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DIVERSIDADE FENOTIPICA E MOLECULAR DE CULTIVARES BRASILEIRAS
DE SOJA PORTADORAS DE GENE RR

RESUMO - O estudo da diversidade genética e o conhecimento das relacdes
entre cultivares melhoradas é fundamental para os programas de melhoramento de
soja. Sabe-se que existe um grande numero de cultivares comercializadas no Brasil
entretanto, pequena variabilidade genética esta disponivel entre elas, em razéo da
estreita base genética do germoplasma brasileiro. No Brasil mais de 80% do cultivo
total de soja provém de sementes geneticamente modificadas, entretanto nada se
sabe sobre as relacdes de parentesco existentes entre os gendtipos cultivados. O
objetivo deste trabalho foi analisar a diversidade genética entre 74 cultivares de soja
RR oriundas de diferentes programas de melhoramento genético. As analises foram
baseadas em técnicas de estatistica multivariada a partir de caracteres agronémicos
e marcadores moleculares microssatélites (SSR). Dez caracteres agrondémicos
quantitativos foram empregados nas analises da distancia Euclidiana, agrupamento
por Tocher, agrupamento pelo critério UPGMA e analise por componentes principais.
A diversidade genética, estimada utilizando-se marcadores moleculares, foi realizada
por meio de 86 iniciadores SSR polimérficos analisados pelo coeficiente de Jaccard
e pela metodologia de agrupamento UPGMA. Para os caracteres agronémicos, as
cultivares foram separadas em sete grupos distintos segundo os métodos de Tocher
e UPGMA. Neste estudo, a analise de componentes principais revelou que os
caracteres numero de dias para florescimento, producao de graos, valor agronémico
e numero de dias para maturidade foram os que mais contribuiram para a
diferenciacdo das cultivares. O dendrograma gerado com base nos dados
moleculares pelo critério de agrupamento UPGMA revelou a formacao de seis
grupos. Os marcadores SSR amplificaram 195 alelos entre as cultivares e
apresentaram valor médio de PIC de 0,42. Tanto as anadlises baseadas em
caracteres agrondmicos, quanto aquelas de marcadores moleculares SSR, foram
eficientes em estimar a divergéncia genética existente entre as cultivares de soja

portadoras do gene RR.

Palavras-chave: Glycine max, caracteres fenotipicos, SSR, variabilidade genética.
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PHENOTYPIC AND MOLECULAR DIVERSITY OF BRAZILIAN SOYBEAN
CULTIVARS THAT CARRY RR GENE

ABSTRACT - The study of genetic diversity and the knowledge of the
relationships among improved cultivars is essential for soybean breeding programs. It
is known that there is a large number of cultivars marketed in Brazil however, little
genetic variability is available among them, due to the narrow genetic base of
Brazilian germplasm. In Brazil more than 80% of the total soybean crop comes from
genetically modified seeds, however nothing is known about the evolutionary
relationships among these cultivated genotypes. The objective of this study was to
analyze the genetic diversity among 74 RR soybean cultivars from different genetic
breeding programs. Analyzes were based on multivariate statistical techniques from
agronomic traits and microsatellite molecular markers (SSR). Ten quantitative
agronomic traits were used in the analysis of the Euclidean distance, Tocher and
UPGMA clustering and principal component analysis. Genetic diversity, estimated
using molecular markers, was performed with 86 polymorphic SSR primers, analyzed
by Jaccard coefficient and by UPGMA clustering method. For agronomic data, the
cultivars were separated into seven distinct groups according to Tocher and UPGMA
methods. Principal components analysis revealed that among the studied agronomic
traits, number of days to flowering, grain yield, agronomic value and number of days
to maturity were the main contributors to differentiate cultivars. The dendrogram
based on the molecular data and the UPGMA criterion revealed six groups. SSR
markers amplified 195 alleles among cultivars and showed 0,42, average value of
PIC. Both analyzes based on agronomic traits, as SSR molecular markers were
efficient in estimating the genetic divergence among soybean cultivars that carry RR

gene.

Keywords: Glycine max, phenotypic traits, SSR, genetic variability.



1. INTRODUCAO

A soja é considerada uma das mais importantes “commodities” produzidas e
comercializadas no mundo. Seus graos apresentam alto teor protéico, tornando-a
alimento essencial para a dieta de seres humanos e animais. Além disso, apresenta
um consideravel teor de 6leo, que pode ser utilizado para a industria alimenticia e
para a fabricacao de biocombustiveis.

O Brasil até entao, destaca-se como o segundo maior produtor mundial dessa
leguminosa, com producédo de 66 milhdes de toneladas (CONAB, 2012). A maior
parte dessa producao correspondeu ao cultivo de soja geneticamente modificada.
Para o ano agricola 2012/13, a previsao é que a producao brasileira atinja cerca de
82,06 milhdes de toneladas do grao (CONAB, 2013).

Com o advento da soja RR, diversas empresas de melhoramento publicas e
privadas passaram a incorporar o gene RR nas suas linhagens elite (LEITAO et al.,
2010). Embora exista um grande numero de cultivares de soja no Brasil, ha pouca
variabilidade genética entre elas, em razao principalmente, de serem originarias de
poucas linhagens ancestrais, o que resulta em uma base genética estreita
(HIROMOTO; VELLO 1986; BONATO et al., 2006 e WYSMIERSKI, 2010). Tal fato
pode provocar consequéncias, como por exemplo, estabelecimento de patamares de
produtividade e suscetibilidade a pragas, patdégenos e estresses ambientais.

A soja transgénica Roundup Ready® (RR) foi desenvolvida por meio da
introducao do gene CP4-EPSPS, que expressa uma forma modificada da enzima
EPSPS (5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase), e permite a planta sobreviver a
aplicagdo do herbicida glifosato (PADGETTE et al., 1995). O gene foi extraido da
bactéria natural do solo Agrobacterium tumefaciens estirpe CP4. A obtencao da soja
RR ocorreu por meio de transformacao genética realizada pelo processo de
biobalistica, onde as células vegetais foram bombardeadas por particulas contendo
os segmentos de DNA.

A utilizacdo da tecnologia Roundup Ready® continua crescente entre os
produtores e vem sendo o carater de maior oferta pelas instituicbes de pesquisa, por
meio das novas cultivares. Considerando a importancia da soja RR para a producao
brasileira e a necessidade de se desenvolver novos genétipos mais produtivos e
adaptados a diferentes regides, o estudo da diversidade deste grupo de cultivares é
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extremamente importante para se conhecer a variabilidade existente entre elas e
dentro dos programas de melhoramento que as originou.

Estimativas de diversidade genética por meio de analises multivariadas
mostraram-se eficientes em fornecer informacoes sobre a variabilidade genética de
varias culturas (CHIORATO et al., 2007; AMORIM et al., 2009; GOUVEA et al.,
2010). Técnicas multivariadas, como componentes principais, variaveis canénicas e
de agrupamento, podem ser aplicadas no estudo da diversidade (CRUZ et al. 2011),
com a vantagem de conseguir unificar multiplas informacées de um conjunto de
variaveis, de interesse no melhoramento genético.

O estudo da diversidade por caracteres agronémicos, principalmente os de
natureza quantitativa, é de grande interesse, tendo em vista sua importancia
econOmica e a necessidade de se selecionar genitores superiores. Varios trabalhos
que avaliam a diversidade em soja foram realizados utilizando-se analises
multivariadas, baseadas em caracteres agronémicos (ALMEIDA et al., 2011; RIGON
et al.,, 2012; PELUZIO et al., 2012).

Mais recentemente, com a tecnologia dos marcadores moleculares, tornou-se
possivel acessar o gendtipo das espécies e detectar variabilidades genéticas, ao
nivel de DNA, que sao herdadas geneticamente.

Os marcadores microssatélites ou SSR (“Simple Sequence Repeats”)
constituem uma das classes mais polimérficas e por isso sdo altamente utilizados
em estudos de diversidade genética, analise de pedigree, filogenia e na distincéo e
protecdo de cultivares (CAIXETA et al., 2009). O alto nivel de variacdo detectado
aumenta a resolugdo do estudo de genealogia e diversidade genética e reduz o
namero de marcadores requeridos na distingdo dos genoétipos. Os marcadores SSR
tem sido utilizados para analise de diversidade genética em diversas espécies,
incluindo feijao (BENCHIMOL et al., 2007), milho (LABORDA et al., 2005) e soja
(VIEIRA et al., 2009; MULATO et al., 2010; SINGH et al., 2010).

A existéncia de variabilidade genética, bem como o seu conhecimento, sdo
fatores preponderantes para um eficiente programa de melhoramento genético de
plantas. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi analisar a diversidade fenotipica
e molecular entre 74 cultivares de soja RR, oriundas de diferentes programas de
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melhoramento, utilizando-se caracteres agrondmicos e marcadores moleculares

microssatélites.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura da soja

A soja cultivada (Glycine max (L.) Merrill) pertence a classe Dicotyledoneae,
ordem Fabales, familia Leguminosae, subfamilia Papilionoideae, género Glycine
tendo como principal centro de origem a China. A espécie é autbgama, herbacea,
anual, ereta, de crescimento morfolégico diversificado, variando de 0,3 a 2,0 metros
de altura, podendo ser muito ou pouco ramificada, com ciclo de 75 a 200 dias,
dependendo da variedade e das condicoes ambientais (SEDIYAMA; TEIXEIRA;
BARROS, 2009). Apresenta numero de cromossomos 2n = 40, representando um
tetraploide diploizado, ou seja, um polipléide que se comporta citologicamente como
um dipléide (HYMOWTZ et al., 1997).

Evidéncias historicas relatam que a domesticacdo da soja comegou por volta
do século Xl a.C. no nordeste da China, ao longo do vale do rio Amarelo, sendo este
considerado o centro primario de diversidade da espécie (CHUNG; SINGH, 2008;
HYMOWITZ, 2004). Entre 200 a.C. e o século lll, expandiu-se para o sul da China,
Coréia e Japao e até o século XVIl a comercializagdo da soja permaneceu restrita
aos paises orientais. A partir da expansao maritima e comercial, a soja chegou no
ocidente, inicialmente na Europa (Franca) em 1740 e depois nos Estados Unidos
(EUA), em 1765 (HYMOWITZ, 2004). Entretanto, somente a partir de 1880, o
ocidente comecou a se interessar pelo cultivo da soja, quando os Estados Unidos
iniciaram sua exploracdo comercial, primeiro como forrageira e, posteriormente
como grao (CHUNG; SINGH, 2008; MIYASAKA; MEDINA, 1981).

O primeiro relato de soja no Brasil em foi em 1882, no estado da Bahia. No
entanto, somente a partir de 1935 a soja comecou a ser cultivada com finalidade
comercial. O cultivo de soja para producdo comercial de graos teve inicio no Rio
Grande do Sul, onde as cultivares apresentaram melhor adaptacdo devido a
semelhanca de latitude com a regidao sul dos EUA, de onde era proveniente a maior
parte do germoplasma disponivel no pais (MIYASAKA; MEDINA, 1981). O Rio
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Grande do Sul adquiriu grande importancia na produgcao de soja nacional e levou o
Brasil a se destacar como produtor no mercado internacional. A partir de 1970 a
fronteira agricola da soja se estendeu para os estados de Santa Catarina, Parana,
Séo Paulo, Minas Gerais, Goids, Mato Grosso, Bahia, Maranhao e demais Estados
ao Norte e Nordeste (ROESSING; GUEDES, 1993). Um dos avancos
imprescindiveis para viabilizar esta expansédo foi o desenvolvimento de cultivares
adaptadas a estas regides, por meio da introducdo de genes que atrasam o
florescimento sob fotoperiodo indutor, ou seja, cultivares com periodo juvenil longo
(DALL'AGNOL, 2002).

Nas décadas seguintes a soja se consolidou como a principal cultura do
agronegocio brasileiro e alcancou posicao de destaque entre os principais paises
produtores de soja no mundo. A evolugéao da producao de soja no Brasil foi possivel
a partir dos incentivos fiscais oferecidos aos produtores, da modernizacédo
tecnoldgica nacional e do desenvolvimento de novas tecnologias de cultivo da soja
associado ao melhoramento genético (ZANCOPE; NASSER, 2005).

2.2 Importancia econémica

A soja € considerada uma das mais importantes “commodities” produzidas e
comercializadas no mundo. Destaque para a composicao quimica de seus graos que
apresentam 40% de proteinas e 20% de 6leos, constituindo-se como fonte alimentar
protéica de grande importadncia mundial, proporcionando multiplas utilizagdes
comerciais e a formacao de um complexo industrial destinado ao seu processamento
(SEDIYAMA; TEIXEIRA; BARROS, 2009). A planta de soja e seus derivados,
provenientes de seus graos, apresentam utilizacbes como adubacdo verde,
alimentacdo humana, nutricdo animal, produgdo de materiais plasticos,
desinfetantes, lubrificantes e biodiesel.

A producao mundial de soja no ano agricola de 2011/2012 foi de 238 milhdes
de toneladas. A maior producao mundial ficou com os Estados Unidos, que, com
uma area cultivada de 29,8 milhdes de hectares e 84,1 milhdes de toneladas
produzidas, foram responsaveis por 35% de toda producdo mundial. O Brasil foi o
segundo maior produtor neste periodo, com uma é&rea cultivada de mais de 25
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milhdes de hectares e cerca de 66 milhdes de toneladas produzidas, seguido pela
Argentina e China (USDA, 2013).

A soja é produzida na maioria do territério brasileiro principalmente nas
regides Sul, Sudeste e Centro-oeste. A regido centro-oeste € a maior produtora (34,9
milhdes de toneladas) e o Estado do Mato Grosso, o principal produtor, com uma
area cultivada de 6,9 milhées de hectares, com producdo de 21,8 milhdes de
toneladas e participacéo de 33% na producao nacional (CONAB, 2012).

No Brasil o complexo industrial da soja movimenta cerca de 30 bilhdes de
dolares e participa com cerca de 20% do Produto Interno Bruto (PIB) do agronegdcio
nacional e 1,8% do PIB brasileiro (IBGE, 2012). O pais € o segundo maior
exportador de soja, sendo que comercializa essencialmente soja em gréaos ou
processada, na forma de farelo ou 6leo.

O grande sucesso da producédo de soja brasileira deve-se principalmente as
pesquisas na area de melhoramento genético e ao desenvolvimento de inimeras
cultivares com caracteristicas de alto rendimento, adaptabilidade de producdo em
diferentes ambientes e resisténcia a pragas e doencas. Além disso, a aplicacdo da
engenharia genética constituiu o grande diferencial para a evolugcédo da producao de
soja nos ultimos anos. Com a utilizacdo de cultivares comerciais geneticamente
modificadas foi possivel aumentar a eficiéncia produtiva, reduzir custos e tornar a
atividade mais competitiva € economicamente mais viavel, o que provocou um
aumento na producdo e comercializacdo desses grdaos no Brasil € no mundo
(LEITAO et al., 2010).

2.3 Soja Roundup Ready®

2.3.1 Insercao e utilizacao do gene CP4-EPSPS

A primeira cultivar de soja transgénica foi registrada pela multinacional
Monsanto, nos Estados Unidos, durante a década de 80 e foi também primeiramente
comercializada neste pais em 1996 (ANTONIOU et al., 2010). A linhagem GTS 40-
30-2, mais conhecida como Roundup Ready®, ou soja RR, foi desenvolvida pela
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empresa para ser tolerante ao herbicida Roundup®, visando permitir seu uso no
controle de plantas daninhas na producgéo de soja.

A soja RR foi desenvolvida por meio da introdug¢ao do gene CP4-EPSPS, que
expressa uma forma modificada da enzima EPSPS (5-enolpiruvilchiguimato-3-fosfato
sintase) e permite que a planta sobreviva a aplicacdo do herbicida Roundup®
(PADGETTE et al, 1995). O gene foi extraido da bactéria natural do solo
Agrobacterium tumefaciens estirpe CP4. A obtencéo da soja RR ocorreu por meio de
transformacdo genética realizada pelo processo de biobalistica, onde as células
vegetais foram bombardeadas por particulas contendo os segmentos de DNA
(PIONEER, 2006).

Para regular a integracdo e a expressdo do gene bacteriano no genoma da
soja foram introduzidos também o gene codificador do peptideo de direcionamento
ao cloroplasto da EPSPS de petania (CTP), o promotor CaM35S do virus do
mosaico da couve-flor e uma porcéao da regiao 3’ terminal ndo codificadora do gene
da nopalina sintase (NOS 3’) da Agrobacterium tumefaciens (PADGETTE et al.,
1995).

O glifosato (N-(fosfometil) glicina, C3H8NOS5P), principio ativo do Roundup®,
€ um herbicida sistémico nao-seletivo utilizado mundialmente para controlar todos os
tipos de plantas invasoras. Esse herbicida age na planta daninha como um inibidor
competitivo da enzima EPSPS (5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase), que faz
parte da via de biossintese dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e
triptofano, essenciais para a sobrevivéncia e crescimento da maior parte das plantas
(CAVALIERI et al., 2012). Quando essa enzima € bloqueada, a via metabdlica é
interrompida e resulta na supressao do crescimento e consequiente morte da planta.

A enzima CP4-EPSPS é naturalmente insensivel a inibicdo pelo glifosato,
sendo assim, o herbicida ndo consegue bloquea-la e as plantas que a expressam
desenvolvem-se normalmente (LUTHY, 1999). A soja Roundup Ready® apresenta
expressao dupla da enzima EPSPS, uma original da soja, que é desativada com a
aplicacdo do herbicida e a outra CP4-EPSPS, da Agrobacterium tumefaciens, que
nao se deixa afetar. Sendo assim, a linhagem 40-3-2, também referida como evento
GTS 40-3-2, é altamente tolerante ao glifosato, ndo apresentando injurias apés a
aplicacao do produto (PADGETTE et al., 1995).
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A linhagem transgénica obtida (GTS 40-3-2), tolerante ao glifosato, foi
cruzada com linhagens convencionais de soja de alto desempenho agrondémico. A
partir da segregacao esperada 3:1 (tolerante:sensivel) na geracao F», caracterizou-
se a heranca como qualitativa monogénica com dominancia completa (PADGETTE
et al., 1995). Desde entdo, a caracteristica da soja Roundup Ready®, tem sido
transferida para diversas cultivares comerciais de soja por meio de melhoramento

genético classico, com destaque para o método de retrocruzamento.

2.3.2 Soja Roundup Ready® vs Soja Convencional

O cultivo da soja, por ser comum em extensas areas, é tradicionalmente
dependente do uso de herbicidas para o controle de plantas daninhas (BARROS et
al., 2009). O controle quimico & o preferido pelos agricultores, devido as
caracteristicas de economia de mao-de-obra, eficiéncia e rapidez na aplicagdo dos
produtos. As invasoras prejudicam a cultura, pois competem por luz, agua e
nutrientes, dificultando a operacdo de colheita e comprometendo a qualidade dos
graos (MIRANDA, 2005; CORREIA; REZENDE, 2008).

A necessidade do controle das plantas daninhas, na fase inicial de cultivo, faz
da cultura da soja um dos maiores segmentos da industria de herbicidas. O controle
de plantas daninhas representa cerca de 15 a 40% do total de insumos utilizados na
soja, sendo considerado um importante custo de producao desta cultura (GAZZIERO
et al.,, 1994). Segundo Gazziero e Prete (2004), no cultivo de soja convencional
podem ser utilizados cerca de 40 herbicidas e diferentes misturas formuladas.

O cultivo da soja Roundup Ready®, conhecido como economicamente
vantajoso, consiste em possibilitar a substituicdo de varios herbicidas por apenas
um, que contenha como ingrediente ativo o glifosato (MELGAREJO, 2006).

O ¢lifosato é um herbicida sistémico, poés-emergente, classificado como néo-
seletivo e de acao sistémica. Apresenta largo espectro de agéo, o que possibilita um
excelente controle de plantas daninhas anuais ou perenes.

A soja com resisténcia ao glifosato trouxe novas oportunidades para o controle
de plantas daninhas na cultura. A eficiéncia de controle do glifosato, a facilidade de
uso e a flexibilidade de aplicacdo nos cultivos transgénicos, oferecem vantagem em
relacdo as praticas tradicionais (GAZZIERO; ADEGAS; VOLL, 2007).



No cultivo da soja RR o glifosato pode ser utilizado em aplicagdes unicas ou
sequenciais, em doses e épocas diferentes, ndo apresentando sintomas fitotdxicos
ou reducdo de produtividade e qualidade (TREZZI; KRUSE; VIDAL, 2001). Ja nos
cultivos convencionais, o controle com o glifosato sé pode ser feito em pré-plantio ou
pré-emergéncia da cultura, sendo necessdria a utilizacdo de outros produtos
seletivos para folhas estreitas, no controle em pds-emergéncia. Caso o herbicida
fosse aplicado numa cultura convencional em pds-emergéncia, o cultivo seria
totalmente perdido.

Além dissso, o fato do herbicida ser altamente eficaz para controlar a maioria
das plantas invasoras em diferentes estagios de desenvolvimento da cultura,
possibilita reducdes no niumero de aplicacées de insumos quimicos e flexibilidade de
manejo. Isso pode auxiliar no planejamento de uso de maquinas e implementos na
propriedade, representando redugdes significativas nos custos por hectare, além de
diminuir os impactos ao meio ambiente (BERTAGNOLLI; TILLMANN; VILLELA,
2006).

Menegatti e Barros (2007) analisando os custos com herbicidas nos cultivos
convencional e transgénico, observaram que o custo com herbicidas na soja
transgénica foi inferior em 52,6%. Por sua vez, o gasto com mao-de-obra foi inferior
para a soja transgénica: R$23,25 / ha contra R$29,55 / ha. Entretanto, devido a taxa
tecnoldgica agregada a semente transgénica, seu custo torna-se maior.

A reducao no numero de herbicidas utilizados no controle de plantas daninhas
beneficia 0 meio ambiente, na medida em que reduz o nimero de aplicagdes de
produto (CARPENTER, 2001). Além disso, o método de cultivo transgénico
apresenta alto grau de compatibilidade com o sistema de plantio direto e de cultivo
minimo (CARPENTER, 2001), resultando em menor erosdao do solo, melhor
qualidade da agua e melhor estrutura de solo com teor mais alto de matéria
organica.

Entre outras vantagens da soja transgénica, varios autores mencionam a
simplicidade do controle de plantas daninhas, facilidade de adocdo da semeadura
direta, melhor aproveitamento da area de cultivo, com aumento da produtividade em
razdo do melhor controle de plantas daninhas, produ¢do mais homogénea e estavel
(BONNY, 2003; MONQUERO, 2005; GAZZIERO et al., 2008).



Dados de experimentos de campo, conduzidos anteriormente a
comercializacao de soja transgénica nos Estados Unidos, indicam que a soja
Roundup Ready® nao difere significativamente da soja convencional em morfologia,
producdo de sementes e caracteristicas agrondmicas, tais como tempo de
florescimento, conjunto de vagens ou vigor (RE et al., 1993). Além disso, a soja RR
foi monitorada quanto a sua suscetibilidade a doencas e insetos e nao houve
nenhuma diferenga significativa observada na severidade da doenca ou em
infestagdes por insetos entre as plantas transgénicas e convencionais (RE et al.,
1993). Sendo assim, a principal diferenca, e que confere as vantagens ao cultivo RR,
estd apenas no herbicida pds-emergente utilizado nos tratos culturais e na

quantidade de aplicacdes efetuadas.

2.3.3 Producao e comercializacao de soja Roundup Ready® no Brasil

No Brasil, o cultivo da soja transgénica tem se amplificado frente a
convencional principalmente apds a aprovacdao, em marco de 2005, da Lei de
Biosseguranca (11.105 de 24/03/2005), que permitiu a produgdo e comercializacao
de cultivares geneticamente modificadas no pais (CIB, 2013). Cabe ressaltar que as
leis de patentes e de protecdo de cultivares foram também determinantes para o
sucesso do desenvolvimento e uso de cultivares de soja transgénicas, pois
determinaram regras especificas para tratar de questbes relacionadas ao
melhoramento e a engenharia genética.

Segundo o levantamento da consultoria Céleres (2012), a area plantada com
sementes transgénicas no Brasil ocupou na safra 2011/212, uma area de 21,4
milndes de hectares dos 25 milhdes de hectares totais cultivados com esta
oleaginosa. Isso representa mais de 85% da area cultivada com soja transgénica. De
acordo com o levantamento, o plantio de soja transgénica devera atingir 24,36
milhdes de hectares na safra 2012/2013, ou quase 90% da area total semeada com
soja.

A utilizacdo da tecnologia Roundup Ready® continua crescendo entre os
produtores e vem também sendo o carater de maior oferta pelas instituicdes de
pesquisa, por meio de novas cultivares. Atualmente, sdo 466 cultivares
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geneticamente modificadas registradas com o evento GTS 40-3-2 junto ao Registro
Nacional de Cultivares (RNC) até fevereiro de 2013 (MAPA, 2013).

As empresas de melhoramento genético, publicas e privadas, incorporaram a
caracteristica RR em suas linhagens elite de soja (LEITAO et al., 2010). A maior
parte dessas linhagens sao cultivares melhoradas, portadoras de genes capazes de
expressar alta produtividade, ampla adaptacéao e boa tolerancia a fatores biéticos ou
abioticos. Apesar do grande numero de cultivares existente, estudos sobre a
variabilidade genética tém destacado que o germoplasma brasileiro possui uma base
genética estreita (HHOROMOTO; VELLO, 1986; PRIOLLI et al., 2002; PRIOLLI et al.,
2004; WYSMIERSKI, 2010).

2.4 Estudo da base genética

O melhoramento genético foi a principal ferramenta que contribuiu para
aprimorar as caracteristicas importantes das cultivares de soja brasileiras, tais como
alta produtividade de graos e adaptacao a diferentes condicoes edafoclimaticas. No
entanto, o uso de poucos genitores no inicio dos programas de melhoramento
ocasionaram uma perda consideravel da variabilidade genética originalmente
disponivel, levando ao estreitamento da base genética.

Hiromoto e Vello (1986) estudaram a base genética de 74 cultivares de soja
recomendadas para o Brasil no ano agricola de 1983/1984 e observaram que as
cultivares eram derivadas de 26 ancestrais, sendo que deste total, apenas 11 eram
responsaveis por 89% daquele conjunto génico, indicando que a soja brasileira
possuia uma base muito estreita. Em estudos com 90 cultivares elites adaptadas a
diferentes ambientes brasileiros, Miranda et al. (2007) reportaram que o tamanho
efetivo da base genética é reduzido sustentando assim, a existéncia de alto grau de
similaridade entre as cultivares brasileiras.

Wysmierski (2010) ao avaliar as genealogias de 444 cultivares brasileiras,
encontraram 60 ancestrais sendo que destes apenas 14 contribuiram com mais de
90% da base genética das cultivares. O estudo avaliou a evolugao da base genética
por periodos de lancamento e revelou também que houve aumento do numero de
ancestrais ao longo dos anos. Entretanto, quatro principais ancestrais foram os

mesmos em todos os periodos de lancamento e sua contribuicdo ficou mais
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concentrada, passando de 46,60% antes de 1971 para 57,59% no periodo de 2001 a
2009, indicando que a base genética atual da soja brasileira continua bastante
estreita.

Priolli et al. (2002, 2004) e Bonato et al. (2006) analisaram cultivares
brasileiras de soja utilizando marcadores moleculares e verificaram também que as
cultivares sédo oriundas de um limitado nimero de ancestrais.

A base genética estreita é a principal limitacdo para os programas de
melhoramento, ocasionando reduzida variabilidade e fornecendo riscos de
vulnerabilidade genética (MARTIN, 2000; FU, 2006). Essa vulnerabilidade ocorre
quando uma cultivar amplamente cultivada se torna uniforme, suscetivel a uma
doenca, praga ou condicao climatica, resultante de sua constituicao genética restrita,
criando potencial para extensa perda do cultivo (CRUZ; FERREIRA; PESSONI,
2011).

2.5 Diversidade genética

Estudos sobre a diversidade genética tém sido de grande importancia para
fins de melhoramento genético e para avaliar o impacto da atividade humana na
biodiversidade. Sao igualmente importantes no entendimento dos mecanismos
evolutivos que atuam na diversificacao das espécies, bem como no entendimento de
como as populagbes naturais se estruturam no tempo e no espago e as suas
chances de sobrevivéncia ou extincdo (CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011). O
estudo da diversidade genética é valioso para a utilizagdo, conservacao e
gerenciamento dos recursos genéticos de uma espécie.

A existéncia de variabilidade genética é uma forma de manter a capacidade
natural das espécies de responder a mudancas climaticas e a todos os tipos de
estresses bidticos e abidticos e assegurar a base para ganhos genéticos (CRUZ;
FERREIRA; PESSONI, 2011). Atualmente existe grande preocupacao em avaliar a
diversidade genética das espécies, em razdo da perda acentuada dessa
variabilidade, de forma que grandes extensdes de area estdo sendo ocupadas por
cultivares altamente semelhantes.

No melhoramento genético de plantas, o uso da divergéncia genética é

fundamental, pois permite ampliar a base genética de uma cultura (CUI et al., 2001).
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Além disso, é utilizada para identificar combinacdes hibridas superiores aos
progenitores, identificar conjuntos génicos mais amplos e a disponibilidade de
cruzamentos.

Existem duas maneiras basicas de inferir sobre a diversidade genética, sendo
a primeira de natureza quantitativa e a outra de natureza preditiva. Dentre esses dois
métodos de avaliacdo da diversidade, os métodos preditivos recebem maior
atencdo, pois dispensam a obtencdo prévia das combinagdes hibridas (CRUZ;
REGAZZI, 2001). Esses métodos sao alternativos viaveis e tém por base as
diferencas morfoldgicas, fisioldégicas, agronémicas e moleculares, quantificadas em
alguma medida de dissimilaridade que é avaliada por meio de técnicas de analises
multivariadas que permite expressar o grau de diversidade genética entre os
gendtipos (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2004).

Métodos preditivos tém sido utilizados em estudos de diversidade genética em
soja com o intuito de selecionar gendétipos divergentes para a formacao de hibridos
superiores (ALMEIDA; PELUZIO; AFFERRI, 2011; RIGON et al., 2012), fornecer
informacdes sobre acessos para aumento da base genética dos programas de
melhoramento de soja (MULATO; 2010, LIU et al., 2011) e detectar diversidade
genética existente em grupos de gendtipos especificos (PRIOLLI et al., 2010;
DORNELES et al., 2011; SALIMI et al., 2012).

2.6 Técnicas de analises multivariadas na avaliacao da diversidade genética

2.6.1 Analise de agrupamento

No estudo de diversidade genética as técnicas de andlises multivariadas
mostram-se eficientes em fornecer informacdes sobre a variabilidade genética de
varias culturas, como feijdo (BERTINI et al., 2010), arroz (BENITEZ et al., 2011),
milho (DOTTO et al., 2010), seringueira (GOUVEA et al., 2010) e soja (SALIMI et al.,
2012). Essas técnicas constituem-se em ferramentas de grande utilidade, por
conseguir unificar multiplas informagdes de um conjunto de caracteres de interesse
no melhoramento genético (CRUZ; REGAZZI, 2001; FONSECA et al., 2006). Dentre
as técnicas multivariadas, as mais empregadas na predi¢cao da divergéncia genética

sdo os métodos de agrupamento e as analises por componentes principais e
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variaveis canénicas. A escolha do método mais adequado tem sido determinada de
acordo com os objetivos do pesquisador, pela facilidade de anélise e pelas
informacgdes disponiveis, sejam elas caracteristicas morfolégicas, agronémicas ou
moleculares (DINIZ FILHO, 2000).

A andlise de agrupamento é uma técnica que tem por objetivo identificar grupos
de individuos com caracteristicas similares em relagdo as variaveis observadas. A
técnica é realizada ap6s a estimacao de uma matriz de distancia ou dissimilaridade,
e com base nessa matriz identificam-se os grupos pela similaridade dos individuos,
de forma a obter homogeneidade dentro e heterogeneidade entre os grupos
formados (CRUZ, 2008).

Entre os métodos de agrupamento mais empregados pelos melhoristas de
plantas destacam-se os hierarquicos e os de otimizacdo. Nos métodos hierarquicos
os individuos sdo agrupados por um processo que se repete em varios niveis, até
que seja estabelecido um dendrograma, ndo havendo preocupacdo com o numero
6timo de grupos. Entre os mais utilizados estdo o método de ligagao simples (single
linkage), ligacdo completa (“complete linkage”) e ligagdo média entre grupos
(“Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean — UPGMA”). Nos métodos de
otimizacao, por sua vez, a alocacao dos individuos tem como objetivo formar grupos
mutuamente exclusivos e dentre estes se destaca o método de otimizacao proposto
por Tocher (CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011).

Basicamente, a utilizacdo dos métodos de agrupamento requer medidas de
distancia ou dissimilaridade (CRUZ et al., 2006). A escolha de uma ou de outra é
feita subjetivamente levando em consideracdo fatores como a natureza das
variaveis. Para variaveis quantitativas sao frequentemente utilizadas as medidas
obtidas pela distdncia generalizada de Mahalanobis e pela distancia Euclidiana,
distancia Euclidiana média e quadrado da distancia Euclidiana. Para o calculo das
medidas de similaridade, geralmente recomendadas para caracteres binarios ou
para analises com marcadores moleculares, podem ser utilizados os coeficientes de
coincidéncia simples, Jaccard, Rogers e Tanimoto, entre outros (CRUZ; FERREIRA;
PESSONI, 2011).

Analises de agrupamento tem sido utilizadas com freqiiéncia para estimar a

diversidade genética em soja a partir de caracteristicas agronémicas quantitativas
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(PELUZIO et al., 2009; LIU et al., 2011; RIGON et al., 2012) e moleculares (MALIK et
al., 2009; PRIOLLI et al., 2010; TANTASAWAT et al., 2011).

2.6.2 Analise por componentes principais

A analise por componentes principais consiste em transformar um conjunto de
variaveis originais em outro conjunto de varidveis de dimensao equivalente
denominadas de componentes principais. Estes, apresentam propriedades
importantes: cada componente é uma combinacdo linear de todas as variaveis
originais, sdo independentes entre si e estimados com propésito de reter, em ordem
de estimacdo, o maximo de informacédo, em termos de variagdo total contida nos
dados iniciais (CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011). A importancia de cada
componente principal é dada pela porcentagem de variancia total que ele absorve
(DIAS, 1994).

A técnica de componentes principais € representada por uma dispersao grafica,
gue possibilita visualizar as proximidades entre os individuos e os vinculos entre as
variaveis. Pela dispersdao grafica dos componentes principais o padrdo de
similaridade dos individuos pode ser conferido, recuperando-se a informacdo ao
nivel de individuo que é perdida por se considerar apenas a informacéo de grupos
nas analises de agrupamento (DIAS; KAGEYAMA; CASTRO, 1997). Nos casos em
que o0s primeiros componentes comportam uma percentagem relativamente alta da
variacao total, acima de 80%, a variabilidade entre os individuos avaliados pode ser
explicada satisfatoriamente (CRUZ, 2006).

O emprego da técnica dos componentes principais para estudos sobre
divergéncia genética em plantas tem sido realizado com o propésito de avaliar a
dissimilaridade entre genotipos, identificar parentais divergentes para hibridacao e
estimar a variabilidade total disponivel em grupos geneticamente relacionados. Além
disso, a analise permite inferir sobre quais os caracteres responsaveis pela maior
parte da divergéncia encontrada, possibilitando o descarte de caracteres que pouco
contribuem para a divergéncia genética dos gendtipos em estudo, reduzindo
significativamente o tempo e o custo de avaliagdo destas caracteristicas (CRUZ,
2008).
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A analise por variaveis candnicas assemelha-se a de componentes principais,
pois permite a simplificacdo de um conjunto de dados, resumindo as informacdes em
poucas variaveis. Entretanto, essa técnica baseia-se nas informacdes entre e dentro
de gendtipos havendo necessidade de dados, em nivel de acessos, com repeticdes.
Ja a técnica de componentes principais baseia-se apenas nas informagdes
individuais de cada acesso, sem a necessidade de dados com repeticdes (CRUZ;
2006).

2.7 Diversidade com base em caracteres fenotipicos

O estudo da diversidade genética por meio de caracteres agronédmicos ou
fenotipicos, principalmente os de natureza quantitativa, é de interesse no
melhoramento aplicado, tendo em vista sua importancia econémica e a necessidade
de se obter éxito na escolha adequada de combinacdes hibridas superiores.

Dias (1994) explica que a selecdo de genitores baseada em varios caracteres
importantes pode ser mais vantajosa que aquela baseada em caracteres individuais,
principalmente quando efetuada em um grupo de caracteres quantitativos
complexos, como produgdo de graos. No manuseio simultaneo de varios caracteres
fenotipicos, as técnicas multivariadas a exemplo das anélises de agrupamento e
analise de componentes principais, sdo op¢des vantajosas na otimizacdo do uso ou
da avaliacdo de germoplasma e na predicdo de combinacdes heteroticas, onde
centenas de cruzamentos indesejaveis podem ser evitados.

Diversos trabalhos que visam estimar a divergéncia genética em soja vém
sendo realizados utilizando-se analises multivariadas baseadas em dados
fenotipicos. Peluzio et al. (2009), utilizando os caracteres altura das plantas, altura
da insercao da primeira vagem, numero de dias para florescimento, nimero de dias
para maturidade, numero de vagens por planta, nimero de sementes por vagem,
peso de 100 sementes e produtividade de graos encontraram dissimilaridade entre
14 cultivares de soja, sob diferentes condi¢cdes edafoclimaticas. Liu et al. (2011),
observaram que 9 caracteres agronémicos foram suficientes para diferenciar 91
linhagens de soja, alocando-as em dois grupos distintos, os quais correspondiam as
suas origens geograficas. Santos et al. (2011) estimaram a diversidade genética

entre 48 genoétipos de soja, utilizando 17 caracteres fenotipicos, € conseguiram
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identificar hibridagées promissoras visando maior producdo de graos. Almeida,
Peluzio e Aférri (2011) utilizaram 8 caracteres agronémicos para promover 0
agrupamento de cultivares, em funcdo da dissimilaridade genética, e facilitar a
escolha de genitores mais divergentes. Rigon et al. (2012) avaliaram 18 cultivares de
soja por meio de caracteres quantitativos e observaram que as variaveis de maior
contribuicdo para a divergéncia genética foram a altura de inser¢cdo da primeira
vagem e o numero de dias para a maturacao fisiolégica.

Embora os caracteres fenotipicos sejam tradicionalmente utilizados para
estimar a diversidade genética, eles sdo de importancia limitada, uma vez que séo
geralmente influenciados pelo ambiente e estadio de desenvolvimento da planta, e
porque, em algumas espécies, adequado nivel de polimorfismo fenotipico ndo esta
disponivel (TATIENI et al., 1996). Desta forma, os marcadores moleculares sao
ferramentas Uteis para detectar polimorfismos na sequéncia de DNA das plantas e
sdo pouco influenciados pelo ambiente, sendo adequados para estimacado da
divergéncia genética por técnicas multivariadas (FRANCO et al., 2001).

A utilizacao de caracteres fenotipicos e de marcadores moleculares pode
fornecer uma visdo mais completa acerca da diversidade genética dos materiais.
Singh et al. (1991) relataram que a melhor forma de se identificar divergéncia entre
genotipos € o uso combinado de marcadores moleculares e caracteres

agromorfolégicos, promovendo um complemento nos resultados.

2.8 Diversidade com base em marcadores moleculares

Atualmente os marcadores moleculares tém sido uma das principais
ferramentas utilizadas na andlise de diversidade genética. Com esta tecnologia
tornou-se possivel acessar o gendtipo das espécies e detectar polimorfismos ao
nivel de DNA, suficientes para discriminar a variagdo genética entre individuos e
dentro de populacdes (CAIXETA et al., 2009).

Os marcadores de DNA sao estaveis, em relacdo a influéncia ambiental,
podem ser utilizados em qualquer estadio de desenvolvimento da planta e sdo em
geral muito polimérficos, quando comparados aos caracteres fenotipicos. Nesse
sentido, eles sdo capazes de fornecer excelentes resultados na caracterizacédo da

diversidade genética de germoplasmas em programas de melhoramento, na
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predicao da heterose, na busca por grupos heteréticos promissores para constituicao
de hibridos, na avaliacao de fluxo génico e na identificacdo de duplicatas nos bancos
de germoplasma (CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011).

Existe atualmente diversos métodos de deteccdo de polimorfismo genético
diretamente ao nivel do DNA. Varios deles ja foram utilizados para detectar
polimorfismo em soja, tais como RFLP (“Restriction Fragment Lenght
Polymorphism”) (KEIM et al., 1992), AFLP (“Amplified Fragment Length
Polymorphism”) (BONATO et al., 2006) e RAPD (“Random Amplified Polymorphic
DNA”), (LI et al., 2008), mas quando comparados com o SSR (“Simple Sequence
Repeat”), este ultimo claramente detecta um nivel mais elevado de polimorfismo em
populacbes divergentes, podendo até distinguir cultivares com genealogia
semelhante (DOLDI et al., 1997; PRIOLLI et al., 2002; SINGH et al., 2010).

2.9 Marcadores moleculares microssatélites

Os marcadores moleculares microssatélites ou SSR (“Simple Sequence
Repeats”) sdo sequéncias simples, constituidas de um a seis nucleotideos, que se
repetem em tandem e sdo encontrados em alta frequéncia e ampla distribuigdo nos
genomas eucariotos (CAIXETA et al., 2009). O tipo de repeticdo (mono, di, tetra,
penta e hexanucleotideos) e a frequéncia dos motivos sao variaveis entre diferentes
taxons (KATTI et al.,, 2001). Os microssatélites sao encontrados em regides
codantes e nao codantes do genoma (ZANE et al., 2002).

As sequéncias de DNA que flanqueiam os microssatélites sdo geralmente
conservadas entre individuos de uma mesma espécie, permitindo a utilizacdo de
iniciadores especificos que amplificam via PCR (“Polimerase Chain Reaction”) o
DNA repetitivo (CAIXETA et al.,, 2009). Cada microssatélite constitui um loco
genético altamente polimérfico, cujas variagbes no numero de repeticdes
determinam diferentes alelos no perfil de cada individuo. Essa variagdo no niumero
de repeticoes pode ser originado por “crossing-over” desigual ou deslize da DNA
polimerase durante a replicacao (“slippage”) (OLIVEIRA et al., 2006).

Os marcadores SSR caracterizam-se por serem co-dominantes, multialélicos
e de distribuicdo frequente e aleatéria, permitindo ampla cobertura do genoma
(BOREM; CAIXETA, 2006). Além disso, sdo baseados em PCR, o que torna seu uso
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pratico, mesmo com poucas quantidades de DNA, possuem alta reprodutibilidade e
apresentam alto conteudo informativo por loco (FERREIRA; GRATTAPLAGLIA,
1998).

Todas essas caracteristicas fazem desses marcadores ferramentas eficientes
ndo apenas para estudos de diversidade genética, mas também para construcédo de
mapas gendmicos, distincdo e protecdo de variedades, avaliacdo de pureza de
sementes, utilizacdo e conservacao de germoplasma, andlise génica e de locos
quantitativos (QTL), andlise de “pedigree”, selecdo assistida por marcadores e
analise de biblioteca para clonagem de genes (CAIXETA et al., 2009).

O alto nivel de variagdo detectado com os marcadores SSR aumenta a
resolucdo do estudo de genealogia e diversidade genética e reduz o nimero de
marcadores requeridos para distinguir genotipos. Em soja mais de 600 SSRs foram
desenvolvidos e mapeados, estando distribuidos em todos os grupos de ligacao
(CREGAN et al., 1999), o que possibilita ampla varredura de todo o genoma da
espécie. Com isso, os microssatélites tém sido amplamente empregados na
estimacio da diversidade genética em germoplasmas de soja (ALCANTARA NETO,
2001; PRIOLLI et al., 2004; WANG et al., 2006, LI et al., 2008, PRIOLLI et al., 2010;
LIU et al., 2011).

Priolli et al. (2002) utilizando 12 locos microssatélites puderam distinguir 186
cultivares de soja brasileiras e encontrar o ancestral para 98% delas. Os dados
observados por um dendrograma gerado pelo método UPGMA foi compativel com
as genealogias das cultivares.

Yamanaka et al. (2007) estudaram a relacdo entre cultivares chinesas,
japonesas e brasileiras utilizando 12 marcadores microssatélites. Eles descobriram,
a partir dos resultados obtidos pelo agrupamento UPGMA, que o germoplasma
brasileiro estudado era mais distante do chinés e japonés do que estes eram entre
Si.

Utilizando 53 marcadores SSR, Vieira et al. (2009) detectaram significativa
variabilidade entre 53 cultivares brasileiras de soja. A partir dos resultados os
autores concluiram que ainda existe bastante variabilidade genética no
germoplasma brasileiro a ser explorada pelos programas de melhoramento.
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Mulato et al. (2010) avaliando 79 acessos de soja de diferentes regides do
mundo encontraram alta diversidade genética entre os acessos utilizando 30
iniciadores SSR. Os autores afirmam que a diversidade genética em soja pode ser
efetivamente investigada utilizando marcadores microssatélites, pois estes permitem
uma cobertura completa da variagdo genética existente no germoplasma.

Avaliando a similaridade entre 25 cultivares de soja tailandesas por meio de
11 microssatélites, Tantasawat et al. (2011) encontraram baixa diversidade genética
entre as linhagens e destacaram a necessidade de ampliacao da base genética do
germoplasma tailandés.

Informacbes sobre a diversidade genética de soja contribuem para o
entendimento das limitacdes inerentes a base genética estreita de materiais de
programas de melhoramento. Além disso, 0 monitoramento da variabilidade genética
dentro de um grupo de cultivares elites, como o de soja RR, pode direcionar os
programas de melhoramento para o desenvolvimento de cultivares superiores
(SINGH et al., 2008).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material genético

Um grupo de 74 cultivares de soja RR desenvolvidas por empresas publicas e
privadas de melhoramento, adaptadas para cultivo em diversas regides do Brasil,
foram utilizadas para representar as cultivares RR comercializadas no pais a partir
do ano de 2005 (Tabela 1). Cada cultivar recebeu uma numeracao de 1 a 74,

utilizada para identificacdo das mesmas durante as etapas de trabalho.

3.2 Instalacao do experimento em campo

O experimento de campo foi instalado no ano agricola 2011/2012 na Fazenda
de Ensino, Pesquisa e Extensdo da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV-UNESP) localizada no municipio de Jaboticabal, SP, cujas coordenadas
geograficas sdo 21°19° S e 47°33° W, a altitude é de 616 m e o solo é do tipo
Latossolo Vermelho Eutroférrico.
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Tabela 1. 74 cultivares de soja RR estudadas e os respectivos programas de

melhoramento genético que as desenvolveram

AGROESTE 18. BRS246 RR 38. M7578 RR 58. P98Y01 RR
1. AS7307 RR 19. BRS278 RR 39. M7639 RR SOY TECH SEEDS
2. AS8380 RR 20. BRS279 RR 40. M7908 RR 59. STS810 RR
BRASMAX 21. BRS8160 RR 41. M8230 RR 60. STS820 RR
3. BMX Apolo RR 22. BRS8460 RR 42. M8336 RR SYNGENTA

4. BMX Energia RR 23. BRSMG740S RR 43. M8360 RR 61. NK7074 RR
5. BMX Forga RR 24. BRSMG750S RR 44. M8527 RR 62. SYN9074 RR
6. BMX Impacto RR 25. BRSMG760S RR 45. M8766 RR 63. SYN9078 RR
7. BMX Magna RR 26. BRSMG850G RR 46. M9144 RR TMG

8. BMX Poténcia RR 27. BRSMG811C RR 47. MSOY7878 RR 64. ANTA82 RR
9. BMX Titan RR 28. BRS Baliza RR NIDERA 65. TMG103 RR
COODETEC 29. BRS Charrua RR 48. A4910 RR 66. TMG106 RR
10. CD214 RR 30. BRS Favorita RR 49. A6411 RR 67. TMG108 RR
11. CD219 RR 31. BRS Juliana RR 50. NA7255 RR 68. TMG115 RR
12. CD230 RR 32. BRS Pampa RR 51. NA8015 RR 69. TMG123 RR
13. CD242 RR 33. BRS Silvania RR PIONEER 70. TMG132 RR
14. CD243 RR 34. BRS Valiosa RR 52. P98Y11 RR 71. TMG1179 RR
EMGOPA/EMATER - FT SEMENTES 53. P98Y12 RR 72. TMG1182 RR
GO

15. EMGOPA315 RR 35. FTS Jaciara RR 54. P98Y30 RR 73. TMG4001 RR
EMBRAPA MONSANTO 55. P98Y51 RR 74. TMG7188 RR
16. BRS243 RR 36. GB874 RR 56. P98Y70 RR

17. BRS244 RR 37.M7211 RR 57. P98Y31 RR

O experimento foi conduzido em area homogénea e cada parcela foi
constituida de fileira Unica de 5 m de comprimento, com espacamento de 0,5 m entre
linhas. Esta estratégia foi adotada em funcdo do pequeno numero de sementes
disponiveis e de acordo com a metodologia utilizada para bancos de germoplasma,
onde se tem um grande nimero de acessos para avaliacdo,e portanto, 0s mesmos
sdo dispostos em fileiras simples, sem repeticoes (CARVALHO et al.,, 2003;
CHIORATO et al., 2007). Foi considerada como area util, apenas os 4,0 m centrais
da linha, sendo descartados 0,5 m de cada extremidade. A densidade de semeadura
foi de aproximadamente 25 sementes por metro linear. Foram realizados todos os
tratos culturais recomendados para a cultura (Embrapa, 2011).

3.3 Caracteres agronémicos
Durante o desenvolvimento da planta e posteriormente a colheita foram

avaliados os seguintes caracteres agronémicos:
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1) Numero de dias para o florescimento (NDF): numero de dias contados a
partir da data de emergéncia das plantulas até a ocorréncia de 50% de florescimento
das plantas, na parcela (estagio R2);

2) Namero de dias para maturidade (NDM): nimero de dias contados a partir
da data de emergéncia das plantulas até a data em que 95% das vagens das
plantas da parcela apresentaram-se maduras (estagio R8);

3) Altura de inser¢cdo da primeira vagem (AlV): distancia, medida em cm,
desde a superficie do solo até a insergao da primeira vagem na haste principal;

4) Altura da planta na maturidade (APM): distancia, medida em cm, desde a
superficie do solo até o ultimo nd da haste principal;

5) Acamamento (AC): carater obtido por uma escala de notas visuais,
variando de 1 (todas as plantas da parcela estdo eretas) a 5 (todas as plantas da
parcela estdo acamadas);

6) Valor agrondémico (VA): carater avaliado em uma escala de notas visuais,
variando de 1 (parcela com plantas de baixo valor experimental) a 5 (parcela com
plantas de excelente valor experimental), sendo a nota representativa de um
conjunto de caracteres visuais adaptativos, tais como arquitetura da planta,
quantidade de vagens cheias, vigor, sanidade da planta, debulha prematura das
vagens, acamamento e retencao foliar na maturidade;

7) Numero de ramos (NR): contagem realizada apés a colheita
correspondendo ao numero de ramos produzidos pela haste principal da planta;

8) Numero de vagens por planta (NVP): contagem realizada apés a colheita
correspondendo ao numero de vagens produzidas pela planta;

9) Peso de 100 sementes (PCS): peso, em gramas, obtido de uma amostra
de 100 sementes apds a debulha das vagens;

10) Producéao de graos (PG): peso, em gramas, das sementes colhidas, apés
a debulha das vagens.

Os caracteres agronémicos foram avaliados utilizando-se dados médios de 6
plantas escolhidas ao acaso dentro da parcela.
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3.4 Analise da diversidade fenotipica com base em caracteres agronémicos

Para as analises multivariadas realizadas a partir dos dez caracteres
agronémicos, foram utilizados os métodos: distancia Euclidiana, agrupamento pelo
método de otimizacdo de Tocher, agrupamento pelo método hierarquico da ligacao
média entre grupos (UPGMA) e analise por componentes principais. A distancia
Euclidiana foi a medida de dissimilaridade escolhida, por ndo exigir experimentos
que envolvam delineamentos com repeticdes.

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa Genes
(CRUZ, 2006; 2008). A construgdo do dendrograma UPGMA foi realizada utilizando-
se o programa Statistica (STATSOFT, 2004). A descricao das analises abaixo é

apresentada conforme Cruz (2008).

3.4.1 Distancia Euclidiana (d;;)

O calculo da distancia Euclidiana foi feito a partir dos dados originais
padronizados, em virtude das diferentes escalas de mensuracdo. Para a
padronizacao utilizou-se a expressao:

em que:
Yjj: média original obtida no descritor j da cultivar i;
S(Y;j): desvio padrdo do descritor j.

Ap6s a padronizacdo a distancia Euclidiana entre os pares de cultivares foi
calculada utilizando-se a expressao:

di=_ [ (yi-yr)?

i

em que:
yij: observagao na i-ésima cultivar (i = 1, 2, ..., p), em relagdo ao j-ésimo carater
(j=1,2, ..., n) estudado.
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3.4.2 ANALISES DE AGRUPAMENTO

Apos os célculos da distancia Euclidiana uma matriz de distancias entre as
cultivares foi gerada e a partir desta matriz realizaram-se os agrupamentos pelo
método de Tocher e pelo método UPGMA.

No método de otimizacdo de Tocher, sobre a matriz de distancias é identificado
o par de individuos mais similares, que formardo o grupo inicial. A partir dai &
avaliada a possibilidade de inclusdo de novos individuos no grupo, adotando-se o
critério que, com a inclusao de novos individuos, a distdncia média intragrupo deve
ser menor que a distancia média intergrupo. Assim, pode-se tomar a decisdo de
incluir o individuo em um grupo por meio da comparagao entre o acréscimo no valor
médio da distancia dentro do grupo e um nivel maximo permitido, que sera o valor
maximo (0) da medida de dissimilaridade encontrada no conjunto das menores
distancias envolvendo cada individuo. Uma vez formado o primeiro grupo, calculam-
se as medidas de dissimilaridade entre esse e o0s demais gendtipos pela da

expressao:

diijx = dik + dix

em que:
dijx: medida de dissimilaridade entre o grupo ij e o gendtipo k;
dik: medida de dissimilaridade entre os genoétipos i e k;
dix: medida de dissimilaridade entre os genotipos j e k.

A inclusao, ou nao, do individuo k no grupo ij é, entao feita considerando:

d(grupo)k
n

< 8,inclui-se o individuo k no grupo;

d(grupo)k

>0, o individuo k n&o € incluido no grupo.

em que:

n: numero de individuos que constitui o grupo original.



24

O método da ligagdo média entre grupos (UPGMA), utiliza as médias
aritméticas (ndo ponderadas) das medidas de distancia, evitando caracterizar a
distancia por valores extremos (minimo e maximo) entre os individuos considerados.
A construgédo do dendrograma € estabelecida pelos individuos de maior similaridade

e a distancia entre um individuo k e um grupo formado é fornecida por:

_ dik+di
2

diik
3.4.3 Analise por componentes principais

A andlise por componentes principais permiti visualizar a dispersao das
cultivares a partir de um plano cartesiano, obtido pelos scores dos primeiros
componentes, nos quais o0 aproveitamento da variabilidade disponivel seja
maximizado. Para a realizacao da analise, feita com dados padronizados, considera-
se que Xj € a média padronizada do j-ésimo carater (j = 1, 2,..., n) avaliado no i-
ésimo gendtipo (i = 1,2,..., g) e R a matriz de covariancias ou de correlagdo
fenotipica entre esses caracteres.

A técnica dos componentes principais consiste em transformar o conjunto de
variaveis quantitativas iniciais (X1, Xiz,..., Xiy) €m um novo conjunto (Yii, Yiz,...,Yi), que
sdo funcdes lineares dos x's e independentes entre si, denominadas de
componentes principais. Cada componente principal (Yj) representa uma
combinacao linear de variaveis do primeiro conjunto, de tal forma que nao haja
correlacao entre estes novos componentes. Na analise, o primeiro componente é o
de maior variancia, seguido pelo segundo de maior variancia, e assim
sucessivamente para os demais componentes.

A técnica baseia-se apenas nas informagdes individuais de cada acesso sendo
indicada quando o delineamento nao possui repeticbes, como é o caso deste
trabalho.

3.5 Analises moleculares
As anadlises moleculares foram conduzidas no Laboratério de Biotecnologia
Aplicada ao Melhoramento de Plantas, do Departamento de Producédo Vegetal, da
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Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV-UNESP) de Jaboticabal, SP.

3.5.1 Coleta do tecido vegetal e extracao de DNA

Foram coletados trifélios jovens de cada uma das 74 cultivares de soja RR
avaliadas. Na seqliéncia, os trifolios foram levados ao laboratério e armazenados em
freezer a -80°C.

As amostras coletadas foram maceradas na presenca de nitrogénio liquido e o
pd resultante foi submetido a extracdo de DNA. O DNA gendmico foi extraido
seguindo a metodologia descrita por Ferreira e Grattapaglia (1998), que utiliza o
tampao de extragcdo CTAB. A integridade do DNA extraido foi observada em gel de
agarose 1,5%, corado com brometo de etideo. Em seguida, a concentracdao do DNA
foi estimada por espectofometria mediante leitura da densidade ética a 260 e 280
nm. Apos terem suas concentracoes estimadas, as amostras de DNA foram diluidas
em TE em uma concentragdo de 10 ng/uL e estocadas a -20°C.

3.5.2 Iniciadores microssatélites

A partir das informacdes contidas no mapa genético da soja, disponivel na base
de dados publica (www.soybase.org), foram selecionados 100 pares de iniciadores
microssatélites que flanqueiam regides repetitivas dispersas no genoma da espécie.
Os iniciadores foram escolhidos com base em sua distribuicdo pelos grupos de
ligacdo da soja e pelos seus valores de PIC (“Polymorphism Information Content”),
apresentados em estudos prévios (CREGAN et al., 1999). Os 100 SSRs escolhidos
cobrem todos os 20 grupos de ligagao, possibilitando uma cobertura de todo o
genoma da soja e consequentemente uma eficiente caracterizacdo da diversidade
genética no grupo de cultivares RR.

As sequéncias dos iniciadores (senso e anti-senso) de cada loco microssatélite
foram descritas por Song (2004).

3.5.3 Reacao de amplificacao
As reacOes de amplificacao por PCR foram realizadas para cada uma das 74
cultivares, utilizando os 100 iniciadores SSRs escolhidos. As reacbdes foram

completadas para o volume final de 25 pl, contendo 12 ng de DNA gendémico, 4 mM
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MgCl,, tampao PCR 1X (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, pH 8,0), 200 uM de dNTP’s
(dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 1 U Tag DNA polimerase e 10 uM de cada iniciador
(senso e anti-senso). Para cada par de iniciador SSR foi calculado uma temperatura
especifica de anelamento (Ta).

O programa de termociclagem foi composto por um ciclo inicial de
desnaturacado de 7 min a 94°C, seguido por 32 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min na
temperatura de anelamento especifica de cada par de iniciador e 2 min de extensao
a 72°C, finalizando com uma extensao final de 7 min a 72°C e mantendo-se,
posteriormente, a temperatura de 4°C. As reacdes de amplificacéo foram realizadas

em um termociclador Bio-Rad (C1000 Thermal Cycler).

3.5.4 Visualizacao dos resultados e analise do polimorfismo

Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em géis de
agarose 3%, em tampao TBE 1X (89 mM Tris-HCI, 89 mM acido bérico, 2 mM EDTA,
pH 8,0) e corados com brometo de etideo na concentragdo de 10 mg ml”. A
eletroforese foi conduzida a 110 V, 400 mA por aproximadamente 3 horas. A
visualizagdo dos fragmentos foi feita em fotodocumentador Biosystems Quantum
ST4. A variacao do tamanho de cada loco foi estimada por meio de comparagao com
um marcador de tamanho 100 pb. Fragmentos de diferentes tamanhos foram
considerados como diferentes alelos. A partir dos fragmentos observados nos géis,
foi organizada uma matriz binaria baseada na presenca (1) ou auséncia (0) de

marcas (bandas) para cada alelo encontrado.

3.6 Analise da diversidade genética com base em marcadores SSRs

Os SSRs foram analisados pelo numero de alelos por loco, pela frequéncia
alélica por loco e pelo conteudo de informacao polimérfica (PIC) para cada loco SSR
avaliado. O PIC representa a diversidade génica para um dado loco, considerando o
namero de alelos expressos e também as freqiéncias relativas destes alelos.
Segundo Botstein et al. (1980) o PIC é um indicador da qualidade do marcador em
estudos genéticos, onde, marcadores com valores de PIC superiores a 0,5 sdo

considerados muito informativos, e com valores inferiores a 0,25, pouco informativos.
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O PIC para cada loco SSR foi calculado utilizando-se a formula:

PIC=1- ZPijz
=
em que:

Pj: frequéncia do i-ésimo alelo para uma dada marca, somado ao longo dos n
alelos.

As distancias genéticas para os dados moleculares foram calculadas a partir do
coeficiente de Jaccard utilizando-se o programa Genes (CRUZ, 2008). As medidas
de similaridade (Sj;) entre cada par de cultivares foram obtidas utilizando-se a

expressao:

em que:
a: numero de concordancias do tipo 1-1;
b: nimero de discordancias do tipo 1-0;

c: numero de discordancias 0-1.

As medidas de similaridade foram convertidas em dissimilaridade por meio do
complemento aritmético (di), sendo: diy = 1 — Sj.

As medidas de dissimilaridade foram utilizadas para o agrupamento das
cultivares pelo método hierarquico da ligagdo média entre grupos (UPGMA), com
auxilio do programa Statistica (STATSOFT, 2004). Por esse método, as cultivares
foram agrupadas por um processo que se repete em niveis, até o estabelecimento
de um dendrograma. A estabilidade dos agrupamentos foi testada pelo
procedimento de re-amostragem com 10.000 repeticdes (“Bootstrap”) sendo utilizado
o programa BooD (COELHO, 2002).
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3.7 Correlacao entre medidas de dissimilaridade obtidas a partir de dados
fenotipicos e moleculares

As matrizes de dissimilaridade obtidas a partir da distancia Euclidiana e do
coeficiente de Jaccard foram correlacionadas pelo programa Genes (CRUZ, 2008),
sendo a significancia avaliada pelo Teste t e Teste de Mantel com 10.000

simulagoes.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Diversidade fenotipica com base em caracteres agronéomicos

As distancia genéticas entre cultivares obtidas por meio dos caracteres
agronémicos e estimadas a partir da distancia Euclidiana (d;i), oscilaram entre 0,46 a
9,79, indicando a presenca de variabilidade genética entre as cultivares de soja RR.

Na matriz de dissimilaridade foram identificados os 15 pares de cultivares
mais divergentes (Tabela 2). A distancia Euclidiana maxima (di = 9,79) foi obtida
entre o par de cultivares BRS Juliana (31) e A6411 (49), além disso, dentre as
maiores distancias encontradas a cultivar BRS Juliana (31) esteve presente na
maioria das combinag¢des. Sabe-se que, quanto maior a distancia calculada, maior a
divergéncia entre os individuos. A distancia minima (d;; = 0,46) foi encontrada entre a
cultivar BMX Apolo (3) e BMX Energia (4), ambas pertencentes ao mesmo programa
de melhoramento (Brasmax). Os 15 pares de cultivares mais similares encontrados
na matriz de dissimilaridade estao listadas na Tabela 3.

A diversidade dentro dos programas de melhoramento foi avaliada entre
aqueles que continham a partir de cinco cultivares, como foi o caso do programa
Brasmax (7 cultivares avaliadas), Coodetec (5), Embrapa (19), Monsanto (12),
Pioneer (7) e TMG (11). A partir da matriz de dissimilaridade foram identificadas as
maximas e minimas distdncias encontradas entre cultivares dentro de seus
respectivos programas de melhoramento (Tabela 4). O programa Brasmax
apresentou a menor distancia entre cultivares (di = 0,46) entre todas as minimas
distancias observadas. Além disso, também apresentou a menor distancia (di =
3,35) quando observadas as maximas distancias entre cultivares dentro dos

programas.
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Tabela 2. Quinze pares de cultivares mais divergentes estimados a partir da
distdncia Euclidiana no estudo de divergéncia fenotipica entre 74

cultivares de soja RR

Ordem Distancia Euclidiana Pares de cultivares
1° 9,79 31-49
2° 9,73 6-31
3° 9,71 4-31
4° 9,64 3-31
5° 9,38 8-31
6° 9,34 48-31
7° 9,14 14-40
8° 9,08 45-49
9° 8,93 9-31
10° 8,87 40-45
11° 8,80 45-48
12° 8,70 10-31
13° 8,66 4-45
14° 8,65 3-45
15° 8,64 9-45

Tabela 3. Quinze pares de cultivares mais similares estimados a partir da distancia
Euclidiana no estudo de divergéncia fenotipica entre 74 cultivares de soja

RR

Ordem Distancia Euclidiana Pares de cultivares
1° 0,46 3-4
2° 0,84 1-37
3° 0,86 1-64
4° 1,13 21-30
5° 1,14 1-50
6° 1,23 11-52
7° 1,25 4-49
8° 1,27 3-49
9° 1,28 6-49
10° 1,31 36-56
11° 1,32 2-47
12° 1,37 53-30
13° 1,41 4-6
14° 1,43 54-65
15° 1,48 3-6

Tabela 4. Minimas e maximas distancias obtidas entre cultivares pertencentes aos

mesmos programas de melhoramento genético

Programas Minima Maxima

Melhoramento Distancia Euclidiana Pares Distancia Euclidiana Pares

Brasmax 0,46 3-4 3,35 6-9
Coodetec 2,51 10-12 6,04 10-14
Embrapa 1,13 21-30 8,43 29-31
Monsanto 1,71 37-47 8,87 40-45
Pioneer 1,55 55-56 6,79 53-58
TMG 1,93 65-72 6,68 67-68
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Esses valores indicam maior similaridade genética entre as cultivares Brasmax.

A ampla variacdo entre medidas de distancia indica divergéncia entre
cultivares, assim como presenca de variabilidade entre elas, segundo constataram
Peluzio et al. (2009), Almeida, Peluzio e Aférri (2011) e Rigon et al. (2012), quando
avaliavam a diversidade entre cultivares de soja utilizando caracteristicas
fenotipicas.

A andlise de agrupamento pelo método de Tocher, gerada com base nas
medidas de dissimilaridade, classificou as 74 cultivares de soja em sete grupos,
sendo que trés desses constituiram-se de uma unica cultivar (Tabela 5).

O grupo | foi constituido de 55 cultivares, abrangendo a maior parte das
cultivares avaliadas (74,3% do total de cultivares). Esse grupo foi representado por
pelo menos uma cultivar de cada programa de melhoramento. Tal fato evidencia a
similaridade entre as cultivares de soja, mesmo oriundas de programas de
melhoramento distintos. Os grupos I, Il e IV foram integrados por sete, seis e trés
cultivares representando, respectivamente, 9,4%, 8,10% e 4,0% das cultivares
estudadas. As cultivares BRS279 (20), BRS Juliana (31) e CD243 (14) ficaram
isoladas nos grupos V, VI e VIl respectivamente, indicando serem as mais
divergentes entre todas as cultivares.

Dentro dos programas de melhoramento, as 19 cultivares Embrapa foram
distribuidas em seis grupos (I, Il, lll, IV, V e VI), as 12 cultivares Monsanto em quatro
(I, I, Nl e 1IV) e as 11 cultivares TMG em trés (1, Il e lll), indicando a existéncia de
variabilidade genética dentro desses programas. A diversidade genética entre as
sete cultivares Pioneer e entre as cinco Coodetec foi menor, estando a maioria das
cultivares, exceto P99R01 (58) e CD243 (14), alocadas no grupo |. A cultivar
P99R01 foi alocada no grupo IV e a CD243 ficou isolada no grupo VII. As sete
cultivares da Brasmax foram alocadas no grupo |I. O menor numero de cultivares
avaliadas dos programas Pionner, Coodetec e Brasmax pode ter influenciado na
menor diversidade apresentada. Entretanto, esse fator ndo foi importante quando
foram comparados somente esses trés programas ja que as cultivares Brasmax,
mesmo estando em maior numero, foram todas alocadas em um unico grupo. A
formacdo de apenas um grupo indica que as cultivares Brasmax sao bastante

similares entre si.
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Tabela 5. Grupos de cultivares de soja RR formados por meio da metodologia de
agrupamento de Tocher a partir da distancia Euclidiana estimada com

base em dez caracteres agronémicos

GRUPO CULTIVARES DE SOJA RR
3,4,49,6,8,7,48,10, 5, 9, 12, 29, 18, 64, 1, 47, 24, 50, 37, 16, 39, 11, 52, 2, 38, 13,
I 71, 21, 83, 30, 61, 42, 22, 55, 23, 15, 57, 63, 54, 56, 74, 43, 27, 62, 73, 17, 36, 72, 66,
69, 35, 25, 65, 51
! 34, 68, 40, 44, 70, 46, 33
i 32, 41, 28, 60, 59, 67
v 19, 45, 58

\' 20
\'/l 31
Vil 14

A formacao de grupos indica a existéncia de diversidade entre os gendtipos,
pois uma das caracteristicas da classificacao de Tocher é manter a homogeneidade
dentro dos grupos e a heterogeneidade entre os grupos (CRUZ, 2008). Varios
autores tém utilizado o método de otimizacao de Tocher para estimar a diversidade
entre gendtipos, avaliados a partir de caracteristicas agrondmicas (FONSECA et al.,
2006; BENITEZ et al., 2011; PELUZIO et al., 2012). Santos et al. (2011) avaliando a
divergéncia entre 48 cultivares de soja verificaram a formagéo de 4 grupos distintos.
Shadakshari et al. (2011) observaram a formacao de 10 grupos quando avaliavam
50 gendtipos de soja indianos.

O critério de agrupamento adotado pelo método UPGMA, representado por
um dendrograma (Figura 1), também estabeleceu a formagcdo de sete grupos
distintos. Para analise do dendrograma, levou-se em consideracdo a possibilidade
de um corte significativo, onde havia pontos de alta mudanga de nivel,
conjuntamente com um exame visual do dendrograma.

O grupo | aglomerou 52 cultivares, sendo composto por 72,2% do total de
cultivares estudadas. O grupo Il incorporou trés cultivares (4%), o grupo Il somente

duas cultivares (2,7%) e os grupos |V e VI foram formados por 10 e 5 cultivares,
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agronémicos
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representando 13,5% e 6,75% do total. Os grupos V e VII foram formados pelas
cultivares isoladas CD243 (14) e BRS Juliana (31).

Verificou-se semelhanca na constituicdo dos grupos entre a metodologia
hierarquica UPGMA e o método de otimizacdo de Tocher. Predominantemente, a
classificacdo dos gendtipos nos grupos entre as duas metodologias foram
coincidentes, salvo algumas excec¢des tais como, FTS Jaciara (35), TMG132 (70),
TMG4001 (73) e TMG7188 (74) que pertenceram a grupos diferentes e a cultivar
BRS 279 (20) que nao ficou isolada. Em relagao a diversidade dentro dos programas
de melhoramento, a Unica diferenca, quanto a formacao dos grupos, foi encontrada
entre as cultivares do programa TMG que se apresentaram distribuidas em quatro
grupos (I, I, IV e VI) e ndo em trés, como foi observado na andlise de Tocher.

Semelhanga entre os agrupamentos obtidos pelo método de Tocher e
métodos hierarquicos também foram observadas por varios autores. Peluzio et al.
(2009), avaliando 14 cultivares de soja concluiram que o método do vizinho mais
proximo (ligagdo simples) e o método de Tocher foram concordantes entre si,
distribuindo as cultivares em trés grupos. Por sua vez, Almeida, Peluzio e Aférri
(2011) estudando 12 cultivares, observaram a formacao de 3 grupos em ambas as
analises. Santos et al. (2011) concluiram que os métodos de agrupamento por
UPGMA e Tocher também foram concordantes entre si e aglomeraram 48 gendtipos
de soja em quatro grupos.

A partir dos dendrogramas, gerados pelos métodos hierarquicos, é possivel
visualizar as distancias entre gendétipos. Observando o dendrograma, pode-se
identificar as cultivares mais similares: BMX Apolo (3) e BMX Energia (4), ambas
pertencentes ao programa Brasmax. A cultivar BRS Juliana (31) quando comparada
com as 73 demais, destacou-se como a mais divergente, como pode ser
comprovado pelo seu isolamento no grupo VII e pela maior distancia observada no
ultimo nivel de fusdo. Avaliando a formacdo dos grupos é possivel selecionar
cultivares geneticamente distintas, pela simples visualizagdo do dendrograma.

Em estudos de diversidade com base em caracteres fenotipicos, Cui et al.
(2001) distinguiram cultivares de soja chinesas e americanas ao utilizar a
metodologia UPGMA. Nogueira (2011) também utilizou esta metodologia e

conseguiu distinguir 90 gendtipos de soja, de acordo com sua regido de adaptacgao.
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A andlise de agrupamento € uma técnica exploratéria que visa a geracao de
hip6teses sobre o padrao de aglomeracédo estabelecido entre as cultivares. Sendo
assim, pode ser suplementada ou complementada por outras metodologias de
visualizacdo, permitindo melhor compreensao da divergéncia entre os genétipos
(CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011).

Por meio da analise de componentes principais é possivel avaliar a
diversidade por meio de uma representacao grafica dos genétipos em dois ou mais
planos e também, avaliar a influéncia de cada caracteristica para a diferenciacao
destes gendtipos.

Os componentes principais foram constituidos pela combinacao linear de
todas as variaveis originais (NDF, NDM, AIV, APM, AC, VA, NR, NVP, PCS e PG)
independentes entre si e estimados com a finalidade de reter, por ordem de
estimacao, o maximo de informacao em termos de variacao total contida nos dados.

A importancia dos componentes principais foi medida pela porcentagem de
seus autovalores (varidncias) em relacdo a variancia total (Tabela 6). As
importancias relativas dos caracteres nos componentes principais encontram-se na
Tabela 7. Quanto maior o valor, em méddulo, maior peso tem a caracteristica naquele
componente principal.

Por meio da analise verificou-se que os quatro primeiros componentes
absorveram 80,84% da variacao total acumulada. De acordo com Cruz et al. (2004)
estimativas minimas de 80% da variacdo total, entre os componentes iniciais,
permitem explicar satisfatoriamente a variabilidade manifestada entre gendtipos.
Gizlice et al. (1993) estudando a diversidade genética entre cultivares americanas,
verificaram que quatro componentes principais foram necessarios para explicar mais
de 80% da variacao total.

O primeiro componente principal absorveu 36,65% da variagcdo observada,
sendo que a caracteristica com maior contribuicdo para diversidade das cultivares foi
namero de dias para florescimento (NDF). O segundo componente principal explicou
21,19% e o carater de maior peso foi producao de graos (PG). O terceiro e o quarto
componente principal absorveram 15,36% e 7,63% da variacao e as caracteristicas
de maior influéncia nesses componentes foram valor agronémico (VA) e numero de

dias para maturidade (NDM), respectivamente.
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Tabela 6. Estimativas das variancias associadas aos componentes principais,
importancia relativa (variancia %) e acumulada referentes aos dez

caracteres agronémicos avaliados

Componente principal Variancia Variancia(%) ACUMULADA(%)
1 3,665 36,65 36,65
2 2,119 21,19 57,84
3 1,536 15,36 73,20
4 0,763 7,63 80,84
5 0,568 5,68 86,53
6 0,496 4,96 91,49
7 0,313 3,13 94,63
8 0,289 2,89 97,52
9 0,189 1,89 99,41
10 0,058 0,58 100,00

Tabela 7. Importancia relativa dos dez caracteres em cada componente principal

NDF NDM AlV APM AC VA NR NVP PCS PG

0,4382 0,1665 0,1851 0,3664 0,3543 -0,1059 0,3746 0,4258 -0,3088 0,2411

0,1531 0,3982 0,3008 0,3042 0,1021 -0,1400 -0,3729 -0,3639 -0,2294 -0,5299
0,0284 0,2559 0,505 0,1827 -0,3118 0,6327 -0,0010 0,0213 0,3181 0,2135
0,0127 0,6058 -0,4232 -0,3707 -0,0545 0,3733 0,0325 0,0561 -0,4119 0,0136
-0,3291 0,2481 -0,2574 0,2371 0,6857 0,1601 0,0260 -0,0867 0,451 0,0171

-0,1968 -0,5044 0,1608 0,0029 0,3227 0,5521 0,0472 -0,0679 -0,4704 -0,2095
0,5943 -0,2528 -0,5141 0,3202 -0,0793 0,3007 -0,3111 -0,0208 0,1405 -0,0486
0,0940 -0,0231 0,2056 -0,303 0,3228 -0,0445 -0,6983 0,0765 -0,0808 0,5003
-0,5167 0,0244 -0,197 0,5821 -0,2811 -0,0691 -0,2707 0,1935 -0,3136 0,2488
-0,0870 0,0172 0,0555 -0,1142 0,0068 0,0431 -0,2427 0,7917 0,1785 -0,5065

O padrao de similaridade das cultivares pdde ser conferido individualmente
pela dispersao grafica dos componentes principais (Figura 2), sendo que a
identificagdo das cultivares encontra-se na Tabela 1. Observa-se que na
representacao entre os dois primeiros componentes principais (CP1 e CP2) pode ser
distinguido o distanciamento de algumas cultivares mais divergentes como a CD243
(14), P99R01 (58), BRS278 (19), M8766 (45), BRS Juliana (31), BRS Silvania (33),
FTS Jaciara (34) e M7908 (40). Essas cultivares, com énfase para a BRS Juliana
(31), destacaram-se por suas caracteristicas especificas relacionadas com o numero
de dias para o florescimento (NDF) e a producédo de grios (PG). A medida que se
realizou a complementagcédo grafica (CP1 x CP3 e CP1 x CP4) a consisténcia no
distanciamento entre esses genoétipos pode ser confirmada. Almeida, Peluzio e Aférri
(2011) verificaram que a varidvel numero de dias para o florescimento foi um dos

caracteres que mais contribuiu para distinguir 12 genétipos de soja, em estudos de
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diversidade genética. Peluzio et al. (2009), Nogueira et al. (2011) e Santos et al.
(2011) também observaram que essa foi uma das principais caracteristicas para
diferenciar genoétipos de soja.

Apesar de nao ter sido clara a separacado das cultivares em grupos,
pode-se observar pela Figura 2 a tendéncia de aglomeracao da maior parte das
cultivares em um unico grupo, reforcando os resultados obtidos pelos agrupamentos
de Tocher e UPGMA. Além disso, a cultivar BRS Juliana (31) foi mantida isolada,
confirmando a maior dissimilaridade desta.

Bertini et al. (2010), trabalhando com identificacdo de genotipos
superiores de feijao, verificaram que os métodos de Tocher, UPGMA e componentes
principais foram concordantes, resultando em boas informacdes sobre os gendétipos

avaliados.

31
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Figura2. Dispersao grafica das 74 cultivares de soja RR, considerando os
componentes principais (CP1 x CP2, CP1 x CP3 e CP1 x CP4)

referentes aos dez caracteres agronémicos
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4.2 Diversidade genética com base em marcadores moleculares

Para a caracterizagdo da diversidade genética entre as 74 cultivares de soja
RR estudadas foram selecionados 100 marcadores SSRs. Entre os 100 locos SSR
avaliados, 86 foram polimorficos e informativos e 14 apresentaram monomorfismo.

A Figura 3 ilustra parte das reagcées com o iniciador SATT 294, para o qual
visualiza-se a presenca de polimorfismo no grupo de cultivares RR avaliadas.

Figura 3. Perfil de um gel de agarose com presenca de dois alelos produzidos pelas

reagcOes de amplificagdo utilizando o iniciador SATT 294. O tamanho dos
fragmentos foi determinado com padrao de peso molecular 100pb DNA
Ladder. Os fragmentos correspondem as cultivares 1 a 29

Os locos polimorficos estao distribuidos entre os 20 grupos de ligacdo da
soja, conforme consta nas Tabela 8. As sequéncias senso e anti-senso dos
iniciadores, o0 numero do cromossomo no qual eles estao inseridos, o tipo de motivo
e 0 numero de repeticdes, a temperatura de anelamento especifica, 0 nimero de
alelos amplificados na populacdo e o conteudo de polimorfismo de cada SSR

também podem ser visualizados na tabela 8.
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Tabela 8. 86 iniciadores SSR utilizados na avaliacdo das cultivares RR, grupo de

ligacdo (GL), numero do cromossomo (Cr), motivos e repeti¢des,

temperatura de anelamento (Ta) e valores de conteido de informacao

polimorfica (PIC)

N°  Marcador Sequéncia Senso e Anti-senso GL Cr Motivo Ta°C Alelos PIC
T S
2 SAT 097 A C%%§§é¢$c§$g/§/chc¢:GT AC A2 8 (AT)30 52 3 0,60
3 SAT 141 %%%f\r%%‘\o'ﬁrﬁ’??ggﬂ; G 18  (ATHIC(GA)12 495 2 044
oo SOTTICTESITON & o we @ o o
T
6 SATT 020 G%ﬁ’?ﬁ?gg’?@gﬂ ETTTE%TTGGTAAA B2 14 (AAT)16 47 3 041
) owma  SSRSCIOATIOT o mor s s o
8  SATT 041 ! Dib 2 (AAT)17 47 2 028
9 SATT 045 TGGTLTT%T@gTTgTnggégTATTT E 15 (AAT)18 44 > 038
10 SATTO86 OGO N RoAC B2 14 (ATT)28 48 2 050
11 SATTO70 A CACAAC By 14 (ATT)24 47 3 066
12 SATT 080 ?E:%ﬁé%éﬁ}iﬁgﬁig%ﬂ N 3 (ATT)23 457 2 046
13 SATT 094 A%%’g’ﬁg%%%ﬁ?gﬁ% O 10 (TAT)I5TG(TTA)4 47 2 044
14 SATT 100 oA O A oA c2 6 (TTA)13 47 2 018
o s TOCICHCCRUOMMIMA o s @ s o
B
17 SATTH54 A AT D2 17 (TAT)7CATC(ATT)20 50 > 049
18 SATT 166 ggﬁ%gﬁgﬂ?g%&ﬁgg L 19 (TTA)19 52 2 042
19 SATT173 ALGG%GGC;%’;%&ACT&CQ%T o 10 (TAT)18 52 3 060
20 SATT 174 LA ARURIISCEIEAE Al 5 (TTA)10 55 2 037
21 SATT 180 TT;%??SXXXSE(&Q%T A c1 4 (TAT)16 42 2 037
22 sATT184  COGC Al O T A CEC  D1a 1 (ATTY14(TTG)5 45 3 051
5 srris CSHNCMISWETCCM ¢ e % s s
24 SATT 187 %%%TTTTTTTT’;ATTJTT é;%ﬂ%@f&&@ A2 8 (TAA)18 54 2 045
25 SATT 193 Gﬁ%ﬁﬁggggﬁ%ﬁgﬂgﬁfﬂiﬁm F 13 (TAA)23 565 2 050
26 SATT194 oo e Taa? cl1 4 (ATT)4G 60 2 046
27 SATT 196 T/ISST%%'&T :ﬁg‘iﬂg‘iﬁiﬂﬁg K 9 (TTASTTG(TTAY2 56 3 042
28  SATT 197 CACTGCTTTTTCCCCTCTCT B1 11 (ATT)20 565 3 035

AAGATACCCCCAACATTATTTGTAA
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Tabela 8. Continuacao

N°  Marcador Sequéncia Senso e Anti-senso GL Cr Motivo Ta°’C Alelos PIC

GCGATAAATGGTTAATGTAGATAA

29 SATT 200 e S  an A5 (ATA)17 52 2 050
30 SATT202 S A e A, C2 6 (TTA)15 564 2 0,50
R S P
32 SATT 220 S e T M7 (ATT)18 55 2 044
o mz GSHOKCCOMEENIM Lz sz o
W oomm CSSMMETOINS o e @ 2 o
o oz EUCTCMCMOMIMOTA s ame ® : o
36 SATT 238 2%2%%}2?:2}@2}}&?@ L 19 (TTA)12 54 2 050
g oomae  SSDMMMGNOON | n e @ 2 oo
o wmae SUONCRSEGTIING o e sz om
B
40 SATT 257 e A T e oA C N 3 (ATA)10 60 3 064
41 SATT 270 o e I 20 (TTA)16 583 3 061
42 SATT 274 GGCCGGGCGA%E%AT’ZTT%GATATTTCTSE&%%TTT Db 2 (TAT)18 61 2 021
43 SATT 277 %%L%gg??gggﬂg:%?ggfgg c2 6 (ATA)41 58 2 004
44  SATT 286 gggﬂ%%g@?gﬁ;?fgﬁ%%ﬁ c2 6 (ATT)18 568 2 0,06
o oomm SCSTCMCCWMTATE o L ms we @ o
46 SATT302 SO O A eSS F 12 (ATA)I3AAG(TAM)M 559 2 049
47 SATT 303 P I G 18 (TAA)20 473 3 055
o smos  SEBIMITIMET 5 me w o o
B0 SATT 317 o i aeay  H 12 (TCAT3(TTA21 59 2 034
o owmes | emeeter o o o o
o s UMMM 0w 1 e e 2 o
o s et L e ® 2 o
54 SATT 355 %%%Li%%’éﬁgﬁ?ﬁ#ﬁgﬁggg E 15  (CAT)B(AAT)14 61 3 04
o s JERCMCESTIOSE o o s o o
o owmes  ERCCMITMTIONE o o o
58 SATT 306 GCGAAAAGGGATAAGTTTAAAAAT - (TTAS s 2 od1

GCGGGCCTGTAAAGGGATTCC
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N° Marcador Sequéncia Senso e Anti-senso GL Cr Motivo Ta’C  Alelos PIC
59  SATT 398 Pl gvireviisyeastived L 19 (ATTA)3 61 2 047
o smas  MEONCMWIOTIOT o 4 ume ss o o
o oas  LQSTCCCMIGIONGE oy we sme o o
62 SATT 417 RSl Cotlicalicay K 9 (AAT)I8 54 2 049
o wmao  SEATGCCMWWNCS o o moe 5 o o
64  SATT 423 TG F 13 (TAT9 50 2 047
o oas  SSOOTATNTICCTONTOT oy ams =1 2 o
i R
68  SATT 449 Gngggﬂ%&@gﬁﬁgoﬂﬁm Al 5 (TTA21 56 3 063
69  SATT 458 gggfi&?ﬁ@:ﬁi&ﬁ;ﬁﬁ?ﬁ?@: D2 17 (TAT)30 64 2 050
e e SN
pooas  TECCUTMMMGMECS oy awm ses 2 o
72 SATT 480 Gg ggggﬁggg%géﬁfﬂﬁﬁ’* A2 8 (TAT)Y4 564 2 037
5 oo SRCETNGTCWNION | a ame e o ow
nosmeo  GSSTISCCITCGCTOOT ¢ s e w5 o
5 osmso | GECWOMGETOME s s w o o
76  SATT 542 Ffvaiaroncansalialilil DIb 2 (TAAJ9 55 2 016
77 SATT 545 ARSI Al 5 (TTA4 52 2 049
nosme  GUMOCKGGMITIC ;e w o o
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A diversidade genética entre as 74 cultivares avaliadas foi estimada com 86
SSRs. Este numero é superior ao encontrado na literatura em estudos sobre
diversidade em soja. Wang et al. (2006) avaliando a diversidade de 129 acessos de
soja, utilizaram 60 SSRs. Min et al. (2010) utilizaram 40 SSRs na avaliacao de 40
genotipos de soja chinesa. Recentemente, Tantasawat et al. (2011) utilizaram 11
marcadores microssatélites para avaliarem a diversidade entre 25 gendétipos de soja
da Tailandia.

A importancia do numero de marcadores utilizados em uma andlise foi
abordado por Cruz, Ferreira e Pessoni (2011), que afirmam que quanto maior o
namero de marcadores avaliados, maior sera a possibilidade de quantificar
apropriadamente a diversidade entre acessos.

Os 86 marcadores amplificaram 195 alelos, oscilando entre dois e quatro
alelos por loco, com média de 2,27. Esses valores sdo semelhantes aos relatados
por Vieira et al. (2009) que ao analisarem 53 cultivares de soja com 53 SSRs
observaram a amplificacdo de 124 alelos, variando de dois a quatro alelos por loco
com média de 2,34.

O conteudo de informacado polimérfica (PIC), calculado para estimar a
informatividade de cada iniciador, variou de 0,04 (Satt 277) a 0,72 (Satt 308) com
média de 0,42, indicando consideravel informatividade dos locos SSRs entre as
cultivares estudadas. Vieira et al. (2009) observaram valores de PIC variando entre
0,16 a 0,66 e média de 0,47 em avaliagao com 53 SSRs.

Narvel et al. (2000) utilizando 74 microssatélites para estimar a diversidade
entre cultivares elites de soja e alguns acessos, encontraram valores de PIC
variando de 0 a 0,84 com media de 0,56 nos acessos utilizados e de 0 a 0,79 com
média de 0,50 nas variedades elites, sendo um bom indicativo de que grupos de
gendtipos com uma base genética estreita apresentam uma menor diversidade
genética.

Mulato et al. (2010) utilizando 30 SSRs para caracterizar 79 acessos de soja,
observaram altos valores de PIC, variando de 0,16 a 0,92, sendo tal fato explicado
pela utilizagdo de gendtipos introduzidos (Pls) de diferentes regides do mundo.

Marcadores SSR tém sido muito eficientes em examinar a diversidade
genética (LABORDA et al., 2005; GOUVEA et al., 2010; TANTASAWAT et al.; 2011)
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conforme, também verificado no presente trabalho, cujos marcadores SSR
selecionados foram informativos e eficientes para o estudo de diversidade genética
em soja.

As medidas de dissimilaridade, obtidas pela genotipagem dos 86 SSRs e
estimadas a partir do coeficiente de Jaccard, oscilaram entre 0,07 a 0,73. Na matriz
de dissimilaridade foram extraidos os 15 pares de cultivares mais divergentes
(Tabela 9) e os 15 pares de cultivares mais similares (Tabela 10). A menor distancia
encontrada ocorreu entre as cultivares BMX Forca (5) e BMX Poténcia (8), enquanto
a maior distancia foi entre BMX Titan (9) e M7578 (38).

Coeficientes de dissimilaridade oscilando entre 0,07 e 0,76 foram obtidos por
Oda (2007) ao avaliar 21 cultivares de soja com 38 microssatélites. Vieira et al.
(2009) obtiveram resultados semelhantes com distancias variando de 0,02 a 0,73,
indicando a existéncia de variabilidade entre as cultivares.

Singh et al. (2010), estudando a divergéncia genética entre 44 gendtipos de
soja, com diferencas de sensibilidade ao fotoperiodo, obtiveram um valor médio de
dissimilaridade de 0,33.

Tabela 9. Quinze pares de cultivares mais divergentes estimados pelo coeficiente de
Jaccard no estudo de divergéncia genética entre 74 cultivares de soja RR

Ordem Jaccard Pares de cultivares
1° 0,68050 9-38
2° 0,67490 8-38
3° 0,65844 5-38
4° 0,64865 57-74
5° 0,64662 34-50
6° 0,64122 16-44
7° 0,63889 4-31
8° 0,63866 10-23
9° 0,63813 38-67

10° 0,63673 48-73
11° 0,63309 20-50
12° 0,63248 25-53
13° 0,63158 7-38
14° 0,63063 4-73

15° 0,62903 5-15
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Tabela 10. Quinze pares de cultivares mais similares estimados pelo coeficiente
de Jaccard no estudo de divergéncia genética entre 74 cultivares de

soja RR
Ordem Distancia Euclidiana Pares de cultivares

1° 0,0760 5-8

2° 0,1059 3-4

3° 0,1273 34-72
4° 0,1497 16-17
5° 0,1547 24-61
6° 0,1855 29-32
7° 0,1865 18-32
8° 0,1923 53-54
9° 0,2069 21-34
10° 0,2080 20-72
11° 0,2105 30-72
12° 0,2233 16-18
13° 0,2256 17-18
14° 0,2374 65-66
15° 0,2531 2-23

As maximas e minimas medidadas de dissimilaridade encontradas dentro dos
programas de melhoramento Brasmax, Coodetec, Embrapa Monsanto, Pioneer e
TMG estao listadas na Tabela 11. O programa Brasmax mais uma vez apresentou a
menor dissimilaridade entre cultivares (0,07) entre todas as minimas medidas
observadas. Além disso, também apresentou a menor dissimilaridade entre
cultivares (0,51) quando observadas as maximas medidas entre todos os programas,

indicando a existéncia de menor variabilidade genética entre suas cultivares.

Tabela 11. Minimas e maximas medidas de dissimilaridade obtidas entre cultivares

pertencentes aos mesmos programas de melhoramento genético

Programas Minima Maxima

Melhoramento Coeficiente Jaccard Pares Coeficiente Jaccard Pares

Brasmax 0,0764 5-8 0,5102 4-6
Coodetec 0,2666 11-14 0,5617 10-14
Embrapa 0,1497 16-17 0,6104 16-23
Monsanto 0,3773 46-47 0,5901 39-47
Pioneer 0,1923 53-54 0,5577 54-57
TMG 0,2374 65-66 0,6031 68-73
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A analise de agrupamento, realizada com base na matriz de dissimilaridade e
pelo critério UPGMA, revelou a formacao de seis grupos (Figura 4). A analise de
“bootstrap” exprimiu alta representatividade estatistica para grande parte dos "nés"
do dendrograma construido. O coefciente de correlacao cofenética encontrada entre
a matriz de dissimilaridade e o dendrograma foi 0,66, significativo ao nivel de 1% de
probabilidade pelo teste t. Esses resultados indicam que o agrupamento das
cultivares observado no dendrograma representou bem as distancias genéticas
estimadas entre as cultivares.

O grupo | foi formado por 14 cultivares, representando 18,9% do total. As
cultivares M7578 e M7211 formaram os grupos isolados Il e Ill, indicando serem as
mais divergentes. O grupo IV foi constituido por 29 cultivares, abrangendo a maior
parte das cultivares (39,1%), sendo composto por genétipos de quase todos os
programas de melhoramento. Os grupos V e VI foram formados por 18 e 11
cultivares representando, respectivamente, 24,3% e 14,8% do total (Figura 4).

Dentro dos programas de melhoramento, as 12 cultivares Monsanto foram
distribuidas em todos os seis grupos formados (1, Il, lll, IV, V e VI) sendo que, duas
dessas (M7578 e M7211) formaram isoladamente os grupos Il e lll. As 11 cultivares
TMG foram distribuidas em trés grupos (IV, V e VI). As 19 cultivares da Embrapa
apresentaram menor diversidade, sendo alocadas em apenas dois grupos (I e IV),
assim como as cultivares Coodetec (5) e Pioneer (7) que ficaram alocadas nos
grupos IV e V e V e VI respectivamente. Todas as sete cultivares Brasmax alocaram-
se no grupo V, indicando maior similaridade genética entre as mesmas (Figura 4).

Ainda pelo dendrograma (Figura 4), é possivel visualizar a formagéo de dois
subgrupos exclusivos de alguns programas de melhoramento. As cultivares BRS
243, BRS 244, BRS 246, BRS Charrua e BRS Pampa, da Embrapa, formaram um
subgrupo dentro do grupo I. Apesar desta formacao, as cultivares da Embrapa estao
distribuidas em dois grupos o0 que indica existéncia de variabilidade. O contrario
aconteceu com as cultivares do programa Brasmax (BMX Apolo, BMX Energia, BMX
Forca, BMX Poténcia, BMX Impacto e BMX Magna) onde todas formaram um
subgrupo dentro do grupo V.
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Figura 4. Dendrograma obtido pelo critério UPGMA, representativo da
dissimilaridade genética entre 74 cultivares de soja RR, em fungéo de 86
marcadores SSR. Valores nos nés representam o nivel de suporte de
“Bootstrap”
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Para obter melhores estimativas sobre a diversidade genética entre as
cultivares estudadas o ideal seria uma comparagao dos agrupamentos gerados com
base na matriz de dissimilaridade por marcadores moleculares e os coeficientes de
parentesco. Todavia, tal acesso nao foi possivel, ja que as genealogias de todas as
cultivares deste estudo néo estédo disponiveis, principalmente daquelas pertencentes
a empresas privadas. Isso reforga, ainda, a importancia de estudos de diversidade,
com grupos distintos de gendtipos.

Andlises de agrupamento por meio de métodos hierarquicos tém sido
amplamente utilizadas em estudos de diversidade genética em soja e tém indicado
boa concordancia entre os dendrogramas gerados e o parentesco entre as cultivares
(PRIOLLI et al. 2002; YAMANAKA et al., 2007; MULATO et al., 2010). Estudando
317 cultivares brasileiras de soja, Bonato et al. (2006) observaram que o
dendrograma gerado com a matriz de dissimilaridade genética obtida com
marcadores AFLP foi consistente com a genealogia dos gendtipos. Priolli et al.
(2010) verificaram que o agrupamento de 168 cultivares de soja, obtido pelo método
UPGMA, com base nas informacdes de marcadores SSR foram consistentes com

ancestrais em comuns entre as cultivares pertencentes ao mesmo grupo.

4.3 Comparacao entre diversidade obtida a partir de caracteres fenotipicos e
marcadores moleculares

Tanto os dados fenotipicos representados por meio dos caracteres
agrondmicos quantitativos, quanto os moleculares, mostraram-se ferramentas
informativas na caracterizagdo da divergéncia existente entre as cultivares de soja
RR. A diversidade encontrada entre as 74 cultivares, é condizente com os estudos
conduzidos a partir de marcadores moleculares por Vieira et al. (2009), Dellagostin
et al. (2011) e Nogueira, 2011 e, também, com a diversidade encontrada utilizando
caracteres agronémicos por Peluzio et al. (2009), Santos et al. (2011) e Rigon et al.
(2012).

Pela anélise dos dois métodos verificou-se que as cultivares do programa de
melhoramento da Monsanto, ficaram distribuidas em varios grupos, indicando alta
diversidade entre as cultivares. A maior heterogeneidade deste programa pode estar

relacionada com o fato desta empresa ser a responsavel pelo desenvolvimento da
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soja RR e por sua amplitude de pesquisas com a insercdo do gene entre diferentes
cultivares de soja (GREEN, 2009).

Em relacao as cultivares do programa TMG, embora tenham se dividido em
quantidades menores de grupos, também apresentaram divergéncia genética
relativamente alta quando analisadas pelos dois métodos. Por sua vez, para os
programas Coodetec, Pioneer e Brasmax, ambos os métodos indicaram baixa
diversidade, uma vez que essas cultivares ficaram distribuidas em poucos grupos ou
em apenas um grupo, como € o caso dos genoétipos Brasmax.

A utilizacdo de gendtipos altamente relacionados como receptores do gene
RR dentro dos programas de melhoramento de soja pode ter causado a baixa
diversidade genética observada por este estudo.

Li et al. (2008), avaliando a diversidade genética entre 101 cultivares de soja
chinesas também verificaram que cultivares pertencentes ao mesmo programa de
melhoramento se alocavam dentro de um mesmo grupo e atribuiu este resultado ao
uso restrito de parentais no desenvolvimento dessas cultivares. Vieira et al. (2009)
também ressaltaram a baixa diversidade encontrada entre cultivares de um mesmo
programa de melhoramento, quando avaliavam 53 cultivares de soja
comercializadas no Brasil.

A formacdo de um grupo contendo a maioria das 74 cultivares, também foi
verificada entre as analises fenotipicas e moleculares. Tal fato evidencia a existéncia
de similaridade genética entre as cultivares de soja RR, mesmo entre programas de
melhoramento distintos.

Santos et al. (2011), analisando a diversidade entre 48 cultivares de soja
brasileiras, verificaram a tendéncia das cultivares transgénicas em formarem um
Gnico grupo bastante similar. Sneller (2003) estudando a estrutura genética da
populacéao elite de soja norte-americana e o efeito dos cruzamentos recorrentes com
soja RR na divergéncia genética dessas linhagens concluiu que o advento da
tecnologia RR teve pouco impacto sobre a diversidade genética em geral das
cultivares. Entretanto, a baixa diversidade encontrada entre as linhas elite de
algumas empresas, levou-o a concluir que a restrita diversidade dentro de alguns
programas, juntamente com o baixo intercAmbio de germoplasma, poderia afetar a

variabilidade disponivel futuramente.
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Apesar de ambas as analises compartilharem varios resultados, por outro
lado revelaram diferencas. Os pares de cultivares mais divergentes encontrados por
meio da distancia Euclidiana (dados fenotipicos) diferiram-se daqueles obtidos pelo
coeficiente de Jaccard (dados moleculares). No entanto, pode-se verificar que em
ambas, as minimas distancias ocorreram sempre entre as cultivares Brasmax, que ja
haviam demonstrado alta similaridade entre si. Diferencas também foram
observadas no agrupamento das cultivares do programa da Embrapa. Tais
genodtipos foram menos divergentes, quando analisados pelos marcadores
moleculares, distribuindo-se em apenas dois grupos, € nao em seis grupos, COmMo
pela analise fenotipica.

A utilizagao dos caracteres fenotipicos e marcadores moleculares fornecem
uma visdo mais completa acerca da diversidade presente nos genétipos avaliados.
CHIORATTO et al. (2007) ao caracterizarem a diversidade existente entre 220
acessos de feijao concluiram que descritores agromorfolégicos e marcadores
moleculares devem ser utilizados juntos em estudos de diversidade, contribuindo
para a confiabilidade dos resultados e correta compreensdo da relacdo entre os
acessos.

SINGH et al. (1991) relataram que a melhor forma de se identificar
divergéncia entre gendtipos é o uso combinado de marcadores moleculares e
descritores agromorfolégicos, promovendo um complemento nos resultados.

O coeficiente de correlacdo encontrado entre as medidas de dissimilaridade
estimadas pelas caracteristicas fenotipicas e moleculares foi baixo, porém
significativo (r=0,11, P<0,01) pelo Teste t e pelo teste de Mantel com 10.000
simulagodes.

Gouvéa et al. (2010) também encontraram correlagdes baixas entre as
distancias genéticas baseadas em SSR e os dados fenotipicos, em seringueira
(r=0,13, P<0,01). J& Chioratto et al. (2007), ao correlacionarem matrizes de
dissimilaridade, obtidas a partir de variaveis agronémicas e descritores moleculares
RAPD em feijao, encontraram coeficiente de correlacdo médio (r=0,33 P<0,01) e
significativo pelo teste de Mantel.

A diferenca entre os pares de cultivares mais divergentes encontrados pela

Distancia Euclidiana e do Coeficiente de Jaccard, bem como a baixa correlagao
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encontrada entre os dados fenotipicos e moleculares, indica que cada método
estimou a divergéncia entre genétipos de uma forma distinta. Na literatura, algumas
consideracdes vém sendo apresentadas quando a correlacdo observada entre
distancias obtidas por meio de marcadores moleculares e caracteres fenotipicos é
relativamente baixa.

Segundo BARBOSA-NETO (1996), a baixa correspondéncia entre dados
fenotipicos e moleculares se deve ao fato dos marcadores utilizados considerarem
todo o genoma, incluindo regides que nao contribuem para a expressao de genes. A
baixa correlacdo pode ser devida ao fato das marcas utilizadas néo estarem ligadas
aos genes que codificam as caracteristicas em estudo (CHARCOSSET et al.,1991).
Roldan-Ruiz et al. (2001), afirmam que um modo alternativo para lidar com a baixa
correlacdo entre distancia genética e fenotipica, pode ser selecionando apenas
marcadores moleculares associados aos caracteres fenotipicos.

Outro fator que dificulta a ocorréncia de associacéo entre dados fenotipicos e
moleculares é o fato da variacdo detectada pelos marcadores moleculares ser nao
adaptativa e, portanto, ndo sujeita a selecdo, ao contrario dos caracteres
agronbmicos que sado sujeitos tanto a selecdo natural quanto artificial, além de

sofrerem grande influéncia ambiental (VIEIRA et al., 2005).

5. CONSIDERAGCOES FINAIS

As cultivares de soja utilizadas neste trabalho constituem uma amostra
representativa das cultivares RR cultivadas e comercializadas no Brasil. Sendo
assim, foi possivel fazer uma inferéncia sobre a diversidade genética existente entre
os programas de melhoramento genético que as desenvolveram.

Mesmo sem a informacdo sobre as genealogias, os dendrogramas obtidos a
partir dos dados fenotipicos e moleculares agruparam as cultivares refletindo suas
origens. Os resultados obtidos nesse estudo apontaram alguns programas de
melhoramento com menor diversidade genética indicando que estes utilizam de uma
base genética estreita para desenvolver suas cultivares RR, uma vez que o
melhoramento genético com o0 uso de parentais restritos leva, potencialmente, ao

estreitamento da variabilidade genética.
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O plantio de cultivares com estreita base genética em extensas areas, esta
sujeito a maior pressao de doencas, pragas e estresses ambientais, existindo o risco
da vulnerabilidade genética. Esforcos por parte dos programas de melhoramento de
soja na ampliagdo da base genética € de extrema importancia para diminuir esses
fatores. A introducdo de variabilidade nos programas de melhoramento da soja,
visando gerar novas combinacdes a partir da ampliacdo da base genética da cultura,
€ fundamental para fazer frente a novas demandas, como aumentos de
produtividade e de qualidade.

A selecdo de cultivares mais divergentes, a partir dos dendrogramas
apresentados € uma alternativa viavel e que pode ser utilizada comercialmente para
evitar perdas na producdo que estejam relacionadas ao uso extensivo de cultivares
com base genética estreita.

6. CONCLUSOES

Verificou-se a existéncia de variabilidade genética entre as cultivares de soja
RR.

O programa de melhoramento genético da Monsanto apresentou maior
diversidade genética. E o programa da Brasmax apresentou menor diversidade
genética entre suas cultivares.

Dentre os caracteres agronémicos avaliados, o numero de dias para
florescimento (NDF), producéo de graos (PG), valor agronémico (VA) e numero de
dias para maturidade (NDM) sdo os mais indicados para andlise da diversidade
fenotipica em soja.

Tanto os caracteres agrondmicos quantitativos, quanto os marcadores
moleculares microssatélites apresentam-se como ferramentas informativas para
estimar a divergéncia existente entre as cultivares de soja RR.

Os diferentes agrupamentos obtidos a partir dos caracteres agronémicos e
marcadores moleculares SSR indicam capacidade diferencial na estimativa da
divergéncia existente entre gendtipos avaliados, devendo ser utilizados como

ferramentas complementares.
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