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RESUMO

BARROS, Josie Gomes de Almeida, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de
2011. Selecdo de mutantes para conteudo de proteina e 6leo por espectroscopia do
infravermelho préximo em soja submetidas a radiacdo gama. Orientador: Maurilio
Alves Moreira. Coorientadores: Everaldo Gongalves de Barros e Valéria Monteze
Guimaraes.

A inducdo de mutacBes por agentes mutagénicos fisicos ou quimicos tem sido muito
utilizada nos programas de melhoramento de diversas culturas, inclusive no melhoramento
da soja (Glycine max (L.) Merrill). A combinacdo da inducdo da mutacdo com uma
eficiente andlise das caracteristicas cuja variacdo € desejada tem contribuido
significativamente para o0 melhoramento vegetal. O objetivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos da aplicacdo de diferentes dosagens de radiagdo gama (100, 200 e 300 Gy) sobre o
contedo de proteina e dleo de grdos de soja e selecionar genétipos mutantes com
caracteristicas bioquimicas desejaveis ao Programa de Melhoramento da Soja do
BIOAGRO/UFV. Modelos de calibragdo foram desenvolvidos para quantificar os
contetidos de umidade, proteina e 6leo por espectroscopia de reflectancia no infravermelho
préximo para serem utilizados na determinacdo destes constituintes em linhagens de soja.
Os coeficientes de correlacdo e erros quadraticos médio das calibracbes (RMSEC) foram,
respectivamente, 0,997 e 0,117 para umidade; 0,998 e 0,202 para proteina e 0,988 e 0,421
para Oleo. Estes resultados demonstraram que a espectroscopia NIR forneceu resultados
satisfatorios para analise dos constituintes em soja. Com os valores dos contetdos de
proteina e Oleo da soja tratada com diferentes dosagens de raios gama e da ndo tratada
(testemunha cultivar Vencedora) foi realizada uma avaliagdo do efeito das diferentes
dosagens sobre essas caracteristicas. A corregdo dos contetidos de proteina e dleo em
relacdo ao efeito ambiental foi realizada a partir das informacgdes das testemunhas que
foram intercaladas no ensaio. Os dados obtidos foram submetidos & anélise de variéncia
pelo teste F a 5% de probabilidade para testar o efeito da mutacdo nas progénies M.4. A
dose de radiacdo gama de 300 Gy forneceu maior porcentagem de plantas M; irradiadas
com diferencas significativas em relagdo a testemunha para as duas caracteristicas
avaliadas. Das plantas M1 selecionadas que apresentaram diferencas significativas entre 0s

tratamentos irradiado e ndo irradiado, as que apresentaram menor e maior conteddo

vii



maximo de proteina, superiores ao da testemunha (39,87%) foram as plantas 934 (43,03%)
e 100 (46,64%), respectivamente. Os conteudos de proteina dessas plantas foram maiores
que da testemunha em 8% e 17%, respectivamente, indicando que as mutagOes nas plantas
M; selecionadas favoreceram o conteldo de proteina. Para 6leo, as plantas a que
apresentaram menor e maior conteddo maximo de Oleo, superiores ao da testemunha
(19,33%) foram as plantas 177 (20,46%) e 421 (21,89%) que apresentaram contetdo de
6leo maior que da testemunha em 6% e 13%, respectivamente, indicando que as mutagoes
nas plantas M; selecionadas favoreceram o contetido de 6leo. As progénies M, das plantas
M; que foram selecionadas como possiveis mutantes para aumento dos contetdos de
proteina e 6leo através deste trabalho serdo conduzidas a um novo ensaio de selecdo de
progénies para confirmar os dados obtidos e apds essa nova selecdo as progénies mutantes
poderdo ser utilizadas no Programa de Melhoramento da Soja do BIOAGRO/UFV.
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ABSTRACT

BARROS, Josie Gomes de Almeida, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, October,
2011. Selection of protein and oil mutants content by near infrared spectroscopy in
soybean submitted to gamma radiation. Adviser. Maurilio Alves Moreira. Co-
Advisers: Everaldo Gongalves de Barros and Valéria Monteze Guimaré&es.

Induction of mutations by physical or chemical mutagens has been widely used in
genetic improvement programs of several cultures, including soybeans (Glycine max (L.)
Merrill). The combination of mutation induction with an efficient analysis of the
characteristics whose variation is desired has contributed significantly to plant breeding.
The objective of this study was to evaluate the effects of applying different doses of gamma
radiation (100, 200 and 300 Gy) on the protein and oil content of soybeans and select
mutant genotypes with the desired biochemical characteristics at the Soybean Breeding
Program of BIOAGRO/UFV. Calibration models were developed to quantify the contents
of moisture, protein and oil by near infrared reflectance spectroscopy for use in the
determination of these constituents in soybean lines. The correlation coefficients and root
mean square errors of calibration (RMSEC) were, respectively, 0.997 and 0.117 for
moisture, 0.998 and 0.202 for protein and 0.988 and 0.421 for oil content. These results
demonstrated that NIR spectroscopy provided satisfactory results for analysis of the
constituents in soybean. An evaluation of protein and oil contents of soybeans treated with
different doses of gamma rays and that untreated (control cultivar Vencedora) was
performed. Correction of protein and oil content in relation to the environmental effect was
made based on information from controls which were interspersed in the trial. The data was
subjected to analysis of variance by the F-test at 5% probability to determine the effect of
mutation on the progenies Mi4. The radiation dose of 300 Gy resulted in a greater
percentage of M plants irradiated with significant differences compared to control for the
two traits. Of the M; plants selected that showed significant differences between irradiated
and non-irradiated treatments, those with the lowest and highest maximum content of
protein, higher than the control (39.87%), were the plants 934 (43.03%) and 100 (46.64%),
respectively. The protein contents of these plants were higher than the control by 8% and
17%, respectively, indicating that mutations in the My plants selected favored protein

content. For oil, the plants presenting lower and higher maximum oil contents, greater than
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the control (19.33%), were the plants 177 (20.46%) and 421 (21.89%) showed oil contents
greater than the control by 6% and 13%, respectively, indicating that mutations in M; plants
selected favored the oil content. The M, progenies of M; plants were selected as possible
mutants to increase protein and oil content, and a new selection of progeny will be
performed to confirm the data obtained and this mutant progenies will be used in the
Soybean Breeding Program of BIOAGRO/UFV.



1. INTRODUCAO GERAL

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € uma das principais culturas oleaginosas do
mundo. Seu plantio teve inicio a quase cinco mil anos, na costa leste da Asia,
principalmente na China e é considerada uma das mais antigas plantas ja cultivadas. A soja
cultivada atualmente é muito diferente dos seus ancestrais, que eram espécies de plantas
rasteiras. A evolugdo da cultura comegou com 0 aparecimento de plantas oriundas de
cruzamentos naturais entre duas espécies selvagens e que depois passou a ser melhorada
por agricultores chineses (Cavalcante et al., 2011; Dorneles et al., 2011;
http://www.cnpso.embrapa.br/index.php?op_page=22&cod_pai=16).

No Ocidente o plantio teve inicio no século vinte, nos Estados Unidos (EUA), onde
era cultivada como forrageira e, posteriormente, como produtora de grdo. A partir dai
houve rapido crescimento na producdo devido ao desenvolvimento dos primeiros cultivares
comerciais (http://www.cnpso.embrapa.br/index.php?op_page=22ecod_pai=16).

A soja chegou ao Brasil em 1882, vinda dos EUA, mas o primeiro registro de
cultivo é de 1914 e também foi usada como forrageira e, eventualmente, na producéo de
grdo. A expansdo do plantio brasileiro teve inicio em 1960, na regido sul do pais, onde 0s
cultivares encontraram condic¢des climaticas semelhantes a americana e em 1980 passou a
ser plantada no cerrado. Essa expansao aconteceu devido ao crescente interesse da industria
de Oleo e a demanda de venda para o0 mercado internacional (Teixeira, 2003;
http://www.cnpso.embrapa.br/index.php?op_page=22ecod_pai=16).

O desenvolvimento de variedades adaptadas ao cultivo nas diversas regides
brasileiras (diferentes latitudes, tipos de solos e condic¢des climaticas) foi conseguido com
trabalhos de melhoramento genético.

O Brasil € o segundo maior produtor e exportador mundial de soja em grdo, farelo e
6leo, perdendo posi¢do apenas para os EUA. A producdo brasileira do grdo na safra
2010/2011 foi de 68,9 milhdes de toneladas e a previsdo para a safra 2011/12 ¢é de 71,1
milhdes de toneladas. O Complexo Soja que envolve a cadeia produtiva de grao, farelo e
6leo é um dos principais itens da Balanca Comercial Brasileira, exportando
aproximadamente US$ 17,1 bilhGes em 2010, com previsdo de exportar cerca de US$ 22,6

bilhdes em 2011 (http://www.abiove.com.br/exporta_br.html).


http://www.cnpso.embrapa.br/index.php?op_page=22ecod_pai=16

A soja é uma das culturas mais importante cultivadas no Brasil e isso se deve a seu
elevado valor nutricional e propriedades funcionais, por ser fonte de 6leo e proteina, além
de ser utilizada como alternativa energética na producéo de biocombustivel.

Os cultivares comerciais apresentam em média 40% de proteina, 20% de 6leo, 35%
de carboidratos e 5% de cinzas em base seca (Leeet al., 2011).

Os trabalhos iniciais de melhoramento da soja tinham como objetivo a selecdo de
genotipos com alta produtividade e contetdo de dleo, posteriormente houve interesse por
variedades com elevado contetdo de proteina (Yaklich, 2001; Dorneles et al., 2011;
Marques et al., 2011).

Para alterar o contetdo de um componente qualquer numa cultura por meio do
melhoramento genético convencional é necessaria a ocorréncia de variabilidade genética na
populacdo original para servir como fonte de germoplasma que serd usado no
melhoramento da cultura, possibilitando a selecdo de genotipos promissores. Uma base
genética restrita dificulta o trabalho dos melhoristas limitando ou inviabilizando a criacdo
de novos cultivares (Borges et al., 2010; Dorneles et al., 2011).

A variabilidade genética vem da ocorréncia de mutacgdes, que sdao modificacdes na
estrutura genética, ou seja, alteracdes na sequéncia de bases do acido desoxirribonucléico
(DNA). Como a taxa de mutacdes espontaneas € baixa, a inducdo de mutacdes por agentes
mutagénicos fisicos ou quimicos tém sido muito utilizada. A principal limitacdo das
mutacdes em geral é a ndo especificidade da caracteristica mutada (Costa et al., 2006;
Rocha et al., 2009; Almeida et al., 2011; Dorneles et al., 2011; Khan et al., 2011; Patil e
Wakode, 2011).

Para obtencdo de gendtipos superiores € necessaria a reunido de uma série de
atributos que satisfagcam as exigéncias do mercado, além de conferir maior produtividade a
cultura. A selecdo de gendtipos baseada em uma ou poucas caracteristicas mostra-se
inadequada, conduzindo a um produto final superior apenas em relagdo a(s) caracteristica(s)
selecionada(s). Selecionar genotipos superiores ndo é tarefa facil, uma vez que as
caracteristicas de maior importancia (em sua maioria caracteristicas quantitativas)
apresentam comportamento complexo por serem influenciadas pelo ambiente e por estarem
inter-relacionadas.

Um fator fundamental no processo de obtencdo de linhagens melhoradas de soja

consiste em realizar a analise das caracteristicas de interesse, e também fazer uma avaliacéo
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dos genotipos em ensaios, onde fica caracterizado seu desempenho em relagdo aos

cultivares conhecidos de alto potencial produtivo e ampla adaptacdo (Dorneles et al., 2011).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Mutagdes

Mutacdes sdo alteracbes do material genético que podem ser transmitidas para a
descendéncia e por isso desempenham um papel importante na evolugdo (Coimbra et al.,
2005; Rocha et al., 2009).

A ocorréncia de mutacdes podem levar a variabilidade genética, essencial para o
sucesso dos programas de melhoramento, portanto sua identificacdo é de extrema
importancia para o0 melhoramento das culturas (Coimbra et al., 2004; Borges et al., 2010;
Cabral et al., 2011; Patil e Wakode, 2011; Tabasum et al., 2011).

As mutacbes podem ocorrer espontaneamente ou podem ser provocadas
experimentalmente através de agentes mutagénicos fisicos ou quimicos (Nobrega, 1998;
Predieri, 2001; Coimbra et al., 2005; Shibata, 2008; Rocha et al., 2009; Patil et al., 2011;
http://dreyfus.ib.usp.br/bio201/; http://www.ufv.br/dbg/gbolhtm/gbol16.htm;
http://www.ufsm.br/blg220/hide/locoalelos.htm).

As mutacdes sdo chamadas espontaneas quando ndo se pode correlacionar nenhuma
causa conhecida a alteracdo no DNA, ou seja, ndo sdo devidas a exposicdo a nenhum
agente mutagénico (http://dreyfus.ib.usp.br/bio201/).

Embora as mutacBes espontaneas sejam propicias a promoverem 0 aumento da
variabilidade genética, a maioria dos mutantes é provavelmente perdida dentro da
populacdo. Um gene mutante pode ser perdido principalmente durante as primeiras
geracOes, caso ndo resulte em nenhuma vantagem seletiva. Caso exista essa vantagem,
mesmo que pequena, existe a possibilidade de o gene permanecer na populacdo
indefinidamente. Tais mutagcOes raras e ndo direcionadas apresentam uso limitado no
melhoramento de plantas, pois a chance de que ocorra uma mutacdo favoravel de modo
espontaneo € muito pequena (Silva et al., 2007).

A inducdo de mutacdo € um método alternativo altamente eficaz que tem
contribuido de forma significativa para o melhoramento vegetal proporcionado a criagdo e
incorporagdo de novos genes de interesse agrondémico (Coimbra et al., 2005).

A inducdo da mutacdo combinada com uma selecdo eficiente da(s) caracteristica(s)

cuja variacédo ¢ desejada contribui significativamente para o melhoramento vegetal.



2.2. Agentes mutagénicos

Os agentes mutagénicos fisicos sdo as radia¢fes ionizantes (raios X, raios gama,
particula alfa, particula beta, prétons e néutrons) e as ndo ionizantes (raios ultravioletas). Os
raios X e 0s raios gama tém sido os principais agentes fisicos utilizados para induzir
mutagOes, pois possuem boa penetracdo nos tecidos e por isso sdo muito utilizados no
tratamento de sementes (IAEA/FAO, 2001; Zaha et al., 2003; IAEA, 2006; Borém e
Miranda, 2009; Rocha et al., 2009; Khan et al., 2010; Kumar et al., 2010; Moturi e
Charya, 2010; http://www.ufv.br/dbg/gbolhtm/gbol16.htm).

Os agentes mutagénicos quimicos mais utilizados sao etil metano sulfonato (EMS),
dietil sulfato (DES) e etilenimina (EI), mas existem outros, como por exemplo, hidrazina
hidrato (HZ), metil metano sulfonato (MMS), azida sodica (SA), etc (Zaha et al., 2003;
Rocha et al., 2009; Khan et al., 2010; Kumar et al., 2010; Moturi e Charya, 2010;
http://www.ufv.br/dbg/gbolhtm/gbol16.htm). Exemplos praticos de mutagénicos fisicos e
quimicos sdo apresentados na Tabela 1.

Alguns autores citam que os mutagénicos fisicos sdo mais eficientes na obtencao de
mutantes, mas que seu uso tem a principal desvantagem de depender de aparelhos com
custo elevado. Outros autores citam que os mutagénicos quimicos sdo mais eficientes para
induzir mutagfes em sementes (Konzak, 2001; Zaha et al., 2003; Coimbra et al., 2005;
Borém e Miranda, 2009; Henry, 2009; Moturi e Charya, 2010).

Ambos mutagénicos foram testados em varias culturas tais como trigo, cevada,
arroz, tabaco, milho, frutas e leguminosas. Estes estudos ajudaram a iniciar, em larga
escala, os experimentos de melhoramento utilizando mutagdes induzidas (Chopra, 2005).

Na prética, nos programas de melhoramento de plantas € comum o uso de mais de
um agente mutagénico para promover a inducdo de um ndmero maximo de mutacGes. O
tratamento mutagénico em que dois diferentes agentes mutagénicos sdo combinados tem
sido utilizado como forma de aumentar a efetividade e a eficiéncia na inducdo de mutacao.
Algumas combinagbes de mutagénicos utilizadas mais freqlientemente séo raios gama e

dietil sulfato (DES) e raios gama e etil metano sulfonato (EMS) (Borém e Miranda, 2009).



Tabela 1: Exemplos de mutagénicos fisicos e quimicos utilizados em plantas propagadas por
semente (adaptado de Micke e Donini, 1993).

Espécie

Material vegetal

Mutagénicos

Dose ou concentrago

Arachis hypogaea (Amendoim)

Capsicum annuum (Pimenta)

Cicer arietinum (Gréo de bico)
Glicine max (Soja)

Phaseolus vulgaris (Feijéo)
Lycopersicum esculentum (Tomate)
Lupinus albus (Tremogo)

Pisum sativum (Ervilha)

Avena sativa (Aveia)

Hoedeum vulgare (Cevada)

Oryza sativa (Arroz)

Triticum aestivum (Trigo para pao)

Triticum durum (Trigo duro)

Zea mays (Milho)

Semente seca
Gametas

Semente seca

Semente seca
Semente seca
Semente seca
Semente seca
Semente seca

Semente seca

Semente seca

Semente seca

Semente seca
Semente seca

Semente seca

Pélen

Semente seca

Raios gama

Raios gama

Né&utrons rapidos

Raios gama
Raios X
Raios gama
Raios gama
EMS
Raios gama
DES
Raios X
Raios gamas
Raios X
Raios X
Raios gama
Raios X
Raios gama

Raios gama

Néutrons rapidos

EMS
Raios gama

Raios gama

20-30 krad

750 rad

2,4 krad

14-22 krad

10-16 krad

10-20 krad (100-200 Gy)
8-14 krad

0,8 %, 24h., 24°C

16-28 krad

2 %, 15h, 20°C

12-24 krad
10-22 krad

4-28 krad
10-25 krad
10-25 krad

600-800 rad
3,76 %
0,75-3,00 krad
14-28 krad

Gray = dose absorvida de 1 Joule/kilograma de material;

Rad = 0,01 Gray.

2.3. Mutagdes induzidas no melhoramento de plantas

As mutacoes

induzidas foram utilizadas

quase que exclusivamente no

melhoramento vegetal no periodo de 1960 a 1990 e os resultados obtidos foram notaveis,

cerca de 2.250 novos cultivares foram desenvolvidos (Ahloowalia et al., 2004).

Estes resultados sdo ainda mais significativos se considerarmos que: (1) apenas um

namero limitado de melhoristas tem utilizado a indugdo de mutagdo em seus programas; (2)
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que muitas variedades mutantes se tornaram variedades lideres nos mercados, como por
exemplo, as variedades de arroz Yuanfengzao em 1970 e no inicio de 1980 e Zhefu 802 no
final de 1980 e inicio de 1990; (3) que vérios alelos derivados de mutacdo induzida foram
integrados em cultivares comerciais, como por exemplo, o alelo sd1, responsavel pela
reducdo da altura do arroz, induzido na variedade Reimei no Japdo e na variedade Calrose
76 nos Estados Unidos e que sdo agora completamente integrados as novas variedades de
arroz nestes dois paises; (4) que mutacGes induzidas foram utilizadas para promover a
melhora de muitas caracteristicas importantes, tais como tolerancia a estresse abidtico
(salinidade, frio, acidez, etc), resisténcia as doencas, melhora na qualidade alimentar e
nutricional; (5) que mutacdes induzidas sdo, por vezes, a Unica forma de melhorar o
desempenho global mantendo caracteristicas particulares inalteradas, como por exemplo a
variedade de arroz Basmati na india e no Paquist&o. Estes resultados provam que mutagoes
induzidas sdo Uteis como ferramenta no melhoramento de plantas (Yamaguchi et al., 2001;
Ahloowalia et al., 2004; Rutger e Bryant, 2006; Henriques, 2009).

Embora a aplicacdo prética da inducdo artificial de mutacbes para o
desenvolvimento de novas variedades esteja bem demonstrada, o0 nimero de variedades
obtidas pela técnica é muito pequeno quando comparado ao obtido por hibridacdo e
selecdo. Mutacgdes induzidas tém sido usadas para melhorar culturas como a soja, trigo,
arroz, cevada, algodéo, alface, tomate, amendoim, feijdo, entre outras. Atualmente mais de
2.500 variedades oficialmente lancadas, obtidas diretamente como mutantes induzidos por
radiacdes ou derivadas de cruzamentos envolvendo tais mutantes, podem ser encontradas
no banco de dados de variedades mutantes da FAO/IAEA Mutant Varieties Database. Os
caracteres pelos quais os cultivares tém sido melhorados séo variados e envolve
rendimento, resisténcia ao acamamento, resisténcia as doencas, maturidade, comprimento
da haste, etc (Micke, 1993; http://www.arroz.agr.br/site/arrozemfoco/050829.php).

No Brasil 0 uso de inducéo de mutacdo no melhoramento de plantas é relativamente
recente e pelos trabalhos relatados na literatura, pode-se dizer que tem aumentado desde
1966, com a criacdo do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA) da Universidade
de Sdo Paulo (USP), no campus de Piracicaba. Poucas variedades agricolas foram obtidas
por meio da inducdo de mutacdes e atualmente tém-se apenas variedades de arroz, feijdo e

trigo lancadas comercialmente.



O arroz corresponde ao cultivar SCS 114 Andosan langado em 2005 pela empresa
EPAGRI (Empresa de Pesquisa Agropecuéria e Extensdo Rural de Santa Catarina). Para a
obtencdo dos mutantes as sementes de arroz foram irradiadas com raios gama. A irradiacdo
foi realizada no CENA. O novo cultivar foi selecionado a partir dos descendentes mutantes
do cultivar IR 841 apos tratamento com 150 Gy de raios gama e apresentou um aumento na
produtividade de 7,4% a 9,6% comparado ao cultivar IR 841, maior contetdo de amilase
(28%), alta tolerancia a toxidade de ferro e aumento na resisténcia as doencas (Ishiy et al.,
2006; http://wwwe.arroz.agr.br/site/arrozemfoco/050829.php).

O feijdo corresponde ao cultivar BRS Campeiro e foi lancado em 2004 pela
EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria), IAC (Instituto Agrondémico) e
FT-sementes. As sementes de feijdo foram submetidas a irradiagdo com raios gama, no
CENA. O novo cultivar originou-se de um programa de inducédo de mutacdo visando alterar
a cor do tegumento da cultivar de feijdo Corrente e se tornou mais uma opg¢do para 0S
produtores interessados em produzir feijdo preto, uma vez que apresenta alto potencial
produtivo, porte ereto, resisténcia ao acamamento e excelentes qualidades culinarias
(http://www.cnpaf.embrapa.br/conafe/pdf/conafe2005-0066.pdf).

As variedades de trigo foram lancadas pelo IAC e pela EMBRAPA. As sementes de
trigo foram irradiadas com raios gama. As novas variedades apresentaram variacao quanto
a altura da planta, resisténcia as doencas e tolerancia ao aluminio (Tulmann Neto e
Camargo, 20014, 2001b; Camargo et al., 2005; IAC, 2005).

E importante ressaltar que as linhagens mutantes obtidas por radiacdo ou agentes
quimicos ndo sofrem restricdes do ponto de vista legal no Brasil, sendo permitidos sua

comercializacdo e consumo (Silva et al., 2007).

2.4. Mutagdes induzidas no melhoramento da soja

O melhoramento vegetal por meio da indu¢do de mutacdo ndo tem sido restrito a
uma espécie de planta, seu uso tem sido estendido inclusive a grdos de leguminosas como a
soja (Micke et al., 1990; Micke e Swiecicki, 1998).

Diversas linhagens mutantes (M4 a M7) de diferentes variedades, incluindo soja, tém

sido testadas e caracterizadas para tolerancia a seca e salinidade. Além disso, mutacdes



induzidas tém demonstrado ser tambem uma ferramenta apropriada para melhorar o
processo de fixacdo de nitrogénio em leguminosas (Micke, 1984; IAEA/FAO, 2007).

Apesar dos excelentes resultados experimentais obtidos com a indugéo de mutacao,
0 desenvolvimento de variedades mutantes de soja utilizando esta ferramenta é
relativamente recente. O primeiro trabalho para promover mutacdo em sementes de soja foi
realizado por Hammond e Fehr (1975). Os pesquisadores utilizaram raios X e etil metano
sulfonato (EMS), obtendo o mutante A5 contendo de 2,9% a 4,1% de &cido linolénico e
possibilitou que outros pesquisadores utilizando o0 mesmo mutagénico obtivessem
diferentes mutantes para a mesma caracteristica, como o mutante C1640 contendo 3,6% de
acido linolénico (Hammond e Fehr, 1983; Wilcox et al., 1984).

Conger et al. (1976) induziram mutacGes em sementes de soja com raios gama,
néutrons e EMS com a finalidade de obter variabilidade para produtividade. Os autores
concluiram que os tratamentos foram efetivos, principalmente aqueles com EMS. Uma
ampla variabilidade foi observada e algumas plantas individuais apresentando alta
produtividade foram identificadas e selecionadas.

Hajika et al. (1992) utilizaram raios gama com intensidade de 40 krad em sementes
de soja do cultivar Kanto 101 na qual as enzimas lipoxigenase 1 e 3 estavam ausentes e
identificaram um mutante para auséncia de lipoxigenase 2. As geracGes My a Mg foram
avaliadas em campo apresentando desenvolvimento e produtividade semelhantes a cultivar
original.

Takahashi et al. (1994) irradiaram com raios gama a cultivar de soja Karikei 434 a
qual apresenta auséncia da subunidade protéica o’ da fracao 7S e obteve um mutante com
auséncia da subunidade o. O mutante avaliado ap0s trés geracGes de autofecundacdes néo
mostrou reducdo no teor total de proteina nem no desenvolvimento da semente ou na
germinacao.

Tulmann Neto e Alves (1997) induziram mutagdes em sementes de soja do cultivar
Parana utilizando raios gama com intensidade de 22 Krad. Apos avaliarem 15.000 plantas
na geracdo M3 obtiveram duas plantas com florescimento mais precoces (7 e 10 dias), se
comparadas ao cultivar original.

Bathia et al. (1999) apresentaram em sua revisdo sobre melhoramento de
oleaginosas por mutacdo induzida visando a alteracdo da composicdo de &cidos graxos,

alguns dados que confirmam a importancia deste método no desenvolvimento de cultivares,
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mostrando que foram desenvolvidas até 1991 cerca de 163 cultivares de plantas
oleaginosas, sendo que 53 cultivares eram de soja. Dentre as 53 cultivares de soja, 38 foram
obtidas pelo uso de raios gama e raios X, cinco pelo uso de néutrons, oito por mutagénicos
quimicos e dois cultivares pela associacéo entre mutagénicos fisicos e quimicos.

Sebastian et al. (2000) obtiveram uma mutacdo recessiva em soja que conferia as
sementes aumento do conteudo de fosfato inorganico, diminuicdo de &cido fitico e
diminuicdo do contetdo total de oligossacarideos de rafinose (Sebastian et al., 2000; Hitz et
al., 2002).

Wilcox et al. (2000) irradiaram sementes de soja da linhagem CX1515-4 com EMS
e relataram o isolamento de mutantes com contetdo reduzido de fitato (29% a 55%) e com
quantidade de fosforo aumentada de trés a seis vezes em relacdo ao conteddo normal. A
progénie Mg de um dos mutantes apresentou cerca de 6,84 g.kg™ de 4cido fitico e de 2,34 a
4,41 g.kg™ de fosfato inorganico. Em outro mutante a progénie Mg apresentou cerca de
10,89 g.kg™ de &cido fitico e de 1,21 a 3,84 g.kg™* de fésforo inorganico. Em contraste, as
sementes ndo mutadas continham em média 15,33 g.kg™ de écido fitico e 0,74 g.kg™. Os
mutantes apresentando acentuada reducdo nos niveis de acido fitico ndo apresentaram
nenhuma altera¢do no desenvolvimento das sementes ou no crescimento da planta.

Manjaya et al. (2007) irradiaram sementes de soja VLSoy-2 com doses de 250 Gy
de raios gama para induzirem variabilidade e avaliaram as modifica¢cdes ocorridas nas
proteinas de reserva. Plantas M, apresentaram diversas alteracdes tais como na altura da
planta, cor da flor, esterilidade, forma da folha e no ciclo vegetativo. Os mutantes foram
avancados até a geracdo Ms junto com o parental e entdo avaliados para a composicao das
proteinas de reserva. Foram encontrados trés mutantes com auséncia da subunidade A3 da
fragdo 11S (Glicinina) sendo que dois destes também apresentaram auséncia das
subunidades o’ e a da fracdo 7S (Beta-conglicinina) e o outro mutante apresentou baixos
niveis de atividade do inibidor de tripsina.

Patil e Wakode (2011) trataram duas variedades de soja com vérias doses de um
mutagénico fisico (raios gama) e um quimico (EMS) com o objetivo de avaliar os efeitos na
inducdo de variabilidade genética avaliando geragdes precoces e tardias utilizando como
indicadores iniciais mais importantes a germinagdo, sobrevivéncia, esterilidade de polen e
indice mitdtico. As geracdes mutantes My, M, e M3 foram avaliadas. A reducdo maxima

para a germinacdo e porcentagem de sobrevivéncia foi registrada com uso de 30krad de
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raios gama e 0,15% de EMS em ambos os cultivares que podem ser devido a danos

fisiologicos agudos e danos cromossémicos.
2.5. Deteccdo de mutacgao induzida

A inducdo de mutagBes com agentes mutagénicos ocasionara variabilidade genética
dentro de uma populacdo. Apos a inducdo é necessario realizar a sele¢do dos genotipos com
as caracteristicas de interesse do melhorista. Para composicédo bioquimica do grao de soja, a
selecdo de mutantes pode ser realizada utilizando-se diferentes metodologias. Para a
determinacdo do conteido de proteina total utiliza-se 0 método Kjeldahl, para o contetdo
de Oleo usa-se o método Soxhlet, para conteddo de oligossacarideos utiliza-se a
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC), etc (Avila et al., 2007; Fialho, 2007;
Gongcalves et al., 2007; Vallilo et al., 2007).

Entretanto, muitos desses métodos sao trabalhosos, consomem muito tempo e geram
residuos quimicos. Em substituicdo a estes métodos, a espectroscopia no infravermelho
préximo (NIRS) vem sendo empregada para estimar o conteddo dos variados caracteres de
sementes. A vantagem de se utilizar a técnica NIRS para estas analises é que elas podem
ser feitas em um curto periodo de tempo, com grande reprodutibilidade e precisao
(Morgano et al., 2005; Tillman et al., 2006).

2.6. Espectroscopia de reflectancia no infravermelho proximo (NIRS)

A energia denominada infravermelha (IV) corresponde a regido do espectro
eletromagnético situada na faixa de nimero de onda (T ) entre 12.500 e 10 cm™ ou na faixa
de comprimento de onda (1) entre 800 e 1.000.000 nm (0,8 a 1.000 pum). O infravermelho
pode ser dividido em trés partes que sdo infravermelho proximo (NIR) que varia de 12.500
a 4.000 cm™ (800 a 2.500 nm), infravermelho médio (MIR) variando de 4.000 a 200 cm™
(2.500 a 50.000 nm) e o infravermelho distante (FIR) que varia de 200 a 10 cm™ (50.000 a
1.000.000 nm). E usual caracterizar as bandas de absorcdo em unidades de ndmero de
ondas, que sdo expressas em centimetros reciprocos (cm™) (Mendham et al., 2002; Skoog
et al., 2006; Barbosa, 2007; Lee et al., 2011).

11



A espectroscopia no infravermelho é uma ferramenta versatil aplicada com o
objetivo de adquirir informagOes qualitativas ou quantitativas por meio da interacdo de
ondas eletromagnéticas na faixa do infravermelho com os constituintes de uma amostra
(Mendham et al., 2002; Pasquini, 2003; Skoog et al., 2006).

A medida dos componentes presentes em uma amostra utilizando a técnica NIRS
fornece um espectro que apresenta diversas bandas de absor¢do que sdo devidas,
principalmente, a trés tipos de ligagdes quimicas: C-H (encontrada em gorduras, 6leo e
acidos graxos), O-H (na agua) e N-H (nas proteinas) e por isso mesmo sdo ideais para
determinacdo quantitativa dos componentes citados. Outros tipos de ligagbes quimicas
podem aparecer, mas apresentam bandas de absorcdo mais fracas.

A espectroscopia no infravermelho vem se mostrando uma ferramenta ideal para a
determinacédo de varios componentes como umidade, proteina, aminoacidos, gordura, 6leo,
acidos graxos, acucares, isoflavonas, amido, celulose entre outros componentes importantes
em produtos agricolas como grdos e sementes oleaginosas. A técnica também tem sido
aplicada nas mais diversas areas como industria farmacéutica, de cosméticos, ambiental,
petroquimica, de combustivel, de polimeros, quimica, agricola, de alimentos, de bebidas,
téxtil, biomédica e clinica (Pasquini, 2003; Weir et al., 2005; Jiao et al., 2010; Lee et al.,
2010; Sundaram et al., 2010; Lee et al., 2011).

As determinagOes quantitativas dependem da medida da intensidade da radiagdo
transmitida, absorvida ou refletida pela amostra em um determinado comprimento ou
nimero de onda e 0s espectros sao registrados, respectivamente, nos modos transmitancia
(T), absorbancia (A) ou reflectancia (R) (Mendham et al., 2002; TQ Analyst User’s Guide,
2004; Natalino, 2006).

Os registros das absor¢des na regido do NIR podem ser obtidos nos modos de
transmitdncia e absorbancia sdo normalmente utilizados para amostras liquidas
transparentes e o de reflectancia para amostras solidas (Mendham et al., 2002; Pasquini,
2003; Skoog et al., 2006; Barbosa, 2007).

Dentre os modos de reflectancia destaca-se o de reflectancia difusa, que é observado
guando a luz penetra em uma amostra, percorre em seu interior um caminho considerado
aleatorio (difuso) e reflete dela contendo as informacGes espectrais (Mendham et al., 2002;
Pasquini, 2003; Morgano et al., 2005; Skoog et al., 2006; Barbosa, 2007).
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Recentemente a regido do infravermelho proximo (NIR) tem recebido muita
atencdo, e tem sido muito utilizada em particular com relagdo as analises quantitativas de
amostras com matrizes complexas, como € o caso das anélises dos constituintes da soja
(Vallilo et al., 2007).
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da aplicacdo de diferentes dosagens
de radiacdo gama (100, 200 e 300 Gy) sobre o contetdo de proteinas e Oleo da soja
(Glycine max L. Merrill) e selecionar gen6tipos mutantes que apresentem caracteristicas

bioquimicas desejaveis ao Programa de Melhoramento da Soja do BIOAGRO/UFV.

4.2. Objetivos especificos

o Desenvolver modelos de calibragéo por espectroscopia de reflectancia no infravermelho
préximo (NIRS) para determinar o contetdo de umidade, proteina e 6leo em soja.

e Estudar os efeitos da aplicagdo de diferentes dosagens de radiacdo gama (100, 200 e
300 Gy) nos contetdos de proteina e 6leo em soja e identificar possiveis mutantes para
essas caracteristicas.

e Selecionar gen6tipos que possuam caracteristicas bioquimicas desejaveis para uso como
progenitores no Programa de Melhoramento de Soja do BIOAGRO/UFV a fim de

desenvolver diferentes linhagens de soja com alto teor de proteina e alto teor de 6leo.
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CAPITULO 1

DESENVOLVIMENTO DE MODELOS DE CALIBRACAO PARA A
QUANTIFICACAO DO CONTEUDO DE CONSTITUINTES DE SOJA POR
ESPECTROSCOPIA DE REFLECTANCIA NO INFRAVERMELHO PROXIMO

RESUMO

A espectroscopia de reflectancia no infravermelho préximo (NIRS) é uma técnica
utilizada para determinar umidade, proteina e 6leo em soja. O objetivo do trabalho foi
desenvolver modelos de calibracdo para quantificar estes constituintes empregando o
método de regressao por quadrados minimos parciais (PLS). Os coeficientes de correlacdo
e erros quadraticos médio das calibracées (RMSEC) foram, respectivamente, 0,997 e 0,117
para umidade; 0,998 e 0,202 para proteina e 0,988 e 0,421 para Oleo. Os resultados
demonstraram que a espectroscopia NIR fornece resultados satisfatérios para analise dos

constituintes da soja.

22



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF CALIBRATION MODEL FOR MEASUREMENT OF
SOYBEAN SEED COMPONENTS BY NEAR INFRARED REFLECTANCE
SPECTROSCOPY

Near infrared reflectance spectroscopy (NIRS) is a technique used to determine
moisture, protein, and oil contents in soybean flour. Our goal was to develop calibration
models to quantify these parameters. Correlation coefficients and root mean square errors
of calibration (RMSEC) were, respectively, 0.997 and 0.117 for moisture; 0.998 and 0.202
for protein and 0.988 and 0.421 for oil. The results showed that NIR spectroscopy provides

satisfactory results for analyzing these parameters in soybean flour.
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1. INTRODUCAO

Dentre as leguminosas cultivadas, a soja (Glycine max L.) é a que possui 0 maior
conteudo de proteinas e € uma das mais importantes oleaginosas cultivadas no pais e em
outras partes do mundo, respondendo por cerca de 90% da producdo nacional de 6leo
vegetal. Em média, os cultivares comerciais apresentam cerca de 40% de proteina e 20% de
0leo, entretanto, existem introdugdes com percentuais variando de 30% a 53% para proteina
e de 13% a 28% para 6leo.™?

A soja é fonte de proteina tanto para a alimentacdo animal quanto para a humana.
Por ser relativamente barata, pode ser usada na alimentagdo humana para amenizar a
situacdo da populacdo que sofre com a pobreza, subnutricdo e deficiéncia protéica. A
proteina de soja é muito utilizada para os mais variados fins, entre eles temos sua utilizagédo
na industria farmacéutica e cosmética.>®

O dleo de soja tem uso alimenticio bastante diversificado podendo ser usado na
fabricacdo de margarinas, gordura vegetal hidrogenada e maionese e também como 0leo
para saladas e frituras. A vantagem do 6leo de soja em relacdo aos demais 6leos deve-se ao
seu baixo preco aliado & sua excelente qualidade.>"™

As metodologias padréo utilizadas para a determinacdo do contetdo de proteina e
6leo sdo trabalhosas e demoradas, requerendo a realizacdo de varias etapas. A
espectroscopia de reflectancia no infravermelho préximo (NIRS), ao contrario, fornece
resultados de forma rapida.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver modelos de calibracdo para determinar,

via NIRS, a umidade, o contetido de proteina e de 6leo em farelo de soja.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Amostras

Um conjunto de amostras de soja foi utilizado para desenvolver os modelos de
calibracdo para cada uma das caracteristicas bioquimicas avaliadas e outro conjunto foi
utilizado para verificar a habilidade de previsdo dos modelos de calibracdo construidos.
Gréos de soja foram moidos utilizando um moinho modelo MA20 (Marconi Equipamentos
para Laboratoério, SP, Brasil) e o p6 obtido foi passado em uma peneira de 20/30 Mesh.
Para a construcdo do modelo de calibragéo para umidade foram utilizadas 59 amostras, para
proteina 97 amostras e para 6leo 98 amostras. Para a validacdo dos modelos através do
conjunto de previsdo, também chamado de conjunto de validacdo externa, foram utilizadas
223 amostras para umidade, 69 para proteina e 69 para 6leo. Foram realizadas trés leituras

por amostra no espectrofotdmetro NIR.
2.2. Metodologias padréo
2.2.1. Determinacéo de umidade

A determinacdo da umidade no farelo de soja foi realizada pelo método direto de
secagem em estufa (método gravimétrico) descrito nas Normas Analiticas do Instituto
Adolfo Lutz (1985).2% Cerca de 1 g do farelo foi pesado e seco em estufa por um
determinado periodo. Apds a secagem, foi feita nova pesagem. A amostra foi novamente
colocada em estufa por mais um periodo e, em seguida, tornou-se a pesar. Isto foi repetido
até a observagdo de peso constante da amostra. Tomando por base o peso inicial e final,
determinou-se a quantidade de agua eliminada, que foi transformada na porcentagem de

umidade da amostra.
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2.2.2. Determinacéo de proteina

A determinacédo do conteudo de proteina no farelo de soja foi realizada pelo método
Kjeldahl descrito nas Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1985).2° Cerca de 300
mg do farelo foram utilizados para a analise. A partir do teor de nitrogénio obtido, foi
calculada a porcentagem de proteina total da amostra, empregando-se nos célculos o fator
de 6,25.

2.2.3. Determinacéo de 6leo

A determinacdo do conteudo de 6leo no farelo de soja foi realizada em aparelho
extrator de Soxhlet, utilizando éter de petroleo como solvente descrito nas Normas
Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1985)"° com refluxo por 10 h. Cerca de 5 g do farelo

foram utilizados para a analise.
2.3. Espectroscopia no infravermelho préximo

Os espectros de reflectancia na regido do infravermelho préximo do farelo de soja
foram coletados em um espectrdmetro modelo Antaris™ 11 FT-NIR Analyser (Thermo
Fisher Scientific, Madison, EUA), cada amostra foi lida trés vezes, foram realizadas 30
varreduras espectrais para cada amostra, com resolucdo de 4 cm™. Os dados espectrais

foram expressos no formato log(1/R), onde R é a reflectancia.
2.3.1. Desenvolvimento dos modelos de calibracéo

O contetdo de umidade, proteina e 6leo dos grupos de amostras especificas para
cada caracteristica determinados por metodologia padrdo foram relacionados com seus
respectivos espectros obtidos pelo espectrofotometro NIR para o desenvolvimento dos
modelos de calibragdo utilizando o software TQAnalyst™ versdo 6.1.1.356 da

ThermoNicolet.
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O metodo de regressdo multivariada utilizado no tratamento dos dados espectrais
para a construcdo dos modelos de calibracdo foi o método de regressdo por quadrados
minimos parciais (PLS = Partial Least Squares).

O método PLS serve para converter os dados multivariados em informacdes Uteis
para serem utilizadas na construcdo dos modelos de regressao, o qual permite estimar com
eficiéncia os constituintes das amostras. Como qualquer outro método de regressdo, o
método PLS tem como objetivo encontrar uma relagdo entre a matriz de dados X (varidveis
independentes) onde estdo os dados espectrais das amostras e a matriz de dados Y
(variaveis dependentes) onde estdo contidas as propriedades a serem analisadas, por
exemplo, a concentracdo. O método PLS é indicado quando X contém variaveis altamente
correlacionadas (dados de espectroscopia) como os dados deste trabalho.'*®

Uma vantagem deste método € poder ser utilizado mesmo quando as amostras
contém interferentes, desde que estes também estejam presentes no conjunto de amostras
que foram utilizadas na calibragdo. Outra vantagem € que quando se retira ou acrescenta
novas amostras ao conjunto de calibracdo, os pardmetros do modelo criado inicialmente
ndo se alteram significativamente, ndo prejudicando o modelo inicial.*’

Para a construcdo dos modelos de regressdo foram correlacionados os valores
médios dos contetdos de umidade, proteina e dleo, obtidos nas determinacdes empregando
metodologias padrdo com as médias dos respectivos espectros das amostras. As analises
foram realizadas em triplicatas. Foram obtidos 177 espectros correspondentes a 59 amostras
para umidade, 291 espectros correspondentes a 97 amostras para proteina e 294 espectros
correspondentes a 98 amostras para 6leo.

Na tentativa de minimizar os efeitos causados pela dificuldade de obtengdo de um
espectro ideal, ou seja, espectros sem variagOes aleatdrias ou sistematicas indesejaveis de
diferentes origens, alguns tratamentos matematicos foram empregados para que estas
variagdes nado tivessem influéncia nos resultados finais.

A primeira derivada foi empregada para todas as caracteristicas, além disso, foi
aplicada a correcdo multiplicativa de sinal (MSC = Multivariate Scattering Correction)
para umidade. A primeira derivada foi utilizada para corre¢éo de deslocamento na linha de
base e para reforgar pequenas diferencas espectrais, permitindo isolar bandas ndo distintas
nos espectros originais, o que ajuda a resolver problemas de sobreposicdo espectral. A

correcdo multiplicativa de sinal também é utilizada para correcdo de linha de base por
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minimizar os efeitos de espalhamentos de luz decorrente, principalmente, da diferenca de
tamanho das particulas da amostra,*41°19:20.22:24-28

Apo6s a obtencdo dos modelos de calibracdo estes foram testados por meio do
método de previsdo onde os modelos construidos foram utilizados para prever os contetdos
de umidade, proteina e 6leo em novas amostras que ndo estavam presentes nos conjuntos de
calibragio com a finalidade de avaliar a eficiéncia dos modelos de calibragédo

desenvolvidos.

2.3.2. Parametros de validacdo dos modelos

Os espectros foram divididos em dois conjuntos, um conjunto para a calibragéo e
outro para a previsao. A habilidade dos modelos de calibracdo desenvolvidos em prever 0s
conteudos de umidade, proteina e 6Oleo foi avaliada pelo coeficiente de correlacdo de
calibracdo (R) e de previsdo (r), obtidos pela relacdo entre os valores das caracteristicas
estimados por metodologia padrdo e os valores estimados pelo modelo de calibragdo. O
parametro de erro empregado foi a raiz quadrada do erro quadratico médio de calibracdo
(RMSEC = Root Mean Square Error of Calibration) e de previsdo (RMSEP = Root Mean

Square Error of Prediction). Os valores de RMSE foram obtidos pela Equacdo 1:*"%°

i=1

S, -9,

RMSE = (1)

n

Onde:
yi = valor medido por metodologia padréo;
Vi = valor medido pelo NIRS;

n = ndmero de amostras.

Outros parametros foram analisados para uma avaliacdo adicional da habilidade de
previsdo dos modelos de calibracdo sendo eles a média do erro (bias médio), a média do

erro relativo e o desvio padrdo (SD) obtidos pelas Equacdes 2, 3 e 4,141617.19-23
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O erro é também conhecido como residuo, viés ou bias, que € a diferenca entre o

valor obtido pela metodologia padréo e o valor previsto pelo NIRS.}2%4

D(i-9)
Média doerro= 22— (2)
n

2 (i=91y,
Média doerrorelativo = = (3)
n

i=1

n-1

S -9

Desvio padrao=

(4)
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As regides espectrais utilizadas na leitura das amostras, em nimero de onda, foram
de 4.000 a 10.000 cm™ para umidade, 4.000 a 9.500 cm™ para proteina e 4.000 a 9.500 cm™
para 6leo. Heil (2010) utilizou a regido de 4.000 a 10.000 cm™ para obter modelos de
calibracdo para umidade, proteina e 6leo em grdos de soja. Lee et al. (2010) utilizaram a
faixa de 4.000 a 25.000 cm™ para leitura de proteina em gréos individuais de soja. Panero et
al. (2008) utilizaram a regi&o de 4.000 a 14.000 cm™ para desenvolverem um modelo de
calibracdo para conteudo de proteina em gréos de soja. Delwiche et al. (2007) utilizaram a
regi&o de 4.000 a 9.090 cm™ para obter modelos de calibracéo para proteina em farinha de
Soja_3,6,21,29

Diversos autores utilizaram praticamente as mesmas faixas de leitura para a
obtencdo de modelos de calibracdo para umidade, proteina e 6éleo nas mais variadas
cuIturas.14'18'19'24'3°'35

As amostras utilizadas na construgdo dos modelos de calibracdo apresentavam a
faixa de concentragdo variando de 8,82% a 11,18% para umidade, 26,60% a 47,48% para
proteina e de 11,92% a 22,13% para 0leo (Tabela 1). Delwiche et al. (2007) utilizaram soja
em grdo e em farelo com contetdo de proteina variando de 35,0% a 41,5% para o conjunto
de calibracdo. Heil (2010) utilizou gréos de soja com concentracdes de 8,9% a 14,6 % de
umidade, 32,5% a 39,6 % de proteina e 16,0% a 20,8 % de 6le0.**

Nos conjuntos de previsdo foram utilizados 671 espectros correspondentes a 223
amostras para umidade, 207 espectros correspondentes a 69 amostras para proteina e 207
espectros correspondentes a 69 amostras para 6leo.

As amostras utilizadas nos conjuntos de previsao apresentavam de 6,48% a 11,62%
de umidade; 33,63% a 41,90% de proteina e 15,56% a 22,27% de Oleo (Tabela 1).
Delwiche et al. (2007) utilizaram soja com contetido de proteina variando de 35,7% a
40,4% para o conjunto de previsdo.*

Para a selecdo dos modelos de calibragdo melhores ajustados, os valores dos
coeficientes de correlagdo de calibracdo (R), RMSEC e RMSEP devem ser considerados.
Primeiro devem-se escolher os modelos de calibragdo com elevado coeficiente de
correlacdo. Este parametro € utilizado para uma avaliacdo prévia dos modelos. O préximo

parametro para analise do ajuste do modelo é o RMSEC, que é uma medida de como o
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modelo de calibracdo ajusta o proprio conjunto de calibragdo, sendo um parametro pouco
informativo sobre o futuro desempenho do modelo. Porém a melhor estimativa do futuro
desempenho dos modelos de calibracdo € o RMSEP, por produzir resultados mais realistas
e independentes dos dados empregados na constru¢do dos modelos. Um bom modelo deve
apresentar baixo valor de RMSEP, o que também foi obtido para todos os trés modelos de

calibracéo obtidos.*"19202>27:36-38

Tabela 1: Resultados de alguns parametros de calibracdo e de previsdo para os contetidos de
umidade, proteina e 6leo em farelo de soja.

Calibragao Validag&o externa
Parametro  Intervalo® RMSEC® R’ Intervalo® RMSEP®  r°
Umidade 8,82 -11,18 0,117 0,997 6,48-11,62 0,244 0,990
Proteina 26,60 - 47,48 0,202 0,998  33,63-41,90 0,529 0,971
Oleo 11,92 - 22,13 0,421 0,987 15,56 - 22,27 0,562 0,949

'Faixa de concentragdo das amostras utilizadas nos modelos de calibragdo e nos conjuntos de
validacao, em porcentagem (%);

®Raiz quadrada do erro quadratico médio de calibragio (RMSEC) e de previsio (RMSEP);

*Coeficiente de correlagio de calibragio (R) e de previsio (r).

Para os conjuntos de calibracdo os valores dos coeficientes de correlacdo (R) e do
RMSEC foram, respectivamente, 0,997 e 0,117 para umidade; 0,998 e 0,202 para proteina
(Figura 1) e 0,988 e 0,421 para 6leo. Para 0s conjuntos de previsdo os valores dos
coeficientes de correlacdo (r) e do RMSEP foram, respectivamente, 0,990 e 0,244 para
umidade; 0,950 e 0,529 para proteina e 0,950 e 0,562 para 0leo (Tabela 1).

Delwiche et al. (2007) obtiveram valores de R, RMSEC e RMSEP para proteina em
farinha de soja de 0,732; 0,55 e 0,60, respectivamente e para as analises de um Unico grao
de soja foram de, respectivamente, 0,668; 0,59 e 0,78. Panero et al. (2008) obtiveram
valores de R, RMSEC, r e RMSEP para proteina em graos de soja de 0,892; 0,493; 0,791 e
0,661, respectivamente. Heil (2010) obteve os valores de R, RMSEC e RMSEP de,
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respectivamente, 0,98; 0,19 e 0,23 para umidade, 0,87; 0,67 e 0,73 para proteina e 0,85;
0,49 e 0,53 para 6leo.>**?

—
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& |
Z ]
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Figura 1: Grafico do modelo de calibracdo para proteina mostrando a boa correlacdo entre 0s
valores da caracteristica calculados pelo NIRS (eixo y) e pela metodologia padréo (eixo x).

Observa-se que os valores encontrados para estes parametros no atual trabalho
apresentaram as mesmas faixas de valores encontradas pelos autores citados.

Os modelos das trés caracteristicas estudadas apresentaram bom desempenho, com
elevados coeficientes de correlacdo de calibracdo, apresentando valores superiores a 0,98.
Os valores de RMSEC obtidos para os trés modelos foram baixos, o que também é
desejavel. Os valores de R e RMSEC, portanto indicam a obtencdo de excelentes modelos
de calibracdo (Tabela 1).}"1%%

Outra observacdo a ser feita para que se obtenha um modelo adequadamente
ajustado é que o conjunto de previsdo deve produzir um valor de RMSEP similar ao do
RMSEC. Valores de RMSEP muito maiores que de RMSEC indicam modelos sobre
ajustados, ou seja, a regressdao pode estar considerando dados que nédo estdo realmente
correlacionados, como ruidos, erros sistematicos, etc. A diferenga entre esses valores pode
ocorrer, em alguns casos, quando se aplica primeira derivada aos dados espectrais, 0 que

introduz ruido maior que o do sinal original. Os modelos de calibragdo das trés
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caracteristicas apresentaram proximidade entre os valores de RMSEC e RMSEP. Embora o
modelo para proteina tenha apresentado um valor de RMSEP levemente superior ao
RMSEC, poréem um valor aceitavel, este modelo levou a obtencdo de valores baixos para
média do erro, média do erro relativo e desvio padrdo do conjunto de previsao que foram,
respectivamente, de 0,06%; 0,15% e 0,53% (Tabela 2). Valores baixos para estes quesitos
sdo desejaveis e sdo considerados como indicativos complementares do bom desempenho
do modelo de calibraggo.'**%*

A média do erro, média do erro relativo e desvio padrdo para as outras
caracteristicas foram, respectivamente, -0,06%; -0,59% e 0,24% para umidade e 0,29%;
1,51% e 0,48% para 6leo (Tabela 2). Panero (2007) obteve média do erro de 1,24% para
umidade, 1,31% para proteina e 1,65% para 6leo e os maiores valores do erro relativo
encontrado para umidade, proteina e Oleo foram de 4,09%; -4,54% e 3,73%,

respectivamente.”

Tabela 2: Parametros adicionais de desempenho dos modelos de previsdo para os contetdos de
umidade, proteina e éleo em farelo de soja.

Parametro Umidade’ Proteina’ Oleo’
Média do Erro (bias, viés ou residuo) -0,06 0,06 0,29
Meédia do Erro relativo -0,59 0,15 1,51
Desvio padréo (SD) 0,24 0,53 0,48

'Em porcentagem (%).

Observa-se que as meédias do erro, do erro relativo e os desvios padrdo dos
conjuntos de previsdo das trés caracteristicas apresentaram valores baixos indicando que os
modelos de calibracdo desenvolvidos apresentaram boa capacidade de previsdo e por isso

podem ser utilizados para a determinag&o das caracteristicas estudadas em farelo de soja.
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4., CONCLUSAO

A técnica de espectroscopia no infravermelho proximo (NIRS) associada ao método
de regressdo multivariada por minimos quadrados parciais (PLS) apresentou resultados
satisfatorios na construcdo de modelos de calibragdo para umidade, proteina e 6leo em
farelo de soja. Os modelos de calibracdo apresentaram elevados valores de coeficiente de
correlacdo de calibracdo (R) e de previsao (r). Além disso, apresentaram baixos valores da
raiz quadrada do erro quadratico médio de calibracdo (RMSEC) e de previsdao (RMSEP) e
baixos valores para a média do erro (bias médio), média do erro relativo e do desvio padrdo
(SD) do conjunto de previsdo das trés caracteristicas avaliadas, demonstrando ser a
espectroscopia NIR uma boa alternativa em relacdo as metodologias padréo.

Além de apresentar resultados satisfatorios de analises, a espectroscopia NIR pode
superar alguns inconvenientes apresentados pelo uso de metodologias padrdo que
normalmente requerem diversas etapas, muitas vezes demoradas e trabalhosas, podendo
consumir grande quantidade de reagentes, sendo que algumas andlises podem gerar
residuos quimicos nocivos ao ambiente, além do alto consumo de energia devido ao uso do.
A técnica NIRS, ao contréari equipamentos, fornece resultados de forma réapida e exata, é
menos trabalhosa, requer pequenas quantidades de amostras, pouca manipulagéo das
mesmas, nao utiliza reagentes, possui custo reduzido de analise por amostra e ndo gera

residuos quimicos.
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CAPITULO 2

DETECCAO DE MUTANTES EM SOJA (Glycine max (L.) Merrill) UTILIZANDO
ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO PROXIMO (NIRS) PARA
QUANTIFICACAO DE PROTEINA E OLEO

RESUMO

A soja (Glycine max L. Merrill) é uma das culturas economicamente mais
importantes no mundo, sendo considerada uma excelente fonte de proteina e 6leo. Para o
melhoramento dos contetdos de proteina, 6leo ou outras caracteristicas é necessaria
variabilidade genética e como a ocorréncia de mutacGes espontaneas € rara, utiliza-se a
inducdo de mutacbes por agentes mutagénicos fisicos ou quimicos. A radiacdo gama foi
utilizada para induzir mutacGes em grdos de soja da variedade Vencedora. Dessa forma o
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da aplicacéo das diferentes dosagens de raios
gama (100, 200 e 300 Gy) nos contetdos de proteina e dleo em grdos de soja e identificar
possiveis mutantes. Os graos foram irradiados no Centro de Energia Nuclear na Agricultura
(CENA) da Universidade de Sdo Paulo em Piracicaba, Sdo Paulo. A determinacdo do
conteido de umidade, proteina e 6leo foram realizadas em um espectrofotdmetro de
infravermelho proximo. A correcdo dos dados obtidos dos contetdos de proteina e dleo em
relacdo ao efeito ambiental foi realizada a partir das informacdes da testemunha (Vencedora
ndo irradiada), cujas fileiras foram intercaladas no ensaio. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia pelo teste F a 5% de probabilidade para testar o efeito das mutagdes nas
progénies Mi4. A dose de radiagdo gama de 300 Gy forneceu maior porcentagem de
plantas M; irradiadas com diferencas significativas em relacdo a testemunha para as duas
caracteristicas avaliadas. Das plantas M; selecionadas que apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos irradiado e ndo irradiado, a que apresentou menor e
maior contetdo maximo de proteina e que foram superiores ao da testemunha (39,87%),
foram, respectivamente, as plantas de nimero 934 (43,03%) e 100 (46,64%). Os conteddos
de proteina dessas plantas foram maiores que da testemunha em 8% e 17%,
respectivamente, indicando que as mutagdes nas plantas M; selecionadas favoreceram o

conteudo de proteina. Para 0leo, as plantas a que apresentaram menor e maior contetdo
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méaximo de 0leo, superiores ao da testemunha (19,33%), foram as plantas 177 (20,46%) e
421 (21,89%) que apresentaram conteddo de Oleo maior que da testemunha em,
respectivamente, 6% e 13% indicando que as mutacOes nas plantas M; selecionadas
favoreceram o conteudo de dleo. As progénies M, das plantas M; selecionadas como
possiveis mutantes por meio deste trabalho serdo conduzidas a um novo ensaio de selecédo
de progénies para confirmar os dados obtidos e apds essa nova selecdo as progénies
mutantes serdo utilizadas no Programa de Melhoramento da Soja do BIOAGRO/UFV.

38



1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max L. Merrill) é considerada uma excelente fonte de proteina e
6leo tanto para a alimentacdo humana quanto animal. O grdo possui cerca de 40% de
proteina e 20% de Oleo (Lee et al., 2007; Clemente e Cahoon, 2009; Pavadai et al., 2010).

Para que uma cultura seja melhorada com melhoramento genético convencional é
necessaria a ocorréncia de variabilidade genética na populacdo para que sirva como fonte
de germoplasma, possibilitando a selecdo de genoétipos promissores. Uma base genética
restrita dificulta o trabalho dos pesquisadores, limitando ou inviabilizando a criacdo de
novos cultivares (Borges et al., 2010; Dorneles et al., 2011).

A variabilidade genética ocorre devido as mutacfes. Como a taxa de mutacGes
espontaneas € muito baixa, a inducdo das mutacGes tém sido usada nos programas de
melhoramento para elevar a freqiéncia das mutacdes e assim ampliar a variabilidade
genética (Costa et al., 2006; Rocha et al., 2009; Almeida et al., 2011; Dorneles et al., 2011,
Khan et al., 2011; Patil e Wakode, 2011).

Os mutantes induzidos sdo descritos por simbolos M;, M, Ms, etc, 0s quais
indicam, respectivamente, primeira, segunda, terceira geracdes de mutantes e assim por
diante, sendo que a populacdo Mg é a populacdo néo tratad (Allard, 1960).

Os agentes mutagénicos podem ser fisicos ou quimicos. Os mutagénicos fisicos sao
0s raios ultravioletas, raios X, raios gama, particula alfa, particula beta, prétons e néutrons.
Os agentes mutagénicos quimicos sao diversos, porém os mais utilizados séo etil metano
sulfonato (EMS), dietil sulfato (DES) e etilenimina (EI) (Bodanese-Zanettini, 2001; Zaha et
al., 2003; Borém e Miranda, 2009; Rocha et al., 2009; Kumar e Ratman, 2010; Moturi e
Charya, 2010; Khan et al., 2011; http://www.ufv.br/dbg/gbolhtm/gbol16.htm).

O fator chave para se obter sucesso na irradiacdo de material vegetal é a dosagem do
mutagénico utilizado. Os mutagénicos quimicos sdo expressos em termos de porcentagem
(%). A unidade internacional de medida da dose dos mutagénicos fisicos é o Gray (Gy),
um gray é equivalente a uma dose absorvida de 1 Joule/quilograma do material. Rad € uma
unidade especial de dose, um rad é igual a 0,01 gray (0,01 J/kg) (Ahloowalia e
Maluszynski, 2001; Henry, 2009; http://www.cena.usp.br/irradiacao/principios.htm;
http://www.nrc.gov/reading-rm/doc-collections/cfr/part020/part020-1004.html.
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A intensidade da dose dos mutagénicos fisicos € dividida em trés categorias: baixa
(< 1 kGy), média (1 a 10 kGy) e alta (10 a 50 kGy). Altas doses sdo utilizadas para
esterilizacdo de alimentos, as médias para pasteurizacdo e as doses baixas sdo usadas para
inducdo de mutacdo em sementes (na faixa de 60 a 700 Gy), além de ser utilizada para
matar parasitas, insetos e larvas ap6s a colheita, inibir a germinacdo e retardar o
amadurecimento (Gusman et al., 1975; Gaul, 1977; Zaha et al., 2003).

A dosagem ideal de radiacdo varia de acordo com a espécie vegetal e o 6rgdo a ser
irradiado. No caso de sementes sdo utilizadas doses de raios X ou gama na faixa de 100 a
150 Gy (10 a 15 krad). Abaixo de 50 Gy (5 krad) a frequéncia das mutacbes é
sensivelmente reduzida e doses maiores que 250 Gy (25 krad) provocam uma série de
danos ao material vegetal, com conseqliente perda ou morte do mesmo. Ja com o uso de
néutrons, doses muito menores tém se mostrado eficientes, na ordem de 5 Gy (0,5 krad)
(Ahloowalia e Maluszynski, 2001).

A freqiéncia das mutagdes aumenta linearmente com o aumento da dose de
radiacdo, como conseqliéncia, 0 aumento da dose também determina o0 aumento dos efeitos
fisiologicos que levam a morte do organismo irradiado (Gusman et al., 1975; Gaul, 1977,
Zaha et al., 2003; Kumar e Ratman, 2010).

O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos da aplicacdo de diferentes dosagens
de radiacdo gama (100, 200 e 300 Gy) nos conteudos de proteina e 6leo em grdos de soja e
identificar possiveis mutantes para estas caracteristicas, que possam ser eventualmente
utilizados no Programa de Melhoramento da Soja do BIOAGRO/UFV.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras

Foram utilizadas sementes de soja (Glycine max (L.) Merrill) do cultivar Vencedora,
fornecidas pela empresa COOPADAP (Cooperativa Agropecuaria do Alto Paranaiba). Esta
variedade foi escolhida por possuir caracteristicas agronémicas desejaveis.

2.2. Metodologias

Como agente mutagénico fisico foi utilizada a radiacdo gama de uma fonte de
cobalto (Co®). O procedimento foi gentilmente realizado pelo Dr. Augusto Tulmann Neto,
do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA), da Universidade de Sao Paulo,
Piracicaba, Sdo Paulo. As doses da radiacdo utilizadas foram 100, 200 e 300 Gy. Oitocentas
sementes de soja do cultivar Vencedora foram utilizadas para a irradiacdo com cada dose.
Para serem submetidas a irradiagdo as sementes foram colocadas em saquinhos de papel e
dispostas na fonte de Co® de tal modo que todas as sementes fossem uniformemente

irradiadas.

2.2.1. Obtencéo dos dados experimentais

2.2.1.1. Conducdo das sementes irradiadas

As sementes My, irradiadas com as diferentes doses de radiacdo gama (800 sementes
com cada dose de 100, 200 e 300 Gy), foram plantadas em blocos em funcdo do nivel de
radiacdo, originando trés blocos com espacamento de 10 cm entre as plantas e 50 cm entre
as linhas, no Campo Experimental da Sementeira em Visconde de Rio Branco, MG. O
cultivo deu-se de junho a novembro de 2006.

As plantas M; foram colhidas individualmente, suas sementes M;., foram plantadas
em fileiras individuais no Campo Experimental da UFV denominado Horta Nova no
distrito de Séo José do Triunfo (Fund&o), Vicosa, MG. O cultivo foi efetuado de dezembro

de 2006 a marco de 2007.
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As plantas M, (ou My, que significa fileiras individuais de plantas M, derivadas de
planta M;) que originaram as sementes Mj.3 foram colhidas em bulks, sendo que de cada
progénie foi colhida apenas uma vagem por planta.

As sementes My.3 de cada progénie original foram plantadas em fileiras individuais
na comunidade de Juncado, Sooretama, ES. O cultivo foi efetuado de junho a novembro de
2007.

Foram colhidas individualmente apenas 8 plantas M3 de cada progénie, mas destas
apenas as sementes My.4 de 6 plantas foram utilizadas no plantio seguinte. As sementes My.4
foram plantadas na Estacdo Experimental da COOPADAP, Rio Paranaiba, MG. Este
plantio foi utilizado para a avaliacao fenotipica, com isso a avaliacdo de possiveis mutantes.
O cultivo foi efetuado de novembro de 2007 a marco de 2008. As sementes M4 das 6
plantas foram distribuidas cada uma em uma fileira, deste modo cada planta M; originou 6
fileiras de plantas My. Este plantio foi realizado utilizando-se o arranjo experimental de
progénies com testemunha intercalar, sendo a testemunha do cultivar Vencedora néo
irradiada.

Foram colhidas individualmente todas as plantas dentro de cada fileira, contendo as
progénies My. Foram analisadas sementes Ms derivadas de cada progénie M.

A disposicdo do experimento seguiu um arranjo em que um conjunto de 18
progénies foram intercaladas com testemunhas. Cada unidade nesta conformagdo (18
progénies + 2 testemunhas = 20 parcelas) foi considerada como um bloco. Conjuntos de 29
blocos nessa conformacdo foram intercalados com blocos contendo somente testemunha
(20 parcelas de Vencedora). Para o plantio das sementes irradiadas com 100 Gy de raios
gama foram obtidos 1 bloco de testemunhas e 14 blocos de progénies, para a intensidade de
200 Gy foram obtidos 6 blocos de testemunhas e 167 de progénies e para 300 Gy obtidos 2
blocos de testemunhas e 30 de progénies. No total foram obtidos 9 blocos de testemunhas e
211 blocos de progénies, totalizando 220 blocos.

Dos tratamentos com a radiacdo gama de 100, 200 e 300 Gy foram avaliadas,
respectivamente, 246 progénies M, derivadas de 41 plantas M;, 3348 progénies derivadas
de 558 plantas M; e 624 progénies M, derivadas de 104 plantas M.
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2.2.1.2. Determinacéo da composic¢do da soja por espectroscopia NIR

A determinagdo do conteido de umidade, proteina e dleo foram realizadas em um
espectrofotdmetro de infravermelho proximo com transformada de Fourier (FT-NIRS:
Fourier Transform Near Infrared Spectrometer) modelo Antaris™ Il FT-NIR Analyser.

Os espectros de reflectancia na regido do infravermelho préximo foram coletados,
sendo as leituras realizadas em triplicata. Foram feitas 30 varreduras espectrais para cada
amostra, com resolucdo de 4 cm™. Os dados espectrais foram expressos no formato

log(1/R), onde R é a reflectancia.

2.2.1.3. Corregéo ambiental dentro do experimento

Para se fazer a correcdo dos dados obtidos para os conteidos de proteina e 6leo nas
amostras de farelo de soja em relacdo aos efeitos ambientais, estes foram estimados a partir
das informacdes das testemunhas (cultivar Vencedora néo irradiada), cujas fileiras foram

intercaladas no ensaio.

i Variancia ambiental

Foram calculados os valores médios dos contetdos de proteina e Oleo das
testemunhas de cada um dos blocos (2 parcelas de testemunhas intercalando 18 parcelas de
progénies), a média geral das testemunhas de todos os blocos nesta conformacdo, a soma
dos quadrados dos desvios (SQD) e o grau de liberdade (GL). Calculou-se também a SQD e
0 GL para as testemunhas pertencentes aos blocos de testemunhas (20 parcelas de
testemunha, onde a primeira e a Ultima parcela foram contabilizadas como testemunhas do
bloco).

O efeito ambiental total foi obtido pela soma das informacdes da SQD e do GL dos
dois tipos de conformacéao de blocos. Com o somatorio da SQD e do GL foi possivel obter

o valor da variancia ambiental.
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ii. Correcao do efeito ambiental

A correcdo dos valores dos conteudos de proteina e 6leo de cada progénie foi
realizada subtraindo-se do valor original da caracteristica o fator de corre¢cdo ambiental
referente ao conteldo de proteina e 6leo da testemunha do bloco ao qual pertencia a
progénie.

O fator de correcdo ambiental de cada bloco foi obtido subtraindo-se do valor médio
da caracteristica das testemunhas de cada bloco (média entre os valores das 2 parcelas de
testemunhas do bloco) o valor da média geral da caracteristica das testemunhas de todos 0s

blocos nesta conformacao.
2.2.1.4. Analise de variancia
Para testar a sigenificancia do efeito da mutacdo nas progénies M., foi realizada a

comparacdo entre as variancias fenotipicas de cada progénie em relagdo a variancia

ambiental utilizando o teste F (Férmula 1) a 5% de probabilidade.

=S €
Oa
Onde:
62 = variancia fenotipica;
64 = variancia ambiental.
O teste de hipotese utilizado (Férmula 2) foi:
H,:6% =65
H,:62 %65 (2)
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A anélise de variancia foi realizada considerando-se 0 método de testemunha
intercalar, onde a informagdo da variancia ambiental foi estimada com base nas
informacdes das testemunhas (cultivar Vencedora néo irradiada).

A variancia fenotipica foi estimada entre plantas M, derivadas de uma mesma

planta M; apds a correcao dos valores de proteina e 6leo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram detectadas diferencas significativas entre alguns tratamentos irradiados e nao
irradiados (testemunha cultivar Vencedora) em relacdo aos conteudos de proteina e 6leo, pelo
teste F a 5 % de significancia.

Os tratamentos irradiados que obtiveram abaixo de quatro fileiras de plantas M,
foram descartados. Sendo assim, nos tratamentos com 100, 200 e 300 Gy de radiagdo gama
foram consideradas para a analise de variancia pelo teste F, respectivamente, 37 das 41
plantas M iniciais, 484 das 558 plantas M; e 98 das 104 plantas M;.

Para o tratamento com 100 Gy, 2 das 37 plantas M; que participaram da analise
apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos irradiado e néo irradiado tanto
para o conteldo de proteina quanto para o conteido de 6leo, ou seja, 5,4% das plantas M.
No tratamento com 200 Gy, 57 das 484 plantas M; apresentaram diferencas significativas
para proteina (11,8% das plantas) e 54 plantas M; para 6leo (11,2% das plantas). Para o
tratamento com 300 Gy, 18 das 98 plantas M; apresentaram diferencas significativas para
proteina (13,3% das plantas) e 13 plantas para 6leo (18,4% das plantas).

Entre os trés tratamentos 0 que apresentou maior porcentagem de plantas com
diferencas significativas entre tratamentos irradiado e ndo irradiado foram os que utilizaram
300 Gy de raios gama.

Segundo Ahloowalia e Maluszynski (2001) as doses de mutagénicos fisicos na faixa
de 60 a 700 Gy, consideradas baixas, podem ser utilizadas em sementes para inducgéo de
mutacdo. Outros autores citam que no caso de sementes sdo utilizadas doses de raios gama
na faixa de 100 a 150 Gy e que doses maiores que 250 Gy provocam danos ao material
vegetal com consequente perda do mesmo (Gusman et al., 1975; Gaul, 1977; Ahloowalia e
Maluszynski, 2001; Zaha et al., 2003). No atual trabalho a dose de 300 Gy de raios gama
forneceu melhores resultados mesmo com a perda de parte do material.

Srisombun et al. (2010) irradiaram a variedade de soja Chiang Mai 60 com 200 Gy
de raios gama e avaliaram as geragfes M; a M, selecionando 13 linhagens mutantes
avaliadas para conteudo de proteina e rendimento. Na geracdo M, o resultado mostrou que
as linhagens mutantes selecionadas apresentavam 0,78% maior contetdo de proteina que o

grupo controle.
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Hanafiah et al. (2010) irradiaram a variedade de soja Argomulyo com doses de raios
gama de 0, 50, 100, 150 e 200 Gy e avaliaram alguns caracteres nas geracoes M; e M,. A
maior variagdo genética média foi na geragdo M, com 200 Gy indicando que esta dose €
eficaz em causar variacdo genética em plantas.

Padavai et al. (2010) avaliaram o efeito em soja das doses de 100, 200, 300, 400,
500 e 600 Gy de radiagdo gama nas geracdes M, a My no conteudo de proteina e
parametros de rendimento. Segundo os autores houve aumento na eficicia e na eficiéncia
do mutagénico em baixas concentracdes e reducdo em concentracdo elevada. O tratamento
com 500 Gy apresentou melhores resultados comparados ao tratamento controle.

Nos trés tratamentos com as diferentes doses de raios gama, 77 plantas M;
apresentaram diferengas significativas entre tratamentos irradiado e ndo irradiado para
conteudo de proteina e 69 para 6leo. Os valores minimos e maximos dos contetdos de
proteina e 6leo nas plantas selecionadas e os valores médios na testemunha Vencedora
(tratamento ndo irradiado) foram apresentados em gréaficos (Figuras 1 e 2).

Das plantas M; selecionadas, as que apresentaram contetdo maximo de proteina
superior ao contetdo médio de proteina da testemunha (39,87%) foram as de nimero 78
(45,37%), 82 (45,98%), 100 (46,64%), 146 (45,02%), 212 (45,66%) , 228 (44,89%) , 235
(43,99%), 506 (43,97%), 584 (44,68%), 669 (44,63%), 923 (44,63%) , 927 (43,34%), 934
(43,03%), 941 (46,24%), 996 (43,62%), 1035 (43,29%), 1151 (43,75%) e 1197 (45,10%).
O menor valor de proteina (planta 934) foi 8% maior que da testemunha e o maior valor
(planta 100) foi 17% maior que da testemunha, indicando que as mutacdes nestas plantas
favoreceram o contetdo de proteina. A planta 981 foi a Unica que apresentou o conteido
maximo de proteina menor que o da testemunha indicando que as mutagdes desfavoreceram

0 contetido de proteina nesta planta (Figura 1).
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Figura 1: Plantas M, selecionadas que apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos irradiados e nédo irradiados (testemunha cultivar
Vencedora) para proteina, indicando os valores minimos e maximos obtidos entre suas progénies M, e o contetido médio da testemunha.
Preto: valor médio do conteddo de proteina da testemunha Vencedora; Cinza claro: valor minimo do contetdo de proteina da progénie My; Cinza escuro: valor maximo

do contetdo de proteina da progénie M,.
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Figura 2: Familias M; selecionadas que apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos irradiados e ndo irradiados (testemunha cultivar
Vencedora) para 6leo, indicando os valores minimos e maximos obtidos entre suas progénies M, e o contelldo médio da testemunha.

Preto: valor médio do contetdo de dleo da testemunha Vencedora; Cinza claro: valor minimo do conteido de dleo da progénie My; Cinza escuro: valor maximo do
conteddo de 6leo da progénie M.
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As que apresentaram maior amplitude entre o conteido maximo e minimo para
proteina foram as de nimero 82 (39,35% a 45,98%), 669 (37,61 a 44,63%) e 941 (39,98
a 46,24%). Isto indica que alguma(s) planta(s) entre as plantas M, derivadas destas
plantas M; apresentaram mutacdes que favoreceram a caracteristica.

Das plantas M; selecionadas, as que apresentaram conteldo maximo de 6leo
superior ao conteudo médio de 6leo da testemunha (19,33%) foram as de nimero 76
(20,61%), 82 (20,65%), 129 (20,84%), 141 (20,60%), 162 (20,65%), 177 (20,46%), 192
(20,75%), 200 (20,71%), 228 (20,56%), 282 (21,05%), 299 (20,55%), 355 (20,75%),
357 (21,14%), 420 (21,10%), 421 (21,89%), 459 (20,94%), 463 (20,84%), 669
(21,21%) e 981 (21,07%) sendo que o menor valor de 6leo (planta 177) foi 6% maior
que da testemunha e o maior valor (planta 421) foi 13% maior que da testemunha,
mostrando que as mutacdes nestas plantas favoreceram o contetdo de éleo. As plantas
100, 212, 229, 460 e 923 apresentaram 0 contetdo maximo de 6leo menor que o da
testemunha indicando que as mutacbes desfavoreceram o conteudo de 6leo nestas
plantas (Figura 2).

As que apresentaram maior amplitude entre o conteudo maximo e minimo para
6leo foram as de nimero 162 (15,55 a 20,65%) e 460 (15,87 a 20,27%). Isto indica que
alguma(s) planta(s) entre as plantas M, destas plantas M; apresentou mutacGes que
favoreceram tal caracteristica.

As plantas M; de numeros 82, 228 e 669 apresentaram conteldo maximo de
proteina e maximo de Oleo maiores que a testemunha (39,87% e 19,33%,
respectivamente), sendo os contetidos 45,98% e 20,65%; 44,89% e 20,56% e 44,63% e
21,21%. Isso indica a possibilidade de as mutagdes terem favorecido as duas
caracteristicas ao mesmo tempo.

Ja as que apresentaram contedo maximo de proteina maior que a testemunha e
méaximo de 6leo menor que a testemunha foram as de numero 100 e 923 com 0s
contetidos de 46,64% e 18,09% e 44,63% e 18,73, respectivamente.

A de numero 212 apresentou contetdo maximo de proteina maior que a
testemunha e de Oleo praticamente 0 mesmo da testemunha, 45,66% e 19,36%,
respectivamente. As mutagdes nessas plantas favoreceram o contedo de proteina.

A que apresentou conteudo méximo de proteina menor que a testemunha e
maximo de Oleo maior que a testemunha foi a 981 com 39,23% e 21,07%,

respectivamente. As mutagdes nessas plantas favoreceram o contetdo de 6leo.
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Muitas das plantas M; que apresentaram diferenca significativa entre o0s
tratamentos irradiado e ndo irradiado para o conteudo de proteina coincidiram com as
que apresentaram diferencas significativas para o contetdo de dleo. No tratamento com
100 Gy de radiacdo gama nao foram obtidas plantas coincidentes, no de 200 Gy foram
obtidas 31 plantas coincidentes e no de 300 Gy apenas 1 planta. As plantas M;
coincidentes referentes ao tratamento com 200 Gy foram as de numero 78 a 958 e para
300 Gy a de nimero 1151 (Tabela 1).

Foram verificadas quais dentre as progénies My, originadas das plantas M;
coincidentes, apresentaram o conteido maximo de proteina coincidindo com o minimo
de 6leo e minimo de proteina coincidindo com o maximo de 6leo.

Observou-se que a maioria das progénies M, que apresentaram contetdo maximo
de proteina estavam associadas a minimo de Oleo e vice-versa, indicando que as
mutacOes favoreceram ou desfavoreceram uma das caracteristicas por vez e nao as duas
a0 mesmo tempo. E esperado que a mutacdo que favoreca o contelido de proteina
desfavoreca o contetdo de 6leo e a que favoreca 6leo desfavoreca proteina, pois a
correlacdo entre proteina e 6leo é negativa (Moraes et al., 2006; Marques et al., 2011,
http://www.planetasoya.com/index.php?sec=34&tra=24813&tit=24817).

Algumas das plantas M; apresentavam progénies M, que coincidiam apenas para
0 contetdo maximo de proteina associado a minimo de dleo que foram as de nimero 89
(43,46% e 17,59%, respectivamente), 175 (44,24% e 20,35%), 187 (43,74% e 16,98%),
212 (45,66% e 15,90%), 307 (42,17% e 17,76%), 460 (43,60% e 15,87%), 543 (43,18%
e 17,39%), 572 (43,28% e 17,63%), 680 (42,45% e 17,36%), 902 (42,51% e 17,88%),
927 (43,34% e 16,99%), 941 (46,24% e 16,62%) e 957 (42,41% e 16,44%). As que
coincidiam apenas para minimo de proteina associada a méximo de 6leo foram as de
namero 470 (39,03% e 20,22%) e 500 (39,65% e 19,92%).

Ao todo foram encontradas 32 plantas M; que apresentavam diferencas
significativas entre tratamentos irradiado e ndo irradiado coincidentes para analise dos
conteudos de proteina e de 6leo, sendo que 17 delas apresentavam mutagdes na mesma
progénie M, tanto para conteudo maximo de proteina associado ao minimo de Gleo
quanto para contedtdo minimo de proteina associado ao maximo de Oleo, 13
apresentavam mutagdes apenas para 0 conteldo maximo de proteina associado ao
minimo de 6leo e 2 apresentavam mutacdes apenas para o conteudo minimo de proteina

associado ao méaximo de 6leo.
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Tabela 1: Selecdo das progénies M, derivadas das plantas M; que foram coincidentes na sele¢éo
de proteina e 6leo.

Planta M, Coincidéncias® Progénie M, Planta M, Coincidéncias’ Progénie M,
78 Max Ptn/Min 6leo’ 460 Max Ptn/Min 6leo 6
Min Ptn/Max 6leo® Min Ptn/Méx 6leo -
82 Max Ptn/Min bleo 470 Max Ptn/Min 6leo
Min Ptn/Méax 6leo Min Ptn/Méx 6leo
88 Méax Ptn/Min 6leo 500 Max Ptn/Min 6leo
Min Ptn/Méax 6leo Min Ptn/Méx 6leo
89 Méax Ptn/Min 6leo 543 Max Ptn/Min 6leo

Min Ptn/Méx 6leo
572 Méx Ptn/Min 6leo
Min Ptn/Méax 6leo
656 Max Ptn/Min éleo
Min Ptn/Méx 6leo
669 Méx Ptn/Min 6leo
Min Ptn/Méx 6leo
680 Méx Ptn/Min 6leo
Min Ptn/Max 6leo

Min Ptn/Méax 6leo
146 Max Ptn/Min 6leo
Min Ptn/Max 6leo
162 Max Ptn/Min 6leo
Min Ptn/Méax 6leo
175 Max Ptn/Min 6leo
Min Ptn/Méax 6leo
187 Max Ptn/Min 6leo
Min Ptn/Max 6leo

192 Max Ptn/Min 6leo 902 Max Ptn/Min 6leo
Min Ptn/Max 6leo Min Ptn/Max 6leo
200 Max Ptn/Min 6leo 919 Max Ptn/Min 6leo

Min Ptn/Max 6leo
212 Max Ptn/Min 6leo
Min Ptn/Méax 6leo
213 Max Ptn/Min 6leo
Min Ptn/Méax 6leo
228 Max Ptn/Min 6leo
Min Ptn/Max 6leo

Min Ptn/Max 6leo
923 Méx Ptn/Min éleo
Min Ptn/Méx 6leo
927 Méx Ptn/Min 6leo
Min Ptn/Méx 6leo
941 Méx Ptn/Min 6leo
Min Ptn/Méx 6leo

WO WRFRPRWWONE 1T WWPrArPRAW! O WNEFPOOITW ! WONDNDDNPE

235 Max Ptn/Min 6leo 957 Max Ptn/Min 6leo
Min Ptn/Max 6leo Min Ptn/Max 6leo
299 Max Ptn/Min 6leo 958 Max Ptn/Min éleo
Min Ptn/Max 6leo Min Ptn/Max 6leo
307 Max Ptn/Min 6leo 1151 Max Ptn/Min 6leo

OINNWEFE + P W NP, T OO ONEFEP RO W OIN T

Min Ptn/Méx 6leo - Min Ptn/Méax 6leo

! Coincidéncia na selecio para conteldo méximo de proteina e minimo de 6leo e minimo de
proteina e maximo de 6leo entre as progénies M, originadas das plantas M; que apresentaram
diferenca significativa entre os tratamentos irradiado e ndo irradiado (testemunha cultivar
Vencedora);

2 Contelildo maximo de proteina e minimo de 6leo;

¥ Contetidos minimo de proteina e maximo de 6leo.

Entre as plantas M; que apresentaram progénies M, com conteudo maximo de
proteina maior que da testemunha coincidindo com maximo de 6leo menor que da
testemunha foram as de nimero 100 e 923. A planta de nimero 212 apresentou maximo
de proteina maior que da testemunha coincidindo com contetdo de éleo praticamente o
mesmo que o da testemunha. A Unica que apresentou maximo de proteina associado ao
minimo de oleo e minimo de proteina com méximo de oleo foi a 923. A planta de
nimero 212 apresentou apenas maximo de proteina associado a minimo de 6leo e a

numero 100 ndo foi coincidente para proteina e éleo.
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A planta M; que apresentou maximo de proteina menor que da testemunha
coincidindo com méaximo de 6leo maior que da testemunha foi a nimero 981, mas nao
foi coincidente para anélise de proteina e 6leo.

Entre as plantas M; que apresentaram progénies M, com maior amplitude entre
conteudo méaximo e minimo de proteina, que foram as de numero 82, 669 e 941, a Unica
que ndo apresentou progénies My coincidentes tanto para maximo de proteina associado
a minimo de 6leo quanto minimo de proteina a maximo de O6leo foi a 941 que
apresentou apenas maximo de proteina associada a minimo de 6leo.

As de maior amplitude entre contetdo maximo e minimo de 6leo foram as de
namero 162 e 460. A 162 apresentou progénies My coincidentes tanto para méximo de
proteina associado a minimo de 6leo quanto minimo de proteina a méximo de 6leo, a
460 apresentou apenas maximo de proteina associada a minimo de 6leo.

As plantas M; de numeros 82, 228 e 669, coincidentes tanto para maximo de
proteina maior que o valor médio da testemunha quanto maximo de 6leo maior que o da
testemunha, ndo apresentaram as mesmas progénies M, selecionadas para andlise de
proteina coincidindo com a selecionada para 6leo, portanto ndo obteve-se a mesma
progénie M4 mutante para aumento das duas caracteristicas ao mesmo tempo.

Todas as progénies M, derivadas das plantas My que foram selecionadas como
possiveis mutantes para aumento dos conteldos de proteina e 6leo neste trabalho serdo
conduzidas a um novo ensaio de sele¢do de progénies para confirmar os dados obtidos e
apoOs essa nova selecdo as progénies mutantes poderdo ser utilizadas no Programa de
Melhoramento da Soja do BIOAGRO/UFV.
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4. CONCLUSAO

A técnica de inducdo de mutacdo com radiacdo gama se mostrou eficiente na
producdo de mutantes para conteddo de proteina e 6leo em grédos de soja. Nos
tratamentos com diferentes doses de raios gama (100, 200 e 300 Gy) a dose de 300 Gy
foi a mais eficiente quando comparados ao tratamento ndo irradiado (testemunha
variedade Vencedora) em relagdo aos outros dois tratamentos.

Entre as plantas M; selecionadas que apresentaram diferencas estatisticas entre
os tratamentos irradiado e ndo irradiado, as que apresentaram conteudo maximo de
proteina superior ao contetdo médio de proteina da testemunha (39,87%) foram as de
namero 78 (45,37%), 82 (45,98%), 100 (46,64%), 146 (45,02%), 212 (45,66%), 228
(44,89%), 235 (43,99%), 506 (43,97%), 584 (44,68%), 669 (44,63%), 923 (44,63%),
927 (43,34%), 934 (43,03%), 941 (46,24%), 996 (43,62%), 1035 (43,29%), 1151
(43,75%) e 1197 (45,10%). O menor valor do conteudo de proteina entre elas (planta
934) foi 8% maior que o conteido da testemunha e o maior valor (planta 100) foi 17%
maior que da testemunha, mostrando que as mutacGes favoreceram o contetdo de
proteina.

Das que foram selecionadas, as que apresentaram conteddo maximo de 6leo
superior ao conteudo médio de 6leo da testemunha (19,33%) foram as de numero 76
(20,61%), 82 (20,65%), 129 (20,84%), 141 (20,60%), 162 (20,65%), 177 (20,46%), 192
(20,75%), 200 (20,71%), 228 (20,56%), 282 (21,05%), 299 (20,55%), 355 (20,75%),
357 (21,14%), 420 (21,10%), 421 (21,89%), 459 (20,94%), 463 (20,84%), 669
(21,21%) e 981 (21,07%). O menor valor do conteudo de dleo entre elas (planta 177) foi
6% maior que o conteido da testemunha e o maior valor (planta 421) foi 13% maior que
da testemunha, mostrando que as mutacdes favoreceram o contetido de 6leo.

As progénies das plantas selecionadas como mutantes para o conteudo de
proteina e de 6leo demonstram grande potencial para serem utilizadas no Programa de
Melhoramento da Soja do BIOAGRO/UFV.
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