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RESUMO

RODRIGUES, Josiane Isabela da Silva, M. Se., Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro de 2008. Mapeamento de QTLs associados a conteido de proteina,
0leo e componentes de producdo em soja. Orientador: Maurilio Alves Moreira.
Co-orientadores: Everaldo Gongalves de Barros ¢ Cosme Damido Cruz.

Os programas de melhoramento tém se preocupado, cada vez mais, com o
desenvolvimento de variedades produtivas e com altos contetidos de proteina e 6leo. A
utilizagdo de marcadores moleculares em estudos de mapeamento genético tem levado a
identificacdo de QTLs envolvidos com o controle genético de diversas caracteristicas de
interesse em soja, sobretudo, produtividade e conteudo de proteina e 6leo do grao.
Apesar do nimero consideravel de QTLs mapeados para tais caracteres disponiveis na
literatura, existe ainda informacao limitada e inconsistente sobre a confirmagdo desses
QTLs. Este trabalho teve como objetivos a identificacdo de QTLs associados a conteudo
de proteina (PTN) e 6leo (OLEO) e componentes de produgdo em soja (peso de
sementes por planta - PRO ; peso de cem sementes - PCS, nimero de vagens por planta
- NVP, numero de sementes por planta - NSP). O estudo de mapeamento de QTL foi
realizado a partir de 206 individuos F, obtidos do cruzamento entre a linhagem de soja
CS3035PTA276-1-5-2 (alto teor de proteina e baixo teor de 6leo) e a variedade
UFVS2012 (baixo teor de proteina e alto teor de 6leo). Plantas F; foram avaliadas
fenotipicamente para 11 caracteristicas da soja em um experimento que constou de trés
repeti¢des ou blocos, de forma que cada familia F; foi semeada em trés repetigdes. Os
resultados das andlises de variancia e das estimativas dos parametros genéticos das
caracteristicas indicaram a existéncia de variabilidade genética na populacdo para as
onze caracteristicas ao nivel de significincia de 1%. Além disso, foi evidenciada a
existéncia de contrastes entre as médias dos genitores para a maioria das caracteristicas
Com base nesses resultados, foi confirmado o potencial genético da populagdo para o
estudo de mapeamento de QTL. Quarenta e oito marcadores microssatélites tiveram sua
segregacdo avaliada nos 206 individuos F,. Foram obtidos nove grupos de ligagdo,
formados pelo agrupamento de 25 marcadores. As andlises de associacdo de marca
simples e mapeamento por intervalo simples e composto foram utilizadas para detectar e

mapear regides gendmicas associadas as caracteristicas em questdo. As analises de QTL
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foram conduzidas por grupo de ligacao separadamente ¢ direcionadas as caracteristicas
do grdo e aos componentes de producao, foco principal do trabalho. Foram identificados
quatro QTLs associados ao conteudo de proteina nos grupos de ligacdo Al, Dla, Ge I
que explicaram entre 6,24% e 18,94% da variagdo fenotipica da caracteristica. Trés
QTLs para conteudo o6leo foram detectados nos grupos Al, I e O que explicaram entre
17,26% e 25,93% da variagdo da caracteristica. Para producdo de graos foram
identificados dois QTLs nos grupos de ligagdo Al e Dla que explicaram 12,32% e
9,03% da variacdo fenotipica, respectivamente. No grupo de ligagdo Al foram ainda
detectados QTLs associados ao nimero de vagens por planta e nimero de sementes por
planta. Estes QTLs explicaram 9,43% e 7,19% da variacdo para estes fenotipos,
respectivamente. A populacdo utilizada neste trabalho demonstrou grande potencial para
o mapeamento de QTL. E o numero consideravel de associacdes significativas
detectadas entre marcadores e caracteristicas pressupoe a existéncia de outros QTLs que

poderao ser caracterizados pela analise de mais marcadores em determinadas regides.
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ABSTRACT

RODRIGUES, Josiane Isabela da Silva, M. Se., Universidade Federal de Vicosa,
february, 2008. QTL mapping associated to protein content, oil and production
components in soybean. Adviser: Maurilio Alves Moreira. Co-Advisers: Everaldo
Gongalves de Barros and Cosme Damiao Cruz.

The improvement programs have been concerned, more and more, with the
development of productive varieties and with high protein content and oil. The use of
molecular markers in studies of genetic mapping has been taking the identification of
QTLs involved with the genetic control of several characteristics of interest in soybean,
above all, productivity and protein content and oil of the grain. In spite of the
considerable number of QTLs mapped for such characters available in the literature, it
still exist limited and inconsistent information about the confirmation of these QTLs.
This work had as objectives the identification of QTLs associated to protein content
(PTN) and oil (OIL) and production components in soybean (weight of seeds for plant -
Ws; weigh of a hundred seeds - Wy, number of nodules for plant - Ny, number of seeds
for plant - Ng). The study of QTL mapping was permormed from 206 F, individuals
obtained of the crossing among the soybean line CS3035PTA276-1-5-2 (high protein
and low oil content) and the variety UFVS2012 (low protein and high oil content). F3
plants were phenotypic evaluated for 11 characteristics of the soybean in an experiment
that consisted of three repetitions or blocks, so that each F; family was sowed in three
repetitions. The results of the variance analyses and of the estimates of the genetic
parameters of the characteristics indicated the existence of genetic variability in the
population for the eleven characteristics at the level of significance of 1%. Besides, the
existence of contrasts among the averages of the genitors was evidenced for most of the
characteristics. With base in these results, the genetic potential of the population was
confirmed for the study of QTL mapping. Forty eight microsatellite markers had his
segregation assessed in the 206 F, individuals. Were obtained nine linkage groups,
formed by the grouping of 25 markers. The analyses of association of simple mark and
simple and composed interval mapping were used to detect and to map genomic areas
associated to the characteristics in subject. The analyses of QTL were driven by linkage

group separately and addressed to the characteristics of the grain and to the production
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components, main focus of the work. Were identified four QTLs associated to the
protein content in the linkage groups A1, Dla, G and I that explained among 6,24% and
18,94% of the phenotypic variation of the characteristic. Three QTLs for content oil
were detected in the groups Al, I and O what explained among 17,26% and 25,93% of
the variation of the characteristic. For production of grains were identified two QTLs in
the linkage groups Al and Dla that explained 12,32% and 9,03% of the phenotypic
variation, respectively. In the linkage group A1l were still detected QTLs associated to
the number of nodules by plant and number of seeds for plant. These QTLs explained
9,43% and 7,19% of the variation to these phenotypes, respectively. The population
used in this work demonstrated great potential for the QTL mapping. And the
considerable number of significant associations detected between markers and
characteristics presupposes the existence of others QTLs that can be characterized by

the analysis of more markers in certain areas.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é o principal produto agricola de exportagdo
brasileiro, sendo cultivada praticamente em todo territério nacional. No periodo de
2006/2007 foram produzidos 56.316.000 toneladas deste grao, que corresponde a quase
metade da produgao total de graos do pais (Conab, 2007). O grande interesse no cultivo
da soja deve-se a composicao tipica do grdo, que apresenta em torno de 40% de teor
protéico e 20% de teor de 6leo, além da alta produtividade de seus cultivares.

Além de excelente fonte de proteinas e 6leo a importancia nutricional da soja ¢
também atribuida a presenca de diversos constituintes funcionais que conferem
beneficios a satde e associados a preven¢do de algumas doengas. A soja ¢ também rica
em minerais e vitaminas do complexo B. Tais fatores contribuem para a elevada
demanda mundial no consumo de soja, em torno de 217 milhdes de toneladas do grao
(http//:www.fas.usda.gov/psd), e a crescente utilizagao desta oleaginosa como matéria
prima na induastria. Com isso, um complexo agro-industrial foi gerado destinado ao
processamento de derivados da soja, tornando-a uma das principais commodities do
mundo (Silva, 2006).

Ao longo do tempo, os programas de melhoramento da soja de maneira geral
tém buscado o desenvolvimento de cultivares mais produtivas e estaveis em ambientes
variados. Outro fator de interesse desses programas ¢ o melhoramento das
caracteristicas de qualidade do grdo, como aumentos nos teores de proteina e 6leo, e
alteragdo no perfil de acidos graxos da semente.

Desde sua introducdo, a soja alcangou grandes ganhos em produtividade por
meio de estratégias de melhoramento classico. Tradicionalmente tém sido utilizadas
linhagens parentais produtivas, com caracteristicas agrondmicas de interesse, para a
obten¢do de novas cultivares com alta produtividade (Reyna e Sneller, 2001). Esse
processo ao longo do tempo, no entanto, parece ter estreitado a diversidade genética das
populacdes de soja, dificultando cada vez mais a obtengdo de ganhos adicionais em
produtividade. Estimativas mostram, por exemplo, que os aumentos alcancados na
produtividade da soja nos EUA tém sido muito pequenos, aproximadamente 30 Kg ha™
ano” ou em torno de 1% ao ano (Wilcox, 2001). De maneira similar, algumas
dificuldades tém também limitado a obtencdo de aumentos nos contetidos de proteina e
6leo no grao. Embora as herdabilidades (sentido restrito) para as duas caracteristicas

sejam altas, geralmente maiores que 50%, a variagdo ambiental prejudica



consideravelmente a eficiéncia de selecdo para as mesmas (Brummer et al., 1997).
Outras dificuldades encontradas constituem a correlacdo negativa existente entre
conteido de proteina e produtividade, bem como, a correlagdo negativa entre os
conteudos de proteina e 6leo no grao.

O controle genético das caracteristicas de interesse em soja envolve geralmente
varios genes e tem interacdo significativa com o ambiente. A utilizacdo de marcadores
moleculares tem levado a identificagdo e localizagdo de intimeros locos para tais
caracteristicas. Neste sentido, os marcadores moleculares apresentam-se como uma
poderosa ferramenta para o melhoramento de plantas, aumentando potencialmente sua
eficiéncia por meio de estratégias de seleg¢ao assistida por marcadores (SAM).

Através da SAM, torna-se possivel a selecdo indireta da caracteristica de
interesse, com base no gendtipo de plantas em estdgio juvenil, a partir de geracdes
precoces. A partir de populacdes segregantes, os alelos desfavoraveis podem ser
eliminados ou bastante reduzidos durante os estagios iniciais de desenvolvimento das
plantas, conduzindo-se a sele¢do no campo de reduzido numero de plantas maduras.
Outra aplica¢do dos marcadores moleculares ¢ a possibilidade de introgressdo de alelos
favoraveis a partir de germoplasma exotico ou ndo adaptado nos backgrounds genéticos
das cultivares comerciais (Concibido et al., 2003). A procura por QTLs para
produtividade em germoplasma exotico ndo ¢ um conceito novo em soja. Um grande
numero de pesquisadores tem reconhecido Glycine soja como fonte de genes tteis para
a soja (Wang et al., 2004).

Nos ultimos tempos, um grande esfor¢o vem sendo feito para obtengdao de um
mapa de ligagdo saturado para a soja e para a identificagdo e validacdo de QTLs
associados a caracteristicas de interesse em soja, tais como produgdo de grios e
conteudo de proteina e 6leo na semente. E o grande numero de trabalhos envolvendo
mapeamento molecular para tais caracteristicas demonstra o interesse na utiliza¢ao dos
marcadores moleculares no melhoramento genético da soja.

Este trabalho teve como objetivos a identificacdo de QTLs associados a
conteudo de proteina e 6leo e componentes de producdo de graos em soja. Para isso, foi
utilizada uma populacao F, de 206 individuos derivada do cruzamento entre a linhagem
CS3032PTA276 (alto teor de proteina e baixo teor de 6leo) e a variedade UFVS2012
(baixo teor de proteina e alto teor de 6leo). A genotipagem dos marcadores foi realizada

a partir dos individuos F», enquanto a fenotipagem relizada em familias Fs.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Base genética e aspectos genéticos da soja

2.1.1. Base genética e centro de origem da soja

A soja cultivada hoje ¢ muito diferente dos seus ancestrais, que eram plantas
rasteiras que se desenvolviam na costa leste da Asia. Sua evolugdo comegou com o
aparecimento de plantas derivadas de cruzamentos naturais entre duas espécies de soja
selvagens que foram domesticadas na China. O centro de origem da soja encontra-se na
regido centro-sul da China, enquanto a Manchtria, regido onde a soja foi domesticada,
constitui seu centro secundario (Xu et al., 1989). Apesar de ser consumida pela
civilizacdo oriental por milhares de anos, s6 foi introduzida na Europa no final do
século XV.

No Brasil, a soja foi introduzida na Bahia em 1982 e em 1890 foi testada como
produtora de forragem em Pelotas, RS. O primeiro registro do cultivo comercial no
Brasil ocorreu em 1914 no municipio de Santa Rosa, RS. Mas somente a partir dos anos
40, o cultivo da soja adquiriu alguma importancia econdmica. E em 1960, a soja
estabeleceu-se como cultura economicamente importante para o pais (Hasse, 1996).

Atualmente, o Brasil ¢ o segundo maior produtor mundial de soja. Na safra
2006/2007, a cultura ocupou uma area de 20,687 milhdes de hectares, o que totalizou
uma produg¢do de 58,4 milhdes de toneladas. A produtividade média da soja brasileira ¢
de 2823 kg ha™', chegando a alcangar cerca de 3000 kg ha'no estado de Mato Grosso, o
maior produtor brasileiro de soja. Além disso, a soja tem uma importante participacao
nas exportagdes brasileiras, tendo movimentado no ano de 2006 US$ 9,3 bilhdes, o que
representou 6,77% do total exportado (Embrapa, 2008).

Diversos programas de melhoramento contribuiram para o desenvolvimento de
cultivares de alto rendimento e adaptadas as diferentes condi¢des agroclimaticas do
pais. De acordo com Paludzysz Filho et al. (1993), inicialmente foram introduzidas no
pais linhagens desenvolvidas no sul dos EUA, com o posterior desenvolvimento de

cultivares mais adaptadas.



Estimativas sobre a variabilidade genética da cultura tém destacado que o
germoplasma brasileiro provém de base genética restrita, originado a partir de poucas
linhagens ancestrais (Priolli et al., 2004). Bonetti (1983) estimou que cerca de 70% das
cultivares desenvolvidas para o Rio Grande do Sul naquela data eram descendentes das
cultivares americanas Hill, Hood ou ambas. Em 1986, Hiromoto e Vello relataram que
todas as cultivares recomendadas naquele ano eram derivadas de apenas 26 genétipos
ancestrais, quatro dos quais responsaveis por quase 50% daquele conjunto génico.

Este cenario nao foi diferente nos anos seguintes. No estudo de Abdelnnor et al.
(1995) utilizando marcadores RAPDs, ndao foi encontrado grande variacdo nas
distancias genéticas entre 38 cultivares de soja brasileiras. As distancias estimadas
estiveram entre 14,2% e 20,5%. Priolli et al. (2002), através de um estudo de
caracterizagdo de 186 cultivares de soja brasileiras utilizando marcadores
microssatélites, revelaram que variedades norte-americanas contribuiram efetivamente
para a formagao deste grupo de cultivares. Santa Rosa, D49291 (linhagem irma de Lee),
Hill, Davis e Hood foram as mais utilizadas como genitores, sendo identificadas direta

ou indiretamente na maioria dos clusters do dendograma consenso construido.

2.1.2. Genoma e aspectos genéticos da soja

A soja contém 20 cromossomos que cobre uma extensdo de aproximadamente
1,115 milhdes de pares de bases por genoma hapldoide (Shoemaker et al., 2003). Em
torno de 55% do genoma consiste de seqiiéncias repetitivas (Danesh et al., 1998), e
mais de 35% do material genético encontra-se sob a forma de heterocromatina. O
genoma da soja ¢ caracterizado como tetrapldide parcialmente diploidizado (Shultz et
al., 2006). Dados de mapeamento utilizando marcadores RFLPs levaram a identificago
de véarios segmentos duplicados do genoma da soja. Foram observados segmentos
presentes no genoma em até seis copias, com 2,25 duplicagdes por segmento em média.
Entre as sondas de RFLP testadas neste trabalho, 90% detectaram locos duplicados e
cerca de 60% detectaram trés ou mais locos (Shoemaker et al., 1996).

Embora a soja tenha um genoma complexo, varias metodologias tém sido
desenvolvidas com o objetivo de elucidar aspectos estruturais e funcionais do genoma.
Com esse proposito, inimeros estudos em soja t€ém empregado técnicas que incluem: a
construcdo de mapas de ligagdo saturados; mapeamento de QTL; desenvolvimento de

bibliotecas gendmicas; analises de cole¢des de ESTs; mapeamento fisico, entre outras.



A deteccdo e localizagdo de QTL no mapa de ligagdo da soja tém grande
aplicacdo para a sele¢do assistida por marcadores moleculares em programas de
melhoramento, além disso, ¢ de grande importancia para a clonagem posicional de
genes (map-based cloning), facilitando a identificagdo de locos associados a diversas
caracteristicas de interesse em soja (Harada e Xia, 2004).

No mapa de Cregan et al. (1999a), inimeros genes da soja ja encontravam-se
integrados, por exemplo, os locos para cor da flor (W1), cor dos cotilédones (D1, D2),
pigmentacao foliar (Y9), florescéncia da raiz (Frl, Fr2), entre muitos outros. Varios
locos associados a resisténcia a patogenos foram mapeados, entre eles, os genes de
resisténcia ao nematodide de cisto da soja (NCS). O gene rhg4, associado a resisténcia a
raga 3 do NCS, foi mapeado no grupo de ligacdo A2 (Matthews et al., 1998) e o gene
rhgl, que confere resisténcia parcial as diferentes ragas do NCS, mapeado no grupo de
ligacdo G (Cervigni, et al., 2004). Um grande numero de trabalhos tém sido realizado
envolvendo o mapeamento de QTLs para diversas caracteristicas agrondmicas da soja,
sobretudo caracteristicas relacionadas a producao e composi¢ao dos graos.

Com o proposito de elucidar caracteristicas do genoma da soja como um todo,
grande quantidade de informagdo tem sido gerada a partir do sequenciamento de clones
de cDNA, geragao e analise de ESTs. Através do projeto publico Soja EST dos EUA,
mais de 80 bibliotecas de cDNA foram geradas representando transcritos de varios
gendtipos, em diferentes estadios de desenvolvimento, 6rgdos, tecidos e condi¢des de
estresse (Harada e Xia, 2004). Shoemaker et al. (2002) analisaram mais de 120.000
ESTs gerados a partir de mais de 50 bibliotecas de cDNA. Em um trabalho similar, Tian
et al. (2004) analisaram 314.254 ESTs da soja, incluindo 29.540 de seu laboratorio ¢
284.714 provenientes do GenBank. A partir desses estudos foram identificadas
inimeras seqii€ncias descritas como genes especificos da soja, envolvidas
principalmente com desenvolvimento nodular e sintese de proteinas de armazenamento
da semente. A analise dessas sequéncias ndo revelou alinhamento com sequéncias do
genoma de Arabidopsis e nem de outros organismos.

Outra metodologia para estudo do genoma constitui a obtencdo de clones
contendo grandes fragmentos de DNA, essencial para a geragao de mapas fisicos de alta
resolu¢do, bem como, para a clonagem posicional de genes e constru¢do de mapas
fisicos de genomas inteiros. Varias bibliotecas BAC ja foram construidas em soja
(Marek e Shoemaker, 1997; Danesh et al., 1998, Salimath e Bhattacharyya, 1999;
Tomkins et al., 1999; Meksem et al., 2000; Tomkins et al., 2000). Uma das maiores



contribuicdes desses trabalhos foi o isolamento por clonagem posicional e

caracterizagdo dos genes de resisténcia ao NCS rhgl e rhg4 (Mecksem et al., 2002).

2.2. Marcadores Moleculares

2.2.1. Marcadores moleculares no melhoramento de plantas

Acredita-se que a demanda mundial por alimentos aumente consideravelmente
nos proximos anos. Segundo relatorio da ONU divulgado no ano de 2006, a populacao
mundial aumentara em 2,5 mil milhdes de habitantes nos préximos 43 anos, passando
dos atuais 6,7 mil milhdes para 9,2 mil milhdes de pessoas, um aumento de 37,3%
(Agencia Lusa, 2008).

No passado, aumentos na produtividade agricola foram conseguidos pela
combina¢do do melhoramento genético, utilizacdo de insumos agricolas e extensdo da
area cultivada. Para os proximos tempos, acredita-se que ganhos adicionais na produ¢ao
para as principais espécies cultivadas dependam quase que integralmente do
melhoramento genético de plantas (Tanksley e McCouch, 1997).

O melhoramento de plantas, na sua forma convencional, ¢ baseado na selegdo
fenotipica de gendtipos superiores dentro de populagdes segregantes obtidas a partir de
cruzamentos. Uma estratégia comum ¢ o cruzamento de cultivares existentes,
deficientes em alelos favoraveis que controlam uma ou mais caracteristicas, com
linhagens que possuam o alelo determinante do padrao fenotipico desejavel. A selecao
dos recombinantes superiores ¢ entdo realizada entre varios produtos da segregacgdo.
Esse procedimento encontra dificuldades principalmente relacionadas a interagdes
genodtipo x ambiente. Além disso, requer varios cruzamentos, varias geracdes € a
selecdo cuidadosa dos fendtipos, um processo laborioso e demorado. Os custos sdo
bastante elevados e para determinadas caracteristicas a avaliacdo fenotipica ¢ muitas
vezes impraticavel, como por exemplo, a selecdo para tolerancia a estresse abidtico. A
forte ligacdo de genes de interesse com locos indesejaveis constitui outro importante
fator que dificulta o alcance do objetivo na maioria das vezes (Kumar, 1999).

A utilizacdo de marcadores moleculares em programas de melhoramento ¢&,
portanto, uma alternativa para o melhoramento genético das principais culturas de

interesse econdmico, no sentido de aumentar a eficiéncia e proporcionar ganhos



genéticos maiores. A selecdo assistida por marcadores moleculares, nesse sentido,
supera grande parte das dificuldades dos métodos tradicionais, pois altera o critério de
selecdo do fendtipo para a selecdo de genes, direta ou indiretamente. Além de aprimorar
estratégias de sele¢@o, os marcadores moleculares tém sido utilizados para monitorar a
variacdo na sequéncia do DNA dentro de espécies, para a criagdo de novas fontes de

variagdo genética visando a introducdo de caracteristicas desejaveis.

2.2.2 Evolucéo das técnicas moleculares

O desenvolvimento de técnicas moleculares para andlises genéticas aumentou o
entendimento da estrutura e comportamento do genoma das plantas. Nos tltimos anos,
diferentes sistemas de marcadores foram desenvolvidos para vérias espécies vegetais. A
aplicacao desses marcadores em estudos genéticos tem sido bastante diversa, as
principais em estudos com cereais incluem: analise de diversidade genética,
caracterizagdo de germoplasma, fingerprinting, mapeamento de QTL e selegdo assistida
por marcadores moleculares (Korzun, 2003).

Até meados da década de 60, os marcadores utilizados em estudos de genética e
melhoramento eram controlados por genes associados a caracteres morfologicos, em
geral fendtipos de facil identificagdo visual. Além da variacdo ambiental, a expressdao
dos marcadores morfoldgicos ¢ alterada por interacdes epistaticas e pleiotropicas. A
disponibilidade desses marcadores € restrita a poucas espécies de plantas e, na maioria
dos casos, seus alelos interagem de maneira dominante, o que impossibilita a distingao
entre individuos heterozigotos e homozigotos dominantes (Kumar, 1999). Esses fatores
acabaram limitando consideravelmente o emprego destes marcadores pelos programas
de melhoramento genético das principais espécies cultivadas.

Os primeiros marcadores de natureza molecular estabelecidos foram as
isoenzimas. O termo isoenzima, introduzido por Markert e Moller (1959), designa
formas moleculares multiplas de enzimas com a mesma especificidade enzimatica.
Enzimas com varia¢des na estrutura protéica, causadas por substitui¢des na seqiiéncia
de aminodcidos, podem ser distinguidas através da eletroforese em gel nativo de acordo
com diferengas no tamanho e carga elétrica (Schlotterer, 2004). O controle genético das
isoenzimas mais comum em plantas apresenta segregacdo monogenética € co-
dominancia, ocorrendo expressdo dos dois produtos alélicos no heterozigoto. Os

hibridos, desta forma, podem ser eficientemente diferenciados dos seus genitores



(Borém e Caixeta, 2006). No entanto, o uso destes marcadores tem sido restrito pelo
nimero limitado entre as espécies, como também, por estarem sujeitos a modificagcdes
pos-traducionais. Além disso, o nimero de locos informativos ¢ pequeno para o uso das
isoenzimas em estudos de associagdo e mapeamento genético (Hillis et al., 1996).

Com a descoberta das endonucleases de restricio e avango das técnicas
moleculares, uma nova classe de marcadores genéticos surgiu, os marcadores genéticos
de DNA, destacando-se os marcadores RFLP, RAPD, AFLP ¢ SSR. Em relacdo aos
marcadores morfologicos, os marcadores genéticos de DNA apresentam grandes
vantagens, ndo sdo influenciados por fatores ambientais ja que o polimorfismo ¢
baseado na variacao de bases na seqiiéncia do DNA, sdo geralmente em nimero elevado
e apresentam alto grau de polimorfismo (Soares, 2004).

Os primeiros destes marcadores formam os RFLPs (Restriction fragment length
polymorphisms). Esses marcadores baseiam-se na variagdo no DNA devido a
substituicoes de base em sitios de reconhecimento das enzimas de restri¢ao, alterando o
padrdo de fragmentos de restricao gerados (Schlotterer, 2004). O polimorfismo ¢ obtido
quando ocorre, por mutagdo de ponto, perda ou aparecimento de sitios de restricdo. Sao
marcadores de heranca co-dominante e permitem a analise de regides codificadoras e
ndo codificadoras, sendo capazes de identificar alteracdes génicas silenciosas.
Inicialmente, os RFLPs foram desenvolvidos para o mapeamento do genoma humano.
Mais tarde, foram empregados para o mapeamento do genoma de varias espécies
vegetais, inclusive da soja (Keim et al., 1990; Shoemaker et al., 1992; Cregan et al.,
1999).

A facilidade, rapidez e sensibilidade da reacdo de polimerizagdo em cadeia
possibilitaram o surgimento dos marcadores moleculares baseados em PCR primers
especificos (RAPD, AFLP, SSR, entre outros). Os RAPDs (Randon amplified
polymorphic DNA) sdo fragmentos de DNA amplificados por PCR a partir de um tnico
primer de seqiiéncia arbitraria e tamanho em torno de nove a dez nucleotideos. Sao
amplificados fragmentos de DNA distribuidos ao acaso no genoma, sem necessidade do
conhecimento prévio da seqiiéncia do DNA. Os RAPDs sdao marcadores dominantes e o
polimorfismo revelado geralmente tem origem em mutagdes de ponto no sitio de
pareamento do primer. Os RAPDs tém como limitagdo a baixa reprodutibilidade, em
razdo da sua alta sensibilidade a pequenas variagdes experimentais.

Marcadores AFLPs (Amplified fragment length polymorphism) constituem outra

classe de marcadores baseada na combinagdo da especificidade dos sitios de restri¢ao



dos RFLPs com a praticidade da amplificagdo por PCR (Vos et al., 1995). O
polimorfismo ¢ preferencialmente dominante sendo possivel, no entanto, identificar
individuos heterozigotos pela diferenga de intensidade das bandas geradas quando a
técnica ¢ realizada com boa precisao.

Um marcador de DNA baseado na variagdo no nimero de repeti¢des em tandem
de sequéncias curtas de nucleotideos foi sugerido simultaneamente por trés grupos de
pesquisa (Litt e Luty, 1989; Tautz, 1989; Waber e May, 1989). Por meio de pesquisas
no Genbank, Cregan (1992) relatou a presenga de DNA microssatélite em varias
espécies vegetais e sugeriu o potencial da utilizacdo desses marcadores em estudos com
plantas.

Os microssatélites constituem uma classe de seqiiéncias curtas de DNA de dois a
quatro pares de bases, repetidas em tandem. Sdo abundantes ¢ ocorrem frequentemente
e de forma aleatéria no DNA gendmico de todos eucariotos estudados, inclusive em
regides do DNA expressas (Gupta e Varshney, 2000). Em um trabalho com 54 espécies
de plantas, Wang et al. (1994) observaram que as seqiiéncias (AT), sdo as mais
abundantes, seguidas por (A)n, (AG)n, (AAT)n, (AAC),, (AGC),, (AAG),, (AATT),,
(AAAT), e (AC),. Regides microssatélites sdo também encontradas no genoma de
cloroplastos em varios sistemas vegetais, esses microssatélites t€ém sido comumente
utilizados em estudos de diversidade genética em plantas. Em soja, por exemplo,
microssatélites do DNA cloroplastidial tém sido utilizados em estudos sobre origem,
linhagem maternal e grau de introgressodes na soja (Xu et al., 2002).

O principio da técnica consiste na amplificacio por PCR de regides
microssatélites individualmente, utilizando pares de primers especificos com tamanho
em torno de 20 a 30 bases, complementares a seqiiéncias Unicas que flanqueam regides
microssatélites particulares. Esses marcadores t€ém expressdo co-dominate, sdo
multialélicos, e apresentam, de maneira geral, alto grau de polimorfismo. Além da alta
reprodutibilidade, possuem alto contetido de informagao genética.

Nos ultimos anos foram desenvolvidos novos sistemas de marcadores mais
eficientes e ndo baseados na analise de géis de eletroforese, passiveis de automatizagao
¢ adequados para analises genéticas em grande escala (Gupta et al., 2001). Os SNPs sio
uma nova classe de marcadores genéticos baseados na deteccdo de polimorfismos
resultantes da variagdo de um unico nucleotideo no genoma. Sdo marcadores de
natureza bi-alélica, entretanto, sdo extremamente abundantes nos genomas. Podem ser

encontrados em regides codificadoras e nao codificadoras, seqiiéncias regulatorias e



regioes de DNA repetitivo. A genotipagem dos SNPs, diferente de outros marcadores,
ndo se baseia nas diferencas de tamanho dos alelos, o que dispensa a utilizagdo de géis.
Inicialmente, as abordagens de detec¢do dos SNPs consistiam na amplificagdo e
sequenciamento de fragmentos de regides especificas do DNA de individuos da mesma
espécie, e comparacao das seqiiéncias identificando variagdes (Borém e Caixeta, 2006).
Hoje existem disponiveis diversas metodologias para a identificagdo de novos SNPs,

como também, varios métodos de genotipagem de individuos para locos SNPs.

2.3. Mapeamento de QTLs associados a conteudo de proteina e O6leo e

produtividade em soja

A soja ¢ cultivada principalmente como fonte de proteina e 6leo. No entanto, o
valor da soja para o produtor ¢ baseado na sua produtividade, caracteristica que tem sido
o foco principal da maioria dos programas de melhoramento. Entretanto, fatores de
qualidade do grao, como conteido de proteina e oleo, tém recebido grande atengdo
pelos melhoristas nos tltimos tempos (Nichols et al., 2006).

Além da produtividade, as caracteristicas de importancia agrondmica da soja
geralmente sdo de heranga quantitativa, e sua manipulagdo ¢ complexa em relacao as
caracteristicas de heranca simples. O controle genético da variagdo quantitativa dessas
caracteristicas envolve geralmente muitos locos, de composi¢do na maioria das vezes
desconhecida. Em 1975, Geldermann designou tais locos como QTL ou Quantitative
trait loci.

A construcdo de mapas genéticos, muitas vezes, fornece informacao genética
para o melhoramento das caracteristicas agrondmicas. Varios mapas genéticos da soja
foram construidos desde 1990 (Keim et al., 1990; Keim et al., 1997; Muchlbauer et al.,
1991; Lark et al., 1993; Akkaya et al., 1995; Shoemaker e Specht, 1995; Zhang et al.,
1997; Liu et al., 2000; Wu et al., 2001, Song et al., 2004). No entanto, para muitas
caracteristicas pouca informagdo consistente existe sobre o nimero, posi¢ao, magnitude
do efeito e interagcdes dos QTLs.

A disponibilidade dos marcadores moleculares, neste sentido, tem facilitado o
estudo das caracteristicas quantitativas. E sua utilizacdo em estudos de mapeamento tem
levado a identificacdo de QTLs para as principais caracteristicas de interesse em soja.
Sdo intmeros os estudos sobre mapeamento de QTL disponiveis na literatura,

envolvendo o controle genético de diversas caracteristicas, tais como: caracteristicas
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morfoldgicas (Keim, et al., 1990; Mansur et al., 1996; Lee et al., 1996; Zhang et al.,
2004); reprodutivas (Keim et al., 1990; Mansur et al., 1996); contetido de proteina ¢
6leo no grao (Diers et al., 1992; Lee et al., 1996; Brummer et al., 1997, Orfet al.; 1999;
Qiu et al., 1999; Sebolt et al., 2000; Casanadi et al., 2001; Chung et al., 2003; Nichols
et al., 2006); resisténcia a doengas (Concibido et al., 1994; Webb et al., 1995; Qiu et
al., 1999; Yuan et al., 2002); produtividade (Wang et al., 2004; Chung et al., 2003;
Concibido et al., 2003), entre outras.

Concibido et al. (2003) identificaram um QTL de Glycine soja para aumento da
produtividade. A populacdo utilizada foi uma RC, de 265 individuos, obtida do
cruzamento HS-1 x PI 407305 (acesso de G. soja portador de locos para produgao). O
QTL, presente no grupo de ligacdo (LG) B2, teve seu efeito testado em dois anos e em
varios locais e explicou um aumento no rendimento de 9,4%. Os autores também
testaram o efeito do QTL em seis backgrounds genéticos elite da soja ¢ em dois destes
os efeitos do QTL foram consistentes.

No ano seguinte, Zhang et al. (2004) utilizaram um grupo de 184 RILs derivadas
do cruzamento Kejeng N°1 x Nanong 1138-2 e construiram um mapa genético que
cobriu 3.595.9 ¢cM do genoma da soja, com 452 marcadores distribuidos em 21 grupos
de ligagcdo. Neste trabalho foram mapeados 61 QTLs associados a dez caracteristicas
agrondmicas da soja. Apenas para produtividade foram mapeados sete QTLs em trés
grupos de ligacdo, B1, C2 e M. Entre eles, o QTL de maior efeito explicou 12,6% da
variagdo da caracteristica. Os outros seis locos detectados explicaram entre 6% e 12,3%
da variagdo fenotipica.

Wang et al. (2004) obtiveram cinco populagdes constituidas por linhagens
RC,F4, utilizando o cultivar G. max IA2008 como genitor recorrente ¢ G. soja PI
468916 como genitor doador. Quatro QTLs para rendimento foram identificados nos
grupos de ligacao C2, E, K e M. O QTL do grupo de ligacao C2 foi consistente em uma
das populagdes para trés ambientes. Esse QTL explicou 40% da variagdo para
produtividade nesta populacdo. Em outra populagdo foram mapeados QTLs nos grupos
de ligagdo E e M, que explicaram 28% e 29% da variagdo da caracteristica,
respectivamente. O QTL do grupo de ligacdo E foi consistente em trés dos quatro
ambientes, ¢ 0 QTL do grupo de ligacdo M foi confirmado em todos os ambientes. O
QTL do grupo de ligacdo K, por sua vez, foi identificado em outras duas populacdes e

foi consistente em todos ambientes testados. Esse QTL, localizado no intervalo entre os
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marcadores Satt137 e Sattl78, explicou em uma populagdao 40% e em outra 38% da
variagdo para produtividade.

Panthee et al. (2007) realizaram um estudo de mapeamento de QTL para
caracteristicas agronomicas da soja, envolvendo uma populagdo de 101 RILs obtidas do
cruzamento entre N98-984 x TN93-99, avaliadas em trés localidades e por dois anos.
Trés QTLs proximos aos marcadores Satt042 (LG Al, R2=14,6%), Satt412 (LG G;
R,=13,3%) e Satt076 (LG G; R*=13,8%) foram associados com produtividade nesta
populagdo. No entanto, apenas o QTL proximo ao Satt076 apresentou significAncia em
todos ambientes testados. Juntos, os trés QTLs explicaram aproximadamente 41% da
variacao total para produtividade nesta populagao.

Além da produtividade, existem também muitos trabalhos de mapeamento
genético para conteudo de proteina e 6leo em graos de soja envolvendo diferentes tipos
de populagdes (RILs, NILs, F,, F3, F, e RC) e diferentes backgrounds genéticos. De
acordo com Hyten et al (2004), existem atualmente na literatura pelo menos 61 QTLs
associados ao contedo de proteina em sementes de soja e a maioria deles ndo foram
confirmados.

Um dos primeiros trabalhos de identificagdo de QTL controlando concentracao
de proteina foi desenvolvido por Diers et al. (1992), utilizando uma populagido de 60
familias F3 obtidas do cruzamento entre um gendtipo ndo adaptado com alto teor de
proteina (Glycine soja) e uma variedade comercial. Foram genotipados 252 locos
RFLPs que se distribuiram em 31 grupos de ligagdo. Os autores localizaram duas
regides nos grupos de ligagdo I ¢ E de G. soja determinando elevado teor de proteina e
reduzido teor de 6leo no grdo. Os locos de maior significancia para cada grupo de
ligagdo foram associados com aumentos na concentragdo de proteina de 17 g Kg™' para
0LGE, e24 gKg ' parao GL 1L

Sebolt et al. (2000) testaram os efeitos destes dois QTLs para proteina
retrocruzando G. soja, doador dos locos para alto teor de proteina, e o genitor recorrente
A81-356022. Uma populagao RC; foi obtida e avaliada para performance agronomica e
conteudo de proteina e 6leo em dois locais e por dois anos. Os autores confirmaram o
efeito do QTL do grupo de ligacdo I para teor de proteina, no entanto, ndo identificaram
efeito significativo para o QTL do grupo de ligagdo E, reportado por Diers et al. (1992).
Entre os marcadores do LG I testados, Satt127 obteve o maior valor de R para teor de
proteina, enquanto A144H-1 obteve o maior R? para teor de 6leo. Os alelos de G. soja

para os locos Satt127 e A144H foram associados com aumento de proteina e redugdo de

12



0leo. Para proteina, o valor de R’ para BARC-Satt127 foi de 0,8 no ano de 1996 ¢ 0,41
em 1997, explicando uma variagdo de 30 g Kg"' e 12 g Kg' nos anos de 1996 ¢ 1997,
respectivamente.

Csanadi et al. (2001) construiram um mapa genético com 23 grupos de ligagdo
utilizando 120 marcadores e 82 individuos de uma populacao F,. A partir dos dados
fenotipicos de linhagens F; avaliadas em cinco ambientes, os autores identificaram 15
marcadores associados com conteido de proteina em pelo menos um ambiente
(P<0,01). Destes, apenas quatro (Satt77, Sct 028, Satt567, Satt196) tiveram associagdo
significativa com contetido de proteina nos cinco ambientes. Juntos, estes marcadores
explicaram 23% da variacdo da caracteristica.

No trabalho de Chung et al. (2003) também foi mapeado um QTL para
concentragdo de proteina no grupo de ligacdo I a partir da PI437088A (acesso de G. max
com alto conteudo de proteina), na mesma regido reportada por Sebolt et al. (2000).
Eles observaram um aumento de 18 g Kg' na concentracio de proteina entre as
linhagens que continham o alelo da PI437088A em relacdo as outras.

Nichols et al. (2006) realizaram um estudo de mapeamento de QTL direcionado
ao grupo de ligacao I, utilizando dois grupos de populagdes. Um grupo consistia de trés
populagdes de linhagens RC4F5 desenvolvidas a partir da populagdo RC; descrita por
Sebolt et al. (2000). O outro incluia quatro populagdes RCs Nas populagdes do primeiro
grupo, QTLs para produtividade, concentracdo de proteina e Oleo, maturidade e
tamanho da semente foram mapeados no intervalo de 11cM entre as marcas Satt614 e
Satt354. Os dados relativos as populagdes do segundo grupo redefiniram a posi¢cdo do
QTL para teor de proteina e 6leo no intervalo de 3 ¢cM entre os marcadores Satt239 e
ACGYb.

Apesar do numero consideravel de QTLs mapeados para caracteristicas
relacionadas a produtividade e conteudo de proteina e 6leo no grao, existe ainda
informac¢do limitada e inconsistente sobre a confirmagdo dos QTLs reportados na
literatura.

Neste contexto, os marcadores moleculares podem oferecer novas possibilidades
para o melhoramento genético de plantas, principalmente por meio do mapeamento de
QTLs que controlam a variagcdo genética de caracteristicas complexas de interesse, e da
possibilidade de selegdo assistida de genotipos para QTLs identificados (Bouchez et al.,
2002).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material genético

Foi utilizada para o mapeamento genético uma populagao de 206 individuos F;
obtida do cruzamento entre a linhagem CS3035PTA276-1-5-2 (43,7% de teor protéico e
18,9% de teor de 6leo) e a variedade UFVS2012 (37,6% de teor protéico e 21,6% de
teor de 6leo). As progénies da geragdo F, foram plantadas em casa de vegetacao e folhas
jovens de cada individuo foram coletadas para a extracdo e analise de DNA.

A avaliacdo do fendtipo foi realizada em familias F; em um experimento
montado no ano agricola de 2006, que constou de trés repeticdes ou blocos, de forma
que cada familia de plantas F; foi semeada em trés repeticdes. Em cada familia de cada
bloco foram coletados valores fenotipicos de cinco individuos. A populagio foi plantada
no campo experimental Diogo Alves de Mello, localizado no Campus da Universidade
Federal de Vigosa, Zona da Mata do Estado de Minas Gerais. A sede do municipio
situa-se aproximadamente a 650m de altitude e o solo nessa localidade ¢ classificado
como latossolo vermelho-amarelo distréfico, com textura argilosa. Como testemunhas,
foram plantadas em cada bloco, linhas das cultivares BARC-8 e Monarca, bem como
dos genitores (CS3035PTA276-1-5-2 e UFVS2012). A populagdo de gendtipos de soja,
bem como, a avaliagdo fenotipica das caracteristicas em estudo, foi desenvolvida por
Miranda (2006).

As seguintes caracteristicas foram avaliadas na geracao F3: nimero de dias para
florescimento (NDF); niimero de dias para maturacdo (NDM); altura da planta na
maturacdo (APM); altura da primeira vagem (APV); nimero de nds na maturagdo
(NNM); ntimero de vagens por planta (NVP); nimero de sementes por planta (NSP);
peso de sementes por planta (PRO); peso de cem sementes (PCS); conteudo de proteina

(PTN) e contetudo de 6leo (OLEO).
3.2. Amplificacao e Avaliacdo de Marcadores Microssatélites
A extracdo de DNA dos 206 individuos F; foi realizada por Miranda (2006). A

concentragdo de DNA foi estimada espectrofotometricamente por leitura da absorbancia

a 260 nm, a cada unidade de absorbancia foi atribuido uma concentragio de 50 ug mL™
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de DNA fita dupla. E a integridade do DNA foi verificada em gel de agarose 0,8%
fotografado sob luz ultravioleta.

As reagdes de amplificagdo dos microsatélites foram feitas em um volume de
reagao de 15 pL, contendo 1,5 ulL de tampao TA Phoneutria (KC1 500 mM, Tris-HCI
100 mM, Triton X-100 1%, MgCl, 7,5 mM), 100 uM de cada um dos
desoxinucleotideos, 0,3 uM de cada primer, uma unidade de Taq polimerase e 30 ng de
DNA. As amplificagdes foram conduzidas em termociclador Perkin Elmer® modelo
9600 programado para uma etapa inicial de 4 min a 94°C, seguida de 30 ciclos de 1 min
a 94°C, 1 min a 50°C e 2 min a 72°C, e por fim, uma etapa de 7 min a 72°C. Os
fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida
10% utilizando tampao TAE 1X (Tris-base 90 mM, Acetato 100 mM e EDTA 2mM), a
140 V. Terminada a eletroforese, os géis foram corados com brometo de etidio (1
mg/mL) e fotografados sob luz ultravioleta pelo sistema de fotodocumentagdo Eagle

Eye II (Stratagene).

3.3. Analise de associacdo marcador - QTL

A segregacao individual dos marcadores foi testada por meio do teste qui-
quadrado utilizando o critério de Prote¢do Bonferroni (P<0,05). Os marcadores foram
agrupados nos grupos de ligagdo utilizando-se LOD escore minimo de 3,0 e frequéncia
maxima de recombinacao de 30%.

A associagdo entre marcadores e caracteristicas foi determinada através da
analise de associacdo pelo método da ANOVA e por meio de regressao linear. Para a
analise de QTL, no entanto, é necessario o conhecimento das distdncias em freqiiéncia
de recombinacdo entre os marcadores de um intervalo. Portanto € preciso dispor, antes
da andlise de associagdo com o QTL, de informagdes dos grupos de ligacdo dos
marcadores.

As andlises de QTL foram feitas pelos métodos de intervalo simples (Lander e
Botstein, 1989) e composto (Zheng, 1994; Jansen, 1993). No mapeamento por intervalo
simples ¢ testada a ocorréncia do QTL em uma série de posigdes dentro de um tnico
intervalo entre dois marcadores, sem considerar a influéncia de outras regides. Essa
analise €, portanto, muitas vezes afetada pelo efeito de outros QTLs do mesmo grupo de

ligacdo ou até de outros grupos, e o poder do teste ¢ reduzido. Pelo método de intervalo
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composto, no entanto, sao adicionados co-fatores na andlise que aumentam o poder de
detec¢do e a precisdo da estimativa da posi¢do do QTL. Diferente do método de
intervalo simples, este método ndo ¢ afetado pelos efeitos de outros QTLs localizados
em outros intervalos.

A seleg¢dao dos co-fatores para analise de mapeamento por intervalo composto,
foi baseada na analise de regressdo stepwise, adotando-se o nivel de significancia de 5%
e 10%, respectivamente, para entrada e saida das varidveis independentes. Para alguns
intervalos foram ainda utilizados co-fatores do préprio grupo de ligacdo, marcadores
com associacdo significativa com a caracteristica em estudo pela analise de marca
simples.

O mapeamento por intervalo composto ¢ um método baseado em analise de

regressdo, sendo adotado o seguinte modelo:
y; =u+ax; +dz; +¢;

em que
y; = valor da caracteristica no j-ésimo individuo;

4 =média da caracteristica na populacao.

a = efeito aditivo do loco que esta sendo estudado sobre a caracteristica.

d = efeito da dominancia do loco que esta sendo estudado sobre a caracteristica.

* .y . . . o5
X; = varidveis condicionadoras e dependentes dos genotipos dos marcadores

que flanqueam o QTL, no individuo j; e

&; = erro aleatorio.

A significancia de um QTL ¢ atribuida pela razdo de verossimilhanca entre a
hipdtese de existéncia do QTL sobre a hipotese de ndo existéncia do QTL em um
determinado intervalo no mapa de ligacdo. A razdo de verossimilhanga possui
aproximacio com o’ pela seguinte expressio:

SQDRe duzido

Completo

LR =-2nlIn

em que
n = namero de individuos avaliados;

SQDg.dwice = soma de quadrado do desvio do modelo reduzido, dado por

Yi =58 +Z:kajk +é& ¢
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SQD¢ompietre = S0mMa de quadrado do desvio do modelo.
1
ae =1-(1-a, Jo = M
oy =%
M
em que

C = Numero de grupos de ligagdo; e

M = Numero de marcas dentro de um grupo de ligagao.

Uma alternativa para declarar o valor critico para declarar a existéncia de um
QTL associado ao marcador ¢ o teste de permutagdes (Churchil e Deorge, 1994). Para
realizacdo deste teste indexam-se os individuos de 1 até n. Os valores fenotipicos das
caracteristicas s3o tomados ao acaso e atribuidos aos individuos conforme forem sendo
retirados. O primeiro valor retirado da amostra de dados fenotipicos ¢ atribuido ao
individuo 1, e assim sucessivamente, at¢ que todos os individuos tenham um valor
associado. Os dados permutados sao entdo submetidos a analise para detectar a presenca
de QTL. Os resultados desta analise sdo armazenados, e o procedimento todo ¢é repetido
N vezes.

Dessa forma qualquer associagdo entre marcadores e valores fenotipicos ¢
destruida, e as analises realizadas correspondem aos resultados esperados sob a hipotese
nula. Quanto maior o numero de permutagdes, maior a precisdo do valor critico. E
conhecido que para os niveis de significancia 5% e 10% sdo necessarias 1000
permutacdes, ja para o nivel de significancia de 1% o nimero de permutagdes devera
ser de 10.000 (Deorge e Rebai, 1996).

O mapeamento por intervalo composto incorpora a informagdo de locos
multiplos de cada individuo. No entanto a inclusdo de marcadores que nao estdo
associados com a caracteristica pode levar a um aumento na variancia residual, em vez
de sua reducdo. Dessa forma sdo utilizados apenas um subconjunto de marcadores
selecionados como co-fatores na analises, de forma que se tenha o modelo:

C
y=58+ Y P« Xy
k=i,i+1

O numero de marcadores que devem ser utilizados como co-fatores na andlise
ndo ¢ definido. A principio todos os marcadores ndo ligados que apresentarem

associagdo significativa com a caracteristica pela analise de regressdo simples devem
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ser usados. No entanto, a inclusdo de muitos co-fatores pode reduzir muito o poder do
teste. E se diversos marcadores ligados no mesmo grupo de ligagdo mostrarem
associagdo significativa, a utilizagdo apenas dos marcadores de maior efeito ¢ suficiente
para reter a variancia devida ao QTL localizado neste grupo.

Todas as andlises foram realizadas utilizando o programa GQMOL

(http://www.ufv.br/dbg/ggmol/gqmol/htm).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Dados fenotipicos

As andlises estatisticas e a determinacdo dos pardmetros genéticos para as 11
caracteristicas em estudo foram realizadas por Miranda (2006). Foram estimados os
componentes da variacdo genética, as herdabilidades em sentido amplo e as correlagdes
para as seguintes caracteristicas da soja: nimero de dias para florescimento (NDF);
numero de dias para maturagdo (NDM); altura da planta na maturacao (APM); altura da
primeira vagem (APV); nimero de nds na maturacdo (NNM); niimero de vagens por
planta (NVP); ntimero de sementes por planta (NSP); peso de sementes por planta
(PRO); peso de cem sementes (PCS); conteudo de proteina (PTN) e contetdo de dleo
(OLEO).

Os resultados das andlises de variancia e das estimativas dos parametros
genéticos das caracteristicas indicaram a existéncia de variabilidade genética na
populacdo para as onze caracteristicas a 1% de significincia. Com base nestes
resultados, foi confirmado o potencial genético da populagdo para estudo de
mapeamento de QTL. Sua viabilidade para fins de mapeamento genético foi ainda
evidenciada pela existéncia de contrastes de grande magnitude entre as médias dos
genitores para a maioria das caracteristicas, valores descritos na Tabela 1.

Para as caracteristicas NDF, NDM ¢ PCS, embora nao exista diferenga entre os
valores médios dos genitores, foi verificada segregacdo transgressiva. Os segregantes
transgressivos correspondem aos individuos com valores fenotipicos superiores aos dos
genitores para uma dada caracteristica.

Quanto a variancia genética dos valores relativos a cada carater, o teste F a 1%
de probabilidade indicou a existéncia de significAncia para as onze caracteristicas
avaliadas nas familias F;. A razdo CVg/CVe observada foi elevada para todas as
caracteristicas, indicando que boa parte da variagdo total ¢ devido a variancia genética.
Os coeficientes de variagdo apresentaram valores aceitaveis, sendo para proteina e 6leo
estes valores iguais a 3,01 e 3,47, respectivamente. Os valores reduzidos do coeficiente
de variacdo obseravados indicam boa precisdo experimental.

Os valores de herdabilidade observados para as caracteristicas avaliadas

variaram entre 44,92% e 86,59%, com as maiores estimativas verificadas para as
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caracteristicas NNM e PCS, superiores a 80%. Os valores de herdabilidade estimados
para PTN e OLEO foram de 62,36% e 71,51%, respectivamente. E as estimativas
observadas para os componentes de produ¢do foram de 56,55% e 86,59% para PRO e
PCS, respectivamente. Este parametro refere-se a propor¢do da variagdo fenotipica
devido a causa genética. Valores elevados de herdabilidade estdo relacionados com alta
eficiéncia de selecdo fenotipica, j4 que grande parte da variancia fenotipica ¢ explicada
pela variancia genética.

Sobre a correlacdo entre as caracteristicas em estudo foi verificado que as
maiores correlagdes genéticas com PRO foram encontradas para as caracteristicas NDM
(0,74) e NVP (0,80). Os maiores coeficientes de correlagdo com PCS e NSP, por sua
vez, foram verificados para as caracteristicas PRO (0,51) e NVP (0,96),
respectivamente. Para a caracteristica teor de proteina do grdao (PTN), todas as
correlagdes com outras caracteristicas apresentaram valores negativos. E para a
caracteristica teor de 6leo, os valores de correlagdo com a maioria das caracteristicas

mostraram-se positivos, no entanto, relativamente baixos.

Tabela 1. Analise descritiva das caracteristicas em estudo da gerag¢ao F; e dos genitores

Populacéo Meédia dos Genitores
Carater Unidade Média DP? Min - Max® CS303 UFVS2012

NDF dias 64,12 1,28 60,5-67,6 64,3 64,6
NDM dias 138,15 7,52 88,5-141,8 1375 1383
APM cm 87,1 11,53 53,4-147,04 1023 76,3
APV cm 16,34 2,51 7,0-23,2 15 19,3
NNM - 14,95 1,40 6,5-17,5 18 13
NVP - 112,1 18,40  57,4-158,0 100,3 112,3
PRO g 196,43 36,11  109,9-291,9 195.4 179,3
PCS g 17,02 1,54 8,2-20,8 16,3 15
NSP - 214,45 38,83  129,1-394,5 226 203.,6
PTN g 41,36 1,58 35,1-44,8 43,7 37,6
OLEO g 19,81 0,81 17,8-21,9 18,9 21,6

DP* = desvio padrio da caracteristica. Min/Max” = valor minimo e maximo para cada caracteristica.
Numero de dias para florescimento (NDF); niimero de dias para maturagdo (NDM); altura da planta na
maturagdo (APM); altura da primeira vagem (APV); niimero de nds na maturagdo (NNM); nimero de
vagens por planta (NVP); peso de sementes por planta (PRO); peso de cem sementes (PCS); nlimero de
sementes por planta (NSP); conteudo de proteina (PTN) e conteudo de 6leo (OLEO).
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4.2. Mapeamento de QTL

4.2.1. Segregacao dos marcadores

Foi realizado um screnning com 357 primers microssatélites testados nos
genitores. Desses, 107 primers apresentaram fragmentos polimorficos. Entre os
marcadores polimorficos selecionados, 48 tiveram sua segregacdo avaliada na
populacdo. Estes microssatélites foram selecionados entre os marcadores polimorficos
com base em informagdes sobre QTLs associados ao conteudo de proteina e 6leo
reportados na literatura. Apenas marcadores localizados em regides proximas a QTLs
envolvidos com o controle génico do conteido de proteina e 6leo em soja foram
amplificados a partir das amostras de DNA dos individuos da populacdo. Foi
considerado ainda a qualidade de amplifica¢ao dos primers.

A segregacdo de cada marcador foi testada por meio do teste qui-quadrado
utilizando o critério de Protecdo Bonferroni (P<0,05). Trés dos 48 marcadores
apresentaram distor¢cdo na segregacao (Satt352, Satt429 e Satt454). Estes marcadores
nao foram excluidos, sendo utilizados tanto para a obtencao dos grupos de ligacao,
quanto para as analises de intervalo, j& que os mesmos ndo formaram intervalos com
associacdo com qualquer uma das caracteristicas.

Na construgdo de mapas genéticos a partir de dados provenientes de populagdes
derivadas de cruzamentos controlados ¢ esperado um padrao tipico de segregagao para
cada tipo de populacdo segregante. Quando ocorre a presenca de marcadores que ndo
apresentam a segregacdao mendeliana classica esperada, diz-se ter ocorrido distor¢do de
segregacdo (Ferreira, 2006). Segundo Ferreira (2006), a decisdo de incluir ou nao
marcadores com distor¢do de segregacao ¢ discutivel. Para alguns autores ¢
recomendavel a exclusdo desses locos, capazes de afetar os testes de detecgao de ligagao
génica, alterar as estimativas de distincia e a ordem dos marcadores de grupo de ligagdo
particular, comprometendo, portanto, a qualidade do mapa (Oliveira et al., 2004 ¢ Frisch
et al., 2004). Por outro lado, alguns trabalhos de mapeamento genético tem utilizado
dados de marcadores com distor¢do na razdo de segregagdo, algumas das vezes
indicando-se estes marcadores no grupo de ligacdo com o nivel de probabilidade
utilizado no teste de segregacao individual, sem saber os efeitos da utilizagdo de tais

marcadores (Costa e Silva et al., 2004).
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4.2.2. Mapeamento

Foram obtidos nove grupos de ligacdo definidos pelo agrupamento de 25
marcadores microssatélites, como pode ser observado na Figura 1. Os grupos obtidos
constituem segmentos gendmicos dos grupos de ligacdo Al, B1, Dla, G, I, Me O, e o
conjunto de marcadores de cada grupo coincidiu com o mapa consenso da soja, exceto
para um marcador, o Satt370, que foi agrupado no grupo de ligag¢do I. De acordo com o
mapa consenso de Song et al. (2004), este marcador localiza-se no grupo de ligacdo
Dla. Duas inversdes foram observadas sobre a disposi¢do dos marcadores nos grupos
de ligagao obtidos.

Vinte e trés marcadores ndo foram agrupados em razdo da distancia entre as
marcas, na maioria das vezes superior a 30 cM, de acordo com o mapa consenso de
Song et al. (2004). Outra justificativa para algumas das marcas nao ligadas, ¢ que para
alguns grupos de ligagdo apenas uma marcador foi avaliado nos respectivos grupos. As
regides contendo marcadores ndo ligados e associados significativamente a alguma das
caracteristicas de interesse, devem ser exploradas pela avaliacdo da segrega¢do de mais
marcadores, possibilitando a analise de mapeamento por intervalos.

O agrupamento dos marcadores nos grupos de ligacdo foi verificado utilizando-
se os critérios de LOD = 3 e r = 0,30. Para oito dos nove grupos de ligagdo, o
agrupamento também ocorreu utilizando-se o valor de LOD = 5. O LOD ¢ considerado
um teste de significancia para se testar a hipdtese de ligagdo entre dois locos. Quando o
LOD escore ¢ maior que 3 conclui-se que os locos estdo ligados (Schuster e Cruz,
2004). A obtengdo dos grupos de ligacdo foi pré-requisito para a andlise de QTL pelos
métodos de mapeamento por intervalo simples e composto.

A associagdo entre marcadores e caracteristicas foi determinada através da
analise de associacao por meio de regressao linear. O efeito significativo da regressao
pode indicar a existéncia da associacdo entre um marcador e a caracteristica, e essa
associagdo ¢ dada pela ligagdo genética entre o marcador e o QTL (Schuster e Cruz,
2004). As associagdes detectadas por este método podem ser atribuidas a QTLs de
grande efeito e relativamente distantes do marcador, como também, a QTLs de pequeno
efeito e proximos ao marcador.

Considerando todas as caracteristicas avaliadas, 33 marcadores apresentaram

associacdo com pelo menos uma caracteristica ¢ o numero de marcadores significativos
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para cada caracteristica variou de 1 a 16. Os resultados das analises de marca simples
para as onze caracteristicas em estudo sdo apresentados na Tabela 2.

Alguns marcadores mostraram associagdo com mais de uma caracteristica,
notavelmente aqueles associados a PTN e OLEO. Treze marcadores comuns associados
a essas caracteristicas foram verificados, possivelmente, devido aos efeitos pleiotropicos

no controle génico da expressdo de tais caracteres.
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Figura 1. Grupos de ligacdo definidos utilizando-se uma populagao de 206 individuos F,
obtidos a partir do cruzamento entre CS3035PTA276-1-5-2 ¢ UFVS2012. Os grupos de
ligacdo foram obtidos adotando-se os critérios de LOD = 3,0 e r = 0,30. Os valores da
esquerda representam as distancias entre os marcadores (frequéncia de recombinagao) e
a direita estdo os nomes dos marcadores. ‘Marcadores que apresentaram distor¢do de
segregacao.
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Tabela 2. Analise de associagdo dos marcadores moleculares com onze caracteristicas
da soja avaliadas na geracdo F; obtida do cruzamento entre CS3035PTA276-1-5-2 (2) e
UFVS2012 (0)

PTN
Marca Prob (F) Média(2) Média(l) Meédia (0) R? (%) GL
Satt200 0,046* 41,749 41,079 41,389 3,071 Al
Satt300 0,012%* 41,333 41,693 40,870 4,581 Al
Satt236 0,048%* 41,699 41,066 41,510 3,165 Al
Satt408 0,016* 41,805 41,501 40,854 5,572 Dla
Satt436 0,0%* 42,040 41,414 40,625 10,515 Dla
Satt370 0,001 ** 42,115 41,289 40,750 9,165 Dla
Satt147 0,025* 41,577 41,557 40,912 3,947 Dla
Satt191 0,038%* 41,723 41,424 40,957 3,258 G
Satt533 0,0065** 41,719 40,746 41,135 9,566 G
Satt367 0,0%* 42,363 41,176 40,650 15,785 I
Satt239 0,0%* 42,350 41,295 40,256 23,687 I
Satt562 0,0%* 42,184 41,355 40,443 14,523 I
Satt419 0,0%* 42,340 41,349 40,537 16,589 I
Satt451 0,0007%** 42,186 41,228 40,955 9,84 I
Satt354 0,0004** 42,079 41,454 40,336 13,779 I
OLEO
Satt200 0,044 19,705 19,987 19,689 3,105 Al
Satt225 0,018* 19,625 19,875 19,449 6,047 Al
Satt511 0,026* 19,681 20,010 19,700 3,842 Al
Satt236 0,007** 19,673 20,035 19,632 5,173 Al
Satt408 0,0131* 19,553 19,74 20,019 5,275 Dla
Satt436 0,0%* 19,502 19,848 20,115 7,749 Dla
Satt370 0,0%* 19,292 19,830 20,110 12,137 Dla
Satt147 0,015%* 19,611 19,799 20,040 4,444 Dla
Satt147 0,015%* 19,611 19,799 20,040 4,444 Dla
Satt191 0,012%* 19,596 19,784 20,059 4,372 G
Satt367 0,0%* 19,303 19,891 19,277 17,08 I
Satt239 0,0%* 19,265 19,837 20,363 25,355 I
Satt562 0,0%* 19,288 19,837 20,351 20,613 I
Satt419 0,0%* 19,290 19,832 20,301 19,318 I
Satt451 0.0019%** 19,417 19,877 20,022 8,582 I
Satt354 0,0%* 19,227 19,604 20,225 19,357 I
Satt259 0,035%* 19,793 19,673 20,032 3,49 0]
NDF
Satt191 0,033* 138,164 137,447 134,628 3,386 G
Satt594 0,038* 138,518 137,505 138,947 12,785 G
R8 NDM
Satt191 0,033%* 138,164 137,447 134,628 3,386 G
Satt594 0,038* 138,518 137,505 138,947 12,785 G
APM
Satt454 0,0494* 79,569 86,501 86,813 6,011 Al
Satt436 0,003** 89,885 85,819 82,155 5,745 Dla
Satt408 0,0192* 89,139 87,278 82,81 4,823 Dla
Satt191 0,046* 87,940 86,940 82,831 3,054 G
Satt354 0,048 85,66 86,066 93,301 6,001 |
APV
Satt300 0,023* 15,290 16,245 16,274 3,943 Al
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Tabela 2. Continuagao

Marca Prob (F) Média(2) Média(1l) Média (0) R? (%) GL
Satt429 0,001 ** 14,260 16,674 16,129 17,109 A2
Satt436 0,028%* 15,423 15,978 16,768 3,637 Dla
Satt263 0,044 15,643 15,766 16,799 3,191 E
Satt367 0,002%* 16,733 15,448 16,847 6,7 I
Satt562 0,003** 16,993 15,506 16,260 5,861 I
Satt419 0,022%* 16,767 15,573 16,148 3,903 I
Satt354 0,022%* 16,555 15,679 17,349 7,076 I
Satt536 0,004** 17,090 15,483 16,059 6,7 M
Satt512 0,031%* 15,863 15,371 16,983 6,27 -
NNM
Satt454 0,016* 14,364 15,136 14,912 4,54 Al
Satt436 0,026%* 15,101 14,968 14,400 3,712 Dla
Satt367 0,033%* 14,411 14,997 15,115 3,611 I
Satt562 0,003** 14,286 15,069 15,077 5,795 I
Satt451 0,0292* 14,347 15,085 15,038 4,954 I
Satt373 0,0%** 15,255 14,999 14,246 7,724 L
Satt513 0,001 ** 15,822 15,128 14,255 19,156 L
NVP
Satt300 0,005%* 114,957 113,039 104,574 5,467 Al
Satt454 0,001** 102,027 119,254 119,401 13,217 Al
Satt155 0,004** 113,941 112,883 103,422 5,515 Al
Satt251 0,005%* 107,456 110,795 118,983 5,496 Bl
Satt301 0,009%** 111,988 105,140 96,329 11,023 D2
Satt529 0,049%* 110,975 109,600 117,381 2,987 J
Satt536 0,016* 108,958 116,464 108,494 4,296 M
PRO
Satt300 0,0%* 205,464 200,736 178,380 9,759 Al
Satt454 0,0002%* 175,282 211,663 214,926 15,87 Al
Satt155 0,0%* 201,599 201,621 177,287 8,32 Al
Satt429 0,043* 205,774 178,528 187,373 8,503 A2
Satt147 0,045%* 199,828 202,437 187,526 3,313 Dla
Satt301 0,039%* 197,070 183,369 170,175 7,699 D2
Satt263 0,033* 191,433 203,992 189,669 3,468 E
Satt562 0,009%** 182,372 201,088 199,987 4,833 I
Satt529 0,038%* 197,958 190,766 206,762 3,232 J
Satt500 0,009%** 177,315 200,872 209,133 10,942 )
PCS
Satt444 0,0387* 16,669 16,684 17,278 3,511 BI
Satt370 0,001 ** 16,329 16,946 17,576 9,409 Dla
Satt154 0,0%* 17,420 17,164 15,858 11,836 D2
Satt263 0,0%* 17,553 17,077 16,173 10,782 E
Satt573 0,002** 16,646 16,802 17,642 6,571 E
Satt303 0,037* 16,614 17,244 17,213 3,742 G
Satt191 0,011%* 16,641 16,851 17,483 4,473 G
Satt367 0,002** 16,349 17,257 17,190 6,642 I
Satt239 0,0%* 16,239 17,169 17,507 9,496 I
Satt562 0,009%* 16,401 17,203 16,973 4,805 I
Satt419 0,004** 16,385 17,265 16,874 5,648 I
Satt529 0,041%* 16,451 17,106 17,246 3,157 J
Satt536 0,034* 16,674 17,299 16,746 3,557 M
NSP
Satt300 0,013%* 220,925 217,502 201,346 4,502 Al
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Tabela 2. Continuagao

Marca Prob (F) Média(2) Média(1l) Média (0) R? (%) GL
Satt454 0,0009%** 196,754 230,963 230,601 13,379 Al
Satt155 0,015* 218,578 217,510 199,305 4,276 Al

* k% significativo a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente. O ntimero 2 representa o alelo
proveniente da linhagem CS3035PTA276-1-5-2, 0 representa o alelo proveniente da variedade
UFVS2012 e 1 representa o heterozigoto. Contetido de proteina (PTN); conteudo de 6leo (OLEO);
namero de dias para florescimento (NDF); nimero de dias para maturagdo (NDM); altura da planta na
maturacdo (APM); altura da primeira vagem (APV); nimero de nds na maturagdo (NNM); nimero de
vagens por planta (NVP); peso de sementes por planta (PRO); peso de cem sementes (PCS) e numero de
sementes por planta (NSP).

4.2.3. Analise de locos associados ao conteudo de proteina e 6leo

Para a caracteristica PTN foram identificados 15 marcadores com associagao
significativa, nove dos quais foram altamente significativos. As associagdes a 1% de
probabilidade envolveram marcadores dos grupos de ligacao I, D1a, e G. A variagao do
teor de proteina explicada pelos marcadores variou entre 3,07% e 23,69% (Tabela 2).

Para a caracteristica OLEO foram encontrados 17 marcadores com associagao
significativa, nove dos quais tiveram associacdo com a caracteristica a 1% de
probabilidade. Os marcadores altamente significativos foram verificados para os grupos
de ligacdo I, Dla e Al. A variagdo no teor de dleo explicada pelo conjunto de
marcadores variou entre 3,11% e 25,36% (Tabela 2).

Considerando apenas as associa¢des dos marcadores a 1% de probabilidade para
as caracteristicas PTN e OLEO, foram encontrados oito marcadores comuns, todos
localizados no grupo de ligagdo I. Os maiores valores de R? verificados tanto para PTN
quanto para OLEO foram obtidos para o mesmo marcador, o Satt239 do grupo de
ligacdo I. Para esse marcador, o alelo 2 (CS3035PTA276-1-5-2) determinou teores
elevados de PTN e teores reduzidos de OLEO, enquanto o alelo 0 (UFVS2012)
determinou a situagao inversa.

A andlise de mapeamento de QTL foi realizada pelos métodos de intervalo
simples e composto, por grupo de ligacdo separadamente. No método por intervalo
composto sdo incluidos marcadores adicionais como co-fatores na analise, o que
aumenta a precisdo das estimativas da posi¢do e do efeito do QTL. A selecdo dos co-
fatores foi baseada na andlise de regressdo stepwise. A inclusao desses na analise reduz
os efeitos provocados por outros QTLs fora do intervalo, o que aumenta

consideravelmente o poder do teste (Schuster e Cruz, 2004).

27



Pelo método de intervalo composto foram detectados quatro QTLs associados ao
conteudo de proteina, nos grupos de ligacdo Dla, G, Al, e I, e trés QTLs associados ao
conteudo de dleo, localizados nos grupos Al, I e O. A variagdo fenotipica dos teores de
proteina e 6leo explicada por estes QTLs variou entre 6,24-18,94% e 17,26-25,93%,
respectivamente.

Um QTL associado a PTN, que explica 6,24% da variagdo da caracteristica, foi
identificado no intervalo entre os marcadores Satt408 e Satt147 do grupo de ligagao
Dla. Outro QTL associado a PTN foi detectado na regido do marcador Satt533, no
grupo de ligagdo G. Este QTL explica 13,89% da variacdo do teor de proteina (Figura
2).

No grupo de ligagdo A1, no intervalo entre os marcadores Satt300 e Satt155, foi
identificado um QTL que explica 12,71% da variagdo do conteudo de proteina. (Figura
3). Neste mesmo grupo de ligagdo, no intervalo entre os marcadores Satt200 e Satt225,
foi detectado um QTL para OLEO que explica 17,26% da variacdo da caracteristica
(Figura 4).

O QTL que explica a maior propor¢do da variagdo do fenotipo para PTN foi
identificado no grupo de ligacao I proximo ao marcador Satt239, que explica 18,94% da
variacdo da caracteristica. Nesta mesma regiao do grupo de ligacao I foi detectado um
QTL para OLEO que explica 25,93% da variagdo da caracteristica. As andlises graficas
destes QTLs sdo apresentadas nas Figuras 5 e 6.

Outro QTL associado a OLEO foi detectado no grupo de ligagdo O entre os
marcadores Satt500 e Satt259, que explica 18,51% da variag@o da caracteristica (Figura
7). Os resultados das analises de QTL para PTN e OLEO sdo apresentados na Tabela 3
e os co-fatores utilizados nessas analises sdo descritos na Tabela 4.

Brummer et al. (1997) detectaram trés marcadores associados a QTLs para
conteudo de 6leo no grupo de ligacdo Al em trés populagdes distintas, avaliadas por
trés anos. Um QTL, ligado ao marcador A975, foi confirmado nos trés anos e explicou
entre 7,5% e 12,9% da variagdo fenotipica. Outros dois QTLs para contetido de 6leo
proximos aos marcadores K400-1 e A104 foram consistentes em dois anos de avaliagdo.
O QTL ligado ao K400-1 explicou 11,5% e 13,7%, enquanto o QTL ligado ao A104
explicou 17,6% e 13,7% da variagdo da caracteristica em cada ano. Estes dois
marcadores foram também associados a QTLs para contetido de proteina. No entanto,
estes locos ndo se apresentaram estaveis aos fatores ambientais. O QTL proximo ao

marcador K400-1 teve efeito significativo apenas em um ano e explicou 20,3% da
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variacdo do teor de proteina. J& o QTL proximo ao marcador Al104 teve efeito
significativo em dois anos e explicou 9,4% e 15,4% da variacdo da caracteristica, em
cada ano.

QTLs associados aos contetidos de proteina e 6leo no grupo de ligacdo Al foram
também mapeados em outros trabalhos (Mansur et al., 1996; Orf et al., 1999; Specht et
al., 2001). Outros autores também identificaram QTLs para teor de proteina no grupos
de ligagdo Dla (Brummer et al.,1997; Csanadi et al., 2001) e G (Diers et al., 1992;
Brummer et al., 1997).

O grupo de ligacao I tém sido associado a QTLs para conteido de proteina e
6leo em graos de soja por muitos autores. Chung et al. (2003) mapearam um QTL para
contetdo de proteina neste grupo de ligagdo, no intervalo entre os marcadores Satt239 e
Satt496, utilizando 76 RILs obtidas do cruzamento entre PI43088A (acesso com alto
teor de proteina) e Asgrow (cultivar com alta produtividade) avaliadas por dois anos.
Este QTL explicou 45,3% e 27,7% da variagdo do teor de proteina nos anos de 1996 e
1999, respectivamente. Neste mesmo intervalo foi mapeado um QTL para 6leo, que
explicou 27,8% e 24,2% da caracteristica em cada ano.

Na regido do marcador Satt239 também foram mapeados QTLs para contetdo
de proteina e 6leo em um experimento com 157 RILs avaliadas por dois anos. Estes
QTLs explicaram em cada ano, respectivamente, 20,9% e 29,7% da variacao do teor de
proteina, e 8,6% ¢ 6,8% da variagdo do teor de 6leo (Tajuddin et al., 2003).

Soares (2004) utilizando 95 RILs obtidas do cruzamento entre BARCS ¢
Garimpo, avaliadas em duas localidades, identificaram um QTL para proteina total no
grupo de ligagdo I, no intervalo entre os marcadores Satt239 e Sat 105. O efeito deste
QTL foi consistente entre os ambientes testados e explicou 14,74% e 11,34% da
variagdo da caracteristica nas localidades de Vigosa e S3o Gotardo (MG),
respectivamente.

QTLs para conteudo de proteina e 6leo na regido do microssatélite Satt239
foram ainda mapeados por Nichoes et al. (2006) utilizando dois grupos de populagdes
de retrocruzamento. A partir dos resultados das analises de um grupo de populacdes, foi
sugerido que o QTL que controla teor de proteina e 6leo no grupo de ligacao I encontra-
se no intervalo de 11 cM entre ao marcadores Satt614 ¢ Satt354. No entanto, os
resultados obtidos a partir do segundo grupo de populagdes redefiniram que o QTL
contido nesta regido pode estar delimitado no intervalo de 3 ¢cM entre o microssatélite

Satt239 e o AFLP ACGYb.
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Locos detectados para conteudo de proteina em regides proximas ao marcador
Satt239 do grupo de ligacdo I, por diversos autores e envolvendo diferentes
backgrounds genéticos, indicam a presenga de genes conservados nestas regioes,
possivelmente envolvidos no controle da expressdo de proteinas. A existéncia de
marcadores comuns neste grupo associados a QTLs que influenciam teores de proteina e
6leo, possivelmente, deve-se aos efeitos pleiotropicos de genes nestas regioes.

Com base nestes fatores, torna-se fundamental a analise de mais marcadores na
regido proxima ao Satt239 em estudos de mapeamento de locos para contetido de
proteina e 6leo, no sentido de determinar com precisdo a localizagao destes QTLs. A
certeza destes intervalos podera ser de grande importancia para a clonagem destes locos
e elucidacdo da estrutura e fung¢do dos genes, bem como, seus papéis na determinagao

dos conteudos de proteina e 6leo em soja.
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Figura 2. QTL associado ao conteudo de proteina que explica 6,4% da variagdo da
caracteristica. Segmento do grupo de ligacdo Dla representado a esquerda e curva da
razdo de verossimilhanga a direita. O ponto de corte refere-se ao valor de LR critico
8,99 obtido a partir de 1000 simulac¢des, ao nivel de significancia de 5%.0 ponto mais
alto da curva representa o valor de LR de 9,51 distante 7,01 cM do marcador Satt408.
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Figura 3. QTL associado ao conteudo de proteina que explica 12,71% da variagdo da
caracteristica. Segmento do grupo de ligacdo Al representado a esquerda e curva da
razdo de verossimilhanga a direita. O ponto de corte refere-se ao valor de LR critico
13,68 obtido pelo teste com 1000 simulagdes, ao nivel de significancia de 1%. O ponto
mais alto da curva representa o valor de LR de 19,51 distante 0,01 ¢cM do marcador
Satt300.
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Figura 4. QTL associado ao contetdo de 6leo que explica 17,26% da variagdo da
caracteristica. Segmento do grupo de ligagdo Al representado a esquerda e curva da
razdo de verossimilhanga a direita. O ponto de corte refere-se ao valor de LR critico
12,91 obtido pelo teste com 1000 simulagdes, ao nivel de significancia de 1%. O ponto
mais alto da curva representa o valor de LR de 16,48 distante 5,21 ¢cM do marcador
Satt511.
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Figura 5. QTL associado ao conteudo proteina que explica 18,94% da variacdo da
carcateristica. Segmento do grupo de ligacdo I representado a esquerda e curva da razdo
de verossimilhanga a direita. O ponto de corte refere-se ao valor de LR critico 12,91
obtido pelo teste com 1000 simulagdes, ao nivel de significancia de 1%. O ponto mais
alto da curva representa o valor de LR de 25,94 distante 38,2 ¢cM do marcador Satt451.
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Figura 6. QTL associado ao conteido de o6leo. Segmento do grupo de ligagdo I
representado a esquerda e curva da razdo de verossimilhanga a direita. O ponto de corte
refere-se ao valor de LR critico 21,06 obtido pelo teste com 1000 simulagdes, ao nivel
de significancia de 1%. O ponto mais alto da curva representa o valor de LR de 39,22
distante 36,91 ¢cM do marcador Satt451.
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Figura 7. QTL associado ao conteudo de 6leo. Segmento do grupo de ligagdo O
representado a esquerda e curva da razdo de verossimilhanga a direita. O ponto de corte
refere-se ao valor de LR critico 21,06 obtido pelo teste com 1000 simulagdes, ao nivel
de significancia de 1%. O ponto mais alto da curva representa o valor de LR de 39,22
distante 36,91 cM do marcador Satt451
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Tabela 3. QTLs associados aos contetidos de proteina e dleo no grao de soja

Caracteristica GL  Intervalo/Regido LR R°% a d

Al Satt300-Satt155  19,51** 12,71 0,434 1,670

- %
PTN Dla Satt408-Satt147 9,51 6,24 0,477 0,606

G Satt533 12,58%* 13,89 0,234 -1,815

I Satt239 25,94** 18,94 0,862 -0,814

Al Satt200-Satt225  164,48** 17,26 0,056 0,963

OLEO I Satt239-Satt367  39,22*%* 25,93 -0,562 -0,034

O Satt500-Satt259 11,36* 18,51 -0,215 -1,442
GL = Grupos de ligagdo denominados de acordo Song et al. (2004). R*% = propor¢io da variagdo
fenotipica explicada pelo QTL; a = efeito aditivo estimado para o QTL. d = efeito da dominéncia
estimado para o QTL. * e ** valores de LR excederam os valores criticos de corte a 5% e 1%,
respectivamente. Os valores de LR criticos foram determinados pela realizagdo de 1000 permutacdes.

Tabela 4. Selecao de co-fatores para a analise de QTL por intervalo composto para as

caracteristicas conteido de proteina e 6leo no grao

Caracteristica GL Co-fatores

Al Satt239 - Satt594 - Satt536
Dla  Satt200
G Satt200 - Satt147 - Satt536
I Satt200 - Satt594 - Satt408 - Satt536 - Satt367 - Satt239
Al Satt239 - Satt594 - Satt147 - Satt430 - Satt259
OLEO I Satt200 - Satt594 - Satt430 - Satt147 - Satt239 - Satt367 - Satt259
O Satt200 — Satt239 — Satt594 — Satt147

PTN

GL = Grupos de ligagdo denominados de acordo Song et al. (2004). Contetido de proteina (PTN) e
conteudo de 6leo (OLEO).

4.2.4. Andlise de locos associados a componentes de producao de graos

Na analise de marca simples para os componentes de producdo PRO e PCS
foram identificados 10 e 12 marcadores com associagdo significativa, respectivamente.
Os valores de R? encontrados para esses marcadores variaram entre 3,23-15,87% para
PRO e 3,16-11,84% para PCS. Para os caracteres NVP ¢ NSP foram identificados 7 e 3
associacoes significativas, respectivamente. Para os marcadores associados a NVP e
NSP, estes valores variaram entre 2,99-13,27% e 4,28-13,78%, respectivamente.

Na andlise de QTL para PRO foram identificados dois QTLs nos grupos de
ligagdo Al e Dla que explicam 12,32% e 9,03% da variagdo da caracteristica,

respectivamente. As analises graficas destes QTL sdo apresentadas na Figuras 8 e 9.
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Um QTL associado a PCS foi identificado no grupo de ligacao I. Este QTL foi
localizado na regido do marcador Satt239 e explica 13,47% da variacdo da caracteristica
(Figura 10).

Outros dois QTLs associados a NVP e NSP foram detectados no grupo de
ligacdo A1, no intervalo entre os marcadores Satt300 e Satt155. A variacao do fenotipo
explicada por estes QTLs foi de 9,43% para NVP e 7,19% para NSP. As andlises
graficas destes QTLs sdo apresentadas nas Figuras 11 e 12. Os resultados das analises
de QTL para os componentes de producdo de graos sdo descritos na Tabela 5 e os co-
fatores utilizados nessas analises sdo descritos na Tabela 6.

Orf et al. (1999) identificaram um QTL no grupo de ligagdo Al para peso de
sementes em uma populacdo de RILs derivada do cruzamento entre Minsoy e Noir 1.
Este QTL explicou 7% da variagdo da caracteristica e foi localizado proximo ao
marcador Satt174. Para esta populagdo, foram mapeados mais seis QTLs nos grupos de
ligacdo A2, G, Dla, M e L, que explicaram entre 6% a 8% da variagdo da caracteristica.
Outros nove QTLs de pequeno efeito foram ainda identificados a partir de duas outras
populacdes. Um QTL associado a peso de sementes no grupo de ligacdo Dla foi
também identificado por estes autores a partir de duas populagdes de RILs derivadas
dos genitores Minsoy e Archae.

Um QTL associado a peso de sementes foi também identificado no grupo de
ligacdo I na regido proxima ao marcador Satt562 por Csanadi et al. (2001). Este QTL
explicou 11,6% da variagao do peso de mil sementes.

Quatro QTLs associados a peso de sementes foram mapeados por Zhang et al.
(2004) a partir de 184 RILs. Dois QTLs do grupo de ligagdo D2, localizados nos
intervalos A611D-B146H e B146H-Satt458, explicaram 9,2% e 11,4% para PCS,
respectivamente. Outros dois QTLs foram detectados nos grupos de ligagao A2 e Bl,
que explicaram 6,7% e 10,2% da variac¢do da caracteristica.

Outros trés QTLs para peso de sementes foram detectados por Vieira et al.
(2006) utilizando 118 RILs obtidas do cruzamento entre as variedades BARC-8 e
Garimpo. O QTL detectado no intervalo Satt475-OPAWO09a, do grupo de ligagdo K,
explicou 9,4% da varia¢do da caracteristica. Outros dois QTLs de pequeno efeito foram
localizados nos grupos de ligacdo G e O, que explicaram 6,8% e 7% da varia¢do para
PCS. Nestes grupos foram ainda detectados QTLs associados ao numero de sementes

por planta, que explicaram em torno de 7% da variagdo da caracteristica.
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As associagOes significativas entre os marcadores avaliados e as demais
caracteristicas podem ser visualizadas na Tabela 7. Para grande parte das associagdes
ndo houve o agrupamento dos marcadores, impossibilitando a analise de QTL. No
entanto, a significancia dos marcadores pressupde a sua associagdo com QTLs. Mais
marcadores nestas regides devem ser, portanto, analisados. A existéncia destes QTLs
podera, entdo, ser verificada pelas andlises de mapeamento por intervalo simples e

composto.
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Figura 8. QTL associado ao peso de sementes por planta que explica 12,32% da
varia¢ao do fendtipo. Segmento do grupo de ligagdo Al representado a esquerda e curva
da razao de verossimilhanga a direita. O ponto de corte refere-se ao valor de LR critico
17,19 obtido pelo teste com 1000 simulagdes, ao nivel de significancia de 1%. O ponto
mais alto da curva representa o valor de LR de 20,65 na posi¢ao 0,01 cM proximo ao
marcador Satt300.
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Figura 9. QTL associado ao peso de sementes por planta que explica 9,03% da variacdo
do fenodtipo. Segmento do grupo de ligacdo Dla representado a esquerda e curva da
razdo de verossimilhanga a direita. O ponto de corte refere-se ao valor de LR critico
13,4 obtido pelo teste com 1000 simulagdes, ao nivel de significancia de 1%. O ponto
mais alto da curva representa o valor de LR de 13,4 distante 9,6 cM do marcador
Satt408.
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Figura 10. QTL associado a peso de cem sementes que explica 13,47% da variagdo do
fenotipo. Segmento do grupo de ligagdo I representado a esquerda e curva da razdo de
verossimilhanga a direita. O ponto de corte refere-se ao valor de LR critico 20,02 obtido
pelo teste com 1000 simulagdes, ao nivel de significancia de 1%. O pico da curva
representa o valor de LR de 21,64 distante 29,91 cM do marcador Satt451.
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Figura 5. QTL associado ao niimero de vagens por planta que explica 9,4% da variacdo
do fenotipo. Segmento do grupo de ligacdo Al representado a esquerda e curva da razao
de verossimilhanca a direita. O ponto de corte refere-se ao valor de LR critico 12,3
obtido pelo teste com 1000 simulagdes, ao nivel de significancia de 1%. O pico da curva
representa o valor de LR de 13,01 na posig@o 0,01 cM do marcador Satt300.
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Figura 6. QTL associado ao nimero de sementes por planta que explica 7,19% da
variagao do fendtipo. Segmento do grupo de ligagdo Al representado a esquerda e curva
da razdo de verossimilhanga a direita. O ponto de corte refere-se ao valor de LR critico
9,04 obtido pelo teste com 1000 simulagdes, ao nivel de significancia de 5%.0 pico da
curva representa o valor de LR de 11,08 na posi¢ao 0,01 ¢cM do marcador Satt300.
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Tabela 5. QTLs associados aos componentes de produgdo de graos em soja

Caracteristica GL Intervalo/Regido LR R°% a d

Al Satt300-Satt155  20,65** 0,123 15,511 20,403

PRO Dla  Satt408-Satt147  13,40%* 9,03 10,051 28,281
PCS I Satt367-Satt239  21,63** 13,47 -0,602 1,242
NVP Al Satt300-Satt155  13,01** 0,094 7,167 7,292
NSP Al Satt300-Satt155 11,08* 7,19 13,38 19,387

GL = Grupos de ligagdo denominados de acordo Song et al. (2004). R*% = propor¢do da variagio
fenotipica explicada pelo QTL; a = efeito aditivo estimado para o QTL. d = efeito da dominancia
estimado para o QTL. * e ** valores de LR excederam os valores criticos de corte a 5% e 1%,
respectivamente. Os valores de LR criticos foram determinados pela realizagdo de 1000 permutagdes.

Tabela 6. Sele¢ao de co-fatores para a andlise de QTL por intervalo composto para os

componentes de producdo de graos em soja

Caracteristica GL Co-fatores
Al Satt536 — Satt 147

PRO Dla  Satt200 — Satt562

PCS I Satt594 — Satt367 — Satt239 — Satt536
NVP Al Satt373 — Satt352 — Satt536 — Satt147
NSP Al Satt200 — Satt536 — Satt147

GL = Grupos de ligagdo denominados de acordo Song et al. (2004). Peso de sementes por planta (PRO);
peso de cem sementes (PCS); nlimero de vagens por planta (NVP) e nimero de sementes por planta
(NSP).

43



Tabela 7. Associacdo marcador — caracteristica para as onze caracteristicas da soja

Marca GL PTN OLEO PRO PCS NDF NDM APM APV NNM NvP  Nsp  Fosicdo
Satt454 Al sk * *k *k 28?08
Satt300 Al * ok * ok * 30,93
Sattl55 - ok * 32,68
Satt200 Al * * 92,89
Satt236 4 % . 93,23
SattS11 4 * 94,20
Satt225 A4 « 95,16
Satt429 A2 * ok 162,03
Satt251  BI * ok 36,48
Satt444 Bl * 85,92
Satt370  ppy . . 60,99
Satt436 Dla  ** o o * * 70,69
Satt408 Dla  * * * 106,69
Sattl47  pia * * * « 108,89
Satt301 D2 * ** 93,71
Sattl54 D2 o 57,07
Satt573  E ** 35,719
Satt263 E * *% * 454
Satts33 G +* 36,52
Satt191 G * * * * 96,57
Satt4s1 . . * 20,34
Satt419 | - . . * 21,90
Satts62 | o . o o . . 2.84
Satt367 1 o ok ok o * 27,98
Sat239 1 . . . 36,94
Satt354 . . * * 46,22
Satts29 ] * * * 41,9
Satt373 K ok 107,24
Satt513 L o 106,37
Satt536 M * o * 62,14
Satt500 O ** 14,17
Sat259 * 39,82
Satt512 - * -

* ¢ **significativos a 5% e 1% de probabilidade. Posi¢do’ de acordo com o mapa consenso de Song et al. (2004).
Conteudo de proteina (PTN); conteudo de 6leo (OLEO); peso de sementes por planta (PRO); peso de cem sementes
(PCS); nimero de dias para florescimento (NDF); niimero de dias para maturagdo (NDM); altura da planta na maturagao
(APM); altura da primeira vagem (APV); nlimero de ndés na maturagdo (NNM); numero de vagens por planta (NVP) e
numero de sementes por planta (NSP).
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5. CONCLUSOES

A segregacdo de 48 marcadores foi avaliada em 206 individuos F, obtidos do
cruzamento entre a linhagem CS3035PTA276-1-5-2 (alto teor de proteina e
baixo teor de 6leo) e a variedade UFVS2012 (baixo teor de proteina e alto teor
de 6leo). Foram obtidos 9 grupos de ligagdo formados pelo agrupamento de 25
marcadores.

Considerando todas as caracteristicas avaliadas, 33 marcadores apresentaram
associacdo com pelo menos uma caracteristica ¢ o numero de marcadores
significativos para cada caracteristica variou de 1 a 16.

Para contetido de proteina (PTN) e 6leo (OLEO) foram verificados 15 e 16
marcadores com associagdo significativa, respectivamente. Considerando apenas
as associagdes altamente significativas, para cada caracteristica foram
encontrados nove marcadores, seis dos quais foram comuns. A variagao nos
teores de proteina e de oleo explicada por estes marcadores variou entre 3,07-
23,69% e 3,11-25,36%, respectivamente.

Para producao de graos (PRO) e peso de cem sementes (PCS) foram verificados
10 e 12 marcadores com associagdo significativa, respectivamente. A variagao
fenotipica para PRO e PCS explicada pelos grupos de marcadores variou entre
3,23-15,87% e 3,16-11,84%, respectivamente.

Para os outros componentes de producdo de graos NSP (nimero de sementes por
planta) ¢ NVP (ntimero de vagens por planta) foram identificados 7 e 3
marcadores com associagdo significativa, respectivamente. A variagdo fenotipica
para NSP e NVP explicada por estes marcadores variou entre 2,99-13,27% e
4,28-13,78%, respectivamente.

No grupo de ligagdo Al foram identificados QTLs associados as caracteristicas
PTN, OLEO, PRO, NVP e NSP. Os QTLs detectados no intervalo entre os
marcadores Satt300-Satt155 explicaram 8,4% da variacao para PTN, 9,43% da
variagdo para NVP e 7,19% da variagdo para NSP . Esse intervalo foi também
associado a um QTL para PRO, que explicou 12,32% da variacdo da
caracteristica. E no intervalo entre os marcadores Satt200-Satt225, neste mesmo
grupo de ligagdo, foi detectado um QTL para 6leo que explicou 17,26% da

variagdo da caracteristica.
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No grupo de ligagao I foram identificados trés QTLs proximos ao marcador
Satt239 associados as caracteristicas PTN, OLEO e PCS. Estes QTLs
explicaram 18,94%, 25,93% e 13,47% da variagdo fenotipica para tais
caracteristicas, respectivamente.

No grupo de ligacdo Dla foi detectado um QTL para PTN que explicou 6,24%
da variagdo da caracteristica, no intervalo entre os marcadores Satt408 e Satt147.
Neste mesmo intervalo, foi detectado um QTL para PRO que explicou 9,03% da
variagdo fenotipica.

Um QTL para OLEO foi ainda detectado no grupo de ligacdo O, no intervalo
entre os marcadores Satt500 e Satt259. Este QTL explicou 18,51% da variagao
no conteudo de 6leo.

Pode-se concluir que marcadores proximos ao microssatélite Satt239 estdo
ligados a locos envolvidos com o controle genético dos contetdos de proteina e
6leo. Estes locos sdo conservados entre diferentes backgrounds genéticos e
exercem efeitos pleiotropicos, influenciando simultaneamente os teores de
proteina e 6leo no grao de soja.

A populacdo utilizada neste trabalho mostrou-se adequada para o estudo de
mapeamento de QTL. O numero consideravel de associagdes significativas,
detectadas entre os marcadores avaliados e as caracteristicas em estudo,
pressupde a existéncia de outros QTLs e demonstra o potencial desta populagao
para fins de mapeamento genético. Estes fatores justificam a continuidade do
trabalho. Portanto, mais marcadores devem ser avaliados no sentido de mapear
outros locos associados ao contetido de proteina e 6leo, caracteristicas de maior
interesse do programa de melhoramento da qualidade da soja, desenvolvido pelo

BIOAGRO/Universidade Federal de Vigosa.
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