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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

A grande importancia adquirida pela soja na agricultura brasileira nas ultimas trés
décadas, deve-se a fatores como as condi¢des edafo-climaticas favoraveis, pela grande
extensdo de areas planas, pelo bom manejo do solo e, particularmente, pelo alto
namero de cultivares melhorados. Este nimero vem aumentando ano ap6s ano, com
cultivares novas e mais produtivas, resistentes a patégeno e com grande adaptacao e
consolidacdo em novas areas de plantio (EMBRAPA, 2006).

Os programas de melhoramento de soja em nosso pais destacam-se pela busca
incessante de novos materias que sejam mais resistentes a doencas, com alto potencial
produtivo, com periodo juvenil longo e ciclos adequados a exploragdo em ambientes
especificos. Materiais superiores e estaveis representam um equilibrio genético muito
delicado, que uma vez atingido, ganhos adicionais de produtividade e estabilidade,
tornam-se mais dificeis de serem conseguidos e, em geral, cultivares adaptados ou
selecionados para determinada regido de producdo acabam tendo similaridade
genética. Como consequéncia desse equilibrio, a maioria dos cultivares, dentro de uma
regidao, € geneticamente similar, portanto com uma base genética mais restrita
(GIZLICE et al., 1993). Estimativas sobre a variabilidade genética da soja tém
destacado que o germoplasma brasileiro provém de base genética restrita, tendo se
originado de poucas linhagens ancestrais.

Portanto, nosso pais mesmo estando entre aqueles com maior biodiversidade de
flora e fauna do mundo, € extremamente dependente de germoplasmas de outros
paises, pois a maior parte das espécies cultivadas, possui variabilidade genética
limitada, decorrente principalmente da utilizacdo de germoplasmas muito similares
como genitores nos programas de melhoramento, proporcionando o estreitamento da
base genética (NASS et al., 2001; COOPER et al., 2001).



Mais de 500 cultivares de soja em todo 0 mundo s&o avaliados exaustivamente
em programas de melhoramento. No entanto, alguns estudos mostraram que a
diversidade genética entre estes cultivares é baixa (GIZLICE et al., 1994; DELANNEY et
al., 1983).

No Brasil, BONETTI (1983) estimou que cerca de 70% dos cultivares
desenvolvidos para o Rio Grande do Sul, na década de 60, descendiam das cultivares
americanas Hill, Hood ou ambas. HIROMOTO & VELLO (1986), utilizando coeficiente
de parentesco de Malécot, determinaram a base genética do germoplasma da soja e
relataram que 100% do conjunto génico de soja existente no Brasil na época era
originario da contribuicdo de apenas 26 ancestrais, tendo 11 linhagens asiaticas
ancestrais contribuindo com mais de 90%. Quatro ancestrais com maior contribuicao
para o germoplasma brasileiro sdo os mesmos que dao maior contribuicdo para o
germoplasma do sul dos Estados Unidos, evidenciando que, possivelmente, o0s
cultivares brasileiros foram desenvolvidos com a utilizagdo de gendtipos oriundos
daquela regidao. Os autores discorreram também sobre a necessidade de aumentar a
base genética dos cultivares brasileiros, para evitar o perigo da vulnerabilidade do
germoplasma e o estabelecimento de patamares baixos na producdo de graos.
Resultados constatados por PRIOLLI et al., (2002), indicaram também, alta similaridade
genética entre 186 cultivares de soja testadas no Brasil.

Nos Estados Unidos, APUYA et al., (1988) e KEIM et al., (1989), através de
estudos de pedigrees e marcadores genéticos, observaram que os cultivares de soja
utilizados nos Estados Unidos sdo também de base genética estreita, devido ao baixo
numero de linhas ancestrais utilizadas como fontes de genes. GIZLICE et al., (1994),
constatou que apenas 13 cultivares ancestrais eram responsaveis por 80% dos genes
relatados nos cultivares de soja, publicados de 1947 a 1988 nos EUA.

Desta forma, mesmo os maiores produtores de soja do mundo, Estados Unidos e
Brasil, respectivamente, primeiro e segundo lugares, sdo dependentes em maior ou
menor grau de germoplasmas exoticos, o que confirma que nenhum pais é auto-

suficiente em termos de recursos genéticos vegetais (NASS et al., 2001).



A ampliacdo da base genética dos cultivares de soja é de extrema importancia,
para diminuir os riscos de vulnerabilidade genética e elevar os patamares de producao.
Tal situagéo é decorrente do reduzido numero e da alta similaridade entre parentais
empregados no desenvolvimento de cultivares, como também do cultivo de extensas
areas com genotipos uniformes, levando ao estabelecimento de patamares limitados de
produtividade de gréos e vulnerabilidade a pragas, doengas e condicbes ambientais
estressantes (VELLO, 1992).

Assim, os objetivos deste estudo foram: i) Analisar a variabilidade genética em
populacdes F, de soja, obtidas através de cruzamentos entre dois, quatro e oito
parentais com reagdes divergentes ao nematéide do cisto (raca-3) e ao oidio. Esta
variabilidade foi avaliada atravées de marcadores moleculares “microssatélites”,
detectando o incremento ou nao, do numero de crossing-over nas populacdes
avaliadas, quando se utiliza dois ou mais parentais na realizagdo dos cruzamentos. ii)
Analisar a variabilidade genética dessas populagdes no campo, através de parametros

genéticos em caracteristicas agrondmicas relevantes para o melhoramento genético.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A cultura da soja

2.1.1. Origem

A soja (Glycine max (L.) Merrill) pertence a familia Fabaceae, sub-familia
Papilonoideae, tendo como centro de origem a China e, deste pais, expandiu-se para
outras partes da Asia, por volta do século XI a.C. Domesticada em latitudes

compreendidas entre 30 e 45°N, foi disseminada, posteriormente, para a América do



Norte, Europa e América do Sul. No Brasil, a primeira referéncia de plantio experimental
de soja foi no fim do século XIX no ano de 1882, através da introducdo de gendtipos na
Bahia. No século XX, principalmente a partir da década de 60, a cultura passou a
adquirir importancia econdémica no Pais, inicialmente na Regido Sul (latitudes 30 a
22°S), onde apresentou melhor adaptacdo, devido a semelhangca com as regides
tradicionais de cultivo no mundo. Com a crescente demanda por matéria-prima protéica
nos paises desenvolvidos, foram observados o aumento da producdo e a rapida
expansao da area de cultivo desta leguminosa da Regido Sul rumo ao Cerrado,
latitudes 20 a 5°S (URBEN FILHO & SOUZA, 1993), levando o Brasil de uma posicao

inexpressiva no cenario mundial para a de segundo maior produtor de soja no mundo.

2.1.2. Importancia

As leguminosas estao entre as espécies cultivadas mais importantes no mundo,
principalmente devido aos elevados teores de proteina (40%), 6leo (20%) e pelo alto
rendimento de graos, alem de possuir teores consideraveis de vitaminas como tiamina e
riboflavina, além de célcio e ferro (EMBRAPA, 2006). A producdo nacional de graos na
safra 2006/07 foi de aproximadamente 133,0 milhdes de toneladas, destes, 58 milhdes
de toneladas foram representados pela soja, com um percentual de 43,6% da producao
nacional. Os elevados ganhos produtivos, proporcionados pelo alto desenvolvimento
tecnolégico na producao brasileira de gréos foram proporcionados pelo melhoramento
genético e ciéncias associadas, como a fitopatologia, entomologia e biotecnologia. No
decorrer das Ultimas décadas, o elevado avango tecnoldgico proporcionou melhorias
tanto no complexo ambiental, como no potencial genético dos cultivares. Esses
avancos se refletiram na evolugdo da produtividade média da soja no pais, que era de
1748 kg/ha, na safra de 1976/77, e na safra 2006/07 passou a aproximadamente 2800
kg/ha (CONAB, 2007).



2.1.3. Modo de reproducao

Os métodos de melhoramento adotados no desenvolvimento de novas
variedades de plantas dependem, em parte, do modo de reproducédo da espécie, que
pode ser sexuada ou assexuada. A reproducao sexuada envolve a uniao de gametas
masculinos e femininos derivados do mesmo parental ou de parentais diferentes. A
reproducdo assexuada ocorre pela multiplicagdo de partes das plantas ou pela
producdo de sementes sem o envolvimento de gametas masculinos e femininos (FEHR,
1993). Na soja, a reproducao é do tipo sexuada, sendo baseada no processo meibtico
de divisdo celular, em que o numero de cromossomos nas células reprodutivas é
reduzido a metade para formar os gametas. O restabelecimento da condi¢do dipléide
ocorre com a fusdo dos gametas (BOREM & MIRANDA, 2005).

A soja € essencialmente uma espécie autégama, com flores perfeitas, e os
orgaos masculinos e femininos encontram-se protegidos dentro da corola, sendo sua
taxa de polinizagdo cruzada menor que 1% (BOREM, ALMEIDA & KIIHL, 1999).
Entretanto, AHRENT & CAVINESS (1994) investigaram a taxa de alogamia em diversos
genotipos de soja e concluiram que a taxa de fecundacdo cruzada pode atingir até
2,5%, em condicbes especificas no campo, como também a presenca de insetos
polinizadores.

A autopolinizagao, que é a transferéncia do pélen de uma antera para o estigma
da mesma flor ou de outra flor da mesma planta, proporciona a autofecundacao. Alguns
fendbmenos podem favorecer a autopolinizagdo, como a cleistogamia
(pseudocleistogamia), que ocorre na soja, e constitui-se de graos de poélen que atingem
a maturidade e polinizam o estigma antes da abertura do botdo floral (BOREM &
MIRANDA, 2005).



2.1.4. Caracteristicas da planta

O conhecimento das caracteristicas da planta e da flor e o comportamento de
cada gendétipo, em determinado ambiente, sdo importantes para a programag¢ao dos
cruzamentos. Caracteristicas como ciclo vegetativo e reprodutivo, altura da planta,
qualidade da semente, produgéo, etc., possuem grande variabilidade, por serem muito
influenciadas pelo ambiente (BOREM, ALMEIDA & KIIHL, 1999).

A soja é uma planta herbacea, anual, ereta e de crescimento morfologico
diversificado, podendo ser determinado, semideterminado e indeterminado. A espécie
cultivada possui 2n = 40 cromossomos. A altura varia de 0,3 a 2,0 metros, podendo ser
muito ou pouco ramificada, sendo a altura media dos cultivares comerciais entre 60 e
120cm. Dependendo da cultivar e condicdes ambientais, o ciclo da soja varia de 80 a
200 dias (SEDIYAMA et al. 1985). Para o carater numero de vagens, uma planta pode
produzir até 400 vagens, mas em média os cultivares nacionais desenvolvem 30 a 80
vagens por planta (CAMARA, 1998).

O numero de flores produzidas € maior do que a quantidade que a planta pode
converter efetivamente em vagens. VAN SCHAIK & PROBST (1958) reportam que uma
planta pode emitir até 800 flores, com uma taxa de fertilizagdo de 13 a 57%,
dependendo do gendtipo e das condicdes ambientais. O periodo total de florescimento
também pode durar de trés a mais de cinco semanas, dependendo do gendtipo e do
ambiente.

Durante o desenvolvimento da planta, aparecem quatro tipos distintos de folhas:
(a) dois cotilédones, constituindo o primeiro par; (b) um par de folhas simples, ou
primarias, unifolioladas, que se sucedem aos cotilédones; (c) as folhas trifolioladas que
seguem as primarias e constituem todas as demais; (d) os préfilos, pequenos e pouco
diferenciados, que se encontram nas bases dos ramos laterais (MULLER, 1981).

FEHR & CAVINESS (1981) caracterizaram os estadios de crescimento das
plantas, baseados no numero de nés, no desenvolvimento das folhas e das flores
(Quadro 1).



Quadro 1. Estadios de desenvolvimento da planta de soja, FEHR & CAVINESS (1981).

Estadio vegetativo

Vé | Emergéncia — Cotilédones acima da superficie do solo.

Vc | Estadio Cotiledonar — Folhas unifolioladas ndo desenvolvidas completamente.

V1 | 1°N6 - Folha completamente desenvolvida né unifoliolado.

V2 | 2° N6 - Trif6lios completamente desenvolvido acima do né unifoliolado.

V3 | 3°No6 — Trifélios completamente desenvolvido acima do segundo né.

V4 | 4°No6 — Trif6lio completamente desevolvido acima do terceiro né.

Vn | n—nUmero de nés da haste principal com trifélios completamente desenvolvidos.

Estadio Reprodutivo

R1 | Uma flor em qualquer né.

R2 | Floragdo completa.

R3 | Inicio da formagdo de vagem (+ 5 mm)

R4 | Formacao de vagens completas (+ 2 cm)

R5 | Inicio da formacdo de sementes (+ 3 mm)

R6 | Formacado de sementes completas.

R7 | Inicio da maturagéo (50% das folhas amareladas ou maturacgéo fisiolégica).

R8 | 95% dos legumes de cor palha a marrom (maturagdo completa ou ponto de colheita).

2.2. Aspectos relacionados ao melhoramento de soja

O progresso no melhoramento de plantas € dependente da habilidade em
selecionar gendtipos superiores, dentro de progénies homozigotas e heterozigotas
oriundas de cruzamentos entre parentais divergentes. As populacdées de melhoramento
sdo de tamanho finito e diferentes processos seletivos sdo adotados para que o
gendtipo superior seja obtido (FEHR, 1993).

Uma vez langado no mercado como cultivar, este genétipo, devido a sua alta
concentracdao de alelos favoraveis pode ser utilizado como parental em programa de

melhoramento. Esta pratica tem influéncia direta na estrutura genética das populagées



em melhoramento, pois, aumenta o coeficiente de endogamia e reduz a base genética
dos programas de melhoramento. Diante disso, aumenta-se a probabilidade de se
atingir platdés de produtividade e vulnerabilidade genética a estresses bibticos e
abioticos (HOISINGTON et al., 1999). Varios autores tém constatado que apesar das
altas intensidades de selecdo aplicadas e da préatica de se cruzar “bom x bom”, tanto a
taxa de melhoramento quanto a variabilidade genética estdo se mantendo no decorrer
dos ciclos seletivos (DUDLEY & LAMBERT, 1992; RASMUSSON & PHILLIPS, 1997;
PINTO et al., 2003; PRIOLLI et al., 2004; YU & BERNARDO, 2004). Diversas hip6teses
tém sido sugeridas para a manutencdo da variabilidade genética, tais como: a
recombinagdo génica, epistasia, recombinagdo intragénica, metilagdo do DNA,
paramutacao e amplificagdo génica.

Contribuem para uma alta estabilidade de uma cultivar, a introducdo de
resisténcia a doencas, nematdides e insetos, assim como o conhecimento e a selecao
de genotipos com caracteristicas agronémicas desejaveis (KIIHL & ALMEIDA, 2000).
Grande parte dos programas de melhoramento envolvem quatro etapas principais:
escolha dos parentais, cruzamentos entre 0os mesmos e obtencdo de gendtipos
segregantes, avango das geracdes iniciais através de autofecundacdes naturais, teste
de desempenho agrondmico e selegcdo das linhagens experimentais. A etapa
intermediaria correspondente ao avango das geracbes de endogamia feita de forma
rotineira, com a desvantagem do aumento do numero de anos de cada ciclo do
programa de melhoramento e a demanda adicional de recursos humanos e financeiros.
Essas limitac6es poderiam ser contornadas pela eficiente escolha dos parentais e pela
avaliacdo e selecdo dos genétipos promissores logo nas geragdes iniciais. Essa
estratégia consegue eliminar ou reduzir, ja nas geracbes iniciais, problemas de
incompatibilidade hibrida e diferengas na capacidade de combinacdo que levem a
ocorréncia de cruzamentos inferiores (BOREM & MIRANDA, 2005).



2.3. Melhoramento genético visando resisténcia a doencas

Como toda cultura exoética, a soja iniciou sua expansao no Brasil com excelente
sanidade. No entanto, em poucos anos de cultivo as doengas comegaram a surgir,
passando a representar um dos fatores limitantes no aumento e na estabilidade de
rendimento (YORINORI, 2000). Cerca de 50 doencas ja foram identificadas no pais,
causando sérios prejuizos e, como exemplo, destacam-se 0 nematoide do cisto (raca 3)
- Heterodera glycines e o oidio - Erysiphe diffusa. Entretanto, a ferrugem asiatica da
soja, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi, passou a partir de 2003 a ser a
doenca de maior importancia na cultura, causando prejuizos relevantes nas lavouras de
soja em todas as regides produtoras do pais.

O valor da resisténcia das plantas cultivadas no controle de suas doengas foi
reconhecido a partir do inicio do século XX, com os progressos da genética e da
fitopatologia que proporcionaram, ao melhoramento de plantas, condigbes para a
criacdo de variedades resistentes as doencas, capazes de evitar 0s prejuizos causados
pelos patdgenos, pela simples substituicio das variedades suscetiveis pelas
resistentes. Assim, o principal objetivo da maioria dos programas de melhoramento tem
sido a criagdo de variedades resistentes, por ser o método mais eficaz e econémico de
controle das doencas, principalmente, se aliar a resisténcia aos parametros
agrondémicos de interesse (PEREIRA et al., 1985).

Entre as doengas de maior importancia para a cultura da soja, pode-se citar o
nematodide de cisto, que possui sua grande severidade aliada ao alto numero de racas
do patdgeno existentes e grande potencial para surgimento de outras. Além disso, sua
disseminacdo é muito facilitada por sementes, implementos ou pelo homem e sua
sobrevivéncia é longa em areas infectadas.

Outra doenga de importancia relevante é o oidio, que, apesar de ser tratado como
problema secundario, na safra 1996/97 provocou perdas entre 30 e 40% na produgao
de varios cultivares. Possui dispersdo facilitada pelo vento e trata-se de organismo

policiclico. A existéncia de cultivares com resisténcia genética ao oidio forneceria maior
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segurancga e, consequentemente, menores riscos de cultivo para os produtores de soja.
Deve-se destacar que a piramidizagdo de resisténcia numa cultivar superior a essas

doengas e a ferrugem asiatica seria o ideal nesse momento critico para a soja.

2.4. Variabilidade genética da soja

Diversos programas de melhoramento genético de plantas tem contribuido para
o desenvolvimento de cultivares de alto rendimento e adaptadas a diferentes condi¢des
edafocliméticas do Pais. A importancia do conhecimento da variabilidade genética nos
programas de melhoramento, permite expressar o potencial da populagéo, para a
selecdo (RAMALHO, SANTOS & PINTO, 1996).

Para os melhoristas, interessa a obtencao de grande variabilidade genética nas
plantas para a imposicdo de processos seletivos que efetivamente resulte em ganhos
genéticos significativos (BERNARDO, 2002), suas técnicas devem ser direcionadas
para o desenvolvimento de materiais genéticos superiores, mas comprometidas com a
recuperacao e manutengao de populagbes de espécies ameacadas de extingdo, e que
sejam também metas prioritarias, para a propria sobrevivéncia da humanidade (CRUZ,
2005).

A variabilidade genética entre as progénies é criada pela segregacao
cromossdmica independente e pela recombinacdo genética durante a meiose. A busca
pelo aumento da variabilidade genética se torna importante e necessaria e desta forma,
a incorporagao de ciclos de intercruzamentos nos programas de melhoramento para
aumentar a recombinagéo intracromossomal tem produzido varios resultados teoricos
(HANSON, 1959; PEDERSON, 1974) e experimentais (VERMA et al., 1979; PIPER &
FEHR, 1987). Assim, a geracao de intercruzamentos deve ser considerada para que se
possa comprovar os valores da recombinacdo intracromossomal (PIPER & FEHR,
1987).
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2.5. Conceito de hibridizacao e sua utilizacao no aumento da variabilidade

Hibridizacdo € a fusdo de gametas geneticamente diferentes, que resulta em
individuos hibridos heterozigéticos para um ou mais loci (BOREM & MIRANDA, 2005).
Essa é uma etapa de suma importancia no desenvolvimento de novos cultivares, onde,
partindo-se do cruzamento de parentais geneticamente distintos, sdo desenvolvidas
populacdes com variabilidade genética, para a aplicagdo de métodos apropriados de
avaliacdo e selecdo de caracteres superiores (BOREM, ALMEIDA & KIIHL, 1999).

O processo de hibridizagdo € utilizado por melhoristas como forma de
recombinacao génica entre diferentes gendtipos, de modo a expor a variabilidade
genética. Sendo assim, recorre-se ao cruzamento de dois ou mais cultivares elites para
a obtencéao de plantas que reunam novas e melhores caracteristicas (BONETTI, 1983).

Nos ultimos 50 anos, o0 método de hibridizacao artificial tem sido o mais utilizado
e mais comum para criacdo de variabilidade genética intraespecifica, tendo como
grande sucesso na historia, a incorporacdo do gene contra o crescimento (semi-anao)
nas culturas do trigo e arroz, além do melhoramento do milho (BAENZIGER et al.,
2006).

As populagbes utilizadas no melhoramento de plantas sdo obtidas pelos
melhoristas para servirem como fonte de novos cultivares. Os principais tipos de
populacdes de melhoramento, tanto para espécies autbgamas quanto para alégamas,
sao obtidas através de cruzamentos biparentais, tais como: populacdes F, e derivadas
de retrocruzamento (BERNARDO, 2002).

De maneira geral, a maioria das hibridacbes artificiais em plantas autégamas
envolve cruzamentos apenas entre dois genitores (biparentais). A maior limitagdo dos
cruzamentos biparentais esta na variagdo genética e no potencial de recombinacao que
sdo baixos devido ao “pool” génico, ou seja, base genética inicialmente restrita e
também devido ao posterior processo de autofecundagcado, que vai restringindo a
recombinagao genética na medida que a populagcao tende a homozigose (DESTRO &
MONTALVAN, 1999).
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Diversos programas de melhoramento genético tém como objetivo principal o
aumento da base genética, através do estudo da similaridade dos ancestrais dos
cultivares em uso (ARANTES & MIRANDA, 1993). Para a obtencao de novos cultivares,
os melhoristas utilizam métodos de melhoramento, que variam de selegdes fenotipicas
a técnicas sofisticadas desenvolvidas pela genética molecular. Assim, na formacao de
cultivares melhorados, os métodos de melhoramento tém sido modificados ou

adaptados, de acordo com as caracteristicas de interesse.

2.5.1. Técnica de hibridizacao

Na cultura da soja, a hibridizacéo é feita manualmente, utilizando-se pinca para
emascular a flor que sera polinizada (feminina) e depositar o pélen no seu estigma.
Apesar de ser um procedimento simples, requer habilidade no manuseio, para evitar
danos as pequenas e frageis estruturas florais. Os instrumentos utilizados para a
execucao da hibridizacao sdo: uma pinca de ponta fina (de reldgio), etiquetas plasticas
para identificacdo, frascos para armazenar as flores e uma lupa (10x) (BOREM,
ALMEIDA & KIIHL, 1999).

O periodo do dia durante o qual se realiza a emasculacdo sao fatores
importantes, aliados, as condi¢gdes de umidade e temperatura, e seus efeitos sobre as
flores emasculadas. Geralmente as flores sdo muito sensiveis a altas temperaturas e
baixa umidade relativa do ar e, se emasculadas nestas condicdes irdo secar e deixar de
produzir semente, mesmo que a polinizagdo tenha sido realizada com sucesso. Em
virtude de essas condicdes serem variaveis de ano a ano e até mesmo de um dia para
outro, o melhorista deve variar o periodo de emasculagdo de acordo com cada
condicao particular. Se os materiais diferem em seu ciclo, utiliza-se o escalonamento
das datas de semeaduras. (BONETTI, 1983).
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2.5.2. Hibridizacdao na formacao das populacoes segregantes

O processo para obtencao dos biparentais consiste no cruzamento entre duas
cultivares ou linhagens diferentes e contrastantes. Devem ser escolhidas visando o
aumento da variabilidade, bem como a complementacao em relagdo aos caracteres de
importancia agrondmica (BONETTI, 1983).

Por outro lado, os cruzamentos multiplos permitem a conjugacdo de genes de
diversos cultivares ou linhagens que néo seria possivel de se obter com a combinacao
de apenas dois genitores, como nos biparentais. O cruzamento quédruplo (quatro
genitores) é realizado através da combinacao de dois hibridos simples, na geracao Fy,
ou com segregantes de geracdes subsequentes. Os 6éctuplos (oito genitores) sao
realizados através da combinacao de dois hibridos quadruplos, na geracdo F1, ou com
segregantes de geracdes subsequentes. No Brasil, os cruzamentos multiplos ainda séo
pouco estudados, mas ALLIPRANDINI (1996) considera que a avaliagdo correta de
parametros inerentes a cruzamentos multiplos, € de fundamental importancia quando
se objetiva estudar os mesmo em programas de selecao recorrente, bem como na
ampliagdo da base genética do germoplasma utilizado.

2.6. Permuta Genética ou “Crossing-over’ e Mapa Genético

Permuta genética ou “crossing-over”, é o0 mecanismo que possibilita a
recombinacado de genes ligados através da troca de partes entre cromatides nao irmas
de cromossomos homélogos. Este fendbmeno ocorre durante a profase | da meiose,
quando eles se associam de tal maneira que, no paquiteno, o pareamento ocorre ao
longo de todo seu comprimento, havendo troca de alelos entre si, aumentando

consideravelmente a variabilidade genética (Figura 1). A estimativa da freqiéncia de
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crossing-over pode ser obtida a partir da descendéncia de um cruzamento teste ou da
geracéo F».

Figura 1. Ocorréncia de crossing-over na Préfase 1 da meiose, entre crométides néo
irmas (Criada por Pearson Education, Inc 2007).

A meiose é responsavel pela segregagao genética observada na progénie de
individuos heterozigotos. A divisdo meidtica é de fundamental importancia para a
geragdo de variabilidade por meio da divisdo reducional e independente dos
cromossomos e dos crossing-over. O numero de gametas possiveis com n pares de
cromossomos € dado por 2".

O conhecimento de mapas genéticos € considerado uma das aplicagdes de
maior impacto da tecnologia de marcadores moleculares na analise genética de
espécies, e, no melhoramento de plantas, seu inicio foi a partir do reconhecimento do
fendbmeno da recombinagcdo genética. O mapeamento genético toma como base a
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existéncia de correlacdo positiva entre a distancia de dois genes e a freqiiéncia de
“crossing-over’ entre eles, e que a probabilidade de ocorrer crossing-over entre dois
marcadores € menor, quanto menor for a distancia entre eles, ou seja, a sua ocorréncia
reflete a distdncia genética entre os locos. Essa distancia € expressa pela unidade
centiMorgan (cM), e é calculada com base na freqiéncia de recombinag¢ao por meio de
funcbes de mapeamento, onde um centiMorgan é igual a um por cento de permuta
(RAMALHO, SANTOS & PINTO, 1996).

No melhoramento de plantas, os mapas genéticos possibilitam a analise
completa dos genomas, a decomposicao de caracteristicas genéticas complexas nos
seus componentes mendelianos, a localizacdo das regides gendmicas que controlam
caracteres de importancia, a quantificacdo do efeito destas regides na caracteristica
estudada e a canalizagdo de toda esta informagdo para uso em programas de
melhoramento. Trés requisitos basicos sdo necessarios para o seu desenvolvimento:
reproducdo sexuada, producdo de descendentes e uma fonte de marcadores
moleculares com comportamento Mendeliano (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Alguns resultados utilizados em mapas genéticos foram encontrados por
CREGAN et al., (1999), combinando resultados entre populacées de soja, através de
mapa de ligacdo altamente saturado no seu genoma, contendo marcadores
moleculares SSR (simple sequence repeat) e RFLP (restriction fragment length
polymorphism). Desta forma, este mapa pode ser usado para identificar polimorfismo

através da avaliagao de crossing-over em progénies de parentais intercruzados.

2.7. PCR - Reacao em cadeia da polimerase

A reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR) é a
amplificacao enzimatica de uma sequéncia especifica de DNA, visando a producao de
milhGes de copias desta sequiiéncia, na presenca da enzima DNA polimerase. Foi
descrita pela primeira vez por Kary Mullis, em meados da década de 80 (FARAH, 2000).
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A reacao de PCR se baseia no anelamento e extensdo enzimatica de um par de
oligonucleotideos (pequenas moléculas de DNA de fita simples) utilizados como
iniciadores (primers) que delimitam a sequéncia de DNA de fita dupla, alvo da
amplificacdo. Seu ciclo envolve trés etapas: desnaturagao (elevagdo da temperatura
entre 92 a 95°C), anelamento (reducdo da temperatura entre 35 a 60°C, dependendo
da sequéncia e do tamanho do primer) e extensado (elevagdo da temperatura a 72°C,
temperatura étima para funcionamento da enzima DNA polimerase). Normalmente
estas etapas sao repetidas por cerca de 30 a 45 ciclos (FERREIRA & GRATTAPAGLIA,
1998).

2.7.1. Marcadores Moleculares

O processo de selecao de gendtipos resistentes pelas técnicas convencionais é
relativamente demorado e de execucgdo laboriosa, além de ndo possuir muita garantia
devido a dependéncia de condigcdes ambientais adequadas. Técnicas de biotecnologia,
como os marcadores moleculares sdo de grande utilidade, principalmente no processo
de caracterizacao e selegcdo de genotipos resistentes. Marcadores moleculares sao
caracteristicas de DNA que diferenciam dois ou mais individuos e sdo herdadas
geneticamente. Os distintos tipos de marcadores moleculares, hoje disponiveis,
diferenciam-se pela tecnologia utilizada para revelar variabilidade em nivel de DNA e,
assim, variam quanto a habilidade de detectar diferencas entre individuos, custo,
facilidade de uso, consisténcia e repetibilidade (MILACH, 1998).

Em termos de variabilidade genética, os marcadores moleculares, permitem
compreender e organizar a variabilidade genética de um programa de melhoramento de
forma Unica, isto é, acessando a variabilidade do DNA que nao € influenciada pelo
ambiente, por exemplo, os caracteres morfoldgicos e fenotipicos de uma planta em
geral. A primeira consequéncia disto é a possibilidade de planejar os cruzamentos de

um programa, de forma a maximizar as diferencas genéticas entre gendtipos elites,
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diferencas essas que muitas vezes ndo podem ser observadas em nivel de fenétipo. A
segunda € a possibilidade de organizar o germoplasma do programa em “pools”
génicos, facilitando a escolha de parentais e diminuindo o numero de combinacdes a
serem feitas pelo melhorista. Como consequéncia do estudo da variabilidade genética,
muitas vezes é possivel identificar o padrao molecular (fingerprinting) de gendtipos de
interesse, que podem ser, posteriormente, utilizados para a protegdao do germoplasma
(MILACH, 1998).

LANDE & THOMPSON (1990), sugeriram que os marcadores moleculares
também podem ser utilizados para descobrir novos genes e alelos em germoplasmas
exoticos, podendo, posteriormente, ser incorporados a germoplasmas elites para o

aumento do potencial produtivo, assim como, da diversidade genética.

2.7.2. Marcadores Moleculares “Microssatélites”

Os microssatélites sdo sequiéncias de um a seis pares de bases repetidas e
adjacentes, distribuidas no genoma. Esse tipo de marcador utiliza iniciadores
especificos que amplificam regides com DNA repetitivo. O desenvolvimento desses
iniciadores € um processo elaborado e caro. Mas, uma vez disponiveis, o custo da
técnica assemelha-se a de outros marcadores, como RFLPs e RAPDs, que sdo menos
onerosos (POWELL et al., 1996; MILACH, 1998).

A estabilidade dos microssatélites resulta em marcadores altamente polimorficos,
multialélicos, que sao extremamente Uteis em estudos de Genética. Os alelos diferem
porgue mostram numeros distintos de repeticbes em tandem, oriundos de crossing-over
desigual durante a meiose ou ao deslize da DNA polimerase durante a duplicacao da
molécula (PINTO et al., 2001). A presenca dessas caracteristicas faz com que os
microssatélites sejam marcadores ideais para mapeamento genético de genomas, para

identificacdo e discriminagcao de gendtipos e estudos de genética de populagdes.
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Estudos dessa magnitude foram realizados por PRIOLLI et al., (2002), com o
objetivo de caracterizar cultivares brasileiros de soja, através de marcadores
microssatélites. O polimorfismo dos marcadores microssatélites é revelado pela PCR —
reacao em cadeia da polimerase, por amplificacdo do DNA genbémico total, utilizando-se
dois primers Unicos, compostos de sequéncias curtas de nucleotideos, e, portanto,
definem o loco de microssatélites. As reagbées de amplificacdo podem ser iniciadas com
pequenas quantidades de DNA e os produtos da amplificagdo sao visualizados em géis
de agarose ou poliacrilamida. A formulagao do gel exerce influéncia sobre o numero de
alelos detectados. Géis de poliacriiamida desnaturante permitem separacao de
fragmentos que diferem em apenas um par de bases, enquanto géis de agarose
apresentam resolucao acima de quatro pares de bases. Os géis de poliacrilamida levam
a deteccdao de um numero maior de alelos por loco, essencial para andlise de
polimorfismos de microssatélites de repeticbes dinucleotidicas, uma vez que as
amplificacées sdo em torno de 130 a 200pb. Por outro lado, a agarose ndo é capaz de
resolver diferengcas da ordem de 2 pb, ou seja, de um dinucleotideo (PINTO et al.,
2001).

A maior vantagem dessa técnica € o elevado polimorfismo revelado, o que a
tornara uma das melhores opg¢des para uso na caracterizacdo de cultivares e
mapeamento genético, especialmente em germoplasma aparentado e de baixa
variabilidade, como € o caso de espécies como a soja. Nos ultimos anos, marcadores
do tipo microssatélites tém sido a ferramenta molecular mais utilizada em estudos

ecolégicos e genéticos (MILACH, 1998).

2.8. Estudo de populacoes

7

A estrutura de uma populacdo é definida pela frequéncia dos alelos que
compdem os diferentes genétipos dos diferentes individuos integrantes da populacao.

O seu conhecimento é indispensavel ao melhorista para realizar e/ou, predizer,
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mudangas em magnitude, alem de fornecer as bases necessdrias para a compreensao
de como se processa a evolugcdo (CRUZ, 2005). Segundo FALCONER (1989), uma
populacdo pode ser definida como um conjunto de individuos que compartilham seus
genes através da reproducao.

As propriedades genéticas das populagbes sao determinadas a partir do
conhecimento de suas freqUéncias alélicas e genotipicas. As freqléncias alélicas
correspondem as propor¢cées dos diferentes alelos de um determinado gene na
populacado. As freqiéncias genotipicas, por sua vez, sdo as proporcoes dos diferentes
genotipos na populagao de individuos (RAMALHO, SANTOS & PINTO, 1996).

2.9. Parametros genéticos

As variedades de soja diferenciam-se com relacdo a diversos caracteres
agrondémicos, tais como: altura da planta, altura de insercéo da primeira vagem, nimero
de nés, numero de vagem por plantas, nimero de sementes por vagem, peso de cem
sementes, produtividade, resisténcia a doengas e pragas, etc. A importancia do
conhecimento da variabilidade genética nos programas de melhoramento, ou seja, o
quanto desta variabilidade esta relacionado a diferencas genéticas, permite conhecer o
potencial da populacdo para a selecado (RAMALHO, SANTOS & PINTO, 1996). De
acordo com o0 mesmo autor, um dos parametros genéticos de maior utilidade para os
melhoristas é a estimativa da herdabilidade (h?), que permite antever a possibilidade de
sucesso com a selecdo, uma vez que reflete a proporcao da variagao fenotipica que
pode ser herdada.

A avaliagdo de familias sem repeticoes, intercaladas com testemunhas,
possibilitando a estimativa do componente ambiental associado a variancia fenotipica
das populacbes em estudo, é uma alternativa para a estimativa de parametros
genéticos quando ocorre limitado numero de sementes e a possivel segregagdo em
geragdes iniciais (BACKES et al., 2002).
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2.9.1. Herdabilidade

A herdabilidade tem grande importancia ao melhorista de plantas, uma vez que
expressa a razao da variancia genética pela variancia fenotipica. A fungdo mais
importante da herdabilidade no estudo genético de um carater métrico é o seu papel
preditivo, expressando a confianga do valor fenotipico como um guia para o valor
genético. (FALCONER, 1989).

A herdabilidade constitui-se na proporcdo herdavel da variabilidade fenotipica.
Sua principal finalidade consiste na estimacdo de ganhos por selecdo. A mesma, é
calculada em unidade de selecao e geralmente por individuo ou familia. A grande faixa
na variagdo das estimativas de herdabilidade para um mesmo carater pode ser
atribuida a amostragem e as diferencas populacionais e ambientais (BACKES et al.,
2002; COCKERHAM & MATZINGER, 1985).

De acordo com RAMALHO, SANTOS & PINTO (1996), é possivel estimar dois
tipos de herdabilidade: herdabilidade no sentido amplo e herdabilidade no sentido
restrito, sendo a diferenca entre ambas localizada no numerador da fragdo que define o
coeficiente de herdabilidade. A herdabilidade no sentido amplo envolve toda variéncia
genética, tem importancia no caso de plantas que apresentam propagacao vegetativa,
devido o gendtipo ser integralmente herdado. A herdabilidade no sentido restrito
considera apenas a variancia genética aditiva, aquela que é fixada pela seleg¢ao, sendo,
na maioria dos casos a mais importante para os melhoristas.

A herdabilidade varia de acordo com as diversas caracteristicas agronémicas,
sendo os fatores que afetam na estimativa, o método utilizado para estimar o valor da
herdabilidade, a diversidade na populacdo, o nivel de endogamia da populacdo, o
tamanho da amostra avaliada, o numero e tipo de ambientes considerados, a unidade
experimental considerada e a precisdo na conducdo do experimento e da coleta de
dados. (BOREM & MIRANDA, 2005). Os mesmos autores afirmam que, a escolha do
método de calculo da herdabilidade, depende dos recursos genéticos disponiveis e da

finalidade da estimativa.
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O carater producado, tratando-se de um carater quantitativo, controlado por
muitos genes, sofre maior influéncia ambiental. Normalmente, as estimativas de
herdabilidade sdo menores em comparagao aos demais caracteres agronémicos, além
disso, para 0 mesmo carater, destaca-se as variancias devidas a dominancia, que
colaboram para a obtencédo de baixas estimativas de herdabilidade no sentido restrito.
Tal constatagdo esta de acordo com os resultados obtidos por CAMPOS (1979),
DESTRO et al., (1987), BACKES et al., (2002), MUNIZ et al., (2002).

Segundo HERBERT & BERNARD (1967), existe um consenso entre 0s
melhoristas no que concerne ao numero de repeticdbes e locais que devem ser
empregados como padrao para obtencdo das estimativas do coeficiente de
herdabilidade, sendo o ideal duas repeticbes dentro de dois locais. O coeficiente de
herdabilidade pode variar de 0 e 1, no caso em que H = 1, o fen6tipo é completamente
determinado pelo genétipo, ndo tendo o ambiente influéncia sobre a manifestacao do
carater (ALLARD, 1974).

As estimativas do coeficiente de herdabilidade podem ser obtidas por varias
metodologias, sendo mais usual em testes finais, o0 método dos componentes de
variancia, proposto por HANSON et al., (1956), o método com base na geracao F» e no
retrocruzamento do F; com cada pai endégamo, proposto por WARNER (1952), € mais
usado para as geragdes iniciais. Dentre as outras metodologias pode-se destacar: a
metodologia de FREY & HORNER (1956), que envolve a computacdo da herdabilidade
em unidades-padrdo, que sao obtidas calculando-se a regressao sobre os dados
codificados em termos de unidades de desvio padrao; e o0 método de SMITH & KINMAN
(1965), que envolve uma modificacdo no uso da regressao pai-filho para estimar a
herdabilidade.
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2.9.2. Ganho genético ou resposta a selecao

O ganho genético ou resposta a selecdo é a diferenca entre a média fenotipica
dos descendentes dos progenitores selecionados e a média da geracado paternal
(populacdo) antes da selecdo (FALCONER, 1989). Segundo 0 mesmo autor, a equagao
R = h® x S proporciona um meio de predicdo, baseado em observagdes feitas
unicamente nos individuos da geracao paterna antes da selecao, uma vez que R é o
ganho genético, h? é a herdabilidade e S é o diferencial de selecdo. No que se refere a
predicdo, para uma maior acuracia, ha a necessidade de se conhecer as causas que
determinam a magnitude do diferencial de selecédo, podendo-se destacar: a proporgcéao
do grupo selecionado e o desvio-padrao do carater.

Desta forma, padronizando-se a equacao da resposta, pode-se calcular: R/op =
(S/op) x h?, onde o diferencial de selegdo padronizado é denominado intensidade de
selecdo (i), e portanto, a equacdo R = S x h? pode ser definida da seguinte forma: R = (i
x op) x h%. O diferencial de selecdo é estimado por S =i x Op, sendo i, a intensidade de
selegédo, determinado por meio de tabelas das propriedades da distribuicdo normal,
calculado através da expressao z/p, em que “z” € a altura da ordenada no ponto de

truncamento, e “p” a proporcao selecionada, ou seja, a propor¢cdo da populacdo que cai
além do ponto de truncamento e o, = desvio-padrdo fenotipico (FALCONER, 1989). O
diferencial de selecdo padronizado (i) é obtido considerando-se o percentual de
gendtipos selecionados na geracdo atual (CRUZ, REGAZZI & CARNEIRO, 2004). Este
valor é utilizado para se calcular o ganho genético predito na geragcao seguinte.

A obtencdo de informacdes a respeito dos parametros do complexo gendtipo-
ambiente é, portanto, de grande importancia para o melhorista. Nas espécies
cultivadas, quanto mais precisas forem as estimativas, melhores serdo as previsées do
melhorista, possibilitando, antever melhor o ganho esperado com a aplicacao de

diferentes tipos e intensidades de selegao (ALLARD, 1974).
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CAPITULO 2 - CROSSING-OVER COMO FONTE DE VARIABILIDADE EM
CRUZAMENTOS DE SOJA

RESUMO

A variabilidade entre progénies é criada pela segregacao cromossémica independente
dos genes e pela recombinacdo genética intracromossomal durante a meiose. O
objetivo deste estudo foi analisar a variabilidade derivada de crossing-overs em
cruzamentos biparentais (G2 e J2), quadruplos (G4 e J4) e 6ctuplos (G8 e J8),
avaliados em populacdes segregantes derivadas de parentais contrastantes para
resisténcia ao nematoide de cisto da soja (raca 3) — NCS — e ao oidio - O. A analise foi
realizada em populagdes F,, através de marcadores SSR (single sequence repeat)
concentrados em uma regido de 55 cM ao redor do gene rmd (resisténcia ao oidio) e
rhg1 (resisténcia ao NCS). Apds o teste dos marcadores, quanto ao polimorfismo,
apenas marcadores polimorficos foram utilizados para detectar crossing-over. Todos 0s
marcadores analisados foram nao significativos pelo teste de qui-quadrado (P > 0,05),
indicando que os valores observados se ajustam a proporcdo genotipica esperada em
Fo (1:2:1). As maiores médias de crossing-over por genétipo foram obtidas para G4
(4,00), no grupo G, e J8 (2,91), no grupo J. Por outro lado, as maiores médias de
crossing-over considerando o numero de geracdes para formar cada populagao, foram
para G2 (2,02) e J8 (0,97). A recombinacdo entre alelos ocorreu em algumas
populagdes, entretanto para G4 e J8 em 1,89% dos gendtipos ndo ocorreram. Em geral,
nos cruzamentos com maior numero de parentais envolvidos a ocorréncia de crossing-
over foi maior, sendo satisfatérios na criagdo de variabilidade. O progresso no
melhoramento de soja tem sido alcancado em partes pela criacdo de novas

combinagdes alélicas dentro dos cromossomos.

Palavras-chave: Glycine max, crossing-over, cruzamentos multiplos, SSR
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CROSSOVER AS SOURCE OF VARIABILITY IN SOYBEAN CROSSES

ABSTRACT

The variability among the progenies is created by chromosome segregation,
independent assortment of genes, and intra-chromosomal genetic recombination during
meiosis. The objective of this study was to analyze the variability derived from
crossovers in soybean biparental (G2 and J2), quadruple (G4 and J4) and octuple (G8
and J8) crosses, measured in segregant population derived from contrasting parental
regarding their resistance to cist nematode (race 3) — SCN and powdery mildew — PM.
The analyses were made in F, population through SSR (single sequence repeat)
markers located in a 55CM region around Rmd (powdery mildew) and Rhg1 (cist
nematode) resistance genes. After screening makers for their polymorphism, only
polymorphic markers were used to detect crossovers. All markers were not significant by
chi-square test (P > 0.05), showing that observed values corroborates to genotypic
inheritance ratio expected in F, population (1:2:1). Thus, the higher average of
crossovers for some populations were observed for G4 (4.00), at linkage group G and J8
(2.91), at linkage group J. On the other hand, the higher average of crossovers
considering the generation number to form each population, was found for G2 (2.02)
and J8 (0.97). The recombination between alleles occurred in some populations,
however, to G4 and J8, in 1.89% of the genotypes not showing crossover. In general,
the crosses with larger numbers of parents showed higher number of crossovers, being
very satisfactory for the creation of genetic variability. Soybean breeding progress has

been accomplished in part by creating on new within_chromossome allele combinations.

Key words: Glycine max, crossing-over, multiple crosses, SSR
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1. Introducao

O progresso no melhoramento de plantas é baseado na habilidade de selecionar
gendtipos superiores em progénies heterogéneas, obtidas através de cruzamentos
entre parentais divergentes para caracteres agrondmicos. Estudos sobre a variabilidade
genética da soja tém destacado que o germoplasma brasileiro (BONETTI, 1983;
DELANNEY et al., 1983; HIROMOTO & VELLO, 1986; PRIOLLI et al., 2002) e o
americano (APUYA et al., 1988; KEIM et al., 1989; GIZLICE et al., 1994), provém de
base genética restrita, tendo se originado de poucas linhagens ancestrais.

A variabilidade entre as progénies € criada pela segregacdo cromossémica
independente dos genes e pela recombinacdo genética intracromossomal durante a
meiose. A divisdo meidtica é de fundamental importancia para a geragdo de
variabilidade por meio da divisdo reducional independente dos cromossomos e dos
crossing-overs. A mesma € responsavel pela segregacdo genética observada na
progénie de individuos heterozigotos. A ampliacao da base genética dos cultivares de
soja € de extrema importancia, para diminuir os riscos de vulnerabilidade genética a
pragas, doengas e condigdes ambientais estressantes, bem como elevar os patamares
de producdo. A base genética estreita € decorrente do reduzido nimero de parentais
empregados no desenvolvimento de cultivares, bem como do cultivo de grandes areas
com gendtipos uniformes (VELLO, 1992).

Dentre os varios métodos para se obter variabilidade genética, destaca-se, na
cultura da soja, o processo de hibridizacdo. As hibridizagbes sédo feitas na forma de
cruzamentos simples (entre dois cultivares) ou multiplos (acima de dois cultivares) e
servem para recombinar a variabilidade genética intra-especifica ou para aumentar
essa variabilidade, pela introgressdo de genes em cruzamentos interespecificos
(BOREM, ALMEIDA & KIIHL, 1999). Nos ultimos 50 anos, o método de hibridizacao
artificial tem sido o mais utilizado e o mais comum para criagcdo de variabilidade

genética intra-especifica, tendo como grande sucesso na histéria, a incorporacéo do
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gene contra o crescimento (semi-ando) nas culturas do trigo e arroz, além do
melhoramento do milho (BAENZIGER et al., 2006).

Os marcadores moleculares permitem compreender e organizar a variabilidade
genética de um programa de melhoramento de forma Unica, acessando a variabilidade
do DNA, que nao é influenciada pelo ambiente como os caracteres morfoldgicos e
fenotipicos em geral de uma planta (MILACH, 1998). Nesse caso, os marcadores
microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeat), sendo altamente polimorficos e
multialélicos, sdo extremamente Uuteis em estudos de Genética, ideais para
mapeamento genético de genomas, identificacdo e discriminacdo de gendétipos e
estudos de genética de populagbées. Os alelos diferem porque mostram numeros
distintos de repeticbes em tandem, oriundos de crossing-over desigual durante a
meiose ou de erros da DNA polimerase durante a duplicagdo do DNA (PINTO et al.,
2001).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi analisar a variabilidade genética,
através de marcadores moleculares microssatélites, utilizando a freqtiéncia de crossing-
overs em populacdes F», derivadas da combinagao entre dois, quatro ou oito parentais
de soja, com reagao divergente ao nematdide de cisto (raca 3) e ao oidio.

2. Material e Métodos

2.1. Hibridizagbes e Material Genético

As hibridizacdes foram realizadas em casa de vegetacdo do Departamento de
Producao Vegetal, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP,
Campus de Jaboticabal/SP. Os parentais utilizados nos cruzamentos (Tabela 1), foram
semeados em vasos de polietileno (5L) contendo substrato (terra + adubo). A

semeadura foi escalonada no més de novembro, com plantios realizados a cada dez
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dias, para que o florescimento fosse coincidente entre os diferentes parentais. As
condicbes ambientais de umidade, fotoperiodo, controle de doencas e irrigacdao foram
totalmente controladas para o desenvolvimento da cultura da soja.

Os cultivares escolhidos como parentais (Tabela 1) foram contrastantes para
resisténcia a raca 3 do nematdide de cisto da soja — Heterodera glycines (grupo de
ligacdo G) e ao oidio — Erysiphe diffusa (grupo de ligacao J). No grupo G, apenas o
parental Hartwig foi utilizado como fonte de resisténcia e, no grupo J, os parentais
Conquista, BRS — 137 (atualmente considerado moderadamente resistente ao oidio),
Coodetec 201, Tainung-3 e Embrapa-59 (EMBRAPA, 2006).

Tabela 1. Genealogia dos parentais envolvidos nos cruzamentos e reagao as doengas
nematoide do cisto da soja - raca 3 (NCS) e oidio (O).

Reacdo a doenca’

Cédigo Parentais Genealogia NCS O
1 Hartwig Forrest x Pl 437654 R SA
2 BRS - 134 BR 83-147 x BR 84-8309 S S
3 FT — Estrela M-2xFT -1 S S
4 Conquista Lo 75-4484 x Numabaira S R
5 Coodetec — 204 Soc 81-216 x Ocepar 3 S S
6 Cac -1 Selecdo em IAC-8 S S
7 BRS - 137 Dourados-1 x Ocepar 9 S MR
8 Coodetec — 201 Ocepar 4 (iguagu-5) x W 20 S R
9 BRSMS — Bacuri FT — 2 x Braxton S SA
10 BR - 16 D69 - B10 — M58 x Davis S S
11 Tainung — 3 Nungshih h-11 x Pl 200492 SA R
12 Embrapa 59 FT — abyara x BR 83 — 147 S R
13 FT-2 Selecao em IAS -5 SA S

TR —resistente; S — suscetivel; MR — moderadamente resistente; SA — sem avaliagao
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Para cada grupo de ligacdo, foram realizados trés tipos de cruzamentos

(biparental, quadruplo e 6ctuplo). Todos os cruzamentos (Tabela 2) foram realizados no

mesmo periodo (dezembro a janeiro). Os biparentais (cruzamentos simples) no ano de

2002/03, os quadruplos (entre Fi’s dos biparentais) em 2003/04, e os 6ctuplos (entre

F1’'s dos quadruplos) em 2004/05. Posteriormente, todos os Fi's remanescentes dos

biparentais e quadruplos, assim como os Octuplos, foram semeados individualmente

para multiplicagédo e obtencdo das sementes F».4. A partir dessas sementes foram

obtidos os gendétipos F,, sendo coletadas amostras de tecido foliar para extracao do

DNA. Foram analisados seis cruzamentos distintos, com 53 gendtipos para cada

cruzamento, com exce¢ao do cruzamento J2, com 33 gendtipos (Tabela 2).

Tabela 2. Tipos de cruzamentos (Cz) com as respectivas genealogias € numero de

genotipos avaliados (#Gen), junto aos grupos de ligacdo molecular (GLM) G
e J (CREGAN et al., 1999).

GLM G Cz Genealogia" #Gen
G2 Biparental (1x2) 53
G4 Quadruplo [(1x2)x(1x3)] 53
G8 Octuplo {I(1 x2)(8x 9)] x [(6 X 7)(4 x 5]} 53

GLM J
J2 Biparental (10x 11) 33
Ja Quéadruplo [(10 x 11) X (6 X 7)] 53
J8 Octuplo {l10x 11)(6 x 7)] x [(12 x 13)(4 x 5)]} 53

ver Tabela 1
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O baixo numero de gendtipos analisados pode ser justificado pela dificuldade de
realizagdo dos cruzamentos, limitada a pouca quantidade de sementes colhidas em F;
e que, muitas vezes, pode inviabilizar o estudo nas geragdes iniciais, como em Fu.
Aliado a isso, tem-se a baixa porcentagem de pegamento, que raramente ultrapassa
40%, e o fendmeno da pseudocleistogamia existente na soja (autofecundacdo no
momento da abertura da flor), que torna necessaria a realizagdo dos cruzamentos no
estagio de botdo floral (BOREM & MIRANDA, 2005).

2.2. Analises moleculares

As amostras de tecido foliar dos genétipos F., compostas por trifélios jovens,
foram coletadas e mantidas em ultrafreezer (-80°C) até o momento da extracdo de
DNA. A extracdo do DNA gendmico dos genétipos parentais e dos individuos da
geragao F, foi realizada a partir do tecido foliar coletado, pelo método CTAB descrito
por KEIM et al., (1989). O DNA foi quantificado por andlise espectrofotométrica
(SAMBROOK et al.,, 1989) e diluido para uma concentragdo final de 10 ng/ul. A
integridade desse DNA foi verificada em gel de agarose (1,5 % p/v), corado com
brometo de etidio. As andlises moleculares foram realizadas no Laboratério de
Genética e Melhoramento de Plantas da Universidade de Kentucky - EUA.

Foram utilizados marcadores microssatélites concentrados numa distancia de até
55¢cM ao redor do gene de resisténcia ao oidio (Rmd), localizado no grupo de ligagao J,
e ao redor do gene de resisténcia ao nematoide de cisto da soja (rhg7), localizado no
grupo G (CREGAN et al., 1999). Esta estratégia permitiu conferir a recombinacao
genética nas regides significantes ao redor dos genes, para os quais foram feitas as

combinagoes.
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A sequéncia dos marcadores foi obtida pelo site http:/soybase.com. O namero

de marcadores utilizados para verificar o polimorfismo entre os parentais foi de 29 no
grupo G e de 25 no grupo J. Destes, apenas os marcadores polimérficos foram
selecionados para o estudo, totalizando seis polimérficos no grupo G (Sat_210, Satt
217, Sat_315, Satt 324, Satt 394 e Satt115) e sete no grupo J (Satt 431, Sat_224, Satt
547, Sat_366, Satt 215, Satt 380 e Sat _165) e foram utilizados na obtencdo dos
resultados de crossing-over (Figura 2).

G J
Sat 210
3.70 e . —H— Sat_165
4.50 :rhg1 : 42 .40
""" ’ Satt380
18.25 43.60
Satt215
Satt217 44.00
9748 Sat_366
53.00
Sat 315
—— Satt547
33.26
68.00
Satt324
—— Sat_224
4338 75,00
Satt394 —4— Satt431
43.78 78.50
115 || 77777
Satt115 97.00 .\ Rmd |

Figura 2. Esquema representativo da posicao relativa, em aproximadamente, 55cM dos seis marcadores
“SSR” do grupo de ligagdo G (rhg1) e dos sete marcadores “SSR” do grupo de ligacdo J (Rmd),
usados para identificagdo da regiao de crossing-over nos genoétipos F,, dos cruzamentos

biparentais, quadruplos e 6ctuplos.
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As reacdoes de PCR (Polymerase Chain Reaction) foram realizadas para
identificacao dos marcadores polimérficos, em volume final de 21uL, contendo: Tampéao
PCR 1X (10 mM Tris-HCI pH 8,3 e 50 mM KCl), 1,50 mM MgCl,, 0,15 mM de dNTP’s,
0,15uM de cada iniciador, 30 ng de DNA genémico, 1 U Taq polimerase e Agua Milli-Q.
A termociclagem consistiu de um periodo inicial de desnaturacdo do DNA por dois
minutos a 94°C, seguido de quarenta ciclos térmicos, cada um deles incluindo as
etapas: desnaturacdo do DNA, por 25 segundos a 94°C, pareamento dos iniciadores,
por 25 segundos a 47°C, e extensao pela enzima Tag DNA polimerase, por 25
segundos a 68°C. Apds os ciclos térmicos, um periodo final de extensdo de sete
minutos a 68°C foi realizado.

Os fragmentos amplificados foram separados em gel de agarose metaphor (3%),
a 70V por 4 horas, ou em gel de poliacrilamida, a 200V por 6 horas, dependendo do
tamanho da marca polimérfica encontrada previamente entre os parentais. Os géis
foram corados com brometo de etidio, visualizados sob luz ultravioleta e a captagéo de

imagem foi realizada utilizando o sistema Kodak de fotodocumentagéo.

2.3. Analise dos resultados

ApGs a obtencao dos resultados da reacao das populagdes F> ao nematoide de
cisto (raga 3) e ao oidio, que as caracterizaram em homozigdticas resistentes,
heterozigbticas e homozigéticas suscetiveis, foi realizado nos cruzamentos biparentais
G2 e J2 (Tabela 3), o teste de conformidade do modelo qui-quadrado, para verificar se
a segregacao genotipica observada nos marcadores microssatélites testados diferia da
propor¢cao esperada (1:2:1). A variabilidade genética foi analisada pela ocorréncia de
crossing-overs, que sao determinados pela freqiiéncia génica entre os marcadores. Os

crossing-overs foram caracterizados pela troca de alelos entre os marcadores (Figura
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3), em fungéo da reacdo aos patdogenos em estudo e visualizados através de bandas
polimérficas em géis de agarose ou poliacrilamida.

Figura 3. Esquema representativo da ocorréncia de crossing-over durante a meiose na criagéo de
gendtipos segregantes F, (46 a 53), entre dois marcadores do grupo de ligacdo G (CREGAN et

al., 1999).

Os resultados foram analisados através dos seguintes parametros descritivos:

a) média (X) = estimada por gendtipp e em fungdo do nimero de geragdes

> Xi
correspondentes para cada tipo de cruzamento, calculada pela expressao: X = =L —
n

onde, Xi = valor genérico da observacao; n = numero de observagoes;
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c) variancia (o), calculado por: 6° = Xi -
i=lI n-—

observagao; n = numero de observagodes.

A média obtida em funcédo do nimero de geragdes (X ’) foi calculada dividindo-
se a média dos gendtipos pelo numero de geracdes possiveis para ocorréncia de
crossing-over, sendo uma geracao para os cruzamentos biparentais, duas para os

quadruplos e trés para os éctuplos.

3. Resultados

Na Tabela 3, podem ser observados os valores de qui-quadrado (x2) calculados
para os seis marcadores do grupo G e os sete do grupo J, respectivamente com 53 e
33 genotipos do cruzamento biparental. Para os demais cruzamentos, nao foi efetuado
o teste de qui-quadrado, visto que estes tendem a ndo apresentar uma proporcao
esperada de 1:2:1, jA que sao provenientes da recombinacdo entre quatro ou oito
parentais diferentes.

Todos os marcadores analisados para o qui-quadrado foram nao significativos (P
> 0,05) nos dois grupos, indicando que os valores observados se ajustam a propor¢ao
genotipica esperada em F, de 1:2:1 (Tabela 3). Valores significativos de qui-quadrado
para taxa de segregacao esperada em marcadores moleculares tém sido relatados em
soja (ZHANG et al., 2004; STEFANIAK et al., 2006).
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Tabela 3. Valores de qui-quadrado (xz’), considerando a proporc¢ao 1:2:1 e a propor¢ao

genotipica em cada microssatélite, quanto a reagdo as doencas nematéide

do cisto da soja — raca 3 (NCS-3) e ao oido (O).

GLM®

Proporcao genotipica

X
microssatélite
G (NCS-3) R(13,25) H(26,50) S(13,25)
Sat_210 3,79 8 33 12
Satt 217 5,60 8 35 10
Sat_315 1,53 11 31 11
Satt 324 2,13 13 31 9
Satt 394 4,28 10 34 9
Satt 115 4,28 9 34 10
J (0) R(8,25) H(16,50) $S(8,25)
Satt 431 1,79 5 18 10
Sat 224 1,79 5 18 10
Satt 547 2,45 6 15 12
Sat_366 0,52 8 15 10
Satt 215 1,30 8 14 11
Satt 380 1,55 6 16 11
Sat_165 1,55 6 16 11

Sgrupo de ligagdo molecular (CREGAN et al., 1999) R —resistente, H — heterozigoto, S - suscetivel

3.1. Deteccéo de crossing-over

Para os dois grupos de ligacao estudados, G e J, os marcadores microssatélites

nao se apresentaram altamente polimdérficos para os parentais, o que dificultou a
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confirmacao da ocorréncia de crossing-over nas populagdes. Nas Figuras 4 e 5, podem
ser observadas a ocorréncia de crossing-over, com a mudanca de alelos entre os

marcadores, para cada genoétipo segregante, dentro de cada grupo de ligacao
estudado.

Crossing-over
P2 46 47 48 43 A0 &

T«<b  P1

1 a2 a3

100bp —
Satt 15
200bp

100bp

Figura 4. Amplificacdo com os microssatélites Satt 217 e Satt 115 em gel de agarose (metaphor 3%),
caracterizando a ocorréncia de crossing-over, no cruzamento G1 (Hartwig (R) — P1 e BRS-134

(S) — P2), em oito gendtipos segregantes (46 a 53).
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Figura 5. Amplificacdo com os microssatélites Satt 431, Sat_224 e Satt 547 em gel de agarose (metaphor
3%), caracterizando a ocorréncia de crossing-over, no cruzamento J2 (BR-16 (S) — P1 e

Tainung 3 (R) — P2), em 19 gendtipos segregantes (01 a 19).

3.2. Grupo de ligacdo G

Na andlise do grupo G foram encontrados 107 crossing-overs para o cruzamento
biparental (G2), 212 crossing-over para o cruzamento quadruplo (G4) e 72 crossing-
over para o cruzamento Octuplo (G8). Na Tabela 4, podem ser visualizados os
resultados da média de crossing-overs por genétipo, erro-padrdo e variancia para os

diferentes tipos de cruzamentos estudados, destacando-se o G4 com a maior média de
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crossing-over por gendtipo (X = 4,0). Além do baixo polimorfismo encontrado entre os
parentais, outra justificativa para o baixo numero de crossing-overs detectados em G8,
pode estar relacionado a utilizacdo de apenas um parental (Hartwig) como fonte de
resisténcia ao NCS-3, o que pode ter restringido a ocorréncia de multialelismo. E
importante enfatizar que a possibilidade de ocorréncia de crossing-over varia para cada
tipo de cruzamento, sendo a média encontrada de 2,02 para G2, 2,00 em G4 e 0,45
para G8 (Tabela 4).

Tabela 4. Estimativa dos parametros descritivos, média aritmética (X ), erro-padréo (o),
variancia (o) e média da possibilidade de ocorréncia de crossing-over para

cada tipo de cruzamento (X °).

GLM G X eo o’ X
Cruzamento
G2 2,02+1,53 2,33 2,02
G4 4,00 + 1,00 2,15 2,00
G8 1,36 + 0,47 2,89 0,45
GLMm J
Cruzamento
J2 0,91 +£0,77 0,59 0,91
J4 1,17 +£0,98 0,95 0,59
J8 291 +1,16 1,36 0,97

Vgrupo de ligacao molecular (CREGAN et al., 1999)
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Neste grupo, destaca-se também o elevado numero de duplos crossing-over, isto
pode ser justificado pelo fato dos mesmos terem ocorrido em intervalos entre
marcadores mais distantes, Sat 315, Satt 324 e Satt 394 (Figura 2). Desta forma, a
probabilidade de ocorrer crossing-over entre dois marcadores € menor, quanto menor
for a distancia entre eles, ou seja, a sua ocorréncia reflete a distancia genética entre os
locos. Adicionalmente, pode-se considerar que marcadores mais préximos tendem a ter
maior confiabilidade na deteccdo de gendtipos resistentes. Entretanto, a distancia de
cada marcador em relacao ao gene de resisténcia € um fator a ser considerado quando
se observa a frequéncia de recombinacédo entre eles (RAMALHO, SANTOS & PINTO,
1996).

A freqiiéncia do numero de gendtipos pelo numero de ocorréncias de crossing-
overs, foi estimada para cada cruzamento (Figura 6). No cruzamento G2, destaca-se a
ocorréncia de dois crossing-over em 30% dos gendtipos, com menos de 2%
apresentando 6 crossing-overs. Para o cruzamento G4, mais de 35% dos gendétipos
apresentaram 5 crossing-overs, enquanto em 1,89% dos gendtipos nao ocorreu
crossing-over. Gom relagdo ao G8, pode ser destacado que a maioria dos genoétipos
(56,60%) nao apresentaram crossing-over, tendo o restante dos genotipos
apresentando dois ou quatro crossing-overs. Deve-se ressaltar que as analises de
crossing-over foram baseadas apenas no carater de resisténcia ao patégeno. Assim,
mesmo que o cruzamento G8 ndo tenha obtido bons resultados na ocorréncia de
crossing-over para esse carater, o mesmo pode ser usado como fonte de grande
variabilidade, devido a conjugacao de genes de diversos cultivares (BONETTI, 1983;
VELLO, 1985; HIROMOTO & VELLO, 1986).
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Figura 6. Freqliéncia de gendtipos pelo numero de crossing-over ocorridos nas trés populagbes em

estudo, no grupo de ligagéo G.

3.3. Grupo de ligacdo J

No grupo J, 53 gendtipos foram analisados nos cruzamentos J4 e J8, e 33 no J2,
conforme citado anteriormente. No cruzamento biparental (J2) foram encontrados 30
crossing-overs, no cruzamento quadruplo (J4) detectou-se 62 crossing-overs e no

cruzamento octuplo (J8) 154 crossing-overs foram constatados.

Na Tabela 4, verifica-se que a maior média de crossing-over por genoétipo
ocorreu para o cruzamento J8 (2,91), podendo ser observados também os dados de
desvio-padrdao e variancia para todos os cruzamentos. Com relacdo a média de
possibilidade de ocorréncia de crossing-over em funcdo do tipo de cruzamento,

destaca-se que a chance de ocorréncia em cruzamentos simples € de apenas uma
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geragao, sendo a média para J2 de 0,91. Em cruzamentos quadruplos, a chance para
ocorréncia € de duas geracdes de cruzamento, sendo a média calculada para J4 de
0,59. Nos cruzamentos Octuplos, a chance de ocorréncia de crossing-over €

considerada para trés geracoes, sendo a média de J8 de 0,97.

Na Figura 7, esta representada a frequéncia do numero de gendtipos pelo
namero de ocorréncias de crossing-over, para cada tipo de cruzamento. Destaca-se,
nesse caso, 0 cruzamento J2 apresentando a maioria dos gendtipos (60,61%) com
apenas um crossing-over. No cruzamento J4, em 49% dos gendétipos ocorreu apenas
um crossing-over, enquanto em 1,89% do total o nUmero de crossing-over encontrado
foi cinco. Ja no cruzamento J8, observou-se a maior parte dos genoétipos apresentando
dois e trés crossing-overs (37,7 e 26,4%, respectivamente), sendo que em menos 2%
N&o ocorreu crossing-over.

Figura 7. Freqiéncia de gendtipos pelo nimero de crossing-over ocorridos nas trés populagbes em
estudo, no grupo de ligacao J.
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4. Discussao

Todos o marcadores apresentaram baixo polimorfismo, variando entre dois e
quatro alelos. Os alelos foram caracterizados em ordem alfabética crescente, para os
valores do peso molecular (Tabela 5). Esse resultado pode ser atribuido a base
genética estreita da soja e ao fato dos cultivares utilizadas neste estudo possuirem em
suas genealogias genétipos ancestrais comuns, concordando com resultados relatados
por HHROMOTO & VELLO (1986) e BONATO & BONATO (1987).

Os cultivares utilizados como parentais na formacao das populacoes G2, G4 e
G8, apresentaram 30 alelos distribuidos em 6 loci, variando de dois (Satt217, Satt324 e
Satt115) a trés alelos (Sat_210, Sat_315 e Satt394). Enquanto que, na formagao das
populagdes J2, J4 e J8, os parentais apresentaram 36 alelos distribuidos em 7 loci, com
dois (Sat_366, Satt215, Satt380 e Sat_165), trés (Sat_224 e Satt547) e quatro alelos
(Satt431).

Nesse ponto, destaca-se que o comprimento dos alelos amplificados de um locus
simples dependerd do “motif” e do numero de seqiéncias repetitivas em tandem. O
numero de alelos por I6cus também é influenciado pelas caracteristicas do material
utilizado (STEPIEN et al., 2006). A variabilidade dos loci de microssatélites est4 ligada &
distancia relativa do centrobmero e a freqiéncia de recombinacbes (HUANG et al.,
2002).
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Tabela 5. Polimorfismo entre os parentais, com os valores aproximados do peso

molecular por alelo, para cada microssatélite.

Parental® Sat 210 Satt217 Sat 315 Satt324 Satt394 Satt115
IGLMm A(220kb)  A(250kb)  A(230kb)  A(200kb) A(290kb) A(120kb)
G B(250kb)  B(260kb) B(250kb) B(220kb) B(300kb) B(150kb)
C(260kb) C(260KB) C(310kb)
1 B B C B B B
2 C A B A A A
3 C A A A C B
4 A A B A B B
5 C A B B C B
6 B A B A B B
7 B A B B B B
8 B A A A A A
9 C A B B A B
Parental® Satt431 Sat 224 Satt547 Sat 366 Satt215 Satt380 Sat 165
TGLMm A(190kb)  A(200kb)  A(230kb) A(190kb) A(130kb) A(130kb) A(230kb)
J B(200kb) B(210kb) B(220kb) B(210kb) B(140kb) B(140kb) B(250kb)
C(210kb)  C(220kb)  C(210kb)
D(240kb)
4 B C C B B B A
5 D A B A B B B
6 A A C B B B A
7 A A C A B B A
10 A A C A B B B
11 C C A B A A A
12 D A C B A B A
13 B B A A B A A

Vgrupo de ligagdo molecular (CREGAN et al., 1999). Sver tabela 1
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Os microssatélites utilizados permitiram discriminar, em F», se houve incremento
nas freqiéncias de crossing-over ocasionado pela realizagdo dos cruzamentos
multiplos, devido a maior chance de quebra dos blocos génicos e surgimento de novas
combinacdes alélicas. Estes tipos de marcadores, segundo STEPIEN et al., (2006), sdo
os melhores na detecgao de polimorfismo intervarietal, sendo muito utilizados em
estudos de diversidade genética em cultivares de soja brasileiras (PRIOLLI et al., 2004),
americanas (CORNELIOUS & SNELLER, 2002; BURNHAM et al., 2002) e chinesas
(WANG et al., 2006). Outros resultados também foram alcancados na utilizagdo de
marcadores do grupo G e J, associando o I6cus de resisténcia ao nematodide de cisto
com o carater producao em soja (KOPISCH-OBUCH et al., 2005).

Em adicéo, foi observada a presenca de alguns marcadores monomorficos nas
populagdes segregantes, tais como o marcador Satt217 em G4 e G8, e Satt380 em J8.
A ocorréncia desse monomorfismo pode ser justificada, pelo fato desses marcadores
terem apresentado baixo polimorfismo entre os parentais ou pelo baixo niumero de
sementes Fi’s, que originaram as populacdes F,, esta justificativa concorda com
BOREM & MIRANDA (2005), que relatam as dificuldades de realizacdo dos
cruzamentos em soja, inviabilizando as vezes, estudos em populagdes iniciais, como

em Fg.

Nos dois grupos de ligacédo estudados (Tabela 4), com excecédo do cruzamento
G8 (média de 1,36), os resultados mostraram tendéncia do aumento na ocorréncia de
crossing-over por gendtipos, a medida que se aumenta o numero de genitores
constituintes da populagao.

Entretanto, no grupo G, a média, em funcdo das chances de ocorréncia de
crossing-over, foi maior em G2 (2,02), seguido de G4 (2,00) e G8 (0,45). Esse fato pode
ser devido ao baixo polimorfismo encontrado entre os marcadores, o que dificultou a
constatacao de crossing-over. Por outro lado, no grupo J a média por geracao foi
superior em J8 (0,97), seguido de J2 (0,91) e J4 (0,59). Duas consideragcbes devem ser
notadas para esse grupo; a primeira em funcdo do baixo polimorfismo entre os
marcadores, como no grupo G, e a segunda pelo reduzido numero de gendtipos
analisados em J2 (33).
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O alto nivel de recombinagdo génica detectada nos cruzamentos com quatro
(grupo G) e oito (grupo J) parentais, tende a confirmar a eficiéncia na criacdo de
variabilidade genética através de cruzamentos multiplos, conforme sugerido por VELLO
(1985), através da incorporacado gradativa de germoplasmas exéticos em cultivares
elites. ALLIPRANDINI (1996) e ININDA et al., (1996), também relataram a importancia
dos cruzamentos multiplos quando se objetiva estudar os mesmos em programas de
selecdo recorrente, bem como na ampliacdo da base genética do germoplasma
utilizado.

Estudos realizados por HAMAWAKI et al., (2000) e HAMAWAKI et al., (2002),
comprovaram a eficiéncia de cruzamentos Octuplos no aumento da variabilidade
genética, selecionando gendtipos superiores para caracteres de importancia
agrondmica. Resultados importantes no estudo da frequéncia de recombinagédo génica
no melhoramento de plantas foram alcancados por PFEIFFER & VOGT (1990),
TULSIERAM et al., (1992), FATMI et al., (1993) e STEFANIAK et al., (2006), em
populacdes criadas pela recombinacao entre dois parentais.

As recombinacgdes criadas através de intercruzamentos ja haviam sido propostas
como estratégia de melhoramento (HANSON, 1959), entretanto, a selecao favorecendo
a maxima recombinagado ndo tem sido encarada como suporte prévio em programas de
melhoramento. Como exemplo, estudos realizados por PIPER & FEHR, (1987),
demonstraram a reducdo no ganho genético de progénies com intercruzamentos,
porém, aumentando as oportunidades para recombinagao.

No presente trabalho, a detec¢cdo de recombinacdo génica nas populacdes
oriundas do cruzamento 6ctuplo no grupo G nao foi satisfatéria, entretanto, deve-se
levar em consideragdo como fator limitante a utilizagdo de marcadores pouco
polimérficos entre os parentais. Dessa forma, pode-se sugerir que a recombinacao
génica em populagbes criadas a partir de quatro ou oito parentais, apesar do maior
tempo necessario para sua obtengao, tende a proporcionar maior variabilidade genética

em programas de melhoramento.
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5. Conclusoes

1. A maior ocorréncia de crossing-over foi verificada nos cruzamentos biparental G2 e
quadruplo G4 do grupo de ligagao G, e, no cruzamento éctuplo J8 do grupo de ligacao
J.

2. A maior quantidade de crossing-over por genétipo foi detectada nos cruzamentos
quadruplo G4 e 4ctuplo J8.

3. Os marcadores testados apresentaram baixo polimorfismo com os parentais

utilizados nos cruzamentos.

4. Pode-se sugerir que a recombinacdo génica em populacbes criadas a partir de
quatro ou oito parentais, apesar do maior tempo necessario para sua obtengao, tende a

proporcionar maior variabilidade genética em programas de melhoramento.
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CAPITULO 3 - VARIABILIDADE GENETICA EM SOJA EM FUNCAO DO NUMERO
DE GENITORES

RESUMO

A estimativa da herdabilidade (h?) permite prever a possibilidade de sucesso com
a selecdo, uma vez que reflete a proporcdo da variancia fenotipica que pode ser
herdada. Desta forma, os objetivos deste trabalho consistem em analisar a variabilidade
genética de cruzamentos multiplos de soja, em geracao F,, através dos parametros de
herdabilidade (h?) e ganho genético (AG) para os caracteres agrondmicos: altura de
planta na maturacdo (APM), altura de insercdo da primeira vagem (AlV), produgao de
graos (PG) e numero de sementes (NS). Os gendtipos F» originados dos cruzamentos
biparentais (B), quadruplos (Q) e 6ctuplos (OC), foram semeados no campo, com
testemunhas intercalares (MSOY 8001 e Coodetec 216), dando origem as populagdes
analisadas F3. Todos os cruzamentos apresentaram os caracteres APM e AlV dentro do
recomendado, ou seja, entre 60 e 100 cm e acima de 12 cm, respectivamente. Para o
carater PG, apenas o cruzamento OC38 nao teve média superior a pelo menos uma
das testemunhas. Para NS, esta observacao foi verificada nos cruzamentos B6, Q29 e
OC38. As maiores estimativas de herdabilidade foram verificadas nos cruzamentos com
quatro ou oito parentais, para todos os caracteres analisados. As estimativas de ganho
genético foram superiores nos cruzamentos B7 e OC39 para APM, Q29 para AlV, Q29
e OC39 para PG, além de OC38 e OC39 para o carater NS. Cruzamentos com maior
namero de parentais, tenderam a apresentar maior variabilidade e, consequentemente,

maior variancia genética.

Palavras-chave: Glycine max, cruzamentos multiplos, parametros genéticos
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SOYBEAN GENETIC VARIABILITY IN FUNCTION OF THE PARENTS NUMBER

ABSTRACT

The heritability (h%) estimates allow knowing the possibility of success with
selection, as soon as it reflects the proportion of the phenotypic variation that can be
inherited. The objective of this work were to analyse the genetic variability from multiple
crosses of soybean in F, generation, towards the genetics parameters of heritability (h?)
and genetic gain (AG) to agronomic traits: plant height at maturity (PHM), first pod
insertion height (FPI), grain production (GP) and number of seeds per plant (NS). The
experiment was conducted using the family design with common checks (MSOY 8001
and Coodetec 216 cultivars). The plots consisted of 5 meter lines, 0,5 m apart and with
20 to 25 plants per meter. All crosses obtained PHM and FPI inside the recommended
economically, between 60 and 100 cm and above 12 cm, respectivelly. In the character
GP, only the OC38 cross had not average higher at least one of the checks. This
observation in NS was checked in the B6, Q29 and OC38 crosses. The heritability
higher estimates were oserved in the crosses with four or eight parents to all analysed
traits. The genetic gain estimated was higher in B7 and OC39 crosses to PHM, Q29 to
FPIl, Q29 and 0C39 to PG and OC38 and OC39 to the NS trait. Crosses with high
number of parents, have a tendency to present bigger variability and, consequently,
higher genetic variance.

Keys Word: Glycine max, multiple crosses, genetic parameters
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1. Introducao

Para os melhoristas, é de grande interesse a obtencédo de variabilidade genética
para a imposicao de processos seletivos que efetivamente resultem em ganhos
genéticos significativos (BERNARDO, 2002). Assim, a estimativa da herdabilidade (h?)
permite antever a possibilidade de sucesso com a selecdo, uma vez que reflete a
proporcao da variacao fenotipica que pode ser herdada. A avaliacdo de familias sem
repeticdes, intercaladas com testemunhas, possibilitando a estimacao do componente
ambiental associado a variancia fenotipica das populacbes em estudo, € uma
alternativa para a estimacao de parametros genéticos quando ocorre limitado namero
de sementes e a possivel segregacao em geracgdes iniciais (BACKES et al., 2002).

Estimativas sobre a variabilidade genética da soja tém destacado que o
germoplasma brasileiro provém de base genética restrita, tendo se originado de poucas
linhagens ancestrais. No Brasil, BONETTI (1983) estimou que cerca de 70% dos
cultivares desenvolvidos para o Rio Grande do Sul, na década de 60, descendiam dos
cultivares americanos Hill, Hood ou ambas.

HIROMOTO & VELLO (1986), discorreram sobre a necessidade de ampliar a
base genética dos cultivares brasileiros para evitar que ocorra a vulnerabilidade do
germoplasma e o estabelecimento de patamares de producdo dificeis de serem
rompidos. Os mesmos autores relataram que 100% do conjunto génico da soja
existente no Brasil, é, oriundo da contribuicdo de 26 ancestrais, tendo 11 linhagens
asidticas ancestrais contribuido com mais de 90%. Outros resultados também foram
constatados por PRIOLLI et al., (2004), indicando alta similaridade genética entre 186
cultivares de soja no Brasil.

A ampliagdo da base genética dos cultivares de soja € de extrema importancia
para diminuir os riscos de vulnerabilidade genética e para elevar os patamares de
producdo. A base genética estreita é decorrente do reduzido nimero de parentais

empregados no desenvolvimento de cultivares, bem como do cultivo de grandes areas
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com gendtipos uniformes (VELLO, 1992). Alguns resultados ja foram alcangados com a
incorporagédo de germoplasmas exoticos em programas de melhoramento e a
realizacdo de cruzamentos multiplos (TANKSLEY & MCCOUCH, 1997; HAMAWAKI,
VELLO & DIDONE, 2000 e HAMAWAKI, VELLO & HAMAWAKI, 2002).

No Brasil, os cruzamentos mudltiplos ainda sdo pouco estudados, mas
ALLIPRANDINI (1996) considera que a avaliacdo correta de pardmetros inerentes a
cruzamentos multiplos € de fundamental importancia quando se objetiva estudar os
mesmos em programas de sele¢ao recorrente, bem como na ampliacdo da base
genética do germoplasma utilizado. Desta forma, este trabalho teve como objetivo
analisar a variabilidade genética através dos parametros de herdabilidade (h?) e ganho
genético (AG), para os caracteres agrondmicos: altura de planta na maturacao (APM),
altura de insercéo da primeira vagem (AlV), producdo de graos (PG) e numero de
sementes (NS), em populagdes segregantes F, de soja, desenvolvidas através de

cruzamentos biparentais e multiplos.

2. Material e Métodos

2.1. Local e ambiente experimental

O presente trabalho foi desenvolvido na area experimental do Departamento de
Producdo Vegetal da FCAV/UNESP — Campus de Jaboticabal/SP. Os cultivares
utilizados nos cruzamentos foram contrastantes as doencas nematoide do cisto da soja,
raca 3 — Heterodera glycines e ao oidio — Erysiphe diffusa (Tabela 1). Inicialmente, 269
genodtipos F» originados dos cruzamentos biparentais (B), quadruplos (Q) e 6ctuplos

(OC), foram semeados em linhas de 5 m no campo, com testemunhas intercalares
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(MSOY 8001 e Coodetec 216) e colhidos manualmente de acordo com o indice de
maturagao para cada linha. O numero de genétipos avaliados por linha variou com a
densidade de semeio, pelo numero de sementes disponiveis. A selecdo dos gendtipos
avaliados seguiu alguns aspectos fenotipicos, tais como: arquitetura da planta (boa
ramificacao), porte ereto, altura adequada e espessura do caule, perfazendo um total
de 1830 gendtipos F3, distribuidos em seis familias (Tabela 2). A conduc¢do do ensaio
foi realizada seguindo recomendagdes técnicas para a cultura da soja, principalmente
em relacdo ao controle de plantas daninhas, através de herbicidas e capinas manuais e
ao controle de pragas e doencas (EMBRAPA, 2006). A colheita foi realizada
manualmente quando as plantas apresentaram-se no estadio Rg de desenvolvimento
(FEHR & CAVINESS, 1981). Foram avaliados os caracteres altura da planta na
maturacdo (APM) medida da superficie do solo até o apice das plantas; altura de
insercdo da primeira vagem (AlV) medida da superficie do solo até a insercdo da
primeira vagem, ambas expressas em cm; niumero de sementes (NS) contagem apés a
colheita do numero de sementes em cada planta, e produg¢ao de graos (PG), sendo o
peso total das sementes produzidas, expresso em gramas/planta.
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Tabela 1. Genealogia dos parentais envolvidos nos cruzamentos e reacao as doengas
nematoide do cisto da soja, raca 3 (NCS-3) e oidio (O).

Cddigo Parentais Genealogia Reac&o & doenca’
NCS-3 O
1 Hartwig Forrest x Pl 437654 R SA
2 BRS - 134 BR 83-147 x BR 84-8309 S S
3 FT — Estrela M-2xFT -1 S S
4 Conquista Lo 75-4484 x Numabaira S R
5 Coodetec — 204 Soc 81-216 x Ocepar 3 S S
6 Cac-1 Selecdo em IAC-8 S S
7 BRS - 137 Dourados-1 x Ocepar 9 S MR
8 Coodetec — 201 Ocepar 4 (iguagu-5) x W 20 S R
9 BRSMS — Bacuri FT —2 x Braxton S SA
10 Renascenca [F81-2129 x (Kirby x Tracy M)] x Forrest R R
11 Tainung — 4 Nungshih h-11 x Pl 200492 SA R

R - resistente; S — suscetivel; MR — moderadamente resistente; SA — sem avaliagao
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Tabela 2. Cruzamentos realizados com as respectivas genealogias e numero de
genotipos iniciais obtidos na geragéo F» e avaliados em Fs.

Cruzamentos Genealogia® Geragodes
F2 Fs
B6 (6x7) 55 341
B7 (1x2) 54 420
Q29 [(1x2) x (1x3)] 35 297
Q30 [(4 X 5) X (6 X 7)] 43 294
0C38 {[(4x5)(6x7)]x[(1x2)(8x9)]} 46 291
0C39 {[(11 x 10)(2 x 3)] x [(4 x 9)(6 x 7)]} 36 187
Total 269 1830

2.2. Andlise Estatistica

A andlise de variancia para cada testemunha e para a geragcdo segregante,

seguiu 0 modelo estatistico: ¥, =X + f, +e, + p, +J,

[} iy

onde Y; € a observagéo da j-
ésima planta da i-ésima familia; X é a média geral da geracdo (testemunha ou linha
segregante); f, é o efeito genético atribuido a i-ésima familia; ¢, € o efeito ambiental
entre fileiras (das testemunhas ou de linhas segregantes); p, € o efeito genético
atribuido a j-ésima planta da i-esima familia; J, € o efeito entre plantas dentro de fileiras

(das testemunhasi ou de linhas segregantes). As analises estatisticas foram realizadas
através do programa GENES versao 2007 (CRUZ, REGAZZI & CARNEIRO, 2004). Os
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dados originais de NS foram transformados para Jx , visando um melhor ajuste na
curva de distribuicao normal.
Na Tabela 3, foi apresentado um esquema da andlise de variancia para cada

1& 1 &,
. N - EZni 1 Noni
testemunha e geracdo segregante. No qual: kp =——— L 3 k, = Li=l /)

K, = Noia ). 62 =62 +3%; 6. =6>+62, onde: ki, ki e ko € a media ponderada
py—1

do numero de plantas por ponto para cada familia, testemunhas 1 e 2 respectivamente;

67, € a variancia fenotipica entre plantas dentro de familias; 6., é a variancia
genotipica entre plantas dentro de familias; 67, é a variancia ambiental entre plantas

dentro de familias; &; é a variancia fenotipica entre familias; &, é a variancia

genotipica entre familias; e 6., € a variancia ambiental entre familias.

Os cultivares usados como testemunhas, por serem totalmente endogamicos,

7

podem ser utilizados para as estimativas da varidncia ambiental, onde: 0., = G2, €

‘A . . 2 2 .
a variancia ambiental entre plantas dentro da testemunha 1; O, =0, .. € a

‘A . . 2 2 P ‘A .
variancia ambiental entre pontos da testemunha 1; 0., =0, € a variancia

2

. 2 ‘A .
ambiental entre plantas dentro da testemunha 2; e O,,, = 0,2 a variancia

D~

ambiental entre pontos da testemunha 2.

2.3. Estimativa dos Componentes de Varidncia

Através dos dados obtidos para as testemunhas e linhas segregantes, os

componentes de variancia foram estimados como segue:



Variancia fenotipica

52 - MSfe—MSfd .

fe T kf
6% = MSfd
Varidncia Ambiental

ee(testl) ee(test2)

- MSEp2 — MSDp?2
o 21(5-2 Py )_1 MSEp1 MSDp1+ SEp SDp
2 2 k, k,

1/. . 1
Gezd = 5 (Gezd(testl) + O-ezd(texﬂ) ) = E (MSDPI + MSDPZ)

Varidancia Genotipica

A2 A2 A2
O-ge O-fe _O-ee
A2 2 A

67
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Varidncia Genética Aditiva e Varidncia devido a Dominéncia

Na Tabela 3, encontra-se a variancia genotipica total (5'g2t), separada entre

A - a2 A . . DA a2
variancia aditiva (O,) e variancia devido aos desvios de dominancia (Oy),

considerando o coeficiente de endogamia na geracado F; de 2 (CRUZ, REGAZZI &
CARNEIRO, 2004).

Tabela 3. Variancia genotipica total separada entre os componentes de variancia

aditiva (OA'E%) e devido aos desvios de dominancia (OA'C% ).

Fonte de variagcao Variancia genotipica Componentes
Entre familias 6'; 2F67 +F(1-F)6§
Dentro de familias 5;1 (1-F)6; +(1-F)64
Total pe (1+F)62 +1-F* 63

Esta separacéao foi possivel por causa da auto-fertilizagao das familias, derivadas
das populagbes dos cruzamentos entre dois, quatro e oito parentais contrastantes
utilizados. A equacéao para a estimativa foi:

_2F6;,-(1-F)6,,
Fl1-F?)

6.=—"L £ 5 =




2.4. Estimativa do coeficiente de herdabilidade

Herdabilidade de Sentido Amplo

6-2

- Entre familias: h, =%
G,
. G

- Dentro de familias: hy =—%
Op

Herdabilidade de Sentido Restrito

A2 A2
. o 2F6
- Entre familias: h’ = acmre — = —a
(o o
AD A2
i o 1-F)6
- Dentro de familias: h, = —denre =( AZ) a
fd O-fd
A2 A2
- Total: h2 _ O total _ (l +F)O-a
Ntotal = A2 -

A2
f total OF total
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2.5. Estimativa do ganho genético (AG)

Para a estimativa do ganho genético predito em F4, considerou-se 40% (i = 0,97)
de selegdo em F3, seguindo 0 modelo (CRUZ, REGAZZI & CARNEIRO, 2004) onde:
AG = ¥ x S, sendo: AG = ganho genético predito; h° = herdabilidade estimada; S =

diferencial de selegdo. O diferencial de selecdo é estimado por S = iO'p, sendo i =

intensidade de selegéo e O, = Desvio-padréo.

3. Resultados e Discussao

Na Tabela 4, estdo apresentados os resultados de herdabilidade (h?) e ganho

genético (AG) para cada caracter avaliado, assim como, a média geral (X) e a

 a . .o 2 2 .
variancia fenotipica entre 0 pe e dentro 0~ ,« das familias, para cada cruzamento

(B6, B7, Q29, Q30, 0C38 e 0C39) e testemunhas 1 (Coodetec 216) e 2 (MSOY 8001).

Altura da Planta na Maturacao (APM)

As médias gerais para as testemunhas 1 e 2, variaram entre 71,08 cm e 88,62
cm. Em geral, todos os cruzamentos apresentaram médias inferiores as testemunhas,

com excecgao do cruzamento B6 (88,25 cm) relativo as testemunhas 1 (80,58 cm) e 2
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(79,25 cm). Entretanto, os seis cruzamentos analisados na geragao Fs, apresentaram
média superior a altura minima de 60 cm, exigida para cultivo econdmico, sendo os de
maior porte os cruzamentos B6 (88,25 cm) e B7 (75,50 cm). As menores médias foram
encontradas nos cruzamentos 0C38 e OC39, ambos com aproximadamente 66 cm. O
cruzamento B6 foi o que apresentou a maior varidncia fenotipica para esse carater, com
170,76 cm entre as familias e 107,93 cm dentro das familias, seguido do cruzamento
octuplo OC39 com 137,56 e 68,32 cm, respectivamente. O desvio-padrdo oscilou entre
7,50 e 16,16 cm, para B6 e B7, respectivamente (Tabela 4).
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Comparando as herdabilidades no sentido amplo, entre e dentro de familias,
observa-se que a fracdo genética € mais importante na determinacdo das diferencas
fenotipicas entre individuos de uma mesma familia do que entre as familias. Esta
consideracao esta baseada na superioridade dos coeficientes de herdabilidade dentro
de familias, se comparado a herdabilidade entre familias. Apenas no cruzamento OC38
a herdabilidade para plantas entre familias superou a herdabilidade dentro de familias,
com diferenca minima de 0,95 para 0,94, respectivamente. Os valores de herdabilidade
no sentido amplo entre e dentro de familias foram elevados e préximos, os quais, em
alguns cruzamentos foram superiores aos observados por COSTA et al., (2004).
Apenas o cruzamento B6 apresentou estimativa de herdabilidade entre familias inferior
a 50%. Resultados similares foram encontrados por BACKES et al., (2002) e REIS et
al., (2002), porém, com estimativas de herdabilidade no sentido amplo entre familias
superiores aos coeficientes obtidos dentro de familias. Tais resultados apontam que o
desempenho médio da familia € um bom indicador do seu valor genotipico. Assim como
a superioridade fenotipica entre os individuos de uma mesma familia, indica uma certa
superioridade genotipica, como é evidenciado pelas altas estimativas de herdabilidade

dentro de familias, na maioria dos cruzamentos.

Em geral, as herdabilidades no sentido restrito entre familias foram elevadas,
acima de 50%, exceto para o cruzamento B6 (0,33). Dentre as estimativas superiores a
50%, destaca-se o cruzamento OC38 com 0,94. Da mesma forma, as herdabilidades no
sentido restrito dentro de familias, apresentaram estimativas superiores a 50%, com
excegcao também para o cruzamento B6 (0,31). Constatou-se para essa caracteristica
que apenas nos cruzamentos Q30 (0,69 - 0,71) e OC39 (0,77 - 0,78) a herdabilidade
restrita entre familias foi inferior a estimativa dentro de familias. Resultados similares
para essa caracteristica foram encontrados por COSTA et al., (2004), com estimativas
de herdabilidade restrita entre familias superiores a 50%, e estimativas de herdabilidade
restrita dentro de familias inferiores a 50%, discordando dos resultados desse trabalho
(Tabela 4). O mesmo ocorreu em relacdo aos resultados encontrados por
ALLIPRANDINI & VELLO (2004) com estimativas de baixa magnitude.
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Os maiores valores de ganho genético, considerando as herdabilidades tanto em
sentido amplo quanto em sentido restrito, para média de familia e individuo dentro de
familia, foram verificados nos cruzamentos B7 e OC39 (Tabela 4). As menores
estimativas foram encontradas no cruzamento B6. Merecem destaque os cruzamentos
quadruplos (Q29 e Q30) e 6ctuplos (OC38 e OC39), que obtiveram as menores médias
para esse carater, entretanto, ambos apresentaram bons indicativos de ganho genético

em geracoes futuras. Esse potencial também foi observado no cruzamento B7.

Altura de Insercao da Primeira Vagem (AlV)

Com relagcdo a este carater, todos os cruzamentos apresentaram médias
superiores ao recomendado (Tabela 5) para colheita mecanizada, cujo valor esta acima
de 12 cm (BONETTI, 1983). E importante ressaltar que as médias em todos os
cruzamentos foram superiores as testemunhas 1 e 2, com excecdao do cruzamento
0OC38, onde a média populacional (13,96 cm) foi inferior as testemunhas 1 (16,25 cm) e
2 (20,67 cm). Por outro lado, o cruzamento OC38 destacou-se com as maiores
estimativas de variancia fenotipica tanto entre quanto dentro de familias, com, 29,47 cm
e 19,03 cm, respectivamente. A seguir, vieram os cruzamentos quadruplos Q29 com
variancia fenotipica entre familias de 22,52 cm e o Q30 com variancia fenotipica dentro
de familias de 14,97 cm. O desvio-padrao oscilou entre 1,79 cm e 6,70 cm, nos
cruzamentos B7 e OC38, respectivamente.

Todos os cruzamentos apresentaram coeficientes de herdabilidade ampla entre e
dentro de familias superiores a 50%, exceto os cruzamentos B7 (0,29 - entre) e Q30
(0,41 - dentro). Ressalta-se também que apenas nos cruzamentos B7 e OC39 as
estimativas entre familias foram inferiores aquelas dentro de familias. Em relacdo as

herdabilidades de sentido restrito entre familias, trés cruzamentos apresentaram
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coeficientes superiores a 50%, Q29 (0,97), Q30 (0,59) e OC38 (0,74), ja as estimativas
dentro de familias foram em geral baixas, com excec¢ao para os cruzamentos Q29
(0,77) e OC38 (0,58). Nessa caracteristica, a tendéncia de alta variabilidade genética
ficou evidente nos cruzamentos quadruplos e 6ctuplos, onde foram obtidas as maiores

estimativas de ganho genético com destaque para Q29 e OC38 (Tabela 5).
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Producgao de Graos (PQG)

Na Tabela 6, observa-se que as médias para esse carater nos cruzamentos Q30
(14,42 g), OC39 (13,31 g) e B7 (12,62 g),superaram as médias da testemunha 1, que
variou entre 5,91 g e 10,67 g e da testemunha 2 que oscilou entre 8,26 g € 13,14 g. Os
mesmos cruzamentos foram aqueles que apresentaram as maiores estimativas para a
variancia fenotipica, com 22,47 para variancia entre as familias no cruzamento 6ctuplo
OC39, seguido do cruzamento biparental B7 com 22,39. Para variancia dentro de
familias, destaque para B7 com 28,60, seguido do cruzamento quadruplo Q30 com
26,33 (Tabela 6). Merecem destaque, os cruzamentos com maior numero de parentais
envolvidos, confirmando estudos realizados por HAMAWAKI, VELLO & HAMAWAKI,
(2002). O excesso de chuvas ocorridas no periodo reprodutivo (FEHR & CAVINESS,
1981), assim como o vigor das sementes e a alta segregacao na geracdo em estudo
(F3), podem ter contribuido para o baixo rendimento. Os seis cruzamentos analisados
apresentaram estimativas de herdabilidade no sentido amplo de alta magnitude, tanto
entre quanto dentro de familias, sendo estas acima de 50%, exceto para o cruzamento
B6 (0,49). Tal comportamento estd de acordo com o observado por SANTOS et al.,
(1995). Verifica-se também que os coeficientes de herdabilidades entre familias foram
superiores aos valores dentro de familias, nos cruzamentos B7, Q29 e Q30 e inferiores
nos demais cruzamentos (Tabela 6). Tal constatagdo esta de acordo com os resultados
obtidos por BACKES et al., (2002), que obtiveram estimativas de herdabilidade no
sentido amplo entre familia variando de 36,37 a 87,87%. Por outro lado, as estimativas
de herdabilidade no sentido restrito entre e dentro de familias foram baixas, sendo
estas inferiores a 50%, exceto para o cruzamento Q29 (0,87 entre familias).
HAMAWAKI, VELLO & DIDONE, (2000), analisando diversos cruzamentos éctuplos,
obtiveram estimativas de herdabilidade que variaram de 1,53% a 61,06%.
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Esta baixa estimativa estd relacionada ao fato da herdabilidade no sentido
restrito ser expressa em fungao da variancia genética aditiva em relagdo a variabilidade
fenotipica, sendo isolados os efeitos de dominancia e das interacées. A producao,
tratando-se de um carater quantitativo, controlado por muitos genes, sofre maior
influéncia ambiental, resultando normalmente em menores valores de herdabilidade
quando comparada aos demais caracteres agrondmicos estudados. Neste caréter,
destaca-se também a auséncia da variancia devido a dominéncia, que assim contribui
para a obtencdo de baixas estimativas de herdabilidade no sentido restrito. Resultados
similares foram reportados por DI MAURO et al., (2000); BACKES et al., (2002); MUNIZ
et al., (2002) e ALLIPRANDINI & VELLO, (2004).

Com base nas herdabilidades restritas dentro de familias, torna-se evidente que
a eficiéncia da selecdo dentro das familias sera baixa em quase todos os cruzamentos
analisados. Neste caso, apenas parte das diferencas fenotipicas entre individuos de
uma mesma familia € de natureza herdavel, constatando que as diferengas entre as
plantas de mesma familia se devem, predominantemente, a diferengas ambientais e
desvios devido a dominancia, sendo estas de natureza ndo herdavel. Desta forma, a
selegcao entre familias sera primordial, pois é nelas que se encontra disponivel a maior

parte da variancia genética aditiva (BACKES et al., 2002).

Com relacdo ao ganho genético em funcao da herdabilidade de sentido amplo,
merecem destaque os cruzamentos Q29 com 3,90 g de ganho entre familias e o
cruzamento OC39 com 4,21 g de ganho dentro de familias (Tabela 6). Nas estimativas
de ganho genético considerando a herdabilidade restrita, o cruzamento Q29 despontou
com os maiores valores entre familias (3,44 g) e dentro de familias (1,34 g). Desta
forma, torna-se evidente a tendéncia de maior ganho genético no carater produgéo, nos
cruzamentos com maior numero de parentais, ou seja, nos quadruplos e octuplos. Estes
resultados estdo de acordo com os obtidos por HAMAWAKI, VELLO & DIDONE (2000),

em estudo com cruzamentos éctuplos.
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Numero de sementes (NS)

Na Tabela 7, verifica-se que as maiores médias para o carater numero de
sementes foram observadas nos cruzamentos Q30 (105,65) e OC39 (100,37), sendo
ambos superiores a testemunha 1 (88,17 e 86,67) e inferiores a testemunha 2 (106,50 e
113,08). A variabilidade fenotipica de maiores magnitudes entre familias, foram
observadas nos cruzamentos 6ctuplos OC38 (3,92) e OC39 (3,78) e dentro de familias
no cruzamento biparental B7 (3,00) e no OC39 (2,75). Resultados importantes na
criagcdo de variabilidade genética foram observados por NAOE et al., (2001), em
estudos entre familias na geracao F3, para o carater nimero de sementes na cultura da
soja. O desvio-padrdo variou entre 30,82 no cruzamento B6 a 54,15 no cruzamento
OC39. Novamente, os cruzamentos com maior numero de parentais envolvidos

destacaram-se com as maiores meédias e maior variabilidade fenotipica (Tabela 7).

Esta superioridade foi verificada também nas estimativas de herdabilidade no
sentido amplo entre e dentro de familias (Tabela 7). Os maiores coeficientes foram
observados em Q29 (0,87 entre familia) e OC39 (0,98 dentro de familia). Observa-se
também que o valor genético € mais importante na determinacdo das diferencas
fenotipicas dentro de familias do que entre familias, visto a superioridade das
estimativas de herdabilidade dentro de familias comparando aos valores entre familias,
exceto para o cruzamento B7. Estes resultados estdo de acordo com COSTA et al.,
(2004), que obtiveram valores para herdabilidade no sentido amplo de magnitude
elevada, porém, ndo concordam com os resultados obtidos por REIS et al., (2002), que
obtiveram estimativas inferiores a 50%. Com relagdo as herdabilidades de sentido
restrito, apenas o cruzamento Q30 com 0,36 e 0,16, entre e dentro, respectivamente, foi
inferior aos cruzamentos biparentais. Merece destaque o cruzamento OC38 com as

maiores estimativas: 0,76 entre e 0,73 dentro de familias.
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No geral, apenas dois cruzamentos tiveram estimativas inferiores a 50% entre
familia, precisamente o B6 (0,41) e o Q30 (0,36). Por outro lado, as estimativas dentro
de familias, foram inferiores a esse percentual em quase todos os cruzamentos, exceto
para OC38 (0,73). Tais resultados concordam com aqueles obtidos por REIS et al.,
(2002), que relataram herdabilidade restrita de baixa magnitude em cruzamentos
simples de soja. A maior predicdo de ganho genético foi constatada nos cruzamentos
Octuplos OC38 e OC39 (Tabela 7). Este resultado indica que o cruzamento OC38
mesmo com a menor média de NS, também pode ser considerado um cruzamento
promissor, como 0 Q29 e o OC39, com tendéncia a ganhos futuros com a selecao.
Assim, torna-se evidente uma tendéncia de superioridade dos cruzamentos com maior
numero de parentais (quadruplos e 6ctuplos), em comparagao aos cruzamentos simples
(biparentais) nos caracteres analisados, quando se propde a obtengédo de variabilidade
genética na cultura da soja.
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4. Conclusoes

1. A maior média para os caracteres AlV, PG e NS, foram observadas no cruzamento

quadruplo Q30, e, para o carater APM no cruzamento biparental B6.

2. As herdabilidades de maiores magnitudes foram verificadas nos cruzamentos

quadruplos e éctuplos, para todos os caracteres analisados.

3. Em todos os caracteres agrondémicos analisados, o ganho genético foi superior para
0os cruzamentos quadruplos e 6éctuplos, com excessdo para o carater APM no
cruzamento biparental B7.

4. A existéncia de grande variabilidade genética nas familias F3, permite antever a
possibilidade de se obter ganhos adicionais em ciclos mais avangados de selecao.

5. Cruzamentos com maior numero de parentais envolvidos, tendem a apresentar maior

variabilidade e, consequentemente, maior variancia genética.
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