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RESUMO

VIEIRA, Antonio José Dias, D.S., Universidade Federal de Vicosa, abril de

2003. Identificacdo de QTLs associados a fotossintese e a
caracteristicas de crescimento em soja. Orientador: Maurilio Alves
Moreira. Conselheiros: Carlos Alberto Martinez y Huaman e Everaldo
Goncalves de Barros.

A identificacdo de locos controladores de caracteristicas quantitativas
(QTLs - “Quantitative Trait Loci”) é importante para elucidar funcdes
fisiologicas complexas em plantas. Em soja (Glycine max (L.) Merrill), foram
identificados QTLs associados a altura; “resisténcia a seca”; eficiéncia do uso
da agua; massa especifica foliar; area foliar; teor de proteinas e 6leo na
semente. Existem poucas informacdes sobre o0s genes que controlam
caracteristicas fisiologicas como taxa de fotossintese e sobre a base genética
da associacao entre tais caracteristicas. Entre os propésitos desta pesquisa,
esta a ldentificacdo de QTLs associados a fotossintese e caracteristicas de
crescimento da soja e o0 estudo de possiveis associacdes entre estas
caracteristicas pela analise da coincidéncia de QTLs em grupos de ligacéo.
Objetivou-se também avaliar o potencial de uso de uma populacdo de
linhagens endogamicas recombinantes (RILs - “Recombinant Inbreed Lines”)
para a identificacdo de locos associados a caracteres da soja. Neste estudo,
foi analisada uma populacdo composta de 118 linhagens RILs nas geracoes F-
e Fg, respectivamente, derivada do cruzamento entre as variedades BARC-8 e
a Garimpo, em dois ambientes diferentes, caracterizados pelo uso ou omissao
de adubacédo nitrogenada para as geracoes F; e Fg, respectivamente. Foram
coletados dados sobre a taxa de assimilacdo liquida de CO,, taxa de

fotossintese potencial, area foliar, area foliar especifica, nitrogénio foliar
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especifico e para caracteristicas de particio de massa seca das plantas
(massa seca de raizes, nddulos, caules, folhas e vagens). Foram
determinadas também caracteristicas ligadas a produtividade (numero de
sementes e massa de sementes por planta, massa fresca de cem sementes) e
teor de proteina das sementes. Os valores fenotipicos destas caracteristicas
foram associados ao mapa molecular composto por 24 grupos de ligacéo
somando 523,17 cM com 75 marcadores moleculares. Dentre esses, 54
marcadores sao do tipo microssatélites e 21 do tipo RAPD. Observou-se um
padrdo quase constante de separacdo espacial dos QTLs, considerando as
duas geracdes / ambientes, a saber: independéncia dos QTLs relacionados as
caracteristicas foliares (area foliar especifica, taxa de assimilacdo liquida de
CO, em luminosidade saturante e nitrogénio foliar especifico), em relacdo a
QTLs associados aos componentes a biomassa das plantas (massa seca de
raizes, caule, folhas, total e vagem por planta) e em relagéo ao terceiro grupo
de QTLs, relacionado a produtividade (massa fresca de cem sementes,
namero de sementes e de vagens). A coincidéncia de QTLs no mesmo grupo
de ligacao indica provaveis associacdes entre estas caracteristicas, que foram
ratificadas por elevadas correlacbes fenotipicas. As populacdes RILs
estudadas apresentaram um grande potencial para o mapeamento de loci
associados a diferentes caracteristicas da soja.



ABSTRACT

VIEIRA, Antonio José Dias, D.S., Universidade Federal de Vigosa, April 2003.
Identification of QTLs associated with photosynthesis and growth
traits in soybean. Adviser: Maurilio Alves Moreira. Committee Members:
Carlos Alberto Martinez y Huaman e Everaldo Goncalves de Barros.

The identification of controlling loci of quantitative characteristics (QTLS -
“Quantitative Trait Loci”) presents potential use to study complex physiological
functions in plants. In soybean (Glycine max (L.) Merrill), it has been identified
QTLs associated with plant height; drought resistance; water use efficiency;
specific leaf weight; leaf size; seed protein and oil content. Few information
exist on the loci that control physiological characteristics as photosynthesis rate
and the genetic base of the association among such traits. The purpose of this
study was to identify QTLs associated with physiological traits in soybean
(Glycine max L. Merrill) and to study the possible associations among these
traits, by analysing the coincidence of QTLs. Besides, this work aimed at
evaluating the potential of utilization of a Recombinant Inbreed Lines (RILS)
population for mapping loci associated with physiological characters. In this
study two soybean generations of RILs were used. These populations consisted
of 118 RILs F; and Fgderived lines from the cross BARC-8 x “Garimpo”. Which
were submitted to the two different environments characterized by the use or
not of manuring nitrogen for the generations F; and Fg, respectively. In these
populations/environment there were obtained data for photosynthetic carbon
assimilation; potential photosynthesis, leaf area; specific leaf area; leaf nitrogen

content, as well for traits of partition of dry mass of the plants (roots, nodules,



stems, leaves and pod dry mass) and for productivity (number of seeds, number
of pods and mass of seeds per plant, fresh mass of a hundred seeds) and seed
protein content. The genetic linkage map is composed by 24 linkage groups
adding 523,17cM with 75 molecular markers, being 54 microsatellite and 21
RAPD markers. It was observed, an almost constant pattern of space
separation of QTLs, considering the two generations / environment, as such:
Independence of QTLs related to leaf traits (specific leaf area, photosynthetic
carbon assimilation; specific leaf nitrogen) of those QTLs associated to the
components of the partition of biomass of the plants (roots, stems, leaves,
plants and pod dry mass) and a third group of related QTLs the productivity
(fresh mass of a hundred seeds; fresh mass of seeds, number of seeds and
number of pods of plants). The coincidence of QTLs in the same linkage groups
indicates probable genetic associations among these characteristics, which
were ratified by the high phenotypic correlations. The RILs populations studied
presented a great potential for mapping loci associated with different traits in

soybean.

Xl



IDENTIFICACAO DE QTLs ASSOCIADOS A FOTOSSINTESE E A
CARACTERISTICAS DE CRESCIMENTO EM SOJA

1. INTRODUCAO

O primeiro passo da genética classica na identificacdo de genes é a
estimativa da herdabilidade do carater de interesse, em seguida, determinar a
localizagdo em mapas genéticos ou nos grupos de ligacdo do mapa genético.
Todavia, a habilidade para tanto depende da precisdo em classificar os
fendtipos em grupos discretos (variaveis discretas) e do uso de técnicas
estatisticas baseadas no teste qui-quadrado (c?).

No estudo de variaveis continuas (caracteres quantitativos), por outro
lado, a natureza dessas variaveis torna necessario o estudo da variancia, e
assim, o uso de uma escala. Independente da natureza da distribuicao,
continua ou descontinua, a variacdo de ambas tem propriedades comuns de
segregacdo, dominancia, interacdo e ligacdo. Além disto, seguem a genética
Mendeliana visto que apresentam a mesma origem cromossémica (Thoday,
1961).

A maioria das caracteristicas fisiolégicas apresenta uma natureza
genética quantitativa, o que torna dificil mensurar a contribuicdo génica
especifica para a variacdo fenotipica. Observa-se que a variancia da
caracteristica aumenta proporcionalmente com o nimero de locos envolvidos,
e que a contribuicdo de um determinado loco para a variancia fenotipica torna-
se, relativamente, pequena e o0s efeitos de fatores ambientais e de
desenvolvimento torna dificil o manuseio independente de um loco (Thoday,
1961).

Recentemente, entretanto, tem sido refutada a suposicdo de que um
grande numero de genes por meio de um efeito aditivo com pequenas e
similares acdes, modulados pelo ambiente, determinam a expresséao fenotipica
de uma caracteristica quantitativa. Desta forma, atualmente, assume-se que
um pequeno numero de locos segregantes possa definir a grande parte da
distribuicdo Gaussiana observada para muitas das caracteristicas quantitativas.
O restante da variabilidade fenotipica é verdadeiramente condicionado por

numerosos genes com pequenos efeitos. Em relacdo as caracteristicas



fisioloégicas, pode-se somar centenas de etapas bioquimicas e biofisicas
envolvidas em rotas de assimilacdo de carbono e nitrogénio, nos movimentos
de nutrientes das raizes para a parte aérea e no acumulo de 6leo e proteina
nas sementes. Entretanto, nem todos os passos sao igualmente efetivos no
controle dessas rotas. Assim, a importancia de cada passo pode variar,
dependendo de sua posicéo na rota e de fatores externos (Prioul et al., 1997).

Durante muito tempo, o estudo dos poligenes apresentou como principal
limitacdo pratica a baixa disponibilidade de marcadores polimérficos que
estivessem distribuidos ao longo de grandes regiées do genoma. Tal limitacéo
foi gradualmente ultrapassada pelo uso de isoenzimas (Edwards et al., 1987),
RFLP (“restriction fragment length polymorphism”), o qual tem provido um
ndmero quase ilimitado de marcadores com muitos atributos desejaveis
(Paterson et al., 1988).

Mais recentemente, Kolchinsky & Gresshoff (1995) ressaltaram as
vantagens de sequéncias simples repetitivas (SSR) de DNA, ou microsatélites,
como marcadores para a construcao de mapas de ligacéo para a soja [Glycine
max L. (Merrill)]. Primeiramente, sequéncias de DNA repetitivas em tandem
apresentam elevada variabilidade e assim podem ser utilizadas como
marcadores para fingerprinting. Em segundo lugar, a facilidade para a sua
identificacbes por meio de hibridizacdo in situ. Em terceiro lugar, em alguns
casos, as SSR sdo espécie-especificas, variedade-especificas ou até
cromossoma-especificas. A Ultima vantagem esta relacionada a posicado das
sequéncias repetitivas nas areas dos cromossomos que merecem atencao
particular, principalmente a dos centrémeros e telémeros. Isto € particularmente
importante, devido a predominante localizagdo dos genes vegetais nos
segmentos teloméricos dos cromossomos.

Segundo Prioul et al. (1997), os pré-requisitos para a deteccdo de QTLs
sdo: (i) estabelecer uma populacdo de mapeamento que apresente
variabilidade genética para a caracteristica de interesse, (ii) estabelecer grupos
de ligacdo genética para a populacdo pela analise da taxa de recombinacéo
entre os marcadores moleculares e (iii) determinar valores fenotipicos para a
caracteristica de interesse em cada individuo da populacdo. O método mais
simples para a identificacdo de QTLs é uma analise de variancia unifatorial.

Para cada alelo do marcador é testada a diferenca entre as respectivas médias



fenotipicas. Se o teste for significativo, o marcador estaria ligado a um provavel
QTL que estaria associado a uma determinada caracteristica.

O material vegetal derivado de uma geracdo F, por meio de SSD
(“single seed descent”), dara origem as linhagens endogamicas recombinantes
ou RILs ("Recombinant Inbred Lines”) que se aproximam da homozigosidade
apos 5 a 6 geracfes de auto-polinizacdo. Do ponto de vista pratico e genético,
as populacbes RILs sdo “imortais”. Assim, ha a possibilidade do acamulo de
dados e novos marcadores no tempo e espaco. Adicionalmente, as plantas da
populacdo RIL podem ser multiplicadas em diferentes locais para testar o efeito
do meio ambiente (Prioul et al., 1997).

Para Glycine max, ja foram identificados QTLs associados a diversas
caracteristicas, como a relatadas a seguir: teor protéico na semente (Lee et al.,
1996% Soares, 2000; Miranda, 2002); teor de 6leo na semente (Lee et al.,
1996° e Lee et al., 1996"); altura da planta, habito ereto e precocidade (Oliveira,
2002; Lee et al., 1996b); eficiéncia do uso da agua (Mian et al., 1996); massa
especifica foliar e area foliar (Mian et al., 1998); caracteristicas ontogenéticas
relacionadas a estadios reprodutivos e producdo de sementes (Mansur et al.,
1993). Vale ressaltar que dos trabalhos citados, somente os trabalhos de
Soares (2000) e Oliveira (2002) utilizaram marcadores microssatélites e RAPD
(Miranda, 2002) na avaliagdo das geracdes RILs, enquanto os demais
utilizaram RFLP.

Poucos estudos até o momento foram realizados visando identificar
quais sdo os QTLs associados a importantes caracteristicas fisiolégicas, como
por exemplo, para a taxa fotossintética. Esse fato pode ser devido a elevada
variancia definida por varios fatores, como aos efeitos de fatores ambientais,
momento diurno de tomada de dados, estadio de desenvolvimento da planta e
posicao da folha na copa (Lugg & Sinclair, 1981).

Sabe-se que existe elevada variabilidade genética em populacdes
naturais para taxa fotossintética (Curtis et al., 1969 e Dornhoff & Shibles, 1970).
A coleta de dados fotossintéticos em genétipos que estdo em diferentes
estadios de desenvolvimento, provavelmente, influencia negativamente no
processo de selecdo de linhagens divergentes para esse carater (Ford et al.,
1983).

No estadio reprodutivo de desenvolvimento existem evidéncias de que



ha uma maior demanda de fotoassimilados para a producdo de sementes.
Consequentemente, faz-se necessario que a tomada dos dados seja realizada
entre R5 e R6 (Fehr & Caviness, 1977), periodo que corresponde ao
enchimento do grdo. Adotando o critério de tomada de dados somente no
periodo de enchimento do gréo, Harrison et al. (1981), verificaram uma
herdabilidade de 0,41, no sentido amplo, para fotossintese aparente da planta,
bem como uma correlacdo fenotipica positiva de 0,55 com a producédo de
sementes. Todavia, nesse experimento, as técnicas utilizadas para as medidas
de trocas gasosas requereram elevado tempo e custo, pois as mensuracoes
foram efetuadas na copa vegetal como um todo, o que torna inviavel sua
utiizacdo em programas de melhoramento, onde o numero de unidades
experimentais é bastante elevado.

Por outro lado, Wiebold et al. (1981) observaram uma herdabilidade, no
sentido amplo, de baixa a moderada (0,36 a 0,56) para a fotossintese liquida
de folhas individuais, nas geracOes iniciais F3 e F4, utilizando sistema de
andlise de gas no infravermelho com temperatura variando de 29 a 31°C e
luminosidade saturante. As baixas herdabilidades e os baixos ganhos de
selecdo (em torno de 5%), obtidas nesse trabalho, foram atribuidos pelos
autores, a utilizacdo de geracdes iniciais de melhoramento.
Consequentemente, utilizando-se isolinhas de geracdes avancadas sera
possivel melhorar o potencial de selecdo para o incremento em fotossintese.

Vérios estudos tém demonstrado que o conteudo de nitrogénio foliar
especifico estd mais relacionado com a taxa fotossintética do que com seu
conteldo expresso na base de massa seca (Lugg & Sinclair, 1981; Evans,
1983; Suan-Chin et al., 1985 e Sinclair & Horie, 1989). Além disso, Del Pozo et
al. (2000), confirmaram que a concentracdo de nitrogénio em 6&rgaos
vegetativos (principalmente nas folhas) de leguminosas contribui para a
capacidade da planta em suprir a elevada demanda de nitrogénio para a
producdo das sementes. Esses resultados indicam que a manutencédo de um
contetdo protéico critico em folhas € importante para a manutencdo de uma
elevada capacidade fotossintética, o que sugere que a selecdo de gendétipos
que acumulem altos contetidos protéicos nas folhas possa aumentar as suas
capacidades em manter a fotossintese maxima durante o desenvolvimento da

semente tendo em vista que uma parte desse nitrogénio € exportada das folhas



para as sementes.

A caracteristica area foliar especifica (SLA), possivelmente, esta
correlacionada positivamente tanto com contetdo de nitrogénio quanto com a
taxa fotossintética. Assim, decréscimos na SLA estariam correlacionados com
a perda de proteinas (teor de nitrogénio) nas folhas com consequente
diminuicao da fotossintese liquida (Lugg & Sinclair, 1981). Entretanto, ndo esta
claro o papel da SLA como uma caracteristica, embora exista uma tendéncia
de sua correlagdo com a suculéncia das folhas e, em alguns casos, com a
fotossintese foliar, em funcdo de expressar o numero total de células do
mesofilo foliar por unidade de profundidade (Beadle, 1993). A investigacao da
base genética para estas caracteristicas pode ajudar a elucidar essas duvidas.

Em estudos fisiologicos tradicionais, as relagfes entre as caracteristicas
fisiologicas séo verificadas observando-se alteracbes correlacionadas entre
duas variaveis, ou com o0 tempo ou em resposta a um determinado fator.
Assim, qualquer inconsisténcia nessas associacdes, ndo pode ser explicada
em termos de compartimentalizacao ou interacdes. Além do mais, nao pode ser
determinado se tais correlacdes sao induzidas por relacbes causais entre as
caracteristicas ou por outros fatores, tais como proximidade de ligacdo entre
genes que tem acdes contrarias (Prioul et al., 1997).

O estudo da coincidéncia de QTLs para caracteristicas correlacionadas
€ uma excelente ferramenta para a analise da base genética da associacdo de
caracteristicas fisiolégicas (Prioul et al., 1997). Por exemplo, em plantas de
milho (Zea mays L.), o estudo da coincidéncia de QTLs para conteudo de ABA
no xilema e para condutancia estomatica indicaram a associa¢ao significativa
entre tais caracteristicas (Lebreton et al., 1995). Portanto, uma determinada
caracteristica X apresenta uma relacdo causa-efeito sobre a caracteristica Y,
tais como teor de nitrogénio foliar e taxa fotossintética. Para os QTLs mais
significativos associados a caracteristica X, pode-se mensurar seus efeitos na
caracteristica Y. Se o controle genético da caracteristica Y (por exemplo taxa
fotossintética) é mais complexo do que o da caracteristica X (por exemplo teor
de nitrogénio foliar), entdo a caracteristica Y podera ter alguns QTLs néo
coincidentes com aqueles da caracteristica X.

Assim, estudos fisioldgicos podem ser beneficiados pelos aspectos do

controle genético complexo de caracteristicas que sao obstaculos para o



melhoramento. Para isso é necessario a identificacdo de varios QTLs ao longo
do genoma para teste simultaneo de coincidéncia entre varias caracteristicas.
Bem como, a existéncia de QTLs significativos para as caracteristicas em
diferentes condicbes ambientais. Se duas caracteristicas estdo
correlacionadas, existe uma grande chance de termos QTLs associados a uma
mesma regiao cromossémica (Prioul et al., 1997).

Consequentemente, para os fisiologistas vegetais, a identificacdo e
andlise de QTLs constitui uma poderosa ferramenta para dissecar as bases
genéticas que séo a priori relacionadas. Se as taxas de assimilacado liquida de
CO; (Asa), de fotossintese potencial (Pmax) € contetdo de nitrogénio foliar
especifico (N) apresentam uma funcao regulatéria sobre o teor de proteina da
semente, entdo, uma vez mapeados QTLs de efeitos significativos para as
caracteristicas Asat , Pmax € N, poder-se-ia mensurar os seus efeitos na
caracteristica teor de proteina da semente. Quando se fizer a identificacdo de
QTLs coincidentes para duas caracteristicas distintas em um mesmo grupo de
ligagcdo a associacao fisiologica entre tais fenotipos podera ser inferida.

O presente trabalho teve como objetivos: (i) identificar QTLs associados
a fotossintese e caracteristicas de crescimento da soja; (ii) identificar possiveis
associacdes entre caracteres da soja, utilizando a andlise da coincidéncia de
QTLs e (iii) avaliar as populac¢des RILs visando sua utilizacdo como populacéo

de mapeamento de locos associados a diferentes caracteristicas da soja.



2. REVISAO DE LITERATURA

Esta revisado trata das principais metodologias utilizadas atualmente na
busca do entendimento da associacdo entre caracteristicas fisiolégicas tanto,
por fisiologistas quanto por geneticistas e, ou melhoristas vegetais. A principal
associacdo apresentada seria a da producdo com outra variavel resposta de
facil mensuracéo e, ou com herdabilidade mais elevada do que a produtividade.
O caréater complexo de produtividade da soja é destacado bem como séo
apresentadas ressalvas aos resultados obtidos em estudos que tentam
relacionar caracteristicas fisiolégicas complexas em condi¢cdes nado ordinarias
visto que nao refletem processos adaptativos. A analise da coincidéncia de
QTLs é apresentada como mais uma ferramenta que pode ser utilizada no

estudo dessas associacoes.

2.1. Produtividade da soja como resultado da expressdao génica
modificada pelo ambiente.

A producédo de uma cultura depende da quantidade total de fotossintese
durante a fase de crescimento, entretanto h4 somente evidéncias limitadas
para alguma relacao direta entre a performance fotossintética e a produtividade
da cultura. A selecdo de variedades com alta taxa fotossintética ndo produziu
significante incremento na producdo. Em algumas espécies, como para soja
(Glycine max (L.) Merrill), existe uma boa correlacdo entre a fotossintese total
durante o periodo de crescimento e produc¢do. Em funcao, neste caso, de um
continuo ajustamento do descarregamento do dreno, simultaneamente com a
fotossintese (Christy e Williamson, 1985).

A produtividade da soja representada pela producdo de graos € o ultimo
passo de uma série de processos ao longo do ciclo de vida da cultura. Embora
a producdo de graos esteja intimamente relacionada a biomassa produzida,
isto é também dependente de processos de iniciacao floral, desenvolvimento e
enchimento do grdo. Durante o ciclo de vida, a cultura passa por varios
estadios de desenvolvimento, tais como germinacdo e estabelecimento da

planta, crescimento vegetativo, iniciagdo e desenvolvimento floral, antese e



desenvolvimento do gréo (Fehr e Caviness, 1977).

Cada estadio de desenvolvimento é importante e contribui para a
producéo final. As sementes sdo denominadas “drenos”, enquanto as folhas e
outras partes da planta que sdo capazes de realizar fotossintese sao
denominadas “fontes”. Em outras culturas, tubérculos, caules, fibras, etc.
podem ser drenos, enquanto o caule, frutos e outras estruturas com
cloroplastos podem servir como fontes, o que pode ser essencial para a
complementacdo como fonte para o sustento dos drenos.

A produtividade de uma cultura ou ecossistema natural pode ser
expressa em termos de componente de interesse ou pela producédo de
biomassa total acima e abaixo do solo. Para soja, por exemplo, a produtividade
€ normalmente expressa em termos de indice de colheita (IC):

IC= (produto econémico/biomassa total)x100

O IC tem sido manipulado para inUmeras culturas. No entanto, existem
limitacdes (fisicas e fisiolégicas) para atingir este objetivo, pois as plantas
requerem um minimo de suporte e area foliar para realizar a fotossintese,
respectivamente, por meio do caule e folhas.

Apesar dessas limitacGes, a cultura da soja que, no inicio do século, era
primariamente utilizada como forragem (Em 1929, 60% do total de soja
produzida era armazenada como forragem), a partir de 1945, ocorreu uma
mudanca e somente 15% da producéo € destinada para forragem, devido ao
melhoramento com o desenvolvimento de cultivares que permitiram a transicao
para a producéo de graos (Burton, 1997).

Passados 30 anos, a producdo da soja nas Américas Central e do Sul
aumentou dramaticamente devido, principalmente, a adaptacdo da cultura a
novas regides geograficas. As cultivares dos Estados Unidos da América e
Canada proveram material para os programas de melhoramento da soja nas
Américas, 0 que pode ocasionar 0 estreitamento da base genética, e por
conseguinte da variabilidade genética que é um pré-requisito basico para
programas de melhoramento. Outros fatores que contribuiram para o
incremento da producdo de sementes da soja foram a incorporacdo de genes
de resisténcia a doencas e a nematoides (Burton, 1997).

Todavia, o IC oferece poucas informagdes sobre as mudancas que

ocorrem durante o crescimento da cultura. A analise da taxa de assimilacdo de



CO, fotossintético em folhas e copa, pode descrever as respostas das plantas
ao meio ambiente. No entanto, nenhuma destas técnicas providencia
informacdes acerca da particdo de massa seca para uma nova area foliar (que
pode ter uma consideravel influéncia na producéo), ou sobre a competicdo
entre drenos que determinam de fato se o carbono fixado durante a
fotossintese sera convertido, por exemplo, para 6leo, proteina ou carboidratos
(Beadle, 1993).

A modificacdo genética do metabolismo vegetal surgiu durante a década
de 90, propiciando informag¢des novas sobre o controle do metabolismo
vegetal. O conceito de enzimas chaves tem sido recentemente modificado.
Enzimas que catalisam reacdes praticamente irreversiveis e sujeitas a um
mecanismo complexo de controle fino representam os melhores alvos porque
elas exercem a maior parte do controle do fluxo metabdlico (Matthew et al.,
2001).

No ciclo de Calvin, pelo qual carbono entra nas reacdes fotossintéticas,
existem quatro enzimas irreversiveis chaves: na fase de carboxilagéo, existe a
Rubisco e na fase de regeneracéo, a frutose-1,6-bifosfatase, sedoheptulose-
1,7-bifosfatase e a fosforibulocinase (Matthew et al., 2001).

O acumulo de massa seca na planta é determinado pelo balanco entre a
fotossintese e respiracdo para manutencao das estruturas existentes e da
respiracdo de crescimento para produzir novos componentes estruturais. Uma
porcdo substancial da respiracdo de crescimento envolve a oxidacdo de
fotosintetizados necessarios para produzir esqueletos de C requeridos para a
assimilacao de N (Lewis et al., 2000).

A taxa de fotossintese foliar depende, fundamentalmente, do suprimento
de dioxido de carbono e luz, como energia para 0 processo fotossintético no
cloroplasto e da demanda para os produtos da assimilacéo de carbono. Em G.
max, Foyer (1988) mediu a taxa fotossintética maxima foliar em condicbes de
radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) constante e saturante de COo,
observando-se incremento da taxa fotossintética nas primeiras horas de
iluminacao, seguindo-se de um periodo de declineo, ndo sendo este devido a
fotoinibicAo. A possivel inibicho da fotossintese nestas condicdes
possivelmente foi devido a um mecanismo de inibicdo por retroalimentacao

pela limitacdo no processo de exportacao de sacarose do mesdfilo foliar, visto



gue a taxa de exportacdo estaria correlacionada positivamente com a taxa
fotossintética e com a atividade da sacarose fosfato sintase e negativamente
correlacionada com os niveis de frutose-2,6-bifosfato. Em muitos casos, a
remocao dos drenos pode aumentar a concentracdo de sacarose nas folhas e
uma severa limitacao da fotossintese (Foyer, 1988).

O acumulo de sacarose no mesofilo foliar pode resultar em um
incremento de sua hidrélise que acoplado a refosforilacdo de hexoses livres
produz glicose-P e frutosefosfato, resultando num sequiestro de fosfato
inorganico (Pi) citosodlico, incrementando a sintese de frutose-2,6-bifosfato e
decréscimo na fotossintese total.

O mecanismo pelo qual a modulagcdo por retroalimentacdo afeta a
fotossintese, preconizado por Foyer (1988) explica que durante a quebra de
uma molécula de sacarose, via atividade de invertase, e subsequiente
metabolismo de glicose e frutose pode requerer duas moléculas de adenosina
trifosfato (ATP) para produzir duas moléculas de frutose-6-fosfato. Este
incremento na concentracdo pode estimular a sintese de frutose-2,6-bifosfato o
qgue, por sua vez, pode ter dois efeitos. Primeiro, a frutose-1,6-bifosfatase
citoplasmatica pode ser inibida. Segundo, a enzima fosfofrutocinase
dependente de pirofosfato pode ser ativada e uma alta concentracdo de
frutose-6-fosfato pode favorecer a producao de frutose-1,6-bifosfato. Isto pode
retroalimentar o aumento do conteudo de trioses fosfatos. O efeito final destes
eventos seria o incremento da taxa triose fosfato/Pi no citosol diminuindo,
assim o nivel de ortofosfato no cloroplasto.

Foi proposta por Pollock e Farrar (1996), uma extensdo a hipétese
apresentada por Foyer (1988), a qual preconiza que a sacarose pode regular o
“metabolismo fonte” silenciando genes que codificam proteinas envolvidas na
fotossintese, e no “metabolismo dreno” ativando genes que codificam proteinas
envolvidas na hidrélise da sacarose e crescimento. Por exemplo, Pollock e
Gallagher (2002) verificaram uma relacdo positiva entre 0 acumulo de sacarose
e a abundancia de transcritos de genes codificadores de invertases tanto nas

células da bainha do feixe vascular quanto nas células do mesoéfilo foliar.
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2.2. Uso de plantas transgénicas na busca do entendimento das
associacdes entre caracteristicas fisiolégicas.

A modificacdo genética do metabolismo vegetal surgiu durante a década
de 90, propiciando informacdes novas sobre o controle do metabolismo
vegetal. A possibilidade de silenciar ou sobre-expressar determinados genes
associados a uma determinada caracteristica e a0 mesmo tempo medir o efeito
deste procedimento sobre outra caracteristica vem sendo utilizada por varios
pesquisadores interessados no entendimento das associacfes entre
caracteristicas fisiologicas.

Galtier et al. (1993) observaram que em plantas de tomate super-
expressando genes de milho para sacarose fosfato sintase (SPS), a taxa
sacarose/amido nas folhas aumentou, porém sem alterar a taxa fotossintética.
Os autores concluiram que os aumentos na concentracdo de sacarose a um
decréscimo desprezivel da fotossintese.

Heineke et al. (1999) descreveram que em plantas com a expressao
anti-senso da rubisco ativase, tanto a sua quantidade quanto sua atividade
foram reduzidas. Isto possivelmente influencia a indugéo da senescéncia foliar
no inicio do processo de aclimatacdo, com somente moderados decréscimos
na taxa de assimilacdo de CO,. Estes autores concluiram que o acumulo de
carboidratos, especialmente sacarose, em folhas desempenharia um papel
reduzido na aclimatacdo da fotossintese ao CO,, pois a sintese de amido
funciona como um eficiente tampé&o de fotoassimilados.

Foram obtidas plantas transgénicas de tabaco, senso e anti-senso, para
uma proteina de ligacdo de sacarose (SBP) em G. max relacionada ao
transporte de sacarose das células companheiras para o floema. Observou-se
nas plantas anti-senso que apresentaram inibicdo do gene do transportador
H*/sacarose, decréscimo no crescimento e desenvolvimento, diminuicdo da
taxa fotossintética, do teor de sacarose, e da razdo sacarose/amido, indicando
gue a particdo de fotoassimilados favorece o acumulo de amido (Pedra et al.,
2000). Tais dados ratificam as conclusfes descritas por Heineke et al. (1999).

Existem também evidéncias de que hexoses, como a glicose, seja
sinalizadora no controle da expressdo génica, metabolismo e processos de

desenvolvimento em plantas. A rota genética para o estudo de plantas
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mutantes para etileno que originalmente era considerada como linear agora
incorpora a rota de sinalizacdo da hexocinase dependente de glicose em

mutantes de Arabidopsis (Sheen et al., 1999).

2.3. Uso de isoOtopos radioativos no estudo das associacdes entre
caracteristicas fisiolégicas.

Recentemente, a particdo de fotoassimilados tem sido monitorada
utilizando is6topos radioativos o que permite a mensuracdo continua e nao
invasiva da distribuicdo de tracos radioativos entre os 0Orgaos vegetais,
enquanto pulsos repetidos de **CO, s&o administrados para a planta (Thorpe et
al., 1998). De maneira semelhante, o metabolismo do nitrogénio também pode
ser estudado utilizando isétopos radioativos (Shearer et al., 1982).

Estudou-se o efeito da exposi¢cédo do sistema radicular a uma atmosfera
com 100% de O, e 100% de N, sobre a particdo de fotoassimilados medido
pela atividade relativa do *'C. Foi observado que quando a respiracdo do
nédulo foi inibida (tratamento 100% de N;) a particdo de carbono foi alterada,
direcionando-a para a parte aérea em detrimento ao nédulo (Thorpe et al.,
1998).

Pausch et al. (1996) utilizando o método de diluicdo de *°N para estudar
particdo de nitrogénio fixado simbioticamente em plantas de G. max
submetidas a pressfes parciais de Oz crescentes também notaram o efeito

desse fator ambiental sobre a particdo desse elemento quimico.

2.4. Ressalvas sobre as correlacdes entre caracteristicas fisiolégicas
determinadas em ambientes estressantes e por meio de plantas
transgénicas.

Segundo Geiger (1987), trés doutrinas sdo importantes para entender a
complexa interacdo entre fotossintese, particdo e translocacdo de carbono.
Primeiro, durante o curso destes processos, sistemas se adaptam aos
requisitos do meio ambiente. Segundo, em resposta a essas influéncias
externas, regras simples governam o modo como 0s componentes interagem

para produzir um comportamento complexo. Terceiro, 0o complexo
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comportamento resultante emerge das interacdes que sao uma propriedade do
sistema como um todo.

Geiger (1987) faz ressalvas aos resultados obtidos em estudos que
tentam relacionar o acimulo de certos solutos ou compostos armazenadores
de carbono na folha com a inibicdo da fotossintese, visto que em plantas
intactas as reais condicdes ndo sdo conhecidas. As respostas a estresse sdo
interessantes, porém talvez ndo sejam idénticas a respostas adaptativas.

A fim de aumentar as respostas de um mecanismo de resposta
potencial, utiliza-se tratamentos drasticos (estresse ambiental), porém a
resposta deste modo determinada nao reflete o mecanismo de controle do
metabolismo vegetal que opera em circunstancias mais ordinarias. Assim
sendo, as associacbes entre determinadas caracteristicas fisiologicas
determinadas em condicfes de estresse ambiental podem ndo ser as mesmas
daquelas observadas nas condicdes normais da vida vegetal. De forma
semelhante as associacdes entre caracteristicas fisioldgicas inferidas por meio
das técnicas de repressdo anti-senso ou senso, pois o silenciamento ou sobre-
expressdo de um determinado gene implica em uma condicdo de estresse
metabdlico e ndo expressa as condi¢cdes ordinarias na célula. Por exemplo,
muitas vezes, as alteracbes dos genes ocasionam mudancas drasticas no
processo de crescimento e desenvolvimento das plantas (Pedra et al., 2000 e
Heineke et al.,1999). De forma semelhante, Bevan et al. (2002) descrevem que
alteracOes da expressao de “genes regulados por acucares” (ApL3, At4g39210)
que codificam uma subunidade grande da ADP glicose pirofosforilase
(AGPase, a enzima catalizadora do primeira reacdo para a sintese do amido)
ocasionaram tanto mudancas fisiolégicas, metabdlicas e de desenvolvimento.
Portanto, as caracteristicas fisioldgicas sdo medidas em linhagens transgénicas
que estdo em estadios distintos de desenvolvimento o que complica a
interpretacéo dos dados obtidos.

A tecnologia anti-senso tem sido utilizada para o estudo de passos
especificos no processo de resposta ao estresse, mediado por acido abscisico
(ABA) um hormoénio vegetal (Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki, 1997). No
entanto, as estratégias utilizadas de biologia molecular para a transformacéao
de plantas sdo muito complexas, especialmente, para muitas espécies de

cereais que nado sao faceis de transformar. Outra limitacdo é que somente um
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(excepcionalmente dois) gene(s) e, ou caracteristica(s) pode(m) ser
estudada(s) ao mesmo tempo. Estes fatos explicam os baixos resultados de
programas de melhoramento vegetal visando conferir resisténcia a estresses
abidticos. Pois, sabe-se que as respostas das plantas a estresses abidticos sdo
reguladas por poligenes que muitas vezes sao afetados indiretamente por

epistasia ou pleiotropia.

2.5. A andlise da coincidéncia de QTLs como metodologia tanto para o
estudo de associacdo de caracteristicas fisiolégicas quanto no
estudo de respostas das plantas a estresses ambientais.

A identificagdo de locos controladores de caracteristicas quantitativas
(QTLs - “Quantitative Trait Loci”) também pode ser mais uma ferramenta para
contribuir para o entendimento dos processos de particdo de fotoassimilados
em plantas. Por causa da baixa herdabilidade de caracteres como a producéo,
os melhoristas sempre observam outras caracteristicas associadas que
apresentem altas herdabilidades, no entanto o maior problema nestes estudos
e 0 de descobrir o grau de associacdo da caracteristica com a producéo
(Quarrie, 1996).

Com o desenvolvimento de novos marcadores moleculares de DNA é
possivel construir mapas genéticos saturados de um particular genoma usando
uma apropriada populacdo de plantas. Se nestas plantas sdo também
mensuradas especificas caracteristicas fisiologicas, por exemplo, teor de
sacarose nas folhas, taxa de assimilacdo de CO, foliar e produtividade, pode-
se identificar o niamero minimo e a provavel localizacdo dos genes que
controlam tais caracteristicas bem como estudar as possiveis interacdes entre
tais caracteristicas por meio da analise da coincidéncia dos QTLs.

A introducéo da teoria dos fatores limitantes a fotossintese tem sido uma
doutrina em fisiologia vegetal que define que somente poucos passos podem
limitar uma fung@o complexa. Evidentemente, isto somente se torna valido se a
“rota” de inferéncia entre a variavel independente e a fotossintese seja a mais
curta possivel.

As caracteristicas fisiologicas sé@o definidas por poligenes e assim
tendem para uma natureza genética quantitativa, o que torna dificil mensurar a

contribuicdo génica especifica para a variacdo fenotipica. Nota-se que a
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variancia da caracteristica aumenta proporcionalmente com o nimero de locos
envolvidos, e que a contribuicdo de um determinado loco para a variancia
fenotipica torna-se, relativamente, pequena e o efeito de fatores ambientais e
de desenvolvimento torna dificil o manuseio independente de um loco (Thoday,
1961).

Recentemente, entretanto, tem sido refutada a suposicdo de que um
grande numero de genes por meio de um efeito aditivo com pequenas e
similares acdes, modulados pelo ambiente determinam a expresséao fenotipica.
Assim sendo, atualmente, assume-se que um pequeno numero de locos
segregantes pode definir grande parte da distribuicdo Gaussiana observada
para muitas caracteristicas quantitativas como, por exemplo, para a taxa de
assimilacao de CO,. O resto da variabilidade fenotipica é, verdadeiramente,
condicionada por numerosos genes com pequenos efeitos.

A localizacdo de QTLs pode ser efetuada por meio do estudo da
segregacdo de marcadores simples e um mapa de ligacdo saturado da a
oportunidade de rastrear todo o genoma em busca de QTLs com efeitos
significativos. Atualmente, estdo disponiveis softwares que possibilitam a
construcdo de mapas a partir de taxas de recombinacéo entre marcadores de
locos. O mais popular software usado em genética vegetal € o MAPMAKER
(Lander et al., 1987). Para muitos genomas, 100-150 marcadores de locos
espacados uniformemente podem ser suficientes para cobrir o genoma,
permitindo a elaboracdo de um mapa genético, onde pelo menos algum ponto
do genoma é geneticamente ligado a pelo menos um marcador.

A deteccao de um QTL é o primeiro passo para atingir a meta de
identificacdo de um gene que participa do controle da caracteristica
guantitativa. A precisao da localizacdo do QTL depende do tamanho do efeito
do QTL, do tamanho da populacéo e do nivel de saturacdo do mapa.

Em plantas de Zea mays L., realizou-se um estudo da coincidéncia de
QTLs controladores do conteudo de ABA no xilema e dos associados a
condutancia estomatica, bem como de varias outras caracteristicas associadas
ao estresse hidrico. A comparacdo da coincidéncia de QTLs para o contetdo
de ABA e condutancia estomatica mostrou que o conteudo de ABA no xilema
teria um papel regulatorio sobre a conduténcia estomatica foliar mais do que o

conteldo de ABA foliar. O conteddo de ABA no xilema e nas folhas foi
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associado, significativamente, com importantes caracteristicas da raiz para a
regulacédo da resposta ao estresse (Lebreton et al., 1995).

De Vienne et al. (1999) estudaram locos controladores de quantidades
proteicas (PQLs - “Protein Quantity Loci”) associados a proteinas induzidas por
seca (pl 5,5 e MM 39 KDa) observando que os PQLs estavam ligados a trés
QTLs de crescimento em condi¢cdes de estresse, nos cromossomos 1, 4 e 8.
Os alelos de efeito positivo dos PQLs estavam associados com os alelos de
efeito negativo para o crescimento. Isto é, quanto mais proteina, menor serd o
crescimento em condicfes de estresse por seca, pois a triplice coincidéncia de
locos é muito improvavel ser por simples acaso, sugerindo uma forte ligacao
fisiolégica entre a proteina e a caracteristica.

Ao identificar QTLs associados a caracteristicas da raiz de Zea mays e
de Oriza sativa, por interpolacdo da localizacdo dos marcadores, foi possivel
considerar que as caracteristicas da raiz sao reguladas por genes homaélogos
entre as duas espécies (Vienne et al., 2001).

O pré-requisito fundamental em estudos que visem o entendimento de
respostas integradas € o da tomada de dados de varios parametros por um
periodo extenso dentro de condi¢des reais (Geiger, 1987). Nao é suficiente
testar possiveis associa¢des entre caracteristicas fisiol6gicas e bioquimicas por
comparacdo de fenétipos e pela andlise de suas correlacbes. O
desenvolvimento da tecnologia de marcadores moleculares oferece uma
poderosa ferramenta alternativa para examinar as relacbes entre as
caracteristicas (Prioul et al., 1997).

Estudos coordenados a nivel molecular sdo necessarios para um
entendimento pratico do funcionamento de plantas intactas. O estudo das
interacBes entre fotossintese, translocacdo e particdo de carbono pode ser
realizado pela aplicacdo de analises a nivel molecular em partes isoladas das
plantas, impondo condi¢cdes bem definidas e observando respostas diretas.

A utilizacdo de is6topos radioativos provém informacBes sobre a
dindmica dos processos. As informacdes, assim obtidas, poderdo ser
ratificadas pela analise das relacfes entre as caracteristicas ao nivel de DNA,
oferecida pelo estudo de QTLs, clonagem e sequenciamento de genes.
Adicionalmente, poder-se-ia testar a expressao destes QTLs transferindo estas

regides cromossOmicas para plantas transgénicas, originando informacdes que
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poderdo ser utilizadas para incrementar o rendimento econémico da soja.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material genético

Neste estudo foram utilizadas como material vegetal 118 linhagens
endogamicas recombinantes (RILs - “Recombinant Inbreed Lines”) derivadas
do cruzamento entre as variedades BARC-8 e Garimpo.

A variedade BARC-8, obtida de “Beltsville Agriculture Experiment
Station-USDA”, Beltsville, MA, EUA, apresenta alto teor de proteina nas
sementes, em torno de 50%; enquanto que a variedade Garimpo apresenta um
teor de proteina de cerca de 36% (Soares, 2000).

A geracao Fg das RILs foi obtida por Soares (2000), pela descendéncia,
a partir da geracdo F,, de uma Unica semente de cada planta. A partir da
geracdo Fg, por autopolinizacdo, foram obtidas as geracdes F; e Fg que
conjuntamente com 0s parentais constituiram o material genético utilizado

neste trabalho. Cada RIL foi representada por cinco plantas.

3.2. Condicdes de cultivo e critérios para as mensuracdes dos dados
fenotipicos

As geracOes RILs F7 e Fg e os parentais foram cultivadas em casa de
vegetacdo. Os plantios foram realizados no més de dezembro dos anos de
1999 e 2000, para as geracOes F; e Fg, respectivamente. Para tanto, foram
utilizados vasos plasticos contendo 2,5 L de uma mistura de solo:esterco:areia
(3:1:1). Em 1999, durante o preparo da mistura de solo, esterco e areia foi
incorporado aproximadamente 330kg de N ha™, 64 kg de P,Os ha™ e 141 kg de
K,O ha™. Porém, em 2000 a adubacdo nitrogenada foi omitida enquanto a
incorporacao de fésforo e potassio foi mantida.

As coletas dos dados fenotipicos foram realizadas no periodo entre a
segunda semana do més de fevereiro e segunda semana de margo, nos anos
de 2000 e 2001, respectivamente.

Em janeiro de 2000, um ensaio preliminar foi realizado para definir qual
a posicdo da folha e o nivel de radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR,

“Photosynthetically Active Radiation”) saturante, para a determinacdo da
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fotossintese liquida em luminosidade saturante (Asa;) em toda a populacdo. As
plantas dos parentais BARC-8 e Garimpo, no estadio de desenvolvimento entre
R5 e R6 (Fehr & Caviness, 1977) foram utilizadas em um ensaio preliminar
para escolher o nivel de PAR saturante entre zero e 2000 pmol m? s e a
posicdo da folha na copa. Para tanto, foi utilizado um IRGA, sistema para
analise de gases no infravermelho, Li-6400 (Li-Cor, Lincoln, NE) com uma fonte
luminosa de luz vermelha/azul, Li-Cor 6400-02B LED Red/Blue light source (Li-
Cor Inc., Lincoln, NE) e temperatura fixa de 25°C como descrito por Griffin &
Luo (1999).

Além dos critérios (i) posicdo da folha, (i) PAR e (iii) temperatura, a
tomada de dados sobre as caracteristicas taxa de fotossintese liquida de CO,
em luminosidade saturante (Asa); fotossintese potencial (Pmax) € do nitrogénio
foliar especifico, g N m? (N), foi restrita as folhas totalmente expandidas que
continham, pelo menos, uma vagem associada no estadio de enchimento dos
graos (entre R5 e R6).

Nas mesmas folhas que foram selecionadas para a medicdo da
fotossintese liquida, determinou-se a taxas de evolucdo de O, em condicdes
saturantes de CO; e luminosidade, ou seja, fotossintese potencial (Pmax),
expressa em pmol O, m? s*, utilizando um eletrodo de oxigénio Hansatech
(Hansatech Ltda, King’'s Lynn, Reino Unido), regulado para que, sobre uma
amostra de disco foliar de 10 cm?, a intensidade de radiacdo se mantivesse
entre 1.500 a 1.800 pmol m? s em condicdo saturante de CO,, mediante
utilizacdo de uma solugcdo 2 M de carbonato de potassio e submetido a
temperatura de 25 °C. Em seguida, para a geracgado Fg, retirou-se uma amostra
adicional de disco foliar que, em conjunto com a primeira, foram utilizadas para
as coletas de dados de N, utilizando o método Kjeldahl, como descrito por Lugg
& Sinclair (1981).

No estadio de enchimento dos grdos (entre R5 e R6) em duas plantas de
cada RIL, ap6s a coleta da amostra de discos foliares, a area foliar (A) foi
estimada, utilizando-se um integrador de area foliar DT, area meter, modelo
MK2 (AT Delta-T Devices Ltda). Apés um periodo de 48 h de secagem a 70°C,
até massa constante, foram determinadas as massas secas, utilizando-se
balanca de precisédo, expressas em gramas, dos seguintes orgaos: caule (Wc¢),
folhas (W), raizes (WR), vagens (Wy) e total (Wr). Adicionalmente, na geracao
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Fg, @ massa seca dos nodulos das raizes (Wyn) € 0 numero de nodulos por
planta (Nn) também foram obtidos. Baseando-se nos dados primarios de
massa seca foliar e area foliar, foi calculada a area foliar especifica (SLA) que
representa a area foliar (m?) por unidade de peso foliar, Kg. Nas trés plantas
restantes, no estadio de desenvolvimento R8 mais 10 dias (Fehr & Caviness,
1977), foram obtidas caracteristicas de produtividade, expressas em massa
fresca de sementes por planta em gramas (Ws) e massa fresca de cem
sementes em gramas (Wcs) e de qualidade de producdo expressa em teor de
proteinas (%P), utilizando-se o método Kjeldahl, segundo o procedimento
descrito em Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (Instituto Adolfo Lutz,
1985).

Para cada carater foram construidos graficos de distribuicdo de
frequéncia e efetuado o teste de Lilliefors visando verificar se os dados
apresentavam-se normalmente distribuidos, segundo proposto por Demétrios
(1978). Adicionalmente, foram calculados os valores médios, o intervalo de
confianca da média, desvios padrdes e registrados os valores maximos e
minimos.

Em seguida, foi efetuada a analise de variancia individual dos dados
coletados nos dois ambientes considerados, ambientes A e B,

respectivamente. O delineamento considerado foi o inteiramente casualizado
(Tabela 1). A variancia fenotipica (§7) foi estimada pela raz&o entre o quadrado
médio dos tratamentos ou gendtipos (QMG) e numero de repetigcbes (k)
consideradas para cada caracteristica. Enquanto a variancia genotipica (§§) foi
estimada utilizando a seguinte equacao: §§ = (QMG - QMR) / k. Em que QMR,
representa o quadrado médio do residuo.

A herdabilidade no sentido amplo (h?,) foi estimada pela equacéo: (§§/§f)
x 100.

Foi efetuada a analise de variancia conjunta dos dados fenotipicos para
as caracteristicas avaliadas em ambas geracfes e ambientes, visando avaliar a
existéncia de variabilidade genética significativa entre as linhagens e da

interacdo com o meio ambiente. O esquema da andlise de variancia é

apresentado na Tabela 1.
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Também foram construidas matrizes de correlacéo fenotipicas entre todos
0s caracteres avaliados. As correlacbes fenotipicas entre as caracteristicas
foram comparadas com a coincidéncia, ou ndo, de QTLs identificados para os
respectivos fen6tipos em cada ambiente.

Tabela 1. Esquema da analise de variancia e esperancas dos quadrados médios para a analise
simples e conjunta dos ensaios.

Fonte de variacéo Grau de Esperanca do Quadrado F

liberdade guadrado médio médio

Gendtipo g-1 s?+ks?, QMg QMg / QMr;
Residuo g(k-1) g2 QMr;

Ambiente a-1 s2+ks Zga + gks?, QMa QMa / QMr,

Genotipo g-1 S?+ ks + aks?, QMg QMg / QMr,

Ambiente x Genétipo  (a-1) (g-1) s?2+ks Zga QMag QMag / QMr;
Residuo a(k-1) (g-1) g2 QMr,

QMg representa o quadrado médio associado aos genétipos; QMa o quadrado médio
relacionado ao fator ambiental; QMag o quadrado médio da interacdo entre o gendtipo e
ambiente; QMr1, o quadrado do residuo utilizado na analise de variancia simples e 0 QMr2 o
guadrado médio referente ao residuo utilizado na analise de variancia conjunta.

3.3. Mapeamento de QTLs

Para o mapeamento de QTLs ligados as caracteristicas fisiol6gicas, os
valores fenotipicos das caracteristicas foram associados a um mapa de ligacéo
molecular. O mapa molecular, definido inicialmente por Soares (2000)
utilizando marcas de microssatélites foi posteriormente saturado parcialmente
com marcas de microssatélites (Oliveira, 2002) e com outras marcas de RAPD
(Miranda, 2002). Este mapa utilizou, como referéncia, a nomenclatura para os
grupos de ligacdo descrita por Cregan et al. (1999) que trabalharam com
populacdes F, de um cruzamento interespecifico G. soja e G. max.

O mapa utilizado neste estudo possui 24 grupos de ligagcédo (GL) somando
523,17cM contendo 75 marcadores moleculares. Desses, 54 marcadores s&o

do tipo microssatélites e 21, tipo RAPD.
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Os marcadores microssatélites e RAPD foram codificados como “A” para
os alelos vindos de Garimpo e como “B” para os alelos vindos de BARC-8. As
falhas foram codificadas com o sinal (-). Como os dados foram codificados para
RILs, heterozigotos eventuais foram descartados. A segregacdo de cada
fragmento polimorfico foi testada na populacéo por meio do teste qui-quadrado.
Apenas os fragmentos cuja segregacao se ajustou a proporcdo esperada 1:1
(P < 0,05) foram utilizados nas analises posteriores.

O mapeamento dos marcadores microssatélites e RAPD e o
estabelecimento dos grupos de ligacao foram feitos com o uso do programa
GQMol (Cruz & Schuster, 2000). Os marcadores foram agrupados, utilizando-
se LOD score minimo de 3,0 e freqiiéncia maxima de recombinacao de 0,40. A
distancia de mapeamento de Kosambi foi utilizada para a conversdo da
freqléncia de recombinacédo para centiMorgans (cM).

As informac6es do mapa de ligacado foram utilizadas para mapear 0s
QTLs ao longo dos grupos de ligacdo por meio do mapeamento por intervalo
composto (Zeng et al., 1993; 1994), empregando-se o programa Windows QTL
Cartographer version 2.0 (Basten et al., 2002).

A significancia de um QTL é atribuida pela razdo de méaxima
verossimilhanca entre a hipétese de existéncia do QTL e a hip6tese de que
nenhum QTL existe em determinada posi¢cdo do mapa (grupo) de ligacéo

O ponto de corte da razdo de maxima verossimilhanca para considerar a
presenca de um QTL pelo método de mapeamento por intervalo composto foi
obtido a partir de um teste de permutacdo como relatado por Deorge et al.
(1996).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Andlise da distribuicdo de frequéncia dos dados fenotipicos e
comparacao dos dados obtidos nas populagcbes RILs F; e Fg com
aqueles apresentados na literatura.

Na Figura 1, estao representadas as relacdes entre a taxa de assimilacao
liguida de CO; e densidade de fluxo de fétons para os parentais, na terceira
folha a partir do topo das plantas. Nesta posicdo foram verificadas as maiores
taxas fotossintéticas (dados ndo mostrados). A densidade de fluxo de fétons de
1.500 pmol m? s™ foi considerada como saturante. Este valor é idéntico ao
utilizado por Griffin & Luo (1999) e estd de acordo com o preconizado por
Harrison et al. (1981), que estimou a Ass somente quando a PAR atingia
valores superiores a 1.420 pmol m? s em condicdes de campo. Também ha
relatos na literatura do uso de outros valores de PAR para a estimativa de Asa:.
Por exemplo, 1.200 pmol m? s (Earl, 2002), 1.400 pmol m™? s (Wielbold et al.,
1981), 1.420 pmol m? s (Boo-Long et al., 1983), 1.675 pmol m? s (Dornhoff
& Shibles, 1970). Provavelmente, esses autores obtiveram diferentes curvas de
resposta entre a taxa de assimilacdo liquida de CO, e irradiancia, devido a
variacao de varios fatores nesses experimentos, como por exemplo, a variacao
da base genética do material vegetal, temperatura de medida da Asa, estadios
de desenvolvimento da planta e ou foliar.

A natureza dos caracteres quantitativos pressupde uma distribuicao
normal dos dados (Thoday, 1961). Na Figura 2 séo apresentadas algumas das
distribuicbes de frequiéncias construidas para os dados fenotipicos medidos na
geracao F7, enquanto que na Figura 3 sdo apresentadas algumas distribuicbes
para dados colhidos na geracdo Fg. Pode-se notar nas Figuras 2 e 3 que €
razoavel estudar os dados através da distribuicdo normal, o que também é
verdadeiro para as demais variaveis analisadas neste experimento (ANEXO,
Figuras 11 e 12). Este fato ratifica que as caracteristicas estudadas sao

herdadas quantitativamente.
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Figura 1. Relac&@o entre a densidade de fluxo de fétons e a taxa de assimilagéo de CO, medida
nos parentais, BARC-8 (? ) e Garimpo(?), das geracbes RILs. Os dados foram
obtidos de folhas jovens totalmente expandidas posicionadas no terceiro né a partir
do topo de plantas no estadio de desenvolvimento entre R5 e R6, com temperatura
de camara do analisador de gases no infravermelho ajustada para 25°C.

Observou-se na geragao Fg que os valores de N variaram entre 0,36 e
3,42 g N m? nas folhas em foram medidas a taxa fotossintética, com valor
médio de 1,63 g N m™ para a populacdo de RILs (Tabela 3). Este dado é
semelhante a média de 1,57 g N m? que é razoavelmente constante para
espécies domesticadas, gramineas, arvores deciduas e espécies arbdreas da
floresta equatorial (Schulze, 1994) e também é semelhante ao valor de 1,60 g
N m™ observado por Pengelly et al. (1999) para plantas de G. max no estadio
reprodutivo de desenvolvimento.

Segundo Medlyn (1996) a taxa fotossintética pode ser controlada pela
taxa de regeneracao da ribulose-1,5-bisfosfato, atividade da enzima fixadora de
CO,, ou seja, da ribulose -1,5 - bifosfato carboxilase — oxigenase ou Rubisco, e
pela taxa de regeneracdo do fosfato inorganico. Esses processos dependem,
em algum nivel, do contetdo de nitrogénio foliar, tendo em vista que em folhas
de plantas Cz, a Rubisco representa 50% ou mais da quantidade total de
proteinas solUveis (Sinclair & Horie, 1989). Por outro lado, em condi¢Bes de
estresse ambiental ou de ciclo de vida longo, em que o crescimento é reduzido

e a razdo C/N é alta, o nitrogénio foliar especifico em g N m™ (Pengelly et al.,
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1999) pode aumentar em funcéo da concentracao de nitrogénio de tecidos nao
fotossintéticos ou daqueles requeridos para a protecao do vegetal (Schultz et
al., 1994).

Sabe-se também que h& um declinio do teor de nitrogénio foliar a partir
do topo da planta em direcédo a base (Medlyn, 1996). Esse fator foi considerado
neste trabalho padronizando a coleta de dados somente em folhas
completamente expandidas contendo pelo menos uma vagem associada e
posicionada, geralmente, no terceiro nd a partir do apice da planta.

Para G. max, em condi¢cfes de luminosidade saturante, Sinclair & Horie
(1989) verificaram que o N variou entre 1,0 e 3,0 g N m™. Enquanto que, entre
os estadios R5 e R6, o N atingiu o valor méaximo de 2,8 g N m?. J& no estadio
de abscis&o foliar detectou-se o valor minimo de 0,82 g N m? (Boon-Long et
al.,1983). Valores de 1,12 a 4,0 g N m™? foram observados para folhas
posicionadas no ter¢o superior para duas cultivares de G. max (Lugg & Sinclair,
1981). Ainda, em plantas de G. max, verificou-se que os teores de nitrogénio
foliar especifico sédo estaveis durante o periodo reprodutivo variando de 1,60 a
1,04 g N m™ (Pengelly et al., 1999).

A SLA (m* Kg') pode decrescer sistematicamente com o estadio
fisiolégico vegetal e com a idade das folhas, mas incrementa do apice para a
base da planta, pois as folhas posicionadas em nés inferiores ja atingiram
teoricamente a maturidade, ou seja, atingem a area foliar maxima com
decréscimo da interceptacao luminosa (Beadle, 1993).

No presente estudo, a SLA foi determinada em todas as folhas da
planta, desconsiderando-se o efeito da posi¢cao da folha no caule. Portanto foi
obtido um valor integral de SLA para a planta no estadio reprodutivo entre R5 e
R6.
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Figura 2. Distribuicdo de frequéncia dos dados fenotipicos de algumas caracteristicas
mensuradas na geracao F; das RILs, submetida a adubacao nitrogenada. No eixo das
ordenadas, observa-se a frequéncia em cada classe fenotipica. No eixo das
abscissas sdo apresentadas as classes dos dados fenotipicos para a taxa de
assimilacao liquida de CO,, pmol m? s™ (As.); area foliar, m? (A); massa seca total, g
(W5); massa seca de vagem, g (Wy); massa fresca de cem sementes, g (Wcs) €
ndmero de sementes por planta (Ns). A linha continua representa a distribuicdo
normal esperada.
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Segundo Beadle (1993) os valores para SLA podem variar entre 2 m?
Kg? (folhas extremamente “grossas” de coniferas) a valores acima de 50 m?
Kg™. Os dados obtidos para a populacdo de RILs variaram de 17,54 a 51,16 m?
Kg' na geracdo F; (Tabela 2). Enquanto que na geracdo Fg o intervalo
observado foi de 9,00 a 52,30 m? Kg™* (Tabela 3).

Plantas de G. max no estadio vegetativo V12 (Fehr & Caviness, 1977),
apresentaram, em média, 29,5 m? Kg* (Mian et. al.,1998). Enquanto que no
estadio de desenvolvimento da semente (entre R5 e R6), o valor médio para
SLA foi de 37,42 m? Kg™ (Wiebold et al., 1981).

Um modelo de crescimento para a cultura da soja considerando uma
cultivar tipica em condi¢cBes padrédo de crescimento admite um coeficiente para
a SLA variando entre 35,5 e 40,00 m? Kg* (Boote et al., 2001).

Schulze et al. (1994) observaram que 23,60 m? Kg™ é o valor médio para
as culturas de folhas largas. Portanto, esse valor é semelhante as médias de
27,88 m? Kg* (Tabela 2) e 27,21 m? Kg* (Tabela 3), observadas para as
geracOes F; e Fg respectivamente. Ressalta-se que as populacdes estudadas
apresentam valores médios ligeiramente inferiores aos descritos na literatura
para a cultura da soja (Wiebold et al., 1981 e Boote et al., 2001).

As Asa: estimadas na geracéo F; e Fg sdo apresentados nas Tabelas 2 e
3 e plotados em gréficos nas Figuras 2 e 3, respectivamente. Os dados foram
coletados de folhas totalmente expandidas, posicionadas no terceiro né de
plantas no estadio reprodutivo de desenvolvimento, submetidas a PAR
saturante de 1.500 pumol m? s™ e temperatura fixa de 25°C.

No presente estudo, a Ay variou entre 7,15 e 30,80 pumol m? s™ na
geracdo F; com valor médio de 18,59 umol m? s (Tabela 2) enquanto que na
geracdo Fg, estimou-se a média de 18,76 pmol m? s™ e um intervalo de dados
para a populacdo de 7,77 a 92,33 umol m? s (Tabela 3). Estes valores estéo,
parcialmente, contidos no intervalo de 5,6 a 45,6 umol m? s™ relatados por
Lugg & Sinclair (1981).

Os valores médios de Asa estimados neste estudo (Tabela 2 e 3) séo
semelhantes ao valor médio de 21,38 pmol m? s™ estimado para plantas de
diferentes cultivares e linhagens de G. max, no estadio reprodutivo de
desenvolvimento, submetidas a PAR saturante (Harrison et al.,1981; Secor et
al., 1982; Boon-Long et al., 1983; Ford et al.,1983; Dornhoff & Shibles, 1970;
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Wielbold et al., 1981; Lugg & Sinclair, 1981; Ford & Shibles, 1988 e Boote et
al., 2001).

A taxa de assimilacao liquida de CO, de plantulas de G. max, no estadio
vegetativo de desenvolvimento, submetidas a 540 pmol m? s* de PAR,
temperatura de 25 *1 °C, em condicbes de casa de vegetacdo, para 36
variedades variou entre 7,57 e 15,15 p mol m? s em sistema fechado no qual
a contribuicdo de todas as folhas da planta era considerada (Curtis et al.,
1969).

De maneira semelhante, Harrison et al. (1981) estimaram a Asy da copa
em plantas de G. max de uma populacdo de 34 linhagens F3; e seus parentais,
durante o enchimento do grdo (entre R5 e R6), em plantas submetidas a
valores de PAR superiores a 1.420 pmol m? s obtendo valores entre 1,20 e
22,72 pmol m? s e valor médio de 15,15 pumol m? s™.

Os valores de taxa de assimilacdo liquida de CO, da copa de plantas de
G. max pertencentes a uma populacao de 110 linhagens foram estimados por
meio da troca de *CO,, obtendo-se o valor médio de 24,1 pmol m? s* em
plantas no estadio de enchimento do grao (Secor et al., 1982).

O valor maximo de taxa de assimilacédo liquida de CO, em G. max é
verificado nas fases iniciais de enchimento do grao (R5) e no inicio do estadio
R6 o valor tende a decrescer. Entre R5 e R6, utilizando a técnica de troca de
14C0O, e uma PAR de 1.400 pmol m? s, determinou-se o valor maximo médio
de 25,38 pmol m? s™ considerando duas cultivares diferentes e dois anos de
medicao (Boon-Long et al., 1983).

Em dois grupos de G. max; durante trés anos de medicdo e em dois
locais diferentes, foram coletados dados sobre taxa de assimilacéo liquida de
CO, total de plantas por meio da técnica de troca de **CO,, em condicdes de
PAR saturante, no periodo entre os estadios R5 e R7, obtendo-se valores
médios entre 22,9 e 25,1 pmol m? s™* para os dois grupos considerados (Ford
et al.,1983).
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Figura 3. Distribuicdo de frequéncia dos dados fenotipicos de algumas caracteristicas
mensuradas na geracdo Fg das RILs, ndo submetida a adubacao nitrogenada. No
eixo das ordenadas, observa-se a frequéncia em cada classe fenotipica. No eixo das
abscissas sdo apresentadas as classes dos dados fenotipicos para o nitrogénio foliar
especifico, g N m* (N); taxa de assimilacao liquida de CO,, umol m?s* (Asap); area
foliar, m? (A); massa seca total, g (Wy); massa fresca de cem sementes, g (Wcs);
namero de sementes por planta (Ns). No eixo das ordenadas, observa-se a
frequéncia em cada classe fenotipica. A linha continua representa a distribuicéo
normal esperada.
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Plantas de 20 variedades de G. max foram submetidas a PAR saturante
de 1.675 pmol m? s e nas folhas jovens totalmente expandidas de nés
posicionados no terco superior da planta estimou-se a Asg; utilizando um IRGA,
observando-se o valor médio de 22,21 umol m? s* e um intervalo médio de
18,55 a 27,38 u mol m? s™* (Dornhoff & Shibles, 1970).

Em quatro populagbes de G. max a Asa foi estimada em folhas
totalmente expandidas posicionadas no quarto né a partir do topo da planta,
submetidas a 1.400 pmol m? s de PAR e temperatura variando entre 26 e
29°C, os valores obtidos com o IRGA variaram entre 11 e 31 pmol m? s*
(Wielbold et al., 1981). Também em folhas posicionadas no terco superior de
plantas de G. max de duas cultivares de G. max com diferentes teores de
nitrogénio foliar, foi estimado o intervalo de 5,6 a 45,4 pmol m? s™ (Lugg &
Sinclair, 1981).

Em seis cultivares de G. max em condicbes de campo a taxa de
assimilacéo liquida de CO; foi estimada por meio da técnica de troca de **CO,
em folhas senescentes, sendo observado o valor minimo médio de 5 pmol m™
s e para folhas completamente expandidas, 20 pmol m? s* (Ford & Shibles,
1988).

Um modelo de crescimento para a cultura da soja considerando uma
cultivar tipica submetida a 30°C, numa presséo parcial 35 Pa de CO, e alta
intensidade luminosa admite um coeficiente para a As; maximo de 20,88 a
26,55 pmol m? s (Boote et al., 2001).

Em plantas no estadio vegetativo de desenvolvimento (44 dias apos a
emergéncia) e submetidas a dois niveis de CO, atmosféricos foram obtidos
dados de Asa: em folhas totalmente expandidas e em expansédo em condi¢des
constantes de PAR de 1.500 pmol m? s e de temperatura a 25°C utilizando o
sistema de andlise de gases no infravermelho de fluxo aberto (Li-6400, Li-Cor,
Lincoln, NE). Nesse estudo, Griffin & Luo (1999) estimaram a média de 11,1
umol m? s observado para folhas em expanséo e submetidas a 35 Pa de
CO,. Enquanto que em folhas expandidas a 70 Pa de CO, foi estimado o valor
de 17,1 p mol m? s*. Os valores médios de 17,1 e 19,1 pmol m? s* foram
estimados por.Earl (2002) em plantas de duas cultivares G. max no estadio

vegetativo de desenvolvimento em PAR fixa de 1.200 pmol m? s
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Tabela 2. Médias, intervalos de confianca da média, valores maximos e minimos e desvios

padrdes para a area foliar especifica, m? kg™ (SLA); taxa de assimilacdo liquida de
CO,, umol m? s? (Asap); taxa de fotossintese potencial, pmol m? s* (Pmax); érea
foliar, m? (A); massa seca de folhas, g (Wg); caule, g (W¢); raizes, g (WR); vagens, g
(Wy) e total, g (W;); massa fresca de sementes por planta, g (Ws); massa fresca de
cem sementes, g (Wcs); niumero de sementes por planta (Ns); nimero de vagens
(Ny) e percentagem de proteinas na semente (%P) medidos na geragao F; de uma
populacdo de linhagens endogémicas recombinantes (RILs) derivada do
cruzamento entre as variedades BARC-8 e Garimpo. Esta populacao foi submetida
a adubacao nitrogenada. Os dados para as caracteristicas SLA, Asa, Pmax, A, WE,
We, Wg, Wy, W+ e Ny foram coletados no estadio de enchimento dos graos entre R5
e R6. Os dados para Ws, Wcs, Ns e %P foram medidos no estadio de
desenvolvimento Rg + 10 dias (Fehr & Caviness, 1977).

Caracteristica Média Intervalo de confianga* Valor minimo Valor maximo
X1 X2

SLA 27,88 +£4,73 27,28 28,49 17,54 51,16
Asat 18,76 + 4,26 18,41 19,11 7,15 30,80
Pmax 33,77 £11,80 32,79 34,76 4,17 68,75

A 0,208 £ 0,061 0,200 0,216 0,066 0,382

We 7,45+ 2,25 7,16 7,74 0,92 14,36

Wc 8,91 +3,35 8,48 9,34 4,05 20,29

Wg 7,58 +2,78 7,22 7,93 2,91 19,32

Wy 6,32+2,71 6,08 6,57 1,32 21,28

W+ 30,19 £ 9,19 29,01 31,36 14,88 60,90

Ws 20,94 £ 4,61 20,45 21,43 9,43 37,06
Wsc 18,33 £ 3,22 17,99 18,67 10,84 48,52

Ns 116,82 + 29,63 113,67 119,97 55,00 186,00

Ny 51,52 + 14,84 49,95 53,10 6,00 95,00
%P 43,30 £ 2,94 42,92 43,68 35,15 50,22

*P (X = M = X) = 95%. O intervalo [x;; X;] contém o valor médio da caracteristica com 95% de

confianca.
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A taxa de assimilacdo liquida de CO, é um carater razoavelmente
conservado para diferentes cultivares de uma certa cultura. Para a cultura da
soja, observa-se o intervalo de 20,88 a 26,55 pmol m? s com média de 23,88
umol m? s em PAR saturante (Boote et al., 2001).

A taxa fotossintética € normalmente estimada por meio da analise de
gases no infravermelho que estima a taxa de assimilacdo liquida de CO..
Entretanto, a deteccdo polarografica de oxigénio pode ser utilizada para dar
informacgdes adicionais como, por exemplo, sobre a relacdo entre as taxas de
evolucdo de oxigénio e de gas carbonico fixado que nem sempre € de um para
um (Walker, 1993).

Adicionalmente, as medicbes podem ser realizadas em condi¢cOes
diferentes das utilizadas nas analises feitas com IRGA. Assim, foi estimada a
taxa de evolucdo de O, em condi¢cbes saturantes de CO, e luminosidade
(Pmax), expressa em pmol O, m? s™.

Em varias espécies, condicbes ambientais e nutricionais, os valores de
Pmax Variam entre 5 e 60 umol m? s™ aproximadamente (Evans, 1996). Walker
(1993) utilizando o método polarografico de estimativa da P, 0bservou a taxa
de 18 pmol O, m? s em folhas de Vitis vinifera submetidas a PAR de 800
umol m? s™. No presente estudo, que também utilizou 0 método polarogréfico,
estimou-se valores médios de Pna de 33,77 pmol m? s para a geracéo F;
(Tabela 2) enquanto na geracédo Fg o valor médio de Pna.x observado foi de
39,17 pmol m? s (Tabela 3) em discos foliares amostrados de folhas
totalmente expandidas, coletados em plantas na fase reprodutiva de
desenvolvimento (R5 e R6) e submetidos a PAR de 1.800 umol m?s™ a 25°C.
Assim sendo, os valores médios encontram-se dentro do intervalo descrito por
Evans (1996) para varias espécies e condicbes em folhas jovens
completamente expandidas.

No presente estudo, a area foliar por planta (A) na geracdo F-
apresentou o valor médio de 0,208 m? e intervalo de 0,066 a 0,382 m? (Tabela
2) enquanto na geracdo Fg, observou-se em média uma A de 0,123 m? e o
intervalo de 0,014 a 0,327 m? (Tabela 3). Estes valores estdo inclusos, em
parte, no intervalo médio de 0,269 a 0,419 m? observado para dois cultivares
de G. max no estadio de desenvolvimento R5 (Nahar & lkeda, 2002) e

inferiores a média de 0,418 m? observada para as cultivares Minsoy e Noir 1 e
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para os individuos da familia Fs derivada desse cruzamento em condicfes de
campo, no periodo de enchimento dos graos (Mansur et al.,1993).

A massa seca de folhas (Wg) média das plantas no estadio entre R5 e R6
foi de 6,04 g nas RILs na geragcdo F; (Tabela 2) e de 7,45 g nas RILs na
geracado Fg (Tabela 3). Estes valores sdo semelhantes ao valor médio de 7,11 g
observado por Allen et al. (1988) para plantas de G. max no estadio R4 de
desenvolvimento e superiores ao valor médio aproximado de 2,8g para plantas
de G. max de duas cultivares diferentes no estadio vegetativo de
desenvolvimento (Oliveira et al., 1994).

A massa seca média da parte aérea, representando o somatorio de We e
massa seca do caule (Wc) e massa seca de vagens (Wy) das plantas no
estadio entre R5 e R6 foi de 22,68 g para as RILs na geracdo F; (Tabela 2) e
de 19,97 g para as RILs na geracado Fg (Tabela 3). Estes valores médios séo
superiores ao valor médio de 10,63 g, observado para plantas de G. max
cultivadas em solucdo nutritiva no estadio vegetativo de desenvolvimento
(Arrese-lgor et. al., 1997).

Por outro lado, os valores médios medidos no presente estudo (Tabelas 2
e 3) estdo abaixo do limite inferior do intervalo de 25,9 e 71,4 g observado para
40 genatipos diferentes de G. max em estadios de desenvolvimento entre V18
e R6 (Herridge & Betts, 1988). De modo similar, estes valores foram inferiores
ao intervalo de 39,7 a 48,5 g verificado para genoétipos de G. max sensiveis e
tolerantes ao nitrato do solo, durante o periodo de enchimento dos graos, em
condi¢cbes de campo (Herridge & Rose, 2000).

A massa seca dos nédulos (Wy) na geracao Fg (Tabela 3) foi de 0,176 g,
valor este inferior aos valores médios de 0,281 g (Herridge & Danso, 1995) e
0,250 g (Herridge & Betts, 1988) medidos em cultivares tolerantes a nitrato e
superiores aos valores médios de 0,064 g (Herridge & Danso, 1995) e 0,043 g
(Herridge & Betts, 1988) medidos para cultivares comerciais, em condi¢des de
campo no periodo de enchimento dos gréos.
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Tabela 3

. Médias, intervalos de confianca da média, valores maximos e minimos para o
nitrogénio foliar especifico, g N m™ (N); area foliar especifica, m? kg™ (SLA); taxa de
assimilacéo liquida de CO,, umol m?s?t (Asap); taxa de fotossintese potencial, pmol de
0, m? s (Pmay); area foliar, m* (A); massa seca de folhas, g (Wg); caule, g (Wc);
raizes, g (Wg); vagens, g (Wy); noédulos, g (Wy) e total, g (W+); massa fresca de
sementes por planta, g (Ws); massa fresca de cem sementes, g (Wcs); nimero de
sementes por planta (Ns); nimero de nodulos (Ny); ndmero de vagens (Ny) e
percentagem de proteinas na semente (%P) medidos na geracdo Fg de uma
populacdo de linhagens endogémicas recombinantes (RILs) derivada do cruzamento
entre as variedades BARC-8 e Garimpo. Nesta populacdo foi omitida a adubacédo
nitrogenada. Os dados para as caracteristicas N, SLA, Asat, Pmax,» A, Wg, W¢, Wg, Wy,
Wy, W+, Ny e NV foram coletados no estadio de enchimento dos graos entre R5 e R6.
Enquanto os dados para Ws, Wcs, Ns e %P foram medidos no estadio de
desenvolvimento Rg + 10 dias (Fehr & Caviness, 1977).

Caracteristica Média Intervalo de confianga*  Valor minimo  Valor maximo
X1 X2

N 1,63+0,51 1,58 1,68 0,36 3,42
SLA 27,21 +7,23 26,27 28,15 9,00 52,30
Asat 18,59 £ 6,74 17,92 19,25 6,54 39,70
Pmax 39,17 £ 14,34 37,82 40,53 17,77 92,33

A 0,123 + 0,059 0,116 0,131 0,014 0,327

We 6,04 £ 2,21 5,76 6,33 2,16 12,10

Wc 7,61+282 7,24 7,97 3,17 16,78

Wg 4,58 + 1,55 4,38 4,78 2,71 17,26

Wy 6,32 + 3,04 5,93 6,71 2,10 21,28

Wy 0,176 = 0,247 0,144 0,207 0,0 1,366

W+ 24,73 £ 7,56 23,76 25,71 12,79 45,33

Ws 18,80 + 8,41 17,75 19,85 5,43 41,65
Wes 16,66 £ 2,92 16,31 17,02 8,86 25,37

Ns 116,98 + 57,45 109,97 124,00 30,00 304,00

Nn 42,63 + 56,62 35,38 49,87 0,00 280,00

Ny 52,90 + 26,51 49,66 56,14 15,00 152,00
%P 44,05+ 3,19 43,62 44,48 33,75 51,09

*P(x; = U = X2)=95% O intervalo [x;; X;] contém o valor médio da caracteristica com 95% de

confianca
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Por outro lado, o intervalo de dados observado, zero a 1,30 g de Wy
(Tabela 3) é semelhante ao intervalo de 0,54 a 1,43 g verificado para 11
cultivares diferentes em plantas na fase reprodutiva do desenvolvimento em
condicBes de baixos niveis de nitrogénio no solo (McClure et al., 1980).

O valor médio de 0,8 g para Wy (Arrese-Igor et al., 1997) observado em
plantas de G. max cv. Clarke, em condi¢cdes de casa de vegetacao, encontra-
se no intervalo observado no presente estudo (Tabela 3).

A massa seca total média das plantas (W) no estadio entre R5 e R6 foi
de 30,19 g nas RILs na geracdo F; (Tabela 2) e de 24,73 g nas RILs na
geracdo F8 (Tabela 3). Valores estes superiores ao valor médio de 19,32 g
observado para a G. max cv. Bragg, em condicOes de casa de vegetacao (Allen
et al.,, 1988) e ao valor de 16,8 g observado para a cultivar Wuyin9 em
condi¢Bes de campo no estadio de desenvolvimento R7 (Gan et al., 2002).

A massa fresca de sementes por planta (Ws) variou entre 5,43 e 41,65¢g
apresentando o valor médio de 18,80g, nas RILs na geragdo F; (Tabela 2)
enquanto na geracao Fg, determinou-se uma meédia de 20,94 g e uma variacao
entre 9,43 e 37,06 g (Tabela 3). Estas médias sdo superiores a média de 14,87
g observada para trés diferentes gendétipos, no estadio de desenvolvimento R7,
com hébitos de crescimento determinado e indeterminado e submetidos a cinco
formas de adubacéo nitrogenada (Gan et al., 2003). Por outro lado, Gan et al.
(2002) mensuraram o valor médio de 41,7 g, para estas cultivares, em
condi¢cbes de campo.

Os valores médios de massa fresca de cem sementes (Wcs) foram de
18,33 e 16,669 para a geracao F; e Fg, respectivamente (Tabelas 2 e 3); estes
valores estéo inclusos nos intervalos de 13,6 a 20,9 g (Harrison et al., 1981);
12,7 a 19,1 g (St. Martin & Aslam, 1986); 15,0 a 22,0 g (Boote et al., 2001) e
13,4 a 18,3 g (Gan et al., 2003). No entanto, sdo superiores ao valor médio de
11,85 g medido para plantas de G. max, em condi¢cdes de casa de vegetacdo
(Egli & Bruening, 2002).

A percentagem de proteina das sementes no estadio R8+10 dias (%P)
apresentou um padrdo de distribuicdo de freqiéncia normal de maneira
semelhante aos dados das outras caracteristicas estudadas, tanto na geracao
Fz, quanto na geracao Fg. As distribuicOes de frequéncia sdo apresentadas no
ANEXO (Tabelas 11 e 12).
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Os valores médios de %P foram de 43,30 e 44,05 % para as RILs na
geracao F; e Fg, respectivamente (Tabelas 2 e 3). Na Tabela 2, nota-se que na
geracao F; a variacdo dos teores de proteina, ocorreu entre 35,15 e 50,12% e
na Tabela 3, o intervalo medido para teores de proteina na geracdo Fg foi de
33,75 a 51,09%.

Em seis populacbes originadas de cruzamentos entre linhagens
introduzidas e adaptadas foram verificados valores entre 39,1 e 47,0% para
teor de proteina (Shannon et al., 1972). Esses valores estdo inclusos nos
intervalos determinados no presente trabalho (Tabelas 2 e 3).

Intervalo de teores de proteina entre 38,1 a 45,7% foi medido para cinco
cultivares e quatro variedades introduzidas de G. max (Scott & Kephart, 1997).
Intervalos para teores de proteina de 43,1 a 46,9% e 42,7 a 46,2% foram
verificados para a progénie F, e F4, respectivamente, utilizadas para o
mapeamento de QTLs para esta caracteristica (Lee et al., 1996). Enquanto
que, em uma geracao Fs, 0 teor protéico médio foi de 40,3% (Mansur et al.,
1993).

Para duas populacdes que foram avaliadas em trés geracdes diferentes,
derivadas do cruzamento de G. soja e G. max, determinou-se o intervalo médio
para teor de proteina de 45,2 a 49,2% (Openshaw & Hadley, 1984). De 39,4 a
42,4% para seis populagdes diferentes originadas do cruzamento de cultivares
adaptadas e plantas introduzidas de G. max (St. Martin & Aslam, 1986). O
coeficiente para contetdo de proteina de sementes definido por Bootle et al.
(2001) varia entre 37,0 e 43,0% para a cultura da soja.

No presente estudo, foi determinado para o parental BARC-8 o conteddo
de proteina de 52,81% na geracédo F; (Tabela 4) e para a geracao Fg, verificou-
se o valor médio de 49,09%. Estes valores sdo semelhantes a média de 52,3%
mensurada em condicbes de campo para esta mesma cultivar (Serreti et al.,
1994).

A comparacdo dos dados das caracteristicas medidas, no presente
estudo, com os dados da literatura indica que existe uma elevada variabilidade
intra-especifica de crescimento de G. max que foi caracterizada até mesmo
dentro das populacdes RILs (Figuras 2 e 3) e que os dados obtidos sé&o

compativeis com as informac¢des descritas a priori na literatura cientifica.
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4.2. Analises de variancia e estimativas de parametros genéticos.

As analises de variancia individuais de cada carater, em relacdo aos
quadrados meédios, bem como as estimativas de diferentes parametros
genéticos, para a geracdo F; e para a geracdo Fg sdo apresentadas nas
Tabelas 4 e 5, respectivamente. Na Tabela 4, nota-se que existe variancia
genética significativa entre as RILs da geracdo F7 indicado pelo teste F a 5%
de probabilidade, para onze das quatorze caracteristicas avaliadas. Por outro
lado, na Tabela 5, pode-se observar que das dezessete caracteristicas
avaliadas apenas uma ndo apresentou variabilidade genética significativa. Isto
€ importante, visto que a ocorréncia de variabilidade genética em uma
populacdo de mapeamento é um dos pré-requisitos para a deteccao de QTLs.

E interessante observar que os caracteres SLA, Wg e Wy que néo
apresentaram variabilidades genéticas significativas e herdabilidades, em torno
de 10%, na geracdo F; (Tabela 4) quando foram avaliados na geragcao Fsg,
apresentaram herdabilidades de 67,14%, 35,42% e 53,86% para SLA Wg, Wy,
respectivamente, bem como variabilidades genéticas significativas (Tabela 5).
Tal fato pode ser explicado, em parte, pela interacdo gendtipo x ambiente
observada para estas caracteristicas (Tabela 6). Falconer (1987) e Vencovsky
(1982) relatam que os principais fatores que afetam a estimativa dos
parametros genéticos sdo as condicdes ambientais, método utilizado na
estimacao e material genético estudado.

Na geracao F; as herdabilidades variaram entre 10,23%, para massa seca
radicular, e 99,77% para o teor protéico nas sementes (Tabela 4). Na geracao
Fg, notou-se um intervalo de 18,73%, para numero de nddulos, a 99,86%, para
o teor protéico na semente (Tabela 5). Portanto, as herdabilidades para %P
foram superiores ao valor médio de 73,40% estimado para esta mesma
populacdo na geragcao Fg em condi¢cdes de campo (Soares, 2000).

As herdabilidades para Ay variaram entre 51%, na geracao F; e 50% na
geracdo Fg (Tabelas 4 e 5). Estes valores foram superiores ao valor de 41%
estimado por Harrison et al. (1981) para a fotossintese aparente da copa, no
periodo de enchimento do grdo em G. max. Por outro lado, Wiebold et al.
(1981) observaram uma herdabilidade, no sentido amplo, de baixa a moderada

(36% a 56%) para fotossintese liquida de folhas individuais, nas geracdes
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iniciais F3 e F4, utilizando sistema de andlise de gas no infravermelho com

temperatura variando de 29 a 31°C.
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Tabela 4. Quadrado médio de gendtipos (QMG) e do residuo (QMR), estimativa da variancia fenotipica (§f2), genotipica (§§), herdabilidades (h?) estimadas

na geracdo F; da populacdo de linhagens endogamicas recombinantes (RILs), submetida a adubacdo nitrogenada e valores médios fenotipicos
dos parentais BARC-8 e Garimpo.

SLA Aca Prax A Wk We Wi Wy Wr Ws Wes Ns Ny %P

QMG 240,00 30,39 212,76 6,0x10° 7,37 59,48 85,30 45,75 143,94 41,21 12,85 1934,69 505,90 17,27

QMR 210,00 14,86 117,83 1,7x10° 2,23 36,34 76,58 40,98 27,09 10,58 4,22 311,09 58,57 0,04

F 1,13 2,04* 1,80* 3,57* 3,30* 1,64* 0,90 1,12 5,31* 3,90* 3,04* 6,22* 8,64* 433,80*
a2

St 7,94 4,34 30,39 3,0x10° 3,68 29,74 42,65 22,87 71,97 13,74 4,28 644,90 168,63 8,63
a2

Sq 0,92 2,22 13,56 2,2x10° 257 11,57 4,36 2,38 58,43 10,21 2,88 541,20 149,11 8,61

h? (%) 11,62 51,09 44,62 71,99 69,69 38,90 10,23 10,41 81,18 74,33 67,15 83,92 88,42 99,77
BARC-8 30,24 16,06 27,92 0,138 6,21 9,38 7,39 9,54 46,52 13,20 16,38 65,50 28,50 52,81

Garimpo 29,35 19,46 36,18 0,187 11,73 10,04 6,88 8,51 59,15 27,22 25,04 150,75 72,75 38,85

* Valor F significativo a 5%de probabilidade. As caracteristicas apresentadas séo a area foliar especifica, m” kg™ (SLA); taxa de assimilacéo liquida de CO,,
pmol m™ s™ (Asw); taxa de fotossintese potencial, pmol de O, m? s™ (Prma); area foliar, m* (A); massa seca de folhas, g (We); caule, g (Wc); raizes, g (Wg);
vagens, g (Wy) e total, g (W+); massa fresca de sementes por planta, g (Ws); massa fresca de cem sementes, g (Wcs); nUmero de sementes por planta (Ns);
namero de vagens (Ny) e percentagem de proteinas na semente (%P).
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Tabela 5. Quadrado médio de gendétipos (QMG) e do residuo (QMR), estimativa da variancia fenotipica (§f2), genotipica (§§), herdabilidades (h?) estimados

na geracdo Fg da populacdo de linhagens endogamicas recombinantes (RILs), ndo submetida a adubacdo nitrogenada e valores médios
fenotipicos dos parentais BARC-8 e Garimpo.

N SLA  Aw  Pox A We We Wr Wy Wiy Wr Ws  Wes Ns Ny Ny %P

QMG 0,43 387,00 9558 289,45 0,01 5050 7065 14,34 6250 0,37 47955 125,78 13,68 5816,0 3481,9 1254,07 20,44
QMR 0,20 127,00 47,59 193,64 1,0x10° 8,25 8,85 932 2886 0,25 9954 3322 4,49 1594,8 2829,7 322,43 0,03
F 2,22 3,04 2,000 149 543* 6,12¢* 798 1,54 2,17 147 481* 3,79* 3,05* 3,65* 1,23 3,89* 739,69*

a2
St 0,06 12,90 1365 41,35 2,7x10° 2525 3532 7,17 31,25 0,19 239,78 41,93 456 19386 17409 418,02 10,22

a2
Sg 0,034 8,67 6,86 13,69 2,0x10° 21,12 30,90 251 1682 0,06 190,00 30,85 3,06 1407,0 326,1 31055 10,21
h®(%) 55,01 67,14 5022 33,10 81,60 8366 87,47 3502 5383 3202 7924 7359 67,19 725 18,7 74,29 99,86
BARC-8 1,33 6530 12,52 29,54 0,016 5,22 4,52 4,30 0,50 0,38 4299 11,99 10,52 83,0 24,0 37,50 49,09

Garimpo 1,83 70,15 22,25 44,64 0,025 11,13 8,97 9,13 3,21 151 5547 22,79 14,97 116,0 3495 49,00 40,49

* Valor F significativo a 5%de probabilidade. As caracteristicas apresentadas sdo o nitrogénio foliar especifico, g N m™ (N); area foliar especifica, m* kg'1

(SLA); taxa de assimilacdo liquida de CO,, umol m?s? (Asa); taxa de fotossintese potencial, pmol de O, m?s*t (Pmax); érea foliar, m? (A); massa seca de
folhas, g (Wg); caule, g (W¢); raizes, g (WR); vagens, g (Wy); ndédulos, g (Wy) e total, g (Wy); massa fresca de sementes por planta, g (Ws); massa fresca de
cem sementes, g (Wcs); humero de sementes por planta (Ns); nimero de nédulos (Ny); niumero de vagens (Ny) e percentagem de proteinas na semente
(%P)
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Tabela 6. Andlise de variancia conjunta, quanto aos quadrados médios dos genotipos,
ambientes e interagcdo (genétipo x ambiente). As caracteristicas apresentadas sdo a
area foliar especifica, m“ kg™ (SLA); taxa de assimilacéo liquida de CO,, umol m?s?t
(Asa); taxa de fotossintese potencial, pmol de O, m™? s™ (Pma); area foliar, m? (A);
massa seca de folhas, g (Wg); caule, g (Wc); raizes, g (Wg); vagens, g (Wy) e da
planta, g (Wy); massa fresca de sementes por planta, g (Ws); massa fresca de cem
sementes, g (Wcs); nUmero de sementes por planta (Ns); nimero de vagens (Ny) e
percentagem de proteinas na semente (%P).

Interacao
caracteristica gendtipo ambiente (gendtipo x ambiente)
SLA 183,4 115347,2* 225,1*
Asat 64,9* 1848,9* 59,9
Pmax 316,6* 4680,4* 187.8
A 2,6 x 107 1,183 2,7 x 107
We 31,6 16855,6* 25,4*
We 83,9* 5593,3* 44,1*
Wgr 48,4 445 275,1*
Wy 59,2 5372,0* 49,2*
W+ 371,7* 1775,0* 241,1*
Ws 93,3* 884,7* 67,0*
Wes 83,9* 5593,3* 44.1*
Ns 4692,6* 1773,7 2701,1*
Ny 1101,8* 108,2 580,1*
%P 24,0* 101,7* 13,0*

* Valor F significativo a 5% de probabilidade.
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4.3. Andlise da coincidéncia de QTLs e das correlacbes entre as
caracteristicas mensuradas na populacdo de RILs na geracdo F7
submetida a adubacéo nitrogenada.

Foram identificados QTLs associados a 9 das 14 caracteristicas listadas
na Tabela 2. Os QTLs foram localizados em intervalos localizados dentro de 10
dos 24 grupos de ligacdo considerados (Tabela 7).

Identificou-se um anico intervalo associado a SLA, localizado no grupo de
ligagdo (GL) C1. Enquanto que 7,8% da variagdo fenotipica da Ay foi
explicada por um loco posicionado no GL O (Tabela 7).

De maneira geral, nota-se que os QTLs associados a area foliar (A) e as
caracteristicas relacionadas a particdo de biomassa na fase de enchimento do
grao (W¢, Wg, Wt e Wy) estdo localizados em cinco intervalos, posicionados
nos grupos de ligagéo Al, C1, C2, D1b + W e O (Tabela 7).

Estes resultados ratificam, em parte, a observacéo de que nos GL C1, C2
e D1 existem locos associados a area foliar e a caracteristica maturidade da
soja (Mansur et al., 1993). Além disto, QTLs posicionados em outros grupos de
ligacdo (G, O, L, F e N) também explicam uma fracéo da variacdo fenotipica de
A, Wc¢, Wg, Wt e Wy (Tabela 7).

No grupo de ligacdo L, identificou-se um QTL associado a massa seca do
caule (W¢) (Tabela 7). Neste mesmo GL, identificou-se a existéncia de um QTL
associado a altura da planta de G. max (Lee et al.,, 1996). As coincidéncias
entre os QTLs associados a area foliar e as caracteristicas relacionadas a
particdo de biomassa na fase de enchimento do grao (massas secas do caule,
raiz, planta e vagem) poderiam, por exemplo, explicar as correlagbes
fenotipicas significativas que variaram de 0,22 (entre a Wc e Wy) a 0,96 para
Wc e Wr. (Tabela 8).

E oportuno notar que as inter-relacdes entre estas caracteristicas ja eram
esperadas, uma vez que, quanto maior for o tamanho de uma planta, espera-se
que maior sera sua producdo de vagens (relacao entre W¢ e Wy). Enquanto
que, pode-se assumir que a W¢ € um dos principais componentes da massa da
planta em G. max.

Adicionalmente, nota-se que ha uma separacdo dos QTLs associados a
massa seca de cem sementes (Wcs) e ao nimero de sementes por planta (Ns)

daqueles relacionados as demais caracteristicas, com excecado de um intervalo
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localizado no GL O que esta associado a sete das nove caracteristicas para as

quais foram identificados QTLs (Tabela 7). O agrupamento dos QTLs

associados ao Ns e W¢s pode explicar, em parte, a correlacdo negativa entre

estas caracteristicas (r=-0,19) (Tabela 8).

Tabela 7. Intervalos contendo locos associados a caracteristicas quantitativas (QTLs) para area
foliar especifica (SLA); taxa de assimilacdo liquida de CO, (Asat); area foliar (A);
massa seca de caule (W¢), raiz (Wg), planta (W) e vagens (Wy); massa fresca de
cem sementes (Wcs) € numero de sementes por planta (Ns) identificados na geragdo
F, de uma populagéo de linhagens endogamicas recombinantes (RILs), derivada do
cruzamento entre as variedades BARC-8 e Garimpo. Esta populacdo foi submetida a
adubacéo nitrogenada.

Tamanho Posicdodo R? LR
Caracteristica Grupo de Intervalo do intervalo QTL (%)
Ligacao (cM) (cM)
SLA C1 Satt139 ~ Satt476 11,2 8,00 9,90 13,71
Asat (@) Satt241 ~ Satt345 2.1 0,23 7,80 10,66
Al Satt449 ~ Satt526 7.7 0,18 16,52 12,99
A { G Satt594 ~ Satt303 6,4 0,18 7,66 10,31
(@] Satt241 ~ Satt345 2,1 0,23 11,00 14,35
(@] Satt241 ~ Satt345 2,1 0,23 7,30 9,78
We¢ Cc2 Satt281 ~ Satt422 19,3 1,9 7,30 10,15
L Satt462 ~ Satt523 5,6 0,02 10,00 8,40
F Satt193 ~ Satt325 13,2 1x10° 7,17 10,40
Wgr (@) Satt241 ~ Satt345 2.1 0,23 7,60 10,42
W- (@) Satt241 ~ Satt345 2.1 0,23 8,10 10,86
Cc2 Satt281 ~ Satt422 19,3 1,8 750 9,12
Al Satt449 ~ Satt526 7,7 0,14 11,80 8,48
Wy D1b + W Satt350 ~ Satt506 4.9 0,15 12,26 14,70
N Sat-091 ~ Satt549 5,4 0,05 13,27 18,79
C1 OPACO2 ~ OPANO09 10,4 0,10 11,53 10,89
G Satt594 ~ Satt303 6,4 0,18 6,80 9,35
Wes { (@) Satt241 ~ Satt345 2.1 0,23 7,00 9,95
K Satt475 ~ OPAWO09a 24,5 1x10™ 9,40 11,67
Ng (@) Satt241 ~ Satt345 2.1 0,23 7,20 8,77
K Satt475 ~ OPAWO09a 24,5 1x10* 7,70 9,24

R’, representa o percentual da variacdo fenotipica explicada pelo intervalo e LR (Likehood
ratio) ou razdo de méaxima verossimilhanca, significativa a 5% de probabilidade. As chaves
estdo agrupando dois ou mais QTLs associados a uma mesma caracteristica.
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Tabela 8. Matriz de correlagédo fenotipica para as caracteristicas medidas na geracdo F; das RILs (linhagens endogadmicas recombinantes), derivada do
cruzamento entre as variedades BARC-8 e Garimpo. Submetida & adubacdo nitrogenada. Area foliar especifica, m? kg'1 (SLA); taxa de
assimilacéo liquida de CO,, umol m?s™t (Asap); taxa de fotossintese potencial, pmol m?s*t (Pmax); &rea foliar, m? (A); massa seca de folhas, g (Wg);
caule, g (Wc); raizes, g (WR); vagens, g (Wy) e total, g (Wy); massa fresca de sementes por planta, g (Ws); massa fresca de cem sementes, g
(Wcs); numero de sementes por planta (Ns); nimero de vagens (N,) e percentagem de proteinas na semente (%P). Os dados para as
caracteristicas SLA, Asat, Pmax, A, WE, We, Wg, Wy, W+ e Ny foram coletados no estadio de enchimento dos gréos entre R5 e R6. Enquanto que 0s
dados para Ws, Wcs, NS e %P foram medidos no estadio de desenvolvimento Rg + 10 dias (Fehr & Caviness, 1977).

SLA Asat Pmax A We We Wr Wr Wy Ws Wes Ns Ny
%P -0,01 0,02 0,01 0,04 -0,01 0,00 0,03 0,02 0,08 -0,01 -0,05 0,00 0,01
Ny 0,03 0,54* 0,47* 0,55* 0,54* 0,63* 0,62* 0,61* 0,22* 0,88* -0,18 0,96*
Ns 0,07 0,57* 0,53* 0,57 0,54* 0,62* 0,62* 0,62* 0,23* 0,89* -0,19*
Wes 0,20* 0,13 0,07 -0,02 0,04 -0,04 -0,02 -0,02 -0,27* 0,18*
Ws 0,05 0,55* 0,50* 0,54* 0,55* 0,61* 0,62* 0,60* 0,14*
Wy -0,08 0,04 0,13 0,28* 0,23* 0,22* 0,24* 0,33*
W+ 0,31* 0,46* 0,45* 0,88* 0,95* 0,96* 0,93*
Wg 0,27* 0,51* 0,45* 0,82* 0,85* 0,92*
Wc 0,23* 0,42* 0,41* 0,85* 0,92*
We 0,32* 0,39* 0,36* 0,90*
A 0,51* 0,40* 0,31*
Prmax 0,13 0,59*
Asat 0,42*

* Indica correlagBes significativas a 5% de probabilidade.
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4.4. Andlises da coincidéncia de QTLs e correlacdes entre as
caracteristicas mensuradas na populacdo de RILs na geracado Fs.
Esta populacéo néo foi submetida a adubacéo nitrogenada.

Na populagdo de RILs na geragdo Fg, foram identificados QTLS
associados a 10 das 17 caracteristicas listadas na Tabela 3. Os QTLs foram
localizados em intervalos localizados dentro de 8 dos 24 grupos de ligacdo
considerados (Tabela 9).

No GL A1l foi identificado o Unico intervalo molecular associado ao
nitrogénio foliar especifico (N). Enquanto que 14,72% da variacao fenotipica da
Asa: foi explicada pelo locos posicionados no GL J (Tabela 9).

As caracteristicas A, Wg, W, Wr e Wes apresentam QTLs coincidentes,
posicionados no GL M, que explicam 10,47; 8,86; 8,43; 13,78 e 20,73% das
variacdes fenotipicas dessas caracteristicas, respectivamente (Tabela 9).

A coincidéncia de QTLs no GL M, associados a area foliar e as
caracteristicas relacionadas a particdo de biomassa (Wg, Wc e W), bem como
a massa seca de cem sementes (Wcs), poderia explicar as correlacdes
significativas entre estas caracteristicas apresentadas na Tabela 10, variando
entre 0,96 (Wc x W+) e 0,39 (Wc x Wcs).

Por outro lado, caracteres relacionadas a produtividade (Ws, NS e NV),
em geral, ndo apresentaram QTLs comuns com aqueles identificados para as
demais variaveis, com excecdo daquele presente no GL M associado a Wcs,
como ja foi discutido anteriormente. Porém, entre eles foi identificada a
coincidéncia de um intervalo, localizado no GL K, que explica 13,23; 24,51 e
7,6% da variacdo fenotipica de Ws, Ns e Ny, respectivamente (Tabela 9).
Correlagbes significativas, acima de 0,88, foram observadas entre estas
caracteristicas (Tabela 10) que podem ser explicadas pela coincidéncia de
QTLs no GL K. No entanto, deve-se considerar que a natureza dessa
correlacdo é fenotipica, portanto uma por¢do desta pode ter uma base

ambiental.
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Tabela 9. Intervalos contendo locos associados a caracteristicas quantitativas (QTLs) para o
nitrogénio foliar especifico (N); taxa de assimilagcéo liquida de CO, (Asy); area foliar
(A); massa seca de folha (W), caule (W¢) e total (W+); massa fresca de sementes
por planta (Ws); massa fresca de cem sementes (Wc¢s); nimero de sementes por
planta (Ns) e nimero de vagens (Ny) identificados na geracao Fg de uma populagao
de linhagens endogémicas recombinantes (RILs), derivada do cruzamento entre as
variedades BARC-8 e Garimpo. Esta populacdo ndo foi submetida a adubacédo
nitrogenada.

Tamanhodo Posicdo  R? LR
Caracteristi  Grupo de Intervalo intervalo do QTL (%)

ca Ligacao (cM) (cM)
N Al Satt449 ~ Satt526 7,7 1,70 16,85 10,73
Asat J Satt215 ~ Satt183 4,4 2,00 14,72 12,82
A D1lb +W Satt350 ~ Satt506 4,9 0,12 11,33 8,39
M OPAPO4a ~ OPAPO4b 16,1 0,02 10,47 10,48
We M OPAPO4a ~ OPAPO4b 16,1 1x10" 8,86 11,28
We M OPAPO4a ~ OPAPO4b 16,1 0,01 8,43 9,97
W+ N Sat-091 ~ Satt594 54 0,05 7,30 8,46
M OPAPO4a ~ OPAPO4b 16,1 0,03 13,78 11,93
Ws K Satt475 ~ OPAW09a 24,5 0,20 13,23 8,68
Wes M OPAPO4a ~ OPAPO4b 16,1 0,09 20,73 11,11
Ns K Satt475 ~ OPAWO09a 24,5 0,24 2451 10,87
Ny C1 Satt139 ~ Satt476 11,2 5,00 730 9,71
K Satt475 ~ OPAW09a 24,5 0,24 7,60 9,48

R’, representa o percentual da variacdo fenotipica explicada pelo intervalo e LR (Likehood
ratio) ou razdo de méaxima verossimilhanca, significativa a 5% de probabilidade. As chaves
estao agrupando dois QTLs associados a uma mesma caracteristica.
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Tabela 10. Matriz de correlacdo para as caracteristicas medidas na geragdo Fg das RILs (linhagens endogamicas recombinantes), derivada do
cruzamento entre as variedades BARC-8 e Garimpo. N&o submetida & adubac&o nitrogenada. Nitrogénio foliar especifico, g m™ gN);
area foliar especifica, m? kg™ (SLA); taxa de assimilacéo liquida de CO,, pmol m?s?t (Amax); taxa de fotossintese potencial, pmol m?® s™
(Pmax); area foliar, m? (A); massa seca de folhas, g (Wg); caule, g (W¢); raizes, g (Wg); vagens, g (Wy); nddulos, g (Wy) e total, g (Wr);
massa fresca de sementes por planta, g (Ws); massa fresca de cem sementes, g (Wcs); nUmero de sementes por planta (Ns); nimero
de ndédulos (Ny); numero de vagens (Ny) e percentagem de proteinas na semente (%P)

N SLA Asat Pmax A WF Wc WR WV WN WT WS WCS NS NN NV

%P 0,16 0,18 0,41 0,27 0,28 030 0,32 031* 0,22* 0,21* 031* 050 0,67* 0,52* 0,18 0,52*
Ny 0,41* 037 0,34 044* 0,59* 0,62* 062* 042* 036* 039 057 088 043* 099 0,31*
Nn 0,27 0,30 0,20* 0,13 0,34 0,32 0,31* 0,42 0,22* 086* 035 0,36* 0,21* 0,31*
Ns 0,44* 039* 0,37 044 060+ 063* 064* 043* 036* 038 059* 0,89 043*
Wes 0,28 0,37 056* 045 0,36* 0,38 039* 044 030 0,200 043* 0,53*
Ws 0,41* 0,41* 0,34 041* 061* 060~ 061* 042 042 043* 0,59*
W+ 0,68 0,74 0,32 042* 089 094 096* 0,82* 0,67 0,41*
Wy 0,29* 0,26* 0,08 0,07 0,39* 0,38 0,38 0,46* 0,31*
Wy 0,28* 0,33* 0,15 0,15 0,47 045 053* 0,34*
Wg 0,69 0,71* 0,37 047 0,71* 0,78 0,76*
W¢ 0,72 0,72 0,29* 0,44* 0,92* 0,96*
We o,70x 0,72 0,29* 0,44* 0,92*
A 0,65 0,82 0,22* 0,38*
Pmax 0,58 0,46* 0,52*
Asat 0,43* 0,40*
SLA 0,74*

*, Indica correlagdes significativas a 5% de probabilidade.
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4.5. Consideracdes Finais

No presente estudo ndo foi possivel identificar QTLs coincidentes entre
alguns caracteres com associacdes fisiol6gicas descritas a priori na literatura, a
saber:

(i) Foram observadas correlacdes significativas entre Aga X Pmax de 0,59 e
0,52 na geragéo RILs F; e Fg, respectivamente (Tabela 8 e 10);

(i) A correlacéo significativa de 0,43 entre N x Agy ratifica a observacéo de
varios autores (Lugg & Sinclair, 1981; Evans, 1983; Suan-Chin et al., 1985 e
Sinclair & Horie, 1989);

(iif) A correlacdo entre o N x %P (r = 0,16) ndo foi significativa a 5% de
probabilidade (Tabela 10). Estando assim em desacordo com Del Pozo et al.
(2000) que afirmaram que a concentracdo de nitrogénio em 0Orgdos vegetativos
(principalmente nas folhas) de leguminosas contribui para a capacidade de suprir
a elevada demanda de nitrogénio para a producdo das sementes. No entanto,
existe a necessidade de esqueletos carbdnicos para a exportagdo do nitrogénio
foliar para as sementes (Bootle et al. 2001) que deve ser suprida por meio de um
incremento proporcional da taxa de assimilagcéo liquida de CO, bem como pela
taxa respiratoria.

(iv) As caracteristicas N x SLA apresentaram uma correlacdo significativa
positiva de 0,74 na populacao Fg (Tabela 10), de forma semelhante ao destacado
por Lugg & Sinclair (1981);

(v) As caracteristicas SLA x Asy foram positivas e significativamente
correlacionadas em ambas as populacdes estudadas, observando-se correlacdes
de 0,40 e 0,42 para a geragao F; e Fg, respectivamente (Tabelas 8 e 10). Assim,
decréscimos na SLA estariam correlacionados com a perda de proteinas (teor de
nitrogénio) nas folhas com consequente diminuicdo da fotossintese liquida (Lugg
& Sinclair, 1981). Entretanto, ndo esta claro o papel da SLA como uma
caracteristica, embora exista uma tendéncia de sua correlagdo com a suculéncia
das folhas e, em alguns casos, com a fotossintese foliar, em funcdo de expressar
0 numero total de células do mesdfilo foliar por unidade de profundidade (Beadle,
1993).
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(vi) A caracteristica Asy apresentou, em ambas as geracoes, correlacdes
positivas e significativas tanto com o niamero de sementes (Ns) quanto com a
massa fresca de sementes por planta (Ws). Na geracédo F7, as correlagOes
observadas foram de 0,57 e 0,55 para Ns e Ws, respectivamente. Enquanto, na
geracao Fg, correlacdes de 0,37 e 0,34 foram observadas para Ns X Asa € Asat X
Ws, respectivamente (Tabelas 8 e 10). Esta diferenca pode ser atribuida a
interacdo significativa entre gendtipo versus ambiente verificada para estas trés
variaveis (Tabela 6). A correlagdo de 0,55 entre a Ay € a massa fresca de
sementes por planta (Ws) (Tabela 8) é semelhante aos valores de 0,55 e 0,54
observados pra a correlacdo de taxa de fotossintese aparente da copa versus
producdo de sementes em duas populagdes F; diferentes de G. max (Harrison et
al., 1981)

A ndo deteccdo de QTLs coincidentes para estas -caracteristicas
fisiologicas, citadas acima nos itens i a vi, pode ser explicada pela fase inicial de
saturacdo do mapa de ligacéo utilizado no presente estudo.

Outro fato que deve ser salientado diz respeito as correlacbes entre 0 %P
que, na geragcdo F; foram significativas para varias caracteristicas (Tabela 8).
Todavia, na geracédo Fg, estas correlacbes nao foram observadas (Tabela 10).
Este fato pode ser explicado, em parte, pela interacdo significativa gendétipo x
ambiente observada para esta caracteristica (Tabelas 8 e 10). Pode-se considerar
gque as correlagdes néo significativas entre a %P e os demais caracteres
apresentadas na geracéao F; (Tabela 7) estdo mais de acordo com a literatura.

Pode-se notar comparando as Tabelas 7 e 9 que a localizagdo dos QTLs
pode variar em funcdo da interacdo significativa entre o genétipo x ambiente
(Tabela 6). Assim, dos 34 QTLs detectados, 33 foram considerados ambiente
especificos. Isto também foi observado por Lee et al. (1996) quando identificou
QTLs relacionados com teores de proteina e 6leo nas sementes, em trés locais
diferentes. Por outro lado, apenas um QTL foi detectado em ambos os ambientes.
Este estaria associado ao niumero de sementes por planta (Ns) e localizado no GL
K (Tabelas 7 € 9).
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Observou-se um padrao quase constante de separagao espacial dos QTLs,
considerando as duas geracdes / ambientes, a saber: Independéncia dos QTLs
relacionados as caracteristicas foliares (SLA, Asx € N), em relacdo a QTLs
associados aos componentes da particdo de biomassa das plantas (Wg, W¢, W,
Wt e Wy) e em relacéo ao terceiro grupo de QTLS, relacionado a produtividade
(Wes, Ws, Ns e Ny).

A separacdo espacial dos QTLs pode indicar que a manipulacdo das
caracteristicas destes trés grupos pode ser realizada independentemente. Por
outro lado, modelos que visem predizer a produtividade de G. max, utilizando
como variavel independente, por exemplo a SLA, podem apresentar baixa
eficiéncia.

A identificacdo de QTLs relacionados a producdo e, principalmente, das
condi¢cdes em que ndo existe esta associacdo, podera ajudar no desenvolvimento
de modelos de simulacdo de producéo baseados em genes para uma determinada
cultura (Boote et al., 2001).

Assim, existe um grande potencial para a melhor integracdo de estudos
fisiolégicos com programas de melhoramento, onde modelos matematicos para
predicdo da producédo da soja serdo baseados, principalmente, na coincidéncia de
QTLs associados a producao e as caracteristicas fisiolégicas, como por exemplo,

taxa de assimilacdo liquida de CO..

5. CONCLUSOES

Nas condi¢gbes em que foi realizado o experimento, pode-se concluir que:

a) Identificar QTLs associados a fotossintese e caracteristicas de crescimento
da soja: area foliar especifica, taxa de assimilacdo liquida de CO; em
luminosidade saturante, nitrogénio foliar especifico, massa seca de raizes,
caule, folhas, total e de vagens por planta; massa fresca de cem sementes,

namero de sementes e de vagens por planta.
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b) As correlacdes entre os caracteres da soja foram ratificadas parcialmente

pela coincidéncia de QTLs.

C) As populacdes RILs avaliadas apresentam um grande potencial para o

mapeamento de locos associados a varias caracteristicas da cultura da soja.
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7. ANEXO
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Figura 11. Distribuicdo de frequéncia dos dados fenotipicos de algumas caracteristicas
mensuradas na geracdo F; das RILs, submetida a adubacao nitrogenada. No eixo das
ordenadas, observa-se a frequéncia em cada classe fenotipica. No eixo das abscissas
s&o apresentadas as classes dos dados fenotipicos para a Area foliar especifica, m?
kg'1 (SLA); taxa de fotossintese potencial, umol m?s*t (Pmax); massa seca de folhas, g
(WE); caule, g (W¢); raizes, g (Wg); massa fresca de sementes por planta, nUmero de
vagens (Ny) e percentagem de proteinas na semente (%P). A linha continua
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representa a distribuicdo normal esperada.
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continua representa a distribuicdo normal esperada.
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