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EXTRATO

GESTEIRA, Abelmon da Silva, M.S., Universidade Federal de Vigosa, outubro de
1997. Estudo de heranca e de marcadores moleculares para teor de
acido linolénico em soja. Professor Orientador: Maurilio Alves Moreira.
Professores Conselheiros: Everaldo Gongalves de Barros e Carlos Sigueyuki
Sediyama.

A redugao do teor de 4cido linolénico em soja estd associado com a
estabilidade oxidativa e melhoria do sabor do 6leo. O acesso BARC-12, que
possui baixo teor de &cido linolénico (3% em média), foi cruzado com o cultivar
comercial CAC-1 (8,5 em média). Andlises da composigdo dos 4cidos graxos de
sementes dos progenitores e da geragdes Fy, Fo, e F3 foram determinadas por
cromatografia a gés, de forma nao destrutiva. Os estudos de heranga indicam que
0 teor de acido linolénico é controlado por dois genes de efeito maior. Contudo, a
distribuido continua observada em sementes F» e em familias F3 sugere que
genes de efeito menor também estdo envolvidos. As geragdes Fi, Fz, e Fj
também foram utilizadas para se estimarem alguns pardmetros genéticos.
Andlises quantitativas indicam que poucos genes com efeitos aditivos controlam o
carater em questao e que seus efeitos s@o principalmente aditivos. As estimativas
de herdabilidade foram altas, possibilitando identificar, com precisdao, os
individuos desejados na populagdo segregante, em geragoes precoces. A
metodologia “Bulked Segregant Analysis” foi utilizada para identificar marcadores
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RAPD ligados a genes que determinam teor de &cido linolénico. Os 1000
“primers” aleatérios testados ndo detectaram nenhum polimorfismo de DNA que

estivesse associado aos genes que controlam o baixo teor de acido linolénico.
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ABSTRACT

GESTEIRA, Abelmon da Silva, M.S., Universidade Federal de Vicosa, October,
1997. Inheritance studies and molecular of linolenic acid content in
soybean seeds. Adviser: Maurilio Alves Moreira. Committee Members:
Everaldo Gongalves de Barros and Carlos Sigueyuki Sediyama.

Genetic reduction of linolenic acid content in the soybean oil is considered
to be important in order to increase oil stability and flavor. In this work, BARC-12
(an accession from USDA, USA), that contain low level of linolenic acid (3% on
average), was crossed to the brazilian commercial variety CAC-1 (8.5% on
average). Fatty acid composition of the oil fraction extracted from Fy, F, and F,
seeds, by a non-destructive single seed analysis, was determined by gas
chromatography. Inheritance studies indicated that linolenic acid levels are under
the control of two independent major genes. However, the continuous distribution
observed for linolenic acid content in F, seeds and in F3 derived families
Suggested that minor genes also are involved. Quantitative analysis indicated that
linolenic acid content in soybean is under the control of a low number of genes
with additive effects. Stimated coefficient of heritabilities were high, indicating to be
feasible to follow the character in individuals of segregant populations. Bulked
Segregant analysis was used to identify RAPD markers linked to gene(s) that
determine low level of linolenic acid in F2 population from the cross CAC-1 x



BARC 12. However, after testing 1000 primers, we were not able to find a RAPD

marker linked to low linolenic acid in this cross.



INTRODUCAO

Oleos e gorduras, que quimicamente sdo triacilgliceréis, tém importante
fung@o na nutrigdo humana, por serem alimentos ricos em energia (TOPFER et
al., 1995). Noventa porcento do 6leo vegetal produzido no mundo destina-se a
alimentagdo humana, na forma de margarinas, gordura vegetal hidrogenada e
dleos para saladas e frituras (SOMERVILLE e BROWSE, 1991; TOPFER et
al.,1995; YADAV, 1996). Os dleos vegetais apresentam grande variagdo nos
teores de acidos graxos, indicando que nas sementes oleaginosas ha extensa
variagéo na composigéo dos 4cidos graxos dos lipidios armazenados (TOPFER et
al.,1995).

A composigdo e a distribuicdo dos acidos graxos em uma molécula de
triacilglicerol determinam a qualidade do dleo, o valor nutricional, o sabor e
propriedades fisicas, como a estabilidade do dleo (SOMERVILLE e BROWSE,
1991; YADAV, 1996). A maioria dos &cidos graxos de plantas e de outros
organismos tem cadeia longa de 16 a 18 carbonos e contém de uma a trés
ligagdes duplas em conformagédo cis (OHLROGGE e BROWSE, 1995). A via
biossintética dos &cidos graxos é essencial para o crescimento da planta e
considerada a principal via metabdlica encontrada nas células vegetais (WANG e
HILDEBRAND, 1988; SOMERVILLE e BROWSE, 1991), o que é confirmado pelo
fato de inibidores da biossintese de &cidos graxos serem letais para a célula
vegetal (OHLROGGE e BROWSE, 1995).



Todos os atomos de carbonos encontrados nos é&cidos graxos séo
lerivados do “pool” de acetil-CoA presente em cloroplastidios (OHLROGGE e
3ROWSE, 1995). A concentragdo de acetil-CoA no cloroplasto é de 30 a 50 uM,
suficiente para suprir, somente por poucos segundos, a necessidade da sintese
le acidos graxos (POST-BEITTEMENILLER et al., 1992). Entretanto, o “pool”
yermanece constante mesmo quando a taxa de sinteses dos acidos graxos é alta
[ROUGHAN e SLACK, 1982).

O complexo enzimatico acetil-CoA carboxilase (ACCase) catalisa a
drimeira reagé@o da biossintese de acidos graxos, formando malonil-CoA a partir
de acil-CoA e CO,. Essa reagé@o ocorre em duas etapas. Na primeira, em que a
reacao é dependente de ATP, o CO, (de HCOz3) é transferido pela porgéao biotina
carboxilase da ACCase para o nitrogénio do grupo prostético biotina ligado ao
grupo g-amino do residuo de lisina. Na segunda, em que a reagéo é catalisada
pela carboxitransferase, o CO; ativado é transferido da biotina para acetil-CoA
para formar malonil-CoA (OHLROGGE e BROWSE, 1995).

As plantas s@o fundamentalmente diferentes de outros organismos
eucaridticos na organizagéo molecular das enzimas da sintese dos acidos graxos.
Para produzir dcidos graxos com 16 ou 18 carbonos a partir de acetil-CoA e
malonil-CoA, s&@o requeridas no minimo 30 reagoes enzimaticas (SOMERVILLE e
BROWSE, 1991). O principal composto doador de carbono para sintese de 4cidos
graxos é o malonil-CoA produzido pela ACCase. Antes de entrar na via de sintese
dos acidos graxos, o grupo malonil é transferido da CoA para a proteina co-fator,
proteina carreadora de acil (ACP). A partir desse ponto, todas as reagoes da via
envolvem ACP, até que a produgéo de 16 ou 18 carbonos esteja pronta para ser
exportada para o plastidio. Apés a transferéncia para o ACP, o tioéster-malonil
entra na série de reagdes de condensag@o com aceptores acil-ACP (ou acetil-
CoA). Essas reagdes resultam na formagdo de ligagées C-C e na liberagao do
CO: que foi adicionado pela ACCase (OHLROGGE e BROWSE, 1995).

No minimo, trés enzimas de condensagéo, também conhecidas como B-
cetoacil-ACP sintetase, sao requeridas para produzir acidos graxos com cadeia
de 18 carbonos. A primeira condensagédo de acetil-CoA e malonil-CoA para
Produzir quatro carbonos é catalisada pela B-cetoacil-ACP sintase Il (JAWORSKI

et al.,, 1989). Acredita-se que a enzima de condensagao B-cetoacil-ACP sintase I



seja responsavel pela produgdo da cadeia longa de 6 para 16 carbonos.
Finalmente, a elongagdo de 16 carbonos palmitoil-ACP para esteroil-ACP requer
a enzima [-cetoacil-ACP sintase II. O produto inicial de cada reagdo de
condensag@o € o B-cetoacil-ACP. Trés reagdes adicionais ocorrem apés cada
condensagéo para formar um dcido graxo saturado. O B-cetoacil-ACP é reduzido

ao grupo carbonil pela enzima B-cetoacil redutase, que usa NADPH como doador
de elétron. A préxima reagéo é a desidrogenagao pela hidroxiacil-ACP desidrase.
Cada ciclo da sintese dos acidos graxos &, entdo, completado pela enzima enoil-
ACP redutase, que usa NADH ou NADPH para reduzir a dupla ligagao, formando
acidos graxos saturados (SOMERVILLE e BROWSE, 1991).
A via da biossintese dos 4cidos graxos produz 4cidos graxos saturados.
Mas, em muitos tecidos vegetais, acima de 75% dos &cidos graxos sao
insaturados. Nas plantas existem duas vias para biossinteses de acidos graxos
polinsaturados, uma localizada no reticulo endoplasmatico e a outra em plastidios
(Heinz, 1993, citado por YADAV, 1996). As vias de biossintese dos &cidos
linoléico e linolénico sao dependentes de O, e as dessaturagdes sao catalisadas
pela dessaturase do oleato e pela dessaturase do linoleato, respectivamente. A
fosfatidilcolina é o substrato do glicerolipidio primario para biossinteses de acidos
graxos poliinsaturados no reticulo endoplasmatico. Galactolipidios s@o os
substratos primarios na membrana do plastidio. No reticulo endoplasmatico de
Arabidopsis, as dessaturagdes do oleato e linoleato séo controladas pelos locus
Fad 2 e Fad 3, respectivamente, ao passo que no plastidio as dessaturagdes do
oleato e linoleato sdo controladas pelos locus Fad 6 e Fad 7, respectivamente.
Tanto a via do reticulo endoplasmético como a via do plastidio operam no tecido
foliar com troca significativa entre seus intermedidrios, no entanto a via do reticulo
endoplasmatico predomina durante a biossintese do éleo no desenvolvimento de
Ssementes e em outros tecidos nédo verdes. Entretanto, a contribuigao relativa da
via do plastidio pode ser significativa num éleo com baixo teor de acidos graxos
poliinsaturados (YADAV,1996).
Segundo Schwe et al. (1986), citados por HILDEBRAND (1989), os quatro
Principais sistemas enziméticos que operam em plantas superiores, modificando
seus acidos graxos, sdo: o-oxidagéo, B-oxidagao, w-oxidagao e a via lipoxigenase.

Esta via, em particular, tem maior importancia para a qualidade do alimento. A



enzima lipoxigenase (LOX), que catalisa a hidroperoxidag@o dos acidos graxos
polinsaturados, é encontrada em muitos tecidos de plantas e animais
(HILDEBRAND,1992). Mltiplas formas ou isoenzimas de lipoxigenase estao
presentes nesses tecidos. As sementes de soja contém, no minimo, trés
isoenzimas LOX, que s@o codificadas por genes distintos. Estes foram clonados e
seqiienciados (HIIDEBRAND,1989). Varias isoenzimas LOX, tais como LOX 1, de
sementes de soja tém pouca reatividade para d&cidos graxos esterificados
(HIDEBRAND,1992).

A hidroperoxidagdo dos &cidos graxos resultante da agdo de LOX é
metabolizada por uma das duas vias que operam nos tecidos de plantas. Na
primeira via, hidroperéxido liase catalisa a quebra de 13-hidroperdxido dos acidos
linoléico e linolénico, formando acido 12-oxi-cis-dodecandico e hexanal ou cis-3-
hexanal. Na segunda via, hidroperéxido desidrase converte acido linolénico em
éxido aleno, que, por reagdes subseqiientes, é convertido em acido jasmonico
(HILDEBRAND, 1989).

O controle genético da sintese dos &cidos graxos poliinsaturados tem sido
muito estudado, por meio da obtengdo e caracterizagao de mutantes que
apresentam diferentes composigdes desses &cidos. Mutantes de varias espécies
de plantas tém sido obtidos por tratamento com agentes mutagénicos (quimicos e
fisicos). Os efeitos da mutagédo sdo expressos com maxima intensidade quando
as plantas crescem em temperaturas acima de 26 °C, porém sao relativamente
menos intensos, abaixo de 18 °C, indicando que as enzimas envolvidas na
biossintese de 4cidos graxos sdo sensiveis a temperatura (WANG e
HILDEBRAND, 1988).

A maioria dos 210 tipos de &cidos graxos conhecidos sintetizados por
plantas ndo tem nenhum valor econdmico, porque sdo produtos de plantas nao
cultivadas. Mas o melhoramento tradicional e a engenharia genética podem
fornecer meios para transferir essa vasta capacidade de produgdao de dleos
especificos para plantas cultivadas de alto valor econdémico. Para ambos os usos,
nutricional e nao-nutricional, os métodos de melhoramento tradicional e
transgénico tém sido usados para mudar o grau de saturagdo e reduzir ou
aumentar a cadeia de acidos graxos (KINNEY, 1994).

Variagdes genéticas da composicéo dos acidos graxos tém sido utilizadas
para manipular a composi¢éo destes em sementes oleaginosas. Por exemplo, o

4



4leo de semente de linho contém alta porcentagem de &cido linolénico (45 a
65%). Esses altos niveis prejudicam o seu uso como Oleo comestivel,
restringindo-o & indUstria ndo alimenticia. Genétipos com 2% de &cido linolénico
foram obtidos (GREEN, 1986) pela sele¢cdo de sementes F, do cruzamento entre
dois mutantes com baixos teores de acido linolénico. Essa redugao do teor de
acido linolénico nessas sementes oleaginosas foi acompanhada pelo aumento
dos teores do 4acido oléico (WANG e HILDEBRAND, 1988). Esses resultados
indicam que as mutagbes afetam a dessaturagdo do oléico para o linolénico.
Andlises genéticas do cruzamento entre esses mutantes revelaram que os teores
de 4cido linolénico sdo controlados por dois genes, os quais apresentam efeitos
génicos aditivos (GREEN, 1986).

O éleo de semente de soja € muito comum no mundo (SMITH, 1981) e,
entre os dleos vegetais, 0 que apresenta menor custo de produgéo, visto que €
um co-produto do farelo de soja (alimento rico em proteinas) (YADAV, 1996). A
composicdo média do dleo de soja é cerca de 15% de acidos graxos saturados
(palmitico e estedrico), 25% de monoinsaturado (oléico) e 60% de acidos
poliinsaturados (linoléico e linolénico) (ECONOMIC, 1990). O alto teor de acidos
graxos poliinsaturados tem sido considerado fator importante na redugéo da
estabilidade & oxidagao e do sabor do 6leo. Cultivares comerciais de soja (Glycine
max) possuem teores de acido linolénico entre 6 e 15% do ¢leo da semente. Em
outras espécies do género Glycine, o teor de &cido linolénico varia de 11,3 a
27,2% (SMITH, 1981). A inexisténcia de gendtipos com baixo teor de &cido
linolénico no 6leo da semente de soja levou a outras alternativas para reduzir o
teor de acido linolénico.

O uso de agentes quimicos mutagénicos, no melhoramento de soja, tem
sido considerado um método eficaz para produzir mutantes com baixo teor de
acido linolénico. Tratamento com EMS (metanossulfonato de etila) alterou
significativamente a composicdo de &acidos graxos no cultivar de soja “Century”.
Um mutante geneticamente estdvel denominado C1640, com 3,4% de &cido
linolénico, foi identificado (WILCOX et al., 1984). Essa mutagao é controlada por
um gene simples (WILCOX e CAVINS, 1985), denominado Fan (WILCOX e
CAVINS, 1987). Tratamento com EMS, seguido de selegdo recorrente, resultou
em uma linhagem melhorada, denominada A5, com teor de acido linolénico de 2,9
a 4,1% (HAMMOND e FEHR, 1983). GRAEF et al. (1988) demonstraram que a



composig¢do de acidos graxos pode ser considerada um carater quantitativo em
cruzamentos que envolvem A5 como progenitor. O decréscimo no teor de &cido
linolénico em A5 é, aparentemente, resultante do decréscimo da taxa de
dessaturagao do acido oléico.

A principal meta no melhoramento da qualidade do éleo de soja tem sido o
aumento da sua estabilidade oxidativa, pela redugé@o do teor de acido linolénico e
pelo aumento do teor de &cido oléico. O &cido linolénico sofre oxidagao,
resultando na rancificagdo e queda de sabor (Frankel, 1980, citado por YADAV,
1996). O acido oléico nao é estavel como os 4cidos graxos saturados, entretanto
é cerca de 10 vezes mais estavel que o &cido linoléico e pelo menos 20 vezes
mais estével que o acido linolénico (ECONOMIC, 1990).

O dleo de soja comercial é hidrogenado, o que reduz quimicamente as
duplas ligagdes, resultando em maior estabilidade e melhor sabor. Contudo, a
necessidade de hidrogenagao reduz o atrativo econémico de se usar a fragédo
dleo de soja. Além do mais, mesmo o éleo de soja hidrogenado possui odores
que sao atribuidos a presencga do isolinoleato, produto da hidrogenagao. Portanto,
a estabilidade natural do éleo de soja poderia resultar em baixo custo de
processamento e melhoria do sabor (YADAV, 1996).

Este trabalho teve como objetivos determinar o controle genético para
baixo teor de &cido linolénico no acesso BARC 12 e utilizar marcadores RAPD
para mapear genes ligados a essa caracteristica no cruzamento entre BARC-12 e

CAC-1, além de avaliar a natureza e a magnitude dos efeitos génicos que
controlam esse carater em soja.



CAPITULO 1

ESTUDO DE HERANGA E DE MARCADORES MOLECULARES PARA TEOR
DE ACIDO LINOLENICO EM SOJA

1. INTRODUGCAO

A composi¢do de 4acidos graxos de 6leos e gorduras determina suas
propriedades para potenciais aplicagdes na industria de alimentos. A fragao 6leo
extraida de sementes da maioria das espécies oleaginosas ndo apresenta uma
composigéo de acidos graxos que atenda a todos os requerimentos da inddstria
alimenticia. Em conseqiéncia, ha crescente interesse em se introduzirem
modificagdes genéticas que promovam alteragées na composicdo do 6leo de
sementes oleaginosas (Rottray, 1991, citado por OSORIO et al., 1995). O dleo de
soja (Glycine max (L.) Merr.) é um dos principais 6leos vegetais comestiveis.
Contém altos niveis de 4cido linolénico (de 8 a 12%, em média), que é facilmente
oxidado a compostos quimicos de baixo peso molecular que determinam o
aparecimento de sabores e odores desagraddveis (HO et al., 1978; MOUNTS et
al., 1978). O dleo de soja refinado é usualmente hidrogenado, com o objetivo de
reduzir o teor de &cido linolénico a niveis aceitdveis (BURTON et al., 1983).
EVANS et al. (1965) afirmaram que a redugdo genética dos niveis de &cido



linolénico para valores menores do que 5% certamente aumentara a qualidade e
a estabilidade do éleo de soja.

Recentes desenvolvimentos em biotecnologia de plantas tém fornecido
alternativas para se alterar a composigao de acidos graxos de dleos vegetais. A
biossintese dos principais &cidos graxos encontrados nesses Oleos &,
razoavelmente, bem conhecida (HILDEBRAND, 1992). Os &cidos oléico, linoléico
e linolénico s@o os principais acidos graxos insaturados presentes no éleo de
soja. Tem sido demonstrado que ocorre correlagédo negativa entre os teores dos
acidos oléico e linoléico e, também, entre os dos 4acidos oléico e linolénico
(RAHMAN et al., 1994). Esses acidos graxos insaturados sdo sintetizados por
consecutivas dessaturagées do dacido estedrico, produzindo os Acidos oléico,
linoléico e linolénico. Tais reagdes de dessaturagdo envolvem enzimas
conhecidas como dessaturases, que catalisam a remogdo do hidrogénio
(HILDEBRAND, 1992).

A indugdo da variabilidade genética por agentes mutagénicos poderia
possibilitar a identificagdo e o isolamento de mutantes de interesse em espécies
oleaginosas exploradas comercialmente, apresentando em suas sementes a
fragdo dleo com a composicdo de acidos graxos alterada (GRAEF et al., 1988:
BUBECK et al,, 1989; SCHNEBLY et al., 1994). A idéia do uso de plantas
transgénicas, transformadas por genes que codificam enzimas especificas do
metabolismo de lipidios, os quais alteram a composigao final de &cidos graxos
dos lipidios de reserva em espécies oleaginosas, é promissora (OSORIO et al.,
1995). Apesar disso, nenhum cultivar transgénico com tais caracteristicas foi
produzido até a presente data.

Durante a selegao de linhagens de soja com baixo teor de 4cido linolénico,
alguns pesquisadores tém selecionado, indiretamente, linhagens com altos teores
de 4cido oléico, fator que também apresenta importancia na qualidade do 6leo de
soja (RAHMAN et al., 1994). Observagdes preliminares feitas por BURTON et al.
(1983) indicaram que a seleg@o para obtencdo de altos teores de &cido oléico
pode reduzir os teores de 4cido linoléico em maiores proporgdes, em comparagéo
com os teores de acido linolénico.

De acordo com HU et al. (1995), a concentragdo de acido linolénico da
fracao 6leo de Brassica napus é influenciada por fatores ambientais, o que faz

com que a resposta da selegdo baseada no fenétipo seja baixa. Progressos na



tentativa de reduzir o teor do acido linolénico da fragao dleo dessa oleaginosa tém
sido lentos. A identificagdo e o uso de marcadores baseados no DNA ligados a
genes mutantes certamente aumentardao a eficiéncia da selecao para essa
caracteristica.

O objetivo do presente trabalho foi determinar o controle genético do teor
de acido linolénico, bem como identificar marcadores RAPD ligados a genes que
condicionam essa caracteristica no cruzamento entre BARC-12 (acesso com
baixo teor de &cido linolénico, cerca de 3%) e o cultivar comercial CAC-1 (com
teores normais de acido linolénico, cerca de 8 a 12%).



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material genético

O genétipo BARC-12 com menos de 30 gkg”' de 4cido linolénico foi
desenvolvido pelo USDA-ARS em Beltsville, MD (LEFFEL, 1994). Esse acesso foi
cruzado com o cultivar comercial CAC-1, com média de 85 g.kg' de acido
linolénico.

Os cruzamentos foram realizados em casa de vegetagdo, em 1995. As
sementes confirmadas hibridas, com base nos teores de acidos graxos, foram
semeadas em vasos com dois litros de substrato, cultivando-se duas plantas por
vaso. As plantas F foram colhidas individualmente, e a planta Fy, que produziu
maior nimero de sementes, deu origem & geragéao Fo,.

A planta F; produziu 357 sementes F,, as quais foram colhidas em
dezembro de 1995 e numeradas individualmente, para posterior determinagao do
teor de acidos graxos.

2.2. Conducao da populagao F, e dos progenitores

As sementes F, e dos progenitores foram semeadas diretamente em
vasos com capacidade para dois litros de substrato, colocando-se trés sementes
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por vaso. As plantas se desenvolveram sob fotoperiodo natural em casa de
vegetagao, com aquecimento e ventilagao.

As plantas foram etiquetadas individualmente, e coletaram-se trés a
quatro foliolos novos, completamente expandidos de cada planta Fs, os quais
foram embalados em papel-aluminio, devidamente identificados, mergulhados em
nitrogénio liquido e levados ao laboratério, onde foram armazenados em “freezer”,
a temperatura de -80 °C, até a época de extragdo do DNA.

Para confirmar o estudo de heranga, realizado na populagéo F», os teores
de &cido linolénico foram analisados em 10 sementes de cada uma das 45
familias F3, escolhidas de forma aleatéria. Para confirmar o gendtipo de plantas
F2, consideradas homozigotas, usadas para construir os “bulks” (ver item 2.4.2.)
nos experimentos com marcadores RAPD, foram analisadas cinco familias Fs
derivadas de plantas F, com alto teor de &cido linolénico e cinco familias Fa

derivadas de plantas F, com baixo teor desse &cido.

2.3. Determinagéo de acidos graxos

A identificagdo e a quantificagdo de 4cidos graxos presentes em soja
(palmitico, esteérico, oléico, linoléico e linolénico) foram realizadas por
cromatografia gasosa. No preparo das amostras, foi utilizado um método nao
destrutivo, de forma a preservar o poder de germinagdo das sementes. Uma
porcdo de 30 mg foi cortada de cada semente e triturada manualmente,
utilizando-se uma lamina. A cada amostra de 15 mg do material triturado foi
adicionado 1 ml de hexano, sendo a mistura mantida a 4 °C por cerca de 16
horas, sob atmosfera de N,. Apés esse tempo, a solugéo de lipidios em hexano foi
transferida para outro tubo e o solvente, evaporado por borbulhamento de Na.
Para a obtengdo dos ésteres metilicos, utilizou-se a metodologia descrita por
BUBECK et al. (1989). A fragdo lipidica foi adicionado 0,4 ml de metéxido de
sédio 1 M, sendo os tubos mantidos em banho-maria, a 30 °C, por cerca de uma
hora. Acrescentaram-se, entdo, 1 ml de 4gua e 1 ml de hexano. Apdés uma hora,
com o auxilio de uma pipeta, cerca de 0,75 ml da fase organica foi transferida
para outros tubos, aos quais se adicionou sulfato de sédio anidro. Finalmente, 1 pl

da fase organica foi injetado em cromatégrafo a gas GC-17A, equipado com
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auto-injetor AOC-17 e integrador C-R7A, marca SHIMADZU. Utilizou-se coluna
Carbowax (30 m x 0,32 mm) e as condicdes de andlise empregadas foram:
temperatura da coluna igual a 225 °C; do injetor, 245 °C; e do detector, 280 °C. O

gas de arraste foi o nitrogénio, com um fluxo de 1,3 ml/min.

2.4. |dentificagao de marcadores RAPD
2.4.1. Extragdo de DNA

Apds a identificagdo das plantas com baixo e alto teores de &cido
linolénico feita pela andlise de cromatografia gasosa, amostras de DNA das
folhas foram extraidas e purificadas, seguindo a metodologia descrita por DOYLE
e DOYLE (1990). O DNA foi quantificado em espectrofotdmetro, considerando-se
que uma ODyg é equivalente a, aproximadamente, 50 ng/ul de DNA fita dupla. A
qualidade do DNA foi verificada por eletroforese em minigéis de agarose 0,8%,
corados com brometo de etidio.

2.4.2. Construgdo dos “bulks”

A identificagdo de marcadores RAPD ligados a um ou mais genes que
controlam o teor de acido linolénico foi feita, utilizando-se o método de “Bulked
Segregant Analysis” (BSA), descrito por MICHELMORE et al. (1991). Nesse
método, a selegé@o de individuos para construir os “bulks” & feita, utilizando-se os
fendtipos extremos de uma populagédo F, segregante para a caracteristica de
interesse. Dentro de cada “bulk”, os individuos sdo similares para o carater ou
regido gendmica, mas arbitrarios para as outras caracteristicas que estiverem
segregando. Os ‘“bulks” foram testados para identificar marcadores que
apresentavam bandas presentes em uma amostra e ausentes em outra, ou seja,
marcadores que as diferenciem. Aliquotas de DNA de plantas com baixo e alto
teor de acido linolénico, numa concentragiao de 10 ng/ul, foram agrupadas

separadamente, para formar dois “bulks”, sendo cada “bulk” constituido por DNA
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de cinco plantas. Os polimorfismos encontrados entre os dois “bulks, se
confirmados nos individuos componentes de cada “bulk”, observando-se a sua co-
segregagdo na populagdo segregante usada na construgao dos “bulks”, t&m
grande chance de estarem ligados aos genes que controlam a expressdo do
carater de interesse.

2.4.3. Obteng¢ao dos padroes de RAPD

Os “bulks” de DNA foram analisados com 1.000 “primers” decameros.
Cada reagao de amplificagao de 25 pl continha 25 ng de DNA, 0,1 mM de cada um
dos deoxinucleotidios (dATP, dCTP, dGTP e dTTP); 2,0 mM de MgCl,; 10 mM de
Tris-HClI, pH 8,3; 50 mM de KClI; 0,4 uM de um oligonucleotidio iniciador ou “primer”
(Operon Technologies, Alameda, CA, EUA); e uma unidade de Taq DNA
polimerase.

As reagoes de amplificagdo foram efetuadas em termociclador Perkin-
Elmer, modelo 9600, de acordo com WILLIAMS et al. (1990). Os ciclos de
amplificagdo foram constituidos de uma etapa de desnaturagdao a 94 °C, por 15
segundos; uma etapa de ligagdo do “primer” ao DNA molde a 35 °C, por 30
segundos; e uma etapa de extensdo a 72 °C, por um minuto. Depois de 40 ciclos,
efetuou-se uma Ultima etapa de extensdo a 72 °C, por sete minutos. Os produtos de
amplificagdo foram separados em gel de agarose 1,2% contendo 10 mg/ml de
brometo de etidio, imerso em tampao TBE (Tris-borato 90 mM, EDTA 1 mM, pH
8,0). As bandas de DNA foram visualizadas sob luz ultravioleta e fotografadas com o
sistema de fotodocumentagao “Eagle Eye II” (STRATAGENE).

2.5. Andlise estatistica
2.5.1. Classes fenotipicas
As sementes F; e as familias F3 foram divididas nas seguintes classes,

com base nos teores de acido linolénico dos progenitores: A - teor de acido

linolénico igual ao do progenitor com baixo teor (}1 * 20), B - teor de &cido
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linolénico igual ao do progenitor com alto teor (:;2 * 20) e C - teor de &cido

linolénico intermediario entre as classes A e B, sendo ;1 e ;2 as meédias dos
progenitores com baixo e alto teor de acido linolénico, respectivamente. A
variagao de 2o nas médias dos progenitores foi utilizada, pois nesse intervalo se
encontra aproximadamente 95% dos possiveis valores que o estimador pode

assumir, admitindo-se que o mesmo tem distribuicdo normal. A segregacéo

observada foi avaliada pelo teste qui-quadrado ().
2.5.2. Herdabilidades

Foi possivel estimar a herdabilidade no sentido amplo, em nivel de
individuo na populagéao F, e em nivel de médias de familias Fa, para os cincos

acidos graxos, segundo a expressdo de MAHMUD e KRAMER (1951) mostrada
abaixo:

hza = {jzf(us] == (sz{p1 }-sz(Pz})vz}

O'Zf{

us)

em que
h*a = estimador de herdabilidade no sentido amplo;

o *f,s= estimador de variancia fenotipica em unidade de sele¢ao; e
crzf(p1 ) © craf(pz) = estimadores das variancias fenotipicas dos progenitores.

2.5.3. Correlagoes

As correlagbes fenotipicas dos cinco acidos graxos foram estimadas da
seguinte forma (FALCONER, 1987):

_ COV,(X,X,)

f P
e d8tn .o,
1
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em que

I = estimador do coeficiente de correlagao fenétipica entre os caracteres X; e

Xl}!:2

Xa;
C@Vf(X,Xz) = estimador da covariancia fenotipica entre os caracteres X; e Xz; e

5'2fx e 52fX2 = estimadores das variancias fenotipicas dos caracteres X; e X,
1

respectivamente.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Heranca

A composi¢do média dos 4cidos graxos dos progenitores e da geragao F;

encontra-se no Quadro 1. Os progenitores ndo estdo contrastando quanto aos

teores dos &cidos palmitico e estearico. Constata-se, por meio desse quadro,

que o acesso BARC-12 estava segregando para os acidos oléico e linoléico e nao

para o linolénico, conforme observado no desvio-padrao.

Quadro 1 - Média dos teores e desvio-padrdo dos cincos &cidos graxos em
sementes de BARC-12, CAC-1 e F;
Populagéo Acidos Graxos
Palmitico Estearico Qléico Linoléico Linolénico
BARC-12 10,58+ 0,78 3,50 + 0,42 32,48 +£8,00 50,26 + 6,45 3,41+0,17
CAC-1 10,43 + 0,38 3,71+ 0,34 19,20+1,45 58,00+ 1,06 8,66 + 0,44
F; 11,74 + 0,34 3,82 + 0,42 22,54+1,85 53,39+ 1,60 5,04 + 0,61

As médias dos progenitores, em sementes F2 e em familias F;, e o

qui-quadrado para os teores de &cido linolénico estdo apresentados no Quadro 2.
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A segregacao observada em sementes F, e em familias F3 do cruzamento
entre BARC-12 e CAC-1 ajustou-se a razao 1:14:1 (Quadro 2, Figuras 1 e 2).
Conclui-se que pelo menos dois genes maiores, com distribui¢do independente,
sao responsaveis pelo teor de acido linolénico, pois 1/16 das sementes em F; foi
geneticamente semelhante a cada progenitor do cruzamento (Quadro 1). Os
resultados de FEHR et al. (1992) também indicaram que, nos cruzamentos entre
as linhagens A16 e A17 (mutantes com baixo teor de acido linolénico) com o
cultivar Century 84 (normal em relagdao ao teor de dcido linolénico), dois genes
estavam envolvidos no controle genético do teor de acido linolénico.

Embora genes com efeitos maiores estejam envolvidos no controle do
teor de 4cido linolénico em BARC-12, a distribuigao continua (Figura 1),
observada em F, do cruzamento entre BARC-12 e CAC-1, indica que genes com
efeitos menores também foram importantes na expressdo do &cido linolénico.
Esses resultados foram semelhantes aos apresentados por WILCOX e CAVINS
(1987), GRAEF et al. (1988), RENNIE e TANNER (1991) e FEHR et al. (1992),
que também apontaram que genes de efeitos maiores e menores estavam
envolvidos na heranga do teor de 4cido linolénico. Um indicativo da importancia
de genes de efeitos menores foi a segregacdo observada no cruzamento A5 X
Century 84, na qual a segregagdao em F, e de familias F5 ndo apresentou a
mesma razao mendeliana (FEHR et al., 1992).

Esses resultados indicam que se pode fazer, com grande possibilidade de
sucesso, selecdo em geragdes precoces, em um programa de melhoramento
genético que visa produzir cultivares com baixo teor de 4&cido linolénico,
considerando que o teor desse acido no cruzamento entre BARC-12 e CAC-1 é

controlado por poucos genes, com efeito maior e com base nas estimativas de
herdabilidade obtidas (Quadro 3).
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Quadro 1 - Teores de acido linolénico em

sementes de soja dos progenitores, Fj,

e F3

o Variagao N° Observado* x P

X
Populagao it

% A B C 1:14:1

BARC-12 3,35+0,18 3,07 - 3,58
CAC-1 8,48 + 0,36 7,97 - 9,16
Fa 5,75 +£1,31 23 310 24 0,16 > 0,90
BARC-12 4,14 £ 0,42 3,78 - 4,91
CAC-1 10,23 + 1,04 8,63 - 11,87
Fi 6,85 + 1,65 3 38 4 0,56 > 0,80

A = ndmero de sementes F2 e familias Fa com valores semelhantes ao do progenitor com baixo teor de acido

linolénico

B = nimero de sementes Fz e familias Fz com valores semelhantes ao do progenitor com baixo teor de acido

linolénico

C = classe intermediaria.
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3.2. Herdabilidade

As estimativas de herdabilidade no sentido amplo, para os cincos acidos
graxos, referentes as sementes F; e as familias F3, sdo apresentadas no Quadro
3. Para todos os acidos graxos, as estimativas de herdabilidade foram altas,
indicando que fatores genéticos tém contribuicdo mais pronunciada que aquelas
atribuidas a fatores de ambiente, na expressao fenotipica do carater
(FALCONER, 1987). Esses resultados estio de acordo com os obtidos por FEHR
et al. (1992) e RAHMAN e TAKAGI (1997).

Os caracteres influenciados por poucos genes, geralmente, apresentam
alta herdabilidade em geragdes precoces, ocorrendo fixagao de tipos distintos em
poucas geragdes de autofecundacdo (ANAND E TORRIE, 1963). As estimativas
de herdabilidade obtidas indicam que é possivel fazer selegdo em geragdes
Precoces, facilitando a condugéo de um programa de melhoramento que visa a
modificagdo da composigéo do éleo das sementes.

3.3. Correlagées

As estimativas de correlagdes fenotipicas entre os teores dos cinco cidos
graxos avaliados nas sementes F;, e em familias F3 encontram-se no Quadro 4.

A correlagéo fenotipica entre o teor de acido oléico e o de acido linoléico
apresentou valor alto e negativo, em sementes F, e em familias F3, indicando que
0 decréscimo no teor de &cido linoléico esta relacionado com o acréscimo da taxa
de dessaturagdo do acido oléico nesse genétipo. Entretanto, a correlagao entre o
teor de &cido oléico e o de &cido linolénico, que também & sintetizado por
Consecutivas dessaturagdes do acido oléico, apresentou valor baixo (Quadro 3).
Uma possivel causa para essa baixa correlagéo observada é que as atividades
das enzimas envolvidas no mecanismo de dessaturagdo do acido oléico para o
acido linolénico sao, de algum modo, afetadas pelas condigoes de temperatura

prevalecentes durante a sintese de lipidios de reserva (WANG e HILDEBRAND,
1988).
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Quadro 3 - Estimativas de herdabilidades no sentido amplo, para cinco
caracteres, em nivel de semente F2 e de média de familia Fs

Carater Sementes F» Familias Fj
Acido Palmitico 0,94 0,86
Acido Estearico 0,88 0,88
Acido Oléico 0,98 0,98
Acido Linoléico 0,98 0,97
Acido Linolénico 0,96 0,88

Quadro 4 - Estimativas de correlagdes fenotipicas entre os cinco caracteres
avaliados em sementes F, e familias Fa

_Caracteres Sementes F Familias F3

~ Acido Palmitico e Estearico 0,24 0,41
Acido Palmitico e Olgico -0,20 -0,50
Acido Palmitico e Linoléico 0,02 0,10
Acido Palmitico e Linolénico 0,10 07
Acido Estedrico e Oléico -0,25 -0,59
Acido Estedrico e Linoléico 0,15 -0,26
Acido Estedrico e Linolénico 0,06 0,23
Acido Oléico e Linoléico -0,94 -0,56
Acido Oléico e Linolénico -0,28 -0,37
Acido Linoléico e Linolénico 0,03 0,05
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3.4. Marcadores moleculares

Amostras de DNA extraidas de plantas da populagdo F,, do cruzamento
BARC-12 x CAC-1, foram andlisadas pelo método BSA (“Bulked Segregant
Analysis”), proposto por MICHELMORE et al. (1991), na busca de marcadores
RAPD ligados a gene(s) que condiciona(m) baixo teor de 4cido linolénico. Para
isso, selecionaram-se cinco plantas de cada extremo fenotipico da distribuicéao
com base no teor de acido linolénico.

Os “bulks” de DNA das plantas com baixo e alto teor de acido linolénico
da populagdao F, foram amplificados com cada “primer’, dos 1.000 “‘primers”
oligonucleotidios, constituidos das séries OPA a OPZ e OPAA a OPAX
completas. No entanto, nenhum polimorfismo encontrado entre os “bulks” mostrou
estar ligado a gene(s) responsével(eis) pelo baixo teor de acido linolénico.

A maioria das bandas mostrou-se monomérfica, nao diferenciando os dois
“bulks”. As Figuras 3 e 4 ilustram produtos polimérficos OPR-04, OPR-16 e OPR-
14, que tinham grande chance de estarem ligados a genes com baixo teor de
acido linolénico. Para confirmar se esses produtos polimérficos estavam ligados
aos genes de interesse, foram analisados, em cada individuo separadamente,
constituintes dos dois “bulks”, observando-se a co-segregacao entre o marcador e
o fendtipo. Entretanto, ndo houve confirmagéo de qualquer ligagao dessas bandas
polimérficas com os genes de interesse, pela presenga dessas bandas tanto em
individuos com alto quanto com baixo teor de 4cido linolénico.

A nao-identificagdo de marcadores RAPD ligados a gene(s) que
condiciona(m) baixos teores de &cido linolénico indica que as regioes que
flanqueiam o(s) gene(s) de interesse néo foram amplificadas. De acordo com
GOLDBERG (1978), o genoma da soja possui 1,81 x 10° pares de base. Como a
técnica de RAPD gera, em média, cinco produtos de amplificagao com 1.000
pares de base em média (WILLIAMS et al., 1993) por “primer”, a utilizagao de
1.000 “primers” possibilitou amplificar, no méximo, 5,0 x 10° pares de base, ou
seja, 0,27% do genoma. Esse fato pode justificar a nao-identificacio de
marcadores RAPD ligados ao(s) gene(s) de interesse, uma vez que os “primers”
usados néo sao especificos para determinada regido do genoma.
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-igura 3 - Padrées de bandas amplificadas com os “primers” OPR-03 a OPR-17,
utilizando-se DNA gendmico de plantas F» de soja. A primeira canaleta
de cada par do mesmo “primer” representa o “bulk” das plantas com
alto teor de &cido linolénico e, a segunda, o das com baixo teor.
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Figura 4 - Padrdes de bandas amplificadas com os “primers” OPB-07, OPB-14 a
OPB-18, OPC-01, OPC-02, OPE-16 a OPE-19, OPF-01, OPF-02 e
OPF-04, utilizando-se DNA genémico de plantas F» de soja. A primeira
canaleta de cada par do mesmo “primer’ representa o “bulk” das
plantas com alto teor de 4cido linolénico e, a segunda, o das com baixo
teor.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

A redugdo do teor de &cido linolénico em soja esta relacionada com a
estabilidade oxidativa e a melhoria do sabor do dleo. Essa é uma das metas do
Programa de melhoramento do Nucleo de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria
(BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa (UFV), que visa ao
desenvolvimento de cultivares de soja com sementes de melhor qualidade e
sabor para a alimentagdo humana.

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de determinar o modo de
heranga, bem como encontrar marcadores moleculares RAPD ligados a genes
responsaveis pelo baixo teor de 4cido linolénico presente no cruzamento entre o
acesso BARC-12 e o cultivar comercial CAC-1.

Com o intuito de atingir os objetivos do presente trabalho, foram avaliados
Os progenitores BARC-12 e CAC-1 e as populacdes Fy, F, e F3. Cada semente
dos progenitores e as sementes de F;, Fz e Fa foram numeradas individualmente
€ Os teores de acidos graxos, determinados. Foram formados dois “bulks” com
cinco individuos Fj, sendo um constituido de plantas com baixo teor de acido
linolénico e outro de plantas com alto teor desse &cido. Esses “bulks” foram
analisados pela técnica de RAPD, utilizando-se a metodologia do BSA .

A segregagao das sementes F; ajustou-se a razao 1:14:1, indicando que
dois genes maiores, com distribuicdo independente, controlam o carater.
Entretanto, a distribuigdo continua observada no cruzamento indica que genes
menores estao também envolvidos na expressao do carater.
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A herdabilidade estimada para os teores de acido linolénico nas sementes
F2 e em familias F3 foi alta, o que justificaria a selegdo em geragdes precoces
num programa de melhoramento, pois é possivel identificar individuos desejaveis
nas populagdes segregrantes.

Nao foi possivel identificar nenhum marcador RAPD associado aos genes
que determinam baixo teor de 4cido linolénico, o que pode ser atribuido a nao

amplificagao nas regides flanqueadoras dos genes de interesse.
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CAPITULO 2

ESTUDOS BIOMETRICOS DO TEOR DE ACIDO LINOLENICO EM SOJA

1. INTRODUGAO

O dleo de soja tem baixo custo de processamento, em comparagao com
outros dleos comestiveis. Entretanto, existem algumas caracteristicas desse dleo,
com relagéo a nutrigdo e funcionalidade, que devem ser melhoradas quando
comparadas com as de outros dleos vegetais, em particular com aqueles que
foram geneticamente modificados (YADAV, 1996).

A fungdo e o valor nutricional do dleo vegetal podem ser direcionados
pelo controle da composicdo dos acidos graxos. O &cido linolénico possui trés
duplas ligagdes, o que o torna altamente sensivel a oxidagao. De acordo com
NEFF et al. (1992), existe correlagé@o positiva (r = 0,81) entre a taxa de formacao
de peréxidos e o nimero de duplas ligagdes presentes nos acidos graxos.
Também, ocorre correlag@o negativa (r = -0,89) entre o teor de 4cido linolénico e o
sabor do 6leo (LIU e WHITE, 1992). Portanto, tem-se utilizado a hidrogenagéo do
6leo de soja para reduzir o teor desse acido para menos de 2%, reduzindo a
sensibilidade do. 6leo a oxidagdo. Entretanto, a hidrogenacdo é um processo
dispendioso, e a hidrogenagédo seletiva dos acidos linoléico e linolénico néao é
totaimente controlada (YADAV, 1996). Diante disso, o estudo de heranga e de

estimativas de parametros genéticos associados ao teor de acido linolénico é de

28



suma importancia em programas de melhoramento de soja que visam alterar a
composigao de acidos graxos constituintes da fragéo dleo.

Dentre os parametros genéticos que podem ser estimados, pode-se
destacar a herdabilidade, sendo ressalvado que a herdabilidade de um carater
quantitativo € uma das mais importantes de suas propriedades. Ela expressa a
propor¢ao da variancia total que é atribuida ao efeito médio dos genes que
determinam o grau de semelhanga entre as plantas. Outra importante fun¢édo da
herdabilidade é o seu papel preditivo, expressando a confianga do valor fenotipico
como guia para o valor genético ou o grau de correspondéncia entre valor
fenotipico e valor genotipico (FALCONER, 1987). Por esse motivo, as
herdabilidades fazem parte da maioria das expressdes empregadas no
melhoramento genético (JOHNSON e BERNARD, 1967). A herdabilidade é uma
propriedade ndo somente de um carater, mas também da populagcao e das
circunstancias as quais as plantas estéo sujeitas (FALCONER, 1987).

O objetivo deste trabalho foi estudar a heranga do teor de acido linolénico,
bem como avaliar a natureza e a magnitude dos efeitos génicos que controlam

esse carater em soja, a partir do cruzamento entre o acesso BARC-12 e o cultivar
comercial CAC-1

29



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material genético

O genétipo BARC-12, com menos de 30 g.kg' de 4cido linolénico, foi
desenvolvido pelo USDA-ARS em Beltsville, MD (LEFFEL, 1994). Esse acesso foi
cruzado com o cultivar comercial CAC-1, com média de 85 g.kg' de &cido
linolénico.

Os cruzamentos foram realizados em casa de vegetagdo, em 1995. As
sementes confirmadas hibridas, com base nos teores de acidos graxos, foram
semeadas em vasos com dois litros de substrato, cultivando-se duas plantas por
vaso. As plantas Fy foram colhidas individualmente, e a planta F4, que produziu
maior nimero de sementes, deu origem & geragéo Fo.

A planta F; produziu 357 sementes F,, as quais foram colhidas em
dezembro de 1995 e numeradas individualmente, para a andlise ndo destrutiva da
Sua composigao de acidos graxos.

2.2, Condugido da populagao F; e dos progenitores

As sementes F, e dos progenitores foram semeadas diretamente em vasos
com capacidade para dois litros de substrato, colocando-se trés sementes por
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vaso. As plantas se desenvolveram sob fotoperiodo natural em casa de
vegetagao, com aquecimento e ventilagao.

2.3. Determinagéo de acidos graxos

A identificagdo e a quantificagdo de 4cidos graxos presentes em
soja (palmitico, esteédrico, oléico, linoléico e linolénico) foram realizadas por
cromatografia gasosa. No preparo das amostras, foi utilizado um método nao
destrutivo, de forma a preservar o poder de germinagdo das sementes. Uma
porcao de 30 mg foi cortada de cada semente e triturada manualmente,
utilizando-se uma lémina. A cada amostra de 15 mg do material triturado foi
adicionado 1 ml de hexano, sendo a mistura mantida a 4 °C por cerca de 16
horas, sob atmosfera de Np. Apds esse tempo, a solucéo de lipidios em hexano foi
transferida para outro tubo e o solvente, evaporado por borbulhamento de N,.
Para a obtengdo dos ésteres metilicos, utilizou-se a metodologia descrita por
BUBECK et al. (1989). A fragao lipidica foi adicionado 0,4 ml de metéxido de
sédio 1 M, sendo os tubos mantidos em banho-maria, a 30 °C, por cerca de uma
hora. Acrescentaram-se, entdo, 1 ml de agua e 1 ml de hexano. Apds uma hora,
com o auxilio de uma pipeta, cerca de 0,75 ml da fase orgénica foi transferida
para outros tubos, aos quais se adicionou sulfato de sédio anidro. Finalmente, 1 pl
da fase organica foi injetado em cromatégrafo a gas GC-17A, equipado com
auto-injetor AOC-17 e integrador C-R7A, marca SHIMADZU. Utilizou-se coluna
Carbowax (30 m x 0,32 mm) e as condicdes de andlise empregadas foram:
temperatura da coluna igual a 225 °C; do injetor, 245 °C; e do detector, 280 °C. O

gas de arraste foi o nitrogénio, com um fluxo de 1,3 mi/min.
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2.4. Estudos genéticos de varidncias e médias
2.4.1. Estudos genéticos de variancias
2.4.1.1. Variancias fenotipicas, genotipicas e de ambiente

Utilizando-se os progenitores BARC-12 (P2) e CAC-1(P1) e as geragoes
F1, F2 e Fg, foram estimados os componentes da variancia fenotipica, variancia
genotipica e variancia devido ao ambiente. A variancia genotipica pode ser
explicada como uma fungdo das varidncias genéticas aditivas e devido a

dominéncia na populagéo base F,. Assim, segundo CRUZ e REGAZZI (1994),
demonstrou-se que

0'21‘(;:2) = 0'2g(F2}+O'26

2 3 2. P i e
(o] =—)a +—>Yd°=—0c°A+>0°D
gtFam 42’ 162,-‘ 2 "7

Considerando-se que a variancia ambiental é a mesma, tanto em F2 como

em F3, tem-se

1 4 1
c’a==Ya'=—c* -0’ _ -—0c%
2% 8 e (F) 3
o’p=0% -c?a
(F.)
2
em que ,

o°g=0%) -0’
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o% : variancia fenotipica;

o?, : variancia genotipica;

0% : variancia ambiental:

o®a : variancia aditiva;

o®p : variancia devida aos desvios de dominancia;

d : valor genotipico codificado do heterozigoto; e

a : valor genotipico codificado do homozigoto de maior expresséo.

2.4.1.2. Grau médio de dominancia

O grau médio de dominancia (d/a) foi estimado pela seguinte expressao

(CRUZ e REGAZZI, 1994):

22
k= 26D
G3a

O valor do estimador k sera igual a 1 quando houver dominancia
completa, isto é, d = a, e igual a zero quando houver auséncia de dominancia
(d=0). Quando houver sobredominancia, o estimador k serd maior do que
1 (d > a); quando houver dominancia parcial, o estimador sera maior que zero e
menor que 1 (d < a).

A simetria da distribuicao de frequiéncias da geragdo F, também fornece
Subsidios para avaliagdo do grau médio de dominancia. Segundo ALLARD
(1971), quando for reduzido o niimero de genes que controlam um caréter e estes
manifestarem dominancia unidirecional, as distribuigdes serdo assimétricas.
Quando houver auséncia de dominancia, a distribuicdo sera simétrica. A simetria
da distribuicdo na geragao F,, que é uma relagdo entre o terceiro e o segundo
momento da distribuicdo em torno da média, foi calculada pela seguinte
expressao (ZAR, 1996):
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A amplitude total entre as médias dos pais é preferida quando eles sao

muito divergentes, pois esta estimativa € menos influenciada pelo ambiente, em
comparagao com a amplitude em F».

2.4.1.4. Herdabilidade

As herdabilidades em sentidos amplo e restrito foram calculadas,

utilizando-se as seguintes expressoes, respectivamente:

2 _O°g
ha—“z
G2t
s A ER
Wy =2
G2t

sendo os parametros crjus, o, e o4, respectivamente, as varidncias

genotipicas, fenotipicas e aditiva entre as unidades de selegao.
2.4.2. Estudos genéticos de médias

2.4.2.1. Estimagéo de parametros genéticos a partir do modelo completo

Os componentes genéticos das médias foram estimados a partir do ajuste
domodelo Y = XB + &, em que:

J

P1 y (e L T B (m] (e, ]
P2 [ (R Y ) a e,
Y=|F, X={1-0 1 .0 B=|d e=|e,
F, 150 V2.0 ¥4 aa e,
LB 1~ 4 0 116 | dd| s

35



Q.
2>

I
w| oo
|

|

[0 0]
TII
oo]o,

A significancia da hipétese de que cada parametro seja nulo foi avaliada

pelo teste t, descrito por CRUZ e REGAZZI (1994), como

O numero de graus de liberdade utilizado no teste foi dado pela soma dos
graus de liberdade de cada familia que constituia a expressdo do estimador.
Assim, por exemplo, para se testar H,: a = 0, utilizou-se ny + ny - 2 graus de
liberdade.

A variancia de cada efeito foi obtida com aplicagao das propriedades de
variancia em cada expressao do estimador do respectivo parametro genético,
admitindo-se que as médias das familias sdo independentes (CRUZ e REGAZZI,

1994). As expressoes para calculo das varidncias sdo as seguintes:

V(E1)+~ 2 V(P2)
V(d) = 4V(F,) +100V(F,) + 64V(F;)

RS binue. Sl dh - s e Bl Bl A
V(aa) =2 V(P1) + 1 V(P2) + S V(F) +4V(R,) + = V(F,)

V(dd) ——V(F )+64V(F )i —— £ V(F )
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em que

~

V(P1)=6%@n/n, (ni=ntmero de individuos na populagdo P1);

V(P2) = 6%z /n, (ne=nlimero de individuos na populagéo P2);

T

V(F,) = 6%, /ns (na=ntmero de individuos da geragao Fy);
\}(E) =6%r,)/n, (ny=nldmero de individuos da geragao Fy); e

V(F,) = (626 +6%ur) )Jns  (ns=ntimero de individuos da geragdo Fj).

Na expresséo anterior, 6we(,) @ G2i(F,) sdo as variancias fenotipicas entre

e dentro de familias Fs, respectivamente.
2.4.2.2. Teste do modelo aditivo-dominante

Para o teste de adequagdo do modelo aditivo-dominante, foi utilizado o
método de minimos quadrados ponderados, uma vez que as médias das cinco
geracles estudadas podem nio ter sido obtidas com igual preciséao (MATHER e
JINKS, 1984). Nesse caso, admitiu-se que o vetor de erros associados as médias

tinha média nula e matriz de variancias e covariancias D, sendo D uma matriz

diagonal. O estimador B é dado por

-

B=(X'D'X)'X'D'Y

O vetor de parametros foi estimado da mesma maneira descrita
anteriormente, sendo excluidas da matriz X as colunas referentes aos efeitos
epistaticos. A adequagdo do modelo aditivo-dominante foi avaliada por meio da
quantificagdo do coeficiente de determinacao (Fiz), que expressa o grau de
similaridade entre os valores estimados e observados.

A decomposigdo da soma de quadrados de parametros associada ao
modelo aditivo-dominante, em somas de quadrados atribuidas a cada efeito
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individual, ajustadas para os demais efeitos, foi feita pela triangulacao da matriz
aumentada [X’D‘*XlX’D"Y], pelo Método de Eliminagdo de Gauss, conforme
descrito por CRUZ e REGAZZI (1994).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Heranga e herdabilidade

As médias e varidncias do teor de &cido linolénico avaliado nas cinco
geragdes estudadas encontram-se no Quadro 1. No Quadro 2, apresentam-se as
estimativas de variancias e herdabilidades nas geragoes F; e Fa.

A simetria da distribui¢do dos teores de 4cido linolénico de sementes F; e
0 ndmero de genes que determinam o carater sdo apresentados no Quadro 3.

Os resultados apresentados no Quadro 2 conduzem a uma estimativa
negativa de . Considerou-se, entdo, que a variancia devido aos desvios de

dominancia é de pequena magnitude, podendo ser desprezada. Em razao disso,
assumiu-se que a herdabilidade no sentido restrito & igual a herdabilidade no
sentido amplo, e a variancia fenotipica da geracéo F; é a seguinte:

Gaf(Fz} = O'i +0%

Com base nesses resultados, pode-se concluir que 75,02% da variagao
total na populagédo F; foi atribuida & causa genética de natureza aditiva. Esse
dado evidencia a viabilidade do uso de métodos simples de melhoramento, com
grande possibilidade de ganhos satisfatérios.
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Quadro 3 - Média, valores maximo e minimo, desvio-padrdo e simetria da
distribuicao da populagéo Fz, bem como nimero minimo de genes
que determinam o teor de acido linolénico em sementes

Estatistica Estimativa
Numero de individuos 357
Média 5,7582
Minimo 3.1293
Maximo 9,2773
Desvio-padrao 1,3089
Simetria 0,2271™
NUmero minimo de genes ~3

nao significativamente diferente de zero (P<0,01).

Na Figura 1, mostra-se a probabilidade de a distribuicdo observada em F»
se ajustar a distribuigdo normal. Conforme se pode observar nessa figura, os
dados se ajustam muito bem a distribui¢do normal.

Em fungdo dos resultados anteriores, admitiu-se que o grau médio de
dominancia era zero.

Considerando auséncia de domindncia (k = 0) e utilizando como
amplitude total aquela entre as médias dos pais, que é menos influenciada pelo
ambiente do que a amplitude observada em F», 0 ndmero minimo de genes que
controlam o teor de &cido linolénico em soja foi estimado como sendo trés
(Quadro 3), indicando que a caracteristica é controlada por um pequeno ndmero
de genes. Essa evidéncia é importante para os programas de melhoramento,
pois, em relacdo a caracteristicas qualitativas, € possivel encontrar individuos
Superiores na geragdo F,. Além disso, indica que métodos de melhoramento
simples, como retrocruzamentos, podem ser utilizados para incorporar tal

Caracteristica em cultivares adaptados e produtivos.
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Probabilidade da Distribuicdo Normal

Acido Linolénico

Valor Esperado com Distribuicdo Normal

Valor Observado

Figura 1 - Probabilidade de os dados observados em F» se ajustarem a
distribuigao normal.

3.2. Informagées genéticas obtidas das médias e teste do modelo aditivo-
dominante

No Quadro 4 sdo apresentadas as estimativas dos componentes das
meédias das geragoes, obtidos a partir do modelo completo. Nesse caso, como se

- consideraram todos os efeitos, os vetores de valores estimados e observados

foram idénticos e a determinagao (R?), portanto, foi total.

As estimativas dos efeitos do modelo aditivo-dominante, bem como os
testes de significancia, encontram-se no Quadro 5. O nimero de graus de
liberdade associado corresponde & soma dos graus de liberdade de cada geragao

- envolvida na estimacéo do parametro.

Com os dados do Quadro 6, pode-se avaliar a adequagao do modelo
aditivo-dominante, por meio da correlagéo entre as médias ajustadas e as médias
observadas. A correlagdo encontrada foi de 0,9897, o que equivale a uma

determinagédo (R? de 97,96%. Isso mostra que o modelo aditivo-dominante se
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mostrou adequado aos dados, ou seja, pode explicar o comportamento das
médias das geragoes.

Conforme relataram MATHER e JINKS (1984), o modelo aditivo-
dominante presume que os genes envolvidos sdo independentes entre si quanto a
producdo de seus efeitos, ou seja, o efeito total de todos os genes que afetam o
carater é a simples soma de seus efeitos individuais. Por isso, desconsideram-se
os efeitos epistaticos.

Pela decomposicdo nao-ortogonal da soma de quadrados de parametros,
obtida a partir do ajuste do modelo aditivo-dominante, observa-se que 0
componente devido aos desvios de dominancia foi de pequena magnitude, o que

ratifica os resultados obtidos pelo estudo das variancias (Quadro 7).

Quadro 4 - Estimativas dos pardmetros genéticos, obtidas da analise das médias
de cinco geragdes de plantas de soja, e teste de significancia da
nulidade desses parametros

Parametros Estimativa Variancia da t GL Significancia
Estimativa
m 8,5754 0,4597 12,65 404 P<0,001
2,8803 0,0096 29,40 40 P<0,001
d -8,0940 47244 -3,72 404 P<0,001
aa -1,9495 0,4693 -2,85 444 P<0,001
dd 4,9194 2,6907 3,00 404 P<0,001
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Quadro 5 - Estimativas dos parametros m, a e d, estimados a partir das médias de

plantas de soja, e teste de significancia para a hipétese de nulidade
desses parametros

Parametros Estimativa Variancia da Estimativa t GL Significancia
m 6,6356 0,0084 72,40 444 P<0,001
a 2,8876 0,0089 30,61 444 P<0,001
d -1,6246 0,0451 -7,65 444 P<0,001

Quadro 6 - Médias observadas e estimadas de cinco geragdes de soja em relagao
ao teor de acido linolénico

Geragao Média Observada Média Estimada
P1 9,5062 9,5233
P2 3,7455 3,7480
Fi 5,4007 5,0109
Fa 5,7582 5,8233
Fa 6,8594 6,2295

Quadro 7 - Decomposi¢cao nao-ortogonal da soma de quadrados de parametros
do modelo aditivo-dominante pelo Método de Eliminagao de Gauss

FV SQ R%(%)
m/a,d 5.189,3306 84,02
a/m,d 928,4169 15,03
d/m,a 58,4590 0,95

Total 6.176,2065 100,00
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Com os objetivos de estudar a heranga e avaliar a natureza e a magnitude
dos efeitos génicos no teor de A&cido linolénico em soja, cruzou-se o
acesso BARC-12 com o cultivar comercial CAC-1, originando as populagoes Fj,
F, e Fi. Estas populagdes e os progenitores foram utilizados para estimar alguns
parametros genéticos.

Os resultados obtidos permitiram a conclus@do de que a caracteristica teor
de &cido linolénico em soja é controlada por pequeno numero de genes. O
modelo mais simples, aditivo-dominante, foi satisfatério para explicar as médias
das cinco geragdes consideradas. As andlises evidenciaram, também, que as
interagdes entre genes nao alélicos tém pouco efeito na determinagéo dos valores
genotipicos dos individuos. Tanto as andlises com base em variancias quanto as
com base nas médias das geragdes demonstraram que os desvios devido a
dominancia sdo de pouca importancia para a caracteristica.

Esses resultados permitiram a inferéncia de que métodos mais simples de
melhoramento podem ser utilizados para introduzir a caracteristica baixo teor de
4cido linolénico em soja, pois é possivel identificar, com precisao, os individuos
desejaveis em geragoes segregantes. Além do mais, método de retrocruzamentos
deve permitir rdpida incorporagdo da caracteristica em cultivares adaptados e

produtivos.
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