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1 INTRODUCAO

A populacdo mundial vem crescendo significativamente a cada ano e,
junto com ela a demanda por alimentos. De acordo com o International Model for
Policy Analysis of Commodities and Trade (IMPACT), citado em PANDYA-LORCH
(2002), a demanda mundial por soja aumentara em 55%, atingindo 227 milhdes de
toneladas, no periodo de 1997 a 2020. E, conforme Cheftel et al. (1989), citado por
Ribeiro (2006), o grao de soja apresenta, em sua composicao, entre 30% e 45% de
proteinas e entre 15% e 45% de lipideos, o que confere a esse grao alto valor
nutricional e, consequentemente, grande importancia econémica.

Por conta disso, no inicio da década de 1990 foi desenvolvida a soja RR,
resistente a molécula glifosato de herbicida comercial utilizado para o controle de
plantas daninhas na cultura (BOREM, 2002). Isto, a partir da introgressdo do gene
CP4EPSPS em linhagens comerciais. O gene sintetiza a enzima EPSPS,
responsavel pela catdlise na condensagdo dos 4&cidos chimoquimico e
fosfenolpiruvato, que sdo precursores de aminoacidos aromaticos. A presenca da
molécula de glifosato inativa esta enzima, inviabilizando a producdo desses
aminoécidos (BOHM; ROMBALDI, 2010).

As praticas de retrocruzamentos sdo bastante comuns para a
introgressao de genes de interesse. Como essa técnica se baseia no cruzamento do

genitor recorrente com individuos de geracbes seguintes (Fy, RCy, RC, etc.),

! Bolsista de iniciagéo cientifica (PIBIC-UFG/CNPQq). Escola de Agronomia e Engenharia de
Alimentos, Universidade Federal de Goias (UFG). E-mail: letyciabasso@gmail.com

2 Professor orientador. Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos / UFG.
E-mail: joduarte@agro.ufg.br

® Doutora pelo Programa de Pés-Graduacdo em Agronomia /UFG.

* Académico do Curso de Agronomia, Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos / UFG.



verifica-se que no primeiro cruzamento obtém-se 50% da composi¢cdo genética do
gerador recorrente. No cruzamento do genitor recorrente com individuos de F1, 75%
dos genes resultantes sdo provenientes daquele genitor. Os cruzamentos seguem
por quantas vezes for possivel e, conforme mencionado por Borém (1998), a partir
da oitava geracdo, as caracteristicas herdadas do genitor recorrente vao de
99,2188%, até 99,9999% na vigésima geragao.

Nesse sentido, pode-se dizer que os produtos desse cruzamento nunca
atingem gendétipo idéntico ao genitor recorrente, o que sugere a possibilidade de
alguma divergéncia genética entre materiais transgénicos e convencionais. Uma
metodologia bastante comum para identificar possiveis diferencas no nivel de DNA,
entre grupos de individuos, € a partir de marcadores moleculares microssatélites
(SSR), bastante utilizado também em soja. Estes marcadores vem sendo utilizados
para avaliagcdo de distancia genética entre individuos e também para a identificacao
de cultivares, como mostram Priolli et al. (2002).

Sendo assim, este estudo teve como objetivo avaliar a identidade entre
cultivares de soja convencionais e respectivas versdes transgénicas. Com base
nisso, pretendeu-se também avaliar os teores de 6leo e de proteina no grédo dessas
cultivares, e estabelecer relagdo entre a identidade genética e as variagdes nesses
atributos do grao; ou seja, determinar se possiveis variagdes fisico-quimicas seriam
dependentes de variagdes genéticas ou se estariam estritamente relacionadas a

fatores de natureza ambiental.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Escola de Agronomia e Engenharia de
Alimentos da UFG (EA/UFG), sob condi¢cdes de telado. Foram avaliados nove
tratamentos, cultivares de soja, sendo quatro convencionais e suas correspondentes
versdes transgénicas, além de uma cultivar testemunha (Tabela 1). Todas as
cultivares s&o recomendadas para cultivo na regido central do Brasil.

O experimento foi implantado com atraso (janeiro de 2011), em
decorréncia da indisponibilidade de casas de vegetacdo na EA-UFG, seguindo-se
um periodo intermitente de chuvas (novembro/dezembro), o que dificultou o preparo
do solo. Dessa maneira, 45 parcelas foram plantadas em vasos, no inicio do més de
janeiro/2011. Cada tratamento foi avaliado em cinco repeticbes (vasos), no



delineamento inteiramente casualizado. A disponibilidade de nutrientes para as
plantas foi aquela disponivel no solo, ou seja, ndo foi fornecida qualquer fonte de
nutrientes as plantas. Também n&o foi realizado qualquer tipo de controle
fitossanitario. A irrigacao foi feita de forma regular, conforme exigida pelas plantas.

Tabela 1. Relagéo das cultivares de soja avaliadas (Goiania 2010/2011).

Cultivar convencional Cultivar transgénica
Monsoy 8661 Monsoy 8661 RR
Emgopa 316 Emgopa 316 RR
Conquista Conquista RR
Emgopa 315 Emgopa 315 RR
Emgopa 313 RR (testemunha)

Para extracdo de DNA, foram colhidas aleatoriamente quatro folhas
jovens de cada cultivar. Essas folhas foram levadas ao dessecador na presenca de
silica, para que toda a umidade fosse retirada. Grande parte das sementes da
cultivar 316 RR n&o germinou, inviabilizando a sua genotipagem. Também nao foi
incluida na genotipagem a cultivar testemunha (313 RR), haja vista a auséncia de
sua correspondente versao convencional.

A partir das folhas desidratadas, seguiu-se a extragdo do DNA, segundo o
protocolo estabelecido por Aljanabi (1999). Para isso, foi preparada uma mistura
(mix) com 300 pL de tampéao de extragao, 150 uL de PVP (10%), 150 pL de sarcosil
(5%) e CTAB (20%). As folhas foram maceradas em equipamento TissuelLyser, com
beads de tungsténio, na frequéncia maxima, por trinta segundos. Ao obter os pellets,
estes foram ressuspendidos em solugdo de TE+RNAse e colocados no congelador.

A quantificagdo de DNA foi feita em gel de agarose (1%), com o mix
contendo 4 puL de agua mili-q, 2 pL de tampéo de carregamento e 4 uL do DNA
extraido. ApOs essa quantificacdo, procedeu-se a diluicdo do DNA, em TE+RNAse,
para alcancar concentracao de 2,5 ng/uL. Realizou-se, entdo, a quantificacdo do
material diluido, com 10 uL da amostra e 2uL de tampao de carregamento, para que
fosse possivel processar as analises.

As seis amostras de DNA diluidas foram, entdo, submetidas a
amplificacdo, com doze marcadores microssatélites (Tabela 2), via reagcdo em

cadeia de polimerase (PCR), em termociclador. A PCR foi realizada em volume total



de 12 pL, contendo 4 puL de DNA diluido, 1,2 uL de tampéao 1x, 0,36 pL de MgCl,,
0,96 uL de dNTP, 0,2 uL de taq, 4,03 u de agua mili-q e 1,25 pL de primer F/R.
Como condigdes para amplificagdo, foram programados no termociclador um ciclo
de 94°C por 3 min; 35 ciclos de 94°C por 1 min; 58°C por 1 min; 72°C por 1,5 min; e

72° por 10 min.

Tabela 2. Relagao de locos de SSR utilizados para a caracterizagdo dos gendtipos
de soja e, suas respectivas sequéncia foward (F) e reverse (R).

Primer Sequéncia de bases nitrogenadas
SATT 009 F- CCAACTTGAAATTACTAGAGAAA
R- CTTACTAGCGTATTAACCCTT
F- AAATGATTAACAATGTTTATGAT
SATT 063
R- ACTTGCATCAGTTAATAACAA
SATT 077 F- GATCTAAAGTCTGATATTTTTAACTA
R- AAAAGGAGAAGGAATGC
SATT 148 F - AATCCGGGACGCAAAATTATTATTAA
R -TGCAAATTCCCTAATTAACACCCTTTATAC
F - GCGCTATTCCTATCACAACACA
SATT 152
R - TAGGGTTGTCACTGTTTTGTTCTTA
SATT 154 F - AGATACTAACAAGAGGCATAAAACT
R - AAAGAAACGGAACTAATACTACATT
SATT 160 F - TCCCACACAGTTTTCATATAATATA
R - CATCAAAAGTTTATAACGTGTAGAT
SATT 161 F - GGGTATATCAACATATCTTCACCTTTTT
R - GGGCTGCTTGTTAATGTTTTGTAGA
SATT 168 F - CGCTTGCCCAAAAATTAATAGTA
R - CCATTCTCCAACCTCAATCTTATAT
SATT 170 F - GGGAAATCTAAATAAAATGATGGATAT
R - GGGGTAGTTAAAATTCATCCTTAAAA
SATT 173 F - TGCGCCATTTATTCTTCA
R - AAGCGAAATCACCTCCTCT
F - GACCTCGCTCTCTGTTTCTCAT
SATT 175

R - GGTGACCACCCCTATTCCTTAT

Os segmentos amplificados foram separados em gel de agarose 4,5%,

em cuba horizontal, com 5 pL do produto da PCR, 5 pL de agua mili-q e 2 pL de

tamp&o de carregamento.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de 6leo e proteina neste estudo ndo foram determinados em
razao da baixa produtividade das plantas, dadas as condicbes de implantagcdo do
experimento (semeadura tardia, em janeiro de 2011) e possivelmente, também, pela
nao adubacao dos vasos. Esses dados, entretanto, poderiam ser aproveitados do
experimento conduzido no ano anterior, por Garcia et al. (2010), que incluiam, entre
outras, as cultivares avaliadas no presente estudo. Naquela pesquisa, os pares de
cultivares Emgopa 316/316RR e Emgopa 315/315RR mostraram resultados
relevantes no contexto deste trabalho (Tabela 3).

Tabela 3. Médias dos teores de dleo e de proteina no grao (%) de cultivares de soja
convencionais (CV) e transgénicas (RR).

Cultivar original Tipo Oleo (%) Proteina (%)
Emgopa 315 (GO_05_5704) CcV 17,57 39,31
Emgopa 315 RR 15,30 38,81
Emgopa 316(GO_05_5539) CcV 16,70 38,01
Emgopa 316 RR 19,61 37,38

Neste sentido, foram comparados, a partir da analise de variancia, os
tipos convencional e transgénico, dentro de cada cultivar. Quanto ao teor de 6leo, as
cultivares EMGOPA 315 e EMGOPA 316 mostraram diferencas significativas
(p<0,05) entre suas versdes convencional e transgénica (Tabela 4). Na primeira, a
versao convencional apresentou 2,3% a mais do que a transgénica; ja na outra, a

versao transgénica teve 2,9% a mais do que a convencional.

Tabela 4. Andlise de variancia para teores de 0leo e de proteina no grao, em

cultivares de soja dos tipos convencional e transgénica.

s o Proteina (%)
Fontes de variacao GL Oleo (%)
QM P >F QM P>F
Tipo / cultivar. EMGOPA 315 1 7,6870" 0,0165 0,3706ns 0,3647
Tipo / cultivar. EMGOPA 316 1 10,1317**  0,0068 0,5917ns 0,2544

** ou * valores significativos a 1% de probabilidade ou a 5% de probabilidade, respectivamente;
ns: valores nao significativos a 5% de probabilidade.



As analises genéticas neste experimento ndo foram bem sucedidas até o
presente momento. O diagndstico inicial € o de que a amplificacdo do DNA, em
PCR, ndo aconteceu de maneira adequada. Isso porque as fases anteriores,
relacionadas a extragdo e quantificacdo de DNA, produziram os resultados
esperados. A quantificacdo de DNA revelou que o resultado da extracao foi de boa
qualidade (Figura 1). A presenga de DNA, nessas condigdes, motivou a continuidade
das analises, via PCR. A diluigdo do DNA, a principio, também foi realizada nas
propor¢coes adequadas dos reagentes, embora isto ndo pdde ser evidenciado
visualmente, por falta de ajustes no software de digitalizacdo da imagem de
quantificacdo. E possivel, porém, que a solugcdo tampéo de carregamento tenha sido

forte o bastante para inibir a visualizagdo de DNA.

Figura 1. Quantificagdo de DNA realizada apés a diluicdo TE + RNAse para alcancgar
concentragao de 2,5ng/pL.

Seguindo-se para a amplificacdo do DNA em PCR, surgiram dificuldades
que ainda ndo foram superadas, merecendo testes adicionais para o ajustamento
das condicbes de temperatura e de concentracdo dos reagentes no mix. Isso
demandara tempo adicional que, diante da antecipagao do prazo para entrega deste
relatério, impds a apresentacdo apenas destes resultados parciais, 0s quais
evidentemente ndo respondem por completo aos objetivos programados. Apesar
disso, as analises laboratoriais serdo continuadas até o final do periodo da bolsa, a
fim de se concluir a avaliacao sobre a variabilidade genética entre as cultivares em
estudo, bem como a influéncia desta variabilidade nos respectivos fenotipos, em
termos dos conteudos de 6leo e proteina no gréo.



4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos até o presente momento ndo permitem, ainda,
conclusdes acerca dos objetivos especificos delineados para a presente pesquisa.
Parte disso, em virtude do ndo ajustamento metodolégico das analises laboratoriais,
que nao foram bem sucedidas. Entretanto, em virtude do trabalho apresentado por
Garcia et al. (2010), é pertinente concluir que existe relagdo entre variabilidade
genotipica e, principalmente, conteudo de 6leo no grao. Assim, é fundamental dar
continuidade aos testes laboratoriais, para se obter uma condicdo adequada para a
amplificagdo do DNA das amostras. SO assim sera possivel, efetivamente, comparar
0s genotipos e verificar as possiveis variagées entre cultivares convencionais e suas
versdes transgénicas, com avaliacdo de seus efeitos sobre os teores de 6leo e
proteina no grdo de soja. Apesar dessas dificuldades, deve-se ressaltar a
importancia dessa experiéncia para a formagédo profissional e cientifica da aluna
bolsista, a qual, efetivamente, teve a sua iniciagdo e treinamento em técnicas

avangadas de extracao, quantificagcdo e amplificagdo de DNA em plantas.
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