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RESUMO

GOOD-GOD, Pedro Ivo Vieira, M. S., Universidade Federal de Vigosa, agosto
de 2004. Divergéncia genética e capacidade combinatdria de cultivares
de soja para teores de acidos graxos. Orientador: Everaldo Gongalves de
Barros. Conselheiros: Cosme Damido Cruz e Maurilio Alves Moreira.

A obtencéo de gendtipos com teores modificados de acidos graxos tem
sido, marcadamente, um dos principais objetivos em programas de
melhoramento de soja. A reducdo do teor de acido linolénico, com o
concomitante aumento do teor de acido oléico, é considerada como a principal
estratégia para tais programas, tendo em vista a obtencdo de ganhos na
qualidade do 6leo. Nao obstante, pouco progresso foi alcancado por meio de
métodos de melhoramento convencionais, levando os melhoristas a optarem
por diferentes tecnologias, como o0 uso de mutacao induzida e a obtencao de
variedades transgénicas. O entendimento e a quantificacdo do tipo de acéo
génica é de fundamental importancia para a obtencédo de ganhos genéticos e,
nesse sentido, pouco se conhece com relacdo aos teores de acidos graxos.
Com base em sete gendétipos de soja com teores diferenciados de &cidos
graxos, objetivou-se no presente estudo: (1) avaliar o potencial genético dos
genitores; (2) realizar estudo de divergéncia genética com base nos teores de
acidos graxos e por meio de marcadores microssatélites; (3) avaliar a
capacidade de combinacdo entre o0s gendtipos utilizados, por meio de
cruzamentos dialélicos, bem como quantificar os efeitos reciprocos na analise
de sementes Fi; (4) identificar os cruzamentos de maior potencial com base
nos parametros genéticos estimados. Os gendtipos BARC-12, C2022, N85-
2124 e N85-2176 apresentaram o melhor desempenho quanto ao reduzido teor
de acido linolénico (£ 4,0%). Os gendtipos BARC-12 e N85-2176 apresentaram
o teor de &acido oléico superior a 47,0%. A divergéncia genética entre os
progenitores calculada com base nas distancias generalizadas de Mahalanobis,
evidenciou a formacao de grupos divergentes entre os genétipos avaliados. As
dissimilaridades moleculares estimadas pelo complemento do coeficiente de

coincidéncia simples foram suficientes para a determinacdo de grupos

vii



coincidentes aqueles determinados pelas distancias generalizadas de
Mahalanobis, no entanto, ndo houve correlagdo entre as medidas de
distancias. Agdo génica aditiva e nao-aditiva foram significativamente influentes
na determinacdo dos teores de acidos graxos havendo, no entanto,
preponderancia de acao aditiva. Efeito reciproco geral foi significativo para o
teor de acido oléico, indicando a influéncia de genes extranucleares de origem
materna e paterna. Para o teor de acido linolénico, verificou-se a influéncia da
interacdo de genes nucleares e extranucleares. A presenca de efeitos
reciprocos pode indicar em maior ou menor escala a acdo de efeito
citoplasmatico na determinacédo dos teores de acidos graxos. Os progenitores
N85-2124 e NB85-2176 apresentaram a mais alta capacidade geral de
combinacado tanto para a reducdo do teor de acido linolénico quanto para o
aumento do acido oléico. Tendo por base um programa de retrocruzamentos,
0s cruzamentos N85-2124 vs CS926602 e N85-2176 vs B412113 foram os
mais recomendados, com base na média e na capacidade de combinacao para
0 aumento do teor de &cido oléico. Da mesma maneira, 0s cruzamentos entre
N85-2124 vs B412113 e N85-2176 vs CS92 6602 foram o0s mais
recomendados para a obtencéo de populac6es visando a selecao de genoétipos

com reduzido teor de acido linolénico.
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ABSTRACT

GOOD-GOD, Pedro Ivo Vieira, M. S., Universidade Federal de Vigcosa, August,
2004. Genetic divergence and combining ability among soybean
cultivars for fatty acid content. Adviser: Everaldo Gongalves de Barros.
Advisory Committee Members: Cosme Damidao Cruz and Maurilio Alves
Moreira.

The development of cultivars with modified fatty acid contents is one of the main
goals of several soybean breeding programs. Reduction on linolenic acid and
increase on oleic acid contents are pursued in these programs because these
modifications lead to gain on oil quality. However, little progress has been
achieved through conventional breeding methods. This fact has led to the use
of alternative breeding strategies such as induced mutagenesis and
transgenesis.  Understanding and quantifying the type of gene action is of
paramount importance to obtain genetic gain. However, little is known in this
aspect in relation to fatty acid content. Based on seven soybean genotypes
contrasting for fatty acid composition, this work aimed at: (1) evaluating the
genetic potential of the progenitors used; (2) determining the genetic divergence
based on the fatty acids content and through microsatellites markers; (3)
evaluating the combining capacity and reciprocal effects in F; seeds using
diallel crosses; (4) identifying the crosses with greater potential based on the
genetic parameters estimated. The genotypes BARC-12, C2022, N85-2124
and N85-2176 presented better performance for reduced linolenic acid content
(= 4%). The genotypes BARC-12 and N85-2176 presented an oleic acid
content higher than 47%. The genetic divergence among the progenitors based
on the Mahalanobis generalized distances lead to the clustering of divergent
groups among the genotypes analyzed. Cluster analyses based on the
molecular dissimilarities measured by the complement of the simple match
coefficient lead to groups which were coincident with those obtained with data
determined by the Mahalanobis generalized distances, however, there were no
coincidences among the distances determined by the two methods. Both

additive and non-additive gene actions affected significantly the fatty acid



content, however, the additive component was the most preponderant. The
general reciprocal effect was significant for oleic acid content indicating the
influence of extranuclear genes on this character. The interaction between
nuclear and extranuclear genes was observed on the determination of linolenic
acid content. The presence of reciprocal effects are indicative of the
cytoplasmic action on the determination of fatty acid content. The progenitors
N85-2124 and N85-2176 showed the highest general combining capacity both
for reduction of linolenic acid content and for the increase on oleic acid content.
Being based on one it programs of backcross, the crosses N85-2124 vs
CS926602 and N85-2176 vs B412113 were the most recommended based on
the means and on the combination ability for high oleic acid content. In this
way, the crosses N85-2124 vs B412113 and N85-2176 vs CS92 6602 were the
most recommended for obtaining populations aiming the selection of genotypes

with reduced linolenic acid content.



1. INTRODUCAO

Os Triacilglicerois (TAG) envolvem uma classe de lipidios neutros que
sdo formados por 3 cadeias de &acidos graxos, iguais ou diferentes,
esterificadas a uma molécula de glicerol. Mais conhecidos como 6leos e
gorduras, os triacilglicerdis tém importante funcédo na nutricdo humana, além de
serem utilizados no preparo cotidiano de alimentos. Os TAG provenientes dos
Oleos vegetais sdo a principal fonte de acidos graxos essenciais ha
alimentacdo do homem. Acidos graxos essenciais sdo aqueles que ndo podem
ser sintetizados pelo metabolismo humano, tornando-se assim imprescindivel o
seu fornecimento através dos alimentos (SILVEIRA et al., 1989).

Cerca de 90% do 6leo vegetal produzido no mundo é destinado a
alimentacdo humana, sendo, principalmente, comercializado na forma de
margarinas, gordura vegetal hidrogenada e 6leos para saladas e frituras
(TOPFER et al., 1995; YADAV, 1996). Os 0leos vegetais apresentam grande
variacao nos teores de acidos graxos, consequéncia direta, portanto, da grande
variacdo na composicdo dos lipidios armazenados nos tecidos de reserva em
sementes de oleaginosas (TOPFER et al.,1995). A maioria dos &acidos graxos
de plantas e de outros organismos tem cadeia longa, de 16 a 18 carbonos, e
contém de uma a trés ligac6es duplas em conformacédo cis (OHLROGGE e

BROWSE, 1995). A composicdo dos acidos graxos distribuidos nas moléculas



de lipidios determina uma série de caracteristicas do Oleo, como a sua
qualidade para a industria alimenticia, o valor nutricional, o sabor, o odor, além
de propriedades fisicas e quimicas, como a maior resisténcia a processos de
oxidacdo e seu ponto de fusdo (SOMERVILLE & BROWSE, 1991; YADAYV,
1996; WHITE et al., 2003).

O 6leo de soja (Glycine max (L.) Merr.) € um dos principais 6leos
comestiveis utilizados no mundo. Naturalmente, hd uma constante demanda do
mercado por uma melhor qualidade do éleo de soja, o que implica, por sua vez,
na necessidade da obtencdo de uma matéria prima com atributos adequados a
tais exigéncias. A estabilidade oxidativa do Oleo de soja é determinada pela
composicdo de acidos graxos e pelo seu arranjo nas moléculas de TAG. Trés
fatores determinam o aumento da estabilidade oxidativa do 6leo de soja: (1) o
decréscimo na composicdo de &cidos graxos polinsaturados (como o acido
linoléico e linolénico) e o concomitante aumento de acido oléico e de &cidos
graxos saturados; (2) a modificacdo da composi¢do de TAG com o decréscimo
no conteudo de TAG formados pelos acidos linoléico e linolénico, e o aumento
de TAG formados pelos acidos palmiticos e estearicos em combinacdo com o
acido oléico; e, (3) a modificacdo da estrutura do TAG, acompanhada por um
acréscimo de acidos graxos saturados e pela reducdo de &cidos graxos
polinsaturados no carbono 2 da molécula de glicerol (NEF & LIST, 1999).

NEF et al. (1992) demonstraram que, em Oleos de soja de diferentes
composicdes de acidos graxos, a peroxidacdo aumenta a medida que aumenta
o numero de duplas ligacbes. Da mesma maneira, DUNTON et al. (1951)
haviam comprovado que problemas na estabilidade oxidativa do 6leo de soja e
0 seu sabor estavam relacionados com o conteldo de acidos graxos
polinsaturados, em especial o 4cido linolénico. Em decorréncia desse fato, a
qualidade do 6leo de soja nao é ideal para fins industriais, principalmente por
causa da sua baixa estabilidade oxidativa.

Variedades de soja convencionais apresentam composicdo média do
Oleo de, aproximadamente, 16% de acidos graxos saturados, 27% de &cidos
graxos monossaturados e 57% de &acidos graxos polinsaturados (FEHR &
CURTISS, 2004). Dentre os acidos saturados sdo encontrados os &cidos
palmitico (12%) e esteérico (4%). O palmitato contém em sua molécula 16

atomos de carbono (16:0), ao passo que o estearato apresenta 18 atomos de



carbono (18:0). O &cido oléico (18:1), apresenta 18 4tomos de carbono e uma
insaturacdo em sua cadeia carbbnica, e é a Unica forma monossaturada
encontrada no 6leo de soja. Os acidos linoléico (18:2) e linolénico (18:3)
perfazem as formas polinsaturadas encontradas e apresentam teores médios
de 50% e 7%, respectivamente (YADAV, 1996).

Diversos programas de melhoramento tém sido conduzidos com o
objetivo de melhorar a qualidade da fracdo 6leo dos gréos de soja (HAWKINS
et al., 1983; MOREIRA et al., 1999; FEHR & CURTISS, 2004). Em geral, a
énfase primaria desses programas é dada a reducdo na percentagem de acido
linolénico, por este estar associado a depreciacdo do sabor e estabilidade do
o0leo (HAWKINS et al., 1983). Assim, obter gendtipos que apresentem teores
reduzidos de acido linolénico pode ser considerada uma boa estratégia para a
melhoria da qualidade do 6leo. Da mesma maneira, 0 aumento do teor de acido
oléico em sementes de soja também pode ser considerada como uma boa
alternativa para a obtencdo de ganhos na qualidade do 6leo. RAHMAM et al.
(1996a) mencionam que Oleo de soja com alto conteado de &cido oléico, o
torna menos suscetivel a reacdes oxidativas durante o refino, armazenamento
€ Uso no cozimento e fritura.

Devido a pequena variabilidade genética encontrada para o teor de
acido linolénico em soja, os programas de melhoramento genético inicialmente
basearam-se na obtencdo de acessos e de gendtipos mutantes, com baixos
contetdos de acido linolénico (HAMMOND & FEHR, 1983). Vérios gendtipos
foram obtidos pelo tratamento quimico ou fisico de sementes de soja, seguido
pela selecdo de linhas de composicao desejada (WILCOX et al. 1984).

Embora a heranca para o teor de acidos graxos em determinados
cruzamentos seja influenciada por poucos genes de efeito maior, € relevante o
efeito de genes menores e a acdo do ambiente na expressao fenotipica da
composicdo de acidos graxos do Oleo de soja. Estes fatos indicam ser a
heranca para esta caracteristica de natureza quantitativa (FEHR et al., 1992;
GESTEIRA, 1997).

Para que possam ser desenvolvidas linhagens com composi¢cdes
desejaveis de acidos graxos é necessario que se conhecam a natureza da
heranca e a variacdo desse carater. O aumento do teor de acido oléico

associado a reducao do teor de acido linolénico, como mencionado, pode ser a



principal estratégia para a melhoria da composicdo do 6leo. A determinacéo de
parametros genéticos relacionados a estes caracteres pode facilitar a escolha
do melhor método de selecdo bem como oferecer estimativas de progresso
durante o programa de melhoramento.

A escolha de progenitores e o0 planejamento dos cruzamentos s&o
importantes etapas para o sucesso de um programa de melhoramento.
Explorar de maneira racional a variabilidade dos progenitores disponiveis
aumenta sobremaneira as chances de desenvolvimento de novas variedades.
Dessa forma, deve-se planejar de maneira cuidadosa a combinacdo de
progenitores, esperando-se assim que possam ser obtidos os melhores
gendtipos.

Para que seja possivel definir as melhores combinacdes de progenitores
em um programa de melhoramento, devem ser feitos testes adequados entre
estes progenitores. Estes testes devem fornecer parametros genéticos que
possibilitem a determinacdo dos melhores cruzamentos. Os dialelos séo
delineamentos genéticos utilizados com o intuito de estimar parametros Uteis
na selecdo de progenitores para hibridacdo e no entendimento dos efeitos
genéticos envolvidos na determinacdo dos caracteres (CRUZ & REGAZZI,
1994).

Quando diferentes progenitores contrastantes sao combinados e
testados, obtém-se informacBes a respeito do genitor em si e de seu
desempenho em relacéo a outros progenitores. Varias metodologias de analise
dialélica tém sido descritas para a obtencado de estimativas desta natureza. No
modelo proposto por GRIFFING (1956) sao estimados os efeitos e as somas
de quadrados de efeitos de capacidade geral e especifica de combinacdo. No
modelo proposto por GARDNER & EBERHART (1966) sao avaliados os efeitos
de variedades e heterose varietal. A proposta de HAYMAM (1954) fornece
informacdes sobre o mecanismo basico de heranca do carater em estudo, dos
valores genéticos dos progenitores utilizados e do limite de selecdo. Assim,
além de serem uteis no processo de selecdo de progenitores, as analises
dialélicas dao informacdes sobre importantes fenbmenos genéticos, como
heterose e controle genético dos caracteres (CRUZ & REGAZZI , 1994).

No Programa de Melhoramento da Qualidade e Sabor da Soja (PMQS)

do BIOAGRO/UFV existem diferentes acessos para baixos teores de acido



linolénico e alto teor de &cido oléico. Como mencionado anteriormente,
linhagens naturais apresentam, para estes caracteres, um padrdo de heranca
continua. Até o presente momento, ndo existem relatos indicando estudos
sobre a capacidade de combinacdo no desenvolvimento de cruzamentos para
tais caracteristicas. O estudo destas fontes devera facilitar e otimizar o
desenvolvimento de linhagens de interesse ao programa, permitindo a escolha
das melhores combinagdes entre pais, tendo em vista a obtencdo de ganhos
genéticos para o aumento do contetdo de acido oléico e a redugdo do &cido
linolénico.

Com base no que foi descrito, este trabalho tem como objetivos:

1. Avaliar o potencial e efetuar estudo de divergéncia genética de
progenitores de soja com base nos teores de acidos graxos.

2. Efetuar estudo de divergéncia genética com base em dados
moleculares e correlacionar com as medidas de distancia estimadas com base
nos teores de acidos graxos.

3. Avaliar a capacidade de combinacdo para os teores de &cidos
graxos nas populagdes disponiveis do PMQS do BIOAGRO/UFV.

4. Estimar os parametros genéticos com relacédo aos teores dos acidos
graxos.

5. ldentificar os cruzamentos de maior potencial, com base na média e
na capacidade de combinacao.

6. Detectar a existéncia de efeito reciproco em cruzamentos de

progenitores de soja em relacdo aos teores de acidos graxos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Biossintese de Acidos Graxos

A biossintese de acidos graxos em tecidos vegetais é via essencial para
0 metabolismo dos lipidios, pois fornece moléculas estruturais basicas para as
membranas das células, na formacdo de glicerofosfolipidios e esfingolipidios
(denominados lipidios de membranas ou polares), além de serem as principais
formas de armazenamento quimico de energia nas células, encontrados na
forma de triacilglicer6is (denominados de lipidios de armazenamento ou
neutros). Os triacilglicerois (TAG) sao os lipidios mais simples construidos a
partir de acidos graxos e consistem de uma molécula de glicerol esterificada a
trés cadeias de acidos graxos iguais ou diferentes entre si (NELSON & COX,
2000).

A biossintese de acidos graxos ocorre principalmente em duas
organelas, nos cloroplastos e no reticulo endoplasmatico liso (Figura 1). O
inicio da sintese ocorre nos cloroplastos, compartimento no qual o NADPH é
disponivel para as reducfes necessarias a sintese, onde as cadeias de acidos
graxos sao elongadas até comprimentos de 16 a 18 atomos de carbono. Neste
compartimento ocorre ainda, de forma concomitante, a sintese de lipidios das
membranas plastidiais (YADAV, 1996). No reticulo endoplasmético liso, as

cadeias de &cidos graxos provenientes dos cloroplastos sdo aumentadas,



insaturadas ou processadas em reacbes adicionais, para a formacédo de
triacilglicerdis ou fosfolipidios, conforme as necessidades do metabolismo
celular (MEKHEDOQV et al., 2000).

A via plastidial da sintese de acidos graxos € marcada pela atuacao de
dois sistemas de enzimas: a acetil-CoA carboxilase (ACCase) e a acido graxo
sintase (FAS) (Figura 2). A ACCase é responsavel pela ativacdo de moléculas
de acetil-CoA (os precursores da sintese de acidos graxos) por meio da
formacdo de malonil-CoA. Esta reacdo envolve a carboxilagdo do acetil-CoA,
com gasto de ATP, formando de maneira irreversivel o malonil-CoA, e indica o
inicio da sintese. No processo sintético, todas as demais reacdes sao
catalisadas pela FAS, que consiste em um complexo multienzimatico formado
por sete polipeptideos e pelo menos trés outras proteinas. Essas proteinas
agem em conjunto para catalisar a formacédo de 4cidos graxos a partir de acetil-
CoA e malonil-CoA (YADAYV, 1996).
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Figura 1. Representacao esquematica da biossintese do 6leo em vegetais. O caminho
biossintético de glicerolipidios, nos plastidios, é improvavel de ser significativo em
sementes oleaginosas em desenvolvimento. A linha tracejada entre DAGs
(diacilglicerois) plastidiais e extraplastidiais denota troca de glicerolipideos entre os
dois compartimentos por mecanismo(s) desconhecido(s) (YADAV, 1996 - Modificado).

Abreviaturas e explicacdes, vide texto.
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Figura 2. As reacBes da sintese de &cidos graxos saturados. Acetil-CoA € a unidade
bésica de construcdo da cadeia de &cido graxo e participa como substrato para a
acetil-CoA carboxilase (reagéo 1) e como um iniciador para a reagdo de condensacao
(reacdo 3). Adaptado de OHLROGGE & BROWSE (1995).

A etapa inicial da elongacdo das cadeias acila dos acidos graxos é a
condensacdo dos grupos ativados acetil e malonil para formar um grupo
acetoacetil-ACP, catalisada pela enzima b-Cetoacil-ACP sintase (KS). Esta
‘reacdo inicial é promovida pela isoforma Ill da enzima KS. A isoforma KS |
permite a elongacdo da cadeia acil até palmitoil-ACP (C16:0). A isoenzima Il €
requerida especificamente para a elongacdo de palmitoil-ACP (C16:0) a
estearil-ACP (C18:0). Devido ao fato da enzima FAS (&cido graxo sintase) ser
formada por polipeptideos individuais torna-se possivel ocorrerem alteracées
estequiométricas nas reacfes de condensacao que constroem as cadeias de
acidos graxos, pelo uso de diferentes isoenzimas nos variados tipos celulares
ou segundo os diferentes substratos (SOMERVILLE & BROWSE, 1991).



ApOs a etapa inicial de condensacdo, realizada pela enzima KS,
seguem-se as etapas subsequentes de reducéo do grupo carbonila do residuo
acil-ACP, catalisada pela enzima b-Cetoacil-ACP redutase (KR), convertendo
3-cetoacil-ACP em 3-hidroxiacil-ACP; desidratacao, catalisada pela enzima b-
Hidroxiacil-ACP desidratase (HD), formando 2,3 trans-enoil-ACP, um
intermediario com dupla ligacdo; e, finalmente, a reducdo da dupla ligacéo,
catalisada pela enzima Enoil-ACP redutase (ER), convertendo o 2,3 trans-enoil-
ACP em um acil-ACP saturado (NELSON & COX, 2000).

O principal produto do sistema acido graxo sintase (FAS) é o palmitato
(16:0), precursor de acidos graxos de cadeia longa, como o estearato (18:0) e
outros acidos graxos de cadeias mais longas. Alternativamente, o estearato
pode sofrer dessaturacdes catalisadas por Acil-ACP dessaturases. No estroma
dos plastidios, ocorre a dessaturacao do estearil-ACP para a forma oleoil-ACP
em uma reacdo catalisada pela estearil-ACP (D9) dessaturase (SD) (LOS e
MURATA, 1998). Esta enzima é uma dessaturase soluvel que requer O, e
ferrodoxina reduzida como doadores de elétrons (YADAV, 1996). Como a
enzima SD catalisa a primeira dessaturacdo que ocorre para a formacéo de
acidos graxos polinsaturados, o seu papel é fundamental na determinacdo do
qualidade do 6leo (OHLROGGE & JAWORSKI, 1997). Em contrapartida, pelo
fato da enzima SD né&o dessaturar palmitoil-ACP, o controle da elongacéo de
palmitoil-ACP a estearoil-ACP é um ponto-chave em determinar o nivel de
acidos graxos saturados encontrados tanto nos lipidios de membrana quanto
nos de reserva (SOMERVILLE & BROWSE, 1991).

As reacdes de sintese de acidos graxos sdo terminadas pela hidrélise ou
transferéncia da cadeia acila da ACP. A hidrélise é catalisada pela acil-ACP-
tioesterase (TE), da qual existem dois tipos principais: uma tioesterase
relativamente especifica para 18:1-ACP e outra mais especifica para acil-ACP
saturados. Acidos graxos que séo liberados de ACPs pela tioesterase saem do
plastidio e entram na via lipidica citosllica, onde sdo primeiramente
esterificados a glicerolipidios no reticulo endoplasmatico (OHLROGGE &
JAWORSKI, 1997).

Durante a biossintese dos acidos graxos, 16:0-ACP e 18:0-ACP séo

pontos de ataque para duas reacdes competitivas: a razdo de atividade das



enzimas KS Il e TE no substrato 16:0-ACP e a razao de atividade das enzimas
SD e TE no substrato 18:0-ACP, as quais determinam o contetudo de 16:0 e
18:0 sintetizados, respectivamente. Assim, a interagcdo de pelo menos trés
enzimas-chave, KS II, SD e TE, determinam as quantidades relativas de 16:0,
18:0 e 18:acidos graxos insaturados sintetizados (YADAYV, 1996).

Em vegetais superiores existem duas vias para a biossintese de acidos
graxos polinsaturados, uma localizada no reticulo endoplasmatico e outra
localizada nos plastidios (HEINZ, 1993). Em ambas as vias, a biossintese de
18:2 e 18:3 € dependente de O, e de glicerolipidios ligados aos substratos e as
dessaturacOes sao catalisadas pela acao da oleato (D6) dessaturase e linoleato
(D3) dessaturase. O intermediario doador de elétrons no reticulo
endoplasmatico é o citocromo b5 e no plastidio, a ferrodoxina (YADAV, 1996;
NELSON & COX, 2000). Fosfatidilcolina (PC) é o glicerolipidio primario
utilizado como substrato ligado ao oleato e ao linoleato para a biossintese de
acidos graxos polinsaturados no reticulo endoplasmatico, ao passo que nas
membranas dos plastidios os substratos utilizados séo galactolipidios (GL), em
especial monogalactosil diacilglicerol e digalactosil diacillgicerol (YADAV,
1996). Em Arabidopsis thaliana, a oleato dessaturase e linoleato dessaturase
do reticulo endoplasmético sdo controladas pelos loci fad 2 e fad 3,
respectivamente, ao passo que na via palstidial, os loci responséaveis sédo fad 6
e fad 7 (Figura 1) (BROWSE & SOMERVILLE, 1991).

Em tecidos foliares, a producdo de 18:2 e 18:3 ocorre tanto na via do
reticulo endoplasmatico quanto na via dos plastidios, com trocas significativas
de intermediarios entre essas vias. No entanto, em sementes em
desenvolvimento, durante o acumulo de 6leo no endosperma e em outros
tecidos nédo fotossintetizantes, a via do reticulo endoplasmatico é predominante
(YADAV, 1996).

A maior parte dos acidos graxos sintetizados nos vegetais tem dois
destinos, podendo ser incorporados em triacilglicerdis para armazenamento de
energia metabdlica ou em fosfolipidios componentes de membranas (NELSON
& COX, 2000). Durante a biossintese de triacilgliceréis, moléculas de Acil-CoA
do pool citosdlico sédo esterificadas a moléculas de glicerol pela acdo de trés
aciltransferases microssomais (Figura 1). As adicOes sequenciais de

grupamentos acila para as posicoes sn-1 e sn-2 de glicerol-3-fosfato (G3P),
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sao catalisadas pela glicerol-3-fosfato aciltransferase (G3PAT) e lisofosfatidil
aciltransferase (LPAAT), respectivamente. A acao da G3PAT leva a formacéo
de acido lisofosfatidico (LPA), que por sua vez servird de substrato para a
atuacdo da LPAAT, resultando na sintese de &acido fosfatidico (PA). PA é
convertido para diacilglicerol (DAG) por meio da fosfatidil fosfatase (PAP). DAG
€ um ponto de ramificacdo para a biossintese de lipidios de membrana ou de
reserva. Por exemplo, para a biossintese de membranas, o DAG pode ser
convertido em fosfatidilcolina (PC) por uma reacéo reversivel catalisada pela
enzima colinafosfotransferase (CPT), que serve como substrato para atuacéo
de dessaturases no reticulo endoplasméatico. Os acidos graxos polinsaturados
produzidos nesta via podem retornar ao pool de acil-CoA citoplasmatico pela
acdo da lisofosfatidilcolina transferase (LPCAT). Um outro caminho é a acilagcéo
final do DAG na posicéo sn-3 para a formacéo de TAG, catalisada pela enzima
diacilglicerol aciltransferase (DAGAT) (YADAV, 1996).

Além do papel estrutural dos &cidos graxos na formacao de membranas
celulares e no armazenamento de energia, os tecidos vegetais utilizam
derivados de acidos graxos como substancias sinalizadoras importantes. Nas
plantas o acido linolénico é convertido a jasmonato pela via das lipoxigenases.
O jasmonato atua como ativador das vias de defesa de plantas contra insetos,
na resisténcia a patégenos e na maturacao do pélen (FARMER & RYAN,
1992). O jasmonato também afeta a germinacédo das sementes, o crescimento

das raizes e o desenvolvimento de frutos e sementes (NELSON & COX, 2000).

2.2. Composicéo e Qualidade do Oleo

Em sementes de oleaginosas existe extensa variacdo na composicao
dos acidos graxos que sdo armazenados nos tecidos de reserva (TOPFER et
al.,1995). Das diferentes fontes de 6leos vegetais, o 6leo de soja é o0 que
apresenta um dos maiores teores de acidos graxos polinsaturados, num total
de 61,0% (Quadro 1). O &cido linoléico (18:2) compde cerca de 53,2% do Gleo
de soja, seguido pelo acido oléico, acido palmitico, acido linolénico e acido
esteédrico. Outras formas de acidos graxos sdo encontradas, no entanto, em
menores contetdos, como o acido araquidico (20:0), palmitoléico (16:1) e
miristico (14:0) (LIU, 1997).
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Quadro 1. Composicédo tipica de acidos graxos de espécies vegetais para 6leos
comestiveis (LIU, 1997)

Per centual Relativo

Espécie Palmitico Estearico Oléico Linoléco Linolénico
Soja 11,0 4,0 234 53,2 78
Canola 39 19 64,1 18,7 9,2
Milho 12,2 2,2 27,5 57,0 0,9
Girassol 6,8 4,7 18,6 68,2 0,5
Oliva 13,7 2,5 71,1 10,0 0,6
Palma 45,1 4,7 38,8 94 0,3
Algodao 24,7 2,3 17,6 53,3 0,3

Devido a estas diferentes composicdes encontradas, os Oleos e
gorduras vegetais exibem diferentes propriedades fisicas e funcionais que
influenciam caracteristicas de qualidade, como a estabilidade oxidativa, o
atrativo nutricional e as aplicacdes na industria de processamento. Em termos
de propriedades fisicas, o ponto de fusdo € de extremo interesse nas
aplicacdes dos 6leos e gorduras. Uma maior nimero de atomos de carbono
nas cadeias de acidos graxos aumentam o ponto de fuséo, ou seja, a transicao
de cadeias de 10 para cadeias de 20 carbonos marcam a transicao da forma
liquida de &cidos graxos para uma forma soélida a temperatura ambiente. A
introducdo de duplas ligacdes ao longo da cadeia de acidos graxos leva a
significativas quedas no ponto de fusdo. Dessa forma, 6leos que apresentem
uma alta percentagem de acidos graxos saturados possuem um ponto de fusédo
elevado e seu aspecto se assemelha a um produto de aparéncia solida ou
semi-sélida, as chamadas gorduras ou graxas. Em contrapartida, 6leos com
alto conteudo de acidos graxos polinsaturados tém um baixo ponto de fuséo,
apresentando-se na forma liquida (LIU, 1997).

A presenca de duplas ligacdes nas cadeias de &cidos graxos também
leva a uma maior suscetibilidade a oxidacdo ou peroxidacao do 6leo, ocorrendo
assim a formacdo de compostos que reduzem o sabor e odor do produto
(DUNTON et al., 1951). Quanto maior o numero de duplas ligacdes, menor se
verifica a estabilidade do Oleo frente aos processos oxidativos (NEF et al.,

1992). Devido ao fato de o 6leo de soja conter alta proporcao de acidos graxos
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polinsaturados em sua composicao, a estabilidade quimica do 6leo utilizado na
indUstria € comprometida.

Atualmente, para aumentar a estabilidade oxidativa no 6leo de soja,
utiliza-se a hidrogenagédo quimica (HILDEBRAND & COLLINS, 1998). Esse
processo diminui substancialmente o conteiddo de acidos graxos
polinsaturados, no entanto, além de reduzir o atrativo econdmico de se usar a
fracdo Oleo de soja, gera quantidades significativas de acidos graxos saturados
e de isbmeros trans de acidos graxos, principalmente o acido trans-oléico
(MORAES, 1999). O consumo desses compostos esta diretamente relacionado
com a incidéncia de certas doencas cardiacas (YADAV, 1996).

A configuracdo geométrica dos acidos graxos que possuem duplas
ligacdes, tem um significativo impacto nas propriedades fisico-quimicas dos
Oleos e gorduras (NEF & LIST, 1999). A configuracdo em trans, por exemplo,
geralmente leva a um aumento do ponto de fusdo, em relacdo a configuracéo
em cis. Todos os &cido graxos insaturados que ocorrem naturalmente nas
espécies vegetais apresentam-se na configuracdo cis (LIU, 1997). Como
mencionado, formas trans de acidos graxos sao originadas nos processos de
hidrogenacao industrial, ou com o0 aquecimento do 6leo a altas temperaturas.

A distribuicdo dos acidos graxos na molécula de triacilglicerol € outro
fator que influéncia as propriedades e, por conseguinte, a sua qualidade.
Embora ndo seja consenso quanto a influéncia da posicdo dos acidos graxos
no TAG na estabilidade oxidativa, alguns autores sugerem que acidos graxos
saturados devem ocupar preferencialmente as posicoes 1 e 2 para maiores
ganhos em estabilidade (NEF et al., 1992; NEF & LIST, 1999). Outros trabalhos
indicam que a distribuicdo posicional dos acidos graxos ndo tem influéncia ou
efeito na estabilidade oxidativa (LIU, 1997).

S&o considerados acidos graxos essenciais aqueles que ndo podem ser
sintetizados pelos mamiferos, incluindo os humanos (SILVEIRA et al., 1989).
Os &cidos graxos linoléico (acido D9,12-octadecadiendico) e linolénico (acido
D9,12,15-octadecatriendico) sdo 0s Unicos Aacidos graxos essenciais
conhecidos, unicamente pela inexisténcia de dessaturases no metabolismo dos
mamiferos capazes de adicionar duplas ligagcbes a partir do grupo metil
terminal e a primeira dupla ligacdo do acido oléico. A Unica via alternativa

possivel é a adicdo de grupos acetil para elongar a cadeia de acidos graxos e
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formar novas duplas ligacdes entre a ultima dupla ligacdo da cadeia e o grupo
carboxilico do acido graxo. Esta via é responsavel pela producdo do acido
araquiddnico (20:4) e o acido decosahexaendico (22:6), a partir de precursores
de prostoglandinas e outros eicosandides, dependentes, portanto, do

fornecimento na dieta dos &cidos linoléico e linolénico (LIU, 1997).

2.3. Melhoramento Genético para Teores de Acidos Graxos

Programas de melhoramento em soja voltados para a alteracdo da
composicdo de acidos graxos no 0Oleo, visando a obtencdo de ganhos em sua
qualidade, originaram-se a partir da segunda metade do século XX (DUNTON,
1951). Na década de 80 e 90 numerosos programas de melhoramento para os
teores de acidos graxos ja estavam em vigéncia (HAWKINS et al., 1983;
MOREIRA et al., 1999). Inicialmente, pouca variabilidade genética foi
amostrada para os teores de acidos graxos entre as variedades e acessos
encontrados nos bancos de germoplasma da época. Dessa forma, trabalhos
iniciais de investigacdo nesta area surgiram principalmente com o intuito de se
obter acessos com teores modificados para a sua utilizagdo em programas de
melhoramento.

Assim, os programas de melhoramento basearam-se inicialmente na
obtencdo de gendtipos mutantes com teores modificados de acidos graxos.
Relativo sucesso foi alcancado e diversas linhagens mutantes foram
selecionadas a partir do tratamento de sementes com agentes mutagénicos
(HAMMOND & FEHR, 1983; WILCOX et al. 1984; TAKAGI et al. 1999; ROOS
et al., 2000).

Os principais objetivos em programas visando a alteracdo do teores de
acidos graxos sdo o aumento do teor de acido oléico e a reducéo do teor de
acido linolénico. Dessa forma, diferentes genétipos com baixo conteudo de
acido linolénico foram desenvolvidos (WILSON et al.,, 1981; HAMMOND &
FEHR, 1983; WILCOX et al. 1984; TAKAGI et al. 1990; PALMER et al., 2003).
Gendtipos de soja com conteudo de acido oléico acima de 30% também foram
desenvolvidos por melhoramento convencional (FEHR & CURTISS, 2004).
Alternativamente, utilizando mutacéo induzida, novas fontes para alto teor de

acido oléico foram obtidas (RAHMAM et al. 1996b). Pelo uso de ferramentas de
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engenharia genética, gendtipos de soja com conteudo de acido oléico superior
a 80% foram obtidos (KINNEY, 1994; KINNEY, 1996).

Em geral, a heranca do contetdo de acidos graxos polinsaturados e
monoinsaturados em cruzamentos entre parentais ndo mutantes é de natureza
quantitativa (WHITE et al. 1961; BURTON, et al. 1983; GRAEF et al. 1988).
Entretanto, pelo efeito de genes maiores, heranca simples ja foi constatada em
cruzamentos envolvendo linhagens mutantes, com teores modificados de
acidos graxos (WILCOX & CAVINS, 1985; RAHMAM et al., 1996; TAKAGI et al.
1999).

A avaliacdo da influéncia de ambientes contrastantes, como épocas
diferentes de plantio ou diferentes temperaturas de desenvolvimento, tem
mostrado efeitos significativos na expressdo dos teores de acidos graxos em
sementes de soja (SCHNEBLY & FEHR, 1993; MORAES, 1999; LANNA,
2002). Constata-se, portanto, que a acdo do ambiente sobre o pool genético
que controla o conteudo de &cidos graxos é de extrema relevancia e que este
carater deve ser considerando como de heranca quantitativa em programas de
melhoramento.

Diferentes trabalhos tém sido conduzidos objetivando-se determinar
quais os melhores esquemas seletivos para a obtencdo de ganhos genéticos
com relacdo aos teores de acidos graxos. Métodos de melhoramento
populacionais ou aqueles baseados na estruturacdo de familias foram
comparados quanto a sua eficiéncia. A comparacdo de selecdo baseada em
familias ou entre linhas para os teores de acidos graxos foi efetuada por
BRAVO et al. (1999) e STREIT et al. (2001). Em ambos trabalhos né&o foi
constatada maior eficiéncia de qualquer dos métodos, indicando que a escolha
do método mais adequado a ser utilizado depende dos objetivos do programa e
da disponibilidade de recursos.

Outro aspecto a ser considerado € a influéncia do genoétipo materno na
determinacdo dos teores de acidos graxos em sementes. Efeito materno
significativo foi encontrado para genétipos que apresentavam diferentes teores
de acidos graxos, principalmente para os teores de acido palmitico, acido
estedrico e acido oléico (BRIM et al., 1968; MARTIN, et al. 1983). Em menor
extensdo também foi encontrado efeito do gendtipo materno na analise de

sementes F; para o teor de acido linolénico. Este fato impede a selecédo de
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sementes individuais a partir de planta segregantes, com o intuito de se
selecionarem genotipos superiores para a qualidade do 6leo (BRIM et al.,
1968).

2.4. Divergéncia Genética por meio de Marcadores Moleculares SSR

A caracterizacdo molecular de gendtipos de soja por meio de
marcadores microssatélites (SSR) é amplamente utilizada em trabalhos de
melhoramento (MORAES, 2003; NETO, 2001). A utilizacdo de marcadores
moleculares € eficiente na genotipagem de linhas e cultivares, pois permite
acessar diferencas ao nivel do DNA, sem a influéncia dos efeitos ambientais a
que estdo sujeitos os caracteres quantitativos. Estudos de divergéncia genética
baseados em primers SSR indicam que esta classe de marcadores é bastante
informativa com relacéo aos locos que acessam (NETO, 2001; NARVEL et al.
2000; RONGWEN et al. 1995).

A utilizagdo de marcadores moleculares na caracterizagdo do
germoplasma da soja é tida como referéncia na determinacao da variabilidade
genética e na confeccdo de dendrogramas hierarquicos ou de graficos de
divergéncia por meio de componentes principais. NETO (2001), por exemplo,
utilizou marcadores microssatélites (SSR) para caracterizar e confeccionar um
dendrograma entre cultivares de soja. Comparativamente, PRIOLLI et al.
(2002) utilizaram marcadores SSR para caracterizar um grupo de 41 cultivares
brasileiros, concluindo que a utilizagdo desta ferramenta pode substituir a
utilizacéo de critérios morfolégicos e bioquimicos, em alguns casos, na analise
de diversidade e registro de cultivares, principalmente quando se tem uma

base genética estreita e um pool genético limitado, como no caso da soja.
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3. METODOLOGIA

3.1. Material Genético

Foram utilizados sete linhagens ou progenitores de soja e seus
respectivos cruzamentos, listados a seguir: B412 113 (1), BARC-12 (2), C2022
(3), CS303 (4), CS92 6602 (5), N85-2124 (6) e N85-2176 (7).

Os gendtipos B412 113 (VMax, Syngenta Seeds), CS303 (Selecdo CAC-
1) e CS92 6602 (CS303/BARC12) constituem materiais elite do PMQS do
BIOAGRO/UFV e apresentam teor normal de &cido linolénico, quando
comparados ao teor médio encontrado em variedades comerciais.

Os gendtipos BARC-12 (N85-2176/N85-2124), C2022 (Savoy/C1212-
36=C1706R-19), N85-2124 (N78-2245/PI-123400) e N85-2176 (N78-2245/PI-
123440) apresentam baixo conteudo de acido linolénico. Dentre estes, 0s
acessos BARC-12, N85-2124 e N85-2176 possuem o conteudo de acido oléico
variando de médio a alto. Portanto, os gendétipos 2, 3, 6 e 7 sdo progenitores

doadores de genes favoraveis para os teores modificados de acidos graxos.

3.2 Procedimentos Experimentais

O plantio e a hibridacao artificial entre os progenitores foram realizados
em casa de vegetacdo, no setor de estufas da UFV. As sementes foram
semeadas em vasos contendo trés litros de solo previamente adubado.
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A etapa de cultivo dos progenitores e obtencado dos hibridos e reciprocos

iniciou-se em fevereiro de 2003 tendo terminado em julho de 2003.

3.2.1. Obtencdo das Médias dos Teores de Acidos Graxos dos
Progenitores por Meio de Bulks de Sementes

Em ensaio conduzido no delineamento inteiramente casualizado, os sete
progenitores foram plantados em vasos, recebendo cada vaso duas sementes.
Um total de dez repeti¢cdes para cada progenitor foi conduzido até o ponto de
colheita, sendo cada repeticdo constituida de uma planta. Cada planta foi
colhida separadamente e analisada em forma de bulk de sementes. Cada bulk,

representativo de cada planta ou repeticdo, era constituido por dez sementes.

3.2.2. Obtencéo de Sementes dos Cruzamentos F; e Reciprocos

Para a obtencéo dos hibridos e seus reciprocos, 0s progenitores foram
cruzados entre si, com todas as possiveis combinacées de cruzamentos. A
hibridacéo artificial, efetuada de forma manual e com o auxilio de uma pinca, foi
realizada na porcdo mediana de todas as plantas para minimizar o efeito
posicional na composicao do 6éleo.

As sementes dos Fi's e reciprocos obtidos dos cruzamentos foram
colhidos individualmente e identificados. Posteriormente, as sementes foram
analisadas individualmente para a determinacdo dos teores de acidos graxos,
em ensaios ndo destrutivos, de maneira a preservar o seu poder germinativo.
Sementes individuais oriundas dos progenitores também foram analisadas

quanto ao conteudo de 4cidos graxos.

3.3. Divergéncia Genética e Identificacdo de Hibridos por Meio de
Marcadores SSR (Simple Sequence Repeat)

Para se determinar as distancias genéticas com base em marcadores
moleculares entre os progenitores utilizados, bem como realizar a identificacao
dos hibridos e reciprocos com o intuito de se evitar a inclusdo de
autofecundacdes indesejaveis, foram utilizados primers microssatélites da soja.

As sementes F; e reciprocos foram plantadas em casa-de-vegetacao
com objetivo de se avancar mais uma geracao para estudos posteriores. Dessa
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forma foi possivel avaliar o sucesso dos cruzamentos por meio da analise do
material genético proveniente dos individuos F; e reciprocos.

Amostras de folhas dos progenitores, individuos F; e reciprocos foram
coletadas e identificadas. A extracdo do DNA total foi realizada segundo o
protocolo de DOYLE & DOYLE (1990).

As reacdes de amplificacdo foram efetuadas em um volume total de 15
nL contendo: 12,5 nM de Tris-HCI (pH 8,3); 62,5 nM de KCI; 2,5 mM de MgCly;
125 mM de cada desoxirribnucleotideo (dNTP); 0,6 nM de cada primer; uma
unidade da enzima Taq polimerase; e, finalmente, 10 ng de DNA.

As amostras preparadas foram submetidas a reacdes de amplificacdo
por meio da técnica de PCR, em termociclador, com as seguintes condicdes:
uma etapa inicial de 7 min a 72 °C; 30 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a 50 °C, e
2 min a 72 °C; uma etapa final de 7 min a 72 °C.

Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel
nao desnaturante de poliacrilamida a 10% durante 4 horas a 120 V. Para a
obtencao das imagens, os géis foram corados em solucao de brometo de etidio
(0,2 mg/mL) e fotografados, tendo a sua imagem digitalizada no sistema Eagle

Eye Il (Stratagene).

3.4. Anélise do Contetdo de Acidos Graxos

A identificacdo e a quantificacdo de acidos graxos presentes na fracao
Oleo das sementes de soja (palmitico, estearico, oléico, linoléico e linolénico) foi
realizada por cromatografia gasosa. De forma a preservar o poder de
germinacao das semente, uma porcédo de 15 mg de cada semente foi cortada
no lado oposto do embrido, e triturada manualmente, utilizando-se uma lamina.
A cada amostra de 15 mg do material triturado foi adicionado 1 mL de hexano,
sendo a mistura mantida a 4 °C por cerca de 16 h, sob atmosfera de N,. Apds
esse tempo, a solucao de lipidios em hexano foi transferida para outro tubo e o
solvente, evaporado por borbulhamento de N,. Para a obtencdo dos ésteres
metilicos, foi utilizada a metodologia descrita por BUBECK et al. (1989). A
fracdo lipidica foi adicionado 0,4 mL de metoxido de sédio 1 M, sendo os tubos
mantidos em banho-maria, a 30 °C, por cerca de uma hora. Em seguida, foram

acrescentados 1 mL de agua deionizada e 1,5 mL de hexano. Apés uma hora,
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com o auxilio de uma pipeta, cerca de 0,75 mL da fase organica foi transferida
para outros tubos, aos quais foram adicionados 2 mg de sulfato de sédio
anidro.

Finalmente, apds a derivatizacdo, 1 m da fase organica obtida foi
injetada em cromatoégrafo a gas GC-17A, equipado com auto-injetor AOC-17 e
integrador C-R7A, marca SHIMADZU. A coluna utilizada foi a do tipo Carbowax
(30 m ~ 0,32 mm). As condi¢des de analise empregadas foram as seguintes:
temperatura da coluna igual a 225 °C; do injetor, 245 °C; e do detector, 280 °C.

O gés de arraste foi o0 nitrogénio, com um fluxo de 1,3 mL/min.

3.5. Anélises Estatisticas

As andlises estatisticas e genéticas foram realizadas com base nos
dados dos teores de acidos graxos das populacfes obtidas, no caso de dados
guantitativos, ou com base nos dados binarios obtidos por meio dos
marcadores moleculares. Para a realizacdo das andlises estatisticas
empregou-se o programa GENES (CRUZ, 1997).

3.5.1.Analise de Variancia

Os dados das geracbes obtidas foram preliminarmente submetidos a
andlise de variancia para se constatar a existéncia de variabilidade genética
significativa entre os gendtipos (progenitores, F;'s e reciprocos).

O delineamento experimental empregado foi o0 delineamento
inteiramente casualizado. O modelo estatistico adequado para a analise de
variancia é descrito a seguir:

Y =m+T, +¢
em que:

Yj; = j-ésima observacéo no i-ésimo tratamento;

m= média geral;

T; = efeito fixo do i-ésimo tratamento (i=1,2 ,3 ..., g); €,

ej = erro experimental (j=1, 2, ..., r), eij ~ NID (0, s2).
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O esquema da analise de variancia é apresentado no Quadro 2. A

hipétese a ser testada € Ho: T, =T, =...=T_, pelo teste F.

Quadro 2. Esquema de analise de variancia para cada um dos caracteres avaliados

FV GL QM E(QM) F

Tratamento t-1 QMT S j +rFg QMT
QMR

Residuo (n-t) QMR s?

Total n-1 QMTo

t= 7 para a analise dos progenitores;
t= 36 para a andlise dos progenitores, F;'s e reciprocos.

O coeficiente de variacdo experimental (CV) sera determinado pela
seguinte expressao:
100" ,/QMR

- .

CV%=

Em que:
QMR = Quadrado Médio do Residuo;
m = meédia do carater.
O coeficiente de determinacéo genotipico (h?) e o coeficiente de

variagao genético (CVy) foram calculados conforme as expressoes:

100° ff
CV,%=——
m

3.5.2 Determinacdo das Distancias Genéticas por Meio de Técnicas

Multivariadas

3.5.2.1. Medidas de Dissimilaridade Obtidas de Variaveis Quantitativas

As distancias genéticas entre os progenitores, baseadas nos teores de
acidos graxos, foram determinadas por meio das distancias generalizadas de
Mahalanobis, uma vez que se dispunha de matriz de variancias e covariancias
residuais. Com base na matriz de distancias generalizadas de Mahalanobis

utilizou-se o método de otimizacdo de Tocher para o agrupamento dos
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progenitores em grupos homogéneos. Da mesma forma, utilizando o método
hierarquico de ligacdo média dentro de grupo, foi elaborado o dendrograma
relativo as distancias calculadas.

A técnica de Variaveis Canodnicas foi utilizada para a obtencdo de um

gréfico bi-dimensional para a representacdo das distancias no plano.

3.5.2.2. Medidas de Dissimilaridade Obtidas de Dados Moleculares
As distancias genéticas entre os progenitores foram estimadas com base
nas andlises efetuadas por meio de marcadores microssatélites, utilizando-se o
complemento do coeficiente de coincidéncia simples (1 — CS) como medida de
dissimilaridade, em que:
_ N+2M
2(D+M)
sendo:
N = soma do numero de alelos comuns considerando todos os locos
exceto aqueles monomorficos;
D = nuimero total de locos;

M = nimero de marcadores monomorficos homozigétiocos.

3.5.3. Determinacao do Coeficiente de Repetibilidade da Gerag¢ao F;

O coeficiente de repetibilidade para a analise de sementes F; foi
estimado por meio dos resultados da andlise de variancia. Foi empregado o
seguinte modelo para a determinacéo do coeficiente de repetibilidade:

Yij =m+g; t+a; +§
em que:

Y = observagdo referente ao i-ésimo gendtipo referente a j-ésima
semente analisada;

m= média geral;

gi = efeito aleatorio do i-ésimo gendétipo sob influéncia do ambiente
permanente (i=1,2 ,3 ..., 9);

a; = efeito fixo do ambiente temporario posicional na j-ésima semente
anlisada (j =1, 2, ...,h); e,
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ej = erro experimental estabelecido pelos efeitos temporarios do
ambiente na j-ésima medicao do i-ésimo genotipo.

O coeficiente de repetibilidade é dado por:

3.5.4. Analise Dialélica da Geracao F;

3.5.4.1. Analise Dialélica pelo Modelo de GRIFFING (1956)

As analises dialélicas foram realizadas a partir das médias obtidas das
p? combinacdes dos genétipos utilizados na confeccéo dos cruzamentos e 0s
respectivos progenitores. A metodologia utilizada para a andlise dialélica foi
aquela proposta por GRIFFING (1956). O método 1 foi adotado por incluir em
sua andlise os progenitores, os hibridos Fi's e os seus reciprocos. O modelo
fixo foi adotado, por se considerar que 0s progenitores utilizados nos
cruzamentos sdo grupos de progenitores escolhidos, ndo sendo amostra ao

acaso de uma populacéo.

O modelo estatistico € dado por:

Yij =m+g, +g, +s, +r, +€;

em que:

Yij = média de k repeticdes do cruzamento entre o progenitor i e 0
progenitor j;

m: média geral do dialelo;

gi, g; = efeitos da capacidade geral de combinacdo do i-ésimo e do j-
ésimo progenitor (i, j =1, 2 ... p);

sj = efeito da capacidade especifica de combinagdo para o0s
cruzamentos entre os progenitores de ordemiej; e

rj = efeito reciproco que mede as diferengas proporcionadas pelo

progenitor i, ou j, quando utilizado como macho ou fémea no cruzamento ij; e
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g, . erro experimental médio.

Neste modelo sao considerados s; = sj, Ijj = -fj € r;j = 0.

As seguintes restricbes sao impostas para que o modelo seja valido:

éj.~N(O’S ez),

8§

ag =0;

i=1

a s, =0, paratodoi.
j

Considerando as restricbes apresentadas, tém-se o0s seguintes

estimadores dos efeitos:

m=

N

em que:
m = estimador da média geral;

g, = estimador dos efeitos da capacidade geral de combinacéo;

Si e § = estimadores dos efeitos da capacidade especifica de

combinacao; e,
r; = estimador do efeito reciproco.

As variancias dos efeitos e de contrastes entre efeitos foram estimadas
para que se possa testar as hipoteses sobre o modelo. O esquema da anélise

de variancia é descrito no Quadro 3.
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Quadro 3. Esquema da andlise de variancia e das esperancas de quadrados médios,
de acordo com o0 método 1 e modelo fixo de GRIFFING (1956)

FV GL QM E(QM) F

CGC p-1 QMG S e2 +2pF QMG/QMR

CEC p(p-1)/2 QMS S s +F QMS QMR

ER p(p-1)/2 QMRC S2+2F QMRC/QMR
Residuo F QMR ) g2 -

e

f: nimero de graus de liberdade do residuo da andlise de variancia preliminar.
QMR: Quadrado Médio do Residuo dividido pelo nimero de repeti¢des.

CGC: Capacidade Geral de Combinacéo.

CEC: Capacidade Especifica de Combinacéo.

ER: Efeito Reciproco.

3.5.4.2. Andlise Dialélica pelo Modelo de COCKERHAM & WEIR (1977)

Os individuos F; e reciprocos foram submetidos a analise dialélica
segundo a metodologia de COCKERHAM & WEIR (1977). Segundo esta
metodologia, sao utilizados dois modelos.

O modelo 1 caracteriza-se por:
Y =m+G +G; +S5, +D, - D; +R; +¢;

em que:

n = efeito da média geral;

G, e G, = efeitos da capacidade geral de combinacdo (CGC) associados
ao progenitoresi e j;

S, = efeitos da capacidade especifica de combinagédo (CEC) entre os
progenitoresi e |;

D, e D;= efeitos reciprocos gerais (Rec. Geral) associado aos
progenitoresi e |;

R, = efeito reciproco especifico (Rec. Especifico) manifestado no i e j-
€ésimo cruzamento.

Neste modelo, Y.

, € €, sdo respectivamente, a media experimental e o

erro aleatério médio associados ao tratamento de ordem ij.
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O modelo 2, chamado de modelo biol6gico, caracteriza-se por:
Gij =n +n; +t +m +p; +kij
em que:

G, = valor genetico associado ao tratamento de ordem ij;

n e n, = efeitos genéticos que representam a contribuigdo nuclear dos

progenitores i e |, respectivamente;

t; = interacao de efeitos nucleares;

m = efeito maternal extranuclear,
p; = efeito paternal extranuclear;
k. = interacdo entre efeitos extranucleares e entre efeitos nucleares.

1

O esquema da analise de variancia é descrito no Quadro 4, a seguir:

Quadro 4. Esquema da andlise de variancia e das esperancas de quadrados medios,
de acordo com o modelo 1 (COCKERHAM & WEIR, 1977)

FV GL QM F

CGC p-1 QMG QMG/IQMS
CEC p(p-1)/2 QMS QMSQMR
ER geral p-1 QMRG QMRG/QMRS
ER especifico p(p-1)/2 QMRS QMRS QMR
Residuo F QMR -

f: ndmero de graus de liberdade do residuo da andlise de variancia preliminar.
QMR: Quadrado Médio do Residuo dividido pelo nimero de repeticdes.

CGC: Capacidade Geral de Combinag&o.

CEC: Capacidade Especifica de Combinacao.

ER: Efeito Reciproco.

As estimativas das variancias associadas aos efeitos dos modelos 1 e 2
foram obtidas de acordo com CRUZ (1997).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Divergéncia Genética em Cultivares de Soja Contrastantes Para os
Teores de Acidos Graxos

4.1.1. Analise de Variancia

Os resultados da andlise de variancia para os teores de acidos graxos
entre os cultivares utilizados no estudo de divergéncia sdo apresentados no
Quadro 5. Pode-se verificar que para todos os caracteres avaliados houve
diferenca significativa entre os cultivares, pelo teste F, a 1% de significancia.
Este resultado indica a existéncia de variabilidade genética para os teores de
acidos graxos, entre os progenitores utilizados no experimento, o que
possibilita a formacdo de populacdes-base a partir de cruzamentos efetuados
entre estes. Os coeficientes de variacdo experimental (CV) avaliados para os
teores de acidos graxos variaram entre 4,59% e 17,65%. De acordo com
PIOVESAN (2000), que utilizou oito caracteres agrondmicos e o teor de
proteina de sementes entre genitores contrastantes, estes valores séo
satisfatérios neste tipo de experimento.

Os coeficientes de determinacdo genotipica, para todos os teores de
acidos graxos, foram superiores a 90%. Da mesma forma, a razdo CVg/CV foi

superior a unidade em todos os caracteres avaliados indicando que, neste
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experimento em particular, houve predominancia dos efeitos genéticos sobre

os efeitos ambientais.

Quadro 5. Valores e significancias dos Quadrados Médios (QM), Médias e
Coeficientes de Variacdo Experimental (CV), obtido da analise de variancia no
delineamento inteiramente casualizado, entre os sete cultivares de soja avaliados para
os teores de acido palmitico (16:0), acido estearico (18:0), acido oléico (18:1), acido
linoléico (18:2) e &cido linolénico (18:3)

Quadrados M édios

FV GL 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3
Genotipos 6 8,8770**  3,5255**  1982,9418** 1236,8346** 57,5697**
Residuo 63 0,2368 0,0716 25,3207 18,0666 0,2897
Média 10,5992 2,9620 28,5150 52,3965 5,5183
CV (%) 4,5909 9,0339 17,6468 8,1122 9,7539
h? 97,3327 97,9690 98,7231 98,5393 99,4968
CVg/CV (%) 1,9103 2,1963 2,7805 2,5973 4,4465
** P<0,01

Por ter sido constatado que a variancia genotipica foi significativa para
os teores dos acidos graxos avaliados, realizou-se o teste para a diferenciacéo
das médias para cada acido graxo. No Quadro 6 sdo observadas as médias
dos teores de acidos graxos de cada progenitor, que foram comparadas pelo
teste de Duncan. Os genotipos que apresentaram os maiores teores de acido
oléico foram os cultivares BARC-12 e N85-2176, com valores de 49% e 47%,
respectivamente. Como mencionado, genoétipos de soja com teores elevados
de acido oléico tornam o 6leo menos suscetivel ao processo de oxidacgao,
aumentando assim o seu valor para a industria (RAHMAM, et al., 1996a). Estes
genaotipos apresentam, portanto, bom desempenho para alto contetdo de acido
oléico, servindo como importante fonte de variabilidade em programas de
melhoramento que visem a qualidade do 6leo de soja. Os demais cultivares
apresentaram teores variando de 16,0% a 25,0%, considerados teores normais
de &cido oléico.

Os cultivares BARC-12, N85-2176, C2022 e N85-2124, apresentaram
baixos teores de acido linolénico (Quadro 6). Dentre estes genotipos, o0s
cultivares BARC-12 e N85-2176 foram 0Ss que apresentaram 0S menores
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conteudos de acido linolénico, em torno de 3%, seguidos pelos cultivares
C2022 e N85-2124 que apresentaram valores em torno de 4%. Da mesma
forma, tais cultivares apresentam desempenho desejavel, pois gendétipos de
soja com reduzido teor de acido linolénico sdo menos suscetiveis a processos
oxidativos. Assim, os cultivares citados sao importantes fontes para a utilizacéo
em programas de melhoramento genético visando a qualidade do 6leo de soja
para a agroindustria. Os demais cultivares (B412113, CS303 e CS92 6602)
apresentaram conteddo médio de acido linolénico em torno de 8%, considerado

como um contetdo normal deste &cido graxo polinsaturado.

Quadro 6. Valores médios dos teores de acido palmitico (16:0), acido estearico (18:0),
acido oléico (18:1), acido linoléico (18:2) e acido linolénico para os sete cultivares de
soja avaliados. As médias seguidas de mesma letra, em cada coluna, ndo diferem
entre si a 5 % de probabilidade pelo teste de Duncan

Acidos Graxos

Genétipos 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

1. BARC-12 9,5815d 27177 c 49,9275 a 34,8679 c 2,8979d
2.B412113 10,8242 c 3,7644 a 16,1573 d 61,2140 a 8,0401 a
3. C2022 11,2970 ab 3,5857 a 19,2867 cd 61,7036 a 4,0639b
4, CS303 10,9695 bc 3,3277h 18,5891 cd 59,1575 ab 7,8956 a
5. CS92 6602 11,0484 bc 2,4366d 22,4272 bc 55,8974 b 8,1905 a
6. N85-2124 11,4921 a 2,6641 c 25,9597 b 55,7302 b 4,1539b
7. N85-2176 8,9816 e 2,2380d 47,2575 a 38,2050 ¢ 3,3860 ¢

As médias para os teores do acido palmitico, estearico e linoléico
também evidenciaram diferencas entre os progenitores. Estes resultados
indicam que, embora os cultivares tenham sido selecionados no presente
estudo por apresentarem diferencas para os teores de acido oléico e linolénico,
os demais acidos graxos também apresentam certo nivel de variabilidade
genética que torna possivel sua utilizacdo em um programa de melhoramento.
Este fato também pode ser confirmado pela analise de variancia apresentada
no Quadro 5.
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4.1.2. Divergéncia Genética por Meio das Distancias Generalizadas
de Mahalanobis e por Variaveis Canénicas

Na obtencdo de populacdes adequadas a programas de melhoramento,
o estudo da divergéncia genética entre progenitores € de fundamental
importancia, pois permite a maximizacao das possibilidades de recuperacéo de
genotipos superiores em geracbes segregantes. A escolha dos melhores
cruzamentos pode ser predita pela avaliagdo do potencial genotipico dos
genitores, o desempenho per se, e com base em medi¢cdes efetuadas entre
estes genitores, pela determinacdo das distancias genéticas entre eles.

No Quadro 7 s&o encontradas as distancias generalizadas de
Mahalanobis entre os cultivares avaliados para os teores de &acidos graxos. A
maior distancia encontrada foi entre o cultivar BARC-12 e o cultivar CS92 6602
0 que, segundo CRUZ & REGAZZI (1997), indica haver maior efeito heterético
e heterozigose na combinacdo hibrida entre estes genoétipos. Entre os
progenitores B412113 e CS303, observou-se a menor distancia, sugerindo ser
menos recomendavel a utilizacdo de populacbes segregantes, obtidas a partir
do cruzamento entre estes gendtipos, com o objetivo de se selecionarem

linhagens superiores para os teores de acidos graxos.

Quadro 7. Distancias Generalizadas de Mahalanobis (D?) entre cultivares de soja, com
base nos teores de acidos graxos

B412113 C2022 CS303 CS926602 N85-2124 N85-21767
BARC-12  138,4288 46,21263 116,6333 148,2797 36,26407 20,62883
B412113 87,40636 5,528951 51,9612 117,6587 102,5029
C2022 81,80539 140,7581 30,33341 51,5999
CS303 25,61226 87,60058 79,25441
CS92 6602 92,60583 88,94308
N85-2124 29,41303

D? méximo: 148,2797
D? minimo: 5,5290

Tendo em vista que os cultivares BARC-12 e N85-2176 apresentaram 0s
maiores conteudos de &cido oléico, assim como 0s menores conteudos de
acido linolénico (Quadro 6), foram analisadas as distancias de Mahalanobis
entre estes genétipos, em especifico, e os demais. Para o progenitor BARC-12
as maiores distancias encontradas foram entre os genétipos B412113, CS303

e CS92 6602, sugerindo serem estas as melhores combinagdes envolvendo
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como parental o gendtipo BARC-12. Para o progenitor N85-2176, as maiores
distancias encontradas foram aquelas obtidas entre os genoétipos B412113,
CS303 e CS92 6602, coincidindo com as combinagdes preditas para o parental
BARC-12. Estes cruzamentos também podem ser preditos pelo desempenho
médio dos progenitores com relacdo aos teores de acidos graxos.

Ainda, com base na matriz de distancias de Mahalanobis, foi calculada a
contribuicdo relativa dos teores de &cidos graxos na determinacdo da
divergéncia genética de acordo com SINGH (1981). Os resultados indicam que
o teor de &cido linolénico foi o que apresentou maior contribuicdo relativa
(44,35%), seguido pelo teor de acido oléico (29,60%) e o teor de acido linoléico
(23,16%). Os acidos graxos saturados estearico (2,27%) e palmitico (0,64%)
apresentaram contribuicdes relativas de pequena magnitude, se comparados
com 0s outros caracteres, na determinacdo da divergéncia genética. Este
resultado é esperado uma vez que 0s progenitores utilizados no presente
estudo foram selecionados principalmente com base em suas diferencas para
os teores de &cido oléico e linolénico.

Na Figura 3, observa-se o dendrograma obtido para o agrupamento dos
progenitores dado pelo método hierarquico de ligacdo média dentro de grupos,
com base na matriz de distancias generalizadas de Mahalanobis. O ponto de
significancia adotado (0,45 de distancia de ligacdo) sugere a formacgao de trés
grupos de progenitores. O Grupo 1, formado pelos progenitores B412113 (2),
CS303 (4) e CS92 6602 (5), que apresentam teores normais de acidos graxos.
O Grupo 2 formado pelos progenitores BARC-12 (1) e N85-2176 (7), que
apresentam alto oléico e baixo linolénico. Os progenitores C2022 (3) e N85-
2124 (6) compdem o Grupo 3 e apresentam baixo contetdo de &cido linolénico.

A divergéncia genética entre os cultivares também foi avaliada por meio
da técnica das variaveis canonicas. Esta técnica permite avaliar a similaridade
dos genitores por intermédio de uma dispersao gréafica, facilitando a
visualizacdo dos resultados. Este processo leva em consideragao a utilizacao
das matrizes de covariancias residual e fenotipica entre os caracteres
avaliados e permite transformar o conjunto de “n” variaveis avaliadas em um
novo conjunto de variaveis que sdo combinacdes lineares do conjunto original
(CRUZ & REGAZZI, 1997). No Quadro 8 sédo apresentadas as distancias

Euclidianas com base nos escores das duas primeiras varidveis canbnicas
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estimadas. As duas primeiras variaveis candnicas permitiram acumular cerca

de 86,0 % da variancia das variaveis originais.
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Figura 3. Dendrograma obtido pelo método hierarquico de ligacdo média dentro de
grupos com base nas distancias generalizadas de Mahalanobis (D?) calculadas a partir
dos conteudos de acidos graxos entre os cultivares de soja BARC-12, B412 113,

C2022, CS303, CS92 6602, N85-2124 e N85-2176

Quadro 8. Dissimilaridades entre cultivares de soja baseadas nas distancias
Euclidianas obtidas a partir dos escores das duas primeiras Variaveis Canénicas

B412113 C2022 CS303 CS926602 N85-2124  N85-2176
BARC-12 11,5849 4,9874 10,5419 11,5947 2,1941 3,0033
B412113 8,8728 2,1300 6,8446 9,9775 9,9517
C2022 8,7504 11,8239 5,2708 6,1068
CS303 4,8467 8,6977 8,5037
CS92 6602 9,4097 8,7512
N85-2124 0,9592

D;; méximo: 11,8239
D;; minimo: 0,9592

Nota-se que, em relacdo as distancias generalizadas de Mahalanobis,

diferencas nas medidas de divergéncia genética foram encontradas. Em

relagdo as distancias calculadas pela técnica das variaveis candnicas, 0s

progenitores que mais se distanciaram foram os genoétipos C2022 e CS92

6602. A menor distancia encontrada foi detectada entre os progenitores N85-

2124 e N85-2176, condizente com a proximidade dada pela genealogia destes

genotipos, que apresentam um ancestral em comum.

Na Figura 4, observa-se a dispersdo dos escores obtidos utilizando-se

as duas primeiras variaveis canbnicas. Pela andlise do gréfico, verifica-se que
0s genotipos BARC-12, N85-2124 e N85-2176 sdo menos distanciados entre

si, embora pelo agrupamento de Tocher o genoétipo N85-2124 tenha formado

32



um grupo a parte. Os gendétipos B412113 e CS303 foram localizados mais
proximamente, coincidindo com a andlise do dendrograma na Figura 3. Os
genotipos C2022 e CS92 6602 apresentaram-se como mais divergentes em

relacdo aos demais.
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Figura 4. Dispersao gréafica dos sete cultivares utilizados em relagdo as duas primeiras
Varidveis Canébnicas (VC1 e VC2). Os genitores agrupados por meio das elipses
correspondem aos grupos formados pelo método de otimizacdo de Tocher. Os
nameros indicam os genotipos: BARC-12 (1), B412113 (2), C2022 (3), CS303 (4),
CS92 6602 (5), N85-2124 (6) e N85-2176 (7)

4.1.3. Divergéncia Genética por Meio de Marcadores Moleculares
SSR

Foram testados 100 pares de primers SSR entre os sete progenitores
utilizados no estudo de divergéncia genética. Destes, 67 apresentaram bandas
polimorficas entre os gendtipos. Os primers polimorficos identificados foram
localizados no mapa genético integrado da soja proposto por CREGAN et al.
(1999) e indicam que os grupos de ligacdo da soja foram bem amostrados
pelos marcadores microssatélites utilizados no estudo.

As dissimilaridades genéticas dadas pelos marcadores moleculares
entre os progenitores foram calculadas utilizando o complemento do coeficiente
de coincidéncia simples (1-CS) aplichveis a informacdes de marcas

moleculares codominantes e multialélicas. Esta medida caracteriza as
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distancias genéticas entre os progenitores ao nivel do DNA. A matriz de
dissimilaridades é dada no Quadro 9. Podemos observar que a maior
dissimilaridade encontrada foi entre os progenitores BARC-12 e C2022. A
menor dissimilaridade foi detectada entre os progenitores CS303 e a linhagem

derivada CS92 6602, condizente com a genealogia destas genotipos.

Quadro 9. Matriz das dissimilaridades genéticas obtidas pelo complemento do
coeficeinte de coincidéncia simples, com base em marcadores moleculares SSR, entre
os cultivares de soja BARC-12, B412113, C2022, CS303, CS92 6602, N85-2124 e
N85-2176

B412113 C2022 CS303 CS926602 N85-2124  N85-2176
BARC-12 0,6833 0,7627 0,5932 0,6101 0,5645 0,4590
B412113 0,4667 0,5763 0,6333 0,6508 0,7377
C2022 0,6610 0,6780 0,6667 0,6935
CS303 0,3793 0,6721 0,6721
CS92 6602 0,7097 0,6885
N85-2124 0,5937

1- CS méaximo: 0,7627 (entre os progenitores 1 e 3)
1- CS minimo: 0,3793 (entre os progenitores 4 e 5)

Na Figura 5, observa-se o dendrograma elaborado a partir da matriz de
dissimilaridades para os dados dos marcadores moleculares, obtido pelo
método de ligacdo média dentro de grupo. Adotou-se como ponto de
significancia o valor de 0,87 da distancia de ligacdo para a formacdo dos
grupos de genitores. Verifica-se que os progenitores BARC-12, N85-2124 e
N85-2176 foram localizados no mesmo grupo e apresentam baixo teor de acido
linolénico. Os progenitores B412113 e C2022 formaram um grupo distinto e,
um terceiro grupo, foi formado pelos progenitores CS303 e CS92 6602.

A dispersdo das distancias no plano com base nas medidas de
dissimilaridades € mostrada na Figura 6. A formacéo de grupos pelo método de
otimizacdo de Tocher é mostrada por meio de elipses que reinem os cultivares
mais proximos e evidencia a proximidade dos progenitores doadores de alelos
para os teores modificados de acidos graxos, formados pelos genétipos BARC-
12, N85-2176 e N85-2124, embora este ultimo tenha se colocado em um grupo
a parte. Constata-se que os genétipos CS303 e CS92 6602 estédo localizados
mais proximamente e sao agrupados em conjunto. Os genétipos B412113 e
C2022 sdo agrupados em conjunto, embora apresentem o teor de acido

linolénico diferenciado.
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Figura 5. Dendrograma obtido pelo método hierarquico de ligagdo média dentro de

grupos com base nas medidas de dissimilaridade entre cultivares de soja obtidas pelo
complemento do coeficiente de coincidéncia simples
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Figura 6. Projecdo das distancias no plano com base na matriz de dissimilaridades
obtida pelo complemento do coeficiente de coincidéncia simples. Os genitores
agrupados por meio das elipses correspondem aos grupos formados pelo método de
otimizagdo de Tocher. Os numeros indicam os genétipos: BARC-12 (1), B412113 (2),
C2022 (3), CS303 (4), CS92 6602 (5), N85-2124 (6) e N85-2176 (7). Stresse: 36%.
Correlacao entre distancias originais e estimadas: 0,73

4.1.4. Correlag@es entre Medidas de Diversidade Genética
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A comparacdo entre os grupos formados pela distancia de Mahalanobis
e pelas medidas de dissimilaridade molecular pode ser feita a partir das
informacdes dispostas no Quadro 10. Utilizando os métodos de agrupamento
de Tocher e 0 método hierarquico de ligagdo média dentro de grupos verifica-
se gue os grupos formados foram bastante coincidentes entre si. Baseado no
desempenho dos progenitores com relacdo aos teores de acidos graxos e nas
distancias genéticas estimadas, os cruzamentos de maior potencial seriam
agueles realizados entre os grupos 1 e 2. Da mesma forma, MORAES (2003),
em um estudo de divergéncia por meio de marcadores microssatélites,
selecionou progenitores para alto conteudo protéico com base nho seu
desempenho e nas dissimilaridades genéticas estimadas pelo coeficiente de

coincidéncia simples.

Quadro 10. Comparacéo entre trés diferentes medidas de diversidade genética e dois
métodos de agrupamento. Os nimeros indicam os gendétipos: (1) BARC-12, (2)
B412113, (3) C2022, (4) CS303, (5) CS92 6602, (6) N85-2124 e (7) N85-2176

M ahalanobis Dissimilaridade Molecular
Tocher Hierarquico Tocher Hierarquico
Grupos
1 2,4 2,4,5 4,5 4,5
2 1,7 1,7 1,7 1,6,7
3 3,6 3,6 2,3 2,3
4 6

Quadro 11. Correlagfes entre as Distancias Generalizadas de Mahalanobis, Variaveis
Canobnicas e Dissimilaridade Molecular na avaliacdo da diversidade genética entre
cultivares de soja

Variaveis Canonicas Dissimilaridade Molecular

Distancias de M ahalanobis 0,94484* * 0,3799™

Variaveis Canénicas 0,3850™
**: Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t.
": N&o significativo.

Procurando verificar o grau de relacionamento entre as metodologias
utilizadas foi calculada a correlacdo de Pearson entre as diferentes estimativas
de distancias. No Quadro 11 estdo apresentadas as correlacdes entre as
medidas de divergéncia genética.

A correlagcdo entre as distancias generalizadas de Mahalanobis e a

analise por variaveis canbnicas foi significativa e alta, com um coeficiente
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acima de 90%. Este resultado indica um alto grau de correspondéncia entre as
estimativas de distancias obtidas por estes dois métodos. Como ambas
metodologias baseiam-se na matriz de covariancias residuais existentes entre
as médias dos progenitores, este resultado é esperado. Em adicao, espera-se
qgque na obtencdo das variaveis candnicas, estas expliguem boa parte da
variancia existente nas variaveis originais, para que o grau de distorcdo seja
menos influente na determinagdo das distancias. O grau de distor¢do obtido
para a transformacao dos dados na andlise por variaveis can6nicas foi de 14%,
0 que pode explicar a alta correlacdo entre as duas medidas de distancias.

A importancia relativa dos caracteres na determinacdo da divergéncia
genética também parece explicar o alto grau de correlacédo entre as medidas de
Mahalanobis e a técnica de variaveis canbnicas. Uma vez que os teores de
acido oléico e linolénico contribuem com cerca de 67%, de acordo com o
método de SINGH (1991), na determinacdo das distancias generalizadas de
Mahalanobis, espera-se que a projecdo no plano seja menos distorcida se
comparada a uma situacdo em que houvesse uma maior participacdo de trés
ou mais variaveis nas estimativas das distancias.

As medidas de dissimilaridade estimadas por meio de marcadores
moleculares ndo foram significativamente correlacionadas com as medidas
obtidas na analise por meio de variaveis canbnicas ou por meio das distancias
generalizadas de Mahalanobis (Quadro 11). Este fato pode ser explicado pela
distribuicdo dos marcadores moleculares nos grupos de ligacdo do mapa da
soja. Como os marcadores localizaram-se de forma generalizada ao longo do
genoma, € pouco provavel que os primers utilizados estejam ligados a locos
que controlem o contetdo de &cidos graxos. Espera-se, portanto, que o pool
genético amostrado na técnica das variaveis canbnicas e nas distancias de
Mahalanobis, baseados em caracteres quantitativos, seja diferente daquele
acessado pelos marcadores moleculares.

Embora as correlacbes entre as distancias baseadas em dados
guantitativos e aquelas baseadas em dados moleculares n&o sejam
significativas, a definicdo de grupos pelos métodos de agrupamento, com base
nas matrizes de distancias, foram suficientes para descriminar de maneira

semelhante as maiores diferengas entre os progenitores.
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Sugere-se para um trabalho futuro, a utilizacdo de regresséo step-wise
com o objetivo de se identificar os marcadores que sejam mais influentes na
determinacdo do teor de acidos graxos. Espera-se com esta estratégia que as
distancias estimadas com base em marcadores ligados ao contetdo de &cido
graxo possam apresentar maiores correlacées com as medidas de distancia

estimadas por meio dos teores de acidos graxos.
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4.2. Andlise Dialélica de Pais, Sementes F; e Reciprocos

A analise dialélica a partir da analise individual de sementes foi realizada
com base nos seguintes progenitores: B412113 (1), C2022 (2), CS303 (3),
CS92 6602 (4), N85-2124 (5) e N85-2176 (6). Como nem todas as
combinacdes de cruzamentos realizados com o progenitor BARC-12 foram
obtidas, optou-se por descartar este gendtipo, sendo, portanto, utilizados
somente 0s seis progenitores restantes.

4.2.1. Analise de Variancia e Determinacdo do Coeficiente de
Repetibilidade

Os resultados da andlise de variancia com base nas sementes
individuais dos pais, sementes F; e reciprocos estdo apresentados no Quadro
12. Para todos os caracteres avaliados verificou-se a significancia dos efeitos
dos genoétipos nas médias das observacgfes, indicando haver substancial
variabilidade genética entre os gendtipos avaliados. Os coeficientes de
variagdo experimental foram similares aqueles apresentados no estudo de
divergéncia genética entre os pais, quando foram utilizados bulks de sementes
na determinacéo dos teores de acidos graxos. Os demais parametros também
foram coincidentes, indicando uma boa precisdo experimental e certa
correspondéncia entre os valores observados para as sementes individuais
com relacdo aos bulks de sementes.

De acordo com CRAMER et al. (1981), extensa variabilidade entre
sementes de diferentes partes da planta tornam menos efetiva a selecdo de
gendtipos com base em sementes individuais. Para que fosse avaliada a
variacdo posicional das sementes na planta mée, uma vez que se utilizou a
analise de sementes individuais nos procedimentos estatisticos, estimou-se 0
coeficiente de repetibilidade procurando-se verificar o grau de determinacéo
neste tipo de amostragem, bem como inferir o nimero minimo de sementes a
serem avaliadas. Os coeficientes de repetibilidade para cada acido graxo foram
determinados com base na analise de cinco sementes por gendtipo avaliado.

Os dados das analises de sementes individuais apresentaram alto
coeficiente de repetibilidade para os teores de todos os acidos graxos, quando
se utilizou um numero de cinco repeticdes por gendtipo (Quadro 13). Para
todas as caracteristicas avaliadas, as magnitudes dos coeficientes de

repetibilidade foram altas, indicando que a variagdo proporcionada pelo efeito
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de posicdo das sementes na planta mée foi pouco significativa na
determinacdo da variacao total. Embora HAWKINS et al. (1983b), por meio de
estimativas de herdabilidades, tenham concluido que a analise baseada em
sementes individuais é menos eficiente, verifica-se no presente trabalho, que a
analise individual foi suficiente para a determinacdo das diferencas entre os

tratamentos.

Quadro 12. Valores e significAncias dos Quadrados Médios (QM), Médias e
Coeficientes de Variacdo Experimental (CV) e de Determinac&o Genotipica (h?), obtido
da analise de variancia no delineamento inteiramente casualizado, utilizando pais,
progénies F; e os reciprocos, para os teores de acido palmitico (16:0), acido estearico
(18:0), acido oléico (18:1), acido linoléico (18:2) e acido linolénico (18:3) em soja

Quadrados M édios

FV GL 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3
Genotipos 35 3,6263**  2,1983** 6855473 ** 4355327 ** 16,0856**
Residuo 144 0,2450 0,0726 18,7686 12,1481 0,4455
Média 10,7758 2,8897 27,2881 53,5510 5,5154
CV (%) 4,5926 9,3218 15,8760 6,5086 12,1017
H? 93,2460 96,6993 97,2623 97,2107 97,2304
CVg/CV (%) 1,6617 2,4206 2,6656 2,6401 2,6498
** P<0,01

Ainda no Quadro 13, sdo apresentados os coeficientes de determinagao
referentes ao numero de repeticdes utilizados no experimento. Para todos os
caracteres, foi estimada alta determinacéo, indicando grande precisdo na
predicdo dos valores reais de cada tratamento. Com base nos coeficientes de
repetibilidade e nos valores dos coeficientes de determinacéo, conclui-se que
houve boa regularidade ao se utilizar o nimero de cinco repeticbes para
caracterizacdo de cada gendtipo no experimento. Estes resultados ndo séo
coincidentes com as conclusbes de HAMMOND & FEHR (1975). Segundo
estes autores, amostras de sementes com numero de repeticdes igual ou
menor do que 10 ndo sao suficientes para eliminar a variacdo semente-a-
semente. Ressalta-se, no entanto, que o coeficiente de repetibilidade é uma

medida que varia de acordo com a natureza do carater, as propriedades
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genéticas da populacdo e com as condicdes de ambiente sob as quais os
individuos sdo mantidos (CRUZ & REGAZZI, 1997).

Quadro 13. Coeficientes de Repetibilidade e de Determinacéo obtidos da andlise de
variancia dos dados de sementes individuais dos pais, progénies F; e reciprocos, em
cinco repeticdes, para os teores de acidos graxos em soja

Acido Graxo Coeficiente de Repetibilidade Determinagéo (%)
Palmitico (16:0) 0,7346 93,2623
Estearico (18:0) 0,8523 96,6498
Oléico (18:1) 0,8749 97,2188
Linoléico (18:2) 0,8733 97,1806
Linolénico (18:3) 0,8729 97,1702

Embora os resultados do presente experimento indiquem ser possivel a
analise de sementes individuais na caracterizagcdo dos tratamentos, ndo é
recomendada a utilizacdo deste tipo de amostragem em processos seletivos.
Deve-se lembrar que os genoétipos maternos utilizados sdo linhagens que
apresentam alta estabilidade genotipica, o que pode minimizar os efeitos de
posicdo avaliados, ou mesmo os efeitos de interacdo entre o gendtipo do
embrido e o gendtipo materno. Nesta mesma linha, segue o trabalho de BRIM
et al. (1968), que verificaram nao ser recomendavel a utilizacdo de andlise
individual de sementes F2 a partir de plantas F;, principalmente devido aos
efeitos do gendétipo materno, na avaliagcdo dos teores de acido linolénico. Em
adicdo, trabalhos indicam ser mais efetiva a selecdo de gendtipos superiores
para os teores de acidos graxos, com base na analise de plantas individuais
(WILSON et al., 1981).

Por meio do procedimento de Scott e Knott as médias dos tratamentos
foram agrupadas conforme mostrado no Quadro 14. Verifica-se uma maior
homogeneidade das médias com relagcdo aos grupos em que se encontram,
guando sao considerados o0s cruzamentos envolvendo um determinado
gendtipo materno na formacdo dos hibridos. Por exemplo, nos cruzamentos
envolvendo como gendtipo materno o progenitor B412113 (1) e os demais

progenitores, as médias para o teor de acido oléico foram agrupadas
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conjuntamente e, para os teores de &cido linolénico, as médias observadas
foram agrupadas em trés diferentes grupos. Este fato sugere a influéncia do
genodtipo materno na determinacdo do comportamento dos hibridos. Em
analises posteriores, apresentadas neste mesmo estudo, sera possivel verificar
com maior clareza os efeitos do gendtipo materno sobre as médias dos
hibridos.

42



Quadro 14. Valores médios dos teores de acido palmitico (16:0), acido estearico
(18:0), acido oléico (18:1), acido linoléico (18:2) e acido linolénico (18:3) para os pais,
progénies F; e os reciprocos. As médias foram agrupadas conforme procedimento de
Scott e Knott, a 5% de probabilidade

Acidos Graxos

Gendtipos 16:0 18:0 18:1 182 183
1. B412113 11,0346b  39248a 1548429 61256la  83164a
2. C2022 11,0071b  34634a  21,8528f  59,6803a  3,9836e
3.CS303 11,2271a  32784b  188442g  584135b  82246a
4. CS92 6602 11,2053a  2,5396d  236037f  539760c  86756a
5. N85-2124 11,0164b  25925d  265502e  557132b  4,1276e
6. N85-2176 8,9849 d 22767e  47,6667b  37,8721f  32131f
1x2 11,0723b  37521a 1747779  61,6608a  6,0433¢C
1x3 11,3128a  38619a 1676429  60,7142a  7,3469b
1x4 11,7961a  35367a  168072g  60,7633a  7,0967b
1x5 12,099a  32185b  194500g  59,9077a  53249d
1x6 11,0282b  33602b 1837069  61,5293a  57117d
2x1 116558a  38216a 1669649  615228a  6,3034cC
2x3 11,4756a  3558a 17,6928  61,0040a  6,0687cC
2x4 11,6919a  30875c  22,9842f  566975b  55388d
2x5 11,333a  33857b  20,7585f  61,4000a  3815le
2x6 10,7312b  34216b  22,8018f  59,3307a  37147e
3x1 11,4131a  37093a  174311g 595357a  7,9108a
3x2 10,8333b  36382a 1816439  61,9539a  54103d
3x4 11,3388a  31326c  188122g  585029b  82134a
3x5 11,0345b  3,1385c  225328f  57,2927b  6,0015¢
3x6 105053b  2,8617c  236240f  57,3586b  56505d
4x1 107304b  31262c  19,39008g  58,7606b  7,9920a
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Continuagéo Quadro 14

4x2 10,5522 b 3,0069 c 25,8571e 53,3887 c 7,1949 b
4x3 10,3900 b 2,7048d 27,1004 e 51,8541 c 7,9514 a
4x5 10,4474 b 2,249 e 32,8419d 49,0629 d 5,4020d
4x6 9,9606 c 2,7052d 26,4989 e 55,7078 b 5,1816d
5x1 11,5777 a 2,3420 e 29,9773d 51,5226 c 4,5804 d
5x2 11,5039 a 2,1762 e 28,6667 e 54,1626 ¢ 3,4906 e
5x3 10,0588 ¢ 2,1897 e 34,6616 d 48,7665 d 4,3244 e
5x4 11,4843 a 1,9262 f 32,4244 d 48,6572d 5,5080d
5x6 11,1011 b 2,2968 e 259421 e 57,2190 b 3,4609 e
6x1 9,2518d 2,0044 f 54,9239 a 29,9329 ¢ 4,0870 e
6x2 9,1419d 2,0357 f 50,6951 a 35,4082 g 2,6588 f
6x3 9,1138d 1,9133 f 52,9220 a 32,5682 g 3,4827 e
6x4 9,8221c 1,9531 f 41,7574 c 55,7078 b 4,0823 e
6x5 8,9975d 1,8382f 54,3425 a 51,5226 c 2,4674 f




4.2.2. Analise Dialélica pela Metodologia de GRIFFING (1956)

Os dados provenientes das 36 combina¢gdes obtidas nos cruzamentos
entre os seis progenitores utilizados, foram analisados segundo o modelo 1 do
método 1 de GRIFFING (1956), que envolve a utilizagdo dos progenitores,
hibridos F; e reciprocos.

No Quadro 15, estdo apresentados os resultados da andlise de variancia
segundo o modelo de GRIFFING (1956) para todos os caracteres avaliados.
Nesta andlise, a soma de quadrados de tratamentos é desdobrada na soma de
guadrados para a capacidade geral de combinacdo (CGC), capacidade
especifica de combinacdo (CEC) e efeito reciproco (ER). Verificou-se a
significancia dos efeitos da CGC, CEC e ER para todos os teores de acidos
graxos, pelo teste F, com probabilidade de 1%. Efeitos significativos para a
CGC, CEC e ER também foram detectados em cruzamentos reciprocos de
milho para caracteristicas fisico-quimicas dos graos (ALIKA & OJOMO, 1996)

As estimativas dos componentes quadraticos, também dispostas no
Quadro 15, expressam a variabilidade genética dos progenitores com relagéo

aos efeitos de CGC (Ifg), CEC (Ifs) e ER (Ifrc). Os componentes

apresentados sugerem uma predominancia dos efeitos da Capacidade Geral

de Combinacdo (CGC) em relacdo a Capacidade Especifica de Combinacéao
(CEC). Pode-se verificar este fato analisando-se também a razdo F . F .- Para

todos os acidos graxos avaliados, os efeitos gerais sdo preponderantes em
relacdo aos efeitos especificos. Sugere-se, portanto, que os efeitos de genes
aditivos sédo substancialmente mais importantes que outro tipo de acéo génica
expressa na variacdo dos teores de acidos graxos. Para o teor do acido oléico,
verifica-se uma concentracdo acentuada de variabilidade nos efeitos
reciprocos, indicando haver significativa influéncia dos cruzamentos reciprocos,
provavelmente fruto da influéncia do gendtipo materno na expressdo do
carater. Em relacdo ao acido linolénico, o componente quadratico associado a
CGC apresentou uma maior magnitude se comparado aos demais, sugerindo
também maior participacdo dos efeitos de genes aditivos na determinacdo da
variabilidade genética para o este acido graxo.

A significancia dos efeitos da CGC indica que pelo menos um dos
progenitores, dos seis utilizados no estudo, difere dos demais com relacdo a
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concentracdo de alelos favoraveis para os teores de &cidos graxos, qualquer
qgue seja o efeito de dominancia desses genes ou alelos (VENCOVSKY &
BARRIGA, 1992). A presenca de efeitos significativos na CGC foi relatada para
diversas caracteristicas agrondmicas na soja, da mesma maneira ocorrendo
para o teor de proteina em sementes, uma caracteristica bioquimica
(PIOVESAN, 2000). O fato de existir variabilidade genética com relacdo a
presenca de alelos favoraveis de efeito aditivo pressupbe ser possivel a
utilizacdo de métodos de selecdo com base na CGC, como o método de
selecéo recorrente ou 0 método de retrocruzamentos (ALLARD, 1971; ALIKA &
OJOMO, 1996).

Quadro 15. Andlise de variancia para capacidade geral de combinacdo (CGC),
capacidade especifica de combinacdo (CEC) e efeito reciproco (ER) para os teores de
acido palmitico (16:0), esteérico (18:0), oléico (18:1), linoléico (18:2) e linolénico (18:3),
segundo o método 1 do modelo 1 de GRIFFING (1956). Os componentes quadraticos
associados aos efeitos do modelo também séo apresentados.

Quadrados M édios

FV GL 160 18:0 18:1 18:2 18:3

Tratamento 35  36263** 2,1982** 6855490"* 4355326** 16,0856

cae 5 14,4658** 9,8830** 2389,6919** 1272,8150** 98,1409+

CEC 15 05580**  0,3241**  66,7997**  52,3124**  17256**

E. Reciproco 15 30815* 15105** 7362506** 539,6585**  3,0042¢*

Residuo 144 02449 00726 187686 12,1481 04455
EF 37859  3,2505 4,1135 2,6156 6,3605
g ' s

E -Fro 08354  1,1370 0,5508 0,3983 6,1468
.

F 02370 01635 395154 210111 16283
g

C 0.0626  0,0503 9,6062 8,0329 0,2560
S

Erc 02837 01438 71,7482 52,7510  0,2649

** P<0,01

Como os efeitos de CEC foram significativos, em pelo menos um dos

cruzamentos obtidos, espera-se a influéncia dos desvios de dominancia na
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expressdo dos caracteres, ou qualquer tipo de acdo génica nao-aditiva. Em
outras palavras, deve haver um certo grau de complementacao génica entre os
progenitores avaliados, principalmente com relagcédo aos locos que apresentam
alguma dominancia (VENCOVSKY & BARRIGA, 1992). Pode-se entender a
CEC como o desvio do desempenho de um cruzamento particular em relacdo a
média da capacidade geral de combinacdo das duas linhas parentais
envolvidas (FALCONER & MACKAY, 1996). Estes desvios, como mencionado,
sao devidos aos efeitos génicos nao-aditivos.

A influéncia do efeito reciproco € marcante nos cruzamentos hibridos
entre os progenitores testados, sugerindo haver influéncia do genétipo materno
(BRIM et al., 1968). Como a magnitude do efeito reciproco foi substancial na
variacdo observada, deve-se levar em consideracdo este componente em
etapas posteriores em programas de melhoramento. Verifica-se para o teor de
acido oléico, que o efeito reciproco foi mais pronunciado, em contraste com o
teor de acido linolénico, que apresentou maior influéncia dos efeitos da
capacidade geral de combinacéo.

As estimativas dos efeitos da capacidade geral de combinacéo (§,) para
cada progenitor sdo apresentados no Quadro 16. As estimativas de (g,)

fornecem importantes informacdes acerca dos progenitores utilizados, como a
concentracdo de alelos predominantemente aditivos em seus efeitos, bem
como a direcdo dos efeitos génicos na expressao das caracteristicas (CRUZ &
REGAZZI, 1997). Para o acido oléico, verificou-se que o progenitor N85-2176,
seguido pelo progenitor N85-2124, apresentaram as maiores estimativas para
os efeitos de capacidade geral de combinacdo. Dessa forma, depreende-se
gue os gendtipos N85-2176 e N85-2124 apresentam as melhores contribuicdes
para o aumento do teor de &cido oléico, dentre os gendtipos avaliados. Como
comentado, gendtipos com teores superiores de acido oléico sdo desejados
para ganhos na qualidade e estabilidade do Oleo, sendo portanto os
progenitores N85-2176 e N85-2124 os mais indicados para o estabelecimento
de populacfes base para a melhora da qualidade do 6leo.

Considerando-se que é desejavel, da mesma forma, a obtencdo de
gendtipos com teores reduzidos de &cido linolénico, foram analisadas as

estimativas de §,. Pelo Quadro 16 observa-se que, para os genotipos N85-
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2176 e N85-2124, foram encontradas também as menores estimativas dos
efeitos de capacidade geral de combinacdo. As estimativas, de sentido
negativo, indicam serem estes gendtipos os mais favoraveis para a obtencéo
de populacbes segregantes, objetivando-se a obtencdo de ganhos genéticos

para a reducédo do teor de acido linolénico.

Quadro 16. Estimativas dos efeitos de capacidade geral de combinag&o (§;), com os
respectivos desvios-padrdes e as respectivas médias, para os teores de acido
palmitico (16:0), estearico (18:0), oléico (18:1), linoléico (18:2) e linolénico (18:3), de
acordo com o método 1 do modelo 1 de GRIFFING (1956)

Acido Graxo

Efeitos (g, ) 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3
1.B412 113 (§,) 0,3914 0,4922 -5,7666 3,8125 1,0704
2.C2022(4,) 0,2246 0,3445 -3,4964 3,6065 -0,6650
3.CS303 (g 3) 0,0517 0,2157 -3,3386 1,9805 1,0520
4. CS926602 (4,) 0,1095 -0,1807 -1,3146 0,0933 1,2772
5. N85-2124 ( @5) 0,1967 -0,3941 2,2709 -0,9033 -1,1296
6. N85-2176 (§ 6) -0,9739 -04777 11,6463 -8,5895 -1,6051
DP(§,) 0,0583 0,0317 0,5106 0,4108 0,0787
DP (g, - Qi ) 0,0904 0,0492 0,7910 0,6363 0,1219
m 10,7758 2,8897 27,2881 53,5510 55154

Os efeitos da capacidade especifica de combinagéo (§;) estimados para

0s cinco acidos graxos avaliados estdo dispostos no Quadro 17. Observa-se

também as estimativa dos efeitos especificos para cada progenitor (S.). As
estimativas de (§;) sao consideradas importantes indicadores da existéncia, ou

nao, de dominancia unidirecional (CRUZ & VENCOVSKY, 1989). A magnitude

dos valores de (S;) é um indicador da divergéncia genética de cada progenitor,

em relacdo a média dos outros progenitores testados no dialelo. Verifica-se,
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para os dados apresentados, que 0s progenitores N85-2176 e N85-2124
apresentaram as maiores magnitudes se comparados aos demais, em especial
para os teores de &cido oléico e linolénico. Estes resultados indicam serem os
gendtipos citados mais divergentes em relagcdo aos demais progenitores, e
estdo de acordo com os dados observados no estudo de divergéncia.

Os valores de (§;) também referem-se a diregdo dos desvios

observados em combinac¢des hibridas, envolvendo os respectivos progenitores.

Valores de (S;) negativos indicam a existéncia de desvio unidirecional positivo,

e consequentemente a expressdao de heterose positiva. Assim, nas
combinac¢des hibridas envolvendo os progenitores N85-2176 e N85-2124 com
0s demais, espera-se que haja a manifestacao de efeito heterético positivo nos
hibridos, se for considerado o teor de acido oléico. A mesma analise pode ser
feita para o teor de acido linolénico. No entanto, para este carater, verificou-se

um valor positivo das estimativas de (§;), indicando que as combinacdes

hibridas derivadas dos progenitores N85-2176 e N85-2124, tendem a
apresentar efeito heterdtico negativo.

Tendo por base um programa de rectrocruzamentos, verifica-se que 0s
progenitores N85-2176 e N85-2124 sao os mais recomendados como fontes
doadoras de genes para 0 aumento de &cido oléico e a reducdo de acido
linolénico, por apresentarem melhores estimativas de efeitos de CGC. Com
base nas estimativas de distancias genéticas entre estes progenitores e 0s
demais, verifica-se que os cruzamentos mais recomendados sao aqueles que
envolvem como progenitores recorrentes os cultivares B412113, CS92 6602 e
CS303.

Com relagdo aos valores de (§;), verifica-se que as melhores

combinacdes observadas, para o teor de &cido oléico, foram entre os
progenitores CS92 6602 (4) e N85-2124 (5), que apresentou maior estimativa,
e entre os progenitores B412113 (1) e N85-2176 (6). Para o teor de &cido
linolénico, tendo em vista que se deseja reduzir o teor deste acido graxo, as
melhores combinagdes selecionadas foram entre os progenitores CS92 6602
(4) e N85-2176 (6), que apresentou a menor estimativa, e entre os progenitores
B412113 (1) e N85-2124 (5).
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Quando sdo selecionadas combinacfes hibridas com base na CEC,
devem-se indicar agueles cruzamentos que envolvam progenitores com maior
concentragdo de alelos favoraveis ou, em outras palavras, que apresentem
maior capacidade geral de combinacdo (CRUZ & REGAZZI, 1997). Os
cruzamentos recomendados atingem este objetivo, pois pelo menos um dos
progenitores em cada cruzamento possui alta capacidade geral de combinacéao
(N85-2124 e N85-2176). Em adi¢cdo, nos cruzamentos recomendados, foram
incluidas linhagens de alto desempenho agronémico e adaptadas as condicdes
de cultivo brasileiras (CS92 6602 e B412113). Para espécies autbgamas, como
0 caso da soja, ha também o interesse em se recomendar cruzamentos que
envolvam progenitores que tenham ambos, alta CGC, uma vez que o objetivo é
a obtencado de linhagens com alta concentracdo de alelos favoraveis. Dessa
forma, o cruzamento mais recomendado € entre 0s progenitores N85-2124 (5)
e N85-2176 (6). Uma desvantagem desta combinacdo é que ela envolve
apenas genoétipos doadores de caracteristicas desejaveis para o conteudo de
acidos graxos mas com baixo desempenho agrondmico, além de apresentarem
pequena divergéncia genética entre si, indicando uma baixa complementacao
génica.

As estimativas dos efeitos reciprocos (f; ), apresentadas no Quadro 18,
permitem indicar, nos cruzamentos recomendados, os efeitos do gendtipo
materno e paterno, uma vez que os efeitos de capacidade especifica de
combinacdo nado especificam qual dos progenitores devera ser utilizado como
macho ou fémea. No presente estudo, o gendtipo materno é representado pelo
indice “i” e 0 gendtipo paterno é representado pelo indice “j”. Analisando-se 0s
cruzamentos selecionados pela capacidade especifica de combinacao, verifica-
se que os progenitores N85-2124 e N85-2176 sao mais efetivos como
progenitores maternos na obtencdo de populacbes segregantes. Entretanto,
para a combinagdo entre os progenitores CS92 6602 (4) e N85-2124 (5) a

preferéncia é a utilizagéo do cultivar CS92 6602 como progenitor materno.
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Quadro 17. Estimativas dos efeitos de capacidade especifica de combinacéo (§ﬁj),
com os respectivos desvios-padrdes e as respectivas médias, para os teores de acido
palmitico (16:0), estearico (18:0), oléico (18:1), linoléico (18:2) e linolénico (18:3), de
acordo com o método 1 do modelo 1 de GRIFFING (1956).

Acidos Graxos

Efetos (§) 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3
Sy -0,5241 0,0507 -0,2706 0,0801 0,6602
S, -0,2179 -0,1153 1,5575 -1,0837 -0,2019
S 0,3479 -0,0427 -1,7667 0,9015 0,6051
Su 0,2105 0,0112 -1,0552 0,2383 0,6057
Ss -0,1529 0,4911 -5,2781 3,9689 0,8713
Seo 0,1569 0,3424 -2,0138 1,5000 0,9079
S, -0,0278 0,0605 -0,9380 0,6218 0,2524
Si3 0,1440 0,1880 -1,0852 0,7810 -0,0090
Sk -0,0135 0,1302 -2,1079 2,3051 -0,3187
Sis 0,4747 -0,2075 0,9221 -0,7450 -0,5036
S -0,0534 -0,2219 3,4796 -3,0429 -0,0814
Sy 0,1023 0,1482 -2,5245 2,3410 -0,1630
Su 0,0121 -0,0063 1,9436 -2,2077 0,2391
S 02214 -0,0591 -1,3492 1,5272 -0,0681
S -0,0899 -0,0278 1,3106 -1,1986 -0,0586
Sy -0,0726 -0,0060 03214 -0,4463 0,2377
Ss -0,4776 -0,0472 2,3776 -1,5086 -0,2750
S -0,0441 -0,2402 2,6773 -1,9786 -0,3958
Si -0,1162 -0,2269 4,3896 -3,8810 -0,2081
S -0,0201 0,0978 -3,4916 3,9916 -0,5556
Sso 0,0507 0,0496 -1,0621 0,7285 0,1834
DP (§)) 0,1330 0,0724 1,1643 0,9367 0,1794
DP (§)) 0,1844 0,1004 1,6145 1,2989 0,2488
DP (5 - §;) 0,2556 0,1391 22372 1,7999 0,3447
DP(S; - §)) 0,2557 0,1391 22372 1,7999 0,3447
DP (§; - §;) 0,2213 0,1205 1,9375 1,5587 0,2985
DP (§; - &) 0,2020 0,1099 1,7686 1,4229 0,2725
DP (S, - ) 0,1808 0,084 1,5819 1,2727 0,2437
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Quadro 18. Estimativas dos efeitos reciprocos (ﬁj ), com 0s respectivos desvios-

padrbes e as respectivas médias, para os teores de acido palmitico (16:0), esteérico
(18:0), oléico (18:1), linoléico (18:2) e linolénico (18:3), de acordo com o método 1 do
modelo 1 de GRIFFING (1956).

Acidos Graxos

Efeitos (F) 16:0 18:0 18:1 182 183
Fio 10,2018 -0,0348 0,3907 0,0690 -0,1301
Fis 10,0502 0,0763 10,3335 0,5893 10,2820
Fq 0,5329 0,2053 -1,2018 1,0014 -0,4477
Fis 0,2610 0,4383 5,637 4,1926 0,3723
e 0,8882 0,6779 -18,2767 15,7982 0,8124
s 0,3212 10,0401 10,2358 10,4750 0,3292
Fog 0,5699 0,0403 11,4365 1,6544 10,8281
Fs 10,0855 0,6048 13,9541 3,6187 0,1623
Fos 0,7947 0,6930 139467 11,9613 0,5280
Far 0,4744 0,2139 -4,1441 3,3244 0,1310
Fas 0,4879 0,4744 -6,0644 4,2631 0,8386
fas 0,6958 0,4742 14,6490 12,3952 1,0839
Fus 0,5185 0,1619 0,2088 0,2029 10,0530
Fue 0,0693 0,3761 7,6293 6,6614 0,5497
fos 1,0518 0,2293 142002 124323 0,4968
DP (f;) 0,1565 0,0852 1,3700 1,1022 0,2111
DP (Ff; - fy) 0,2213 0,1205 1,9375 1,5587 0,2985
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4.2.3. Andlise Dialélica pela Metodologia de COCKERHAM & WEIR
(1977)

Procurando-se avaliar, bem como quantificar, a influéncia dos efeitos
reciprocos nos comportamentos dos hibridos, utilizou-se a analise dialélica com
base na metodologia de COCKERHAM & WEIR (1977). Neste tipo de analise,
sdo considerados dois modelos genéticos. No modelo 1, que assemelha-se ao
modelo de GRIFFING (1956), o desempenho dos hibridos e reciprocos é
explicado pela CGC e CEC, sendo o efeito reciproco decomposto em um
efeito de ordem geral, associado ao comportamento médio dos hibridos nos
cruzamentos em relacdo aos progenitores i e j, e um efeito especifico, que se
manifesta no ij-ésimo cruzamento. No modelo 2, denominado modelo biolégico,
o desempenho dos hibridos é explicado pela acdo de genes nucleares,
extranucleares e da interacao entre eles.

Como a analise neste modelo é efetuada através dos dados dos hibridos
Fi's e reciprocos, excluindo-se 0s pais, realizou-se uma nova andlise de
variancia para os dados a serem utilizados na metodologia de COCKERHAM &
WEIR (1977). Os resultados da analise de variancia para todos os caracteres
sdo apresentados no Quadro 19. Como houve significancia para todos os
caracteres avaliados, torna-se possivel a decomposicdo das soma de
quadrados de gendtipos, nos efeitos dos modelos adotados na metodologia de
COCKERHAM & WEIR (1977).

Quadro 19. Valores e significAncias dos Quadrados Médios (QM), Médias e
Coeficientes de Variagdo Experimental (CV) obtido da analise de varidncia no
delineamento inteiramente casualizado, utilizando progénies F; e 0s reciprocos, para
os teores de acido palmitico (16:0), acido esteérico (18:0), acido oléico (18:1), acido
linoléico (18:2) e acido linolénico (18:3). (**P<0,01)

Quadrados M édios

FV GL 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3
Genotipos 29 3,7257**  2,2813**  711,3960**  461,4512** 13,3549**
Residuo 120 0,2594 0,0783 20,5444 13,2794 0,4676
Média 10,7818 2,8651 27,6123 53,3642 5,4005
CV (%) 4,7238 9,7695 16,4151 6,8287 12,6621
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A analise de variancia segundo a metodologia de COCKERHAM & WEIR
(1977), € mostrada no Quadro 20. Os efeitos da capacidade geral de
combinacgao foram significativos para todos os caracteres avaliados, em acordo
com a analise dialélica efetuada pela metodologia de GRIFFING (1956).

Observa-se para o acido palmitico que o efeito de capacidade especifica
de combinacao foi ndo significativo, em contraste com analise realizada por
meio da metodologia de GRIFFING (1956). No modelo 1, verificamos que 0s

efeitos de reciprocidade dos hibridos, para esta caracteristica, estdo

concentrados no efeito reciproco geral (s“fg). No modelo biolégico, o efeito

reciproco geral refere-se a interacdo de efeitos extranucleares de origem
/\2 /\2 7 - - ~ ~
materna e paterna (s, +s ;). Neste caso, ha a participagdo, na expressao

deste acido graxo, de interacdes de ordem extranuclear entre 0s progenitores
utilizados.
Para o teor de &cido esteérico e oléico, houve significancia de todos os

efeitos do modelo 1, exceto para o efeito reciproco especifico (S32).

Comparando-se ao modelo bioldgico, o efeito reciproco especifico pode ser
entendido como fruto da interacdo dos efeitos extranucleares com os efeitos
nucleares, indicando, portanto, a auséncia de interacbes deste tipo na
expressdo dos teores de acido estearico e oléico. No entanto, verifica-se
significativa contribuicdo dos efeitos maternal e paternal extranucleares
(Sn+s)).

Como houve significancia para o efeito reciproco geral quanto ao teor de

acido oléico, foram testados os contrastes y. vs y, para comparar as médias

dos cruzamentos do genitor i usado como fémea e como macho, por meio do
teste de Scheffé (Quadro 21). Verifica-se que os progenitores B412113, CS303
e N85-2176 apresentaram contrastes significativos, indicando haver influéncia
mais pronunciada dos gendétipos materno e paterno nos cruzamentos que

envolvam estes genaotipos.



Quadro 20. Andlise de variancia para capacidade geral de combinacdo (CGC),
capacidade especifica de combinacao (CEC) e efeito reciproco geral (ERG) e efeito
reciproco especifico (ERE) para os teores de acido palmitico (16:0), estearico (18:0),
oléico (18:1), linoléico (18:2) e linolénico (18:3), segundo 0 modelo 1 e o modelo 2 de
COCKERHAM & WEIR (1977). Os componentes quadraticos associados aos efeitos
do modelo também séo apresentados.

Quadrados M édios

FV GL 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3
Tratamento 29 3,7258** 2,2812**  711,3980** 461,4511** 13,3550**
CGC 5 11,4924**  8,2645**  1776,8499** 929,0110** 66,5948**
CEC 9 0,4847™ 0,2416** 78,0592* * 71,3496** 0,8787™
Rec. Geral 5 8,1584**  4,3384** 2107,7520** 1551,0757**  6,5502™
Rec. Especifico 10 0,5431™ 0,0966™ 50,5000™ 33,9501** 1,3663**
Residuo 120 0,2594 0,0783 20,5444 13,2794 0,4676
Média 10,7818 2,8651 27,6123 53,3642 5,4005
CV (%) 47238 9,7695 16,4151 6,8287 12,6621
Modelo 1
2
Sy 0,2752** 0,2006** 42 4698* * 21,4415** 1,6429**
;2
S 0,0225™ 0,0163** 5,7515** 5,8070** 0,0411™
s2
Stg 0,1269**  0,0707** 34,2875** 25,2854** 0,0864™
s 2
S s 0,0284™ 0,0018™ 2,9956™ 2,0671** 0,0899**
M odelo 2
22
S, 0,1483™ 0,1299** 8,1822"™ -3,8439™ 1,5565**
s 2
S -0,0058™ 0,0145™ 2,7559™ 3,7400™ -0,0488™
§ 2 + § 2 ns
m p 0,5077**  0,2828**  137,1501** 101,1417** 0,3456
;2
Sy 0,0567™ 0,0036™ 5,9911"™ 4,1341** 0,1797**
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Quadro 21. Comparacdo das médias dos cruzamentos do genitor i, usado como
fémea e como macho (Y, vs Y, ), para o teor de &cido ol€ico, pelo teste de Scheffé

Ordem Yi. Y.i Contraste
1. B412113 17,77394 27,6839 -9,90996*
2. C2022 20,18674 28,17218 -7,98544"™
3. CS303 20,11288 29,8282 -9,71532*
4. CS92 6602 26,33782 26,55708 -0,21926™
5. N85-2124 30,33442 29,98514 0,34928™
6. N85-2176 50,92818 23,44748 27,4807*
S=8,86.
* P<0,05.

": N&o significativo
Quadro 22. Comparagdo das medias de cruzamentos reciprocos (y; vs Y;) para o
teor de &cido linolénico, pelo teste t.

Cruzamento Média F; Reciproco t calculado
1x2 6,0433 6,3034 -0,6161™
1x3 7,3469 7,9108 -1,3358™
1x4 7,0967 7,9920 -2,1208*
1x5 5,3249 4,5804 1,7636™
1x6 57117 4,0870 3,8487*
2x3 6,0687 5,4103 1,5597™
2x4 5,5388 7,1949 -3,9231*
2x5 3,8151 3,4906 0,7687™
2X6 3,7147 2,6588 2,5013*
3x4 8,2134 7,9514 0,6206™
3x5 6,0015 4,3244 3,9728*
3x6 5,6505 3,4827 5,1352*
4x5 5,4020 5,5080 -0,2511"™
4X6 5,1816 4,0823 2,6041*
5x6 3,4609 2,4674 2,3535*

* P<0,05

" N&o significativo
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Para o teor de acido linoléico, observa-se a significancia para todos os
efeitos do modelo 1, inclusive os efeitos reciprocos geral e especifico. Dessa

forma, observa-se no modelo 2, a existéncia de efeitos extranucleares materno

e paterno (S'2 +§,2)) e interag&o entre efeitos extranucleares e nucleares (s?2).

Para o teor de acido linolénico, houve significancia para todo os efeitos,
exceto para a capacidade especifica de combinacao e o efeito reciproco geral.
Comparando-se com as analises efetuadas pela metodologia de GRIFFING
(1956), verifica-se nao haver correspondéncia para a significancia do efeito da
capacidade especifica de combinacdo, sugerindo que os efeitos reciprocos
especificos sdo predominantes em relacdo aos desvios dados pela CEC. A

existéncia de efeitos reciprocos especificos indica que a interacao entre efeitos

extranucleares e nucleares (s ) para esta caracteristica € importante em sua

determinacéo.
Como o efeito reciproco especifico foi significante para o teor de acido

linolénico, foram analisadas as médias dos cruzamentos reciprocos (y; Vs Y;)

por meio do teste t. De acordo com o Quadro 22, nota-se que 0s cruzamentos
reciprocos entre os progenitores B412113 vs CS929902 (1 x 4), B412113 vs
N85-2176 (1 x 6), C2022 vs CS92 6602 (2 x 4), C2022 vs N85-2176 (2 x 6),
CS303 vs N85-2124 (3 x 5), CS303 vs N85-2176 (3 x 6), CS92 6602 vs N85-
2176 (4 x 6) diferiram significativamente

Segundo o modelo biolégico, verifica-se, curiosamente, que a

contribuicdo nuclear dos progenitores (s ?) foi ndo significativa, para todas as

caracteristicas, exceto para o acido estearico e o acido linolénico. Este fato
pode estar associado a ndo inclusdo dos pais na andlise dialélica de
COCKERHAM & WEIR (1977) e a predominancia dos efeitos reciprocos em

relacdo aos efeitos da capacidade de combinac¢éo especifica. A interacao entre

efeitos nucleares (s) foi, conseqiientemente, ndo significativa para quaisquer

dos caracteres avaliados.

A presenca de efeitos reciprocos gerais e efeitos especificos para os
teores de acido oléico e linoléico, respectivamente, indicam de certa forma, a
predominancia destes efeitos em relacao ao efeito de complementacéo génica,

relativo a capacidade especifica de combinacdo. Segundo ALIKA & OJOMO
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(1996), que estudou a qualidade fisico-quimica de sementes de milho por meio
da analise dialélica de GRIFFING, a presenca de efeitos reciprocos
significativos pode indicar a participacdo de fatores citoplasmaticos na
determinacdo do carater. Como foram analisadas sementes F; no presente
estudo, recomenda-se em trabalho futuro, a utilizacdo de bulks de sementes F,
com o intuito de se avaliar o desempenho de individuos F; a fim de verificar,
desta forma, a influéncia dos efeitos extranucleares neste tipo de amostragem.
A influéncia de genes nucleares e extranucleares, bem como as
interacOes resultantes desta influéncia, talvez expliquem a dificuldade de se
obter gendtipos com teores modificados destes acidos graxos, em especial o
acido oléico. Esta dificuldade adicional pode ter levado os diferentes programas
de melhoramento a procurarem métodos de melhoramento alternativos, como a
mutacdo induzida e o desenvolvimento de variedades transgénicas, baseados
principalmente nos efeitos de genes maiores (FHER & CURTISS, 2004).
Sugere-se, com base nos resultados apresentados, a utilizacdo de
métodos de melhoramento, como o método de selecdo recorrente, que
permitam o enriquecimento de alelos favoraveis do pool génico nuclear. Por
outro lado, deve-se associar a este tipo de estratégia a escolha adequada de
genotipos doadores de citoplasma, como uma alternativa para programas de

melhoramento que visem a modificacdo dos teores de acido oléico e linolénico.

58



5. CONCLUSOES

Com base nos objetivos propostos e nos resultados obtidos, conclui-se:
1. Os genodtipos BARC-12, C2022, N85-2124 e N85-2176 foram o0s
que apresentaram melhor desempenho para &cido linolénico, com teores iguais

ou inferiores a 4,0%.

2. Os gendtipos BARC-12 e N85-2176 foram os que apresentaram
melhor desempenho para o teor de acido oléico, apresentando um valor
percentual de 49,0% e 47,0% deste acido graxo, respectivamente.

3. De acordo com as distancias generalizadas de Mahalanobis, os
genotipos BARC-12 e N85-2176 formaram um grupo a parte em relacdo aos
demais, possuindo alto teor de &cido oléico e baixo teor de acido linolénico; os
genodtipos B412113, CS303 e CS926602, linhagens elite do programa soja,
foram localizados em um grupo distinto, apresentando teores normais de
acidos graxos; os genotipos C2022 e N85-2124 localizaram-se em um terceiro

grupo distinto e apresentam baixos teores de acido linolénico.

4, O estudo da divergéncia genética com base em marcadores
moleculares determinou a formacéo de trés grupos de gendétipos. No primeiro
grupo, incluiu-se os genétipos BARC-12, N85-2124 e N85-2176. Em um
segundo grupo, localizaram-se os gendétipos CS303 e CS92 6602. No terceiro
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grupo verificou-se a presenca dos genétipos B412113 e C2022. Os grupos
formados apresentaram bom nivel de coincidéncia com relacdo aqueles
estabelecidos com base nas distancias generalizadas de Mahalanobis ou com
base nas distancias euclidianas obtidas a partir dos escores das duas primeiras

variaveis canobnicas.

5. Embora haja coincidéncia na formacao de grupos, a correlacao
entre medidas de distancia com base nos teores de acidos graxos com as
medidas de dissimilaridade obtidas com base em dados moleculares nédo foram

correlacionadas (r=0,38).

6. O coeficiente de repetibilidade, considerando a analise de
sementes individuais, indicou uma alta determinacdo para o numero de
repeticdes avaliados, mostrando ser possivel, neste estudo, a utilizacdo deste

tipo de amostragem.

7. Os efeitos para capacidade geral de combinacdo (CGC),
capacidade especifica de combinacdo (CEC) e efeito reciproco (ER) foram
significativos para todos os caracteres avaliados, segundo a metodologia de
GRIFFING (1956).

8. A alta relacdo CGC:CEC indica haver predominancia de acao
génica aditiva para o controle da expressao dos teores de acidos graxos em

soja.

9. Os progenitores N85-2124 e N85-2176 foram superiores em

relagdo aos demais, com base na andlise dos efeitos da CGC ( §,), tanto para o

aumento do teor de acido oléico quanto para a reducdo do teor de acido

linolénico.

10. Efeitos extranucleares materno e paterno foram significativos na
expressao do teor de acido oléico, evidenciando a influéncia de efeito reciproco
geral para esta caracteristica. Nos cruzamentos envolvendo 0s progenitores
B412113, CS303 e N85-2176 este efeito foi mais pronunciado.

11. Para o teor de acido linolénico, a presenca de efeitos reciprocos
especificos indica a interagdo de genes nucleares e extranucleares na

expressdo do carater. Dentre os progenitores utilizados, os cruzamentos que
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envolvem o0s progenitores N85-2176 ou CS92 6602 foram aqueles que

apresentaram estar sob maior influéncia de efeitos reciprocos.
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