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RESUMO

MIRANDA, Fabio Demolinari, Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2002.
Uso de mar cadores RAPD para mapeamento de QTL s que determinam teor
de proteina em soja. Orientador: Everado Goncgalves de Barros. Conselheiros:
Maurilio Alves Moreira e Elza Fernandes Araljo.

O presente trabalho teve como objetivo o aumento do nimero de marcas no
mapa de ligacdo da soja construido pelo programa de melhoramento da qualidade da
soja do Bioagro/UFV e também a identificacdo de QTLs (Quantitative Trait Loci)
associados a determinacéo do conteido de proteinas em sementes de soja. Para isso,
foram acrescentados a0 mapa original, marcadores do tipo RAPD e marcadores
microssatélites ndo mapeados anteriormente. Foram utilizadas 118 linhagens
recombinantes endogamicas (RILS) obtidas do cruzamento entre a variedade norte-
americana BARC 8 (gendtipo com alto teor protéico) e a variedade brasileira
Garimpo (gendtipo com teor normal de proteinas). Foram testados inicialmente 1200
“primers” RAPD, dos quais 127 evidenciaram polimorfismo entre os progenitores,
dos quais somente 65 mostraram polimorfismos na populacéo de RILs segregando
na propor¢do mendeliana esperada de 1:1, pelo teste do qui-quadrado. Foram
obtidos 24 grupos de ligag&o pouco saturados, contendo 75 marcadores, além de 70
marcas ndo ligadas. Nas andlises de regressao e mapeamento por intervalo composto
para associacdo entre marcadores e a caracteristica “teor de proteind’, foram
identificados 11 marcadores e mapeados trés QTL s, nos grupos de ligagdéo MGL D2,
MGL L e MGL C22 os quais explicam 7,8% e 8,1% e 7,4%, respectivamente, para
as familias cultivadas em Cascavel. Para as familias cultivadas em Vigosa foram
identificados nove marcadores e mapeado um QTL, no grupo de ligagdéo MGL 3,
gue explica aproximadamente 16,7% da caracteristica. Estudos posteriores deverdo
ser conduzidos, visando aumentar o grau de saturagcdo do mapa. Isto podera permitir
aidentificagéo de novos QTLs que determinem um maior porcentagem da expressao

da caracteristica
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ABSTRACT

MIRANDA, Fabio Demoalinari, Universidade Federal de Vicosa, August, 2002. Use
of RAPD markers for mapping QTLs that control protein content in
soybean. Adviser: Everaldo Gongalves de Barros. Committee Members:
Maurilio Alves Moreira and Elza Fernandes Araujo.

The present work aimed at increasing the number of markers in the soybean
linkage map built by the Bioagro/UFV breeding program for soybean quality. It also
aimed at identifying QTLs (Quantitative Trait Loci) governing protein accumulation
in the seed. RAPD molecular markers and microsatellites which had not been
mapped before were added to the original map. One hundred and eighteen
recombinant inbred lines (RILs) derived from a cross between the north american
variety BARC-8 (with high protein content) and the Brazilian variety Garimpo (with
normal protein content) were used. Initially 1,200 RAPD primers were tested. One
hundred and twenty seven of them showed polymorphism between the progenitors
and 65 of these showed polymorphism among the RILs. All 65 markers segregated
according to the expected 1:1 ratio as indicated by the chi-square test. Twenty four
linkage groups with a low saturation level (75 markers) were obtained. Seventy
other markers were not mapped in the linkage groups. Regression analyses and
composed interval mapping identified 11 markers and three QTLs associated with
“protein content” were mapped. These QTLs were located in the linkage groups
MGL D2, MGL L and MGL C22 and explained 7.8, 8.1 and 7.4% of variation of
this trait, respectively in the lines grown in Cascavel (state of Parand). For the lines
grown in Vicosa (state of Minas Gerais) nine markers were idenfied and one QTL
was mapped to linkage MGL 3, and it explained 16.7% of the trait variation. Further
studies should be conducted to increase the saturation level of the map. This should
alow the identification of new QTLs which might explain a higher percentage of the

variation of the protein content in soybean seeds.



1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € um alimento rico em proteinas e lipideos,
consumida pela populacdo mundial na forma de dleo e seus derivados, como extrato
hidrossolUvel (leite de soja), proteina texturizada, além de servir como matéria
prima para diversos produtos industrializados.

Esta leguminosa apresenta excelente desempenho produtivo, estando dentre
0s principais produtos agricolas brasileiros. Do ponto de vista econémico, o farelo é
0 subproduto mais importante, por ser um dos componentes protéicos mais baratos,
sendo utilizado em larga escala na producéo de ragdes (EMBRAPA, 1998).

A maioria dos cultivares de soja apresenta de 30 a 45% de proteinas, 15 a
25% de lipideos, 20 a 35% de carboidratos e cerca de 5% de cinzas (MOREIRA et
a., 1979). Teoricamente todas essas caracteristicas podem ser modificadas
geneticamente pela combinagdo de genes adequados provenientes do germoplasma
dessa espécie.

Um aspecto referente a qualidade do gréo de soja € o teor e a qualidade da
proteina. A qualidade protéica esta diretamente associada ao teor de aminoécidos
sulfurados e também as propriedades funcionais da proteina. Duas grandes fragdes
compdem as proteinas de reserva da soja: 7S (b - conglicinina) e 11S (glicinina),
correspondendo a cerca de 70% das proteinas da semente. Essas fracdes diferem
entre si no seu teor de metionina, sendo este maior na glicinina (MOREIRA et d.,
1979; MOREIRA et al., 1990).

Em estudo de caracterizacdo dos polipeptideos das subunidades que
compdem a globulina 11S, foram identificados seis polipeptideos acidos que
possuem uma sequéncia N-terminal rica em fenilaanina, leucina, isoleucina e
arginina, além de quatro polipeptideos basicos ricos em metionina (MOREIRA et
a., 1979).

Dentre as proteinas de reserva da soja, a glicinina apresenta maior teor de

aminoécidos sulfurados, enquanto a b-conglicinina € pobre em tais aminoacidos.



Nas subunidades da b-conglicinina a subunidade b é a mais deficiente, contendo
apenas um residuo de cisteina, ndo possuindo metionina (COATES et d., 1985).

Apesar de ser considerada, de modo geral, uma leguminosa de alto valor
nutritivo, a fracdo protéica da soja e seus derivados apresentam restricdo quanto ao
seu consumo por humanos no mundo ocidental. Essa restricdo esta associada as
caracteristicas de qualidade do gréo, particularmente no que diz respeito ao sabor e &
presenca de oligossacarideos nessa fracdo que podem causar desconforto intestinal e
diarréia (YOUNG et al., 1979).

Quanto a este problema, mais recentemente os avangos no setor de tecnologia
de alimentos, tém resultado no surgimento de uma série de produtos comestiveis,
derivados de soja, com caracteristicas que possibilitam uma melhor aceitacdo por
popul agbes ocidentais.

Muitas das caracteristicas desgjavels, em varios grupos vegetais, incluindo
soja, resultam da agcdo conjunta de mais de um gene e das interaces destes com 0
ambiente. Tais caracteristicas exibem fendtipos com distribuicdo continua que séo
dificeis de serem analisados, sendo determinadas por mais de um loco no genoma,
os chamados QTLs (Quantitative Trait Loci). O desenvolvimento mais eficiente de
procedimentos de melhoramento depende do melhor entendimento do tipo de acéo
génica e heranca dos caracteres quantitativos. Diversos programas de melhoramento
de soja tém dado maior énfase no desenvolvimento de variedades com alta producao
e ato teor de 6leo e proteina. Portanto, para atender objetivos tédo diversos é
imprescindivel que se disponha de uma ampla variabilidade genética (BRIM et a.,
1973).

Estudos realizados por FEHR et al. (1978), levaram a conclusdo de que altura
de plantas, producdo de sementes, resisténcia a0 acamamento, porcentagem de 0leo
e de proteina e tamanho das sementes s&o caracteristicas quantitativas em soja.

WEBER et al. (1968), citados por VERNETTI et al. (1983), a0 estudar o
contedo de proteinas nas sementes até a geracdo F3, em um cruzamento

interespecifico de Glycine max e Glycine ussuriensis concluiram que essa



caracteristica mostrou herdabilidade de 70% e que, apesar de ndo apresentar heranca
simples, como “dias para maturagdo”, mostrou ndo ter heranca tdo complexa como
“tamanho de semente”.

Melhoramento para caracteristicas quantitativas ndo € uma tarefa facil porque
os efeitos de genes individuais que controlam essas caracteristicas ndo podem ser
facilmente separados ou identificados.

O uso da selecdo artificial em programas de melhoramento potencializa a
habilidade do melhorista em determinar os efeitos genéticos, e assim poder
distingui-los da porc¢éo fenotipica determinada pela acéo ambiental. Nestes casos, 0
uso de marcadores genéticos (marcas genéticas herdaveis e detectavels que estéo
associadas a genes no genoma de um organismo), podem ser usadas como
importantes ferramentas por geneticistas (DARVASI et al., 1994).

A selecBo de caracteristicas agrondmicas monitorada por marcadores
moleculares, baseia-se no principio de que se um gene, ou um bloco de genes,
encontra-se ligado a um marcador genético de fécil identificacdo, entdo, esse
marcador pode ser usado para selecionar a caracteristica de interesse em um
programa de melhoramento. Segundo HAYWARD et al. (1994), o méodo mais
eficaz de detectar este tipo de associacdo envolve a producdo de mapas genéticos
detalhados nos quais sdo localizadas regifes contendo locos para caracteristicas
quantitativas (QTLSs). Em um estudo de mapeamento de tais caracteristicas, uma boa
selecdo para multiplos locos ou QTLS, usando marcadores moleculares, sera efetiva
se houver uma significativa associacdo entre os locos que determinam a
caracteristica e o marcador.

Ultimamente, grande esforgco vem sendo feito no sentido de se obter um mapa
de ligacdo saturado para a soja, com o0 auxilio de marcadores moleculares. Os
marcadores moleculares mais utilizados no estudo de mapeamento tem sido aqueles
gue envolvem a técnica de reacdo da polimerase em cadeia (PCR). Estes se
destacam pelo poder de deteccdo advindo do PCR, além da praticidade e facilidade

da aplicagdo desta técnica em muitos tipos de andlises.



Em relagdo a estes marcadores, a técnica de RAPD é uma modificacdo da
reacdo da polimerase em cadeia (PCR), desenvolvida por WILLIAMS et al. (1990).
Os marcadores RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”) originam-se a
partir de uma metodologia que se basela na amplificagcdo de segmentos de DNA
utilizando “primers’ Unicos de sequéncias de nucleotideos tomadas ao acaso. Na
técnica de RAPD, fragmentos de DNA do genoma séo amplificados pelo uso de tais
“primers’. Os fragmentos obtidos podem ser separados de acordo com 0 seu
tamanho por eletroforese.

As vantagens da técnica de RAPD sdo: o grande numero de marcas
originadas da amplificagcdo, a possibilidade de se avaliar regides Unicas ou repetidas
do genoma, além da simplicidade dos passos envolvidos na técnica.

No inicio da década de noventa, os marcadores RAPD, passaram a ser
bastante utilizados na obtencdo de mapas genéticos (HAYWARD et al., 1994).
Além do uso dos marcadores apropriados para cada situagdo, a construcéo de um
mapa genético, envolve outras etapas de suma importancia, como: a escolha de uma
populacdo mais apropriada para 0 mapeamento, o cédlculo das frequéncias de
recombinagdo entre as marcas, 0 estabelecimento de grupos de ligagdo, as
estimativas das distancias de mapa, a determinagdo da ordem dos marcadores em
guestdo e finalmente, a estimativa das disténcias entre as marcas genéticas e os locos
de interesse. Para facilitar a andlise dos dados, foram desenvolvidos programas
computacionais, tais como o MAPMAKER (LANDER et al., 1987), QTL
Cartografer (BASTEN et a., 1999) e GQMol (http//www.ufv.br/dbg). Esses
programas usam os dados obtidos a partir das populages segregantes, para estimar
as fregliéncia de recombinacéo e arranjo linear dos marcadores genéticos bem como
as estimativas das distancias entre os marcadores e regides gendmicas de interesse.

Este trabalho teve como objetivos aumentar 0 nimero de marcas do mapa de
ligacdo da soja construido no programa de melhoramento da qualidade da soja do
Bioagro/lUFV (SOARES, 2000) e também a identificacdo de QTLs associados a

determinacdo do conteldo de proteinas em sementes de soja. Para isso, foram



acrescentados a0 mapa origina, marcadores do tipo RAPD e marcadores
microssatélites ndo mapeados anteriormente. Foram utilizadas 118 linhagens
recombinantes endogamicas (RILS) obtidas do cruzamento entre o acesso norte-
americano BARC 8 (gendtipo com alto teor protéico) e a variedade brasileira

Garimpo (gendtipo com teor normal de proteinas).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Proteinasdereserva de soja

A proteina de reserva de soja, b-conglicinina de soja € uma glicoproteina,
uma das mais abundantes proteinas de reserva no gréo, se acumula durante a
formacdo da semente. Requerida como proteina estrutural na composicdo das
caracteristicas fisicas da semente, € hidrolizada durante a germinacéo funcionando
como reserva de carbono e nitrogénio para o embrido. A proteina oligomérica
completa, com massa molecular estimada em 150-170 KDa € composta por trés
subunidades distintas, designadas a, a’ e a subunidade b da b-conglicinina (HILL et
al., 1974).

Foram identificados pelo menos quinze genes que codificam para as
subunidades da b-conglicinina, espalhados pelo genoma da soja, constituindo uma
familia multigénica. Destes, pelo menos trés codificam para as subunidades a/a’
designados Cg-1, 2 e 3, seis para a subunidade b sendo designados Cg-4, 8, 11, 12,
13, e 15 e quatro genes que apresentam homologia com ambas as subunidades sendo
designados Cg-5, 6, 7 e 14. Grande quantidade de tais proteinas de reserva, se
acumulam durante a formagdo de sementes de leguminosas, estas funcionam como
fonte de carbono e nitrogénio utilizadas durante a germinacdo e inicio do
desenvolvimento do embrido (MOREIRA et al., 1979).

Outra importante proteina de reserva presente no gréo da soja, € uma
globulina, a glicinina, que apresenta massa molecular de aproximadamente 350
KDa. Estudos realizados por MOREIRA et a. (1979), demonstraram que a glicinina
€ uma proteina oligomérica composta por seis subunidades similares. Cada uma
destas subunidades é composta por dois polipeptideos unidos por ligagdes
bissulfidicas, um polipeptideo com ponto isoelétrico &cido e outro com ponto

i soel étrico basico.



Em estudos de caracterizacdo desta proteina foram isolados seis polipeptideos
acidos (Ala, Alb, A2, A3, A4 e A5) e cinco basicos (Bla, B1lb, B2, B3 e B4), que
se encontram associados de modo especifico, formando as subunidades AlaB2,
A1bB1b, A2B1a, A3B4 e A5B3 (MOREIRA et a., 1979; 1981). O polipeptideo A4
esta associado ao B3, por meio de ligagBes ndo covalentes, formando a subunidade
ASA4B3 (STASWICK et al., 1981). Atuamente, essas subunidades sdo
denominadas G1 (A1aB2), G2 (A1bB1b), G3 (A2B1b), G4 (A5A4B3) e G5 (A3B4)
e seus genes Gyl, Gy2, Gy3, Gy4 e Gyb.

As proteinas de reserva, glicinina (11S) e b-conglicinina (7S), representam
em torno de 70% das proteinas do gréo de soja (HILL et al., 1974). Como as
globulinas 11S e 7S constituem uma grande porgdo da proteina total da semente e
representam uma importante caracteristica nutricional e de valorizagdo do gréo.
Esforgos vém sendo aplicados em programas de melhoramento no sentido de obter

se variedades que contenham altos teores de proteina.

2.2. A soja na alimentacéo humana

As “caracteristicas de qualidade’ ligadas diretamente a composicdo do gréo
da soja podem ser modificadas para o desenvolvimento de variedades mais
adequadas para uso naindustria de alimentos.

Além de ser muito utilizada na producdo de racdo animal, a soja possui
reconhecidamente um importante papel na dieta de populactes humanas do sudeste
da Asia. Mais recentemente os avancos no setor de tecnologia de alimentos, tem
resultado no surgimento de uma série de produtos comestiveis, derivados de soja,
gue possibilitam uma melhor aceitacéo desta leguminosa por populagdes ocidentais,
possibilitando a manutencdo de forma mais barata da dieta protéica

Tal dieta protéica € indispensavel devido a necessidade da ingestdo de
aminoacidos essenciais pelo homem ou outros animais, aém de possibilitar um

balanco positivo de nitrogénio o qual € fundamental para manutencdo de uma série



de funcdes do organismo (YOUNG et a., 1979). MOREIRA et a. (1979), em
estudo de caracterizacdo dos polipeptideos das subunidades que compde a globulina
11S, identificaram a presenca de seis polipeptideos &cidos que possuem uma
seguiéncia N-terminal rica em residuo de fenilalanina, leucina, isoleucina e arginina.

Além de quatro polipeptideos bésicos ricos em metionina.

2.3. Herdabilidade da car acteristica teor de proteinas

Além do conhecimento da magnitude da variancia genética de um carater,
bem como a de seus componentes, estimativas de herdabilidade e de correlagdes
entre caracteres agrondmicos sdo de extrema utilidade nos processos de selecdo. Em
programas de melhoramento de qualquer espécie, tais conhecimentos possibilitam a
avaliacdo da potencialidade da populacdo para o melhoramento e facilitam as
decisdes de escolha do método de selecéo mais eficiente a ser empregado.

Segundo DUDLEY et a. (1969), o termo herdabilidade em um sentido geral,
€ a razdo entre a variancia genética total e a variancia fenotipica. Em um sentido
mais restrito, herdabilidade representa a razéo entre a variancia genética aditiva e a
variancia genotipica. Variancia fenotipica é o total da variancia dentre os fenétipos
dos individuos desenvolvidos sob determinadas condigdes. A variancia genética
total é a parte da variancia fenotipica que pode ser atribuida as diferencas
genotipicas existente entre os fendtipos.

ParaBRIM et a. (1973), o desenvolvimento mais eficiente de procedimentos
de melhoramento depende do entendimento do tipo de acdo génica e heranca dos
caracteres avaliados. Assim, para atender a tais objetivos é imprescindivel um
profundo conhecimento quanto a natureza e a0 nimero de genes que determinam
uma caracteristica alem de dispor de uma ampla variabilidade genética.

Em relagdo a este primeiro ponto, FEHR et al. (1978), avaliando diversas

caracteristica agrondbmicas em soja, concluiram que altura de plantas, producdo de



sementes, resisténcia ao acamamento, percentagem de 6leo e de proteina e tamanho
das sementes em soja sdo caracteristicas quantitativas.

JOHNSON et al. (1963), estudando herdabilidade para varias caracteristicas
em soja, dentre elas teor de proteina, mostraram que em geraces precoces (F2) a
herdabilidade da caracteristica “teor de proteina’ apresenta baixos valores, quando
comparados com geracBes mais avancadas (F4). Isto leva a dificuldades para se
identificar e selecionar gendétipos superiores em geracGes precoces, no caso F»,
resultando em pouco progresso esperado por selecdo.

Na mesma linha de pensamento, SHANNON et a. (1972), estudando
estimativas de ganhos por selecéo em seis populacdes na geracéo F,4, derivado dos
cruzamentos entre quatro progenitores, dois destes com ato teor de proteina,
encontraram valores similares entre as populagdes e elevados valores para
herdabilidade.

Os estudos de correlacfes entre caracteristicas em soja, principa mente teor
de proteina e producdo, indicam que ndo ha nenhuma limitacdo consistente ao
progresso genético, visando o aumento simulténeo das duas caracteristicas, como
demonstra o trabalho desenvolvido por WILCOX et a. (1995), utilizando
retrocruzamentos, obtendo-se ao final progénies com alto teor de proteina e ata
producéo.

FEHR et a. (1978), obtiveram uma correlagdo positiva da gravidade
especifica e tamanho das sementes, com o teor de proteina. A associacdo destas duas
caracteristicas pode ser suficiente para ser usada como critério de selecdo para
aumentar o teor de proteinas nas sementes, pois sementes grandes e de ata

gravidade possuem um maior teor de proteina.



2.4. M ar cador es moleculares

2.4.1. Marcadores RAPD

Um dos aspectos mais importantes da revolucéo possibilitada pela técnica do
PCR foi a chance de se gerar grandes quantidade de DNA, de segmentos especificos
do genoma.

Um grande avanco na érea de marcadores moleculares baseados em PCR,
ocorreu em 1990 com a publicacéo dos trabalhos de dois grupos independentes, que
o0 chamaram de RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”) (WILLIAMS et
a., 1990) ou AP — PCR (“Arbitrary Primed” PCR) (WELSH et a., 1990), sendo que
a primeira denominagdo tornou-se mais conhecida. Neste método séo usados
“primers’ curtos e de sequéncia arbitréria, eliminando-se a necessidade do
conhecimento prévio da seqiiéncia a ser amplificada.

Na utilizacdo desta técnica, um fragmento especifico € amplificado quando
um “primer” se “aneld’ em dois locais nas fitas opostas do DNA molde, sendo que o
espaco entre esses dois pontos ndo deve ser superior a 2 ou 3 Kb. Os fragmentos de
DNA obtidos podem ser separados de acordo com o seu tamanho e visualizados em
gel de eletroforese. O polimorfismo detectado pode ser devido a mutagdes nos sitios
de pareamento, ou inser¢des e delecBes na regido flanqueada por estes sitios. Os
“primers’ geralmente sdo oligonucleotidios, com 10 nucleotidios, de seqiéncia
arbitréria e uma freqiénciade G + C superior a50% (WILLIAMS et a., 1990).

As vantagens da técnica de RAPD sdo: o grande nimero de marcas
originadas da amplificacdo, a possibilidade de se avaliar regifes Unicas ou repetidas
do genoma, aém da simplicidade dos passos envolvidos na técnica. Por estes
motivos, os marcadores RAPD tem sido amplamente usados em estudos de
mapeamento, identificacdo de locos, clonagem baseada em mapas, caracterizacao de

cultivares (“fingerprinting”) e selecdo assistida por marcadores (SAM).
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Estes marcadores, quando empregados na avaliacdo da diversidade genética,
podem fornecer subsidios Uteis a0 melhorista para selecdo de populactes basicas a
serem utilizadas em programas de melhoramento. 1sso porque os marcadores RAPD
geram grande quantidade de caracteres adicionals, que combinados com
caracteristicas fenotipicas, fornecem um gquadro mais completo para 0 agrupamento
de gendtipos e o plangjamento de cruzamentos (FERREIRA et al., 1996).

Porém, existem alguns pontos que limitam a sua aplicacdo, como 0 baixo
conteldo gerado na amplificagdo por loco, uma vez que normalmente apenas um
alelo é detectado na amplificagdo, sendo assim considerados marcadores dominantes
e ndo permitindo a distingdo entre gendtipos homozigoto e heterozigoto. Um
segundo problema apresentado € a baixa reprodutibilidade dos dados. Entretanto,
estes pontos negativos podem ser superados, por exemplo, padronizando-se as
condig¢des da técnica o que permite uma perfeita reprodutibilidade (YU et a., 1993).

BURR et al. (1988), em estudos de avaliagdo da eficiéncia de marcadores
moleculares para trabalhos de mapeamento em populacgdes de RILs (“Recombinant
Inbred Lines), determinaram que marcadores dominantes fornecem a mesma
informagao obtida com marcadores codominantes, se a populagéo escolhida para o
trabalho em questédo for adequada.

2.4.2. Marcadores microssatélites

Microssatélites ou “Single Sequence Repeats (SSR)” consistem de
agrupamentos de seqUéncias repetidas em série presentes no genoma de diversos
organismos, sendo que o0 nimero de seqiiéncias repetidas varia para cada organismo
e para cada regido do genoma. Os microssatélites sdo flanqueados por seqtiéncias de
DNA extremamente conservadas. Assim, pode se usar “primers’ que sgam
complementares as regides flanqueando os microssatélites, para se amplificar um
determinado loco, via reagdo de polimerase em cadela (PCR). As variagOes

existentes nas regides internas flanqueadas pelo “primer”, resultam de um variado
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nimero de repeticbes das sequiéncias microssatélites, podendo ser identificadas por
andlise eletroforética, atraves de variagcdes nos tamanhos dos fragmentos gerados. Os
marcadores microssatélites apresentam como caracteristicas principais. serem
abundantes e bem distribuidos no genomas dos organismos; podem apresentar
polimorfismos; sdo codominantes; identificados via PCR, sendo bastante acessiveis
visto as recentes publicacbes de “primers’ de diversos organismos (WEBER et al.,
1990; SAGHAI et al., 1994).

CONDIT et al. (1991), verificaram a abundancia de dinucleotideos repetidos
em milho e cinco espécies arboreas tropicais. AKKAYA et al. (1992), redlizaram o
primeiro estudo de variacdo de microssatélites (SSR) em soja. Foram analisadas
variagoes de SSR em 43 linhagens de soja identificando de seis a oito alelos para
trés locos microssatélites. MORGANTE et al. (1993), publicaram os dados de
sequéncias de DNA, identificando a presenca abundante de repeticbes de
dinucleotideos e trinucleotideos em 34 espécies com uma freqiéncia média de uma
repeticdo a cada 50 kb. WANG et al. (1994), também analisaram seqiéncias
publicadas de 54 espécies de planta para a presenca de possiveis microssatélites,
neste estudo foi detectada que a repeticdo (AT), estava repetida de forma mais
abundante seguida por (A)n, (AG)n, (AAT)n, (ATT)n, (AAC)n, (AGC),, AAG),,
AATT),, (AAAT),, e (AC), Em média uma Unica sequiéncia repetida foi encontrada
a cada sessenta e quatro quilobases em monocotiledbneas e a cada vinte e um

guilobases em dicotileddnesas.

2.5. Mapeamento genético

2.5.1. Construcdo do mapa genético

A selecdo de individuos com caracteristicas de interesse, assistida por

marcadores moleculares, pode gjudar na obtencéo de variedades com uma ou mais

caracteristicas em um menor espaco de tempo, otimizando o programa de
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melhoramento (BRUMMER et al., 1997). Assim, o desenvolvimento de ferramentas
moleculares tem facilitado o trabalho de identificar regides cromossdmicas
relacionadas a caracteristicas particulares (BRUMMER et al., 1997). Além disso, o
melhor entendimento das bases genéticas de caracteristicas como teor de proteina e
Oleo, podem gudar na elucidacdo de estratégias de melhoramento, aumentando a
possibilidade de manutencdo destas caracteristicas durante as geracdes em uma
variedade (BRUMMER et ., 1997).

A construc@o de mapas genéticos relacionando caracteristicas de qualidade a
marcadores de DNA é considerada uma das aplicagbes de maior impacto da
tecnologia de marcadores, na andlise genética de espécies e potenciamente no
melhoramento de plantas, principamente em se tratando de caracteristica de heranca
complexa.

Para a maioria das caracteristicas quantitativas, poucas informacdes existem
sobre 0 nimero, posi¢do cromossdmica, magnitude do efeito e interagbes dos QTL
gue controlam a sua expressdo. A manipulacdo de caracteristicas de heranca
continua é mais complexa do que aquela de heranca simples. Mapas genéticos de
marcadores moleculares oferecem a possibilidade de estudar a arquitetura de
caracteristicas quantitativas e, potenciamente, manipular estes fatores durante os
procedimentos de sele¢do e recombinacéo genética (FERREIRA et a., 1996).

Estudos de mapeamento genético molecular, de caracteristicas de qualidade
em soja, tém resultado na obtencdo de mapas genéticos detalhados (LARK et al.,
1993; SHOEMAKER et al., 1992), inicialmente com a identificacdo de QTLS para
um variado nimero de caracteristicas (KEIM et a., 1990; DIERS et al., 1992;
MANSUR et a., 1993), além da avaiacdo de variacOes alélicas entre ao cultivares
(KEIM et al., 1998) e organizacdo genomica (SHOEMAKER et al., 1994).
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2.6. ldentificacao de QTL

Muitas caracteristicas economicamente importantes em plantas e animais sdo
determinadas por muitos genes. Estes sdo, ha bastante tempo, um importante alvo de
estudo por geneticista e melhoristas, que buscam identificar e determinar qual a
proporcdo da variancia fenotipica é determinada por estes genes, entre popul agdes
ou espécies em estudo. Com o advento da tecnologia dos marcadores moleculares,
foi possivel langar mé&o de técnicas como de marcadores moleculares, para se obter
informagdes de mapeamento, posicdo e efeito, de possiveis QTLS existentes em um
genoma (PATERSON et d., 1988; JACOB et al., 1991).

Em contraste com a classica deteccdo de ligacdo para caracteristicas
determinadas por genes unicos, diferentes estratégias tém sido sugeridas, para a
identificacdo (deteccéo e localizacdo) de um unico QTL. Estas estratégias objetivam
identificar o maior nivel da variancia genética total que contribui para a variagdo de
uma caracteristica. Estas estratégias diferem principal mente devido ao tipo e nimero
de marcadores que estéo sendo avaliados quando se busca estimar o grau de ligacéo
entre um marcador e um possivel QTL. Testes para avaliacdo da associacdo
QTLg/fendtipo podem envolver a avaliagdo de um Unico marcador por vez, dois
marcadores por loco simultaneamente, ou considerar todos os possiveis locos ao
mesmo tempo.

Neste sentido, pode-se dizer que a habilidade para se encontrar o QTL e
determinar seu afeito sobre certa caracteristica € funcdo do tamanho e tipo da
populacdo em estudo e da freqiiéncia de recombinagdo entre o marcador e o QTL. A
andlise baseada em um Unico marcador ligado ao QTL, pode ndo ser totalmente
eficiente para deteccdo do mesmo com significancia estatistica ou seu efeito podera
ser desconsiderado.

ZENG et al. (1994), desenvolveram um método para mapeamento de QTL
gue combina intervalos de mapeamento com fungdes de regressdo multipla. Assim,

0 teste estatistico formulado considera o efeito da presenca de um QTL
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(influenciando no fendtipo da caracteristica de interesse) em um intervalo e é
analisado independente do efeito de um QTL proximo, presente em outro intervalo.
Assim o processo seleciona especificamente QTLs Unicos ligados a marcas
especificas, isolando o efeito deste, de outros QTLS que por ventura estgjam
proximos.

A partir dai, a presenca de um possivel QTL, em um intervalo especifico,
pode ser determinada por testes de permutacdo como relatado por DEORGE et al.
(1996). O teste e realizado misturando se os valores da caracteristica quantitativa em
guestdo e repetindo se a andlise. Ta procedimento é realizado até mil vezes,
encontrando-se valores de LOD ou raz&o de verossimilhanga no mesmo nimero das
repeticoes realizadas. Adota-se agora um determinado “ponto de corte” que € o valor
minimo de significancia para que a probabilidade da presenca de um QTL sga

considerada em um interval o determinado.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Genético

Foi utilizada uma populagéo de 118 RILs “Recombinant Inbred Lines’ no
mapeamento de QTLs ligados ao teor protéico. Estes individuos foram obtidos do
cruzamento entre o acesso norte-americano BARC 8, obtida da “Beltsville
Agricultural Experimental Station” — USDA, Beltsville, MA, EUA (genétipo com
alto teor protéico, em torno de 50%) e a variedade brasileira Garimpo (genotipo com
teor normal de proteinas, em torno de 36%). As RILs foram obtidas pelo método
SSD (“Single Seed Descent”), a partir da geracéo F,, tomando-se uma Unica semente
de cada planta até a geragdo Fs. Na geracdo Fs, sementes das 118 linhagens foram
plantadas em duas localidades diferentes. Vigcosa — Minas Gerais e Cascavel —
Parand. Os experimentos foram plantados no delineamento de familias com
testemunhas intercaladas, sendo as testemunhas, 0s genitores. Para as familias ndo
houve repeticdo local, entretanto, para as testemunhas as repeticoes foram plantadas
acada 10 familias.

Foram coletadas folhas de cinco plantas em cada familia, no experimento de

Vicosa para que estas fossem avaliadas em andlise de mapeamento.

3.2. Determinacéo de proteinas

3.2.1. Método Kjeldahl

O teor de proteinas das sementes de cada familia foi determinado tomando-se
uma amostra de cinco plantas por familia. A determinacéo foi feita utilizando o
método Kjeldahl modificado, segundo as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz
gue requer um minimo de trés gramas (10 sementes) de soja moida. O principio do

método consiste em oxidar uma quantidade da amostra com é&cido sulfurico e
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catalisadores a quente. No processo de oxidacdo, O nitrogénio presente nas
moléculas € convertido em sais de ambnio, que permanecem no digerido. Em outra
etapa, 0s sais de amoénio sdo acalinizados pela adicdo de hidroxido de sodio,
resultando na formacdo de amonia. Pela destilacéo por arraste de vapor, a ambnia €
recolhida em solucdo de acido bérico adicionada de indicador de pH; forma-se
entdo, o metaborato de ambnia, responsavel pela mudanca de pH. Em seguida, o
metaborato de amdnia é titulado por uma solucdo diluida de &cido cloridrico, até
nova mudanca de cor do indicador de pH. A quantidade de acido gasta na titulagéo
corresponde ao teor de amonia, que por sua vez representa o teor de nitrogénio da
amostra. A partir do teor de nitrogénio calcula-se a porcentagem de proteinas totais
da amostra, empregando-se o fator de nitrogénio para o material analisado.

Para o calculo da porcentagem de proteinas totais pode se usar a seguinte
formula:

X FCN

%PT= |;VA-VR) xNxfx14
P
Onde:

% PT = porcentagem de proteinas totais.

V= mL de HCI gastos natitulacdo da amostra.

Vg = mL de HCI gastos natitulac&o do branco.

N = normalidade do HCl.

F = fator de correcéo da normalidade do HCI.

P = peso (em g) ou volume (em mL) empregado da amostra.

FCN = fator de conversdo de nitrogénio para proteina.
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3.3. Anadlisedevariancia

3.3.1 Andlisedevariancia individual

As andlises de variancia de cada local foram realizadas pelo procedimento de
avaiacdo de familias com testemunhas intercalares, sendo os progenitores BARC-8
e Garimpo, utilizados como testemunhas. Este modelo de andlise de variancia é Util
guando ndo se dispde de repeticdes nas parcelas a serem avaliadas. Dessa forma,
empregam-se testemunhas adicionais para estimar os efeitos ambientais (residuo)

dos experimentos. Nas testemunhas, o0 modelo adotado foi o seguinte:

Yi=H+ Tite
em que,

Yij = valor da caracteristica para a i-ésima testemunha na j-ésima

repeticao;
pu= meédia geral das testemunhas;
T, = efeito dai-ésimatestemunha (i=1,2,...,t); e
&; = erro aleatorio que incide sobre as testemunhas, sendo g;~NID
(0, s?).
Nas familias, foi adotado o seguinte modelo:
Yi= HrtFite
em que,

y; = valor da caracteristicanai-esimafamilia;

Hs = médiageral das familias;
F; = efeito dai-ésmafamilia(i=1,2...f); e

& = erro aleatorio que incide sobre as familias, sendo ei=g;~NID (0,
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O esquemade andlise de variancia é ilustrado no Quadro 1.
Quadro 1 - Esquema de andlise de variancia de cada ambiente, adotando-se o

model o de ensaios de familias com testemunhas intercalares

FV GL sQ QM E(QM) F
Familias f-1 SQF QMF 0%+ 0% OMF/QMR
Testemunhas  t-1 SQTe QMTe O%+r0t  QMTe/QMR
Residuo t(r-1) SQR QMR 0?2

As somas de quadrados das testemunhas e do residuo foram obtidas de forma

usual para ensaios inteiramente ao acaso, ou sgja:

t r
NTo= & 4aYij -C
i=1j=1

t
Te= UrdYi. -C
i=1

VR = NVTo—-NTe

C= Yirt
A soma de quadrados para familias foi obtida pela expresséo:

f f
SQF = &Y4. - Uf(Ayi)
i=1 i=1
A herdabilidade no sentido amplo e o coeficiente de variagdo experimental foram
obtidos pelas seguintes expressoes.

h2 = s2g/QMF

cv = 100JOMR
i
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3.3.2. Analise devariancia conjunta

Na anadlise conjunta dos dois ambientes, foram utilizados dois modelos de
andlise de variancia, sendo um para as testemunhas e outro para as familias. Nas
testemunhas, o0 modelo de andlise de variancia consistiu em uma andlise fatorial,
guantificando-se a variagdo entre elas e a variacdo devido a interacdo com o
ambiente. Na andlise de variancia das familias em dois ambientes, foi adotado um
modelo de andlise similar a andlise em blocos ao acaso, em gque cada ambiente
correspondeu a um bloco. Nesse tipo de anadlise, a SQR foi interpretada como a
interacdo familia x ambiente. O residuo da andlise conjunta foi obtido pela andlise
das testemunhas. Esta andlise gerou, ainda, uma soma de quadrados de grupos
(SQGr) que testa o contraste entre as médias das familias e das testemunhas
avaliadas.

Nas testemunhas, 0 modelo adotado foi o seguinte:

Yij= Bt Tit At TiA giji
em que,

Yijx = valor da caracteristica para a i-ésima testemunha na j-ésima repeticéo,
no k-ésimo ambiente;

H. = médiagera das testemunhas;

T; = efeito dai-ésimatestemunha (i=1,2,...,t);

A = efeito do k-ésimo ambiente (j = 1,2);

T,A= efeito dainteracdo entre ai-ésimatestemunha e o k-ésimo ambiente; e

&jk = erro aleatorio que incide sobre as testemunhas, sendo e ~NID (q, s?).
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Nas familias foi adotado o seguinte modelo:

Ziy = p+F+ At FA+ ey

em que,

Z;x = vaor da caracteristica para ai-ésima familia no k-ésimo ambiente;
W, = médiageral das familias;

F;= efeito dai-ésimafamilia (i=1,2,...,f);

Ak = efeito do k-ésimo ambiente (k=1,2);

FiA, = efeito dainteracdo entre ai-ésimafamilia e o k-ésimo ambiente; e
&k = erro aeatorio que incide sobre as familias, sendo ey = gj,~NID

(0, s9).
O esguema de andlise de variancia conjunta € ilustrado no Quadro 2.

Quadro 2 - Esguema de andlise de variancia conjunta de varios ambientes, nos quais
foram avaliadas, em cada ambiente, testemunhas com repeticdo e

familias sem repeticéo.

FV GL SQ QM F
Ambiente (A) a-1 SQA QMA QMA/QMR
Testemunha (Te) t-1 SQTe QMTe QMTe/QMR
TeX A (a1)(t-1) SQTexA QMTexA OQMTexA/QMR
Familias (F) f-1 SQF QMF QMF/QMR
FXA (f-1)(a1l) SQFxA QMFx A QMFXA/QMR
Grupo 1 SQGr QMGr QMGr/ QMR
Residuo * SQR QMR

Total (ra+af)-1"  SQTo

* Obtido por diferenca.
# Quando o numero de repeticdes das testemunhas é diferente, o GL total pode ser
obtido pelo nimero total de parcelas avaliadas menos 1.
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As somas de quadrados foram obtidas pel as seguintes expressoes.

t
o

r a
QTo=4a a aY-C

i=1j=1k=1
C=YIN
em que,
Y...=total gerd; e
N = rat+af ou nUmero total de parcelas.
a
SQR= & QR
k=1
a a
QA= (UrdY At +azdélf)-C
k=1 k=1
em que,

Y ,= total dastestemunhas no ambiente k; e
Z. = total dasfamilias no ambiente k.

t
QTe=VradY, *- Ct
i=1

sendo Ct = Y2.../rta; Y;.. é o total das testemunhas em cada ambiente e
Y ..., ototal das testemunhas.
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TexA = QTe, A* -(QTe + SVA*)
Sendo

a
A =Urtd Y2 - Ct
K=1

sendo Y ..k o total de cada testemunha nos varios ambientes.

t a
NTeA* = 1/rd aY.x- Ct
|=1K=1

sendo Y o total de cada testemunha em cada ambiente.

SQA* é a soma de quadrados de ambiente, considerando-se apenas as testemunhas (ndo
envolve informagdes de familias).

SQGr = Y. Jrat + Z°./fa—C

f
SQF = 1/ad Z%. -Cf
i=1

em que Cf = Zz../fa, sendo Z.., o total de familias nos varios ambientes e Z;., o tota de

cada familia, somando-se os varios ambientes.
a
QA = 1/fa Y2, -Cf
K=1

sendo Z., o total de cada ambiente, considerando-se apenas as familias.
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f a
SQF A** = § 475, -Cf
| =1K=1

SQFXA = SQF A** - (SQF + SQA**)

NA** e RTo** sdo as somas de quadrados de ambiente e total, considerando se
apenas as familias.

100yJOMR
i

A variancia genética e a herdabilidade no sentido amplo foram obtidas por

2 QMF-QMR

s’g=

a

2

S
h = -

SZg +52
em que,

s =OMR

sendo essas estimativas obtidas com base nas médias das familias.
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3.4. Mapeamento visando a identificacdo de QTLs

Para mapeamento genético e identificacdo de QTLs que determinam o teores
de proteina em soja, foram utilizadas amostras de DNA de plantas de 118 RILs.
Foram utilizados marcadores RAPD. Para a extragdo do DNA, cinco folhas de cada
familia foram coletadas, embaladas em aluminio, congeladas em N, liquido e

armazenadas a - 80°C.

3.4.1. Extracéo de DNA

A extracdo do DNA de folhas de soja foi feita com base no protocolo descrito
por KEIM et a. (1998), com algumas modificacbes. Cerca de 200 a 300 mg de
folhas foram triturados na presenca de N, liquido, sendo o po resultante transferido
para tubos do tipo Eppendorf. Apds a adicdo de 650-800 . de tampéo de extracéo,
constituido de TrissHCI 50mM (pH 8,0), EDTA 50mM (pH 8,0), NaCl 0,5M, b-
mercaptoetanol 1% (v/v) e CTAB 1% (p/v) - sendo este ultimo adicionado separado
dos demais componentes — as amostras foram, entéo, incubadas em banho-maria a
65°C por, aproximadamente, uma hora.

Apébs a incubacdo, as proteinas foram removidas pela adicdo com igual
volume de cloroférmio:alcool-isoamilico (24:1) e centrifugacdo a 14.000 rpm em
centrifuga Eppendorf modelo 5415C. Os acidos nucléicos foram, entdo, preciptados
da fase aquosa, pela adicéo de isopropanol gelado (2/3 do volume da fase aquosa),
lavados em etanol 70% gelado por 20 minutos, secos a temperatura ambiente e
ressuspendidos em TE (TrissHCl 10mM, EDTA 1mM, pH 8,0), seguindo-se um
tratamento com RNAse A, na concentragdo fina de 40 ng/mL, a 37°C, por 30
minutos. O DNA foi recuperado por precipitagdo, mediante a adicdo de um volume
de isopropanol 95%, seguido de centrifugacéo a 14.000 rpm, por 15 minutos. Apos a
lavagem do precipitado com etanol 90% gelado, e secagem ao ambiente, o DNA foi
ressuspendido em 200-300 nL. de TE.
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A concentracdo do DNA foi estimada espectrofotometricamente por leitura
da absorbancia a 260nm, sendo que cada unidade de absorbancia corresponde a

concentracdo de 50 ng/mL de DNA fitadupla (SAMBROOK et al., 1989).

3.5. Amplificacédo e analise do DNA pela técnica de RAPD

Amostras de DNA foram amplificadas pela técnica de RAPD, de acordo com
WILLIAMS et a., (1990), com “primers’ decameros (“Operon Technologies’,
Alameda, CA, EUA), em termociclador Perkin-Elmer, modelo 9600.

As condicdes de amplificacdo foram as seguintes. uma etapa de desnaturacéo
do DNA (94°C por 15 segundos), uma etapa de pareamento do “primer” ao DNA-
molde (35°C por 30 segundos) e uma etapa de extensdo do fragmento (72°C por 1
minuto). Apos 40 ciclos, foi efetuada uma Ultima etapa de extensdo a 72°C, por sete
minutos. Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1,2% contendo 10 mg/ml de brometo de etidio, imerso em tampdo TBE
(tris-borato 90 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). As bandas de DNA foram visualizadas

sob luz ultravioleta e fotodocumentadas com o sistema Eagle Eye || (Stratagene).

3.6. Amplificacdo do DNA e andlise de microssatélites

As reagOes de amplificagdo de microssatélites foram feitas em um volume
total de 15 pL, contendo 1,5 nL deTris-KCl 50 mM pH 8,3, 1,8 mM de MgCl,, 100
UM de cada um dos desoxinucleotidios (AATP, dTTP, dGTP e dCTP), 0,6 uM de
cada primer ("Reserach Genetics', Huntsville, EUA), uma unidade de Tag-
polimerase e 30 ng de DNA. As amplificagdes foram realizadas em termociclador
programado para uma etapa inicial de sete minutos a 72°C, seguida de 30 ciclos de
um minuto a 94°C, um minuto a 50°C e dois minutos a 72°C e, ao final dos 30
ciclos, uma etapa de sete minutos a 72°C. Os fragmentos amplificados de

microssatélites foram separados por e etroforese em gel de agarose 3,0% contendo 6
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UL de brometo de etidio 10mg/mL, imerso em tampédo TBE 1X (Tris-borato 90 mM
e EDTA 2 mM, pH 7,0), a 100 volts, por cerca de 3 horas. Terminada a corrida, 0s
géis foram fotodocumentados sob luz ultravioleta, pelo sistema de Eagle Eye Il

(Stratagene).

3.7. Construcéo do mapa de ligacédo genética

Os marcadores microssatélites foram codificados como homozigotos para 0s
alelos vindos de Garimpo (A), homozigotos para os aelos vindos de BARC-8 (B)
ou falhas (-) das bandas amplificadas em cada um dos 118 individuos da popul agéo
Fs. Como os dados foram codificados para RIL's, heterozigotos eventuais foram
descartados. A segregacdo de cada fragmento polimorfico foi testada na populagéo
por meio do teste qui-quadrado. Apenas os fragmentos cuja segregacdo se gjustou a
proporcao esperada 1:1 (P < 0,05) foram utilizados nas andlises posteriores.

O mapeamento dos marcadores microssatélites e RAPD e o0 estabel ecimento
dos grupos de ligagdo foram feitos com o0 uso do prograna GQMol
(http//www.ufv.br/dbg). Os marcadores foram agrupados, utilizando-se LOD score
minimo de 3,0 e freqiéncia maxima de recombinacdo de 0,40. A distancia de
mapeamento de Kosambi foi utilizada para a conversdo da frequéncia de

recombinacdo para centiMorgans (cM).

3.8. Identificacdo e mapeamento de QTL's

As informagdes do mapa de ligagdo foram utilizadas para mapear os QTL's
ao longo dos grupos de ligacdo por meio do mapeamento por intervalo composto
(ZENG et a., 1993; 1994), empregando-se o programa QTL Cartographer
(BASTEN et a., 1999). Esse tipo de metodologia diferencia-se do mapeamento por

intervalo classico, por isolar o efeito de outros QTL's ligados ao intervalo. O
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mapeamento por intervalo composto € um hibrido entre 0 mapeamento por
interval os e a técnica de regressdo multipla, sendo adotado o seguinte modelo:
y; = o+ O*X* + &0 X+ 0
em que,
y; = valor da caracteristica no j-ésimo individuo;
0o = médiado modelo;
[1* = efeito do QTL, expresso como a diferenca entre os dois homozigotos,
X;* = umavariavel indicadora assumindo valores-1 ou 1, com
probabilidade dependendo do gendtipo dos marcadoresi ej e da
posi¢do que esta sendo testada no interval o entre esses
marcadores (Quadro 3) ignorando-se recombinacdes duplas
dentro do interval0);
[y = coeficiente de regressdo parcia entre o fenétipo y e o marcador k;
X x = um coeficiente conhecido para o k-ésimo marcador, no j-ésimo
individuo, com valores -1 e 1, dependendo do gendtipo dos

marcadores; e [J; = variavel aleatdria
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Quadro 3 - Especificacdes da variavel indicadora x* para o modelo de mapeamento
por intervalo composto, utilizando-se RIL's

Gendtipo do marcador

Grupo | "+l Nedeindividuos x*
1 + + nl 1
2 + - n2 { 1 com probabilidade 1-p
-1 com probabilidade p
3 - + n3 1 com probabilidade p
{ -1 com probabilidade 1-p
4 - - n4 -1

(+) indica gendtipo homozigoto para o progenitor 1; (-) indica homozigoto
para o progenitor 2.

P = rig/rii+i), €M que riy € afrequiéncia de recombinagéo entre o marcador i e a
posicéo que esta sendo testada no intervalo, e ri;.1) € a freqiéncia de recombinagéo
entre o marcador i e o marcador i+1; recombinacdes duplas no intervalo entre esses
marcadores s&o ignoradas.

Os coeficientes [Tk e xjk sdo utilizados para controlar o "background’

genético, eliminando-se os efeitos de outros possiveis QTL's sobre [1*.

3.9. Determinagao do ponto de corte para o mapeamento de QTL's

A significancia de um QTL é atribuida pela raz&o de verossimilhanca entre a
hipétese de existéncia do QTL e a hipdtese de que nenhum QTL existe em
determinada posi¢éo do mapa de ligacéo

O ponto de corte do LOD para considerar a presenca de um QTL pelo método
de mapeamento por intervalo composto foi obtido a partir de um teste de
permutacdo como relatado por DEORGE et a. (1996). O teste é realizado

misturando se os valores da caracteristica quantitativa em questdo, repetindo se a
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andlise. Tal procedimento é realizado até mil vezes, encontrando-se valores de LOD
ou razdo de verossimilhanca no mesmo nimero das repeticdes realizadas. Adota-se
agora um determinado “ponto de corte’ que € o valor minimo de significancia para
gue a probabilidade da presenca de um QTL sga considerada em um intervalo
determinado.

No mapeamento por intervalo composto, o ¢ possui um grau de liberdade,
pois o denominador da expressdo de verossimilhanga possui um parametro amais do
gue o numerador.

Foi utilizado um nivel de significancia de 5% para o todo o mapa.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Deteccao de polimorfismos e selecdo dos “ primers’ de RAPD

Os “primers’ de RAPD foram, inicialmente, testados nos progenitores, com a
finadidade de selecionar aqueles que gerassem fragmentos polimorficos e que,
consequentemente, pudessem ser  utilizados para mapeamento na populagéo
segregante.

Foram testados 1200 “primers’, dos quais 127 evidenciaram polimorfismo
entre 0s progenitores, isto &, cerca de 10,6%.

A baixa diversidade genética da soja cultivada dificulta a obtencdo de um
grande nimero de marcas polimorficas em uma populacdo derivada de cruzamento
intra-especifico. Estudos anteriores evidenciaram que o polimorfismo entre dois
gendtipos de soja é freqlentemente muito baixo (SHOEMAKER et al., 1994). Em
estudos de mapeamento de QTLs relacionados com o conteido de proteina e dleo
em oito populacbes de soja, BRUMMER et a. (1997), constataram que 34% dos
marcadores RFL P testados nd&o eram polimarficos em nenhuma das oito popul agdes,
sendo que nenhum marcador era polimoérfico em todas essas populagbes. AKKAY A
et a. (1992), selecionaram um total de 40 “primers’ microssatélites, que
apresentaram um Unico produto de amplificacdo polimérficos entre os genitores,
para serem utilizados no mapeamento de uma populacdo de soja constituida de 60
plantas F2 obtidas do cruzamento entre NIL's (linhagens quase isogénicas) dos
cultivares Clark e Harosoy. SOARES (2000), trabalhando da mesma forma com
uma populacdo de RIL, obteve 65 “primers’ microssatélites polimorficos na
populacdo, a partir de umaavaliagéo inicial de aproximadamente 500 “primers’.

Dos 127 “primers’ RAPD gque mostraram polimorfismos entre os genitores,
somente 65 mostraram polimorfismos na populacdo RIL.

A maior parte dos 65 “primers’ RAPD que evidenciaram polimorfismos entre

0s genitores e que produziram bandas monomorficas na populagdo RIL exibiram o
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alelo do progenitor BARC-8 em toda a populagdo. Provavelmente, a auséncia de
polimorfismos nesses locos seja devida ao fato de ter sido utilizada uma isolinha do
cultivar Garimpo, Garimpo RCH (resistente a0 cancro-da-haste), nos testes de
polimorfismo. Uma vez que ndo estavam disponiveis sementes da variedade
Garimpo, que foi usada para gerar as RILS, assumimos que poderiamos utilizar uma
isolinha de Garimpo. Os dados obtidos indicam que Garimpo RCH ndo é uma
isolinha de Garimpo e gque durante a sua criacdo, 0 arraste de material genético do
progenitor doador do gene de resisténcia ao cancro-da-haste foi expressivo. O
numero de retrocruzamentos efetuados pode néo ter sido suficiente para a completa
recuperagdo do genoma da variedade Garimpo na variedade Garimpo RCH,
podendo haver divergéncia genética entre esses dois gendtipos. Uma outra hipétese,
gue ndo pode ser descartada, € a de que a variedade Garimpo ndo seja geneticamente
pura, 0 que também poderia contribuir para esse tipo de comportamento dos
marcadores.

A segregacdo dos marcadores RAPD foi testada por meio do teste qui-
quadrado (P < 0,05). Todos os 65 que levaram a amplificacdo de fragmentos
polimarficos segregaram na proporcao mendeliana esperadade 1:1.

Esta mesma populagdo havia sido mapeada com 65 marcadores
microssatélites, (SOARES, 2000). Os dados de 15 novos marcadores
microssatélites, testados na populacdo e segregando na proporgdo de 1:1, os quais
nd haviam ainda sido avaliados foram incluidos nas andlise de mapeamento
(comunicacéo pessoal de SOARES).

Os dados dos marcadores RAPD polimorficos identificados neste trabalho,
dos 65 marcadores microssatélites mapeados por SOARES (2000) e dos 15
marcadores microssatélites até entdo ndo avaliados, estdo apresentados nos Quadros
4,5 e ANEXO (Quadro 8), respectivamente.
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Quadro 4 — Teste qui-quadrado da segregacdo dos marcadores RAPD
polimorficos identificados no presente trabalho. A letra A, representa o aelo
presente em Garimpo e aletra B, o alelo presente em BARC-8.

“Primer” Alelo c?  P(%) “Primer” Alelo c?  P(%)
A B A B

OPN14 64 54 0,84 35,72 OPAI15a 60 58 0,03 85,39
OPP09 58 60 0,03 85,39 OPAI15b 54 64 0,84 35,72
OPP12 59 59 0 100 OPAIO01 57 61 0,13 71,27
OPW08 56 62 0,30 58,07 OPANO3 62 56 0,30 58,07
OPY02 65 53 1,22 26,92 OPANO9 65 53 122 26,92
OPY Q7 59 59 0 100 OPAN20 56 62 0,30 58,07
OPY 13a 62 56 0,30 58,07 OPAO06 58 60 0,03 85,39
OPY 13b 60 58 0,03 85,39 OPAPO4a 62 56 0,30 58,07
OPY 14 57 61 0,13 71,27 OPAPO4b 56 62 0,30 58,07
OPY 17 62 56 0,30 58,07 OPAPO4c 61 57 0,13 71,27
OPZ06a 59 59 0 100 OPAPO4d 58 60 0,03 85,39
OPZ06b 61 57 0,13 71,27 OPAPOQO7a 59 58 0,09 92,63
OPZ18 56 62 0,30 58,07 OPAPO7b 61 57 0,13 71,27
OPAAOQO3 58 60 0,03 85,39 OPARO8 66 52 1,66 19,74
OPAA14 58 60 0,03 85,39 OPAS04 65 53 1,22 26,92
OPAA15 62 56 0,30 58,07 OPASO7 50 68 2,74 9,752
OPABO8a 56 62 0,30 58,07 OPASO8 54 64 0,84 35,72
OPABO8b 64 54 0,84 35,72 OPAT19 60 58 0,03 85,32
OPABO8c 57 61 0,13 71,27 OPAUO2a 53 65 122 26,92
OPAB11 59 59 0 100 OPAUO2b 65 53 122 26,92
OPAB13 65 53 122 26,92 OPAUM4 62 56 0,30 58,07
OPAB15 51 56 0,06 80,90 OPAU19 59 58 0,00 92,63
OPAB18a 53 65 1,22 26,92 OPAW(Q09a 64 53 1,03 3091
OPAB18b 65 52 144 22,94 OPAW(09b 60 58 0,03 85,39
OPAB19 67 51 2,16 14,07 OPAW18 57 61 0,13 7127
OPAB20 68 50 2,74 9,750 OPAX12 53 65 122 26,92
OPACOla 63 55 054 46,14 OPAX20 59 59 0 100
OPACO1b 50 68 2,74 9,753 OPAZ02 58 60 0,03 85,39
OPAC02 63 55 0,54 46,14 OPAZO7 55 63 0,54 46,14
OPAC0O4 59 58 0,09 92,63 OPBD16 67 51 2,16 14,07
OPAllla 61 57 0,13 71,27 OPBEO4 63 55 0,54 46,14
OPAI11b 61 57 0,13 71,27 OPBE13 56 62 0,30 58,07

OPBHO2 53 57 0,02 90,33
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Quadro 5 — Teste qui-quadrado da segregacdo dos 15 marcadores
microssatélites polimorficos identificados por SOARES (comunicacéo pessoal), até
entdo ndo avaliados. A letra A, representa o alelo presente em Garimpo e aletraB, o
alelo presente em BARC-8

“Primer” Alelo c?  P(%)
A B

Satt282 58 54 0,14 704

Satt215 52 56 0,14 70,03

Satt242 57 58 0,09 92,57
Satt471 58 58 0 100
Satt518 53 59 0,32 55,52
Satt082 54 61 042 51,39
Satt537 48 63 2,02 5,70

Satt536 56 56 0 100
Satt350 64 46 2,94 8,61
Satt286 57 59 0,03 85,26
Satt279 47 65 2,89 8,89
Satt454 53 59 0,32 5,70

Satt338 51 60 0,73 39,29
Satt594 54 58 0,14 70,54
Satt130 60 55 021 64,10

Em uma populagéo Fg espera-se encontrar 1,56% dos locos em heterozigose.
Essa proporcéo foi confirmada na populacéo RIL utilizada (dados n&o mostrados).
Como o programa que gera 0 mapa nao reconhece locos em heterozigose, quando os
dados sdo codificados como provenientes de RILS, tais dados foram eliminados da
analise com os “primers’ microssatélites avaliados no estudo inicial (SOARES,
2000). Como os marcadores RAPD ndo permitem a distingdo no individuos entre
locos homozigotos e heterozigotos e como estes Ultimos estariam presentes na
populacdo em uma freqiiéncia muito baixa, sua presenca foi desconsiderada nas

andlises.
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4.2. Mapa de ligacéo genética

Para 0 agrupamento dos marcadores e construcao do mapa de ligagcéo, foram

inicialmente definidos o “LOD score” (LOD = 3,0) e a mé&xima frequéncia de

recombinacéo (r = 0,40). Com os grupos definidos, foi determinada a ordem mais

provavel dos marcadores em cada grupo de ligagdo. Foram obtidos 24 grupos de

ligagdo pouco saturados, contendo 75 marcadores como pode ser observado na

Figural, além de 70 marcas ndo ligadas.

Figura 1 - Mapa genético da soja com base em uma populagdo RIL constituida por
118 linhagens obtidas do cruzamento entre as variedades BARC 8 e Garimpo. Os
grupos de ligagdo foram obtidos adotando-se os valoresde LOD = 3,0 er = 0,40. Os
valores a esguerda representam as distancias entre os marcadores (em cM), e a
direita estd a designacéo dos marcadores.
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Em estudos iniciais, na mesma populagdo, utilizando marcadores
microssatélites, SOARES (2000), havia mapeado 16 grupos de ligac&o contendo 40
marcadores. No presente trabalho, foram acrescentados aquele mapa 34 marcadores,
dos quais 21 sdo RAPD e 14 sdo microssatélites ndo alocados em grupos de ligagéo
anteriormente.

Os seguintes marcadores foram mapeados em 10 dos 16 grupos de ligagdo
definidos por SOARES (2000): OPAN09, OPACO02, OPACOla (MGL C1), Sait082
e Satt186 (MGL D,), Satt215 (MGL J), OPAI15b (MGL A1), OPAI15a (MGL G),
Satt123 (MGL O), Satt350, Satt537, Satt282 e OPZ18 (MGL D1b + W), OPBD16
(MGL L), e OPY02 (MGL B2). Ainda foram formados oito novos grupos de
ligagdo: MGL C2, MGL M, MGL 1, MGL 2, MGL 3, MGL 4, MGL 5 e MGL 6,
formados por marcadores RAPD e microssatélites ndo mapeados anteriormente.

A grande maioria dos marcadores mapeados por SOARES (2000), bem como
agueles mapeados no presente trabalho, foram posicionados nos mesmos grupos de
ligacdo definidos por CREGAN et al. (1999), trabalhando com populagdes F, do
cruzamento interespecifico Glycine soja x Glycine Max, o que demonstra a boa
representabilidade dos marcadores utilizados. Poucas alteragbes na ordem dos

marcadores em um dado grupo de ligagdo ou no seu posicionamento em diferentes
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grupos foram encontrados comparando-se 0 mapa agui obtido e aquele obtido por
CREGAN et a. (1999). As poucas ateracOes encontradas podem, muito
provavel mente, serem explicadas pelos diferentes tipos de popul agdes utilizadas nos
dois trabalhos, pelos tipos de progenitores usados para gerar as populagbes de
mapeamento, bem como pelo fato de uma populagdo ser derivada de cruzamento

interespecifico e outra de cruzamento dentro da mesma espécie.

4.3. Andlise do teor de proteina

Como ja determinado por SOARES (2000), o conteido de proteinas nas 118
familias apresentou distribuicéo aproximadamente normal, tanto no experimento de
Vigosa quanto no de Cascavel ANEXO [Figura 4 (A) e (B)]. Esse tipo de
distribuicdo indica que varios genes estdo envolvidos na determinagdo do contetido
de proteinas em soja. A média dessa caracteristica foi maior no experimento de
Cascavel ANEXO [(Figura 4 (B)]. Esse fato, provavelmente, sgja devido ao efeito
diferencial de fatores ambientais como temperatura, solo, atitude, entre outros, que
podem ter influenciado no acimulo de proteinas de reserva nas sementes nos dois
locais.

As andlises de variancia para cada loca ANEXO (Quadros 9 e 10)
evidenciaram que a precisdo experimental foi grande, tanto no experimento de
Vigosa quanto no de Cascavel. Os coeficientes de variagdo foram de 3,28%, em
Vicosa e 2,93% em Cascavel. Tanto as familias quanto os progenitores apresentaram
grande variabilidade quanto ao teor de proteina. A andlise de variancia conjunta dos
doislocais ANEXO (Quadro 11) indicou que fatores ambientais estédo envolvidos na
regulac@o da expressdo génica de proteinas de reserva nos dois ambientes (Vicosa e
Cascavel), pois a interacdo genétipo x ambiente foi significativa tanto nas
testemunhas quanto nas familias (SOARES, 2000).

A herdabilidade da caracteristica teor de proteina obtida por componentes de

variancia foi alta nos dois locais e também na analise conjunta. Isso significa que a
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maior parte da variacdo observada € devida a causas genéticas e reflete também a
precisdo experimental. Altos valores de herdabilidade para o teor de proteina,
utilizando-se componentes de variancia, também foram obtidos por PIOVESAN
(2000), em vérios cruzamentos com progenitores contrastantes quanto ao teor de

proteina.

4.4. Associacdo entre marcadorese QTLs

O melhoramento genético de espécies baseado em selecéo artificial depende
da habilidade do pesquisador em estimar a propor¢cdo de uma caracteristica de
interesse que é determinada por fatores genéticos herdaveis. E importante, da mesma
forma, distinguir este componente da porcdo do fenotipo determinada por fatores
ambientais. No caso de caracteristicas de herangca complexa, nas quais 0 componente
ambiental é importante, 0 melhorista pode encontrar grande dificuldade para exercer
uma selecdo adequada.

Nesses casos, a selecdo artificial pode ser facilitada pelo uso de marcadores
de DNA que estgjam proximos, ou mesmo, que flanqueiem os QTLs de interesse.
Usando o programa computacional JUMP, Versdo 3.1.6.2 (“SAS Institute Inc.”,
1990) e realizando-se andlises de regressdo simples para cada marcador e mdltiplas
para os marcadores flanqueando o QTL, foram identificados 11 marcadores
mapeados na populacdo cultivada em Cascavel-PR, com associagdo significativa
com a caracteristica “teor de proteina’ (Quadro 6).

Na andlise dos marcadores associados a caracteristica para as familias
cultivadas em Vicosa-MG foi encontrada associagdo significativa com probabilidade

(P < 0,05) para nove marcadores (Quadro 7).
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Quadro 6 - Andlises de regressdes simples e multiplas entre os marcadores
moleculares e a caracteristica teor de proteina das familias cultivadas em Cascavel-
PR.

Regressdo Simples  Regressdo Mltipla

Marcadores Gruposde  R? RPgusao F P>F F P>F
Ligacéo

OPAU19 MGL 5 460 3,82 4,965 0,0189

OPAW18 MGL 8 3,77 293 4,094 0,0206

OPAIl15a MGL G 366 2,79 3,980 0,0244

OPBD16 MGL L 552 4,68 5,730 0,0159 8,325 0,0003
Satt277 MGL C2 357 271 3869 0,0257 6,237 0,0023
Satt012 MGL G 485 3,68 5,907 0,0166
Satt523 MGL L 464 3,80 5,149 0,0136 7,954 0,0004
Satt082 MGL D2 360 240 3,258 0,0312 9,235 0,0009
Satt514 MGL D2 325 2,39 3,762 0,0208 8,5431 0,0004
Satt286 MGL C2 577 4,96 7,104 0,0088 4,322 0,0012
Satt528 MGL Al 2,18 1,50 0,678 0,4120

*R2 =31,36% *R%justado = 25,64%

Quadro 7 - Andlises de regressdes simples e multiplas entre os marcadores
moleculares e a caracteristica teor de proteina das familias cultivadas em Vicosa-
MG.

Regressdo Simples  Regresséo MUltipla

Marcadores  Gruposde R’ R’jusao  F P>F F P>F
Ligacéo
OPAABO8a MGL 2 2,64 1,80 3,146 0,0787
Satt144 MGL K 2,80 1,97 3,346 0,0699
Satt146 MGL 3 5,03 4,21 6,142 0,0146 6,311 0,0023
Satt167 MGL J 3,00 2,16 3,587 0,0607

OPACO01b MGL 3 547 4,65 6,712 0,0108 7,544 0,0015
Satt276 MGL C2 336 2,80 4,375 0,0387
Satt384 MGL F 450 3,65 5,437 0,2140
Satt084 MGL C1 321 2,38 3,852 0,0521
Salt286 MGL C2 2,62 190 3,321 0,0674

*R2 =31,28% *R%justado = 25,55% vigosa

A predicdo do valor de uma marca genética a ser usada como ferramenta de
selecdo artificial em programas de melhoramento depende de varios fatores.
Repetibilidade do processo e proximidade de ligagdo entre o marcador genético e o
gene de interesse aparecem como pontos de suma importancia. A existéncia de uma
ligacdo estreita entre um QTL e um marcador genético (<10 cM) podera permitir

que este marcador venha a ser utilizado como uma eficiente ferramenta de selegéo.
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4.5. Mapeamentode QTLs

A andlise de regressdo pelo programa JUMP, Versdo 3.1.6.2 (“SAS Institute
Inc.”, 1990) apenas informou se os marcadores mapeados estavam associados a
caracteristica “teor de proteina’. No entanto, esse tipo de andlise ndo informa a
respeito do posicionamento relativo entre o marcador e um possivel QTL. Com o
intuito de aumentar o poder de deteccdo de QTLs e melhorar a precisdo das
estimativas do seu efeito e posicdo, foi utilizado o méodo de mapeamento por
intervalo composto (ZENG et al., 1993). Este método € baseado na separacdo do
QTL presente no intervalo analisado. O procedimento desconsidera 0s possiveis
QTLs posicionados em outros intervalos, que ndo estgjam sendo analisados, de
forma aisolar o efeito de um QTL do efeito de outros possiveis QTLS presentes em
interval os adjacentes.

O ponto de corte para mapeamento de possiveis QTLs, dentro de um
intervalo testado, foi obtido por teste de permutacdo (DEORGE et al., 1996).
Adotando-se um nivel de significancia de 5% para o mapa completo, sendo este 6,4
e 12,8 para as familias cultivadas em Cascavel-PR e VigosaM G respectivamente.

Empregando-se este nivel de significancia, foram mapeados trés QTLS,
associados com teor de proteina do gréo, nos grupos de ligagdo MGL D2, MGL L e
MGL C22 para as familias cultivadas em Cascavel-PR, os quais explicam 7,8% e
8,1% e 7,4% da caracteristica, respectivamente. Um QTL foi mapeado, associado
com a caracteristica, no grupo de ligacdo MGL 3, para as familias cultivadas em
VicosasMG que explica aproximadamente 16,7% da caracteristica. Empregando o
nivel de significancia de 10%, SOARES (2000), identificou dois QTLs na populagdo
de Cascavel-PR, nos grupos de ligagdo MGL C1, MGL C2.

Para confirmar os dados obtidos com mapeamento por intervalo composto,
foi efetuada a regressdo multipla, pelo programa JUMP. Para as plantas cultivadas
em Cascavel-PR, os marcadores Satt082 e Satt514 (grupo de ligagdo MGL D2)
(Figura 2A), Satt523 e OPBD16 (grupo de ligacdo MGL L) (Figura 2B) e Satt277 e
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Satt286 (grupo de ligagdo MGL C22) (Figura 2C) explicam cerca de 9,4%, 10,1% e
9,8% do teor total de proteina presente no gréo, respectivamente. Os marcadores
OPACO1b e Satt1l46 (grupo de ligacdo MGL3) (Figura 3) explicam juntos
aproximadamente 19,7% do teor total de proteina do gréo para as plantas cultivadas

em Vigosa-MG.
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Grupodeligacdo MGL D2 (A)

Grupodeligacdo MGL L (B)

Figura 2 - QTL’s encontrados nas andlises das familias cultivadas em
Cascavel-PR presentes no grupo de ligacéo MGL D2 (A) e MGL L (B). Foi
utilizado um nivel de significancia de 5%.



Grupodeligacdio MGL C22(C

Figura 2 - QTL encontrado nas analises das familias cultivadas em Cascavel-
PR presentes no grupo de ligagdo MGL C22 (C). Foi utilizado um nivel de
significancia de 5%.
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Figura 3 - QTL encontrado nas andlises das familias cultivadas em Vigosa
MG presente no grupo de ligagdo MGL 3. Foi utilizado um nivel de significancia de
5%.

Diversos genes relacionados a teor de proteina em soja foram mapeados
(DIERS et d., 1992). MANSUR et a. (1993), encontraram marcadores RFLP
proximamente associados a genes gue determinam teor de proteina em soja no grupo
deligacdo A2.

Ostrés possiveis QTLs identificados e mapeados nas linhagens cultivadas em
Cascavel, juntos explicam aproximadamente 24% da caracteristica “teor de
proteina’ do grdo de soja. Da mesma forma, o Unico QTL identificado e mapeado
para as linhagens cultivadas em Vicosa explica cerca de 16,7% da mesma
caracteristica. Em ambos os casos, a estreita ligacdo obtida, bem como o
posicionamento de QTLSs, flangueados por marcadores RAPD ou microssatélites,
podera permitir com maior eficiéncia o monitoramento da transmissdo e a
determinacdo da presenca destes QTLs em linhagens que estejam sendo submetidas

a programas de melhoramento em Vigosa ou Cascavel.
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Estudos posteriores deverdo ser conduzidos visando aumentar o grau de
saturacdo do mapa. Isto poderd permitir a identificacdo de novos QTLS que

expliqguem umamaior porcentagem da expressdo da caracteristica
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5. CONCLUSOES

Dos 1200 “primers’ RAPD testados nos progenitores BARC-8 e Garimpo,
127 evidenciaram polimorfismos, isto €, cerca de 10,6%. Esse dado confirma a
estreita base genética da soja cultivada.

Dos 127 “primers’ RAPD que mostraram polimorfismos entre os
progenitores, somente 65 evidenciaram polimorfismos na populacdo de 118
“Recombinant inbred lines’ (RILs) derivada do cruzamento entre BARC-8 e
Garimpo. Isto ocorreu provavelmente, devido ao fato de ter sido utilizada uma
isolinha do cultivar Garimpo, Garimpo RCH (resistente ao cancro-da-haste), nos
testes de polimorfismo dos progenitores.

Todos os 65 que levaram a amplificagdo de fragmentos polimorficos
segregaram na proporcao mendeliana esperada de 1:1, pelo teste do qui-quadrado.

Na andlise de agrupamento dos marcadores e construcdo do mapa de ligagéo,
foram obtidos 24 grupos de ligagéo pouco saturados, contendo 75 marcadores.

Nas anadlises de regressdo simples e multipla foram identificados 11
marcadores mapeados na populacdo cultivada em Cascavel-PR, e nove marcadores
para as familias cultivadas em VicosasMG 0s quais apresentaram associacao
significativa com probabilidade (P < 0,05) para a caracteristica “teor de proteina’.

Empregando-se 0 método de mapeamento por intervalo composto, foram
mapeados trés QTL s associados com teor de proteina do gréo, nos grupos de ligagdo
MGL D2, MGL L e MGL C22, para as familias cultivadas em Cascavel, 0s quais
explicam 7,8% e 8,1% e 7,4% da caracteristica, respectivamente. Foi também
mapeado um QTL parateor de proteina, no grupo de ligacdo MGL 3, para as familias
cultivadas em Vicosa, o qual explica aproximadamente 16,7% da caracteristica.

Estudos posteriores deverdo ser conduzidos, visando aumentar o grau de
saturacdo do mapa. Isto poderd permitir a identificacdo de novos QTLS que

determinem um maior porcentagem da expressao da caracteristica.
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7. ANEXO

Quadro 8 — Teste qui-quadrado da segregacéo dos marcadores microssatélites
polimorficos identificados por SOARES (2000). A letra A, representa o aelo
presente em Garimpo e aletra B, o alelo presente em BARC-8.

“Primer” Aldo ¢ P(%) “Primer” Alelo ¢ P(%)
A B A B

Satt177 45 66 099 31,89 Satt300 50 56 0,02 8888
Satt144 47 63 058 4456 Satt304 50 53 0,08 77,68
Satt055 48 63 051 4765 Satt325 62 54 014 71,03
Satt186 55 53 0,01 9232 Satt333 55 63 014 7127
Sat-091 46 67 098 3233 Satt345 65 51 042 51,93
Sat-135 67 48 0,78 3457 Satt369 66 52 042 5157
Sat-105 55 60 005 8157 Satt318 57 60 002 8897
Sat-084 43 70 1,161 2041 Satt324 54 56 0,036 84,87
Sat-085 55 59 004 8514 Satt384 58 56 0,035 85114
Sat-112 54 53 000 9614 Satt353 57 58 008 9257
Satt190 54 56 0,01 9240 Satt377 57 58 008 9257
Satt164 64 48 057 4497 Satt399 55 61 0,08 7806
Satt167 48 62 045 5045 Satt422 55 61 0,08 7806
Satt183 55 61 0,08 78,06 Satt441 56 59 0,02 8888
Satt153 68 46 1,06 30,29 Satt449 53 62 0,704 40,13
Satt146 46 61 053 4684 Satt462 50 58 0,009 92,63
Satt181 55 55 0,00 100 Satt468 59 58 000 9631
Satt184 58 47 029 5914 Satt475 50 53 0,321 57,07
Satt012 63 50 0,37 54,09 Satt476 50 57 0,034 8526
Satt129 55 62 0,10 74,63 Satt495 63 55 014 7127
Satt123 60 42 0,79 37,29 Satt506 50 59 0 100

Satt147 53 58 0,06 81,08 Satt514 48 62 044 5083
Satt139 52 72 0877 31,24 Satt520 62 54 011 7441
Satt193 62 52 022 639 Satt522 55 61 0,08 7866
Satt199 57 54 002 8868 Satt523 51 60 0,18 6693
Satt216 51 56 006 80,90 Satt526 54 62 014 71,03
Satt226 53 52 0,010 9222 Satt527 52 58 0,08 7748
Satt232 53 52 0,010 9222 Satt528 58 57 0,09 92570
Satt241 50 41 081 3681 Satt529 50 59 0 100

Satt276 53 55 001 9233 Satt531 68 49 0,77 37,98
Satt277 67 47 0,88 34,90 Satt538 61 57 003 8539
Satt281 56 54 0,01 9240 Satt549 52 65 0,36 5979

Satt303 49 57 0,15 69,76
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Figura — 4 Distribuicdo dos teores de proteina em 118 linhas endogamicas
recombinantes (RILs) cultivadas em VicosasMG (A) e Cascavel-PR (B).
Determinado por SOARES, 2000
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Quadro 9 - Andlise de variancia do experimento de Vigcosa e estimativas da
variancia genética (s °g), da herdabilidade (h?) e do coeficiente de variagdo (CV).
Resultados apresentados por SOARES, 2000

FVv GL SO QM F
Familias 117 1065,879 9,110 3,769**
Testemunhas 1 1079,238 1079,238 446,520**
Residuo 15 36,261 2,417

" Significativo a 1% de probabilidade.
s?=6,693; h” = 73,4%; CV = 3,28.

Quadro 10 - Analise de variancia do experimento de Cascavel e estimativas da
variancia genética (s°g), da herdabilidade (h°) e do coeficiente de variacéo (CV)

FV GL SO QM F
Familias 117 861,145 7,360 4,916**
Testemunhas1 444,398 444,398 206,850% *

Residuo 13 19,463 1,497

" Significativo a 1% de probabilidade. s*g = 6,043; h®= 82,11%; CV = 2,93.

Quadro 11 - Andlise de variancia conjunta dos experimentos de Vigosa e Cascavel e
estimativas da varidncia genética (s°g), da herdabilidade (h”) e do coeficiente de
variagéo (CV)

FVv GL SQ QM F
Ambiente (A) 1 2195,980 2195,980 1143,14**
Testemunha (Te) 1 8,766 8,766 4 56*
TeXA 1 479,594 479,594 249,66* *
Familias (F) 117 1456,436 12,448 3,095**
FXA 117 470,587 4,022 2,09*
Grupo 1 21,437 21,437 11159**
Residuo 29 55,724 1,921

Tota 267

*Significativo a 5% de probabilidade. ~ Significativo a 1% de probabilidade.
CV=3,10%; s°=5,236; e h*=73,16%.
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