasileiro da soja. Destes, 11 progenitores contribuiram
individualmente com proporcbes varidveis de 3 a 15% e contribuicdo
acumulada de 89% do conjunto génico das variedades brasileiras. Seis destes
sdo também os mais freqlentes nas variedades norte-americanas. Alguns
destes ancestrais foram procedentes das mesmas regides da China e da
Coréia. Esses dados mostram que a base genética do germoplasma adaptado
as condicoes brasileiras € muito restrita. VELLO et al. (1988) afirmaram que
das 74 variedades recomendadas para o cultivo no ano agricola 1983/ 84, 15%
eram oriundas de introducbes de variedades norte-americanas, enquanto as
85% restantes foram obtidas de cruzamentos biparentais entre introducdes
norte-americanas.

Em geral, os trabalhos realizados a respeito da divergéncia genética em
plantas tém como objetivos: caracterizar variedades, buscar informacdes sobre
a constituicdo genética de germoplasmas e ter acesso a variabilidade das

culturas.



2.2. Proteinas da soja

As proteinas de soja constituem cerca de 35 a 45% da matéria seca da
semente. As proteinas de reserva, glicinina (11S) e b-conglicinina (7S), que
pertencem ao grupo das globulinas, representam em torno de 70% da proteina
do grao de soja (HIILL & BREIDENBACH, 1974).

A glicinina apresenta massa molecular de aproximadamente 350 kDa,
sendo constituida por polipeptideos de carater acido e de carater basico, os
quais diferem da b-conglicinina em seus contetudos de metionina (MOREIRA et
al., 1979; COATES et al., 1985). A glicinina é constituida de seis polipetideos
acidos (Ala, Alb, A2, A3, A4 e A5) e cinco basicos (Bla, B1lb, B2, B3 e B4),
que se encontram associados de modo especifico, por meio de ligacbes
bissulfidricas, geralmente entre um acido e um basico, formando as
subunidades AlaB2, A1bB1b, A2Bla, A3B4 e A5B3 (MOREIRA et al., 1979,
1981). O polipeptideo A4 esta associado ao B3, por meio de ligagbes néo
covalentes, formando a subunidade A5A4B3 (STASWICK et al.,, 1981).
Atualmente, essas subunidades sdo denominadas G1 (AlaB2), G2 (A1bBlb),
G3 (A2B1b), G4 (A5A4B3) e G5 (A3B4) e seus genes, Gyl, Gy2, Gy3, Gy4 e
Gy5, respectivamente. Os polipeptideos 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 variacbes na composicao
polipeptidica, como mutantes naturais com auséncia do complexo G4
(FONTES et al., 1984).

As cinco subunidades da glicinina podem ser divididas em dois grupos
baseados na homologia da seqiéncia de aminoacidos (NIELSEN et al., 1989).
G1, G2 e G3 sao subunidades do Grupo 1; G4 e G5 sao subunidades do Grupo
2. A homologia das seqliéncias entre subunidades de um mesmo grupo esta
em torno de 90% mas, esta em torno de somente 50%, quando membros de
grupos diferentes sdo comparados.

O Grupo 1 é codificado por genes presentes em dois dominios
cromossomais distintos. Um dominio contém dois genes de glicinina ligados
(Gyl e Gy2) e o outro contém o gene Gy3. Os dois dominios tém alto grau de

homologia e conttm no minimo cinco genes cada, que Sao expressos em



embrides ou em folhas de plantas maduras. Dois outros genes tém sido
identificados e designados como glicinina-relacionados e podem codificar
outras familias de subunidades de glicinina que se acumulam em menor
quantidade nas sementes (NIELSEN et al., 1989). DIERS et al. (1994),
mapearam 0s genes Gy4 e Gy5 da glicinina em uma populacédo obtida do
cruzamento inter-especifico de Glycine max x G. soja e encontraram que estes
genes estao localizados nos grupos de ligacdo “O” e “F”, respectivamente.

A b-conglicinina é uma glicoproteina com massa molecular estimada em
150-170 kDa e possui trés subunidades, a’, a e b, sendo codificadas pelos
genes Cgyl, Cgy2 e Cgy3, respectivamente (THANH & SHIBASAKI, 1977;
UTUMI et al., 1998; KRISHMAN et al., 2000). As subunidades a e a’ possuem
dois e trés residuos de metionina, respectivamente, e a subunidade b né&o
possui esse aminoacido (COATES et al., 1985). Existe polimorfismo genético
na composicao polipeptidica de b-conglicinina, tendo sido identificado gendtipo
com auséncia de a’ (KITAMURA et al., 1984). Subunidades menores dessa
globulina, designadas b’, g e d, também tém sido descritas (COATES et al.,
1985). HARADA et al (1989) verificaram que a familia de genes da b-
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; regibes D, E e F, um
cada).

Existe também, uma terceira classe de proteinas de reserva pertencente
ao grupo das globulinas, denominda 8S, que é composta por um polipeptideo
basico unido por meio de ligacdo bissulfidrica a um polipeptideo acido. Esta
globulina representa de 5 a 10% da proteina total da semente de soja
(NIELSEN, 1996). Além destas proteinas de reserva, as sementes de soja
possuem outras proteinas, algumas delas com atividade catalitica, tais como
lipoxigenases e ureases, além de inibidores de proteases e lectinas. Estas
proteinas representam menos de 8% da proteina total (NIELSEN, 1996; UTUMI
et al., 1998).

Ao comparar o conteldo de glicinina e b-conglicinina em varias

linhagens de soja, YAKLICH (2001) verificou que estas proteinas se acumulam



em maior quantidade e diferencialmente nas linhagens com maior contetdo de

protel'nas na semente.

2.3. Composicdo quimica da semente de soja versus ambiente

A composicdo de proteinas e 6leo em sementes de soja € influenciada
pelo ambiente durante o processo de enchimento de sementes (GIBSON &
MULLEN, 1996a; GIBSON & MULLEN, 1996b). A concentracdo protéica da
soja produzida no sul dos Estados Unidos é geralmente maior que a da regiao
norte, entretanto, a concentracao de 6leo é geralmente maior na soja produzida
nas regifes norte e oeste daquele pais (GIBSON & MULLEN, 1996a). Segundo
estes autores, temperaturas médias altas (dia e noite) estdo correlacionadas
com alta concentracdo de Oleo. A concentracdo de proteinas em sementes
maduras de soja € geralmente inversamente correlacionada com a
concentracdo de acgUcares e 0leos. Um aumento de 1% na concentracdo de
proteina foi associada a um declinio de 0,43% na concentragdo de 6leo
(GIBSON & MULLEN, 1996a).

Segundo GIBSON & MULLEN (1996b), a concentracdo de proteinas,
0leo e composicao de acidos graxos tém uma forte relacdo com a temperatura
ambiente durante a fase de enchimento das sementes. A concentracdo de
proteinas diminuiu entre 21 e 27°C e aumentou com o0 incremento da
temperatura até 35°C. Ainda segundo estes autores, a concentracao de Oleo
aumentou entre 21 e 29°C e depois diminuiu com o aumento da temperatura
até 35°C.

Os resultados dos trabalhos de GIBSON & MULLEN (1996b)
demonstraram que as concentracdes dos acidos graxos especificos na soja,
também séao influenciadas pelo ambiente durante o desenvolvimento das
sementes. Em trabalhos de pesquisa realizados em oito ambientes diferentes,
a temperatura foi a principal variavel na determinacdo da composicao de acidos
graxos. Temperaturas mais elevadas foram associadas com o aumento na
percentagem de &cido oléico e com a diminuicdo nas concentracfes de acido
linoléico e linolénico. A soja produzida no sul dos Estados Unidos continha

menos acido linolénico e mais acido oléico que as produzidas no norte.



SEDIYAMA et al. (1996) demonstraram que no Brasil a situagdo ndo é
diferente. O contetdo de 6leo em sementes de soja, por exemplo, depende da
temperatura durante o desenvolvimento da vagem. Sementes desenvolvidas
em temperaturas de 21°C apresentaram um contetdo de 6leo de 19,5%,
enquanto aquelas desenvolvidas a 30°C apresentaram 22,3% de Oleo.
SEDIYAMA et al. (1996) ainda relatam que, o contetdo de proteina na semente
de soja esta, em geral, inversamente associado ao teor de 6leo.

WOLF et al. (1982) acompanharam o acumulo de proteinas em
sementes da variedade de soja Fiskeby V, em casa de vegetacdo, sob o
seguinte regime de temperatura (dia e noite): 24 e 19°C, respectivamente, até o
comeco da germinacdo e com 0s seguintes regimes até a maturidade: 18 e
13°C; 24 e 19°C; 27 e 22°C; 30 e 25°C ou 33 e 28°C. Verificaram que ha um
aumento do conteuddo de proteina na semente com o aumento da temperatura
durante o periodo de enchimento da semente. Demonstraram, também, que o
conteudo de proteinas € bastante estavel entre 18 e 30°C, mas tem um
aumento significativo em temperatura diurna de 33°C.

Segundo SEDIYAMA et al. (1996), a temperatura ndo parece estar
fortemente associada com o conteudo de proteina. Estudos conduzidos por
estes autores em casa de vegetacdo demonstraram que a temperatura diurna
afetou o conteudo de metionina da proteina em soja. A 32°C, o teor de
metionina no cultivar Lincoln foi de 1,40% e a 21°C, o teor de metionina foi de
1,13%. Os autores concluiram que a soja produzida em ambientes mais

guentes podem ter melhor qualidade de proteina para uso na alimentacao.

2.4. Produtividade da soja: ganhos nos programas de

melhoramento

WAKAWKAR et al. (1976) sugeriram levar em conta, em programas de
selecdo, visando 0 aumento de producdo em soja, 0s caracteres niumeros de
ramos, namero de dias para florescimento e maturacdo e niumero de vagens
por planta, pois foram o0s caracteres que tiveram altos efeitos positivos diretos e

indiretos, perante todos os componentes de producgéao.



Para produtividade tem sido detectadas correlacbes genéticas altas e
positivas com maturacéo e altura da planta (KNOW & TORRIE, 1964; BYTH et
al., 1969). Em quatro populacdes (geracao F6) BYTH et al. (1969) detectaram
correlacbes genéticas positivas entre produtividade e maturacdo, com
magnitudes variando de 0,33 a 0,52. As correlagbes entre produtividade e
altura de planta foram negativas, com magnitudes variando de —0,06 a —0,26.

SIMPSON & WILCOX (1983) encontraram correlacées fenotipicas
altamente significativas e positivas entre produtividade e maturacéo, altura da
planta e acamamento.

THORNE & FEHR (1970) estudaram cruzamento entre cultivares de soja
adaptados e introducdes com alto teor de proteina. As populacbes foram
avancadas até F6 para cruzamentos biparentais e F5 para cruzamentos
triparentais. A correlacdo fenotipica estimada para as diversas populacdes
variou entre —0,84 e —0,54 para teor de proteina e teor de 6éleo, e entre —0,38 e
—0,28 para teor de proteina e producdo de graos, o que seria suficiente para
permitir selecéo de linhagens com alta producéo e alto teor de proteina.

BRIM & BURTON (1979) praticaram ciclos de selecao recorrente para
teor de proteina em quatro popula¢gdes de soja. Obtiveram aumentos de 0,30 a
0,70% por ciclo, na média do carater. Como a selecdo ndo levou em
consideracdo a producdo de graos, ocorreu uma diminuicdo desta em duas
populacoes.

WEHRMANN et al. (1987) utilizaram o método de retrocruzamentos na
tentativa de transferir genes que aumentam o teor protéico para trés cultivares
de alta producéo e de ciclos diferentes a partir de linhagens pouco adaptadas.
Esses autores trabalharam com trés populacdes formadas por cruzamentos
biparentais, avancadas até F3 e retrocruzadas duas vezes com 0s materiais
recorrentes. Os autores chegaram a conclusdo que dois retrocruzamentos
possibilitaram selecionar linhagens com alto teor protéico e produtivas,
principalmente na populacéo de ciclo tardio.

HOLBROOK et al. (1989) avaliaram a utilizacdo de indices de selecao
para aumento de producdo com a manutencédo do teor de proteina na semente.

Apesar da freqiente correlagédo negativa entre estes dois caracteres, obtiveram

10



aumentos significativos na producao, sem alteracdo no teor de proteina, por

meio da utilizacdo de indices de selecao restrito.

2.5. Produtividade versus teor de proteina

WILCOX & CAVINS (1995) estudaram correlacdes entre teor de proteina
e producdo de gréos, por meio de uma série crescente de retrocruzamentos
entre dois progenitores contrastantes para estas duas caracteristicas. Esses
autores verificaram uma correlacdo negativa decrescente entre teor de proteina
e producdo de grdos, a medida que se avancaram 0S retrocruzamentos,
obtendo no final do terceiro retrocruzamento linhagens produtivas e com alto
teor de proteina.

Estudando o comportamento de linhagens de soja F5, derivadas de oito
cruzamentos entre materiais adaptados e entre materiais adaptados versus
nao-adaptados, com niveis diferentes de proteina, encontraram correlacdes
positivas, entre producao de graos e teor de proteina em todos 0s cruzamentos
(SCOTT & KEPHART, 1997).

XINHAI et al. (1999) determinaram correlacdes genéticas entre teor de
proteina e producdo de grdos e entre teor de proteina e componentes de
producdo em uma populacdo derivada do cruzamento entre Glycine max e
Glycine soja, utilizando cinco diferentes métodos de selecdo. Em seus
resultados, os autores encontraram correlacbes entre teor de proteina e
producao de graos, variando de —0,117 a —0,271.

Correlacbes genéticas entre teor de proteina e producdo de graos
parecem nao oferecer obstaculos para a obtencao de novos gendétipos de soja
superiores quanto ao teor de proteina e a producdo de grdos, desde que
estratégias de genética quantitativa, e até mesmo ferramentas bioquimico-

moleculares, sejam aplicadas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal, plantio e delineamento experimental

Foram avaliados os contetudos de proteinas, ao longo do enchimento
das sementes, da variedade comercial CAC-1 e da linhagem guase-isogénica
dela derivada, CAC-1 PTN. A variedade comercial CAC-1, desenvolvida pela
COOPADAP (Cooperativa Agropecuaria do Alto Paranaiba), contém
aproximadamente 40% de proteina. A linhagem CAC-1 PTN, desenvolvida pelo
programa de melhoramento do BIOAGRO/UFV via retrocruzamentos assistidos
por marcadores moleculares e técnicas de analises bioquimicas néo
destrutivas, contém aproximadamente 50% de proteina. Para a obtencéo dessa
isolinha, foram realizados apds cada retrocruzamento selecdo para teor de
proteina em sementes da geracdo F2 por meio da técnica do &cido
bicinconinico (SMITH et al., 1985). Ao final do segundo retrocruzamento as
sementes F2 selecionadas foram autofecundadas até a geracédo F4 obtendo-se
assim, isolinhas RC2F4. O teor de proteinas das plantas RC2F4 foi confirmado
pelo método Kjeldhal (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS
— AOAC, 1975).

As sementes do cultivar CAC-1 e as sementes RC2F5 da isolinha de alto
teor de proteina, foram semeadas em vasos de 3 litros contendo solo
homogeneamente adubados (73,2 mg/ dm® de P e 668 mg/ dm?® de K) e entao,

mantidas em casa de vegetacao no periodo de inverno do ano de 2001 (junho
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a agosto). Para garantir uma maior disponibilidade de nitrogénio, as sementes
foram inoculadas com Bradyrhizobium japonicum (NITRAL URBANA).

Seguindo a metodologia de WOLF et al. (1982), as sementes plantadas
germinaram em casa de vegetacdo com temperatura dia/noite de
aproximadamente 24/19 °C até o estadio R2 (FEHR & CAVINESS, 1977) de
desenvolvimento do grdo. As plantas foram mantidas sob fotoperiodo de 14
horas de luz, com a utilizacao de luz artificial, a fim de garantir um crescimento
homogéneo das mesmas; a soja € considerada uma planta de dia-longo.

A partir do estadio de desenvolvimento R2 (FEHR & CAVINESS, 1977),
vasos foram distribuidos em duas casas de vegetacdo com temperaturas
ambientes distintas. Em uma das casas de vegetacdo a temperatura ambiente
foi controlada com o uso de ventilacdo forcada. Esta casa de vegetacao foi
denominada de ambiente com regime climatico de baixa temperatura que
também, deve-se ao o0 periodo de plantio. A outra casa de vegetacdo sofreu
aguecimento artificial através de resisténcias elétricas. Nesta casa de
vegetacao, denominou-se ambiente com regime climético de alta temperatura.

O experimento foi montado utilizando-se o delineamento inteiramente
casualizado, com trés repeticbes em arranjo fatorial (2x2x7), constituindo-se de
dois gendtipos, duas temperaturas e sete estadios de desenvolvimento. Cada

parcela foi constituida de trés plantas.

3.2. Monitoramento da temperatura

Em cada ambiente de temperatura ambiental foi realizada a leitura da
temperatura maxima e minima do dia, obtendo-se uma média. Para tal, utilizou-
se um termdmetro que registra a temperatura ambiental maxima e minima de
determinado dia. A leitura da temperatura ambiental foi tomada diariamente as
17:00 horas.

3.3. Determinacao das proteinas totais

Foi analisado o acumulo de proteina total ao longo do enchimento da
semente, entre os estadios R3 e R8 (FEHR & CAVINESS, 1977) de
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desenvolvimento. Para isso, foram coletadas sementes nas seguintes faixas de
peso e designados os seguintes estadios de desenvolvimento da semente: até
75 mg (estadio 1), de 76 a 150 mg (estadio 2), de 151 a 225 mg (estadio 3),
226 a 300 mg (estadio 4), 301 a 375 mg (estadio 5), 376 a 450 mg (estadio 6) e
semente matura (estadio 7).

O conteudo de proteina total em cada estadio foi determinado pelo
método de Kjeldhal (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS —
AOAC, 1975), quantificando-se o nitrogénio total e multiplicando o valor obtido
pelo fator 6,25, para conversdo do teor de nitrogénio em teor de proteina.
Foram analisadas trés repeticdes para cada estadio de desenvolvimento. As
amostras para analise foram constituidas de fracdes de 0,3 g cada, obtidas a

partir da moagem das sementes em moinho do tipo “Wiley”.

3.4. Perfil eletroforético das proteinas de reserva

Foram coletados 10 mg de fragmentos de sementes para extracdo das
proteinas. A extracdo foi realizada por meio de maceracao das amostras em
gral contendo 600 nL de tampao fosfato de sddio 0,05 M, pH 8,5. Assumiu-se
qgue a eficiéncia de extracdo das proteinas tenha sido a mesma para todos os
estadios de desenvolvimento das sementes. Os extratos obtidos foram
centrifugados a 14.000 rpm durante 15 minutos em microcentrifuga Eppendorf
5415 C, a temperatura ambiente. Ao término da centrifugacdo, 60 nlL do
sobrenadante foram retirados, evitando-se a porcao oleosa que geralmente se
forma na superficie do mesmo, e acrescentados de 30 nL de tampé&o de
amostra (3X) [Tris-HCI 0,187 M, pH 6,8, contendo glicerol 30% e SDS 6,9%],
20 nL de azul de bromofenol 0,05% e 20 nL de b-mercaptoetanol. Foram
aplicados 25 nlL dessa mistura em cada poco do gel. A quantificagcdo das
subunidades protéicas foi corrigida utilizando-se um fator de correcéo. Este tem
como base, a relacdo entre a quantidade tedrica de 100 ng de proteinas
dividida pela quantidade real que foi aplicada. A quantidade aplicada foi
calculada em funcao do peso da amostra extraida, das diluicdes realizadas e
do teor de proteinas totais feita pela metodologia de Kjeldhal nos varios
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estadios de desenvolvimento das sementes. Desta forma, as quantidades de
proteinas aplicadas nos poc¢os foram normalizadas para um valor de 100 ng.

A eletroforese (SDS-PAGE) foi desenvolvida em géis de poliacrilamida
12,5% (YAKLICH, 2001) por aproximadamente quatro horas a 100 Volts. As
bandas protéicas foram reveladas com Coomassie Blue R-250, segundo
metodologia de KWANYUEN & WILSON (2000).

As concentracfes relativas das subunidades das proteinas de reserva
foram determinadas com auxilio do “software” One Dscan (Scanalytics). Foram
computadas, em trés repeticdes, as densidades relativas de cada uma das
bandas componentes das proteinas de reserva, tomando como referéncia as
intensidades dos padrdes de ovoalbumina (45,0 KDa) e de inibidor de tripsina

de soja (21,5 KDa), ambos aplicados em igual quantidade de 1 ng (SIGMA).
3.5. Tratamento estatistico dos dados
Os dados dos caracteres avaliados foram submetidos a andlise de

variancia (ANOVA) empregando-se o “software” SAS System (SAS INSTITUTE
INC).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas de soja foram cultivadas em dois ambientes distintos: na casa
de vegetacdo com sistema de aquecimento (Figura 1) a temperatura média foi
em torno de 28 °C, enquanto que na casa de vegetacdo com sistema de
ventilacdo (Figura 2) a temperatura média foi em torno de 20 °C.

Casa de vegetacdo com aquecimento
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Figura 1 — Médias das temperaturas durante o periodo de conduc¢ao do

experimento em casa de vegetagcdo com sistema de aquecimento.
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Casa de vegetacao com ventilacéao forcada
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Figura 2 — Médias das temperaturas durante o periodo de conducao do
experimento em casa de vegetacdo com sistema de ventilagéo forcada

A Figura 3 mostra o acumulo de proteinas totais no cultivar CAC-1
determinadas pelo método de Kjeldhal. O acimulo foi maior quando o cultivar
foi submetido ao ambiente de casa de vegetacdo com sistema de aquecimento
do que quando as plantas foram crescidas em casa de vegetacdo com
ventilacéo forcada. Estes dados estdo de acordo com aqueles encontrados por
GIBSON & MULLEN (1996a e 1996b) e SEDIYAMA et al. (1996). Na realidade,
as proteinas totais se acumularam em maior quantidade no ambiente com
sistema de aquecimento, em quase todos os estadios de desenvolvimento.
Com base na analise de variancia (ANOVA), a quantidade de proteina total
durante o enchimento do gréo, diferiu significativamente em maior proporcéo
para o cultivar que se desenvolveu em ambiente com sistema de aquecimento.
Somente para os estadios de desenvolvimento 3 e 4, ndo foram observados

estes resultados.
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Figura 3 — Conteudo de proteinas totais do cultivar CAC-1 em alta (A) ou

baixa temperatura (B) em diferentes estadios de desenvolvimento (1 a 7).

A Figura 4 mostra o acumulo de proteinas totais no cultivar CAC-1 PTN.
O acumulo, assim como para a cultivar CAC-1, ocorreu em maior proporcao
quando o cultivar foi submetido ao ambiente de casa de vegetacdo com
sistema de aquecimento. Segundo a andlise de variancia, a quantidade de
proteina total durante o enchimento do grao, diferiu significativamente em maior
proporcdo para o cultivar que se desenvolveu em ambiente com sistema de
aquecimento em todos os estadios de desenvolvimento. Observou-se, ainda,
que mesmo quando submetido a ambiente de casa de vegetacdo com
ventilacdo forcada (baixa temperatura), o cultivar CAC-1 PTN acumulou maior
qguantidade de proteinas totais do que o cultivar CAC-1, independente da
temperatura em que este foi cultivado. Esse é um dado altamente significativo,
que certamente influenciara o sucesso das variedades de alto teor protéico que
estdo sendo desenvolvidas pela equipe de melhoramento do BIOAGRO/UFV,
gue visa acumular genes que aumentem o teor protéico em soja, independente

do ambiente de cultivo.
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Figura 4 — Conteudo de proteinas totais do cultivar CAC-1 PTN em alta
temperatura (A) ou baixa temperatura (B) em diferentes estadios de
desenvolvimento (1 a 7).

Os dados obtidos indicam que fatores ambientais, como a temperatura,
afetam diretamente no acumulo de proteinas totais da semente, possivelmente
favorecendo o metabolismo no sentido de biossintese de proteinas quando a
temperatura se aproxima a 30 °C, segundo o que foi sugerido por WOLF et al.
(1982), que acompanhou o acumulo de proteinas em sementes do cultivar de
soja Fiskeby V.

Numa tentativa de determinar se fracdes protéicas especificas da
proteina de reserva acumulavam diferencialmente ao longo do enchimento de
sementes de plantas de soja cultivadas em diferentes temperaturas, foi
determinado o perfil eletroforético dessas proteinas. As Figuras 5 e 6 mostram
géis de poliacrilamida contendo fracdes protéicas ao longo do enchimento da

semente.
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Figura 5 — Perfil eletroforético das proteinas de reserva dos cultivares
CAC-1 e CAC-1 PTN ao longo do enchimento das sementes. Da esquerda para
a direita tém-se: marcador de massa molecular (SIGMA), cultivar CAC-1
cultivado em alta temperatura (estadios 1 a 7), cultivar CAC-1 PTN cultivado
em alta temperatura (estadios 1 a 7) e cultivar CAC-1 cultivado em baixa
temperatura (estadios 1 a 5). As setas indicam as subunidades que foram
guantificadas.

Figura 6 — Perfil eletroforético das proteinas de reserva dos cultivares
CAC-1 e CAC-1 PTN ao longo do enchimento das sementes. Da esquerda para
a direita tém-se:, cultivar CAC-1 cultivado em baixa temperatura (estadios 6 e
7), CAC-1 PTN cultivado em baixa temperatura (estadios 1 e 2), marcador de

massa molecular (SIGMA) e cultivar CAC-1 PTN cultivado em baixa
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temperatura (estadios 3 a 7). As setas indicam as subunidades que foram

guantificadas.

As Figuras 7 e 8 mostram a variagdo no conteudo relativo de uma das
proteinas de reserva da soja: a b-conglicinina. Como pode ser observado na
Figura 6, o cultivar CAC-1, de um modo geral, acumulou maior quantidade de
b-conglicinina quando as plantas foram crescidas em casa de vegetacdo com
aquecimento (alta temperatura). Portanto, essa proteina de reserva apresentou
um perfil de acumulo semelhante ao da proteina total e deve ser afetada pela

temperatura de modo semelhante.

Beta-conglicininaem CAC-1
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Figura 7 — Conteudo relativo de b-conglicinina do cultivar CAC-1 em alta
(A) ou baixa temperatura (B) em diferentes estadios de desenvolvimento (1 a
7).

A determinacdo da variacdo do conteudo de b-conglicinina no cultivar
CAC-1 PTN mostrou um maior conteudo desta fracdo protéica neste cultivar do
gue em CAC-1, mesmo quando aquela foi cultivada em temperaturas mais
baixas (Figuras 7 e 8). Além disso, mais uma vez a temperatura ambiental foi
primordial para a determinagdo de um maior conteddo desta proteina em
ambiente com aquecimento (alta temperatura), o que pode ser observado na

Figura 8.
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Figura 8 — Conteudo relativo de b-conglicinina do cultivar CAC-1 PTN em
alta (A) ou baixa temperatura (B) em diferentes estadios de desenvolvimento (1
arT).

Em relacdo a outra importante proteina de reserva da soja, a glicinina,
observou-se que para o cultivar CAC-1 (Figura 9) houve um acréscimo em seu
conteldo, quando as plantas foram crescidas em casa de vegetacdo com
aguecimento (alta temperatura). O mesmo também foi encontrado para o
cultivar CAC-1 PTN em relacdo ao acumulo desta proteina (Figura 10).

Ressalta-se ainda, que o conteudo acumulado de glicinina foi maior para
o cultivar CAC-1 PTN do que para a cultivar CAC-1 em todos os estadios de
desenvolvimento da semente, principalmente no dltimo estadio de
desenvolvimento (semente madura), independentemente da temperatura
(Figuras 9 e 10).

A glicinina e a b-conglicina representam cerca de 70% do conteudo total
de proteinas do gréo de soja (HIILL & BREIDENBACH, 1974). YAKLICH (2001)
verificou que estas proteinas acumulam em maior quantidade em cultivares
selecionados para maior conteudo de proteinas totais. Neste trabalho, as
observacfes daquele autor foram confirmadas e, além disso, verificou-se que,
em altas temperaturas, estas fragdes protéicas também acumulam em maior

proporcgao.
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Figura 9 — Conteldo relativo de glicinina do cultivar CAC-1 em alta (A)

ou baixa temperatura (B) em diferentes estadios de desenvolvimento (1 a 7).
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Figura 10 — Conteudo relativo de glicinina do cultivar CAC-1 PTN em alta
(A) ou baixa temperatura (B) em diferentes estadios de desenvolvimento (1 a

7).
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CONCLUSOES

A temperatura ambiental interfere no conteddo de proteinas totais da
semente de soja, as quais se acumulam em maior quantidade diante de
ambiente com temperatura em torno de 30 °C.

As proteinas de reserva da semente de soja se acumulam em maior
quantidade em variedades selecionadas para maior conteiddo das mesmas. O
acumulo de proteinas de reserva de soja, também ¢é dependente da
temperatura ambiental, nas quais se acumulam em maior quantidade em
ambientes com temperaturas em torno de 30 °C.

Ressalta-se a importancia do programa de melhoramento de qualidade
da soja desenvolvido pelo BIOAGRO/ UFV, onde tem obtido uma série de
linhagens de soja com elevados teores de proteinas da semente (maiores que
45%), e com alto potencial produtivo. Estes materiais quando submetidos a
condicbes de plantio de baixa temperatura, apresentam variacbes no seu
conteldo protéico mas estas variacbes sdo compensatérias em relacdo a

cultivares com baixos teores de proteinas da semente.
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