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APLICACAO DE FERRAMENTAS MOLECULARES E CONVENCIONAIS NO
MELHORAMENTO GENETICO DA SOJA

Resumo-Atualmente, a soja destaca-se como a mais importante oleaginosa
cultivada no mundo. Os investimentos em pesquisa levaram a "tropicalizacdo" da
soja, permitindo, pela primeira vez na historia, que o gréo fosse plantado com
sucesso, em regides de baixas latitudes, entre o Trépico de Capricornio e a linha do
Equador. Em funcdo disso tem-se buscado o desenvolvimento de genotipos com
ampla adaptabilidade, o que implica em uma baixa interacdo genotipo x ambiente. O
entendimento do tipo de interacdo permite um melhor posicionamento e indicacdo de
regides de plantio da cultivar em questéo facilitando o trabalho do melhorista. A
presenca desse fenbmeno pode acarretar uma reducao da produtividade global de
uma area para a qual se fagca uma indicacdo geral de uma dada cultivar. Por outro
lado, pode-se tirar proveito de sua existéncia usando-se procedimentos estatisticos
que identifiquem o padrdo dessa interacdo, e gerem informacoes que possibilitem o
agrupamento de locais em zonas dentro das quais a magnitude da interacdo nao
seja significativa, permitindo indicacdes especificas de cultivares para tais zonas. O
uso de ferramentas moleculares tem se apresentado como uma opcao para selecéo
de caracteristicas com base no genatipo e eliminando assim o efeito do ambiente na
expressao da caracteristica em questdo. O melhoramento assistido por marcadores
moleculares tem sido tema de inimeros trabalhos de sele¢do assistida, cujos
resultados variam de concretos e positivos a controversos e pouco significativos em
termos de ganhos genéticos, econdmicos e eficiéncia, quando comparados com a
selecdo fenotipica. Os capitulos seguintes permitem apresentar resultados de
metodologias moleculares e convencionais aplicadas em um programa de
melhoramento para selecéo de genaotipos superiores de soja.

Palavras-chave: linhagens, Glycine max, interacdo simples, maturidade,
microssatélites.



APPLICATION OF TOOLS IN CONVENTIONAL AND MOLECULAR BREEDING
OF SOYBEAN

Abstract — Nowadays, soybean highlights as the most important oilseed
cultivated in the world. The investments in research led to soybean “tropicalization”,
allowing, for the first time in history, that the grain was seeded with success, in low
latitudes, between the tropic of Capricorn and the Equator. Due to this, researchers
have tried to develop wide adaptability genotypes, which implies in a low genotype x
environment interaction. The comprehension of the type of interaction allows a better
placement and indications of cultivar planting regions, facilitating the breeder’s work.
The presence of this phenomenon may result in a global productivity decrease of an
area that make up an overall indication of a given cultivar. On the other hand, it is
possible to take advantage of their existence using statistical procedures to identify
the pattern of this interaction, and generate information that allow the grouping of
local areas within which the magnitude of the interaction is not significant. Specific
cultivar indication for these zones. The use o molecular tools have shown as an
option for characteristics selection base on genotype and then eliminating the
environment effect in the expression of the characteristic in question. The molecular
marker-assisted breeding has been the subject of numerous works assisted
selection, whose results varies from concrete and positive to controversial and little
significant in terms of genetic gains, and economic efficiency compared to phenotypic
selection. The following chapters present results provide molecular and conventional
methodologies applied in a breeding program for superior genotypes selection.

Keywords - lines, Glycine max, simple interaction, maturity, microsatellites.



CAPITULO 1 — Consideracdes gerais

1-Introducéo

A soja (Glycine max (L). Merrill), é considerada um dos produtos de maior
importancia econémica. E originada da China, onde é cultivada por milénios como
alimento. No Ocidente, caracterizou-se, principalmente, como produto para
alimentagdo humana e recentemente, tém sido feitas descobertas surpreendentes
de seus beneficios a satde humana (SEDIYAMA et al., 2002). No Brasil, chegou a
Bahia e espalhou-se para Sdo Paulo e Rio Grande do Sul, onde foi cultivada e tem
grande importancia até os dias de hoje. Atualmente, a soja tem maior
desenvolvimento no Centro-Oeste brasileiro (PAIVA; ALVES; HELENO, 2006).

Atualmente, a soja destaca-se como a mais importante oleaginosa cultivada
no mundo. A ampla adaptacéo aos climas tropicais e subtropicais e seu alto teor de
proteina, possibilitam o desenvolvimento da cultura no mundo e a formacédo de um
complexo industrial destinado ao seu processamento (ROESSING; GUEDES, 1993).
A principal utilizacdo da soja, em todo o mundo, € como matéria prima para a
industria de esmagamento, a qual produz 6leo degomado e farelo que, por sua vez,
€ matéria prima para varios outros segmentos industriais. A maioria das cultivares de
soja apresenta: 30 a 45% de proteinas, 15 a 25% de lipideos, 20 a 35% de
carboidratos e cerca de 5% de cinzas em suas sementes (MOREIRA, 1999).

A soja é considerada uma planta de dias curtos, e sua adaptacdo a
determinadas regifes depende, além das exigéncias hidricas e térmicas, de sua
exigéncia fotoperiddica. A sensibilidade ao fotoperiodo é caracteristica variavel entre
cultivares, ou seja, cada cultivar possui seu fotoperiodo critico, acima do qual o
florescimento € atrasado. Em funcdo dessa caracteristica, a faixa de adaptabilidade
de cada cultivar varia a medida que seu cultivo se desloca em direcdo ao norte ou
ao sul. Entretanto, cultivares que apresentam a caracteristica “periodo juvenil longo”
possuem adaptacdo mais ampla, possibilitando sua utilizacdo em faixas mais

abrangentes de latitudes (locais) e de épocas de semeadura (EMBRAPA, 2008).



Os investimentos em pesquisa levaram a "tropicalizacdo" da soja, permitindo,
pela primeira vez na historia, que o gréo fosse plantado com sucesso, em regides
de baixas latitudes, entre o Tropico de Capricornio e a linha do Equador. Essa
conquista dos cientistas brasileiros revolucionou a histéria mundial da soja e seu
impacto comecou a ser notado pelo mercado a partir do final da década de 1980 e
mais notoriamente na década de 1990, quando os precos do grado comecaram a cair.
Atualmente, os lideres mundiais na producdo mundial de soja sdo os Estados
Unidos, Brasil, Argentina, China, india e Paraguai (EMBRAPA, 2011).

Segundo Pacheco (2004) é amplo o conhecimento da equacédo F = G + A,
em que F representa o fen6tipo de uma planta ou animal, dependente de seu
gendtipo (G) e do ambiente (A) onde ele vive. Adicionalmente, verifica-se que dois
ou mais gendtipos geralmente apresentam respostas diferentes, para um mesmo
carater, quando submetidos a ambientes distintos, caracterizando a ocorréncia de
uma interacdo entre fatores. Isso pode ser devido ao efeito diferenciado que o
ambiente exerce sobre 0s genotipos distintos. Sua estimacao (isolamento), contudo,
exige a repeticdo dos genotipos em mais de um ambiente, consoante com tais
circunstancias.

Brasil (1990) ressalta que o estudo das interacdes GxA possibilita duas
abordagens principais no contexto de um programa de melhoramento genético. A
primeira é a utilizacdo de métodos de zoneamento agro-ecolégico, por meio dos
quais os locais de teste sdo agrupados com base no baixo grau de interacao
observado dos grupos formados. A segunda € a utilizacdo de métodos de
determinacdo da estabilidade fenotipica, que permitem identificar cultivares
amplamente adaptados.

De modo geral, os materiais genéticos em processo de melhoramento sao
cultivados em uma ampla gama de condi¢cdes ambientais. Quando os materiais sao
comparados em diferentes ambientes, seu desempenho relativo pode né&o
manifestar consisténcia. Essa mudanca no desempenho relativo dos genoétipos em
diferentes ambientes é denominada interacdo genotipo (G) x ambiente (A) (DESTRO
et al., 2001).

A presenca desse fendmeno pode levar a superestimativas do valor da
herdabilidade, pelo fato da interagcdo GxA inflacionar a estimativa da variancia



genotipica com consequente superestimacdo dos ganhos previstos com a selecao.
Pode também acarretar uma reducdo da produtividade global de uma area para a
qual se faga uma indicacao geral de uma dada cultivar. Por outro lado, pode-se tirar
proveito de sua existéncia usando-se procedimentos estatisticos que identifiquem o
padrdo dessa interacdo, e gerem informacdes que possibilitem o agrupamento de
locais em zonas dentro das quais a magnitude da interacdo néo seja significativa.
IndicacBes especificas de cultivares para tais zonas, ou mega-ambientes
maximizariam a producdo de toda a regido considerada (PACHECO 2004). Da
mesma forma, a conducéo dos programas de selecao considerando tal zoneamento
propiciaria estimativas mais precisas dos ganhos por selecéo.

Baker (1996), em revisdo sobre interacdo GxA, chama atengcdo para a
existéncia de pouca informacdo quanto a natureza biol6gica e as causas dessa
interacdo. Esse autor observa que é crescente a percep¢do da necessidade de se
distinguir entre 0 que se denomina interacdo quantitativa (alteracdo da variancia
genotipica nos diferentes ambientes) e interacdo qualitativa (alteracdo no
posicionamento relativo dos genétipos em ambientes distintos).

Tem-se buscado o desenvolvimento de gendtipos com ampla adaptabilidade
que implica em uma baixa interacao genétipo x ambiente. O entendimento do tipo de
interacdo permite um melhor posionamento e indicagdo de regibes de plantio da
cultivar em questéo facilitando o trabalho do melhorista.

Os programas de melhoramento entre as diversas empresas, sejam elas
publicas ou privadas, sdo muito parecidos entre si. Todos iniciam com o
desenvolvimento de populagdes por meio de cruzamentos. O processo de selegéo
inicial dos melhores individuos é caracterizado por um grande nimero de progénies
testadas em reduzido numero de ambientes (PRADO et al., 2008)

Os marcadores moleculares sdo ferramentas que permitem a selecdo de
individuos baseada em gendtipo, ou seja elimina o efeito do ambiente na expressao
da caracteristica selecionada. O uso dessa ferramenta molecular tem permitido aos
melhoristas selecionar cada vez mais cedo 0s gendtipos com caracteristicas de
interesse.

O melhoramento assistido por marcadores moleculares tem sido tema de

inimeros trabalhos abordando a selecdo de genitores, a predicdo de heterose em



cruzamentos, a alocacdo de gendtipos em grupos heteroticos e a selecao assistida,
cujos resultados variam de concretos e positivos a controversos e pouco
significativos em termos de ganhos genéticos, econdmicos e eficiéncia quando
comparados com a selecdo fenotipica. Mesmo assim, atualmente j4 estdo
disponiveis marcadores moleculares automatizados e com custos reduzidos para
praticamente qualquer espécie cultivada (BOREM; CAIXETA, 2009).

Estudos tem mostrado que os ganhos coma a selegcdo assistida, sdo em
média, duas vezes maiores que 0s ganhos com a selecao fenotipica (YOUSEF;
JUVIK, 2001). Tudo isso indica o uso de marcadores moleculares como uma boa
estratégia para selecado de gendtipos de forma eficiente sem o efeito do ambiente na

expressdo da caracteristica em questao.

1.1 — Objetivos gerais

Promover o estudo de ferramentas convencionais e moleculares no
melhorameno e selecao de linhagens de soja.

Validar marcadores moleculares microssatélites como ferramenta de selegcéo
para a caracteristica maturidade em genétipos de soja.

Estudar a natureza da interacdo genotipo x ambiente em linhagens

avancadas de soja.



2-Revisao de Literatura

2.1 Expansao da cultura da soja no cerrado

A soja chegou ao Brasil via Estados Unidos, em 1882. Gustavo Dutra, entdo
professor da Escola de Agronomia da Bahia, realizou os primeiros estudos de
avaliacao de cultivares introduzidas daquele pais. Em 1891, testes de adaptacéo de
cultivares semelhantes aos conduzidos por Dutra na Bahia foram realizados no
Instituto Agronémico de Campinas, no estado de S&o Paulo. Assim como nos EUA,
nessa época, no Brasil a soja era estudada mais como cultura forrageira -
eventualmente também produzindo graos para consumo de animais da propriedade
- do que como planta produtora de graos para a industria de farelos e 6leos vegetais
(EMBRAPA, 2011).

Atualmente, o Brasil € o segundo maior produtor mundial de soja. Segundo a
Conab (2013), com o encerramento da semeadura para essa safra a estimativa é de
um aumento de 25,4 para 27,645 milhdes de hectares plantados, o que equivale a
um aumento de 11,4% na area plantada constituindo a maior area cultivada com
essa oleaginosa. A producdo da safra 2012/13, estimada em 83.424,4 milhdes de
toneladas, apresenta um novo recorde produtivo contra 66 milhées de tonelada da
safra anterior.

Segundo Arantes et al. (2005) o melhoramento genético da soja foi o principal
responsavel pelo sucesso dessa oleaginosa no Brasil, mais especificamente na
regido dos cerrados, onde as lavouras vém apresentando rendimentos crescentes
desde os anos 1960, quando foram feitos os primeiros plantios. Os programas de
melhoramento propiciaram a adaptacdo desta espécie as baixas latitudes e as
condicOes edafoclimaticas dessa regiao.

No final dos anos 1970, mais de 80% da producdo brasileira de soja ainda se
concentrava nos trés estados da regido sul, embora o Cerrado, na regido central do
pais, sinalizasse que participaria como importante ator no processo produtivo da
oleaginosa, o que efetivamente ocorreu a partir da década de 1980. Em 1970,

menos de 2% da producéo nacional foi colhida nessa regido e estava concentrada



no Estado de Mato Grosso do Sul. Em 1980, essa porcentagem passou para 20%,
em 1990 j& era superior a 40% e, em 2007, superou os 60%, com tendéncias a
ocupar maior espacgo a cada nova safra (DALL’AGNOL et al., 2008).

Almeida et al. (1999) relatam que é reconhecido que a expansao da soja nas
baixas latitudes foi alavancada com o lancamento de cultivares com caracteristicas
agrondmicas de melhor adaptacdo as condi¢cdes edafoclimaticas dos tropicos. Essa
tecnologia, genuinamente brasileira, representada pelas sementes de ‘cultivares
tropicais’, tem permitido a exploracao da soja em regides antes consideradas inaptas
para 0 seu cultivo econbémico. O processo continuo de desenvolvimento de
cultivares para as regides de médias e baixas latitudes permitiu que extensas areas
da regiéo tropical dos Cerrados fossem incorporadas ao processo produtivo agricola,

inclusive viabilizando a exploracao econémica de outras espécies de culturas.

2.2 Interacdo Genotipo x Ambiente

O valor fenotipico de um individuo, quando avaliado em um ambiente, € 0
resultado da acéo do efeito genotipico sob a influéncia do meio ao qual € submetido.
No entanto, ao avaliar o mesmo individuo em varios ambientes, surge,
frequentemente, um componente adicional que influencia o seu valor fenotipico, que
€ denominado interacao entre os efeitos genotipicos e os ambientais. Essa interacao
quantifica o comportamento diferenciado dos gendtipos diante das variacbes
ambientais (CRUZ; CARNEIRO, 2003).

Shelbourne (1972) define a interacdo gendtipo x ambiente como a variacao
entre genodtipos em sua resposta a diferentes condicdes ambientais. Por sua vez,
Matherson (1978) ressalta a atuacdo conjunta de ambientes e gendtipos na geracao
da interacdo entre ambos. Quanto aos tipos dessa interacdo, Allard e Bradshaw
(1964) ressaltam ser complexo o problema relacionado a uma classificagdo, embora
alguns fatos a respeito do assunto sejam bastante simples. Exemplificam com uma
situacdo em que existem duas populacdes geneticamente diferentes (A e B) e dois
ambientes (X e Y). Assumindo a ocorréncia de diferencas significativas na
produtividade, de forma que as quatro combina¢gBes de gendtipo com ambiente
possam ser classificadas de 1 a 4. Em tal circunstancia, um total de 24 tipos de



interacBes sdo possiveis. Esses autores demonstraram que para M genétipos em N
ambientes, existem (MN)!/NIM! possiveis tipos de interacdo. Disso, pode-se
facilmente depreender o enorme grau de complexidade para o estabelecimento de
uma classificagéo considerando uma situagao real, na qual existem varios genotipos
e ambientes, resultando em um numero de interagdes extremante grande.

Pacheco (2004) relata que, embora seja possivel quantificar um grande
numero de possibilidades de interagfes, € oportuno observar que esse universo gira
em torno de dois tipos principais, 0 complexo, que implica em alteragdo na posi¢cao
relativa dos genotipos, e o simples, resultante de mudanca na variancia genotipica
ao se alterar o ambiente. Adicionalmente, é importante observar que a interacdo do
tipo complexa é a que tem maior impacto em um programa de melhoramento
genético.

Baker (1996) define a interacdo de genodtipo x ambiente sob os pontos de
vista bioldgico e estatistico. Para esse autor, a situacdo normalmente referida como
auséncia de interacdo, na qual ocorre mudanca na expressao do carater observado
ao se alterar o ambiente sem, contudo, ocorrer mudanca na posicéo relativa dos
genotipos, e mesmo sem alteracdo da variancia observada em cada local, &
denominada de interacdo gendtipo x ambiente sob o ponto de vista biol6gico. Assim,
e considerando o ponto de vista biolégico, “o fenotipo de uma planta ou animal é
consequéncia da interacdo entre seu gendtipo e o ambiente onde vive”. Ainda de
acordo com esse autor, do ponto de vista estatistico, “uma interacdo ocorre quando
dois gendtipos diferem em sua resposta a uma mudanca no ambiente”, resultando
em alterac@o da posicao relativa dos genotipos ou da variancia observada em cada
local.

Para efeitos de classificacdo dos tipos de interacdo, varios autores, como
Allard; Bradshaw (1964) e Fonseca (1979), utilizam uma situacdo em que a
producdo de dois genodtipos é avaliada em dois ambientes. Isso gera vinte e quatro
tipos de interacdo possiveis, dos quais, trés sdo representacdes didaticas do que
ocorre de uma forma geral. Tipo 1: um dos genotipos é superior ao outro em ambos
os ambientes, entretanto, a variancia genotipica é diferente em cada ambiente
(FIG.1). Tipo 2: um dos genotipos é superior ao outro em ambos 0s ambiente, mas a
magnitude da resposta com a melhoria do ambiente é diferente entre os gendtipos,
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denominada interacdo do tipo simples (FIG. 1). Tipo 3: a mudanca de ambiente
melhora a performance de um dos genotipos e piora a do outro, pode-se destacar a
troca de posicao relativa entre eles, denominada complexa, € dada pela falta de
correlacdo entre os gendtipos. Segundo Cruz, Regazzi e Carneiro (2004) apenas
quando atribuida a esta ultima causa € que a interacdo proporcionara dificuldades

ao melhorista.

G1
G1 G2
G2
G2
/ G1
Figura 1- Sem interacéo Interacéo Simples Interacdo Complexa

Adaptado de Borém; Miranda, 2009.

Nas etapas finais dos programas de melhoramento, geralmente os testes sao
realizados em varios locais e anos. Nestas avaliagcdes, a maioria dos genotipos
normalmente ndo se comporta de forma semelhante nos diversos ambientes
avaliados. No entanto, essa magnitude de variacao pode diferenciar de um genétipo
para outro, indicando existir genotipos a serem recomendados para ambientes
particulares e genétipos com ampla adaptabilidade (EBERHART; RUSSEL, 1966).

Quando cultivares sao submetidas a varios ambientes e anos, existe uma
inconstancia de comportamento nos diferentes ambientes, o que € proporcionado
pela interacdo genotipo x ambiente (EBERHART; RUSSELL, 1966). A interacao
genotipo x ambiente determina a reducdo na correlacdo entre o gendtipo e o
fendtipo, comprometendo assim as inferéncias a serem realizadas a respeito dos
mesmos (COMSTOCK; MOLL, 1963). Considerando as inumeras variacdes
ambientais em que a soja € comumente submetida no Brasil, é esperado que a
interacdo genodtipo X ambiente assuma papel fundamental na manifestacéo
fenotipica, devendo, portanto, ser estimada e considerada no programa de
melhoramento genético e na indicacé@o de cultivares (PRADO et al., 2001).
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A expressdo da produtividade € funcdo dos componentes genético e
ambiental e da interacdo entre ambos. Por causa da variacdo ambiental e da
interacdo que os cultivares apresentam nos varios ambientes, torna-se dificil a
selecdo e a avaliagdo do potencial produtivo dos genétipos. Como consequéncia, e
necessario realizar extensiva avaliacdo (ensaios conduzidos em varios locais e
anos) para identificacdo de genotipos superiores em produtividade e estabilidade de
producédo, em certa amplitude de ambientes (ALMEIDA et al., 1999).

Os fatores da interacdo podem ser identificados conforme o ponto de vista
apresentado por Pacheco (2004), citado por Patifio-Valera (1986), e relacionados a
sequir:

a) diferencas climéticas, que consistem em mudancas de fotoperiodo e
termoperiodo, expressas pela variagdo na sobrevivéncia, no ritmo de crescimento e
na suscetibilidade diferencial dos gendtipos a pragas e doencas, dentro do conjunto
de ambientes inclusos na série de experimentos;

b) especificidades adaptativas dos gendtipos a diferencas de solo entre
ambientes, de maneira que 0s genétipos nao toleram de forma semelhante as
diferencas nas deficiéncias nutricionais entre locais;

c) diferencas genéticas das populacdes testadas, fazendo com que alguns
genotipos apresentem maior adaptagdo a condigbes ambientais variadas (genotipos
estaveis), embora outros sejam menos adaptados;

Segundo Chaves (2001) é importante reconhecer a interacdo GxA como um
fenbmeno bioldgico natural e, conhecé-la bem, a fim de aproveita-la
apropriadamente no processo de selecdo. Do ponto de vista do melhoramento de
plantas, a existéncia de interacdo gendtipo x ambiente tem uma implicacédo pratica
que é o fato de a melhor populacédo ou cultivar numa determinada regido nao ser,
necessariamente, a melhor em outra regido. Deste fato, depreende-se a importancia
pratica de se conhecer a abrangéncia do fendmeno, pois, conforme Eldridge et al.
(1994), a partir do conhecimento das interagcbes genétipo x ambiente € possivel
estimar os custos e beneficios de se dividir as atividades de melhoramento em
regides dentro das quais estas interacdes sejam minimas.

Para diminuir o efeito da interacdo GxA, a conducdo dos experimentos no

maior numero possivel de locais e anos € necessaria, para se avaliar a magnitude
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da interacdo e seu possivel impacto sobre a selecdo e a recomendacdo de
cultivares. A fim de tornar essa recomendacdo a mais segura possivel, € necessario
um estudo detalhado acerca da adaptabilidade e da estabilidade das cultivares,
assim como de seus caracteres importantes economicamente. Varios métodos
estatisticos tém sido propostos e utilizados em aplicacdes e, a cada dia, novos
procedimentos vém sendo apresentados com o objetivo de se interpretar melhor a
interacdo GxA. Estudos dessa natureza sdo importantes para o melhoramento de
plantas, uma vez que fornecem informagdes sobre o comportamento de cada
genotipo ante as variagcdes do ambiente (SILVA; DUARTE, 2006).

2.3 Periodo juvenil (PJ) e Fotoperiodismo

Muitas espécies, tanto vegetais como animais, tém o seu ciclo vital (ou pelo
menos parte dele) regulado pelo fotoperiodo. Numa mesma época do ano, o
fotoperiodo varia com a latitude, e numa mesma latitude, assume diferentes valores
de acordo com a época do ano. E esta variacdo se acentua a medida que nos
distanciamos do equador (URBEN FILHO,SOUZA,1993).

Para Bergamaschi (2009) a soja € considerada uma espécie altamente
sensivel ao fotoperiodo, ou seja, sensivel a duracdo do periodo de escuro
(nictoperiodo) para a inducdo da formacéo de botdes florais. E classificada como
planta de dias curtos, florescendo quando o comprimento dos dias é inferior a
determinado valor, denominado fotoperiodo critico (FC). Cada variedade de soja
possui seu fotoperiodo critico, ou seja, passa do periodo vegetativo para o
reprodutivo em resposta a alternancia de um determinado numero de horas de luz e
de escuro durante 24 horas. Assim, uma determinada variedade € induzida ao
florescimento quando o fotoperiodo ao decrescer, atinge valores iguais ou inferiores
ao minimo critico exigido pela variedade.

Garner e Allard (1920) foram os primeiros a verificar a importancia do
comprimento do dia como um dos fatores de ambientes a atuar no processo de
inducéo floral da soja. Chamaram esse fenbmeno de fotoperiodismo e classificaram

a soja como espécie de dias curtos, isto é, induzida a florescer quando o
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comprimento do dia € menor que determinado nivel critico, especifico de cada
genotipo.

A soja floresce somente quando periodos mais curtos de luz estdo associados
a periodos mais longos de escuro. Porém, se o periodo de escuro for interrompido
por breves intervalos de luz, a planta comporta-se como se estivesse submetida a
fotoperiodos longos, tendo sido demonstrado por Hamner e Bonner (1938) que o
periodo de auséncia de luz (escuro) é o fator indutor do florescimento.

As variedades convencionais, na grande maioria, sdo altamente sensiveis a
mudancas de latitudes ou datas de semeadura, devido as respostas as variacdes no
fotoperiodo (HARTWIG, 1973). Nas regides tropicais ou nas semeaduras fora de
época, fotoperiodos mais curtos durante a estacédo de crescimento da soja reduzem
o periodo vegetativo (florescimento precoce) e causam reducdes na produtividade e
no porte das plantas. Variedades insensiveis ao fotoperiodo tém sido identificadas
(CRISWELL; HUME, 1972; SHANMUGASUNDARAM, 1981), porém esses genotipos
sado muito precoces para serem usados no desenvolvimento de cultivares para as
condicOes brasileiras.

No territério nacional a soja é cultivada desde as altas latitudes gauchas
(32°S) até as latitudes adjacentes ao equador da terra (0°), e tomando-se como
referéncia os maiores valores de fotoperiodo para cada latitude, infere-se que as
cultivares brasileiras apresentam fotoperiodo critico dentro da faixa de 14,0 horas
(32°) a 12,0 horas (0°). A sensibilidade da soja ao fotoperiodo ainda € uma
importante restricdo para uma adaptacio mais ampla da desta espécie (CAMARA;
HEIFFIG, 2000).

O uso de periodo juvenil longo foi a solucdo encontrada por alguns
melhoristas de soja para retardar o florescimento em condi¢des de dias curtos
(HARTWIG; KIIHL, 1979; KIIHL; ALMEIDA; DAL'AGNOL, 1985; HINSON, 1989) .
Durante a fase juvenil a soja néo floresce, mesmo quando submetida a fotoperiodo
indutivo, permitindo maior crescimento vegetativo. Varios gendtipos com essa
caracteristica (inicialmente foram utilizados os gendétipos Santa Maria, Pl 159925 e
Pl 240664) foram identificados e usados no desenvolvimento de variedades.
Posteriormente, foram identificadas e selecionadas muta¢ces naturais com periodo

juvenil longo (SS-1, Parana-goiana, Doko-18, Savando etc.), que ocorreram em
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varias variedades e estdo sendo bem utilizadas como genitores nos cruzamentos
realizados na Embrapa Soja (BOREM; ALMEIDA; KIIHLL, 1999). Essas variedades
s6 tornam-se aptas a responder ao estimulo fotoperiddico depois de um maior
namero de dias apds a emergéncia do que as variedades de periodo juvenil curto.

O periodo juvenil entre as cultivares é bastante distinto. Na cultivar de periodo
juvenil curto, o estimulo para inducédo floral pode ser percebido logo nas primeiras
folhas, e, consequentemente, se for cultivado em fotoperiodos menores ou iguais ao
seu fotoperiodo critico, ndo pode ser induzido ao florescimento com a planta ainda
bastante jovem, o que fard com que estes materiais apresentem, baixa altura de
planta e pouca produtividade. O termo periodo juvenil longo refere-se ao fato de que,
mesmo cultivada sob dias curtos, abaixo do minimo critico, até que se complete o
seu periodo juvenil, a planta ndo sofre inducdo ao florescimento e continua
vegetando. Dessa forma, ela pode produzir mais peso de matéria seca e atingir
maior altura e melhor producédo de grdos (SEDIYAMA et al., 2005).

De acordo com Almeida e Kiihl (1998) o controle do florescimento
consequentemente do porte da planta, representa um fator basico a ser considerado
no melhoramento para o desenvolvimento de variedades menos sensiveis as
variacfes de data de semeadura e adaptacdo em amplas faixas de latitudes. Varios
genodtipos que possuem esta caracteristica foram identificados e usados no
desenvolvimento de variedades.

O controle genético do florescimento em condi¢des de dias curtos é diferente
do praticado em condi¢Bes de dias longos. Portanto, o florescimento em condi¢des
de dias longos tem pouco valor na previsao do florescimento em condi¢des de dias
curtos. O periodo juvenil longo é condicionado por genes recessivos que podem ser
influenciados por outros eventos genéticos na planta (KIIHL;HARTWIG, 1979;
HINSON, 1989; KIIHL; GARCIA, 1989).

Sob condicbes s de dias curtos, o controle genético do florescimento e
maturidade € diferente do que atua sob dias longos (HARTWING; KIHIL, 1979). Os
autores escreveram a respeito de “florescimento retardado sob condi¢cdes de dia
curto” em PI159925. Depois o fato foi descrito como “periodo juvenil longo”
(SINCLAIR; HINSON, 1992). De acordo com Ray et al, 1995 o caréater é controlado
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por um gene recessivo j. Sendo que JJ condiciona periodo juvenil normal e jj periodo
juvenil longo.

Outro gene causador de periodo juvenil longo foi identificado por Bonato e
Vello (1999) nas cultivares parangoiana e SS-1 ao qual foi atribuido o simbolo e6.
Relatam que o homozigoto dominante E6E6 expressa periodo juvenil curto
responsavel pela precocidade da cultivar Parana. Ja o homozigoto recessivo e6e6
expressa periodo juvenil longo em SS-1 e Paranagoiana.

Toledo et al (1995) estudando o tempo de florescimento de linhagens
derivadas de cruzamentos entre genotipos com periodo juvenil normal: Br-13, Ft-2 e
Br85-29009, com periodo juvenil longo: OCEPAR-8, em diferentes épocas de
semeadura concluiram que a sensibilidade fotperiddica desses dois tipos de

gendtipos é controlada por um Unico sistema genético.

2.4- Grupos de Maturidade Relativa em soja

Devido a sensibilidade da soja ao fotoperiodo, a adaptabilidade de cada
cultivar varia a medida que é deslocada em direcao ao sul ou ao norte, em funcao da
latitude. O namero de dias para maturidade de uma cultura pode diferir ente uma
safra e outra para a mesma cultivar e por ser influenciada por condicées ambientais,
especialmente temperatura, umidade relativa do ar e nebulosidade excessiva depois
do estégio de maturidade fisiologica (BRUNS, 2009). Segundo Hatfield e Egli (1974),
a emergéncia da cultura é mais rapida com temperatura ente 25 e 35°C, sendo que
a elongacéo do hipocdtilo é extremamente lenta a 10°C e a semente ndo germina a
40°C.

A classificagdo de um ciclo de uma cultivar antes do final da década de 90, no
Brasil, era dada como cultivares de ciclo superprecoce, precoce, semiprecoce e
médio sendo isso valido dentro de cada faixa de adaptacéo. Fora dessa faixa pode
ocorrer que uma cultivar tardia no sul torna-se precoce no Brasil-Central. Procurando
uma resolucdo a essa questéo, foi sendo proposto pelos EUA a divisdo do pais em
faixa de latitude correspondendo aos grupos de maturidade. Empresas privadas e
publicas procuraramm adaptar, para as condicdes brasileiras, essa classificacdo em
grupos de maturidade, sendo conduzidos experimentos em diversas regibes do
Brasil (ALLIPRANDINI et al., 2009)
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O sistema de classificacdo de soja por grupos de maturacéo varia de zero a
10, ou seja, quanto maior € 0 seu humero, mais préximo ao Equador sera sua regiao
de adaptacédo. No Brasil os grupos indicados variam de 4.5 a 10. Para exemplificar,
uma variedade 8.9 tem um ciclo mais longo que uma 8.7, e assim sucessivamente.
Podemos dizer que, de forma geral, para cada aumento de niumero depois do ponto
teremos de 1,5 a 2 dias a mais de ciclo. Cada grupo de maturacao se ajusta melhor
em determinada faixa de latitude, em funcdo de sua resposta ao fotoperiodo,
variando de acordo com a quantidade de horas/luz a que é exposta. Quanto mais
perto do Equador, na primavera e verdo, a quantidade de horas/luz € menor em
relacdo as regibes mais ao sul. Para a planta de soja, quanto menor a quantidade de
luminosidade que ela recebe, mais rapidamente entrara na fase reprodutiva
(florescimento), encurtando assim seu ciclo e reduzindo a altura das plantas
(PENARIOL, 2011).

2.5- Heranca da maturidade em soja

A época do florescimento da soja € determinada pela reacédo fotoperiddica
(BORTHWICK; PARKER, 1938a, 1938b,1940; GARNER; ALLARD, 1920; PARKER;
BORTHWICK,1951) e pela reacdo de cada gendtipo a temperatura ambiente
(BROWN; CHAPMAN, 1960; BORTHWICK et al., 1941; BORTHWICK; PARKER,
1939, MAJOR et al., 1975; PASCALE et al.,1963).

A duracdo da fase reprodutiva da soja é controlada pelos genes da série E
(KUMUDINI et al., 2007), sendo que a presenca de um maior numero de alelos
dominantes deste gene provocaram aumento do periodo entre o florescimento e a
maturidade. Os autores também concluem que a presenca desta série de genes
atua de maneira associada ao fotoperiodo, diferindo assim no comprimento das
fases de desenvolvimento vegetativo e reprodutivo da soja.

Foram identificados 7 loci que condicionam o tempo para florescimento e
maturidade e a sensibilidade fotoperiodica (STEWART, 2003). Ainda segundo Cober
et al. (2001), com excecdo do alelo Eg encontrado no germoplasma tropical

(BONATO; VELO, 1999), os demais 6 loci que contém os alelos dominantes
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resultaram em sensibilidade maior ao fotoperiodo e florescimento mais tardio que os
alelos recessivos.

Bernard (1971) identificou os genes E1/ e; E/ e; em linhagens isogénicas da
cultivar Clark. Os alelos E1E; retarda o florescimento e a maturidade, E;e; retarda
menos o florescimento e a maturidade e e;e; promove o florescimento da cultivar
Clark. O alelo E; tem efeito pleiotropico sobre a forma dos racimos, o que determina
a ocorréncia de racimos longos.

Bernard et al (1971) identificou um par de alelos sem dominancia, que
também afeta a época de florescimento e de maturidade da cultivar Clark e concluiu
que a presenca de E; e e; no mesmo gendtipo provoca efeito aproximadamente
aditivo dos dois genes sobre as épocas de florescimento e de maturidade.

Buzzell (1971) e Kilen e Hartwing (1971) identificaram um terceiro par de
alelos, que interfere nas épocas de florescimento e de maturacdo de algumas
cultivares, em campo, ao mesmo tempo em que determina sensibilidade ou
insensibilidade a luz fluorescente. O alelo E; relacionado ao florescimento tardio,
diferentemente do que é determinado por E, e sensibilidade a luz fluorescente
(Harasoy 63, Lee, Hill, P1 297550). Ja eze3 antecipa as €pocas de florescimento e de
maturacdo no campo e provoca insensibilidade a luz fluorescente em Dorman,
Arksoy e Blackhawk.

Quando E; e E3 estdo reunidos no mesmo genotipo, seus efeitos sdo pouco
menos aditivos sobre a maturidade (BERNARD; WEISS, 1973). Por sua vez Buzzell
e Voldeng (1980) descobriram o par de alelos E; e e4, cujos efeitos sado
respectivamente: E, E4 determinar ciclo longo e sensibilidade ao dia longo e ese4
determina ciclo curto e insensibilidade a dia longo.

Posteriormente, mais trés loci, com influéncia sobre florescimento e
maturidade foram identificados. Mac Blain e Bernard (1987) encontraram um gene
que causava floracdo e maturacdo tardias na linhagem L64-4830. Os autores
denominaram de Es 0 gene que determina ciclo tardio, e de es 0 que condiciona
ciclo precoce na cultivar Harosoy.

Sob condi¢cGes de dias curtos o controle genético desses dois caracteres é
diferente do que atua sobre dias longos (HARTWING; KIHLL, 1979). Os autores
escreveram a respeito de “florescimento retardado sob condi¢des de dia curto” em
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Pl 159925. Depois o fato foi descrito como “periodo juvenil longo” (SINCLAIR;
HINSON, 1992). O carater € controlado por um gene recessivo j sendo JJ periodo
juvenil norma e jj periodo juvenil longo (RAY et al., 1995).

Bonato e Vello (1999) identificaram outro gene causador de periodo juvenil
longo nas cultivares Paranagoiana e SS-1 ao qual foi atribuido o simbolo de eg
sendo que EgEg determina periodo juvenil curto: precocidade de Paranagoiana e
eses periodo juvenil longo, florescimento e maturacdo tardios em SS-1 e
Paranagoiana.

Cober e Voldeng (2001) e Cober et al (1996a) relataram que E;E; retarda
florescimento e maturidade em Harosoy e provoca sensibilidade a luz incandescente
e 0 gene eyey causa ciclo (precocidade) em Pl 196529.

Mc Blain et al (1987) verificaram, a campo, que E; , E; ou E3 atrasam o
florescimento e a maturidade. Para Saindon et al (1989), o par E3; e e3 é 0 principal
causador da insensibilidade de dias longos, mas E3 e E; devem ser considerados
guando do melhoramento para esse carater. Outros resultados ressaltaram o valor
de ez e e, na obtencdo da precocidade (COBER et al., 1996a; VOLDENG,;
SAINDON, 1991).

No passado, chegou-se a pensar que o tamanho do genoma da soja pudesse
ser correlacionado com o grupo de maturidade da soja (GRAHAM et al., 1994).
Porém, Greilhuber e Obermayer (1997) ndo obtiveram correlacao significativa entre
o tamanho do genoma com o grupo de maturidade da soja utilizando DAPI,
citometria de fluxo de brometo de etideo e do método de densitometria de Feulgen,
indicando que existiam processos mais complexos envolvidos do que simples

tamanho dos mesmos.
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CAPITULO 2 - Estudo da natureza da interacdo genétipo x ambiente em

linhagens de soja
Resumo

Neste trabalho objetivou-se o estudo da natureza da interacdo gendtipo x ambiente (GxA) para
trés caracteres agronémicos de gendtipos de soja avaliados em quatro ambientes (Uberaba
2010/11, Jaboticabal 2010/11, Uberaba 2011/12 e Jaboticabal 2011/12). Para isso, foram
avaliados 21 gendtipos de soja, incluindo duas testemunhas (CD 219 e Conquista), nos quatro
ambientes. Os ensaios foram conduzidos em delineamento de blocos ao acaso com trés
repeticdes. As médias de produtividade, altura de planta na maturacdo e nimero de dias para
maturagdo foram submetidas & andlise de variancia conjunta/local e conjunta geral. Observada
a interagdo gendtipo x ambiente significativa a decomposicdo da interagdo da parte simples e
complexa foi feita utilizando o método proposto por Cruz e Castoldi (1991). Foi observada a
predominéancia da interacdo GXA de natureza complexa para todas as caracteristicas indicando
um efeito ambiental efetivo na expressdo das caracteristicas, principalmente, quando se
comparou duas safras distintas.

Termos para indexagdo: Glycine max, gendtipos, interacdo complexa, GxA.

Introducéo

O Brasil tem figurado como o segundo maior produtor mundial de soja. Com previséo de
alcancar o primeiro lugar no ranking mundial nos proximos dez anos (Embrapa 2010). Esse titulo
somente foi possivel devido ao desenvolvimento de cultivares com caracteristicas agronémicas de
melhor adaptacdo as condic¢Ges edafoclimaticas dos trépicos possibilitando a expansao da cultura
para a regido central do pais. Essa tecnologia genuinamente brasileira, representada pelas

sementes de ‘cultivares tropicais’, tem permitido a exploragdo da soja em regides antes
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consideradas inaptas para o seu cultivo econémico. O processo continuo de recomendacdo de
cultivares para as regifes de médias e baixas latitudes permitiu que extensas areas da regido
tropical dos Cerrados fossem incorporadas ao processo produtivo agricola, inclusive, viabilizando
a exploracdo econémica de outras espécies de culturas (Almeida et al. 1999).

De modo geral, os materiais genéticos em processo de melhoramento sdo cultivados em
uma ampla gama de condi¢des ambientais. Quando os materiais sdo comparados em diferentes
ambientes, seu desempenho relativo pode ndo manifestar consisténcia. Essa mudanca no
desempenho relativo dos gendétipos em diferentes ambientes é denominada interacdo gendtipo (G)
x ambiente (A) (Silveira Neto et al. 2005).

Chaves (2001) define a interacdo de genotipos com ambientes (GxA) como o efeito
diferencial dos ambientes sobre os gendtipos ou, alternativamente, como o resultado da resposta
diferencial dos gendtipos a variacdo ambiental. A presenca de interacdo faz com que ocorra
alteracdo na variancia de um conjunto de genétipos quando submetidos a distintas condicdes
ambientais, e /ou que ndo se observe correlacdo entre as respostas de dois ou mais genotipos,
quando submetidos a dois ou mais ambientes. Tal situacdo gera a necessidade de se acrescentar a
equacdo F= G + A (F= fenotipo) um fator relativo as interagdes GxA. Esse fator € definido por
Gauch Jr. (1992) como sendo o residuo ndo aditivo da parte aditiva da analise de variancia sobre
os dois fatores G e A.

Brasil (1990) ressalta que o estudo das interagdes GxA possibilita duas abordagens
principais no contexto de um programa de melhoramento genético. A primeira é a utilizacdo de
métodos de zoneamento agroecoldgico, por meio dos quais os locais de teste sdo agrupados com
base no baixo grau de interacdo observado dos grupos formados. A segunda é a utilizacdo de
métodos de determinacdo da estabilidade fenotipica, que permitem identificar cultivares

amplamente adaptados.
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A presenca desse fendmeno pode levar a superestimativas do valor da herdabilidade, pelo
fato da interacdo GxA inflacionar a estimativa da variancia genotipica, com consequente
superestimacdo dos ganhos previstos com a selecdo. Pode também acarretar uma reducdo da
produtividade global de uma &rea para a qual se faca uma indicagdo geral de uma dada cultivar.
Por outro lado, pode-se tirar proveito de sua existéncia usando-se procedimentos estatisticos que
identifiqguem o padréo dessa interagdo e gerem informacgdes que possibilitem o agrupamento de
locais em zonas dentro das quais a magnitude da interacdo ndo seja significativa. IndicacGes
especificas de cultivares para tais zonas, ou mega-ambientes (Cimmytt 1989), maximizariam a
producéo de toda a regido considerada. Da mesma forma, a conducdo dos programas de selecéo
considerando tal zoneamento propiciaria estimativas mais precisas dos ganhos por selecéo.

Baker (1996), em revisdo sobre interacdo GxA, chama atengéo para a existéncia de pouca
informacdo quanto a natureza bioldgica e as causas dessa interacdo. Esse autor observa que é
crescente a percepgdo da necessidade de se distinguir entre 0 que se denomina interacdo
quantitativa (alteracdo da variancia genotipica nos diferentes ambientes) e interacdo qualitativa
(alteracdo no posicionamento relativo dos gendtipos em ambientes distintos).

A interacdo gendtipo x ambiente afeta o esquema de selecdo. Se ndo existe interacdo
gendtipo x ambiente ou a interacdo é do tipo simples, os mesmos gendétipos podem ser
selecionados para os diferentes ambientes. Contudo, se a interacdo for do tipo complexa, a selecéo
devera envolver diferentes gendtipos para os diferentes ambientes. Neste caso, é necessario
estabelecer diferentes zonas de melhoramento, com diferentes genétipos (Morais et al 2010).
Portanto, uma vez identificada a interacdo genotipo x ambiente, o estudo de sua natureza como
simples ou complexa permite aos melhoristas melhores condi¢Ges de avaliagdo para selecdo e

indicacdo dos genotipos.
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O presente trabalho teve como objetivo o estudo da natureza da interacdo gendtipo X
ambiente em linhagens avancadas de soja avaliadas em Uberaba, MG e Jaboticabal, SP nas safras

2010/11 e 2011/12.

Material e Métodos

Para a realizacdo das avaliacdes de desempenho e interacdo gendtipo x ambiente (G x A)
foram utilizadas linhagens avancadas de soja oriundas do programa de Melhoramento de soja
da Unesp —-FCAV Campus de Jaboticabal. Os dados foram obtidos a partir dos ensaios de
competicdo de linhagens conduzidos em Jaboticabal-SP e Uberaba-MG durante as safras de
2010/2011 e 2011/2012.

O ensaio conduzido no municipio de Jaboticabal, SP foi instalado na Fazenda de Ensino,
Pesquisa e Extensdo (FEPP) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP,
campus de Jaboticabal nas datas 19/11/2010 e 15/11/2011. Localizado na regido Nordeste do
estado de Sdo Paulo com latitude de 21°15’17” e altitude de 605m. O municipio de
Jaboticabal, de acordo com a classificacdo de Koppen (2001), € de clima subtropical
mesotérmico, de verdo Umido e inverso seco, com temperatura média anual de 22°C e solo
predominantemente do tipo Latossolo Vermelho Distroférrico, com precipitagdo anual em
torno de 1405,2mm (Embrapa, 1999). Em Uberaba os ensaios foram instalados na area
experimental das Faculdades Associadas de Uberaba (FAZU-FUNDAGRI) em altitude de
780m, coordenadas 19°44” de latitude Sul e 47°57” de longitude Oeste de Greenwich com
precipitacdo anual em torno de 1474mm ao ano nas datas 19/11/2010 e 08/11/2011. O solo
utilizado e classificado como Latossolo Vermelho Distrofico, textura franco-arenosa, relevo
suavemente ondulado e fase Cerrado Subcaducifolio.

Foram avaliados 21 gen6tipos de soja, dos quais duas cultivares testemunhas [CD

219 e MG/BR 46 (Conquista)] conduzidos no delineamento em blocos ao acaso com 21
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tratamentos (genotipos) e trés repeticdes. As parcelas experimentais foram formadas por
quatro fileiras de plantas (5m), espacadas em 0,5m entre as fileiras. A area Util da parcela foi
de 4m? tendo sido colhidas as duas fileiras centrais, desprezando-se 0,5 m de bordadura nas
extremidades. Os dados de produtividade em Kg.ha foram calculados a partir do material
colhido e trilhado em cada parcela Gtil e corrigidos a 13% de umidade, e o valor obtido foi
convertido para Kg.ha™'. A altura das plantas na maturidade foi obtida pela medida do nivel do
solo até a ultima insercdo de vagem na haste principal, por meio da média de cinco plantas
tomadas ao acaso dentro de cada parcela. O numero de dias para a maturidade foi definido
como o periodo entre a data de semeadura até a data em que aproximadamente 95 % das
vagens apresentaram-se maduras (estadio R8).

Inicialmente, foram realizadas andlises individuais de variancia pelo método dos
quadrados minimos, seguindo-se de uma anéalise conjunta de variancia por local e uma analise
conjunta geral. Com os dados da andlise de variancia/local aplicou-se o teste de Skott Knott
para comparacdo das médias e, avaliou-se, a homogeneidade das variancias residuais dos
experimentos (QMR) que, a principio, foi verificada por meio do teste da raz&o entre 0 maior
e 0 menor quadrado médio residual dos ensaios e, em seguida, foram feitas as interpretaces
relativas as significancias do teste F (Snedecor) na analise da variancia (ANOVA). Apos a
verificagdo da significancia do teste de F na analise conjunta para a GxA foi realizada a
decomposicdo da interacdo de gendtipos x pares de ambientes em partes simples e complexa
segundo a metodologia proposta por Cruz e Castoldi (1991), conforme a expressao abaixo:

QMGXA = simples (S) + complexa (C)

g_ 1
’2

C=(I-r)’QMI~ QM2

(VamI - Jamz )

em que:
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QM1 e QM2 sdo os quadrados médios de genotipos, nos ambientes 1 e 2,
respectivamente, divididos pelo nimero de repeticdes, e “r” € a correlagdo entre as médias dos
genotipos nos dois ambientes. Tais analises foram realizadas com o uso do programa

computacional Genes (Cruz 1997).

Resultados e Discussao

A partir da andlise de variancia conjunta/local para Uberaba (safras 2010/11 e 2011/12)
foram verificadas diferencas significativas (P<0,01) tanto para a interacdo G x A quanto entre
0s genotipos avaliados para as caracteristicas altura de planta na maturacdo e produtividade
(Tabela 1). Ja na analise conjunta/local para Jaboticabal (safra 2010/11 e 2011/12) o teste de F
apresentou diferenca significativa (P<0,01) entre os gendtipos e para a interacdo G x A para
as trés caracteristicas avaliadas (Tabela 2). Os coeficientes de variacdo experimental (CV) de
todas as caracteristicas apresentaram valores menores ou iguais a 20% e, conforme Pimentel-
Gomes (2000) sugere uma boa precisdo experimental (Tabela 1 e 2).

Considerando os valores médios nas duas safras em Uberaba (Tabela 3) a caracteristica
numero de dias para maturacdo ndo apresentou diferenca significativa (P<0,05) entre
gendtipos nas duas safras avaliadas e também entre os ambientes (safra 2010/11 e 2011/12)
pelo teste de Skott Knott. As médias de altura de planta na maturacdo apresentaram valores
significativamente diferentes entre 0s genotipos e entre as safras. Os valores variaram de 32 a
102cm na primeira safra permitindo a formacéo de quatro grupos pelo teste de médias, sendo
que os gendtipos 2, 6 e 17 apresentaram valores significativamente iguais (P<0,05) a CD219 e
Conquista com 102 e 95cm, respectivamente sendo classificados no mesmo grupo. Ja na safra
2011/12 as medias variaram de 56 a 92cm e foram constituidos dois grupos. As maiores
médias de altura foram observadas nos genotipos 1, 4, 5, 6,11, 16, 19 e 20 que formaram um

grupo significativamente mais alto que o grupo onde foram incluidas as duas testemunhas. A
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altura de planta é caracteristica fundamental na determinacéo da cultivar a ser introduzida em
uma regido, podendo variar consideravelmente de acordo com a época de semeadura,
espacamento de plantas entre e dentro das fileiras, suprimento de umidade, temperatura,
fertilidade do solo e outras condi¢Ges gerais do meio ambiente. Consideram-se alturas de
planta compreendidas entre 60 e 120 cm como adequadas a mecanizagao da colheita (Campos
et al. 2010), portanto, todos 0s gendtipos apresentaram médias aceitaveis tanto na primeira
quanto na segunda safra.

Da mesma forma, a caracteristica produtividade apresentou diferenca significativa
(P<0,05) entre as médias quando comparadas entre 0s genotipos dentro de cada safra e entre
as safras dentro de cada gen6tipo (Tabela 3). O teste de médias permitiu a formacéo de trés
grupos na primeira safra sendo que os genotipos mais produtivos foram 0 16 e 17 com 3451 e
2959 Kg.ha™ que formaram o grupo mais produtivo e na segunda safra os gendtipos mais
produtivos foram agrupados no mesmo grupo das testemunhas. A maioria dos gendtipos
apresentou produtividade média significativamente superior na segunda safra quando
comparada com a primeira.

Os genodtipos cultivados em Jaboticabal na safra 2010/11 e 2011/12 apresentaram diferenca
significativa entre as médias para ao nimero de dias para maturidade observadas na mesma
safra e quando comparadas as duas safras, (Tabela 4) com valores que variaram de 115 a 145
dias na primeira e 109 a 141dias na segunda safra. Os menores valores foram apresentados
pelos gendtipos 18 e 19, com 115 dias, os quais, juntamente com 0s gendtipos 20 e 21
formaram o grupo mais precoce. Na segunda safra todos os gendtipos apresentaram aumento
médio de altura quando comparados com a primeira, sendo que apenas para 0s genotipos 16 e

19 esse incremento ndo foi significativo (P<0,05).
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Quanto a caracteristica altura de plantas o teste de medias apresentou diferenca
significativa (P<0,05) entre as médias quando comparadas entre 0s gendtipos dentro de cada
safra e entre as safras dentro de cada genotipo com a formacdo de quatro grupos tanto na
primeira quanto na segunda safra. Na primeira safra o grupo de maior altura foi classificado
somente o0 gendtipo 16 com 100 cm e o de menor altura os genotipos 5, 8, 10 e 11 com médias
de 46, 48, 45 e 42 cm. Ja na segunda safra p6de-se observar um aumento das médias de altura
em relacdo a primeira com valores que variaram de 62 a 111cm.

Para a caracteristica produtividade o teste de médias apontou diferenca significativa para
0s gendtipos entre as safras e entre os genétipos apenas na segunda safra, tendo esta
apresentado médias significativamente maiores (P<0,05) quando comparadas com a primeira.
Na primeira safra as médias variaram entre 675 e 1739 Kg.ha™, ja na segunda o genétipo mais
produtivo foi o gendtipo 21 e 16 com 4333 e 4297 Kg.ha', respectivamente e,
significativamente diferentes de todos 0s outros genétipos avaliados. No segundo grupo foram
incluidos os gendtipos 3, 6, 7, 8, 12, 17, 18 e 20 juntamente com a testemunha CD219.

Por meio da anélise conjunta geral (Tabela 5), observou-se que somente a caracteristica
numero de dias para a maturacdo nao apresentou efeito altamente significativo para genoétipos.
Os efeitos de ambientes e a interacdo genétipo X ambientes se apresentaram altamente
significativo para todas as caracteristicas, permitindo a utilizacdo de metodologias para o
estudo mais detalhado dos efeitos da interacdo gendtipos com os ambientes. O coeficiente de
variacdo experimental com o valores de 11 e 18% de acordo com Pimentel-Gomes (2000), se
encontram abaixo do méximo recomendado para culturas anuais, indicando boa precisdo
experimental.

O efeito significativo para o fator gendtipo na presenca de interacdo GxA, com efeito

também significativo, evidencia elevada variabilidade entre os genotipos, uma vez que 0
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componente de variancia da interacdo tende a reduzir ou consumir a variabilidade estimada
entre as linhagens. Ja o efeito significativo de ambientes possibilita concluir que os
experimentos foram conduzidos em ambientes (locais) que apresentaram variagao suficiente
para discriminar os genoétipos estudados (Oliveira et al. 2004).

A interacdo GXxA significativa indica que o0s genétipos apresentaram comportamento
diferencial ao longo dos ambientes, ou seja, ocorreram trocas de posicdo relativa dos
gendtipos ou diferenca na magnitude de resposta da produtividade de grdos devido a variagdo
dos ambientes.

O desdobramento da interacdo para estudo da natureza da interacdo GxA para a
caracteristica nimero de dias para a maturacdo (Tabela 6) apresentou maior fracdo de
interacdo GxA de natureza complexa par a par, ou seja, valores percentuais da interacdo
acima de 50%. Os baixos valores dos coeficientes de correlagdo (r< 0,5) confirmam a fraca
correlacdo das médias do nimero de dias para maturacdo entre os pares de ambiente.

Para a caracteristica altura de planta na maturacdo o Unico par de ambientes que apresentou
interacdo GXA de natureza simples foi 2 e 4 (Jaboticabal 2010/11 e Jaboticabal 2011/12)
(Tabela 7). De acordo com Cruz e Regazzi (1994) a existéncia da interacdo simples indica a
diferenca de variabilidade entre genétipos nos ambientes. O coeficiente de correlacdo para
esse par de ambientes apresentou valor altamente significativo e uma boa correlagéo (r= 0,72)
confirmando a classificacdo da interagdo como simples, embora a porcentagem da parte
complexa da interacdo GxA tenha sido muito proxima de 50%. De acordo com Cruz e
Regazzi (1994) A predominancia da interagdo simples implica no fato de que néo ha
inconvenientes no trabalho de identificacdo de genétipos superiores nos ambiente superiores,
ou seja , os ambientes 2 e 4 sdo considerados como similares para avaliagdo e recomendacgéo

de linhagens.
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Considerando a caracteristica produtividade (Tabela 8) apenas o par de ambientes 1 e 2
(Uberaba 2010/11 e Jaboticabal 2010/11 apresentaram maior fracdo de interacdo G x A de
natureza simples, o que também foi confirmado pelo coeficiente de correlagdo para esse par
de ambientes. A interacdo do tipo complexa é dada pela falta de correlagdo entre gendtipos
indicando a inconsisténcia da superioridade de genotipos com a variacdo ambiental, ou seja,
haverd genotipos com desempenho superior em um ambiente mas ndo em outro, tornando
mais dificil a selecdo e, ou, a recomendacao dos mesmos (Cruz and Regazzi 1994).

A predominancia da interacdo GxA de natureza complexa para todas as caracteristicas
indica um efeito ambiental efetivo na expressdo das caracteristicas, principalmente quando se
compara duas safras distintas. Para uma sele¢do eficiente e segura é sugerido a ampliagdo do
ntmero de locais de ensaios tanto em Minas Gerais como em S&o Paulo visando o estudo da
Adaptabilidade e Estabilidade de comportamento dos gendtipos como forma de compreender

melhor a magnitude da interagcdo GxA.
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Tabela 1. Graus de liberdade e quadrados médios da analise de variancia conjunta para as caracteristicas agrondmicas: nimero de dias para

maturidade (NDM), altura de planta na maturidade (APM) e produtividade de grdos (PROD) avaliadas em genétipos de soja cultivados em

Uberaba-MG na safra 2010/2011 e 2011/12.

NDM APM (cm) PROD (kg.ha™)
Fonte de variacao G.L Q.M F GL QM F G.L Q.M F
Genotipo 20 216.8 1.55M 20 500.5 5.5%* 20 1411696.3 g.2%*
Ambiente 1 169.2 1.18M° 1 74.7 0.05"° 1 12217965.8  62.8**
Interacdo G X A 20 225.6 1.61N° 20 847.7 9.3%* 20 1320636.7 7.7%*
Residuo 80 80 80
CV(%) 10 13 20

G.L: Graus de liberdade; Q.M: Quadrados médios; F: F calculado
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Tabela 2. Graus de liberdade e quadrados médios da analise de variancia conjunta para as caracteristicas agronémicas: nimero de dias para

maturidade (NDM), altura de planta na maturidade (APM) e produtividade de grdos (PROD) avaliadas em genétipos de soja cultivados em

Jaboticabal-SP na safra 2010/2011 e 2011/12.

NDM APM (cm) PROD (kg.ha™)
Fonte de variacdo G.L Q.M F G.L Q.M F G.L Q.M F
Genotipo 20 206.4 44.3%* 20 1071.7 26.0%* 20 751571.5 6.2%*
Ambiente 1 29.5 3.4 1 19687.5  366.9** 1 128532600.0 427.9%*
Interacdo G x A 20 312.5 67.1%* 20 175.7 4.3%* 20 335039.5 2.8%*
Residuo 80 80 80
CV(%) 1.7 8.7 15.7

G.L: Graus de liberdade; Q.M: Quadrados médios; F: F calculado
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Tabela 3. Médias do nimero de dias para maturidade, altura de planta na maturidade e

produtividade de graos de gendtipos de soja cultivados em Uberaba, MG na safra 2010/2011.

Dias para maturidade

Altura de planta (cm)

Produtividade (Kg.ha™)

Gendtipos 2010/11 2011/12 2010/11 2011/12 2010/11 2011/12
1 117 Aa 120 Aa 60 cB 80 aA 1188 Ac 1586 Ac
2 120 Aa 118 Aa 93 aA 72 bB 1090 Bc 1865 Ac
3 119 Aa 121 Aa 82 bA 61 bB 1464 Ac 1215 Ac
4 118 Aa 123 Aa 75 bA 83 aA 1347 Bc 3537 Aa
5 113 Aa 122 Aa 64 CcA 74 aA 1228 Bc 2905 Aa
6 120 Aa 125 Aa 86 aA 83 aA 1506 Bc 3431 Aa
7 122 Aa 113 Aa 77 bA 70 bA 1488 Bc 3468 Aa
8 120 Aa 115 Aa 73 bA 56 bB 1526 Ac 1675 Ac
9 115 Aa 126 Aa 75 bA 66 bA 1470 Ac 2103 Ab
10 115 Aa 127 Aa 68 bA 69 bA 1377 Bc 2117 Ab
11 116 Aa 129 Aa 63 CA 77 aA 1167 Ac 1825 Ac
12 130 Aa 116 Aa 80 bA 66 bA 1532 Bc 2517 Ab
CD219 127 Aa 116 Aa 102 aA 66 bB 1804 Bc 2866 Aa
Conquista 124 Aa 119 Aa 95 aA 60 bB 1068 Bc 2948 Aa
15 120 Aa 121 Aa 54 cA 63 bA 2170 Ab 1263 Bc
16 126 Aa 127 Aa 66 CA 75 aA 3451 Aa 2190 Bb
17 133 Aa 122 Aa 87 aA 66 bB 2959 Aa 3290 Aa
18 119 Aa 120 Aa 32 dB 60 bA 2114 Ab 2398 Ab
19 127 Aa 132 Aa 39 dB 92 aA 2075 Ab 1867 Ac
20 120 Aa 127 Aa 42 dB 87 aA 2465 Ab 2392 Ab
21 131 Aa 122 Aa 50 dB 68 bA 2343 Ab 2452 Ab
CV(%) 12 6 14 13 26 14

1 Médias seguidas pela mesma letra minudscula nas colunas ou pela mesma letra maitscula nas linhas nao diferem
estatisticamente entre si pelo Teste Skott Knott a 5% de Probabilidade.
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Tabela 4. Médias do numero de dias para maturidade, altura de planta na maturidade e

produtividade de grdos de gendtipos de soja cultivados em Jaboticabal, SP na safra 2010/2011

e 2011/2012.

Dias para maturidade

Altura de planta (cm)

Produtividade (Kg.ha™)

Genbtipos 2010/11  2011/12 2010/11 2011/12 2010/11 2011/12
1 126 Ae 115 Bf 54 Bc 81 Ac |1198 Ba 3183 Ac
2 129 Ad 123 Bd 68 Bb 107 Aa | 1409 Ba 2776 Ac
3 135 Ab 129 Bc 60 Bc 82 Ac |1209 Ba 3706 Ab
4 129 Ad 124 Bd 57 Bc 75 Ac | 1044 Ba 2803 Ac
5 120 Ag 109 Bg 46 Bd 70 Ad |675 Ba 2310 Ac
6 135 Ab 125 Bd 54 Bc 94 Ab |802 Ba 3491 Ab
7 133 Ac 126 Bd 52 Bc 82 Ac |1246 Ba 3362 Ab
8 129 Ad 126 Ad 48 Bd 73 Ad |1084 Ba 3327 Ab
9 120 Ag 112 Bg 62 Ac 62 Ad | 1242 Ba 2888 Ac
10 128 Ad 112 Bg 45 Bd 62 Ad |878 Ba 2888 Ac
11 126 Ae 119 Be 42 Bd 79 Ac  |991 Ba 3003 Ac
12 138 Ab 128 Bc 66 Bb 97 Ab | 1277 Ba 3674 Ab
CD219 136 Ab 126 Bd 60 Bc 85 Ac |1191 Ba 3241 Ab
Conquista 145 Aa 134 Bb 61 Bc 100 Ab |1103 Ba 2966 Ac
15 123 Bf 138 Aa 73 Bb 106 Aa | 986 Ba 2693 Ac
16 122 Bf 139 Aa 100 Aa 110 Aa |1739 Ba 4333 Aa
17 120 Bg 139 Aa 76 Bb 111 Aa |1199 Ba 3662 Ab
18 115 Bh 141 Aa 70 Bb 96 Ab | 1275 Ba 3395 Ab
19 115 Bh 139 Aa 58 Ac 66 Ad | 1733 Ba 2407 Ac
20 116 Bh 140 Aa 66 Bb 84 Ac |1364 Ba 3359 Ab
21 117 Bh 133 Ab 74 Bb 96 Ab |1699 Ba 4297 Aa
CV(%) 16 17 8 81 |17 13

1 Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas ou pela mesma letra maidscula nas linhas nao diferem
estatisticamente entre si pelo TesteSkott Knott a 5% de Probabilidade.
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Tabela 6- Porcentagem da parte complexa da interacdo entre gendtipo x pares de ambientes
para a caracteristica numero de dias para maturacdo, segundo a metodologia de CRUZ e
CASTOLDI (1991) (acima da diagonal), e correlacdo de Pearson entre pares de ambientes,
em porcentagem (abaixo da diagonal), nos ensaios de soja conduzidos em Uberaba, MG e

Jaboticabal, SP nas safras 2010/11 e 2011/12.

— N

— — [qV] —

- S A =

S S p S

8 a 8 a

AMBIENTES P '§ P %

© © S K]

3 S 3 5

S S S S

AMBIENTES Cédigo 1 2 3 4
Uberaba 2010/11 1 79,8 75,5 95,3
Jaboticabal 2010/11 2 0,29 111,4 108,3
Uberaba 2011/12 3 -0,03 -0,5* 75,6

Jaboticabal 2011/12 4 0,08 -0,21 0,05

*, **. significativamente diferente de zero, pelo teste t, a 5 e 1%, respectivamente



46

Tabela 7- Porcentagem da parte complexa da interacdo entre genétipo x pares de ambientes
para a caracteristica altura de planta na maturacdo, segundo a metodologia de CRUZ e
CASTOLDI (1991) (acima da diagonal), e correlacdo de Pearson entre pares de ambientes,
em porcentagem (abaixo da diagonal), nos ensaios de soja conduzidos em Uberaba, MG e

Jaboticabal, SP nas safras 2010/11 e 2011/12.

— N

— — [qV] —

- S A =

S S s S

S S S S

AMBIENTES P _cg; P %

o S o ksl

3 S 3 5

- = =) el

AMBIENTES Cédigo 1 2 3 4
Uberaba 2010/11 1 98,9 97,8 88,3
Jaboticabal 2010/11 2 -0,1 100 49,4
Uberaba 2011/12 3 -0,32 -0,09 101,7

Jaboticabal 2011/12 4 0,19 0,72** -0,23

*, **. significativamente diferente de zero, pelo teste t, a 5 e 1%, respectivamente
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Tabela 8- Porcentagem da parte complexa da interacdo entre gendétipo x pares de ambientes
para a caracteristica produtividade, segundo a metodologia de CRUZ e CASTOLDI (1991)
(acima da diagonal), e correlacdo de Pearson entre pares de ambientes, em porcentagem
(abaixo da diagonal), nos ensaios de soja conduzidos em Uberaba, MG e Jaboticabal, SP nas

safras 2010/11 e 2011/12.
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— — [qV] —

- S A =
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AMBIENTES E E P E

© © S K]

3 3 3 5

> ¥ ) ¥

AMBIENTES Cadigo 1 2 3 4
Uberaba 2010/11 1 36,4 97,7 63,3
Jaboticabal 2010/11 2 0,56** 79,5 52,6
Uberaba 2011/12 3 0,03 -0,2 91,8

Jaboticabal 2011/12 4 0,57** 0,46* 0,07

*, **. significativamente diferente de zero, pelo teste t, a 5 e 1%, respectivamente
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CAPITULO 3- Validacdo de marcadores microssatélites associados & maturidade em

soja

Resumo

O objetivo desse trabalho foi identificar marcadores microssatélites associados ao
QTL (locus de caracteristica quantitativa) responsavel pela maturidade em soja. Para isso foi
utilizada uma populagédo F2 resultante do cruzamento entre BRS Sambaiba e Fundacep 39 de
grupo de maturidade relativa 9.3 e 7.5 respectivamente, semeada na safra de 2010/11 em
Jaboticabal-SP. Com os dados da avaliacdo fenotipica do nimero de dias para maturacao foi
feito estudo de associacdo de marcas simples por analise de regressdo utilizando 34
marcadores microssatélites ja relacionados ao florescimento, maturacdo e fotoperiodismo em
soja. A populacdo apresenta os alelos Ez/es associados a insensibilidade ao fotoperiodismo. A
andlise de variancia por marcas simples indicou uma associacao presente entre os marcadores
avaliados e a caracteristica nimero de dias para maturacdo para a populacdo utilizada. Um
maior numero de marcadores precisa ser avaliado para a identificacdo de QTL s mais efetivos
para o carater numero de dias para maturacao.

Termos para indexacao: grupo de maturidade relativa, QTL, marcadores moleculares.

Introducéo

A soja (Glicyne max (L). Merrill) € uma planta de dia curto e requer a ocorréncia de
dias curtos para a inducdo floral, sendo o florescimento normalmente retardado sob condicdes
de dias longos. Assim, o desenvolvimento de cultivares com periodo juvenil longo e menos
sensiveis ao fotoperiodo permitiu a expansédo da cultura na regido central do Brasil.

Devido a sensibilidade da soja ao fotoperiodo, a adaptabilidade de cada cultivar varia
a medida que é deslocada em direcdo ao sul ou ao norte, em funcdo da latitude. Portanto as
cultivares tem uma faixa limitada de adaptagdo. A classificagdo do ciclo total das cultivares
em superprecoce, precoce, semiprecoce e médio é valida somente dentro de cada faixa de
adaptacdo. Fora dessa faixa uma cultivar tardia no sul do Brasil, por exemplo, torna-se
precoce no Brasil Central. Para solugdo do problema de classificacdo do ciclo das cultivares
as empresas privadas e publicas tem procurado adaptar para as condi¢fes brasileiras a
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classificacdo das cultivares em grupo de maturidade, conforme originalmente proposto e
utilizado nos Estados Unidos.

Os sojicultores tem buscado, no mercado de sementes, cultivares cada vez mais
precoces, com a maturagdo em torno de 100 dias a fim de ter melhor aproveitamento do uso
do solo e do periodo chuvoso para inicio do cultivo na entressafra (CONAB, 2010).
Selecionar progénies superiores nédo é tarefa facil uma vez que os caracteres de importancia,
em sua maioria quantitativos, apresentam comportamento complexo por serem influenciados
pelo ambiente e estarem interrelacionados de tal forma que a sele¢do de um provoca uma série
de mudancas em outros (Cruz; Regazzi, 1997).

Os testes de progénies tém sido tratados como uma das etapas de maior custo em um
programa de melhoramento, por isso os programas tem buscado formas de identificar
genotipos precoces cada vez mais cedo dentro dos programas de melhoramento. Estudos que
buscam o entendimento do controle genético da maturidade e florescimento na soja tem
ganhado maior interesse nos ultimos anos.

Vérios trabalhos tém apontado oito locus que controlam o florescimento e a
maturidade na soja: E; e E, (Bernard, 1971), E; (Buzzell 1971), E4 (Buzzell and Voldeng
1980), Es (McBlain; Bernard 1987), Eg (Bonato; Vello 1999), E; (Cober; Voldeng 2001), e J
(Ray et al. 1995). Destes E1, E3, E4 e E7 controlam a resposta ao florescimento sob
condicdes artificiais de dias longos (Buzzell, 1971; Buzzell; Voldeng, 1980; Saindon et al.,
1989; Cober et al., 1996a; Cober; Voldeng, 2001).Estudos moleculares recentes revelaram
que E3 e E4 codificam duas proteinas do fitocromo a (phy A), GmPHYA3 e GmPHYA2,
respectivamente, e a via metabdlica regulada pelo phyA esta envolvida na insensibilidade ao
fotoperiodo na soja (Liu et al., 2008; Watanabe et al.,2009).

O mapeamento de locos envolvidos no controle génico de caracteres gquantitativos,
QTL, difere dos demais tipos de experimentos conduzidos em genética, por tratar-se,
basicamente, de um procedimento de testes multiplos, uma vez que consiste em distribuir
marcadores moleculares por todo o genoma e, em seguida, realizar uma varredura ou
“screening” dessas marcas, no intuito de verificar qual(is) esta(ao) ligada(s) a QTL, no caso
de estar-se utilizando a analise de marcas simples, ou de posicOes relativas no intervalo entre
duas marcas ao utilizar-se o mapeamento por intervalo (Lander & Botstein, 1989).Silva e
Vencovsky (2002) afirmam que o método biométrico a ser utilizado na analise de QTL’s é um

aspecto importante que deve ser considerado. A associagdo marcador-QTL pode ser testada
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via analise de marcas simples, por meio de um teste t ou analise de variancia para cada marca,
individualmente.

Watanabe et al (2009) desenvolveram marcadores especificos que em trabalho
desenvolvido por Liu e Abe (2010) se apresentaram associados a maturidade e a
insensibilidade ao fotoperiodismo em gendétipos de soja japoneses. Tais marcas estdo
distribuidas entre os seis Grupos de ligacdo em que ocorrem 0s genes da série alélica E, os
quais estdo relacionados com a maturidade e florescimento da soja.

Considerando que a maioria dos gendtipos brasileiros cultivados em condic¢des de dia
curto sdo originarios de fontes de germoplasma com menor sensibilidade ao fotoperiodismo o
objetivo deste trabalho foi verificar a associacdo de marcadores microssatélites, relacionados
a insensibilidade ao fotoperiodismo e maturidade descritos por Liu e Abe (2010), a

maturidade em uma populacdo F, de soja derivadas de genotipos brasileiros.

Material e Métodos
Genotipos e avaliacéo fenotipica

Para o estudo de associacdo foi utilizada uma populacdo F, de soja derivada do
cruzamento entre as cultivares Fundacep 39 e BRS Sambaiba formada por 282 plantas. A
cultivar Fundacep 39 € classificada no grupo de maturidade relativa 7.5 e a BRS Sambaiba no
grupo 9.3.

O ensaio foi conduzido na area experimental do Departamento de Producdo Vegetal
das Faculdades de Ciéncias Agrarias e Veterinarias —-FCAV/Unesp, Campus de Jaboticabal,
durante a safra 2010/2011. Cada semente F, foi semeada em copos plasticos, preenchidos
com substrato e mantidos sob irrigacdo, em casa de vegetacdo, no dia 16 de dezembro de
2010. Vinte dias apos as plantulas foram transplantadas para o campo em covas individuais,
com espacamento de 60cm entre linhas e 20cm ente plantas. Cada individuo foi avaliado
individualmente quanto ao numero de dias para maturacdo. A avaliacdo para essa
caracteristica foi realizada considerando o nimero de dias desde a semeadura até o dia em que
a planta apresentava 95% das vagens maduras (R8).

Os foliolos para extracdo do DNA foram coletados individualmente de cada planta e

armazenado em freezer a -80°C.



51

Anélises de marcadores moleculares microssatélites
Extracdo de DNA gendmico

O protocolo de extracdo utilizado encontra-se descrito em Ferreira e Grattapaglia
(1995), sendo conhecido como metodo CTAB (Brometo de Cetiltrimetilambnio) com
modificaces.

Para o tampdo de extracdo, que foi preparado antes de iniciar a maceracao, pesou-se
2,0 g de CTAB (2%) e 8,12 g de NaCl. A estes adicionou-se 4 mL de uma solucdo 0,5 M
EDTA e 10 mL de uma solugéo Tris-HCI pH=8,0. Completou-se o volume para 100 mL com
agua ultra pura. Colocou-se a solucdo em agitador, para completa dissolucdo dos
componentes, aquecendo a mesma a cerca de 45°C. Na hora do uso, em capela de exaustéo,
acrescentaram-se 4 uL de B-Mercapto-etanol para cada mililitro de tampé&o de extragéo que foi
mantido aquecido até a sua utilizagdo junto ao tecido macerado.

As extracOes de DNA foram feitas diretamente em microtubos de 1,5 ml, no qual foi
colocado uma folha do trifélio com aproximadamente 2 cm. Adicionou-se nitrogénio liquido
em quantidade suficiente para encher o tubo. O tecido foi totalmente congelado até adquirir
textura “crocante”, sendo entdo iniciada a maceragdo com bastéo de vidro de ponta lapidada,
até que o tecido apresentasse em condicao de pé fino.

A seguir foram acrescentados 700 uL de tampéo de extracdo CTAB e as amostras
homogeneizadas em agitador. Os microtubos foram incubados em banho-maria a 65°C, por 30
minutos, sendo agitados em intervalos de 10 minutos. Apos essa etapa, os tubos foram entao
retirados do banho-maria e resfriados em capela de exaustdo. As fases foram separadas por
centrifugacdo em microcentrifuga (13700 xg) durante 5 minutos e o sobrenadante foi
colocado em um novo microtubo. Posteriormente foi realizada a primeira extracdo com
solvente orgénico, pela adicdo de 600 pL de cloroférmio-alcool isoamilico 24:1. Os tubos
foram agitados, invertendo-se no minimo 20 vezes, ou até se formar uma emulsdo
homogénea.

As fases foram separadas por centrifugacdo em microcentrifuga (13700 xg) durante 5
minutos. Logo apos, os tubos foram retirados cuidadosamente da microcentrifuga, evitando
perturbar a interface entre as duas fases formadas. A seguir, a fase aquosa (superior) foi
pipetada em cerca de trés aliquotas de 150uL ecolocadas em um novo tubo. Este
procedimento ajudou a evitar possiveis contaminacdes com a fase organica inferior. Ao novo

tubo, foi adicionado isopropanol gelado (-20°C) na proporgéo de 2/3 do volume da solugéo
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aquosa, perfazendo um volume de cerca de 300 uL. A mistura foi delicadamente agitada para
precipitacdo dos acidos nucléicos. Foi entdo formado um sedimentado (pélete) de DNA e os
tubos foram colocados a -20°C por 30 minutos. A seguir, os tubos foram novamente
centrifugados em microcentrifuga (13700 xg) durante 5 minutos.

Neste momento, com os sedimentados ja formados, descartou-se o sobrenadante e o
pélete foi lavado por duas vezes, com 1 mL de etanol 70%, deixando-0 imerso por 5 minutos
em cada lavagem. Nova lavagem foi realizada com 1 mL de etanol absoluto por 5 minutos,
sendo o sobrenadante descartado. Apos a secagem, o sedimento foi entdo ressuspendido em
100 pL de tampdo TE (10mM Tris pH 8,0 + ImM EDTA), contendo 10 pL/mL™ de RNAse.
Incubou-se a 37°C, em banho-maria, por 30 min, para a digestdo do RN, e purificacdo do
DNA.

Quantificacdo do DNA

A quantificagdo do DNA foi realizada em aparelno Nanodrop 1000
(Spectrophotometer Thermo Scientific), verificando-se a quantidade de DNA presente na
amostra, assim como a sua qualidade, obtida pela relacdo entre as leituras a 260/280 Nm.
Apo6s a quantificacdo, aliquotas das amostras foram diluidas em agua ultrapura na
concentracdo de 100 nguL™ e estocadas a -20°C para uso posterior nas anélises dos
marcadores moleculares microssatélites.

Reacdo de amplificacdo por microssateélites

As reagdes de amplificagdo foram realizadas com o volume total de 25uL, sendo
utilizados, 12 nguL™ de DNA gendémico de soja, 4,0 mM de MgCl,, 1 X tampdo PCR (10
mM Tris-HCI, pH 8 e 50 mM KCI), 0,2 mM de dNTP, 1 U de Taq DNA polimerase e 10 uM
de cada iniciador Forward e Reverse. O programa utilizado para a amplificacdo do DNA
consistiu de 7 min a 94°C, 32 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min para o anelamento do iniciador
cuja temperatura variou de acordo com a sequéncia (Tabela 1) , 2 min a 72°C, seguidos por 10
min a 72°C.

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese, em gel de agarose de alta
resolucdo (Agarose 1000), a concentracdo de 3% para melhor padrdo de diferenciacdo de
bandas, em tampdo TBE (89 mM Tris base, 2mM EDTA, 89 mM &cido bérico), e corado com
brometo de etideo. Foram aplicados 5ul. de DNA de cada amostra e 5uL de azul de
bromofenol em cada pogo do gel. O gel foi visualizado pela incidéncia de luz ultravioleta,

sendo a imagem capturada em um fotodocumentador modelo Gel Doc 2000 (Bio Rad).
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Anélise da associagéo

A analise de marcas simples baseia-se na comparacgéo entre as médias dos genotipos
marcadores e é feita separadamente para cada loco. Se as médias sdo diferentes pode-se inferir
gue pelo menos um QTL encontra-se proximo a este marcador. O modelo utilizado foi o de
regressdo linear conforme a equacao:

Y=ho+b;x +e

Sendo “by” a média do carater, “b;” 0 quanto o valor de um carater aumenta ou
diminui pela presenca da banda e “e” o erro aleatdrio. A presenca do QTL € testada
determinando-se se b; € significativamente diferente de zero. A estatistica F compara a
hipdtese Hy (b1 = 0) e H; (by # 0). O p-valor de F é uma medida do quéo valido € Hy. Dessa
forma, quanto menor o p-valor menor a evidéncia de que Hy é verdadeiro, portanto rejeita-se
Ho e aceita-se Hj.

Resultados e Discusséo

A distribuicdo de frequéncia da caracteristica nimero de dias para maturacdo (NDM)
para as 282 plantas avaliadas ndo apresentou desvios significativamente diferentes da
normalidade, confirmando que essa caracteristica fenotipica apresenta comportamento
quantitativo (Figura 1).

Dentre os 34 marcadores microsstélites testados apenas dez apresentaram
polimorfismo (Tabela 1). Dentre os marcadores polimérficos foi feito o estudo para oito
marcadores (Satt197, Satt313, Satt460, Satt038, Satt163, Satt686, Satt529 e Sattl56) por
causa da qualidade das marcas expressas. Tais marcas estdo localizadas nos grupos de ligacdo
B:, L, Cy, GeJye, de acordo com Liu e Abe (2010) estdo associados com o Gene E3 com
excecdo para 0 Satt 460 que se mostrou associado ao gene E; (Molnar et al., 2003).

A literatura apresesenta relatos de que o gene Es/es interfere nas épocas de
florescimento e de maturacéo (Buzzell, 1971) ao mesmo tempo que determina insensibilidade
ao fotoperiodo (Liu; Abe, 2010). A observacao dessas marcas na populacdo derivada de BRS
Sambaiba e Fundacep 39 indica a presenca desses alelos na populacdo. Considerando que a
Sambaiba é uma cultivar indicada para a regido cetro-norte do pais, aliado as marcas dos
microssatélites que determinam a insensibilidade ao fotoperiodismo, pode-se inferir que a

populacdo F2 avaliada possui os alelo Es/es,
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O baixo polimorfismo encontrado entre os locos avaliados pode estar relacionado a
estreita base genética (Priolli, 2002). De acordo com Hiromoto e Vello (1986) tem-se 11
ancestrais que representam 89% do pool genético formador dos genotipos de soja brasileiros.

O baixo nimero de marcadores polimdrficos tem sido um problema para a
construcdo de mapas em varias espécies com base genética estreita, mesmo quando se usa
genitores contrastantes. Outros trabalhos realizados com populagdes obtidas a partir de
linhagens derivadas de programas de melhoramento, tém observado polimorfismo igual ou
ainda menor (Priolli et al. 2002, Akkaya 1992, Morgante and Olivieri 1994, Maughan et al.
1995, Doldi et al. 1997, Narvel et al. 2000, Rongwen, 1995 e Diwan and Cregan, 1997.

Os testes de y° para 0s oito marcadores polimérficos ndo apresentaram significancia
(Tabela 2) o que indica que, para essa populacdo, apresentam a segregacao esperada (1:2:1).

As analises de variancia por marcas simples apresentaram significancia (P<0,05)
para todos os oito marcadores polimérficos (Tabela 3) indicando associacdo dos marcadores
com a caracteristica nimero de dias para maturacdo. Apesar disso, os valores baixos dos
coeficientes de determinacdo (R%) do modelo de regressdo ndo permitem explicar a variancia
do carater. Aliado a esse fato observa-se que as diferencas entre as médias dos trés gendtipos
foram muito proximas. Couto et al. (2010) ndo recomendam o uso de marcadores com esse
comportamento para uso na selecéo assistida.

Embora o marcador Satt460 tenha explicado uma proporcdo muito baixa da variacgéo,
foi o maior valor apresentado dentre os marcadores polimoérficos. Essas variagfes de acordo
com Pereira et al (2008) podem indicar uma interagdo do QTL x populacdo ou QTL X
ambiente. Esse tipo de interacdo é frequentemente relatada na literatura (Bernardo, 2002;
Melo et al. 2004; Rumin 2005; Bento, 2006).

O fato da caracteristica numero de dias para a maturidade ser muito influenciada pelo
meio e, ainda, a pequena variagdo explicada pelos marcadores evidencia que esses QTL
possuem pequenos efeitos ou ndo estao estreitamente ligados aos marcadores.

Os baixos valores de R? indicam a baixa eficiéncia da selecdo assistida por
marcadores no presente trabalho que pode ser explicada pelo baixo nimero de marcadores
ligados a QTL, em razdo do pequeno numero de marcadores polimorficos obtidos mesmo

sendo utilizados marcadores com elevado grau de polimorfismo em vérias espécies.
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Conclusoes
A populacdo apresenta os alelos Egsle; associados a insensibilidade ao
fotoperiodismo.
A andlise de varidncia por marcas simples indicou uma fraca associagdo presente
entre os marcadores avaliados e a caracteristica nimero de dias para maturacdo para a
populacéo utilizada.
Um maior numero de marcadores precisa ser avaliado para a identificacdo de QTL

mais efetivos para o carater numero de dias para maturacao.
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Figura 1: Frequéncia de distribuicdo da caracteristica nimero de dias para maturidade de 282

gendtipos de soja na geragdo F2 oriundas do cruzamento de Fundacep 39 x BRS Sambaiba.
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Tabelal-Sequéncias de nucleotideos dos 34 marcadores polimdrficos e monomorficos.

Marcadores GL! Sequencia 5’ -3’ An((elaog(;nto Polimorfismo

1 Satt277F  C2 GGT GGT GGC GGG TTACTATTACT 58 Mono
Satt277R CCACGCTTCAGT TGATTCTTACA

2 Satt 239F | GCG CCA AAA AAT GAATCACAAT 61 Mono
Satt239R GCG AAC ACAATC AACATCCTTGAAC

3 Sattl97F Bl CACTGCTTTTTCCCCTCTCT 56,6 Poli
Satt197R AAGATACCCCCAACATTATTTGTAA

4 Satt 519F B1 GGATTTCAAAGAATGAACACAGA 56,4 mono
Satt 519R CCGCAAGGTTACGAACTGCTCGAA

5 Sat_064F TAG CTT TAT AAT GAG TGT GAT AGAT 47,1 Mono
Sat_064R GTA TGC AAG GGA TTA ATT AAG

6 Satt363F C2 TAGAGGGATCCAATTAGAATCCAAGAAA 58,2 Mono
Satt363R TCTTCGATCTTCATATTCATTTTTGTAA

7 Satt286F C2 GCGGCGTTAATTTATGCCGGAAA 56,8 Mono
Satt286R GCGTTTGGTCTAGAATAGTTCTCA

8 Sattb57F C2 GCGGGATCCACCATGTAATATGTG 62 Mono
Satt557R GCGCACTAACCCTTTATTGAA

9 Satt307F C2 GCGCTGGCCTTTAGAAC 53,9 Mono
Satt307R GCGTTGTAGGAAATTTGAGTAGTAAG

10 Satt134F C2 TTTCTTGTGATTAAATTTATATGAAATATC 50,5 Mono
Satt134R TGC AGA TCT AAA AAT AAA AGT ATG

11 Satt100F C2 ACCTCATTTTGGCATAAA 47,3 Poli
Satt100R TTGGAAAACAAGTAATAATAACA

12 Satt319F C2 CAACTCAGTAGGGGTCAATAACAA 55,8 Mono
Satt319R TGAAATAGGGAAAATAAGGGAACA

13 Satt460F C2 GCGCGATGGGCTGTTGGTTTTTAT 66,3 poli
Satt460R GCGCATACGATTTGGCATTTTTCTATTG

14  Satt 038F G GGGAATCTTTTTTTCTTTCTATTAAGTT 56,1 poli
Satt 038R GGGCATTGAAATGGTTTTAGTCA

15 Satt163F G AATAGCACGAGAAAAGGAGAGA 53,4 poli
Satt163R GTGTATGTGAAGGGGAAAAACTA

16 Satt235F G GCGGGCTTTGCCAAGAAGTTT 60,2 Mono
Satt235R GCGGTGAGGCTGGCTATAAG

17  Sat_315F G GCGTCATGGCTTCCCTAAAACAAAAAATGTC 62,9 Mono
Sat_315R GCGTGATGGATACTTCATCCACAGAATTATA

18 Satt324F G GTTCCCAGGTCCCACCATCTATG 54,3 Mono
Satt324R GCGTTTCTTTTATACCTTCAAG

19 Satt367F | GCGGATATGCCACTTCTCTCGTGAC 61,9 Mono
Satt367R GCGGAATAGTTGCCAAACAATAATC

20 Sattb87F I GCGAATGGTTGCTCAAATAATC 58,8 Mono

Satt587R

GCGCAAACCGCACAAGTTTATGT

Continua ...
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21 Satt496F | GCGATCCCTTTATGTTGGTATTACATT 62 Mono
Satt496R GCGGCACACAAGTAGTTGTGAAACTAA

22 Satt354F | GCGAAAATGGACACCAAAAGTAGTTA 59,2 Mono
Satt354R GCGATGCACATCAATTAGAATATACAA

23 Satt249F J1 GCGGCAAATTGTTATTGTGAGAC 59 Mono
Satt249R GGCCAGTGTTGAGGGATTTAGA

24 Satt285F J1 GCGACATATTGCATTAAAAACATACTT 58,9 Mono
Satt285R GCGGACTAATTCTATTTTACACCAACAAC

25 Sct_046F J1 AAAAAGGAAACTTCGTCA 46,5 Mono
Sct_046R AAACTAAACAGTGTCCATAAGA

26 Satt686F J2 ACGGAAAATAAATGAAACTAAGA 52,3 poli
Satt686R GCGCTATCAGATAGAGAAGCAGAAGAAT

27 Satt529F J2 GCGCATTAAGGCATAAAAAAGGATA 54 poli
Satt529R GCACAATGACAATCACATACA

28 Satt215F J2 GCGCCTTCTTCTGCTAAATCA 58,3 Mono
Satt215R CCCATTCAATTGAGATCCAAAATTAC

29 Satt156F L CGCACCCCTCATCCTATGTA 55,3 poli
Satt156R CCAACTAATCCCAGGGACTTACTT

30 Satt166F L TTGCACAGTTGATTTTTGTTT 52 Mono
Satt166R GCATCGAATTTCTGGATTTAC

31 Sat_099F L GCGAAAATGGCAGAGATAA 51,9 31
Sat_099R AATGCTAAAAGAGGAATGAAATAA

32 Satt313F L GCG GTAAGTCATGGC TTTTTAATCTT 62 32
Satt313R GCG CGA GGT ATG GAA CCT AACTCA CA

33 Satt006F L CAATGTGATTAGTTTTGGAAA 47 33
SattO06R GGGTTAATGTTGTTTTTTATA

34 Sat_395 J CGC GCT AGT TGA ATG AAT GT 63,0 34
Sat_395 GCG CAT TGAGGAATT TTT TAT

'GL- Grupo de Ligacio
Mono- comportamento monomorfico
Poli- comportamento polimérfico
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Tabela 2- Teste 4 da segregacdo fenotipica da geracéo F, para 0s oito marcadores
micossatélites polimorficos.

Marcador

Proporcoes'”)

2

Segregacao X
AL AL ANAL AGAY
Satt 197 58 132 66 1:2:1  0.0000™
Satt 313 65 133 70 1:2:1  0.9042"™
Satt 460 47 88 56 1:2:1  0.3631™
Satt 038 47 79 52 1:2:1  0.2825™
Satt 163 59 91 79 1:2:1  0.0014"™
Satt 686 63 126 64 1:2:1 0.9941™
Satt 529 65 135 74 1:2:1  0.7227™
Satt 156 73 234 61 1:2:1  0.0000™

WAL Al proporgdo observada do homozigoto para o alelo A® para o iésimo marcador; Al A%
proporcdo observada de heterozigotos para o iésimo marcador; A% A? proporcdo observada do
homozigoto para o alelo A? para o iésimo marcador. ™ néo significativo a 5% de probabilidade.
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Tabela 3 — Resumo das analises de marcas simples para nimero de dias para maturacdo, para
cada um dos marcadores.

Marcador  GL oM F R® Médias™
AL AL AL AL AL AY

Satt 197 1 22.6188 1.3612* 0.0053 118 119 119
Satt 313 1 7.5657  0.4634* 0.0017 119 119 118
Satt460 1 42.8442 2.5553* 0.0133 118 119 120
Satt 038 1 3.4830 0.2055* 0.0012 118 119 118
Satt 163 1 49564 0.3142* 0.0014 119 118 118
Satt 686 1 15.5086 0.9683* 0.0038 119 118 119
Satt 529 1 23.1726 1.4403* 0.0053 118 119 119
Satt156 1 5.6387  0.3449* -306.8 119 118 119

WAL A'; médias de nimero de dias para maturacdo do homozigoto para o alelo A* para o iésimo
marcador; A'; A% médias de nimero de dias para maturacdo dos heterozigotos para 0 iésimo
marcador; A% A% médias de nimero de dias para maturacdo do homozigoto para o alelo A? para o
iésimo marcador.
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