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MAPEAMENTO DE QTL E ANALISES DE ESPECTROSCOPIA PARA TEOR DE
OLEO VISANDO APLICACAO EM PROGRAMAS DE MELHORAMENTO DE
SOJA

RESUMO - A soja vem assumindo importdncia crescente em areas
canavieiras do Estado de Sao Paulo, como opcdo para cultivo em &reas de
rotacdo/sucessao da cana-de-aglcar e para isso, faz-se necessario que o cultivar de
soja possua ciclo curto, além de bons atributos agronémicos e alto teor de 6leo
visando a producao de biodiesel. O objetivo de presente trabalho foi a deteccao e
mapeamento de QTL’s associados aos conteudos de 6leo na soja, em populagdes
Fo derivadas do cruzamento entre linhagens precoces e adaptadas ao sistema de
rotacdo cana-soja (baixo teor de 6leo) e gendtipos ndo adaptados a este sistema
(alto teor de 6leo), visando a utilizacdo de tais QTL’'s no processo seletivo de
populacbes segregantes. Além disso, objetivou-se ainda a constru¢do de uma curva
de calibracao para ser utilizada em leituras de teor de 6leo por espectroscopia do
infravermelho proximo (NIR), em programas de melhoramento de soja. O
mapeamento de QTL’s foi realizado por marcadores microssatélites (SSR) em
populagdo segregante de soja F» proveniente do cruzamento bi-parental entre a
Linhagem 69 (baixo teor de 6leo) e o cultivar Tucunaré (alto teor de 6leo), onde as
leituras de teor de 6leo das progénies foram obtidas por NIR. Os modelos de
espectroscopia utilizados apresentaram coeficientes de correlacdo e 0s erros
quadratico médio (RMSEC) respectivamente, de 76% e 0,33 para umidade e 57% e
1,27 para Oleo, indicando a viabilidade da metodologia NIR para predicdo dos
parametros de umidade e teor de 6leo em sementes de soja. Foram detectados dois
QTLs associados ao conteudo de éleo, nos grupos de ligagcdo K e H. A variacao
fenotipica explicada pelos QTL variou de 7,8% a 46,75%, para o conteudo de dleo.
Foram detectados novos QTL associados ao conteudo de éleo, divergindo daqueles
previamente relatados em outros estudos.

Palavras-chave: marcador molecular, espectroscopia no infravermelho préximo,
melhoramento genético
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QTL MAPPING AND SPECTROSCOPY ANALYSIS FOR OIL CONTENT IN
ORDER APPLICATION IN SOYBEAN BREEDING PROGRAMS

ABSTRACT - Soy has become increasingly important in sugarcane areas of
Sao Paulo, as an option for cultivation in areas of rotation / succession of cane sugar
and for this, it is necessary that the soybean cultivar has a short cycle, as well as
good agronomic traits and high oil content in order to produce biodiesel. The aim of
this study was the detection and QTL mapping associated with the soybean oil
content in F2 populations derived from the cross between early lines and adapted to
cane soybean rotation system (low oil content) and genotypes not adapted to this
system (high oil content), to the use of such QTL in the selection of segregating
populations. In addition, aimed to further the construction of a calibration curve for
use in oil content readings by near infrared spectroscopy (NIR) in soybean breeding
programs. The QTL mapping was performed by microsatellite markers (SSR) in
segregating population from F2 soybean bi-parental cross between Line 69 (low) oil
and cultivar Tucunaré (high oil content), where the content of readings oil progenies
were obtained by NIR. The models used spectroscopy showed correlation
coefficients and root mean square errors (RMSEC) respectively, and 0.33 to 76%
moisture and 57% oil and 1.27 for indicating the feasibility of NIR method for
predicting the moisture parameters and oil content in soybean seeds. Two QTLs
were detected associated with the oil content in linking groups K and H. The
phenotypic variation explained by QTLs varied from 7.8% to 46.75%, for oil content.
New QTL was associated with the oil content, unlike those previously reported in
other studies.

Keywords: molecular marker, near infrared spectroscopy, breeding



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS
1 INTRODUCAO

A cultura da soja constitui-se na principal oleaginosa cultivada dentre as
espécies graniferas. A soja é considerada a principal commodity comercializada no
Mundo com producdo mundial de 283,8 milhdes de toneladas e uma area cultivada
de 113 milhdes de hectares. Entre os grandes produtores do grdo, os Estados
Unidos é considerado o maior produtor de soja com produgdo de aproximadamente
93 milhdes de toneladas e com area cultivada de 32 milhdes de hectares, sendo o
Brasil o segundo maior produtor do grao (USDA, 2014).

No Brasil a safra de soja no ano agricola 2014/15 esta estimada em 92,4
milhndées de toneladas em uma area total cultivada de 31 milhées de hectares,
ocasionando em uma produtividade média aproximadamente de 3.000 kg/ha,
consolidando o pais como o segundo maior produtor e exportador mundial. Os
Estados de Mato Grosso e Parana sao os principais produtores dessa cultura,
contribuindo com 27% e 20 % respectivamente na producao nacional (CONAB,
2014).

De acordo com Teixeira (2006), a soja representa 88% do total da producao
de oleaginosas e pelo seu parque industrial instalado, € sem duvida a principal
commodity nacional disponivel para atender demandas crescentes por biodiesel,
vindas, sobretudo, dos mercados americano e europeu.

A soja € uma das principais commodities comercializadas a nivel mundial, ndo
somente pela sua importancia econémica, mas também pelo seu valor nutricional e
sua composicdo. Essa cultura esta inserida em diversas finalidades, seja na
alimentacdo humana na forma de graos inteiros e também em seus subprodutos
como 6bleo vegetal, constituinte importante na formulacao de racdo animal, producéo
de biodiesel, entre outros (MANARA, 1998).

Além do sistema de monocultivo tradicional, a soja vem assumindo
importancia crescente em areas canavieiras do Estado de Sao Paulo, como opc¢ao
para cultivo em éareas de reforma. Entre as vantagens, pode-se citar: cultivo

totalmente mecanizado, diversificacdo econdémica e melhoria das caracteristicas



quimicas do solo, além dos beneficios ligados aos aspectos rotacionais e de
fertilidade do solo (MAURO et al., 1999).

Diversos genétipos de soja sao cultivados em diferentes ambientes de
producao (clima e solo) com elevadas produc¢des do grao, permitindo a quebra de
fronteiras agricolas, devido aos inumeros programas de melhoramento genético
existentes que visam selecionar genétipos ndo somente resistentes as principais
pragas e doencgas, mas também genétipos especificos direcionados para cada
regiao.

Geneticamente, a soja possui uma base genética estreita, sendo considerada
uma espécie autbgama perfeita, por apresentar o0 mecanismo de cleistogamia. Para
que ocorra a variabilidade genética, hibridacées artificiais sdo efetuadas em
genotipos preferencialmente divergentes.

Para que ocorra 0 sucesso nos programas de melhoramento genético de soja,
sdo utilizadas inumeras estratégias e conhecimento cientifico de qualidade para
obtencdo de gendétipos altamente produtivos. Dessa forma, a avaliagdo dos
caracteres agromorfoldgicos tais como: altura da planta, numero de vagens, nimero
de nés, entre outros, sdo avaliados em sucessivos ensaios de selecao, de forma que
ndo ocorra a destruicdo do material vegetal para o avango da geracéo futura.

O teor de 6leo em grao de soja também é um outro carater que visa a selegéao
de gendtipos de soja. Tem como finalidade obtencao de gendtipos com alto teor de
6leo para a producdo de biodiesel, bem como a obtencdo de genétipos com tal
carater e que seja de ciclo precoce para atender a demanda de areas de reforma de
cana-de-agucar, principalmente para o Estado de Sao Paulo.

Aliado a isso, ndo somente esses caracteres, mas também o tipo de
delineamento estatistico utilizado nos ensaios experimentais é bastante criterioso
para que diminua o efeito ambiental nos gendtipos a serem avaliados.

Com o avango dos programas de melhoramento genético, outras técnicas
foram atribuidas na selecao de genétipos superiores tais como; a biotecnologia com
0 uso de marcadores moleculares bem como a espectroscopia no infravermelho
proximo (NIR).

O uso dos marcadores moleculares no melhoramento de plantas visa a

selecao de gendtipos ao nivel de DNA, auxiliando em diversos estudos: diversidade



genética, mapeamento genético de QTL’s, identificagdo varietal, fingerprinting, entre
outros. Existem diversos tipos de marcadores moleculares, 0s quais sao
classificados quanto a sua natureza em dominantes e codominantes. De forma geral,
estudos realizados com marcadores moleculares visam diminuir o tempo de selecéao
nos programas de melhoramento genético tradicional (MARTINS et al., 2011).

Outra técnica utilizada nos programas de melhoramento é a espectroscopia
no infravermelho préximo que visa a avaliacado da composi¢ao do gréo de soja como
teor de umidade, teor de éleo, proteina, cinzas bem como toda a fracdo de acidos
graxos. Esta técnica tem sido utilizada em fases iniciais de programas de
melhoramento, por meio da avaliacdo dos genétipos para varios caracteres, sem a
destruicdo das sementes, permitindo a condug¢ao dos mesmos as geracoes futuras.

Mediante tais fatos, o presente estudo possui como objetivos a deteccédo e
mapeamento de QTLs associados aos conteudos de 6leo na soja, em populacées Fz
derivadas do cruzamento entre linhagens precoces e adaptadas ao sistema de
rotacdo cana-soja (baixo teor de oleo) e gendtipos ndo adaptados a este sistema
(alto teor de 06leo), visando a utilizacdo de tais QTLs no processo seletivo de
populacdes segregantes. Além disso, objetivou-se ainda a constru¢do de uma curva
de calibracdo para ser utilizada em leituras de teor de 6leo por espectroscopia do
infravermelho préximo (NIR), em programas de melhoramento de soja.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia da cultura da soja

A soja (Glycine max (L.) Merrill), pertencente a familia Fabaceae, é a mais
importante leguminosa cultivada em nivel mundial, tanto do ponto de vista
econOmico, como no aspecto nutricional. Originaria da China, a cultura é utilizada na
alimentacao deste povo ha mais de 5000 anos. Foi inicialmente cultivada no Brasil a
partir de 1882, no entanto, apenas no final da década de 1960 tornou-se
economicamente importante quando a producédo passou de 203 mil toneladas em
1960 para 1 milhao de toneladas em 1969, na regiao Sul do pais onde as condicoes
climaticas de cultivo eram semelhantes as regides tradicionais do restante do



mundo. Atualmente consolida-se como a mais importante cultura do agronegocio
brasileiro. (CARUSO, 1996; CAMARA, 2006).

Um levantamento de safra realizado pela Conab retrata um crescimento de
7% na area cultivada. O 6leo vegetal proveniente do esmagamento deve ser
destinado a atender a demanda adicional gerada pelo aumento, de 4% para 5% da
mistura de 6leo vegetal ao diesel mineral no ambito do Programa Nacional de
Producéao e Uso de Biodiesel — PNPB (CONAB, 2014).

A soja é considerada, mundialmente, a principal fonte de producéao de éleos e
proteinas vegetais para alimentagdo humana e animal (MANARA, 1988), ocupando
lugar de destaque na oferta de éleo para consumo interno, na alimentacao animal
como principal fonte protéica, bem como, na pauta de exportacdo do pais
(SEDIYAMA et al., 1993).

A soja pode ser utilizada na alimentacdo humana na forma de gréos inteiros,
leite e molho. O 6leo de soja é rico em acidos graxos poli-insaturados podendo ser
usado como 6leo de cozinha e para producdo de maionese e margarinas. O éleo
também apresenta aplicagdes industriais na fabricacao de tinta de caneta, biodiesel,
tinta de pintura em geral, xampu, sabdes e detergentes.

A lecitina obtida pela extracdo da goma do 6leo de soja bruto € empregada
como emulsificador na producao de produtos ricos em gorduras e éleos, como o
chocolate, a margarina e os produtos de panificagdo. Pode também ser usada como
agente estabilizador em banhas e como agente umectante para, por exemplo,
cosméticos.

O farelo de soja € usado como suplemento alimentar rico em proteina para
alimentacao de gado, suinos, aves domésticas e peixes. A farinha e o concentrado
de soja sao utilizados em ragdes animais especiais. Na industria alimentar, a soja
pode ser utilizada na producao de cereais, paes, biscoitos, massas, produtos finos
de carne etc. Usa-se a proteina texturizada de soja como substituto da carne. Os
usos técnicos dos ingredientes proteicos e da farinha de soja incluem revestimentos
de papel e auxiliares de processos de fermentacgao.

A casca da soja é retirada durante o descascamento inicial dos grdos e
contém material fibroso. E usada como forragem grossa e também como fonte de

fibras dietéticas de cereais matinais e de certos lanches prontos (MISSAO, 2006).



2.2 Composicao do grao de soja

O grao de soja € composto por aproximadamente 38% de proteinas, 19% de
6leos, 27% de carboidratos e 11% de umidade (EMBRAPA, 2010). O 6leo de soja €
constituido de triacilgliceréis, que séao ésteres formados a partir de trés acidos graxos
e uma molécula de glicerol. Os acidos graxos sao acidos organicos lineares que
diferem pelo numero de carbonos e também, pela presenca de insaturacoes, isto &,
duplas ligacdes entre os atomos de carbono, em sua cadeia hidrofébica. Os acidos
graxos sem duplas ligagcdes sao conhecidos como saturados e aqueles que
possuem tais ligacdes sdo chamados de insaturados ou poliinsaturados, com uma
ou mais duplas ligacoes, respectivamente (CAMARA, 2006).

Na soja os principais acidos graxos da fragdo 6leo e a proporcao média
encontradas sao: 11% de palmitico (C16:0), 4% de esteérico (C18:0), 23,4 % oléico
(C 18:1), 53,2 % de linoléico (C18:2) e de 7,8% linolénico (C18:3) (LIU; WHITE,
1992). Outros acidos como miristico, palmitoléico, araquidico, eicosendico e
Behénico estdo em menor quantidade. Estudos realizados por Lago et al. (1978) em
varios genotipos, identificaram conteddos médios de 15% de acidos graxos
saturados (11% a 13% de C16:0 e entre 3% a 4% de C18:0), 21% a 41% de acidos
graxos monoinstaurados (C18:1), entre 39% a 56% de &cidos di-insaturados (C18:2)
e 4,5% a 6,9% de polinsaturados (C18:3).

A qualidade do éleo € determinada pela composicdo e distribuicdo destes
acidos graxos na molécula de triacilglicerol, influenciando suas propriedades fisicas
e quimicas, como o ponto de fusdo e a estabilidade oxidativa.

A degradacdo oxidativa de &cidos graxos polinsaturados, como o &cido
linolénico ocorre pela presenca de duplas ligacbes nas cadeias de carbonos,
tornando estas moléculas suscetiveis ao ataque oxidativo, ocorrendo assim a
formacao de compostos que alteram o odor e sabor do produto (DUNTON et al.,
1951; YADAV, 1996)

Dessa forma, o alto teor de acidos graxos polinsaturados € responsavel pela
reducdo da estabilidade a oxidacédo e da qualidade do éleo de soja, tanto para fins

alimenticios quanto industriais como, por exemplo, para a producdo do biodiesel



(ALONSO; MARQOTO, 2000). O acido oléico nao é estavel como os acidos graxos
saturados, entretanto, € cerca de 10 vezes mais estavel que o 4cido linoléico e pelo
menos 20 vezes mais estavel que o acido linolénico (ECONOMIC, 1990).

De acordo com Fehr (2007) citado em Matta (2008), alteragcdes na
composicao dos acidos graxos de 6leo de soja tém sido bem sucedidas para melhor
satisfazer as necessidades dos consumidores. O desejavel seria que os 6leos de
soja comercializados possuissem trés modificacdes que sdo: reducao de 8 para 1%
do conteudo de acido linolénico da semente de soja; aumento do acido oléico de 25
para 80%; e reducdo de 11 para 4% do conteudo de acido palmitico. Essas
alteragdes sdo bastante benéficas visto que aumentam a estabilidade oxidativa e a
vida util do éleo, reduzindo a hidrogenagdo quimica e os teores de gorduras
saturadas.

Os programas de melhoramento genético, buscam nos bancos de
germoplasma da soja, genotipos com baixos teores de &cido linolénico. Foram
identificadas introdugcdes de plantas com teores mais baixos desse &cido,
comparadas as cultivares elites, porém nenhuma delas com menos que 4%
(KLEIMAN; CALVIS, 1982).

2.3 Obtencao e producao do Biodiesel

A demanda projetada de energia no mundo aumentara 1,7% ao ano, de 2000
a 2030, quando alcancara 15,3 bilhdes de toneladas equivalentes de petréleo. Os
combustiveis fésseis responderiam por 90% do aumento mundial, até 2030.
Entretanto, o esgotamento progressivo das reservas mundiais de petréleo é uma
realidade cada vez menos contestada. A Bristish Petroleum, em seu estudo “Revisao
Estatistica de Energia Mundial de 2004”, afirma que atualmente as reservas
mundiais de petréleo durariam em torno de 41 anos, as de gas natural, 67 anos, e as
reservas brasileiras de petréleo, 18 anos. (MAPA, 2010).

Ha ainda os fatores ambientais, devido aos impactos negativos dos
combustiveis fosseis sobre o clima. Para cada 3,8 litros de gasolina que um
automoével queima, sao liberados 10 kg de CO. na atmosfera. A queima de



derivados de petréleo contribui para o aquecimento do clima global por elevar tais
niveis de CO, na atmosfera. (BIODIESEL, 2010).

O Biodiesel vem sendo estudado como uma alternativa aos combustiveis
derivados do petréleo, pois € um combustivel biodegradavel derivado de fontes
renovaveis. A agricultura apresenta-se como uma alternativa viavel, do ponto de
vista econdmico, social e ambiental, para a geracdo dessa energia renovavel. O
biodiesel pode ser produzido a partir de 6leos vegetais, tais como soja, mamona,
dendé (palma), girassol, babacu, amendoim e pinhdo manso.

A soja pode ser utilizada como uma das opgbOes para obtencao de
biocombustiveis. Por apresentar baixos custos de producéo, encontra-se adaptada a
todo territorio nacional, possui elevados teores de 6leo, alta produtividade de 6leo
por hectare, podendo ainda ser armazenada por longos periodos. O biodiesel feito
com ébleo de soja ndo apresenta qualquer restricdo para consumo em climas quentes
ou frios. Seu éleo pode ser utilizado tanto para o consumo humano, quanto para
produzir biodiesel ou para usos na industria quimica.

Um 6leo adequado para a produgcao do biodiesel deve ser rico em acidos
graxos de cadeia longa e com baixo nivel de insaturagdo. Tais caracteristicas
determinam a estabilidade do produto (PINTO et al., 2005). O biodiesel pode ser
produzido a partir do processo de transesterificagdo. Esse processo se da pela
reacdo do triglicerideo com um alcool na presenca de um catalisador, que pode ser
um acido ou uma base forte, produzindo uma mistura de ésteres alquilicos de acidos
graxos e glicerol. A mistura de ésteres €, entdo, separada e purificada e, assim, se
tem o biodiesel. A fonte de éalcool pode ser o metanol, o etanol, o propanol ou o
butanol. Os mais utilizados sdo metanol e etanol, sendo que com o primeiro pode-se
obter maior rendimento (MONTEIRO et al., 2005).

O metanol é geralmente empregado na producdo de biodiesel devido a
simplicidade do processo, ou seja, tempo de reacdo reduzido, separacao
espontanea da glicerina dos ésteres metilicos e alta conversao dos triacilglicerideos
em ésteres. Além disso, tem um custo menor e é utilizado em pequeno excesso no
processo. Entretanto, apresenta algumas desvantagens: alta toxicidade, sintetizado
de fontes nao renovaveis e o pais ndo tém auto-suficiéncia na sua produgéo. O uso

do etanol, mesmo com as suas desvantagens técnicas (separacao dificil do



biodiesel/glicerina) e econémicas (alto custo) torna-se atrativo, sob o ponto de vista
estratégico e ambiental. No Brasil, 0 uso de etanol é vantajoso, pois este é
produzido em larga escala, constitui-se numa fonte de energia renovavel (cana-de-
acucar) e abundante e, ainda, é obtido por processo totalmente independente do
petréleo (FERRARI et al., 2005).

A viscosidade do biodiesel de soja a 37,8°C é de 4,08 quando obtido por
metandlise (Me) e 4,41 por etandlise (Et) se aproximando dos valores encontrados
no diesel oriundo do petréleo que varia entre 2,5 a 5,5. Ja a viscosidade na mamona
€ de 17,02 por Me e 19,75 por Et; no dendé esses valores séo de 6,25 por Me e 6,39
por Et. Com relagdo a densidade do biodiesel a 20°C os valores obtidos quando se
utiliza metanol é de 0,884 para a soja, 0,9144 para a mamona e 0,8603 para o
dendé. Ao empregar o etanol a densidade da soja é de 0,881, da mamona 0,9095 e
do dendé 0,8597. Os valores do Biodiesel oriundo da soja nesta situacdo sao
novamente muito préximos ao do diesel, estando entre 0,820 a 0,880.

2.4 Precocidade visando rotacao com cana-de-acucar

A soja possui grande importancia em areas canavieiras do Estado de Séao
Paulo, como opcao para cultivo em areas de reforma. Entre as vantagens, pode-se
citar: cultivo totalmente mecanizado, diversificacdo econdémica e melhoria das
caracteristicas quimicas do solo. Devido ao seu excelente comportamento nessas
areas, além das vantagens citadas pode-se mencionar os beneficios dos aspectos
rotacionais e de recuperacao da fertilidade do solo (MAURO et al., 1999).

Em areas de reforma de canavial tem-se optado pelo plantio de leguminosas
por proporcionar ao produtor de cana uma série de vantagens sob o ponto de vista
agronémico, econbémico, politico e social (MONTEIRO; FERREIRA, 1986). As
leguminosas vém sendo preferidas por fixarem nitrogénio atmosférico, por
possuirem uma estreita relagdo carbono: nitrogénio e por deixarem no solo, apds a
colheita, um residuo vegetal facilmente decomponivel (MONTEIRO, 1988). O
sistema mais comum de utilizacdo de culturas em rotagdo envolve a retirada da cana

em setembro-outubro, destruicdo da soqueira, calagem, preparo do solo visando a



cultura a ser instalada, plantio da cultura anual, sua colheita em fevereiro-marco e

plantio da cana logo em seguida.

2.5 Marcadores moleculares no melhoramento de plantas

A agricultura tem papel essencial no fornecimento de matéria-prima para a
alimentacdo humana e animal e o0 sucesso dessa atividade nos ultimos anos esta
relacionado ao melhoramento genético de plantas de interesse econdémico
(OLIVEIRA et al.,, 2007). A utilizagdo de técnicas classicas de melhoramento
juntamente com tecnologias avancadas, considerando vantagens e limitacoes de
cada uma delas, aumenta a eficiéncia de selecdo e maximizagdo de ganhos
genéticos durante o melhoramento e sdo responsaveis pelo incremento de
produtividade das culturas (SALGADO; PINHO, 2006).

Dentre as tecnologias empregadas atualmente, estdo o0s marcadores
moleculares, que permitem a selecao de individuos superiores baseando-se no
genotipo. Os marcadores moleculares podem ser definidos como todo e qualquer
fen6tipo molecular originado a partir de um gene expresso (isoenzimas) ou de um
fragmento de DNA que pode ou nao corresponder a regides expressas do genoma
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Inicialmente, os estudos genéticos e de melhoramento utilizavam marcadores
controlados por genes relacionados a caracteres morfologicos e de facil visualizagcao
no organismo (OLIVEIRA et al., 2007). Os marcadores morfolégicos contribuiram
para o desenvolvimento dos principios teéricos nesse campo, no entanto, o nimero
reduzido de marcadores morfolégicos diferentes em uma mesma linhagem diminuia
a possibilidade de associacdo com caracteres de importancia econbémica
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Além disso, a disponibilidade desses
marcadores era restrita a poucas espécies; estes podem sofrer influéncia do
ambiente e mutagdes deletérias limitaram sua utilizagdo (SALGADO; PINHO, 2006).

Inimeros foram os avangos quanto aos marcadores moleculares, o

desenvolvimento dos diversos tipos de marcadores e a quantidade de marcadores
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foi ampliada, tornando possivel a aplicacdo dessa técnica em diversas espécies
vegetais.

Os marcadores moleculares baseados em DNA constituem uma ferramenta
rapida e eficaz para estudos gendmicos, uma vez que identificam polimorfismos
diretamente ao nivel do DNA. Com base nesse polimorfismo, € possivel inferir sobre
as relacdes entre o gendtipo e o fendtipo dos individuos (MARTINS et al., 2011). A
existéncia de diversas técnicas moleculares e suas diferencas de principios e
metodologias requer andlise cuidadosa na escolha de um ou mais tipos de
marcadores, uma vez que uns sdo mais apropriados que outros dependendo da
informacao que se deseja obter (SEMAGN et al., 2006; MELO et al., 2011).

As vantagens dos marcadores moleculares podem ser inUmeras: sao
ilimitados e estdo por todo o genoma; independem de influéncias ambientais,
condicdes fisiolégicas ou do estadio de desenvolvimento da planta; ndo sao tecido-
especificos e apenas uma pequena amostra € necessdria para analise genética
(SALGADO; PINHO, 2006; SHAW et al., 2009; MELO et al., 2011)

Um marcador molecular ideal deve possuir algumas caracteristicas: ser
altamente polimérfico, ter heranca codominante possibilitando a diferenciacdo entre
homozigotos e heterozigotos, ter distribuicdo uniforme e frequente pelo genoma,
tornando a analise facil, rapida e de baixo custo; ter alta reprodutibilidade permitindo
o intercambio de dados entre laboratérios (KUMAR et al., 2009)

2.6 Marcador molecular microssatélite (SSR)

Marcadores moleculares do tipo microssatélites ou SSRs (Simple
Sequence Repeats), consistem em 1 a 5 nucleotideos repetidos em sequéncia. As
regibes de DNA que flanqueiam os microssatélites sdo geralmente conservadas
entre os individuos de uma mesma espécie, permitindo selecdo de primers
especificos que amplificam, via PCR (Reagcdo em Cadeia da Polimerase),
fragmentos contendo o DNA repetitivo em todos os gendtipos. Quando os
microssatélites sao individualmente amplificados, usando o par de primers

complementares as sequéncias Unicas que os flanqueiam quase que
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invariavelmente mostram extensivo polimorfismo para tamanho de bandas. A
variagdo do tamanho dos produtos de PCR é uma consequéncia advinda de
diferentes niumeros de unidades repetitivas dentro da estrutura do SSR (CREGAN et
al., 1999). Dessa forma, cada microssatélite, independentemente do elemento
repetitivo, constitui um loco genético altamente variavel, multialélico, de grande
conteudo informativo. Essa natureza altamente informativa, combinada com a
especificidade e rapidez da tecnologia PCR, fazem desses marcadores uma
eficiente ferramenta para estudos de genes eucaridticos (AKKAYA et al., 1992).

O polimorfismo dos microssatélites € consequéncia dos diferentes numeros
de unidades repetitivas presentes no genoma e o resultado pode ser visualizado em
gel de poliacrilamida ou agarose especial de alta resolucdo, sendo que € necessario
um gel adequado para a separacao de segmentos que diferem por poucos pares de
bases (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). S&o marcadores co-dominantes,
facilmente reprodutiveis, hipervariaveis e tém as vantagens de ser de rapida
deteccdo e de permitir a analise de grande numero de combinagdes de primers por
amostras em géis multiplex. A grande limitagdo da técnica de microssatélites é o
desenvolvimento dos primers, que dependem do conhecimento das sequéncias que
flanqueiam as bases repetidas (MCCOUCH et al., 1997). Assim, necessita-se de
muito trabalho para o desenvolvimento prévio desses marcadores. Entretanto, esta
etapa pode ser eliminada em funcdo do aumento da disponibilidade de primers de
microssatélites para varias espécies (LANZA et al., 2000).

2.7 Selecao assistida por marcadores moleculares

O melhoramento convencional aliou-se as técnicas de biologia molecular para
selecionar genotipos superiores com o auxilio dos marcadores moleculares
(FRONZA, 2003). Atualmente, varios programas de melhoramento tém utilizado as
técnicas moleculares visando a selecao assistida por marcadores moleculares -
SAMM (ALZATE-MARIN et al.,2005; BENCHIMOL et al., 2005).

Um dos primeiros trabalhos sobre selegdo assistida por marcadores foi feito
por Stuber et al. (1982), com a utilizacdo de oito locos isoenzimaticos em uma
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populacdo melhorada de milho. Verificou-se que a sele¢cdo baseada nesses locos
possibilitou 0 aumento tanto da produtividade de grdos como no numero de espigas.
No entanto, ndo houve como saber se as alteracdes nessas caracteristicas foram
devido a ligacdes com poligenes ou a participacdo dessas aloenzimas em suas rotas
metabdlicas.

A SAMM tem sido bastante utilizada em vérias culturas, sendo que Federizzi
(1998) enfatiza que esta é possivelmente a area que possui maior impacto dentro
dos programas de melhoramento, pela sua utilizacao na identificacdo de gendtipos
superiores em populacdes segregantes. Os alelos desfavoraveis podem ser
eliminados ou bastante reduzidos durante os estadios iniciais de desenvolvimento
das plantas, conduzindo-se a selegdo no campo, de um reduzido nimero de plantas.

As vantagens da SAMM foram analisadas por LEE (1995), onde o0 mesmo
considerou que devem ser avaliados o custo e o tempo para o desenvolvimento de
cultivares e para a selecao dos caracteres de interesse. O autor ressaltou que o uso
dos marcadores moleculares sera vantajoso quando o loco de resisténcia e o
marcador estiverem fortemente ligados e ainda quando forem usadas as primeiras
geracoes de segregacao para evitar a erosao da ligacéo entre o loco e a marca.

Uma das etapas mais importantes no uso de marcadores moleculares é o
estabelecimento da relagdo entre um dado marcador e um loco de interesse, sendo
uma etapa trabalhosa e que exige bastante critério. Devido ao fenbmeno de
recombinagcdo, as regides que circunvizinham o loco de interesse podem ser
distintas, mesmo entre gendtipos aparentados. Portanto, um marcador polimdrfico
entre progenitores A e B, pode nado ser polimérfico entre A e C. Logo, para cada
cruzamento, marcadores especificos devem ser identificados. Em muitos casos, no
entanto, um mesmo marcador pode ser util em diferentes populacées derivadas de
diferentes cruzamentos (ALZATE-MARIN et al., 2005).

O sucesso da SAMM depende do grau de associagdo entre o marcador e a
caracteristica de interesse: quanto maior, menor a chance de ocorrer recombinacao
entre o marcador e 0 gene que controla a caracteristica, sendo maior a eficiéncia da
selecao.

Diversos estudos tém sido realizados para obtencao de um mapa de ligagao
saturado para a soja e para a identificacdo e validacdo de QTL’s associados a
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caracteristicas de interesse agronémico em soja, tais como produgcdo de graos e
conteudo de proteina e 6leo na semente. Com a identificagdo de marcadores
moleculares associados a QTL’s que aumentem o teor de O6leo, abrem-se
perspectivas de uma melhor orientacdo dos cruzamentos a serem realizados,
através da combinacgéo dos efeitos de diferentes QTL’s, o que possibilita a selecao
de gendtipos que expressem ao maximo o potencial para producéo de 6leo.

2.8 Mapeamento de QTLs para teor de dleo

A grande maioria dos caracteres de importancia econdmica em plantas é
classificada como de natureza quantitativa. Tais caracteres sado aqueles cuja
expressao fenotipica apresenta uma variacdo continua, atribuida a segregacéao
simultanea de muitos genes distribuidos pelo genoma. As regides cromossOmicas
referentes a sua localizagdo sdo definidas como QTLs (“Quantitative Trait Loci”).
Com o advento dos marcadores moleculares tornou-se possivel mapear tais regides
(QTL’s) que afetam esses caracteres quantitativos. Sendo assim, mapear um QTL
significa identificar sua posicdo no genoma e estimar seus efeitos genéticos, tais
como: o efeito aditivo, efeito de dominancia e outros efeitos presentes no modelo
adotado (TOLEDO et al, 2008).

Alguns trabalhos j& encontram-se descritos visando identificacdo de QTL’s
para os teores de 6leo em soja utilizando diferentes marcadores, tipos e tamanhos
de populacdes, além de citarem a utilizacao de genétipos adaptados e exéticos.

Panthee et al. (2005) detectaram QTL’s para teor de éleo e proteina em uma
populacédo de 101 RIL’s obtidas do cruzamento entre N98-984 e TN93-99. Entre 585
SSRs testados, 94 marcadores foram polimérficos, sendo avaliados na populagéo.
Um QTL no GL G explicou cerca de 20% do teor de proteina e trés QTL’s nos GL
D1b, G e O explicaram 11,8; 9,4 e 15% do teor de 6leo nesta populagao.

Nichols et al. (2006) avaliaram diferentes populacées de isolinhas RC4F3.4 €
RCsF5s para teor de éleo e proteina e marcadores SSRs e AFLPs do GL |. Utilizando
as populacdées RC4F3.4, mapearam um QTL para teor de proteina e 6leo no intervalo
de 11 cM entre as marcas Satt614 e Satt354. Na analise com as populagdes RCsFs,
a localizacao deste QTL foi redefinida no intervalo de trés cM entre os marcadores
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Satt239 e ACG9b e o QTL explicou 15,4, 11,7, 17,7 e 21,1% da variagéo do teor de
proteina em cada populagédo RCsF5 avaliada.

Um estudo genético da concentracdo de acidos graxos e do conteido de
lipidios em G. max x G. soja apresentou distribuicdo normal e alta herdabailidade em
F. e populacbes recombinantes testadas, além disso, verificou-se uma correlagéo
negativa entre tais caracteres. Um QTL para o conteudo lipidico e concentracéo de
acido linoleico foi detectado na mesma posicdo préximo a um marcador SSR
Satt384 nos grupos L G E, sugerindo que os fatores que controlam o contetdo de
lipidios podem ser parcialmente compartiihados com o0s responsaveis pela
concentracao de acido linoleico (SHIBATA et al., 2008).

Conforme observa-se, existem muitos estudos descritos na literatura, os quais
detectaram e caracterizaram QTL’s em populagdes de gendétipos de soja para os
conteudos de 6leo no grao. Muitos destes locos, entretanto, ndo foram validados em
diferentes ambientes ou backgrounds genéticos. Por isso, estudos complementarem
sao necessarios, com a finalidade de validar e confirmar a consisténcia de tais
QTL’s ja relatados para que estes locos possam ser explorados em estratégias de
processos de Selecdo Assistida por Marcadores dentro de programas de
melhoramento genético convencionais, possibilitando dessa forma maiores ganhos

geneéticos no processo seletivo deste importante componente do grdo da soja.

2.9 Espectroscopia por infravermelho préoximo (NIR)

O termo espectroscopia refere-se a interacdo de qualquer tipo de radiagcéao
eletromagnética com a matéria. O Infravermelho préximo corresponde a regido
posterior a do visivel, compreendendo os comprimentos de onda de 750 a 2500 nm,
com numeros de onda de 13300 a 4000 cm-1, respectivamente (PASQUINI, 2003).

O uso da espectroscopia NIR (Near InfraRed spectroscopy) tem como objetivo
principal obter informagdes qualitativas ou quantitativas de uma amostra, por meio
da interacdo das ondas eletromagnéticas do infravermelho com os constituintes da
amostra. As ocorréncias espectrais na regido do infravermelho préximo provém de

ligacdes em que o hidrogénio participa, o que torna a técnica util para a
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determinacao de compostos organicos contendo principalmente ligacées C-H, O-H,
N-H e S-H, sem que haja necessidade de pré-tratamento da amostra (PASQUINI,
2003).

Quando comparada a outros métodos quimicos, a espectroscopia NIR possui
vantagens, pois, em geral, ndo necessita de preparacao de amostras, ndo gera
residuo, é rapida e nao destrutiva (GONZAGA, 2006).

A relacdo entre o resultado da resposta instrumental com a propriedade de
interesse da amostra € denominada calibracdo. A equagdo matematica que
descreve a relagdo é o modelo de calibracdo e a representagédo grafica é chamada
de curva analitica ou curva de calibragdo (PIMENTEL; NETO, 1996). O processo de
calibragao consiste geralmente em duas etapas: a descritiva, que usa concentracoes
conhecidas para construir um modelo que relaciona a grandeza medida com a
concentragdo da espécie de interesse, e a preditiva, a qual utiliza este modelo para
pressupor concentracdes de novas amostras, a partir dos sinais analiticos
mensurados por estas (PIMENTEL; NETO, 1996).

Para construir uma curva de calibragdo confiavel, necesséria para as leituras
por NIR, & preciso um método de referéncia com boa reprodutibilidade e que forneca
resultados que apresentem boa correlagdo com os espectros gerados pelo NIR.
Também é desejavel que a curva tenha uma amplitude consideravel, isto é, que seja
aplicavel para um grande numero de amostras, as quais podem ter os mais variados
valores, sendo estes abrangidos pela curva. Na construcdo de uma curva de
calibracao, também se busca o menor desvio possivel, ou seja, maior precisdo dos
resultados (CORREA, 2014).

3 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AKKAYA, M.S.; BHAGWAT, A.A.; CREGAN, P.B. Length polymorphisms of simple
sequence repeat DNA in soybean.Genetics, Pittsburgh, v.133, p.1131-1139, 1992.

ALONSO, D.L.; MAROTO, F. G. Plant as “chemical facotires’for the production of
polyunsaturated fatty acids. Biotechnology Advances, New York, v.19, p.481-497,
2000.



16

ALZATE-MARIN, A.L.; CERVIGNI, G.D.L.; MOREIRA, M.A.; BARROS, E.G. Selegao
assistida por marcadores moleculares visando ao desenvolvimento de plantas
resistentes a doengas, com énfase em feijoeiro e soja. Fitopatologia Brasileira,
Brasilia,v. 30, p. 333-342, 2005.

BENCHIMOL, L.L.; LANZA, L.L.B.; SOUZA, J.R.; SOUZA, A. P. Microsatellite-
assisted backcross selection in maize. Genetics and Molecular Biology, Ribeirao
Preto, v. 28, n. 4, p. 789-797, 2005.

BIODIESEL. Disponivel em: <http://www.biodieselbr.com>. Acesso em: 9 ago. 2010.

CAMARA, G. M. S. Potencial da cultura da soja como fonte de materia-prima para o
Programa Nacional de Producdo e Uso do Biodiesel. In: CAMARA, G. M. S,
HEIFFIG, L. S. (Coord.). Agronegoécio de plantas oleaginosas: matérias-primas
para Biodiesel. Piracicaba: ESALQ, 2006. p.123 — 153.

CARUSO, R. Soja: uma caminhada sem fim. Campinas: Fundacao Cargill, 1996.
95p.

CONAB — Companhia Nacional de Abastecimento. 2014. Disponivel em:
<http://www.conab.gov.br>. Acesso em: 22 oct. 2014.

CORREA, A. A. P. Abordagem multivariada, perfil composicional e construcéo
de curva de calibracao para predicao do teor de 6leo em Jatropha curcas L.
2014. 57f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, 2014.

CREGAN, P.B.; MUDGE, J.; FICKU S, E.W. Targeted isolation of simple sequence
repeat markers through the use of bacterial artificial chromosomes. Theoretical and
Applied Genetics, Berlin, v.98, p.919-928, 1999.

DUNTON, H. J.; LANCASTER, C. R.; EVANS, C. D.; COWAN, J. C. The flavor
problem of soybean oil Vll.Linolenic acid. Journal of the American Oil Chemists
Society, Chicago, v. 28, p. 115-118, 1951.

ECONOMIC implications of modified soybean traits. Ames: lowa Soybean Promotion
Board, American Soybean Association, 1990. 88p. (Special Report, 92).

EMBRAPA. Composicao quimica média da soja em grao. Disponivel em:
<http://www.cnpso.embrapa.br>. Acesso em: 10 ago. 2010.

FEDERIZZI, L.C. Estrutura de um programa de melhoramento de plantas e possiveis
aplicacbes de marcadores moleculares: visao do melhorista. In: MILACH, S.C.K.
Marcadores moleculares em plantas. Porto Alegre: UFRGS, 1998. p.3-15.

FEHR, W.R.; Breeding for Modified Fatty Acid Composition in Soybean.In: MATTA,
L.B. Melhoramento genético da soja (Glycine max (L.) Merrill) para baixo teor



17

de acido linolénico. 2008. 58f. Dissertacao (Mestrado Programa de Fitotecnia)-.
Universidade Federal de Vigosa, Vigcosa, 2008.

FRONZA, V. Genética da reacao da soja a Fusarium solanif.sp.glycines. 2003.
166f. Tese (Doutorado em Genética e Melhoramento de Plantas)- Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2003.

FERRARI, R.A.; OLIVEIRA, V.S.; SCABIO, A. Biodiesel from soybean:
characterization and consumption in an energy generator. Quimica Nova, Sao
Paulo, v. 28, n.1, 2005.

FERREIRA, M.E.; GRATTAPAGLIA, D. Introducdo ao uso de marcadores
moleculares em analise genética. 3. ed. Brasilia : EMBRAPA-CENARGEN, 1998.
220p.

GONZAGA, F. B. Desenvolvimento de um Espectrometro de Emissao para a
Regiao no Infravermelho Préoximo. 2006. 117f. Tese (Doutorado em Quimica) -
Instituto de Quimica, Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 2006.

KLEIMAN, R.; CAVINS, J.F. Soybean germoplasm evaluation search for low-linolenic
lines. Journal of the American Oil Chemists Society, Chicago,v.59, p.305, 1982.

KUMAR, P.; GUPTA, V.K.;; MISRA, A.K.; MODI, D.R.; PANDEY, B.K. Potential of
molecular markers in plant biotechnology. Plant Omics Journal,v.2, n.4, p.141-162,
2009.

LAGO, R. C. A.; CASTRO, A. T. B. de ; MAGALHAES, M. P. de. Composicdo de
Oleos de soja: |. Variedades procedentes de Goias. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, Brasilia, v. 13, n. 2, p. 1-5, 1978.

LANZA, M.B.; GUIMARAES, C.T.; SCHUSTER, |. Aplicacdo de marcadores
moleculares no melhoramento genético. Informe Agropecuario, Belo Horizonte,
v.21, n.204, p.97-108, 2000.

LEE, M. DNA markers and plant breeding programs.Advances in Agronomy, San
Diego, v.55, p.265-343, 1995.

LIU, H., WHITE, P. J. Oxidative stability of soybean oils with altered fatty acid
composition. Journal of the American Oil Chemists Society, Chicago, v.69, n .6,
p.528-532, 1992.

McCOUCH, S.R.; CHEN, X.; PANAUD, O.; TEMNYKH, S.; XU, Y.; CHO, Y.G;
HUANG, N.; ISHII; T.; BLAIR, M. Microsatellite marker development, mapping and
applications in rice genetics and breeding. Plant Molecular Biology, Dordrecht , v.
35, p.89-99, 1997

MANARA, N.T.F. Origem e expanséo. IN: SANTOS, O.S. (Coord.). A. cultura da soja
1 — Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana. Globo, Sao Paulo, p. 13-23, 1988.



18

MAPA.- Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Plano nacional de
agroenergia. Disponivel em:< www.agricultura.gov.br>. Acesso em: 9 ago. 2010.

MARTINS, A.B.G.; RODRIGUES, M.G.F.; PAULA, D.R.; MENDES, H.S.J;
ARANTES, F.C.; SILVA, C.L.S.P. Caracterizacdo molecular e diversidade genética
de diferentes variedades de abacate por marcadores microssatélites. Revista
Brasileira de Fruticultura, Jaboticabal, v.33, n.4, p.1178-1184, 2011.

MAURO, A.O.; COSTA, L.C.; PERECIN, D. Analises genéticas no desenvolvimento
de variedades de soja para cultivo em areas de reforma de canavial. Revista Ceres,
Vigosa, MG, v.46, n.266, p.423-433, 1999.

MELO, R.A.; RESENDE, L.V.; MENEZES, D.; BECK, A.P.A.; COSTA, J.C;
COUTINHO, A.E.; NASCIMENTO, A.V.S. Genetic similarity between coriander
genotypes using ISSR markers. Horticultura Brasileira, Brasilia, v.29, n.4, p.526-
530, 2011.

MISSAO, M. R. SOJA: origem, classificacdo, utilizacdo e uma visdo abrangente do
mercado. Maringa Management: Revista de Ciéncias Empresariais, Maringa, v.
3,n.1-p.7-15, 2006.

MONTEIRO, A.O.; FERREIRA, E.S. Projeto rotagdo de culturas - principais
resultados obtidos. In: SEMINARIO DE TECNOLOGIA AGRONOMICA, 3., 1986,
Piracicaba. Anais... Sdo Paulo: Copersucar, 1986. p.87-200

MONTEIRO. A.O. Rotagao de culturas na lavoura canavieira. In: SEMINARIO DE
TECNOLOGIA AGRONOMICA, 4., 1988, Piracicaba. Anais... Sao Paulo:
Copersucar, 1988. p.67-95

MONTEIRO, R.S.; SANTOS, R.T.P.,MONTEIRO JUNIOR, N.; ARANDA, D.A.G.
Biodiesel metilico e etilico de palma sobre acido nidbico. In: CONGRESSO
BRASILEIRO DE P&D EM PETROLEO E GAS, 3., 2005, Salvador. Anais...

NICHOLS, D.M.; GLOVER, K.D.; CARLSON, S.R.; SPECHT, J.E.; DIERS B.W. Fine
mapping of a seed protein QTL on soybean linkage group | and its correlated effects
on agronomic traits. Crop Science, Madison, v.46, p.834-839, 2006.

OLIVEIRA, A.C.B.; CAIXETA, E.T.; ZAMBOLIM, E.M.; ZAMBOLIM, L.; SAKIYAMA,
N.S. Aplicacao técnica de marcadores moleculares no melhoramento de
plantas. Campinas: Instituto Agronémico, 2007. 17p. (Documentos IAC, 81)

PANTHEE, D.R.; PANTALONE, V.R.; WEST, D.R.; SAXTON, A.M.; SAMS, C.E.
Quantitative trait loci for seed protein and oil concentration and seed size in soybean.
Crop Science, Madison, v.45, p.2015-2022, 2005.



19

PASQUINI, C. Near Infrared Spectroscopy: Fundamentals, Practical Aspects and
Analytical Applications. Campinas-SP: Journal of the Brazilian Chemical Society,
Sao Paulo, v. 14,p.198-219, 20083.

PIMENTEL, M. F.; NETO, B. B. Calibracdo: Uma revisdo para quimicos analiticos.
Quimica Nova, Sao Paulo, v. 19, n. 3, p. 268-277, 1996.

PINTO, A.C.; GUARIEIRO, L.L.N; REZENDE, M.J.C; RIBEIRO, N.M; TORRES, E.A;;
LOPES, W.A; PEREIRA, P.A.P; ANDRADE, J.B. Biodiesel: An Overview. Journal of
the Brazilian Chemical Society, Sdo Paulo,v. 16, n. 6, 2005.

SALGADO, K.C.P.; PINHO, E.V.R.V. Uso de técnicas moleculares em estudos
fisioldgicos e genéticos em sementes. Lavras: UFLA, 2006. 111p.

SEDIYAMA, T.; PEREIRA, M.G.; SEDIYAMA, C.S.; GOMES, J.L.L. Cultura da Soja.
Vicosa: Editora UFV, 1993. 97p.

SEMAGN, K.; BJORNSTAD, A.; NDJIONDJOP, M.N. An overview of molecular
marker methods for plants. African Journal of Biotechnology, South Africa, v.5,
n.25, p.2540-2568, 2006.

SHIBATA, M.; TAKAYAMA, K.; UJIIE, A.; YAMADA, T.; ABE, J.; KITAMURA, K.
Genetic relationship between lipid content and linolenic acid concentration in
soybean seeds. Breeding Science, Tokyo, v.58, p.361-366, 2008.

SHAW, P.C.; WONG, K.L.; CHAN, AW.K.; WONG, W.C.; BUT, P.P.H. Patent
applications for using DNA technologies to authenticate medicinal herbal
material.Chinese Medicine, Garden City, v. 4, p.10-21, 2009.

STUBER, C.W.; GOODMAN, M.M.; MOLL, R.H. Improvement of yield and ear
number resulting from selection at allozyme loci in a maize population. Crop
Science, Madison, v.22, n.4,p.737-740, 1982.

TEIXEIRA, L.C. Potencialidades de oleaginosas para producdo de biodiesel.
Informe Agropecuario, Belo Horizonte, v. 26, n. 229, p. 18-27. 2006.

TOLEDO, E. R.; LEANDRO, R. A.; SOUZA JUNIOR, C. L.; SOUZA, A. P.
Mapeamento de QTLs: uma abordagem Bayesiana. Revista Brasileira Biom., Sao
Paulo, v.26, n.2, p.107-114, 2008.

YADAV, N. S. Genetic modification of soybean oil quality. In: VERMA, D. P. S,
SHOEMAKER, R. C (Ed.). Soybean: genetics, molecular biology and biotechnology.
USA: CAB International, 1996.



20

CAPITULO 2 - DESENVOLVIMENTO DE CURVA DE CALIBRACAO POR
ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO PROXIMO PARA
DETERMINACAO DO TEOR DE OLEO EM SOJA

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma curva de calibragdo
utilizando a espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) para estimar o teor de
umidade e 6leo em sementes de soja, sem a necessidade de destruicdo das
mesmas. Os espectros foram obtidos na faixa de 12.000 a 4.000 cm-1, com 64
scans e 16 cm™' de resolucdo, sendo as andlises realizadas em cinco repetices.
Apébs a obtencao dos espectros foi determinado o teor de umidade e a extracdo do
teor de 6leo, os quais foram realizados em duplicata para cada gendtipo. Os
espectros foram reprocessados por varias combinacbes de pré-tratamentos
matematicos para que fosse obtido o melhor modelo PLS (Partial Least Squares). Os
coeficientes de correlacao e os erros quadraticos médios dos modelos de calibracédo
(RMSEC) foram, respectivamente, de 76% e 0,33 para umidade e 57% e 1,27 para
6leo, enquanto que para os modelos de vaIida&éo o RMSECYV foi de 0,38 e R*Y de
68% para umidade e RMSECV de 1,33 E R*Y de 53% para 6leo. Tais resultados
indicam a viabilidade da metodologia NIR para predicao dos parametros de umidade
e teor de 6leo em sementes de soja, principalmente por ser uma técnica nao
destrutiva, visando a utilizacdo para o processo seletivo em programas de
melhoramento, na selecao de progénies superiores em populagdes segregantes de
soja.

Palavras-chave: melhoramento genético, Glycine max, NIR
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1 INTRODUGAO

Com relacado a realidade atual da producdo do Biodiesel, sabe-se que as
usinas processadoras de cana-de-agucar estdo com grande interesse no setor, por
existir a possibilidade de instalacdo de pequenas usinas de processamento de
Biodiesel, junto a estas Usinas de Agucar e alcool, visando abastecimento de sua
frota permanente. Sendo assim, a soja produzida em areas de reforma de cana-de-
acucar pode ser destinada a tais unidades, para processamento e obtengdo do
Biodiesel, devendo para tanto atender as premissas de bons conteudos de teor de
6leo, além de precocidade e produtividade, de modo a atender ao cronograma de
plantio da cultura da cana-de-agucar, no sistema de rotacao.

A existéncia de poucos cultivares modernos de soja recomendados para
plantio em areas de reforma de canavial na atualidade, e o crescente aumento de
areas ocupadas com a cultura da cana-de-agucar no Estado de Sao Paulo, sédo
fatores de grande importancia e que reforcam a necessidade de obtengéo de novos
cultivares em substituicAo aos cultivares obsoletos existentes e que atendam este
sistema agricola que encontra-se em rapida expansao.

Acompanhando este processo, o Biodiesel vem sendo estudado como uma
alternativa aos combustiveis derivados do petréleo, pois é um combustivel
biodegradavel e derivado de fontes renovaveis, podendo ser produzido, por
exemplo, a partir de 6leos vegetais, tais como soja, mamona, dendé (palma),
girassol, babacu, amendoim e pinh&do manso.

Sendo assim, € de extrema importancia que o carater teor de 6leo seja
consolidado nos programas de melhoramento genético da cultura objetivando a
obtencéo desses novos cultivares de forma a atender a demanda do mercado atual.
Para isso faz-se necessario o conhecimento da qualidade do grao de soja bem como
o fracionamento da composicdo quimica do 6leo presente no grao para fins de
producao de Biodiesel.

Além do teor de 6leo, também merece destaque o teor de umidade contido na
semente de soja. O segundo se destaca por estar relacionado intrinsecamente a
qualidade da semente apo6s o processo de colheita e também no armazenamento da

mesma. O primeiro, por sua vez, constitui-se um dos caracteres de maior
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importdncia da cultura da soja, por se tratar de um dos principais produtos
comerciais derivados do grao.

Diante disso, em um programa de melhoramento genético de soja, todas as
caracteristicas devem ser preferencialmente avaliadas de forma néo destrutiva pela
auséncia de repeticdo de individuos segregantes, onde os individuos selecionados
devem permanecer para comporem as geracoes futuras. Para o caso de genétipos
ja fixados, uma técnica nao destrutiva também faz-se necessario pelo fato de nao
haver gasto de sementes genéticas para as afericbes por métodos destrutivos,
reduzindo o custo do processo.

Dentro desse contexto, a espectroscopia no infravermelho préximo (NIR), é
uma técnica adequada para a avaliacao de caracteres desta natureza permitindo a
selecdo de genoétipos superiores, sem destruicdo das sementes e fornecendo
resultados seguros, precisos e de forma rapida.

O modelo ou curva de calibragdo por espectroscopia no infravermelho é uma
técnica rapida e capaz de analisar substancias organicas de forma confiavel. A
adocao desse método analitico apresentou um importante impacto na industria de
alimentos e agricultura (FERREIRA et al. 2013).

Mediante ao exposto, o0 objetivo do presente trabalho consiste no
desenvolvimento de um modelo de calibracdo para os caracteres de teor de umidade
e percentual de 6leo em sementes integras de soja, a partir da espectroscopia no
infravermelho proximo (NIR), visando aplicacdo dos referidos modelos em

programas de melhoramento de soja, em processos seletivos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Foram utilizados 262 genétipos de soja colhidos no ano agricola 2012/13

pertencentes ao programa de melhoramento de soja da UNESP — FCAV, os quais

consistem em linhagens avangadas com elevado grau de endogamia, sendo 0s

mesmos totalmente estaveis quanto ao desempenho fenotipico e homozigéticos
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quanto a constituicdo genotipica descritos na Tabela 1. Foram tomadas amostras de
80 g (gramas) de cada gendtipo para a obtencdo dos espectros das sementes
integras, no equipamento NIR da marca Bruker Modelo TANGO.

TABELA 1: Gen6tipos de soja e respectivas genealogias, utilizados para obtencao
dos valores de referéncia para o teor de umidade e o percentual de

6leo.
Genealogia Genotipos
. L11, L2, L8, L13, Jalles L47, L3, L6, L14, L21, L19, L18,
FT-Cometa x Bossier L17

L70, Jalles L50, L23, Jalles L51, L69, L62, L60, L63, L61,

FT-Cometa x Parana L57, L59, L71, L66, L64, L67, L68

BR-16 x Ocepar 4 Jalles L49, L54, L53, L52, Jalles L48
IAC-Foscarin 31 L75
FT-Cometa x IAC 8 L43, L40, L37, L36, L34, L38, L30, L27
L47
Monsoy 7501 L74
Coodetec 205 L73
Tracy-M x Parana L26, L24, L25
IAC23 L72

(Br-16 x Tainung-3)x(CAC-1 x BRS-137)x(Embrapa-

59 x FT-2)x(Conquista x Coodetec-204) JAB42, JAB43

Embrapa 48 x Conquista JAB2, JAB5, JAB6, JAB4, JAB3
Coodetec 204 x Lideranca JAB25, JAB30, JAB21, JAB27, JAB29, JAB26
Conquista x IAC-Foscarin 31 JAB1
Conquista x Coodetec 204 JAB28, JAB24, JAB22, JAB23
Embrapa 48 x IAC 20 JAB17
IAC 17 x BR-16 JAB11
CAC 1 xBR-19 JAB10, JAB7
(Hartwig x BRS-134)x(Tainung-4xRenascenga) JAB37, JAB33, JAB34, JAB35, JAB36
(Tainung-4 x Renascenga)x(FT-Estrela x BRS-
134)x(Embrapa-59 x Co$g$;ec-204)x(CAC-1 x BRS- JAB46, JAB45, JAB39, JAB44, JAB40
IAC 17 x BR-17 JAB12
(BRS-137 x Hartwig)x(IAC-8-2 x Embrapa48) JAB41, JAB31
CAC 1 xBR-18 JAB9
(Hartwig x BRS-134)X(Coqdetec-201 x BRS MS JAB32, JAB38
Bacuri)
Embrapa 48 x IAC 22 JAB19
Embrapa 48 x IAC 21 JAB18
Embrapa 48 x IAC 23 JAB20
Embrapa 48 x IAC 18 JAB15
Embrapa 48 x IAC 17 JAB14
CAC 1 xBR-17 JABS8
Embrapa 48 x IAC 19 JAB16

IAC 17 x BR-18 JAB13



Pi 200526 Shiranui x Coodetec 205

Pi 200456 x MGBR46 Conquista

Conquista
Coodetec 219
Coodetec 216

Pi 200456 x FT Cometa

Coodetec 207

Confianga x Sambaiba

Sambaiba x IAC 17

Renascenca x Matrinxa
Conquista x Kinoshita
BRS 231 x Matrinxa
Conquista x Matrinxa

24

BV13, BV28, BV14, BV15, BV30, BV24, BV26

BV29, BV9, BV17, BV16, BV1, BV23, BV22, BV11, BV4,
BV3, BV2, BVS, BV5, BV32, BV21, BV25, BV12, BV10,
BV6, BV20, BV7, BV18, BV27, BVV17, BVV41, BVV48,
BVV23, BVV9, BVV34, BVV6, BVV7, BVV45, BVV27,
BVV44, BVV40, BvV28, BVV56, BVV10, BVV31, BVV3,
BVV54, BVVS, BVV14, BVV16, BVV32, BVV4, BVV36,
BVV1, BVV47, BVV2, BVV33, BVV20, BVV51, BVV13,

BVV46, BVV37, BVV12, BVV15, BVV35, BVV22, BVV21,

BVVS, BVV30

BV33, BVV38
BV31, BVVvV42
BV5, BVV49
BVV25, BVV52, BVV55, BVV29, BVV24
BVV60
BVV18
BVV58

BVV59

EB37, EB80, EB62, EB78, EB69, EB27, EB63, EB64,
EB28, EB46, EB25, EB61, EB33, EB71, EB55, EB35,
EB59, EB67, EB43, EB66, EB58, EB49, EB51, EB72,
EB39, EB76, EB75, EB70, EB34, EB60, EB45, EB38,
EB32, EB57, EB44, EB68, EB30, EB83, EB65, EB41,
EB31, EB81, EB82, EB40, EB47, EB74, EB53, EB77,
EB36, EB29, EB42, EB79, EB48, EB52
EB6, EB20, EB10, EB13, EB16, EB11, EB5, EB17,
EB24, EB21, EB22, EB12, EB19, EB18, EB23, EB9,
EB14, EB8, EB15

EB4
EB86, EB85, EB87
EB90, EB88
EB3, EB1, EB2

2.2 Obtencao dos espectros NIR

As amostras foram analisadas pela reflectancia difusa utilizando acessério de

para cada amostra de semente.

rotacdo. Os espectros foram obtidos na faixa de 12.000 a 4.000 cm-1, com 64 scans

e 16 cm™ de resolugdo. Foram colhidos 5 espectros no equipamento Tango-NIR

2.3 Determinacao dos teores de umidade e 6leo por métodos de referéncia

Para a determinacao dos teores de umidade e éleo, ambos os testes foram
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efetuados no Laboratério de Biotecnologia Aplicada ao Melhoramento de Plantas
pertencente ao Departamento de Producdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal (UNESP — FCAV).

Apl6s a obtencao dos espectros, as amostras de sementes foram pesadas e
dispostas em estufa a 105°C durante 24 horas para determinacdo da umidade e
massa seca das amostras (BRASIL, 2009).

Apds a secagem, as amostras das sementes foram trituradas em moinho do
tipo FACA da marca Metalurgica Roma, modelo MR 340 e peneira de 1mm. Com
parte do material moido, foi extraido e quantificado o éleo, sendo cada genétipo
analisado em duplicata.

A extracdo do 6leo das sementes foi realizada por meio do equipamento
modelo TE 044-5/50 (Fabricante Tecnal). O método de extracdo foi por processo
continuo do tipo “Soxhlet” conforme descrito no AOAC (1999), sendo utilizado éter
de petréleo como solvente, cujo ponto de ebulicao € 60°C.

2.4 Pré-tratamento dos espectros

Os espectros NIR, em geral, apresentam problemas na linha de base devido
ao “espalhamento” da luz em fungdo da ndo homogeneidade da distribuicdo das
particulas de matriz (BJORSVIK; MARTENS, 2007). A fim de minimizar este fator, os
espectros foram pré-processados por uma combinacdo de varias técnicas: MSC
(Multiplicative Scatter Correlation - Geladi, MacDougall, e Martens, 1985), SNV
(Standard Normal Variate Transformation - Barnes , Dhanoa, e Lister, 1989) ou a
primeira (1SG) e segunda derivada (2SG), utilizando o método Savitzky-Golay
(Broun, Vega-Montoto, & Wentzell, 2000) sendo que todos os dados espectrais

foram centrados na média.

2.5 Desenvolvimento dos modelos de calibracao e validacao

Foi utilizado o Software OPUS 7.0 para a construcdo dos modelos de
calibracado e validacdo. Do total das 262 amostras de genétipos de soja utilizadas
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para a construcao dos modelos, 254 foram utilizadas para a constru¢cao dos modelos
de calibragdo e validagcdo para o teor de Oleo, enquanto 241 amostras foram
utilizadas para a construgcao dos modelos de calibracdo e validagao para o teor de
umidade. Os demais gendtipos nao utilizados para a construcdo de ambos o0s
modelos sdo considerados como outliers e foram identificados e removidos pelo
proprio programa. Para a construgdo dos modelos foi utilizado a regressdo por
minimos quadrados parciais (PLS — Partial Least Squares), sendo que, 0s
desempenhos dos modelos PLS foram avaliados de acordo com o erro quadrado
médio de calibracdo (RMSEC), erro quadrado médio de validacdo cruzada
(RMSECV) e coeficiente de determinacéo (R?). Resultados elevados de R? e valores
baixos de RMSE indicam o melhor modelo para predi¢cao do atributo a ser analisado.

O parametro do erro empregado foi a raiz quadrada do erro quadratico médio
de calibragdo RMSEC e de validacdo RMSECV. Os valores de RMSE foram obtidos
pela Equacéo (1):

RMSE =

Onde: (1)

n = niumero de amostras (conjunto de calibracdo ou o conjunto de predicao)
yi = valor médio pelo NIR

x; = valor médio pela metodologia padrao

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Anadlise de composicao do grao de soja

Os resultados obtidos pelas analises de referéncia com relagdo aos teores de
umidade e percentual de 6leo podem ser observados na Tabela 2. A variabilidade

dos resultados, representada pelo desvio padrédo, é colocada nos erros de previsao
e o0s resultados sao entdo validados (Tabela 3).
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TABELA 2: Valores de referéncia dos genétipos de soja utilizados para a construcao
dos modelos de calibracao e validacao do teor de umidade e percentual

de dleo.

Genotipos Teor de umidade (%) Matéria Seca (g) EE EE-MS Média EE

L11 8,37792127 91,62207873 19,5894 21,3807 20,9725
18,8415 20,5644

L70 8,029469043 91,97053096 16,6556 18,1098 18,8038
17,9323 19,4979

L4 8,329000014 91,67099999 20,6016 22,4734 22,5586
20,7578 22,6438

L2 8,191191521 91,80880848 16,8778 18,3836 18,4557
17,0101 18,5277

Jalles L50 (L69) 8,215154328 91,78484567 21,2535 23,1558 22,6110
20,2535 22,0663

Jalles L49 (L54) 8,288780396 91,7112196 21,1802 23,0944 23,4333
21,8018 23,7722

L8 8,232475144 91,76752486 21,8264 23,7845 23,8483
21,9435 23,9120

L54 8,164231225 91,83576877 20,7688 22,6152 22,2077
20,0204 21,8003

L53 8,003836322 91,99616368 19,0923 20,7534 20,9568
19,4665 21,1602

L52 8,046541346 91,95345865 16,5893 18,0409 18,3784
17,2099 18,7159

Jalles L48 (L53) 8,210760628 91,78923937 21,1538 23,0461 23,0186
21,1033 22,9910

L13 8,37522916 91,62477084 16,6568 18,1794 18,7964
17,7874 19,4134

Jalles L51 (L70) 8,011799491 91,98820051 20,7720 22,5812 21,7726
19,2844 20,9640

Jalles L47 (L2) 8,222964949 91,77703505 19,3636 21,0986 21,2663
19,6716 21,4341

L23 8,317562674 91,68243733 19,7193 21,5082 21,7144
20,0974 21,9206

L3 8,135819897 91,8641801 18,3171 19,9394 20,7177
19,7471 21,4960

L71 8,879787598 91,1202124 20,8950 22,9312 22,6407
20,3655 22,3502

L6 8,21300916 91,78699084 18,2933 19,9302 20,2985
18,9694 20,6668

L69 8,127884195 91,87211581 16,7765 18,2607 18,1891
16,6449 18,1174

L62 8,208668631 91,79133137 20,0690 21,8637 21,7609
19,8803 21,6582



L60

L63

Lel

L57

L59

L14

L75

L43

L47

L40

L66

L74

L73

L26

Le4

L37

L36

L34

Le7

L68

L38

L30

6,490212575

6,605172106

6,495476614

6,476896949

6,426469544

6,48521152

6,766259629

6,939405984

6,410119568

6,523399219

6,521118497

6,617877151

6,596664418

6,745551614

6,435033787

6,70662792

6,638227615

6,739225514

6,269209148

6,711112585

6,654000565

6,441216692

93,50978742

93,39482789

93,50452339

93,52310305

93,57353046

93,51478848

93,23374037

93,06059402

93,58988043

93,47660078

93,4788815

93,38212285

93,40333558

93,25444839

93,56496621

93,29337208

93,36177238

93,26077449

93,73079085

93,28888741

93,34599944

93,55878331

19,8854
20,0485
18,4894
19,1644
20,0093
18,8750
20,3389
20,3455
20,9448
19,8490
18,8725
17,7627
17,7694
20,7226
18,4786
17,0529
18,8604
18,7430
20,1979
18,7506
22,7002
21,2995
18,5812
17,3695
20,6264
20,2353
18,2260
21,4994
19,7557
19,0154
17,4693
19,7468
18,1179
19,3649
17,4157
17,5788
19,7849
19,0153
19,4765
19,5628
19,3330
19,4564
20,5673
19,7759

21,2656
21,4400
19,7971
20,5197
21,3993
20,1861
21,7475
21,7545
22,3832
21,2122
20,1812
18,9945
19,0590
22,2265
19,8565
18,3246
20,1522
20,0267
21,6075
20,0592
24,2838
22,7854
19,8980
18,6005
22,0831
21,6644
19,5444
23,0545
21,1144
20,3232
18,7251
21,1664
19,4062
20,7418
18,6742
18,8490
21,1082
20,2871
20,8776
20,9702
20,7111
20,8433
21,9832
21,1374

28

21,3528

20,1584

20,7927

21,7510

21,7977

19,5879

20,6427

19,0906

20,0895

20,8333

23,5346

19,2492

21,8738

21,2995

20,7188

19,9457

20,0740

18,7616

20,6977

20,9239

20,7772

21,5603



L27

L24

L72

L21

L19

L18

L17

L25

JAB42

JAB2

JAB25

JAB1

JAB28

JABS

JAB17

JAB11

JAB10

JAB37

JAB6

JAB33

JAB34

JAB24

6,724426548

6,597865468

6,670905725

6,641662352

6,365536407

6,334539948

6,627703983

6,315689564

7,702539459

7,113897054

7,633038584

7,428844019

7,536175117

7,371562466

7,251535228

7,449927072

7,391844572

7,70160337

7,367969364

7,469101458

7,512834986

7,699227299

93,27557345

93,40213453

93,32909428

93,35833765

93,63446359

93,66546005

93,37229602

93,68431044

92,29746054

92,88610295

92,36696142

92,57115598

92,46382488

92,62843753

92,74846477

92,55007293

92,60815543

92,29839663

92,63203064

92,53089854

92,48716501

92,3007727

18,5835
18,3340
19,9106
19,8026
17,4851
16,5316
21,1390
18,3804
17,0209
16,8383
19,0017
17,0504
17,7333
18,3490
20,6814
19,8365
17,6943
16,5059
19,8764
21,0028
15,9842
18,2955
19,9237
19,7350
14,5499
14,7012
17,9444
16,8405
20,4753
19,5355
24,7687
18,8539
18,8327
16,7445
16,4278
16,6507
20,4423
18,6271
19,9928
19,1029
18,3847
19,0459
16,7478
17,2087

19,9232
19,6558
21,3171
21,2015
18,7348
17,7133
22,6428
19,6880
18,1781
17,9830
20,2868
18,2035
18,9920
19,6514
22,0756
21,1738
19,1709
17,8833
21,3986
22,6113
17,3051
19,8074
21,5226
21,3187
15,7358
15,8994
19,3724
18,1807
22,0761
21,0629
26,7625
20,3716
20,3359
18,0810
17,7986
18,0401
22,0683
20,1087
21,6066
20,6449
19,8781
20,5930
18,1449
18,6441

29

19,7895

21,2593

18,2241

21,1654

18,0805

19,2451

19,3217

21,6247

18,5271

22,0050

18,5563

21,4207

15,8176

18,7765

21,5695

23,5670

19,2085

17,9193

21,0885

21,1258

20,2355

18,3945



JAB46

JAB45

JAB35

JAB4

JAB12

JAB30

JAB21

JAB39

JAB26

JAB7

JAB44

JAB27

JAB41

JAB29

JAB9

JAB32

JAB19

JAB22

JAB18

JAB3

JAB20

JAB15

7,482230227

7,648207465

7,74754999

7,229812411

7,828464311

7,660249391

7,662346331

7,559609219

7,677227814

7,49836866

7,402608828

7,513154964

7,298443813

7,461302529

7,577322023

7,531460845

7,682536584

7,525484557

7,675061025

7,447472117

7,498824484

7,756898895

92,51776977

92,35179253

92,25245001

92,77018759

92,17153569

92,33975061

92,33765367

92,44039078

92,32277219

92,50163134

92,59739117

92,48684504

92,70155619

92,53869747

92,42267798

92,46853916

92,31746342

92,47451544

92,32493898

92,55252788

92,50117552

92,24310111

16,7083
16,7885
15,5778
15,2150
18,1726
17,2506
20,4587
19,9781
18,7075
17,6752
18,2088
18,0557
16,7132
17,3256
18,1747
17,0547
19,2035
18,2500
18,2070
17,5318
20,2232
19,0164
19,1498
18,0721
17,4471
16,8917
18,2729
17,9071
19,3581
18,7555
18,6616
18,2003
18,7899
18,0182
18,6015
19,1026
17,7863
16,4773
19,8404
19,8434
19,5098
18,8501
16,6919
17,5892

18,0595
18,1462
16,8679
16,4751
19,6988
18,6994
22,0531
21,5351
20,2964
19,1764
19,7193
19,5536
18,1001
18,7633
19,6609
18,4495
20,8004
19,7677
19,6829
18,9529
21,8399
20,5366
20,7054
19,5402
18,8207
18,2216
19,7462
19,3509
20,9452
20,2932
20,1815
19,6827
20,3536
19,5177
20,1152
20,6572
19,2649
17,8470
21,4369
21,4401
21,0914
20,3783
18,0955
19,0683

30

18,1029

16,6715

19,1991

21,7941

19,7364

19,6365

18,4317

19,0552

20,2840

19,3179

21,1883

20,1228

18,5212

19,5485

20,6192

19,9321

19,9356

20,3862

18,5560

21,4385

20,7348

18,5819



JAB43

JAB31

JAB38

JAB14

JABS8

JAB16

JAB13

JAB23

JAB36

JAB40

BV13

BV29

BV9

BV28

BV17

BV33

BV16

BvV24

BV1

BV23

BV22

BV11

7,551470169

7,703309786

7,584295364

13,01061661

6,446021349

6,535520592

6,34832614

6,172812411

6,407572637

6,39326817

6,925724197

6,711783694

7,042419934

6,845232577

6,746526466

6,754138612

6,724378061

6,638133257

6,841401279

6,939673686

6,697906136

7,06492278

92,44852983

92,29669021

92,41570464

86,98938339

93,55397865

93,46447941

93,65167386

93,82718759

93,59242736

93,60673183

93,0742758

93,28821631

92,95758007

93,15476742

93,25347353

93,24586139

93,27562194

93,36186674

93,15859872

93,06032631

93,30209386

92,93507722

18,1346
18,3640
17,2249
16,4516
19,5490
19,9192
18,4177
19,2714
18,7709
19,1521
17,1757
15,5389
18,1293
17,2116
19,4462
19,4157
19,1592
19,3510
16,7958
18,1197
19,1118
18,4479
18,0802
16,5118
17,7176
17,8348
18,9739
19,3414
20,7281
20,5514
17,4334
17,5042
18,8762
17,9765
18,5295
19,4113
17,0623
17,9723
17,2874
16,8514
20,4944
18,8551
19,3246
18,4964

19,6159
19,8640
18,6625
17,8246
21,1533
21,5539
21,1723
22,1537
20,0643
20,4717
18,3768
16,6254
19,3583
18,3783
20,7255
20,6930
20,4708
20,6758
17,9430
19,3573
20,5339
19,8206
19,3810
17,6998
19,0599
19,1860
20,3681
20,7627
22,2277
22,0382
18,6962
18,7721
20,2370
19,2725
19,8470
20,7915
18,3153
19,2921
18,5765
18,1080
21,9656
20,2087
20,7937
19,9025

31

19,7399

18,2436

21,3536

21,6630

20,2680

17,5011

18,8683

20,7093

20,5733

18,6501

20,1773

18,5404

19,1229

20,5654

22,1329

18,7341

19,7548

20,3192

18,8037

18,3423

21,0872

20,3481



BvV4

BV31

BV14

BV15

BV3

BV2

BV30

BV8

BV5

BV32

BVv21

BV25

BV12

BV10

BV6

BV20

BV26

BVvV7

BV18

BvV27

BVVv17

Bvv41

6,743396533

6,898531179

6,928100002

6,77890408

6,904418482

6,989230081

6,972891684

6,532336039

6,585340193

6,522871272

6,602574484

6,428348283

6,670905884

6,559325669

6,614826435

6,563348368

6,486637694

6,461828574

6,529437466

6,64851216

6,27082423

6,30459233

93,25660347

93,10146882

93,0719

93,22109592

93,09558152

93,01076992

93,02710832

93,46766396

93,41465981

93,47712873

93,39742552

93,57165172

93,32909412

93,44067433

93,38517356

93,43665163

93,51336231

93,53817143

93,47056253

93,35148784

93,72917577

93,69540767

17,8491
18,1151
18,1372
17,8574
20,3746
19,8865
17,8802
17,4831
17,9059
17,9319
18,9444
17,2826
16,3308
16,1433
17,5798
17,5553
14,3697
14,3177
17,2516
17,1955
17,0278
16,5088
17,4430
18,0907
16,4531
16,6893
15,7547
17,7695
15,6418
15,5601
19,4161
17,7542
17,1404
17,0921
18,9191
19,9671
18,5876
16,5373
17,9515
16,6025
22,6258
20,4637
17,5477
18,4234

19,1398
19,4250
19,4811
19,1806
21,8912
21,3668
19,1804
18,7544
19,2338
19,2618
20,3680
18,5813
17,5548
17,3533
18,8084
18,7822
15,3827
15,3271
18,4554
18,3955
18,2315
17,6759
18,6413
19,3335
17,6292
17,8822
16,8606
19,0169
16,7497
16,6623
20,7799
19,0014
18,3293
18,2778
20,2261
21,3465
19,8861
17,6925
19,2300
17,7850
24,1395
21,8328
18,7284
19,6630

32

19,2824

19,3308

21,6290

18,9674

19,2478

19,4747

17,4541

18,7953

15,3549

18,4254

17,9537

18,9874

17,7557

17,9388

16,7060

19,8907

18,3035

20,7863

18,7893

18,5075

22,9861

19,1957



BVV48

BVV25

BVV60

BVVvV23

BVV9

BVV34

BVV6

BVV18

BvV7

BVVv45

BVV27

BVV58

Bvv44

BvVV42

BVV40

BVV28

BVV52

BVV56

BVV10

BVvV31

BVV3

BVV55

6,291659209

5,97582849

6,642922886

6,18391797

6,094813017

6,401887614

6,19951582

6,211861712

6,73956598

6,512665075

6,582320657

6,153946154

6,860368646

6,819395673

6,771572073

7,100944446

6,745324028

6,365763178

6,206370382

6,338054074

6,287866839

6,041823281

93,70834079

94,02417151

93,35707711

93,81608203

93,90518698

93,59811239

93,80048418

93,78813829

93,26043402

93,48733493

93,41767934

93,84605385

93,13963135

93,18060433

93,22842793

92,89905555

93,25467597

93,63423682

93,79362962

93,66194593

93,71213316

93,95817672

16,5496
17,0815
19,5693
20,3627
18,0975
17,4247
18,3829
16,9606
18,4397
16,8782
16,7242
16,8731
16,9789
18,1988
18,0667
17,4459
15,4434
15,8903
19,2231
15,9491
16,4608
16,3844
19,7353
17,1236
15,2577
15,1850
20,4194
19,1352
15,0819
15,9246
14,3718
14,6196
16,3988
15,2788
16,3499
18,3730
18,2942
19,2505
18,4590
17,3316
16,1390
17,6690
18,9594
18,0308

17,6607
18,2284
20,8130
21,6569
19,3853
18,6646
19,5946
18,0785
19,6365
17,9737
17,8680
18,0272
18,1011
19,4016
19,2633
18,6014
16,5594
17,0386
20,5623
17,0601
17,6206
17,5389
21,0294
18,2465
16,3816
16,3035
21,9137
20,5356
16,1774
17,0813
15,4703
15,7370
17,5850
16,3840
17,4615
19,6221
19,5047
20,5243
19,7082
18,5044
17,2219
18,8545
20,1785
19,1902

33

17,9445

21,2350

19,0249

18,8366

18,8051

17,9476

18,7514

18,9324

16,7990

18,8112

17,5798

19,6379

16,3425

21,2247

16,6293

15,6037

16,9845

18,5418

20,0145

19,1063

18,0382

19,6844



BVVv54

BVV29

BVV8

Bvv14

BVV38

BVV16

BVV32

Bvv4

BVV36

BvV1

Bvv47

BVV2

BVV33

BVV59

BVV20

BVV49

BVV51

BVV13

BVV46

BVV37

BVV24

BVV12

6,342448133

6,021996002

6,015469359

6,389313418

6,432149832

5,856406298

6,364356298

6,485600594

0,476003597

6,670881993

6,613631603

6,70718807

6,639627646

6,594652103

6,716220336

6,391565611

6,744707421

6,632630336

6,358952746

6,381537739

6,399043741

6,172936357

93,65755187

93,978004

93,98453064

93,61068658

93,56785017

94,1435937

93,6356437

93,51439941

99,5239964

93,32911801

93,3863684

93,29281193

93,36037235

93,4053479

93,28377966

93,60843439

93,25529258

93,36736966

93,64104725

93,61846226

93,60095626

93,82706364

18,8188
18,4257
21,2920
20,8398
20,0904
19,0060
17,4109
17,5488
16,5461
16,6683
20,7271
20,2973
16,3384
19,3771
13,9322
13,7442
19,1058
17,9491
18,2942
18,2841
16,0374
17,3772
16,6358
15,3161
17,8601
17,7770
18,8178
18,7059
14,0697
15,0103
18,1454
18,5687
14,9064
15,5071
15,7412
15,4290
17,8075
17,3830
15,7692
15,4457
14,5006
15,0100
17,7953
16,0941

20,0932
19,6735
22,6563
22,1752
21,3763
20,2225
18,5992
18,7465
17,6836
17,8142
22,0165
21,5599
17,4489
20,6942
14,8985
14,6974
19,1972
18,0350
19,6018
19,5909
17,1732
18,6079
17,8319
16,4172
19,1302
19,0413
20,1463
20,0266
15,0827
16,0911
19,3844
19,8366
15,9845
16,6287
16,8594
16,5250
19,0168
18,5635
16,8441
16,4986
15,4920
16,0361
18,9661
17,1530

34

19,8833

22,4158

20,7994

18,6729

17,7489

21,7882

19,0716

14,7980

18,6161

19,5964

17,8905

17,1245

19,0858

20,0864

15,5869

19,6105

16,3066

16,6922

18,7901

16,6713

15,7640

18,0595



BVV15

BVV35

BVV22

BvVv21

BVV5

BVV30

EB37

EB8O

EB62

EB78

EB69

EB6

EB27

EB63

EB20

EB64

EB28

EB46

EB4

EB25

EB10

EB13

6,210118944

5,850727778

6,070081039

6,148896747

6,347200914

6,334737447

6,246070572

6,447760889

5,779502236

6,171783147

6,07554765

6,181523682

5,983922923

6,40372111

5,70399685

5,942882472

5,715725462

5,647660069

6,064337096

5,622875991

5,592375262

6,069955295

93,78988106

94,14927222

93,92991896

93,85110325

93,65279909

93,66526255

93,75392943

93,55223911

94,22049776

93,82821685

93,92445235

93,81847632

94,01607708

93,59627889

94,29600315

94,05711753

94,28427454

94,35233993

93,9356629

94,37712401

94,40762474

93,93004471

17,3716
17,8231
17,1763
16,2482
16,8485
17,0061
17,2348
17,8931
16,9189
17,1456
17,9838
16,0320
14,3828
13,9091
14,9895
16,3540
17,8716
17,0098
18,0451
16,1255
17,0849
17,1401
19,3455
18,3624
17,2615
17,1863
20,8484
18,4232
16,7218
16,8985
18,5686
17,7717
17,6251
16,3931
17,3531
15,1073
13,9794
13,8340
15,9722
16,1809
18,3913
18,5513
16,6395
15,7211

18,5219
19,0033
18,2437
17,2580
17,9374
18,1050
18,3640
19,0654
18,0656
18,3076
19,2001
17,1162
15,3410
14,8358
16,0226
17,4811
18,9678
18,0532
19,2320
17,1862
18,1900
18,2488
20,6201
19,5722
18,3602
18,2802
22,2749
19,6837
17,7333
17,9207
19,7419
18,8946
18,6935
17,3869
18,3918
16,0115
14,8819
14,7271
16,9238
17,1449
19,4807
19,6502
17,7148
16,7370
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18,7626

17,7508

18,0212

18,7147

18,1866

18,1581

15,0884

16,7519

18,5105

18,2091

18,2194

20,0962

18,3202

20,9793

17,8270

19,3182

18,0402

17,2017

14,8045

17,0344

19,5655

17,2259



EB61

EB33

EB71

EB86

EB55

EB85

EB16

EB35

EB59

EB11

EB5

EBSO

EB3

EB67

EB1

EB43

EB66

EB58

EB17

EB49

EB51

EB24

5,746977493

5,876103188

6,005327544

6,042699879

5,926792948

6,145134979

6,070321081

5,956448615

5,943401742

6,0446654

6,00518068

6,191531203

5,883019679

5,881913091

5,49444911

5,337723453

5,33964857

5,231848295

5,432216558

5,518304313

6,179835827

5,940119881

94,25302251

94,12389681

93,99467246

93,95730012

94,07320705

93,85486502

93,92967892

94,04355139

94,05659826

93,9553346

93,99481932

93,8084688

94,11698032

94,11808691

94,50555089

94,66227655

94,66035143

94,7681517

94,56778344

94,48169569

93,82016417

94,05988012

17,7030
16,7922
17,9284
16,0590
16,8070
16,4651
16,2460
15,7718
16,8636
17,5473
17,9766
17,8157
16,5342
16,4067
16,6454
16,9759
16,7921
17,0453
16,4418
16,6395
13,4046
17,1169
17,8906
17,9420
17,8246
15,8553
16,2178
13,5418
17,5661
18,0032
15,6706
16,1600
17,6717
17,4978
18,0388
17,8906
16,3847
15,9721
15,2073
15,7506
14,8608
14,6049
17,3669
15,6910

18,7825
17,8161
19,0476
17,0616
17,8808
17,5171
17,2909
16,7861
17,9261
18,6528
19,1536
18,9822
17,6027
17,4670
17,6997
18,0511
17,8532
18,1224
17,4996
17,7100
14,2610
18,2104
19,0714
19,1262
18,9388
16,8464
17,2314
14,3881
18,5874
19,0499
16,5543
17,0712
18,6685
18,4848
19,0347
18,8783
17,3259
16,8896
16,0955
16,6706
15,8396
15,5669
18,4636
16,6820

36

18,2993

18,0546

17,6989

17,0385

18,2895

19,0679

17,5349

17,8754

17,9878

17,6048

16,2357

19,0988

17,8926

15,8097

18,8187

16,8127

18,5766

18,9565

17,1077

16,3830

15,7033

17,5728



EB72

EB21

EB39

EB22

EB12

EB76

EB75

EB70

EB19

EB34

EB18

EB60

EB45

EB84

EB32

EB57

EB44

EB23

EB68

EB9S

EB87

EB30

6,292759295

5,80815897

5,666478283

5,040085705

5,245890417

5,652712593

5,43676149

6,227520091

6,361627773

5,892293341

5,437655443

5,482551761

5,969703537

6,119872428

5,938672312

5,978247776

6,081345924

5,698334464

5,342151762

5,777768132

5,77892391

5,532197305

93,7072407

94,19184103

94,33352172

94,9599143

94,75410958

94,34728741

94,56323851

93,77247991

93,63837223

94,10770666

94,56234456

94,51744824

94,03029646

93,88012757

94,06132769

94,02175222

93,91865408

94,30166554

94,65784824

94,22223187

94,22107609

94,4678027

16,7383
17,1229
17,3991
17,2727
15,5356
15,6400
16,1526
16,6562
15,8871
16,2073
15,8863
15,7262
16,6877
16,7887
18,7471
18,8116
16,7480
17,4049
15,1888
16,2121
17,4716
16,8187
16,8604
17,2789
18,2404
16,8948
16,5614
16,5635
15,6882
15,9108
15,7786
15,6929
18,8870
17,5909
15,5135
15,1234
16,9139
16,9569
16,3483
15,9491
15,2665
14,3436
17,4591
17,6877

17,8624
18,2727
18,4720
18,3378
16,4688
16,5794
17,0099
17,5402
16,7666
17,1046
16,8382
16,6684
17,6471
17,7539
19,9921
20,0609
17,8858
18,5874
16,1398
17,2272
18,4763
17,7858
17,8384
18,2812
19,3985
17,9674
17,6410
17,6432
16,6787
16,9153
16,7819
16,6907
20,1100
18,7300
16,4510
16,0373
17,8685
17,9139
17,3508
16,9272
16,2029
15,2234
18,4815
18,7236

37

18,0675

18,4049

16,5241

17,2751

16,9356

16,7533

17,7005

20,0265

18,2366

16,6835

18,1310

18,0598

18,6829

17,6421

16,7970

16,7363

19,4200

16,2441

17,8912

17,1390

15,7131

18,6025



EB83

EB65

EB41

EB31

EB81

EB14

EB82

EB40

EB47

EB74

EB53

EB77

EB8

EB36

EB29

EB42

EB79

EB88

EB48

EB52

EB15

EB2

6,031454701

6,029303442

5,68535321

5,992283443

6,146134366

6,102173498

5,907100519

5,955868329

5,685767549

6,955561479

6,383528283

6,412353123

7,255178809

6,534634435

6,264184565

7,013214512

6,342465101

6,37696412

6,548294716

6,30831854

6,414529894

7,04540516

93,9685453

93,97069656

94,31464679

94,00771656

93,85386563

93,8978265

94,09289948

94,04413167

94,31423245

93,04443852

93,61647172

93,58764688

92,74482119

93,46536556

93,73581544

92,98678549

93,6575349

93,62303588

93,45170528

93,69168146

93,58547011

92,95459484

16,1679
16,9762
16,0165
17,4518
14,3051
17,0259
14,3841
14,8137
15,9558
14,5742
14,7832
14,7044
16,2765
15,8725
17,8638
15,9733
16,4922
15,3616
13,9812
11,9933
15,4520
15,1844
15,1718
17,5350
16,3774
15,7009
17,6449
17,9928
18,2430
15,5407
17,8016
15,6565
14,5017
15,0719
15,7340
13,3702
16,5668
16,5129
15,5923
14,3972
13,6010
14,3307
17,2083
17,1825

17,2056
18,0658
17,0442
18,5715
15,1674
18,0522
15,3010
15,7580
17,0007
15,5286
15,7440
15,6600
17,2983
16,8690
18,9951
16,9849
17,4865
16,2877
15,0264
12,8899
16,5056
16,2198
16,2113
18,7364
17,6586
16,9291
18,8786
19,2507
19,4621
16,5793
19,1442
16,8373
15,4838
16,0926
16,8057
14,2808
17,7276
17,6700
16,6422
15,3666
14,5333
15,3130
18,5126
18,4848

38

17,6357

17,8078

16,6098

15,5295

16,2646

15,7020

17,0836

17,9900

16,8871

13,9581

16,3627

17,4739

17,2938

19,0646

18,0207

17,9908

15,7882

15,5433

17,6988

16,0044

14,9231

18,4987

EE — extrato etéreo, MS — matéria seca



39

TABELA 3: Estatistica descritiva dos parametros quimicos de graos de soja utilizada
na calibracéo e validagao.

Software Opus 7.0
Calibracdo e Validacao

Parametros Min (%) Max (%) Méd (%) DP Ne
Umidade 5,16 8,28 6,57 0,68 241
Oleo 14,64 23,76 18,83 1,95 254

Min — minimo, Max — maximo, Méd — média , DP — desvio padrdo

3.2 Espectros NIR e desenvolvimento dos modelos de calibracao e validacao

Na Figura 1, todos os espectros sdo apresentados, sem qualquer pré-
tratamento, na regido do infravermelho préximo, obtida a partir de 262 amostras de
soja, na faixa de 12.000 a 4.000 cm™.

Figura 1: Esbectroé d.e infra\;e;rrﬁelh(-) p.rc’».(imc.) dag ;m.(.)s-t.r.alls de gr56§ i;1teir(.).s d(laqs.olja obtldos n-a faixa
de 12.000 a 4.000 cm”

Entre os pré-tratamentos aplicados, o que apresentou melhor desempenho na
eliminacdo do efeito de espalhamento da luz foi a primeira derivada utilizando o
método Savitzky-Golay (1SG) para o teor de umidade na faixa de 10.552 a 6.024 e
5.392 a 4.496. Para o percentual de 6leo, o melhor pré-tratamento utilizado foi o
SNV na faixa de 10.553 a 4.492. Na Tabela 4 podem ser observados os resultados

dos pré-tratamentos nos modelos desenvolvidos de calibragéo e validagéo.
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TABELA 4: Pré-tratamentos utilizados para a construcao do modelo.

Software Opus 7.0

Umidade Oleo
Pré- RMSEC RMSECV  R* R RMSEC RMSECV R* R
tratamentos (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
ST 0,34 0,39 74 66 1,28 1,36 48 42
MSC 0,34 0,40 74 65 1,27 1,35 57 51
SNV+1SG 0,35 0,41 73 63 1,25 1,37 58 50
25G 0,32 0,40 77 65 1,29 1,36 56 51
1SG 0,33 0,38 76 68 1,27 1,35 57 51
SNV 0,35 0,40 73 64 1,27 1,33 57 53

RMSEC — erro de calibragdo, RMSECV — erro de validacdo, R® — coeficiente de determinago

Para a selecdo dos modelos de calibracdo mais ajustados, os valores dos
coeficientes de determinacdo de calibracdo (R?), RMSEC e RMSECV devem ser
considerados. Primeiro deve-se escolher os modelos de calibragdo com elevado
coeficiente de determinagao. Este parametro é utilizado para uma avaliagdo prévia
dos modelos. O proximo parametro para analise do ajuste do modelo é o RMSEC,
que é uma medida de como o modelo de calibragdo ajusta o préprio conjunto de
calibragdo, sendo um parametro pouco informativo sobre o futuro desempenho do
modelo. Porém, a melhor estimativa do futuro desempenho dos modelos de
calibracao é o RMSECV, por produzir resultados mais realistas e independentes dos
dados empregados na constru¢gdo dos modelos. Um bom modelo deve apresentar
baixo valor de RMSECV (PASQUINI et al., 2003), o que também foi obtido para os
dois modelos de calibragéo.

O melhor modelo para predizer a composicao dos parametros avaliados no
grao de soja foi escolhido com base nos resultados mais baixos de RMSECV e nos
resultados mais elevados de R?®Y | de acordo com as recomendacées de WINDHAM
et al., 1989.

Os resultados foram utilizados para avaliar a eficiéncia na predicao do teor de
umidade e percentual de 6leo das amostras de grao de soja e sdo apresentados na
Tabela 5.
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TABELA 5: Resultados dos modelos PLS por espectroscopia no infravermelho
proximo dos parédmetros avaliados de soja.

Software Opus 7.0

Lv R* RMSEC (%) R RMSECV (%) RPDc RPD,
Umidade 8 76 0,33 68 0,38 2,05 1,78
Oleo 9 57 1,27 53 1,33 1,55 1,42

RMSEC — erro de calibragdo, RMSECV — erro de validacdo, R® — coeficiente de determinacdo, RPD -

Todos os modelos apresentaram uma boa correlacdo entre os valores de
referéncia e os valores previstos pelo NIR. Todos os erros de regressao foram
baixos, demonstrando a capacidade de prever as caracteristicas quimicas de soja
pela metodologia NIR. De acordo com as expectativas, os erros do grupo de
validacado (RMSECV) foram maiores do que os erros do grupo de calibracao
(RMSEC).

Os erros de calibracao e validagao para o teor de umidade no Software OPUS
7.0 foram de 0,33% para RMSEC (Figura 2) e 0,38% para RMSECV (Figura 3). Para
o percentual de 6leo, os erros de calibracdo e validacao foram de 1,27% para o
RMSEC (Figura 4) e 1,33% para RMSECV (Figura 5).

Tais valores de erros foram obtidos devido as poucas variaveis latente (LV)
para descrever os modelos (8 LV para teor de umidade e 9 LV para teor de 6leo). No
entanto, o coeficiente de correlagdo de calibracao foi mais favoravel para o modelo
do teor de umidade, quando comparado com o modelo de teor de 6leo (R* 76% e
57% respectivamente, pelo Software OPUS 7.0), devido a dificuldade de prever o
composto presente no conteudo inferior e da substancia organica. O mesmo ocorreu
para os modelos de validacdo para ambos os parametros avaliados, onde o
coeficiente de correlacdo de validagdo para o teor de umidade foi 68% (R*®Y)
enquanto que para o percentual de dleo foi de 53% (R>°Y).



42

Fitvs True / UMIDADE [%] / Calibration

438 — —
48 5 52 5.6 6 62 6.6 7 72 7.6 8 82
Rank: 13 R*=76.24 RMSEE =0.333 RPD: 2.05

Figura 2: Modelo de calibracdo por NIR pelo Software OPUS 7.0 e pré-tratamento pela primeira
derivada utilizando o método de Savitzky-Golay para teor de umidade em soja.

Prediction vs True / UMIDADE [%] / Cross Validation

48 — —
48 5 52 56 6 6.2 6.6 T 12 7.6 8 82

Rank: 13 R*=685 RMSECV=0381 Bias:-0.00338 RPD: 1.78

Figura 3: Modelo de validagdo por NIR pelo Software OPUS 7.0 e pré-tratamento pela primeira
derivada utilizando o método de Savitzky-Golay para teor de umidade em soja.
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Fitvs True | Teor Oleo [%] / Calibration
27

25
23
21
19 g
17
15

13

13 14 15 16 17 18 ‘{9 20 21 22 23 24 25 26 27

Rank: 11 R?*=5849 RMSEE=125 RPD: 1.55
Figura 4: Modelo de calibracao por NIR pelo Software OPUS 7.0 e pré-tratamento pelo SNV para teor
de 6leo em soja.

Prediction vs True / Teor Oleo [%] / Cross Validation

27
25
23
21

19 ¢ 4

171

15

13 T
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Rank: 11 R*=5028 RMSECV =137 Bias: 0.0179 RPD: 1.42

Figura 5: Modelo de validagao por NIR pelo Software OPUS 7.0 e pré-tratamento pelo SNV para teor
de 6leo em soja.

InUmeros trabalhos ja foram desenvolvidos com a finalidade de construir
modelos de calibracao por espectroscopia no infravermelho proximo (NIR) nas mais
variadas culturas e diversos parametros.

Para a cultura da soja, diversos autores vém elucidando esse tipo de estudo
com o intuito de desenvolver modelos de calibragao por NIR cada vez mais precisos

para os componentes de teor de umidade, percentual de éleo, cinzas, e proteina
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como também a composicao do fracionamento do teor de 6leo (acidos graxos) entre
outros.

Diversos autores utilizaram praticamente as mesmas faixas de leituras como
também regides espectrais de comprimento de ondas semelhantes das amostras
para obtencdo dos modelos de calibracdo tanto para o teor de umidade como
também para o percentual de 6leo e outros parametros.

Estudos realizados com farinha de soja para a construcdo do modelo de
calibracdo de proteina, a regido utilizada de comprimento de onda foi de 4.000 cm’
a 9.090 cm™ com contetido de proteina variando de 35% a 41,5% para a construcao
dos modelos de calibragdo e concentrac¢des variando de 35,7% a 40,4% de proteina
para a construcdo dos modelos de validacdo. Para o modelo de calibracdo os
valores de coeficiente de determinacdo (R?) e do RMSEC foram, respectivamente,
73,2% e 0,55% enquanto que para o modelo de validagcdo o R? foi de 66,8% e o
RMSECV de 0,60% (DELWICHE et al., 2007).

Em gréos de soja a regidao de comprimentos de ondas utilizada foi de 4.000
cm” a 14.000 cm™ para desenvolver um modelo de calibragdo para contetido de
proteina. O R? obtido para o modelo de calibracdo foi de 89,2% e o RMSEC de
0,49%, enquanto para o modelo de validacdo o R? e RMSECV foram de 79,1% e
0,66% respectivamente (PANERO et al., 2008).

Desenvolvimento de modelos de calibracdo para teor de umidade, 6leo e
proteina em grdos de soja, foi utilizado a regido espectral na faixa de 4.000 cm™ a
10.000 cm™ e concentragdes de 8,9% a 14,6%, 16% a 20,8% e 32,5% a 39,6%
respectivamente. Para os conjuntos de calibracdo o R? e RMSEC foram de 98% e
0,19% para o teor de umidade, 85% e 0,49% para o percentual de 6leo e 87% e
0,67% para proteina. O RMECV para ambos os parametros foram de 023%, 0,53% e
0,73% respectivamente (HEIL, 2010).

Em estudos realizados com regides espectrais utilizadas nas leituras das
amostras, em nimero de ondas, foram de 4.000 cm™ a 10.000 cm™ para umidade,
4.000 cm™ a 9.500 cm™ para 6leo e 4.000 cm” a 9.500 cm™ para proteina e
apresentavam faixa de concentracdo de 8,82% a 11,18% de umidade, 11,92% a
22,13% de bleo e 26,60% a 47,48% de proteina para a construgdo dos modelos de

calibracao dos respectivos parametros. Enquanto que as amostras utilizadas para a
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construcdo dos modelos de validacdo as concentragdes variaram de 6,48% a
11,62%, 15,56% a 22,27% e 33,63% a 41,90% respectivamente. Para os conjuntos
de calibracdo e validagdo o R? de calibragio e RMSEC, como também o R? e
RMECV foram de 99,7% e 0,12%; 99% e 0,24% respectivamente para o teor de
umidade. Para o percentual de 6leo foram de 98,8% e 0,42%; 95% e 0,56%
respectivamente, enquanto que para teor de proteina foram encontrados valores de
calibragdo com R® de 99,8% e RMSEC de 0,20% e R® de 95% e RMSECV de 0,53%
para o modelo de validacéo (Barros, 2011).

Genotipos brasileiros de soja foram utilizados na metodologia NIR para a
avaliacdo do teor de umidade. O R? obtido na construcdo do modelo de calibracdo
foi de 80% entretanto valores de erro de calibragao e predicdo foram superiores aos
obtidos no presente estudo (2,30% e 1,55% respectivamente) (Ferreira et al., 2013).

O uso dessa técnica de espectroscopia no infravermelho proximo em
produtos agropecuarios abrange produtos e aplicacdes das mais diversas possiveis.
Desta forma, foram descritos trabalhos sobre qualidade e seguranca alimentar,
discriminacao de graos de café, algodao, milho, arroz, etc, qualidade de leite e seus
derivados, além da qualidade da carne, madeira, residuos, deteccdo de fraudes,
bem como a fragdo de acidos graxos na producéao de biodiesel.

Em girassol, autores construiram um modelo para avaliagdo do percentual de
6leo em genétipos de girassol utilizando a metodologia NIR e obtiveram um R? de
88% entretanto o valor de erro de calibragao foi de 1,76% (GRUNVALD et al., 2009).

Um modelo de calibracao foi desenvolvido para predicao do teor de 6leo em
pinhdo-manso sendo que o melhor modelo (modelo de ajuste dos parametros
desejados utilizou como pré-tratamento a primeira derivada pelo método de
Savitzky-Golay e as regides selecionadas para a construgcdo desse modelo foram
8.344 a 7.736 cm-1, 6.072 a 4.968 cm-1 e 4.520 a 3.976 cm-1: valor de R? de
71,26% e RMSEC de 0,138 (CORREA, 2014).

Modelos de calibracdo por NIR foram desenvolvidos em programas de
melhoramento genético de café para avaliar acidos clorogénicos, proteinas, cafeina,
lipidios, compostos fendlicos, sacarose e agucares totais. Todos Os modelos foram

eficazes em discriminar acessos de café e podem ser utilizados para identificar as
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linhagens de café com caracteristicas mais desejaveis em programas de
melhoramento genético (SCHOLZ, 2014).

De forma geral, os modelos construidos tanto para o teor de umidade quanto
para o percentual de 6leo apresentaram uma boa correlagao entre os espectros e os
valores de referéncia e erros relativamente baixos. Contudo, ha necessidade da
incorporacao de mais genoétipos para aumentar a amplitude dos dados bem como a
robustez dos modelos. De acordo com Batten (1998), um modelo de calibracdo deve
conter amostras que representem a variagdo total da espécie, por isso faz-se
necessaria a incorporacao constante de novos genétipos para maior robustez e
amplitude do modelo a ser utilizado para as afericoes.

O presente estudo demonstrou que é possivel realizar a predicao de
parametros de composicao das sementes integras de soja, em especial o teor de
umidade e 6leo, por meio da metodologia NIR.

A metodologia proposta no presente trabalho para desenvolver um modelo de
calibracao via NIR, verificando a qualidade da soja, tem um elevado potencial para
utilizacao tanto para as industrias como também em programas de melhoramento.

O desenvolvimento de modelos de espectroscopia por infravermelho préoximo
(NIR) para fins de utilizacdo em fases iniciais e avangcadas de programas de
melhoramento genético € de suma importancia, permitindo a selecao de gendétipos
superiores para importantes parametros agrondmicos e de qualidade das sementes,
sem haver necessidade de destruicdo das mesmas.

4 CONCLUSAO

A curva de calibracdo de espectroscopia no infravermelho préximo (NIR)
obtida no presente estudo apresentou robustez quanto a predicdo dos teores de
umidade e éleo em sementes integras de soja com boa correspondéncia entre os

valores obtidos pelo NIR e os métodos de referéncia dos parametros avaliados.
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CAPITULO 3 - MAPEAMENTO DE QTLS PARA TEOR DE OLEO EM
POPULACOES SEGREGANTES DE SOJA

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi detectar e mapear locos de
caracteres quantitativos (QTL) que estejam relacionados ao conteudo de 6éleo em
soja. Foram utilizadas 244 progénies derivadas do cruzamento bi-parental entre a
Linhagem 69 pertencente ao programa de melhoramento genético da UNESP/FCAV
e a cultivar Tucunaré. 358 marcadores microssatélites (SSR) foram avaliados quanto
ao nivel de polimorfismo entre os genitores e os que apresentaram polimérficos
foram abertos em todos os individuos da populacdo F.. A avaliagdo fenotipica do
teor de Oleo foi realizada com o auxilio do Equipamento Tango-NIR, por
espectroscopia do infra vermelho préximo, em sementes Unicas e em triplicatas nas
progénies F.. As anadlises foram processadas pelos programas QTL Cartographer
com 56 SSRs polimorficos, onde foram detectados dois QTL associados ao
conteudo de éleo, estando localizados nos grupos de ligacdo K e H. A variacao
fenotipica explicada pelos QTL variou de 7,8% a 46,75%, para o conteudo de dleo.
Foram detectados novos QTL associados ao conteudo de Oleo, além dos
previamente relatados em outros estudos. Regides distintas das atualmente
conhecidas podem estar envolvidas no controle genético do teor de éleo na soja.

Palavras-chave: Glycine max, grupos de ligacdo, loci para caracteristicas
quantitativas, marcadores moleculares.
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1. INTRODUCAO

A cultura da soja possui uma cadeia produtiva estruturada e ampla adaptacao
em todo o territério nacional, principalmente em fungao do rapido e continuo avanco
nos programas de melhoramento em andamento em todo o pais, permitindo com
isso que a cultura possa produzir com igual eficiéncia em todo o territério nacional,
promovendo a quebra de fronteiras agricolas.

Devido ao avanco nos programas de melhoramento genético, nas ultimas
décadas, inumeras tecnologias foram introduzidas como ferramentas de forma a
acelerar a obtencdo de novos cultivares. Dessa forma, o uso de marcadores
moleculares constitui uma ferramenta valiosa e de grande potencial para os
programas de melhoramento genético permitindo a identificacdo de genes
responsaveis por diversas caracteristicas de importancia agronémica ou
caracteristicas quantitativas (QTL's — Quantitative Trait Loci). Sendo assim, a
construcao de mapas genéticos de ligagcao, utilizando marcadores moleculares, pode
auxiliar na elaboracdo de estratégias a serem introduzidas em programas de
melhoramento genético de forma a estimar quantos e quais sdo os QTL’s
responsaveis pela variagdo nas caracteristicas, bem como localizar sua posi¢cao no
genoma além de estimar seus efeitos e suas inter-relagoes.

Nesse sentido, uma das aplicacoes diretas da construcao de mapas genéticos
€ a localizacdo de genes de importancia econémica ou locos de caracteristicas
quantitativas. Além do mais, o0 mapeamento genético possibilita a selecdo assistida
por marcadores moleculares (SAMM) em programas de selecdo e clonagem génica,
reduzindo o tempo e recursos despendidos no desenvolvimento de novos cultivares.

Em soja, o desenvolvimento de marcadores moleculares microssatélites tem
sido viabilizado para serem aplicados no mapeamento genético. A utilizacdo desse
tipo de marcador permite que genes candidatos, sejam associados a caracteristicas
agrondmicas de interesse. Esses marcadores sao considerados ideais para o
processo de selecao assistida, pelas varias vantagens associadas aos mesmos
(CATO et al 2001).

Os marcadores moleculares microssatélites ou Simple Sequence Repeat

(SSR) sao sequencias compostas por 1 a 6 pares de bases que sao repetidas lado a
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lado (em tandem). Devido a sua natureza, os SSRs s&o multialélicos, de heranga co-
dominante, possuem facilidade de deteccdo pela PCR (reacdo em cadeia da
polimerase), apresentam abundancia relativa, cobertura extensiva no genoma e
necessidades de quantidades pequenas de DNA no inicio das reacoes (POWELL et
al. 1996).

Atendendo a uma demanda no mercado por cultivares de soja com alto teor
de Oleo, tal carater € amplamente estudado nos programas de melhoramento
genético favorecendo a obtencdo de cultivares de soja portadores de bons
caracteres agrondémicos, de ciclo precoce e com alto teor de éleo agregado
substituindo os cultivares obsoletos ja existentes. Tal fato assume grande
importancia, principalmente em areas canavieiras como opgao para cultivo em areas
de reforma de canavial, bem como para a producéo de biodiesel.

Dentro desse contexto, a presente pesquisa tem como objetivo o
mapeamento de QTL’s associados ao conteudo de éleo na soja, em populacdes Fzo3
derivadas do cruzamento entre linhagens precoces e adaptadas ao sistema de
rotacdo cana-soja (baixo teor de 6leo) e gendtipos ndo adaptados a este sistema
(alto teor de dleo), visando a utilizagdo de tais QTL’s no processo seletivo de

populagdes segregantes.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Atividades em casa-de-vegetacao

Escolha dos parentais e desenvolvimento das populacoes segregantes

Foram efetuados os cruzamentos artificiais (hibridagédo) em casa-de-vegetacao,
visando a sintese das novas populagdes a serem utilizadas para 0 mapeamento
bem como para a obtencao e selecao de novos genétipos de soja com aptidao para
o cultivo de rotacao, destinado as regides canavieiras do Estado de Sao Paulo.

Os genitores selecionados para comporem 0S cruzamentos apresentaram
precocidade, caracteristicas agronémicas superiores, boa resisténcia as principais
doencas da cultura da soja, além de bom conteido de 6leo nas sementes. Tais
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populagdes sintetizadas foram utilizadas para o mapeamento genético bem como
para o inicio de selecdo de gendtipos superiores para 0s caracteres visados no
presente trabalho. Os genoétipos que foram utilizados como fonte para o carater
precocidade e superioridade agronémica sao pertencentes ao programa de
melhoramento genético de soja da UNESP - Campus Jaboticabal, os quais
obtiveram os melhores resultados em ensaios de estratificacdo ambiental, dentre um
conjunto de linhagens avaliadas. Sendo assim, utilizado um cruzamento para o
mapeamento de QTL’s para alto teor de 6leo, sendo os demais cruzamentos
utilizados para a continuidade do programa de melhoramento atualmente em
andamento, com foco principal na precocidade, alta produtividade e agora sendo
incorporado também o alto teor de éleo. Na elaboragdo dos cruzamentos, foram
observados os contrastes dos caracteres, para exploracdo da maior variabilidade
possivel. Alguns dos genétipos que foram utilizados como parentais, com algumas
caracteristicas favoraveis descritas, encontram-se listados na Tabela 1. As nove
Linhagens citadas (69, 23, 54, 62, 01, 02, 52, 53 e 70) correspondem aos melhores
genotipos pertencentes ao programa de melhoramento genético de soja da
UNESP/FCAV que encontra-se em andamento, 0s quais possuem alta
produtividade, adaptacdo ampla as areas de rotacdo soja-cana, além de
precocidade.

Nesta primeira etapa, foi realizada inicialmente a escolha dos genitores a
serem utilizados nas hibridizacbes artificiais. Para efeito de cruzamento de plantas
pertencentes a um programa de melhoramento genético, tais parentais devem
apresentar caracteristicas contrastantes para os caracteres desejados, possibilitando
assim uma maior variabilidade genética e o mapeamento do carater na geracao F..

Sendo assim, foram selecionados dois cultivares comerciais com elevado teor
de éleo (FMT Tucunaré e UFUs Carajas) contrastando com as linhagens avancadas
(baixos teores de 6leo), no entanto portadoras de caracteres de interesse
agronbémico tais como: precocidade, boa resisténcia as principais doencas, além de
adaptacao plena as areas canavieiras e alta produtividade.

As dificuldades em se realizar hibridacées artificiais em soja ocorrem devido a
sua prépria natureza genética. A soja € uma planta autbgama, portanto com

elevadas taxas de autofecundacdo. Devido a ocorréncia do processo denominado
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cleistogamia, a flor é autofecundada antes mesmo do botéo floral se abrir, visto que
a flor de soja possui estrutura hermafrodita possuindo aparelho reprodutor masculino
e feminino na mesma flor. Para que ocorra, entdo, o intercruzamento, as plantas
selecionadas para esta finalidade foram separadas de acordo com os grupos de
maturidade existentes e caracterizados para a cultura da soja (ALLIPRANDINI et al.,
2009). Desse modo, a semeadura foi realizada com intervalo de 7 a 10 dias de modo
a coincidir o periodo de florescimento entre os gendtipos a serem hibridizados
(Tabela 1).

Tabela 1: Relacdo dos genitores utilizados nos cruzamentos com descricdo de
caracteristicas importantes para cada genatipo.

Parentais Ciclo Caracteristica
Linhagem 69 Até 120 dias (precoce) Adaptacao plena; produtividade
Linhagem 23 Até 120 dias (precoce) Adaptacao plena; produtividade
Linhagem 54 Até 120 dias (precoce) Adaptacao plena; produtividade
Linhagem 62 Até 120 dias (precoce) Adaptacao plena; produtividade
Linhagem 01 Até 120 dias (precoce) Adaptacao plena; produtividade
Linhagem 02 Até 120 dias (precoce) Adaptacao plena; produtividade
Linhagem 52 Até 120 dias (precoce) Adaptacao plena; produtividade
Linhagem 53 Até 120 dias (precoce) Adaptacao plena; produtividade
Linhagem 70 Até 120 dias (precoce) Adaptacao plena; produtividade
FMT Tucunaré 125-130 dias (médio) Alto teor de dleo
P1 200487 (Kinoshita)  131-140 dias (médio) Fe (R)

P1 471096 (Orba) 131-140 dias (médio) Fe (R)

Bragg 131-140 dias (médio) MI (R), MJ (R)

BRS Sambaiba 131-140 dias (médio) Fe (MR), CH (R)

MG/BR 46 (Conquista) 131-140 dias (médio) CH (R), O (R)

IAC 17 Até 120 dias (precoce) CH (R), O (R)

IAC Foscarin 31 Até 120 dias (precoce) CH (MR)

BRSMG Confianca Até 120 dias (precoce) CH (R), O (R)

BRSMG Renascenca 121-130 dias (semiprecoce) NCS (R 3), CH (R), O (R), MI (R)
BRS 231 121-130 dias (semiprecoce) NCS (R 3), CH (R)

FMT Matrinxa 121-130 dias (semiprecoce) NCS (R 1, 3), CH (R), MI(R)
FT-Cometa Até 120 dias (precoce) MI (MR), MJ(R)

IAC 23 Até 120 dias (precoce) CH (R), O (R)

UFUs Carajas 115 dias (precoce) Alto teor de éleo

R = apresenta reacao de resisténcia a doenga, Fe = Ferrugem asiatica, MI = Mildio, O = Oidio, MJ =
Meloidogyne javanica, CH = Cancro da haste, NCS = Nematoide de cisto da soja.

As hibridizaces artificiais foram realizadas em casa-de-vegetacao climatizada
localizada no Departamento de Producdo Vegetal da UNESP/FCAV, Jaboticabal,
SP, em diferentes épocas (plantio de verdao e inverno) no decorrer do ano 2011.
Devido as dificuldades presentes para a obtencao de sementes Fy nas hibridizacoes
artificiais de soja, foram realizados cinco repeticdes do experimento de hibridizacéo.
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Para todos os ensaios avaliados em casa-de-vegetacdo, as condicdes
ambientais locais (temperatura e umidade relativa do ar) foram controladas,
aproximando-as das condicdes ambientais de campo.

Em virtude dos genitores apresentarem diferentes comportamentos, a
semeadura foi planejada para sincronia de florescimento. Assim, conforme
mencionado anteriormente, a semeadura foi realizada em intervalos de 7 a 10 dias,
para que existissem flores viaveis de varios genotipos para atuarem como genitores
masculinos e/ou, femininos.

Antes mesmo de se realizar o plantio dos gendtipos, as sementes foram
submetidas a germinacdo. Para essa condicdo utilizou-se: caixas para germinacao
(Gerbox), papel filiro especial para germinacao e agua Ultra Pura em volume de 2,5
vezes em relacdo a massa do papel. As sementes de cada gendtipo foram dispostas
nestas caixas, sendo separadas e devidamente identificadas. As caixas foram
mantidas em camara prépria para germinagado em temperatura de 25°C durante trés
dias para embebicao e pré-germinacdao das sementes conforme ilustrado na Figura
1.

Para semeadura foram utilizados vasos plasticos com 5 litros de capacidade,
contendo como substrato uma mistura de terra, areia e vermiculita. Foram semeadas
5 sementes por vaso e trés vasos para cada gendétipo, para, apdés o desbaste,
permanecerem trés plantas por vaso. Posteriormente, estas plantas foram tutoradas,
para o processo de hibridizacao.

Os cruzamentos foram realizados por meio da emasculagdo do genitor
feminino e consecutivo contato do pélen do genitor masculino com o estigma do
botao floral feminino. Cada botao floral, na oportunidade, foi devidamente etiquetado
com a data da elaboracdo do cruzamento e nomes dos genitores masculino e
feminino que fizeram parte do cruzamento.

No decorrer de todos o0s ensaios de cruzamentos, foram realizadas aplicagdes
de inseticida (Engeo ®) e fungicida (Opera ®) visando o controle de pragas e
doencas respectivamente.
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Figura 1. Etapas do processo de germinagao das sementes em camara de germinacao.

Hibridacoes artificiais e obtencao das sementes F;

O experimento foi conduzido em plantio de verdo. O periodo de semeadura foi
de 06-12-2010 a 06-01-2011, iniciando com o semeio dos genotipos de ciclo tardio
intercalando entre 7 e 10 dias para os demais genoétipos com ciclo intermediario e,
posteriormente, obedecendo ao mesmo prazo para os genétipos de ciclo precoce.
Na fase de florescimento, foram realizadas hibridiza¢des artificiais. As plantas foram
tutoradas até a colheita realizada em 15/05/2011.

A Figura 2 ilustra as diversas etapas conduzidas em todos os ensaios de
hibridizacao artificial.
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Figura 2. Etapas das atividades nos ensaios em casa-de-vegetagdo. A)Transplantio das sementes
para os vasos na casa-de-gevetacédo, B) Cruzamentos artificiais realizados e identificados,
C) Controle do fotoperiodo em cultivo de inverno da soja, D) Plantas de soja em estédio R8
(colheita).

e Ensaio da geracao F;

A semeadura foi realizada no dia 28-01-2012 com todas as sementes
oriundas das hibridagdes artificiais obedecendo aos mesmos critérios realizados nos
demais ensaios em casa-de-vegetagcdo. As plantas foram identificadas com os
respectivos cruzamentos. No estddio V3 de desenvolvimento, foram coletadas
amostras de folhas jovens de plantas para serem avaliadas por meio de marcadores
moleculares microssatélites (SSR), pertencentes ao mapa da cultura da soja, sendo
cada amostra de planta individual disposta em microtubo de 1,5 mL e armazenada
em freezer —80° C, para posterior maceragdo em nitrogénio liquido e extragdo de
DNA. Nesta etapa foram utilizados 27 SSRs, esta fase de analise possui 0 objetivo
de identificar individuos heterozigotos, validando, assim, as hibridagdes artificiais
realizadas.
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As plantas foram conduzidas em casa-de-vegetacdo, visto que aqueles
individuos que apresentaram a condicao heterozigota, quando comparados a seus
parentais, nas analises moleculares foram autofecundados, originando individuos F»
(Figura 3). Apo6s a colheita, foram realizadas analises moleculares a fim de se
verificar a condi¢cao heterozigota das progénies F.

Figura 3: Avango da geragdo F; em casa-de-vegetacdo. A) Sementes apds o processo de
germinagao prontas para a semeadura, B) Plantas de soja no estadio V2.

Para a obtencdo da geracdo F,, as sementes F; foram imediatamente
semeadas em vasos, mantidos em condi¢des de casa-de-vegetacao até o estadio Rg
(FEHR; CAVINESS, 1977) quando se procedeu a colheita. Este processo foi
realizado no menor tempo possivel, visando a rapida obtencao das populacdes para

fins de mapeamento.

2.2 Atividades em campo

Avaliacao das geracoes F»

As populagbes composta por 244 progénies F, foram cultivadas em campo,
sendo utilizadas para fins de mapeamento genético dos QTLs para teor de dleo
preditos pelo NIR, e ainda foram avangadas para a geracao Fs.o, onde tais progénies
foram caracterizadas fenotipicamente para os varios caracteres de interesse.

Nas plantas de geracédo F,, foram realizadas as coletas de folhas, para as
extragdes de DNA detalhadas no item de Atividades de Laboratério (item 2.3.1).
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As plantas F,, que deram origem as sementes Fj3, foram colhidas
individualmente, onde uma planta F, que produziu sementes F3 onde cada planta
deu origem a uma nova familia.

2.3 Atividades em laboratorio

2.3.1 Extracao e quantificacao do DNA genémico

O DNA genbmico total foi obtido do tecido foliar do trifélio mais jovem da
planta e moido utilizando o método CTAB, descrito em Ferreira e Grattapaglia
(1998), com modificacbes para a cultura da soja. O DNA de cada individuo foi
quantificado em Equipamento Nanodrop, verificando-se a concentragdo e qualidade
do mesmo por meio da leitura da absorbancia a 260 e 280nm.

A extracdo de DNA foi realizada na populacdo F; para identificacdo dos
individuos provenientes dos intercruzamentos, bem como também na populagéao F»

utilizada para fins de mapeamento genético dos QTL's para teor de éleo.

2.3.2 Analises moleculares em populacao F;

Foram realizadas analises por marcadores moleculares SSRs na populacao
F1 para a identificagdo dos individuos provenientes dos cruzamentos. As reagdes de
amplificagdo dos marcadores microssatélites foram realizadas adicionando 1X Buffer
(10 mM Tris-HCI pH 8,50 mM KCI) do tampéao da enzima; 1,5mM MgCl,; 0,15uM de
cada dNTP; 0,15 uM de cada iniciador (Forward e Reverse); 1 unidade de Taq
Polimerase e 300 ng de DNA genémico, agua ultra pura g.s.p 25pL.

O programa de amplificagdo consistiu de uma desnaturacéao inicial a 94°C por
7 minutos, seguida de 32 ciclos contendo uma etapa de desnaturacéo a 94°C por 1
minuto, temperatura de anelamento especifica para cada par de primer por 1 minuto,
extensado a 72°C por 2 minutos, e um ciclo final & 72°C por 7 minutos.

O produto de PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose de alta
resolucao (agarose 1000) a uma concentracédo de 3%, sendo 0 mesmo corado com
brometo de etideo na concentracdo de 10mg/mL. A eletroforese foi realizada a 80V
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por cerca de trés horas, utilizando tampao TBE 1X. A visualizagao foi feita em luz UV
através do fotodocumentador QUANTUM — ST4 (1100 — 26M EXPRESS) e as
imagens cedidas pelo Software QUANTUM ST4.

Foram realizadas reagbes com 27 marcadores microssatélites de diferentes
grupos de ligacdo que compdem o0 mapa genético da soja para verificar a
heterozigose entre os individuos provenientes dos intercruzamentos. Os individuos
que apresentaram o perfil de bandas (alelos) em duplicidade, demostraram a
eficacia dos cruzamentos e foram identificados e assim selecionados para

prosseguir para a préxima geracao F.

2.3.3 BSA (Bulked Segregant Analysis)

Esta etapa foi realizada no Laboratério de Diversidade Genética e
Melhoramento de Plantas localizado no Departamento de Genética da Escola
Superior de Agricultura ‘Luiz de Queiroz’ (ESALQ / USP), localizado no municipio de
Piracicaba - SP.

A analise de BSA (Bulked Segregant Analysis) é um processo rapido para
identificar marcadores em regides especificas do genoma. O método consiste em
agrupar amostras de DNA de individuos, em classes especificas, sendo 0s mesmos
oriundos de uma populagdo segregante proveniente de um unico cruzamento. No
total, para a andlise de BSA foram utilizadas 20 progénies, sendo 10 classificadas
como alto teor de 6leo e 10 com baixo teor de 6leo, sendo todas pertencentes a
populacdo de mapeamento provenientes do cruzamento entre o cultivar Tucunaré
(alto teor de 6leo) e a Linhagem 69 (baixo teor de 6leo).

Na sintese dos primers foi adicionada uma sequéncia especifica para
pareamento com fluoréforo, permitindo a genotipagem dos individuos em
sequenciador automatico.

Para reacdo de amplificacdo foram utilizados 20 ng do DNA, 10 mM do
iniciador Forward, 10 mM do iniciador Reverse, 10 mM do primer fluorescente (M13),
25 mM de cada dNTP, solucao tampao 10X de PCR, 2,5mg/ml do BSA (Bovine
Sorum Albumine), 25 mM de MgCl, e uma unidade da enzima Taq DNA-polimerase
em um volume total de 10 pL. A amplificacdo das regides microssatelites (PCR) foi
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realizada conforme o protocolo: 5 minutos a 94° C, seguidos por 10 ciclos de 1
minuto de desnaturacdo a 94° C, 1 minuto de pareamento a 50° C e 1 minuto de
extensdo a 72° C, sendo que apbs cada ciclo a temperatura de pareamento foi
diminuida em 1°C. Em seguida, foram realizados mais 30 ciclos de 40 segundos a
94° C, 40 segundos a 40° C e 1 minuto a 72° C, com extenséo final de 10 minutos a
72° C.

Os produtos gerados pela PCR foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida sob condicbes desnaturantes utilizando sequenciador automatico
4300S DNA Analysis System (LI-COR Corporate). O tamanho dos alelos foi inferido
com base em marcadores comerciais padrao (/ladder) e as imagens obtidas foram
arquivadas para posterior marcacdo dos alelos e genotipagem com auxilio dos
softwares SAGA Lite e SAGA MX Generation (LI-COR Corporate). Os resultados
foram conferidos e, quando necessario, a identificacdo dos alelos foi corrigida

manualmente.

2.3.4 Analises moleculares em populacao F»

Inicialmente, os locos de microssatélites (SSRs) foram avaliados quanto ao
polimorfismo entre os genitores Tucunaré e Linhagem 69. Os locos foram
selecionados por apresentarem o maior potencial em gerar marcadores polimérficos
e por produzirem padrdes de bandas de alta qualidade, sendo assim, avaliados em
toda a populagdo de mapeamento.

As reacdes de PCR e as analises dos géis se procederam da mesma maneira
descrita para as analises de BSA.

2.4 Obtencao do Conteudo de Informacao Polimorfica (PIC)

O conteudo de informacéao polimoérfica (PIC — Polymorphism information
content), proposto por Anderson et al. (1993), foi calculado em fungdo do numero de
alelos detectados, da sua distribuicdo e frequéncia na populacdo estudada. Isso
para se determinar os valores de cada marcador na deteccao de polimorfismo entre
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as progénies de soja analisadas. Os valores de PIC para cada marcador foram

determinados pela férmula:

PIC, =1—Zn:pij

Jj=1

Nesta expressdo, P; € a frequéncia do alelo " J " no marcador "; " (a soma

se estende por todos os alelos). O calculo foi baseado no numero de alelos
detectados por marcador para um determinado loco e a frequéncia relativa de cada

alelo no conjunto das progénies analisadas.

2.5 Construcao do mapa de ligacao

O mapa de ligacao foi elaborado utilizando o programa OneMap
(MARGARIDO; SOUZA; GARCIA, 2007). Os grupos de ligacao (GL) foram
estabelecidos adotando-se um LOD minimo (Logarithm of Odds) de 3.84, para a
ligacdo entre os marcadores, para ordenacdo das marcas e fracdo maxima de
recombinacéao (r) de 0,30. A funcdo “order.seq” foi utilizada para determinar qual a
melhor ordem dos marcadores dentro de cada grupo de ligacéo, pois essa fungao
utiliza, automaticamente, as funcdes “compare” e “try.seq”. As distancias entre os

marcadores, dadas em centimorgans (cM) foram estimadas pela funcdo de Kosambi.

2.6 Mapeamento de QTLs para teor de 6leo

As analises de deteccdo e mapeamento de QTL foram realizadas pelos
métodos de intervalo composto (CIM — Composite Interval Mapping - Zheng, 1994).
Foi utilizado o Modelo 6 do Zmapqtl como método de selecdo de variaveis Foward
and Backward Regression. A presenca do QTL foi avaliada a cada 1cM
(centiMorgans) considerando uma janela de 10 cM. O LOD minimo foi determinado
considerando um teste de 1000 permutagdes a 95% de significancia. Todas as
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analises foram realizadas através do software QTL Cartographer versao 2.5 (WANG;
BASTEN; ZENG, 2005).

2.7 Obtencao do teor de 6leo das progénies

O teor de Oleo nas sementes foi determinado por um espectrometro
infravermelho préximo (NIR) da marca Bruker modelo Tango. Os espectros de cada
semente foram obtidos utilizando a curva de calibracdo desenvolvida pelo préprio
fabricante. A leitura dos espectros foram processadas na faixa entre 11.536 a 3.952
cm” com 64 scans, 16 cm™ de resolucéo e intervalo de 8 cm™.

Foram obtidos os teores do percentual de 6leo de todas as sementes F»
oriundas dos cruzamentos. Por se tratar de populacées segregantes, as analises
foram efetuadas em sementes individuais e em ftriplicatas para cada semente. Na
geragao seguinte, as analises foram confirmadas nas progénies oriundas de cada
planta individual (sementes F3.o).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Identificacao de hibridacao por marcadores SSRs em progenies F;

Observando-se a Figura 4, correspondente a amplificacdo do iniciador Satt
174, pode-se observar que a utilizacdo dos iniciadores microssatélites possibilitou a
identificacao de individuos heterozigotos, certamente provenientes das hibridizagdes
artificiais. No entanto, foi necessaria a utilizacdo de um maior numero de SSRs na
identificagdo de gendtipos e, conforme mencionado, foram realizadas rea¢gdes com
27 marcadores microssatélites de diferentes grupos de ligacdo que compdem o
mapa genético da soja, sendo apresentada apenas a ilustracdo de um destes
marcadores. Outros marcadores também permitiram claramente a identificacdo de
individuos homozigotos e heterozigotos, permitindo a distingdo entre as plantas

oriundas de autofecundacao ou cruzamento. O niumero de marcadores realizados



para esta andlise é em fungdo da efetividade dos mesmos na diferenciagado, visto
que de acordo com os parentais, a eficiéncia dos marcadores torna-se alterada para
esta diferenciacao.
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Figura 4: Reacao de amplificacdo do marcador SATT 174 nos 149 genétipos.
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igura 4: Continuacao.
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Figura 4: Continuacéo.
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Figura 4: Continuacao.
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Figura 4: Continuagéo.

3.2 Avaliacao do polimorfismo de marcadores SSRs entre os genitores da
populacao de mapeamento por meio de analises do tipo BSA

A amplificagdo dos locos microssatélites ou Simple Sequence Repeats
(SSRs) resulta em locos polimérficos que sdo extremamente Gteis, principalmente,
em estudos de mapeamento. Tal polimorfismo aparece quando os alelos diferem
quanto ao numero de repeticbes em tandem no segmento amplificado, resultando
em fragmentos de diferentes tamanhos visualizados nos géis de eletroforese.

O polimorfismo observado com marcadores do tipo microssatélite, em geral,
resulta do ganho ou perda de um motivo na sequéncia repetitiva. Os pares de
primers que flanqueiam esta regido repetitiva, por sua vez definem o loco de

amplificacdo (SSRs). Desta forma, os diferentes marcadores observados apés a
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amplificacdo via reagdo PCR com um par de primers SSRs sao assumidos como
alelos provenientes de um mesmo loco de SSRs (JARNE; LAGODA 1996).

Nesta etapa, para a BSA da populagdo segregante pertencente ao C23
(Tucunaré x Linhagem 69) que foi utilizada para o mapeamento de QTL’s, foram
utilizados 358 SSR (Simple Sequence Repeats), selecionados com base na sua
distribuicdo ao longo de todos os 20 grupos de ligagdo do genoma da soja para
avaliar quanto ao nivel de polimorfismo entre os genitores pertencentes a esse
cruzamento bem como, a possivel relagdo entre alto e baixo 6leo, os quais foram
avaliados nos individuos dos bulks.

Do total de 358 SSRs avaliados na andlise de BSA, 327 (91,34%) geraram
padroes de bandas de alta qualidade. Destes, 226 SSRs apresentaram marcas
monomorficas, enquanto 101 apresentaram polimorfismo entre os genitores, sendo
que, 10 locos apresentaram possivel relagdo entre alto e baixo 6leo os quais foram
avaliados nos individuos dos bulks, indicando que a populagdo de mapeamento
obtida por estes gendtipos apresenta efetividade para a construcdo do mapa
genético de ligacado para o carater teor de éleo em soja (Figura 5).

Figura 5: Gel de poliacrilaminda de BSA
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3.3 Conteudo de informacao polimorfica (PIC)

Dos 101 SSRs polimérficos avaliados nas analises BSA, 62 locos foram
utilizados em toda a populacdo de mapeamento por apresentarem bandas de alta
qualidade.

O conteudo de informacao polimérfica (PIC) variou de 0,24 até 0,58, com uma
média de 0,37 (Tabela 2). Esse valor é similar ao estimado por Vieira et al (2009),
que, analisando cultivares de soja, detectaram um valor médio de PIC de 0,40.

Tabela 2: Frequéncia e valores de conteudo de informacgéao polimérfica (PIC), para
cada um dos alelos de SSRs analisados na caracterizacao de progénies

de soja.

SSR GL Bp Freq alelo 1 Freq alelo 2 PIC
SATT631 N 170-173 0,69 0,31 0,33
SATTO50 Al 188 - 212 0,29 0,42 0,58
SATT536 M 181- 184 0,44 0,56 0,37
SATT551 M 197 - 209 0,54 0,46 0,37
SATT715 K 250 - 253 0,50 0,50 0,37
SAT_044 K 170-176 0,49 0,51 0,37
SATT499 K 311-326 0,21 0,79 0,28
SATT500 0 310-325 0,52 0,48 0,37
SATT492 0 250 -253 0,53 0,47 0,37
SATT420 0 235-247 0,61 0,39 0,36
SATT519 Bl 206 - 209 0,46 0,54 0,37
SATT444 Bl 184 -190 0,52 0,48 0,37
SATT353 H 176 - 191 0,43 0,57 0,37
SATT314 H 259 - 262 0,51 0,49 0,37
SATT656 F 170- 176 0,51 0,49 0,37
SATT601 B2 199 - 202 0,42 0,58 0,37
SATT066 B2 133-178 0,54 0,46 0,37
SATT693 J 280 - 295 0,53 0,47 0,37
SCT_065 J 194 - 200 0,31 0,69 0,34
SATT397 D2 178 - 193 0,57 0,43 0,37
SATTO076 L 179 - 185 0,43 0,57 0,37
SATT367 I 229 -238 0,52 0,48 0,37
SATT440 | 212 -227 0,57 0,24 0,52

Al79 C1 166 - 184 0,76 0,24 0,30

AW310 J 185 - 197 0,57 0,43 0,37
AW734 Cc2 110-137 0,51 0,49 0,37
SATTO052 H 248 - 251 0,47 0,53 0,37
SATT132 J 287 - 296 0,51 0,49 0,37

SATT225 Al 123-135 0,47 0,53 0,37



SATT256
SATTA452
SATT537
SATT543
SATT598
SATT629
SATT646
SATT675
SATT684
SCT_195
SATT409
SATT002
SATTO095
SATT102
SATT115
SATT147
SATT157
SATT179
SATT203
SATT226
SATT233
SATT266
SATT267
SATT292
SATT329
SATT389
SATT429
SATTA87
SATT530
SATT590
SATT596
SATT683
SCT_188
Total
Média

D2

D1b
D2

C1

Al

A2
D2
D1b

D1b
Dla
D1la
Dla

247 - 256
230-278
152 - 167
176 - 191
176 - 188
232 -235
209 - 218
151-154
178 -193
166 - 169
172 -174
142 - 148
171-174
160-178
170- 173
189 - 225
210-264
148 - 184
199 - 205
326 - 341
202 -211
184 -193
238 - 247
176 -179
272 -290
235-238
262 - 286
220-223
244 - 265
247 - 256
268 271
211-214
302 - 305
124

0,51
0,62
0,53
0,69
0,54
0,52
0,67
0,79
0,41
0,41
0,52
0,44
0,55
0,32
0,51
0,61
0,83
0,52
0,46
0,52
0,20
0,61
0,75
0,51
0,51
0,55
0,56
0,54
0,24
0,49
0,63
0,51
0,76

0,49
0,38
0,47
0,31
0,46
0,48
0,33
0,21
0,59
0,59
0,48
0,56
0,45
0,68
0,49
0,39
0,17
0,48
0,54
0,48
0,80
0,39
0,25
0,49
0,24
0,45
0,44
0,46
0,76
0,51
0,37
0,49
0,24

0,37
0,36
0,37
0,34
0,37
0,37
0,34
0,28
0,37
0,37
0,37
0,37
0,37
0,34
0,37
0,36
0,24
0,37
0,37
0,37
0,27
0,36
0,31
0,37
0,55
0,37
0,37
0,37
0,30
0,37
0,36
0,37
0,30

0,37
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SSR - Marcador molecular microssatélite, GL — Grupo de ligacdo, Bp — Pares de base, PIC —
Conteudo de informacao polimorfica

3.4 Construcao do mapa de ligacao e analise de QTLs

Os marcadores SSRs utilizados foram descritos em literatura e seu grupo de

ligacdo (GL) e posicdo sdo conhecidos (http:/www.soybase.org). No total foram

utilizados 56 marcadores SSRs distribuidos por 17 grupos de ligacao (GL) para a
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genotipagem da populacdo F.. O programa OneMap (Margarido; Souza; Garcia,
2007) foi utilizado para obtencdo do mapa genético. Com base no mapa da soja
(Consensus Map 4.0), os grupos de ligacdo foram analisados separadamente para
determinar a posicdo dos marcadores considerando LOD (Logarithm of Odds) de
3.84. A funcdo “order.seq” foi utilizada para determinar qual a melhor ordem dos
marcadores dentro de cada grupo de ligacdo, pois essa funcdo utiliza,
automaticamente, as fungdes “compare” e “try.seq”.

Para o Mapeamento de QTL’s foi utilizado o software QTL Cartographer
versao 2.5 (Wang; Basten; Zeng, 2005), para analise de mapeamento por intervalo
composto (CIM — Composite Interval Mapping). Foi utilizado o Modelo 6 do Zmapqt/
como método de regressao Foward and Backward Regression. A presenga do QTL
foi avaliada a cada 1cM (centiMorgans) considerando uma janela de 10 cM. O LOD
minimo foi determinado considerando um teste de 1000 permutacdes a 95% de
significancia.

Foram identificados dois QTL’s para a caracteristica avaliada, estando estes
localizados no cromossomo 9 (GL K) e cromossomo 12 (GL H), os quais foram
significativos para p<0,05 e considerando LOD threshold de 3,5 (Figura 6). O QTL
identificado no cromossomo 9 (GL K) explica 7,8% da variancia fenotipica, enquanto
que o QTL do cromossomo 12 (GL H) explica 46,75% desta variancia (Tabela 3).

Chr3 Chr-12
GL-K GL-H
0.0 Sai_Das Qg - ""'-5#3‘."-!_:,
48 1 ——7— SaEss
o I = Samss
—1- Smmita
—t— Sairiod
581 —or— SEidE3

Figura 6: Grupos de ligagdo definidos em uma populagdo de 244 progénies F, de soja, obtidas do cruzamento entre a
Linhagem 69 e o cultivar Tucunaré. Foram utilizados como critérios: LOD = 3,84. Os valores da esquerda
representam as distancias entre os marcadores (frequéncia de recombinagdo) e, a direita, estdo os nomes dos
marcadores.
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Tabela 3: QTL’s para teor de 6leo em soja, analisados em 244 progénies oriundas
do cruzamento entre a Linhagem 69 e o cultivar Tucunaré.

Chr GL Posi¢ao (cM) Marcadores R2 (%)
Chr-9 K 41-55 Sat_044 - Satt499 7,8
Chr-12 H 0-14 cM Satt353 - Satt629 46,75
Total 54,55

Chr — Cromossomo, GL — Grupo de ligagcao, cM — centimorgans, R2 — Fragcao de recombinagao

QTL’s para o teor de 6leo em soja foram encontrados em regides diferentes
ao longo do genoma da soja em diversos estudos. Rodrigues et al. (2010),
estudando uma populacao de 207 progénies provenientes do cruzamento entre a
linhagem CS3032PTA276 e a variedade UFS2012, avaliaram 357 pares de locos de
SSRs quanto ao nivel de polimorfismo nos genitores da populacdo e
aproximadamente 100 locos apresentaram fragmentos polimérficos. Destes, 48
marcadores foram amplificados, tendo sido escolhidos por estarem préximos a
regibes do genoma da soja em que os QTL’s de teor de 6leo e proteina foram
previamente reportados. Foram gerados nove grupos de ligacdo cobrindo segmentos
gendémicos dos grupos A1, B1, Di1a, G, I, M e O. Dezesseis marcadores tiveram
associacao significativa explicando de 3,1% a 25,4% do valor fenotipico da
caracteristica, enquanto que desse total de SSRs, 13 marcadores também
apresentaram caracteristica para o teor de proteina que evidencia a probabilidade
de que regidbes comuns atuem simultaneamente no controle das duas
caracteristicas. Dessa forma, os maiores valores de R?, tanto para proteina quanto
para Oleo, foram verificados para o mesmo marcador, o Satt239 do GL I. Esse
estudo indica que essa regido apresenta QTL de grande efeito para ambas as
caracteristicas avaliadas.

Pesquisas realizadas por Sebolt et al. (2000); Csanadi et al. (2001); Chung et
al. (2003); Reimprecht et al. (2006), também demonstraram regides gendmicas
envolvidas no controle de teor de 6leo em diferentes populacées de soja, validando
assim a associacdo do marcador com a caracteristica no genoma em estudo.

No grupo de ligacdo A1, no intervalo entre as marcas Satt200 e Satt225 foi
detectado um QTL para o teor de 6leo que explicou 17,3% da variacdo da
caracteristica, sendo que o marcador Satt236 também mostrou associacao com o
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conteudo de O6leo explicando 5,2% (RODRIGUES et al.,, 2010). Outros locos
quantitativos com diferentes magnitudes, localidades e populacdes genéticas foram
relatados por Mansur et al. (1996); Brummer et al. (1997) e Specht et al. (2001).

Outro loco associado ao teor de éleo foi detectado no grupo de ligacédo O,
entre os marcadores Satt500 e Satt259 explicando 18,51% da caracteristica, sendo
mapeados por Panthee et al. (2005).

O grupo de ligacao | tem sido associado ao controle dessa caracteristica por
diversos autores. Chung et al. (2003) mapearam QTLs que explicaram 27,8% e
24,2% da variacao do teor de 6leo no ano de 1996 e 1999 respectivamente. Estudos
realizados por Nichols et al. (2006) estudaram dois grupos de populacdes de
retrocruzamento e verificaram que o QTL principal que controla a variacéo no teor de
6leo no grupo | encontra-se a 3cM, entre o microssatélite Satt239 e o AFLP ACG9b.

Tajuddin et al. (2003) utilizaram 157 RILs e mapearam QTLs que explicaram,
em dois anos, 8,6% da variacao do teor de éleo na regido do Satt239.

Locos associados para o teor de 6leo na regido no Satt239 no grupo de
ligagdo | foram relatados por diversos autores em ambientes e backgrounds
genéticos diferentes, o que indica a presenca de genes conservados na regiao,
validando assim a presenca dessa marca no genoma da espécie em estudo com
grande relevancia no mapeamento genético do conteudo de éleo, no sentido de se
determinar com precisdo a localizagdo do QTL. Além, disso, esses mesmos
intervalos afetam também o contelddo de proteina revelando efeitos pleiotrépicos de
um ou mais genes presentes na regiao.

Comparando o mapa aqui obtido com outros mapas derivados de
cruzamentos bi-parentais envolvendo linhagens elites e cultivares, fica evidente que
o mapa do cruzamento Linhagem 69 X Tucunaré é parcial, sendo necessaria a
inclusdo de novos marcadores. A populacao oriunda do cruzamento bi-parental entre
a linhagem 69 e o cultivar Tucunaré indica a presenca de variabilidade suficiente
tanto para o carater teor de 6leo quanto em relagdo ao polimorfismo ao nivel dos
marcadores moleculares. Sendo assim, tais informacdes permitem que a populacao
seja explorada para a detec¢cdo e mapeamento de QTL’s envolvidos com o carater

acima mencionado.
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4 CONCLUSAO

Foi possivel identificar QTLs de efeito maior e menor para o teor de 6leo, na
populacao utilizada para mapeamento.

Novos QTLs foram mapeados no grupo de ligacdo K, sendo considerado de
menor efeito (Sat_044 — Satt499) e de efeito maior no grupo de ligacao H (Satt353 —
Satt629).
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