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RESUMO

PIOVESAN, Newton Deniz, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de
2008. Analises biométricas e moleculares visando o desenvolvimento
de linhagens de soja com alto teor protéico e produtivas. Orientador:
Maurilio Alves Moreira. Co-orientadores: Carlos Sigueyuki Sediyama,
Cosme Damido Cruz e Everaldo Gongalves de Barros.

A melhoria do potencial produtivo das cultivares de soja € o principal
objetivo de todos os programas de melhoramento genético conduzidos no pais.
No entanto, em alguns programas de melhoramento, o aumento do teor de
proteina nos graos vem também sendo privilegiado. Com o proposito de
desenvolver variedades produtivas e com alto conteado de proteina, este
trabalho teve como objetivos especificos: a) comparar diferentes estratégias de
selecdo para a predicdo de ganhos em producao de graos (PROD), altura da
planta na maturacdo (APM), nimero de dias para maturacdo (NDM), teor de
proteina (PTN) e teor de 6leo (OL); b) comparar diferentes critérios de selecdo
por meio de indices de selecdo; e c) identificar marcadores SSR ligados a
QTLs que contribuam para o aumento do teor de proteina em uma populacdo
de linhagens quase isogénicas (NILs). Para alcancar estes objetivos, foram
utilizadas duas populacdes neste trabalho, a primeira chamada populagdo de
selecéo foi derivada de retrocruzamento parcial envolvendo uma linhagem de
alto teor protéico e uma possuindo resisténcia ao herbicida glifosato. Nesta
populacdo RC;F, segregante, foram estimados os parametros genéticos e
praticada a selecdo durante trés ciclos em funcdo do ano agricola. Na primeira
etapa, utilizaram-se as seguintes estratégias: selecdo entre (SE), selecédo entre
e dentro (SED), selecdo massal (SM) e selegcdo combinada (SC). A
herdabilidade no sentido restrito dentro apresentou reduzido valor para PROD
(8,1%), comprometendo a eficiéncia de selecdo em nivel de individuo. Na
segunda etapa, utilizaram-se 205 progénies, pré-selecionadas para PROD, na
selecdo simultdnea de familias para as caracteristicas PROD, PTN e OL
empregando os critérios de sele¢cdo baseados nos indices de Smith e Hazel
(SH), Kempthorne e Nordskog (KN), Pesek e Baker (PB) e Pesek e Baker
generalizado por Tai (PB-Tai). Correlagdes genéticas significativas s6 foram
detectadas para PTN x OL com valor de -0,398. Foram selecionadas as 40

familias que maximizaram os ganhos para PTN e que proporcionaram ganhos
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moderados em PROD e reducdo minima em OL. O indice PB-Tai apresentou
melhores predi¢cdes, em funcdo do objetivo proposto, com um ganho de 4,2%,
8,9% e -3,68%, enquanto a selecao direta para PTN proporcionou um ganho
de 4,45%, 3,91% e -5,85% para PTN, PROD e OL, respectivamente. Na
terceira etapa, procedeu-se a estimacdo dos parametros genéticos e a
predicdo de ganhos tanto para PROD e PTN com informacdo de familia e
planta, empregando-se diferentes estratégias e critérios de selecdo. Para PTN,
a herdabilidade restrita entre foi de 60,7% (superior a restrita dentro que foi de
15,6%), o que revelou uma pequena superioridade dos ganhos proporcionados
por estratégias que também empregam a informacéao do individuo. Nesta etapa,
a combinacdo da selecdo simultadnea utilizando o indice classico de Smith e
Hazel com a selecdo praticada entre e dentro proporcionou ganhos
significativos para PTN e PROD, porém inferiores aos da segunda etapa devido
a reducao da variabilidade genética. O terceiro ciclo de selecao foi realizado no
ano 2006/2007 em um ensaio utilizando o DBC com as 84 familias RC1F4¢
selecionadas no primeiro e multiplicadas no segundo ciclo com o objetivo de
aumentar PTN e PROD e reduzir NDM. Para este fim, utilizou-se a selecéo
simultdnea baseada nos indices de SH, PB, KN e PB-Tai. Novamente o indice
PB-Tai foi o critério de sele¢cdo mais indicado, pois proporcionou a selecdo de
um grupo de progénies que em média possuiam maior produtividade e menor
ciclo do que a variedade comercial Monarca e outro grupo com maior PTN e
menor NDM do que Monarca. Na segunda populacéo, foi realizado um estudo
de mapeamento para identificar marcadores SSR associados a QTLs que
controlam o teor de proteina nos graos de soja. Esta populacdo chamada de
populacdo de mapeamento foi composta de 168 NILs (isolinhas na geragao
RC,4Fe) e foi obtida a partir de retrocruzamentos entre o genotipo com alto teor
protéico BARC-8 com a variedade recorrente Monarca. De um total de 350
primers de microssatélites utilizados nos progenitores, apenas 20 foram
polimérficos na populagédo de NILs. Utilizando-se a andlise de associacéo pelo
método da ANOVA e regressdo linear simples, foram encontrados dois
marcadores (Satt 239 e Satt 384) associados a QTLs que explicavam 19,04% e
7,42% da variacdo do fenotipo. Empregando-se regressao linear multipla com o
procedimento stepwise, esses mesmos QTLs foram mantidos e explicaram

26,01% da variagdo fenotipica. Utilizando-se o mapeamento por intervalo
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simples no GL E, foi estimado o efeito aditivo do QTL (+ 0,54) na expressao do
carater e determinada a posicdo do marcador em relacdo ao QTL. Esta marca
foi posicionada muito préxima ou coincidente do QTL, o que resulta em uma

marca extremamente confiavel para futuros trabalhos de selecéo assistida.



ABSTRACT

PIOVESAN, Newton Deniz, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2008.
Biometrics and molecular analysis aiming at the development of
soybean lines with high-protein and productive. Adviser: Maurilio Alves
Moreira. Co-Advisers: Carlos Sigueyuki Sediyama, Cosme Damiao Cruz and
Everaldo Gongalves de Barros

The improvement of the productive potential of soybean cultivars is the
main objective of all the genetic breeding programs conducted in the country.
However, in some breeding programs, the increase of the protein content in
grains has been focused. In order to develop productive varieties with high
protein content, this work had the following specific objectives: a) use different
selection strategies for the prediction of gains in grain production (PROD), plant
height in maturation (APM), number of days for maturation (NDM), protein
content (PTN) and oil content (OL); b) compare different selection criteria
through selection indices; and c) identify SSR markers linked to the QTL’s
which contribute for the increase of the protein content in a population of almost
isogenic lineages (NIL’'s). To achieve these objectives, two populations were
used in this work; the first one, called selection population, derived from the
partial backcrossing involving a lineage with high protein content and another
presenting resistance to the glyfosate herbicide. In the segregant population
RC;F4, the genetic parameters were estimated and the selection was carried
out during three cycles, due to the agricultural year. In the first phase, the
following strategies were used: selection between (SE), selection between and
inside (SED), massal selection (SM) and combined selection (SC). The
heritability, in the restrict sense inside, presented reduced value for PROD
(8.1%), affecting the selection efficiency at the individual level. In the second
phase, 205 pre-selected progenies were used for PROD, in the simultaneous
selection of families for the characteristics PROD, PTN and OL employing the
selection criteria based upon the indices of Smith and Hazel (SH), Kempthorne
and Nordskog (KN), Pesek and Baker (PB) and Pesek and Baker, generalized
by Tai (PB-Tai). Significant genetic correlations were detected only for PTN x

OL, with the value of -0.398. It was performed the selection of the 40 families
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that maximized gains for PTN and provided moderate gains in PROD and
minimum reduction in OL. The PB-Tai index presented better predictions as to
the proposed objective, with gains of 4.2%, 8.9% e -3.68%, while the direct
selection for PTN provided gains of 4.45%, 3.91% and -5.85% for PTN, PROD
and OL, respectively. In the third phase, it was carried out the genetic
parameter estimation and the gain prediction for PROD and PTN, with family
and plant information, through the use of different strategies and selection
criteria. For PTN, the restricted heritability between was of 60.7% (higher than
the restrict inside, which was of 15.6%), which revealed a small superiority of
gains provided by the strategies that employed the information of the individual.
In this phase, the combination of the simultaneous selection using the classic
index of Smith and Hazel, with the selection used between and inside, provided
significant gains for PTN and PROD, lower, however, than those of the second
phase, due to the reduction of the genetic variability. The third selection cycle
was carried out in the year of 2006/2007, in an essay that used the DBC, with
the 84 families RC1F,46 selected in the first cycle and multiplied in the second
cycle, with the objective of increasing PTN and PROD and reducing NDM. For
such, the simultaneous selection was used, based upon the indices of SH, PB,
KN and PB-Tai. Again, the PB-Tai index was the most suitable selection
criterion, because it provided the selection of a group of progenies which
presented, in average, higher productivity and smaller cycle than the
commercial variety Monarca and another group, with higher PTN and lower
NDM, in comparison to Monarca. A mapping study was carried out, in the
second population, in order to identify SSR markers associated to the QTL'’s,
which control the protein content in soybean grains. This population, called
mapping population, was composed of 168 NIL’'s (isolines in the generation
RC4Fs) and was achieved from the backcrossing between the BARC-8
genotype, with high protein content, and the recurrent Monarca variety. Out of
the 350 primers of microsatellites used in the parents, only 20 were polymorphic
in the population of NIL’s. Using the association analysis by the method of the
ANOVA and the simple linear regression, two markers were found (Satt 239
and Satt 384), associated to QTL’s, which explained 19.04% and 7.42% of the
phenotype variation. With the use of the multiple linear regression, with the

stepwise procedure, these very QTL’s were maintained and explained 26.01%
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of the phenotypical variation. With the use of the mapping by simple interval in
the GL E, it was estimated the additive effect of the QTL (+ 0.54) in character
expression and it was determined the position of the marker in relation to the
QTL. This mark was placed very near to the QTL or on it, resulting in an

extremely trustable mark for future works of assisted selection.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é a mais importante leguminosa
cultivada no mundo, devido a seus altos conteudos de proteina (40%) e Oleo
(20%), além da alta produtividade (2.823 kg ha™) e baixo custo de producdo
(R$ 1.100,00 a 1.400,00 ha™) (CONAB, 2008). Essas excelentes caracteristicas,
aliadas as suas multiplas utilidades, geram uma demanda mundial elevada e
crescente, superior a 237,4 milhdes de toneladas no ano de 2007 (SAFRAS e
MERCADO, 2008).

O crescimento da producdo e o aumento da capacidade competitiva da
soja brasileira sempre estiveram associados aos avangos cientificos e a
disponibilizacdo de tecnologias para o setor produtivo. Cultivares melhoradas,
portadores de genes capazes de expressar alta produtividade, ampla adaptacéo e
boa resisténcia ou tolerancia a fatores bidticos ou abiodticos adversos,
representam usualmente uma das mais significativas contribuices a eficiéncia do
setor produtivo.

O melhoramento da soja no Brasil tem sido um processo continuo e
dindmico empenhado em resolver problemas reais ou potenciais objetivando o
desenvolvimento de variedades mais produtivas, resistentes a pragas e doencas,
de melhor qualidade nutricional, mais estaveis e mais bem adaptadas as
diferentes regides e sistemas de cultivo. Diversos programas de melhoramento
genético foram essenciais para atender a esta demanda.

Contudo, nos altimos anos, tém sido freqlientes os questionamentos, em alguns
estados brasileiros, sobre a reducdo do teor de proteina nas novas cultivares de soja. 1sso é
reflexo do passado, pois 0s principais objetivos dos programas de melhoramento de soja
eram produtividade e teor de 0leo, o que reduziu a variabilidade e estreitou a base genética
para teor de proteina nas atuais populagdes melhoradas, agravado pelo fato de existir uma
correlacdo negativa elevada entre teor de dleo e proteina.

O melhoramento da soja esta baseado, principalmente, nas hibridagdes
para a formacao de populagbes segregantes, a partir das quais séo selecionados
0S genaotipos mais promissores, segundo os objetivos do programa. Dessa forma,

a possibilidade de prever ganhos por intermédio de estratégias de selecao

constitui uma das mais importantes contribuicdes da Genética Quantitativa para o
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melhoramento genético, pois as informacfes obtidas permitem decidir, com base
cientifica e sem custo adicional, as técnicas de selecdo, tornando mais eficiente o
processo de obtencdo de novas variedades. Entretanto, para a obtencao de
genotipos superiores, torna-se necessaria a reunido de uma série de atributos
favoraveis que confiram rendimento elevado e niveis adequados de Oleo e
proteina, satisfazendo assim as exigéncias do mercado.

Para tal, a teoria de indice de selecdo permite combinar as mdultiplas
informacdes contidas na unidade experimental, de modo que seja possivel a
selecdo com base em um complexo de variaveis que reinam varios atributos de
interesse econémico. Desse modo, o indice de sele¢do constitui-se em um caréater
adicional, estabelecido pela combinacdo linear 6tima de varios caracteres que
permitem efetuar com eficiéncia a selecao simultanea.

Varios sédo os procedimentos utilizados pelo melhorista para identificar
0S genodtipos superiores numa populacdo. Alguns levam em conta o
comportamento do individuo, enquanto outros se fundamentam, primeiramente,
no desempenho da familia e, secundariamente, na superioridade relativa dos
individuos dentro da familia. Ha também, a estratégia que utiliza,
simultaneamente, as informac¢8es do individuo e de seus parentes, chamada de
selecdo combinada, sendo esta sempre igual ou superior aos métodos de selecéo
individual, de familias e entre e dentro de familias (LUSH, 1964; FALCONER,
1987). A resposta a selecdo combinada pode ser ainda maximizada se toda
informacdo obtida nos parentes for também utilizada no processo seletivo
(WEBER, 1982).

Muitos caracteres de importdncia agrondmica apresentam baixas
herdabilidades ou séo de dificil medicéo e identificacdo, podendo a eficiéncia de
sua selecdo ser aumentada pelo uso de uma caracteristica auxiliar que esteja
correlacionada com o carater principal, podendo ser esta caracteristica auxiliar
representada pelos marcadores moleculares.

Os marcadores moleculares tém sido sugeridos como ferramenta Gtil em
varios aspectos do melhoramento de plantas, como a descricdo de variedades, a
construcdo de mapas genéticos, a medicdo das distancias genéticas entre as
linhagens, mapeamento e identificacdo de QTLs e a propria sele¢édo assistida por
marcadores (SAM), principalmente para caracteristicas controladas por poucos

genes, como a selecao de locos que conferem resisténcia a doencgas.



A selecdo de caracteristicas agronémicas monitorada por marcadores
moleculares baseia-se no principio de que se um gene, ou um bloco de genes,
encontra-se ligado a um marcador genético de facil identificacdo, entdo, esse
marcador pode ser usado para selecionar a caracteristica de interesse em um
programa de melhoramento. Segundo Hayward et al. (1994), o método mais
eficaz para este tipo de associacdo envolve a producdo de mapas genéticos
detalhados nos quais séo localizadas regibes contendo os locos para as
caracteristicas quantitativas (QTLS).

Para determinar se existe ligacdo genética entre marcadores e QTLs, é
necessario haver desequilibrio de ligacdo entre os alelos do loco marcador e
alelos do QTL, o que € interpretado como evidéncia de ligacao fisica entre os dois
locos. Para detectar essas associacdes, foram desenvolvidos programas
computacionais, tais como: o Mapmaker-QTL (LANDER et al., 1987), QTLSTAT
(KNAPP, 1995), PGRI (LIU, 1998), QTL-Cartographer (BASTEN et al., 1999), e
GQMol (http//mwww.ufv.br/dbg/ggmol/ggmol.htm).

Um ponto importante no uso da selecdo assistida por marcadores € a
identificacdo de associacdes especificas marcador — QTL significativas, tanto para
caracteristicas agronémicas em soja, como para resisténcia a doencas e para
qualidade do gréo. Para que a selecdo assistida por marcadores (SAM) seja
eficiente, é necessario inicialmente que se disponha de QTLs que no conjunto
expliqguem grande parte da variacao fenotipica da caracteristica. Para atingir tal
objetivo, deve-se priorizar a saturacdo do genoma pelos marcadores e considerar
ainda o tamanho e o tipo da populagéo utilizada, o marcador empregado, o efeito
do ambiente, os gendtipos parentais, além da metodologia para deteccdo dos
QTLs.

Este trabalho é parte integrante do programa de melhoramento da
qualidade da soja desenvolvido pelo Bioagro/UFV que procura reunir
conhecimentos tanto da biometria como da genética molecular e aplica-los no

desenvolvimento de variedades produtivas e com alto teor protéico.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Cultura da soja

2.1.1. Origem e evolucéo da soja cultivada

A soja é uma espécie exdtica no continente americano. Segundo Probst
e Judd (1973), essa cultura tem como centro de origem a regido leste da China,
onde é cultivada ha mais de cinco mil anos, mas so foi domesticada por volta do
século Xl a.C. A partir dai a soja foi introduzida em outras regides e paises do
Oriente, como Manchuria, Coréia, Jap&o, Russia e paises do sudeste da Asia,
tornando-se a base alimentar do seu povo. No Ocidente, sua introducdo se deu a
partir do século XVIII, em 1739, quando foram plantadas experimentalmente, na
Europa, sementes recebidas pelo Jardim Botanico de Paris. J& no continente
americano, o primeiro relato data de 1765, com registro de plantio na Geoérgia
(EUA). Sua disseminacao pela Europa e América do Norte foi facilitada por ela ter
sido domesticada em regides de clima temperado com latitudes compreendidas
entre 30 e 45°N e pelo fato de ser uma planta de dias curtos (noites longas). No
Brasil, a introducédo ocorreu na Bahia, em 1882, por Gustavo Dutra (BONETTI,
1981). Mas, durante muitas décadas, a soja foi plantada somente em carater
experimental por algumas instituicbes de pesquisa. As primeiras estatisticas
revelando a utilizacdo da soja para a producéo de graos no Brasil datam de 1941,
no estado Rio Grande do Sul, onde foram produzidas 450 toneladas em 640 ha
de area cultivada, com rendimento médio de 700 kg ha™ (VERNETTI et al.,
1983).

A partir da década de 1960, a cultura da soja passou a adquirir
importancia no pais, inicialmente na regido Sul (latitudes 30 a 22°S), chamada de
regido tradicional, onde apresentou melhor adaptacédo devido a semelhanca com
as regibes de cultivo do sul dos EUA. Justamente por essa semelhanca
ambiental, diversas introdugbes dos EUA foram utilizadas nos anos iniciais de
plantio. Posteriormente, tais introducdes serviram de base genética para o
desenvolvimento de novas variedades obtidas pela hibridacdo e selecéo
(VERNETTI et al., 1983).

Na década de 1960, a producdo no Parana cresceu rapidamente até
atingir 60.000 toneladas. A partir da década de 70, a cultura da soja evoluiu
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significativamente nos estados produtores, ndo s6 no Sul, mas também nos
estados do Centro-Oeste do Brasil com o desenvolvimento de novas cultivares
adaptadas a diferentes regides agroclimaticas do Pais, tornando-se o Brasil o
segundo maior produtor de soja do mundo.

O desenvolvimento de variedades adaptadas as baixas latitudes do
centro-oeste brasileiro foi o principal desafio dos programas de melhoramento
para a expansao das fronteiras da soja no Brasil. Inicialmente, por meio de
hibridacdes e selecdo de materiais de ciclo tardio, foram desenvolvidas as
primeiras variedades adaptadas. Vale destacar o papel do IAC e da UFV que
desenvolveram as primeiras variedades bem sucedidas para o cerrado, no caso a
IAC-2 e a UFV-1, respectivamente. Posteriormente, a incorporacdo da
caracteristica periodo juvenil longo (PJL) nas novas variedades — procedimento
desenvolvido pelo Dr. Romeu A. S. Kiihl, pesquisador do IAC e posteriormente da

Embrapa Soja — permitiu a consolidacéo definitiva da cultura no cerrado brasileiro.

2.1.2. Aspectos taxonémicos, genéticos, botanicos e diversidade

A soja cultivada (Glycine max (L.) Merril) pertence ao género Glycine,
familia Leguminosae e subfamilia Papilionoideae. Dentro do género Glycine,
podem-se distinguir trés subgéneros: Bracteata, Glycine e Soja. No género
Glycine Willd, incluem-se espécies perenes no subgénero Glycine e espécies
anuais no subgénero Soja. A soja cultivada (Glycine max) e seu ancestral anual
selvagem (Glycine soja) pertencem ao subgénero Soja. Sao espécies
alotetraploides (2n = 40), com comportamento meiético de um dipldide normal,
carregando genomas similares, sendo compativeis sexualmente, podendo
produzir hibridos férteis e apresentam alto grau de auto-polinizacdo (SINGH e
HYMOWITZ, 1988; PALMER et al., 1996). Existem ainda 22 outras espécies
perenes reconhecidas dentro do género Glycine, das quais Glycine tabacina e
Glycine tomentella sdo neopolipldides (2n = 78, 80; HYMOWITZ, 2004). Segundo
Shoemaker et al. (2003), o genoma da soja é constituido por 1.115 milh&es de
pares de base por genoma hapldide, sendo mais de 35% constituido de
heterocromatina, com brago curto em seis dos 20 cromossomos bivalentes
completamente heterocrométicos (SINGH e HYMOWITZ, 1988). Apresenta
ainda,de 40 a 60% de sequéncias de DNA repetitivas, sendo que das sondas de
RFLP testadas, cerca de 90% detectaram locos duplicados, dentre essas sondas
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aproximadamente 60% detectaram trés ou mais locos (SHOEMAKER et al.,
1996), podendo ter como explicacao o seu passado de poliploidia.

Por ser o pais de origem da soja, a China € o berco da diversidade de
germoplasma dessa espécie, possuindo uma colecdo superior a 30.000 acessos
cultivaveis, dos quais cerca de 5.000 séo silvestres. Além da colecdo chinesa,
grande parte da variabilidade genética da soja € também mantida e conservada
em Bancos de Germoplasma existentes em varios paises orientais e ocidentais. O
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos da Ameérica (USDA), por
exemplo, mantém uma colecédo de aproximadamente 15.000 acessos de soja. No
Brasil, existe uma colecédo de germoplasma com aproximadamente 4.000 acessos
(gendtipos), que esta sendo conservada em camaras climatizadas no Banco Ativo
de Germoplasma da Embrapa Soja, em Londrina, PR. Esta mesma cole¢do é
mantida, em condicbes de conservacdo a longo prazo, na Colecdo Base da
Embrapa Recursos Genéticos, em Brasilia (DF). A maioria desses acessos foi
introduzida da colecdo de germoplasma norte-americana e €é composta
principalmente por gendtipos procedentes da China, do Japado e de outros paises
onde ocorreu a diversificagdo da espécie (ALMEIDA et al., 1997).

Nas colecdes de germoplasma de soja, a variabilidade genética para
caracteres fisiologicos, morfolégicos e agrondmicos €é considerada bastante
ampla. Entretanto, essa variabilidade existente nas cole¢cdes de germoplasma
ainda € pouco utilizada nos programas de melhoramento da soja. Isso se deve,
em geral, & opcdo dos melhoristas de utilizar variedades de alto desempenho
(cultivares e linhagens mais adaptadas) em seus programas de cruzamentos, 0
que pode conduzir a um estreitamento da variabilidade genética. Muitos
pesquisadores consideram gue a base genética das cultivares comerciais de soja
é restrita (HIROMOTO e VELLO, 1986), o que representa um fator de risco para a
estabilidade da cultura, haja vista a néo existéncia de nenhuma variedade

comercial resistente ao fungo causador da ferrugem asiatica da soja.

2.1.3. Importéncia econdémica da soja no Brasil

A soja é a mais importante leguminosa cultivada no mundo, sendo
amplamente cultivada em varios paises. Atualmente, 0s principais paises
produtores sdo os Estados Unidos, o Brasil, a Argentina e a China. O Brasil

destaca-se como o segundo maior produtor mundial e o primeiro maior exportador
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de soja. A producdo brasileira de soja no ano agricola 2007/2008 foi de
58,726 milhdes de toneladas em uma area de 21,2 milhdes de hectares, com uma
produtividade média préxima a 3.000 kg/ha (Figura 1).

50,000 Soja (em grao) i
Brasil
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Figura 1 - Evolugéo da soja no Brasil (Fonte: CONAB 2008).

A soja € uma das principais fontes de proteina e Oleo, sendo
responsavel por cerca de 60% do suprimento de proteina de origem vegetal e
25% do 6leo do mundo. No Brasil, a soja € responsavel por fornecer
aproximadamente 94% do farelo protéico e 90% dos Oleos vegetais aqui
consumidos. Destacam-se como o0s principais estados produtores Mato Grosso,
Parand, Rio Grande do Sul e Goias (EMBRAPA, 2007).

A soja é o principal commodity agricola do Brasil. O complexo soja, em
2007, exportou aproximadamente 23,8 milhdes de toneladas de graos, 12,9
milhdes de toneladas de farelo e 2,5 milhdes de toneladas de 6leo gerando em
torno de 10,18 bilh6es de ddélares (CONAB, 2008). Com isso, a cadeia da soja
destaca-se, tanto pela sua expressiva participacao nas exportacées sob a forma
de farelo, 6leo e grdos, como também para o suprimento do mercado interno de
Oleos comestiveis e derivados protéicos.

O preco do gréo, do 6leo e do farelo de soja no mercado mundial vem
mostrando muita volatilidade nos ultimos anos, principalmente o Oleo, com
variacdes de mais de 300% entre os varios anos. Entre 1997 e 2008, a cotacdo
do 6leo de soja exportado pelo Brasil variou entre 0 maximo de US$ 1350/t em

maio de 2008 e o minimo de US$ 300/t, em 2001 (Figura 2). Essas cotacdes
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determinaram a maior ou menor participacdo do Brasil no comércio mundial do

produto e também sua viabilidade de uso na producgéo do biodiesel.
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Figura 2 - Evolucéo do preco do complexo soja (Fob Porto Paranagud)
(Fonte: Abiove, 2008).

2.2. Melhoramento da soja

A criacdo de novas cultivares tem sido uma das tecnologias que mais
tém contribuido para os aumentos de produtividade e estabilidade de producéo,
sem custos adicionais ao agricultor. Uma cultivar de soja deve ter alta
produtividade, estabilidade de producdo e ampla adaptabilidade aos mais
variados ambientes existentes na regido onde é recomendada. E importante
destacar que as cultivares de soja lancadas atualmente tém capacidade de
produtividade superior a 4.000 kg/ha, muito maior que a média nacional, porém,
fatores bibticos e abidticos interagem para que essa capacidade de producdo néo
seja alcangada.

De acordo com Sediyama et al. (1999), programas de melhoramento de
soja devem enfocar 0s seguintes caracteres: adaptacdo quanto ao ciclo, habito de
crescimento, altura da planta e da insercdo da primeira vagem, acamamento,
deiscéncia das vagens, qualidade da semente, adaptacdo quanto ao nivel de
fertilidade do solo, resisténcia a doencas e pragas, aspectos qualitativos,
tolerancia a herbicida, produtividade e periodo juvenil longo.

O ganho genético proporcionado pelas novas cultivares ao setor
produtivo tem sido muito significativo, maior que 1,0% ao ano, por isso é que 0
desenvolvimento de variedades é dinamico, necessitando sempre de novos
cruzamentos, selecdo de progénies e ensaios de avaliagcdo, a fim de serem
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lancadas cultivares cada vez mais produtivas. A utilizacdo da tecnologia RR
(Roundup Ready) continua crescendo entre os produtores e vem também sendo o
carater de maior oferta pelas instituicbes de pesquisa, por meio das novas
cultivares. Em 2005, estavam registradas no Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento apenas 22 cultivares tolerantes ao glifosato. Ja em abril de 2008 ja
estavam inscritas 144 cultivares RR no Registro Nacional de Cultivares. Um novo
desafio para os melhoristas de soja é o desenvolvimento de variedades mais
tolerantes a ferrugem asiatica. No desenvolvimento de novas variedades, devem-
se combinar os diferentes alelos dos genes de resisténcia Rppl, Rpp2, Rpp3 e
Rpp4 com genes que conferem resisténcia horizontal. O correto posicionamento e
a colheita antecipada sao novas exigéncias dos produtores, por isso deve-se dar
prioridade as variedades mais precoces.

Nos ultimos anos, tem sido frequente no Brasil o questionamento, em
alguns estados, sobre a reducado do teor de proteina nas novas cultivares de soja.
Este fato pode ser explicado pela ndo priorizacdo deste carater no processo de
selecéo e pela correlacdo negativa entre producéo de grdos e teor de proteinas.
Portanto, torna-se necessario que os programas de melhoramento da soja se
empenhem em aumentar essa caracteristica nas novas cultivares, pois empresas
exportadoras de farelo de soja tém reduzido o pre¢co pago pelos gréos oriundos
das variedades gue possuem baixos teores de proteina.

Esta tendéncia foi evidenciada por Bonato et al. (2000), que avaliaram o
desempenho de cultivares do Rio Grande do Sul para a producdo de Oleo e
proteina comparando cultivares desenvolvidas antes e apds 1990. De acordo com
0s autores, as cultivares lancadas entre 1991 e 1996 apresentaram menor teor de
proteina e maior teor de 6leo que as cultivares desenvolvidas em anos anteriores,
devido principalmente ao emprego das cultivares Unido e Industrial como
genitores dos programas de melhoramento.

J& nos Estados Unidos, de acordo com Wilcox e Guodong (1997), a
composicdo média das sementes das cultivares comerciais, com poucas
excecbes, tem permanecido Inalterada, nos ultimos 70 anos, em
aproximadamente 400 g de proteina e 210 g de 6leo por kg de gréaos. No entanto,
Voldeng et al. (1997) afirmaram que de 1976 a 1992, o aumento do rendimento
dos graos das cultivares cultivadas naquele pais foi de 0,7% ao ano, enquanto o
nivel de proteina foi reduzido em 4 g/kg/ano e o teor de 0leo aumentou em
4 g/kg/ano.



Entdo, para tentar solucionar este problema é necessario que o0s
programas de melhoramento também considerem como critério de sele¢do o teor
de proteina. Para que este objetivo seja alcangcado, € necessario um profundo
conhecimento da magnitude da varidncia genética das caracteristicas
agrondmicas e de qualidade a serem melhoradas, principalmente produtividade,
teor de Oleo e proteina, bem como a de seus componentes, como estimativas de
herdabilidades e de correlagdes. Este conhecimento possibilita a avaliacdo da
potencialidade da populacdo para o melhoramento e facilita as decisdes de
escolha do método de selecdo mais eficiente a ser empregado, disso dependendo
a escolha acertada dos genitores e do método de melhoramento mais eficiente
(VERNETTI, 1983). Portanto, enfocando esses conhecimentos € que seréo feitas

algumas consideracdes a sequir.

2.2.1. Herdabilidade

O conceito de herdabilidade, introduzido para separar as diferencas
genéticas e ndo genéticas entre individuos, € de fundamental importancia no
melhoramento genético. A estimativa do coeficiente de herdabilidade atende a
duas finalidades basicas: a primeira, a de demonstrar a relativa facilidade com
qgue diferentes caracteres sdo selecionados em um determinado esquema de
melhoramento; e a segunda, a de permitir que estimativas dos progressos
esperados com a selecdo sejam obtidas.

Hanson (1963) define herdabilidade como a fracdo da variancia
fenotipica de uma unidade a ser transmitida para a progénie, ou em termos de
unidade de selecdo, a fracdo do diferencial de selecdo esperado pelo ganho,
quando a selecdo é praticada em uma referida unidade. Para Falconer (1987), a
herdabilidade de um carater métrico € uma das mais importantes propriedades de
uma populacdo, porqgue expressa a propor¢cao da variancia total atribuida ao
efeito médio dos genes, o que determina o grau de semelhanca entre parentes,
sendo a selecdo efetuada, fundamentalmente, nessa semelhanca. Dois tipos de
herdabilidades podem ser estimados em uma populacdo: a herdabilidade no
sentido amplo e a herdabilidade no sentido restrito. Quando a herdabilidade é
alta, a selecdo nas gerag0es iniciais de autofecundacéo é eficaz. Por outro lado,
sendo o seu valor baixo, a selecéo deve ser praticada apenas nas geracdes mais

avancadas, uma vez que o aumento da homozigose se reflete em um aumento da
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herdabilidade no sentido restrito, consequéncia do aumento da variancia genética
aditiva. Entretanto, deve-se atentar para a avaliacdo desses coeficientes, pois
maiores respostas a selecdo ndo estdo necessariamente associadas a
caracteristicas de maior herdabilidades, uma vez que altos valores de
herdabilidade podem ocorrer em caracteristicas de pequena variancia genética
aditiva.

Dudley e Moll (1969) discutem que a estimativa de herdabilidade refere-
se a uma caracteristica e a uma populacao, sendo especifica para as condicbes
experimentais nas quais 0s genétipos foram estudados. Assim, é dificlil
generalizar estimativas de uma populagdo para outra, ou para diferentes
condi¢cBes experimentais. Além disso, € normal a ocorréncia de erros associados
as estimativas de herdabilidades e de outros componentes da variancia genética,
principalmente quando s&o estimadas pela analise de variancia, existindo uma
grande faixa de variacdo nas estimativas da herdabilidade de uma mesma
caracteristica. Portanto, € necessério precau¢cdo na comparagdo entre
herdabilidades obtidas em diferentes populacdes e condicdes experimentais.

Na literatura, sdo descritas varias metodologias para obtencdo de
estimativas do coeficiente de herdabilidade. A utilizacdo da variabilidade entre as
plantas na geracdo F, em relacdo a variabilidade entre as plantas dos
progenitores foi utilizada por Mahmud e Kramer (1951), para a obtencédo do
coeficiente de herdabilidade. Warner (1952) prop6s uma metodologia para estimar
a herdabilidade com base nos progenitores, geracbes F; e F, e dos dois
retrocruzamentos. Hanson et al. (1956) determinaram estimativas do coeficiente
de herdabilidade com base nos componentes de variancia. Frey e Horner (1957)
propuseram estimar a herdabilidade em unidades-padrdo, obtidas calculando-se
a regressao sobre os dados codificados em termos de desvio padrdo. Smith e
Kinman (1965) utilizaram fatores de correcao do coeficiente de regressao pai-filho
para estimar a herdabilidade, utilizando progenitores endogamicos para algumas
geracdes de auto-fecundacéo.

De maneira geral, a producdo de graos é um carater que apresenta de
média a baixa herdabilidade, que pode ser atribuida ao comportamento
quantitativo desse carater, em funcdo do grande numero de genes que O
controlam, permitindo uma maior influéncia ambiental e a existéncia de genes que

apresentam acéo devido aos desvios de dominancia. Ja as caracteristicas teor de
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proteina e teor de 6leo apresentam herdabilidades de média a elevada, como
podera ser observado nos diversos trabalhos descritos a seguir.

Hanson e Weber (1961) estimaram a herdabilidade de diversas
caracteristicas de soja, estudando as geracdes F,, F3 e F4 e obtiveram estimativas
por meio dos componentes de variancia, sendo estimados os valores de 32, 79 e
86% para maturidade nas geracoes F,, F; e F4, respectivamente. Para altura de
planta na maturidade, foram estimados valores de 35, 73 e 82% para as mesmas
geracdes; para peso de sementes os valores foram de 35, 46 e 58%; para teor
de Oleo os valores foram de 34, 63 e 74%; e para producdo foram estimados
valores de 12, 40 e 53% para as mesmas geracoes, respectivamente.

Johnson e Bernard (1963), estudando herdabilidade para vérias
caracteristicas em soja, dentre elas o teor de proteina, mostram que em geracoes
precoces (F,) esta apresenta baixos valores, quando comparadas com geracfes
mais avancadas (Fs). Isso implica dificuldade de identificar e selecionar
genotipos superiores em geracfes precoces no caso Fj, resultando em pouco
progresso esperado por selecao.

Kwon e Torrie (1964), procurando estimar a herdabilidade para
caracteres de interesse em soja, estudaram duas populacdes derivadas da
selecdo de 64 plantas F, para cada cruzamento. Essas populagbes foram
avaliadas na geracdo F; em um ano e um local e as geracbes F, e Fs em dois
anos e dois locais. Os parametros genéticos extraidos da analise de variancia
proporcionaram estimativas de herdabilidade livre dos efeitos da interagao
gendtipo x ambiente. Os autores verificaram que a interacdo gendtipo x ano foi
maior que a interacdo genotipo x local, para muitas caracteristicas, principalmente
producdo de sementes. A herdabilidade para producdo de sementes foi mais
baixa devido a uma maior interacdo genatipo x ano, ficando na ordem de 3 e 10%,
respectivamente, para cada populacdo. Para os caracteres teor de Oleo e
proteina, a herdabilidade so6 foi estimada para um dos cruzamentos, apresentando
valores de 51 e 57%, respectivamente.

Para estudar a potencialidade do uso de germoplasma exotico de alto
teor de proteina como fonte de variabilidade para os teores de proteina e 6leo em
soja, Thorne e Fehr (1970) sintetizaram seis populag¢des oriundas de cruzamentos
biparentais que foram avancadas até a geracdo Fs, e seis populacbes de
cruzamentos tri-parentais que foram avancadas até a geracdo Fs. Foram
estimados os coeficientes de herdabilidade por meio dos componentes de
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variancia para as 12 populacfes derivadas dos cruzamentos bi e tri-parentais,
sendo que estes valores variaram de 81 a 96% para teor de proteina e de 77 a
95% para teor de Oleo nas sementes.

Shannon et al. (1972), trabalhando com seis populagbes com interesse
para teor de proteina e producdo de grdos, obtiveram estimativas de
herdabilidade com base nos parametros genéticos obtidos da andlise de
variancia. Essas populacdes foram sintetizadas a partir de um dialelo entre dois
progenitores de alto teor de proteina e dois progenitores de alta produtividade e
foram avancadas até a geracéo F, e testadas em dois locais. As estimativas de
herdabilidade nas seis populagdes variaram de 0 a 73% para producgéo de graos e
de 81 a 96% para teor de proteina.

Shorter et al. (1976), estudando o comportamento de trés populacdes
obtidas por trés pares de cruzamentos biparentais envolvendo progenitores com
baixo, médio e alto teor protéico, avaliadas em duas localidades nas geracdes F3
e F,, obtiveram estimativas de herdabilidade com base nos componentes de
variancia da geracao F4, variando de 73 a 86% para teor de proteina e de 75 a
84% para teor de 6leo. Quando considerados os dois ambientes, a herdabilidade
diminui tanto para teor de proteina, variando de 54 a 60%, como para teor de 6leo
variando de 47 a 84%. A herdabilidade também foi calculada no sentido restrito
com base na regressédo de F, sobre F3, tendo encontrado estimativas para teor de
proteina variando de 21 a 57% e para teor de 6leo variando de 1 a 66%.

Brim e Burton (1979) conduziram um programa de selecdo recorrente a
fim de aumentar o teor de proteina nas sementes em duas populacées, sendo
uma delas obtida do cruzamento entre duas linhagens produtivas e com altos
teores de proteina e a outra proveniente do primeiro ciclo de retrocruzamento de
uma linhagem produtiva com nove introdugbes de plantas com alto teor de
proteina. Ao final de varios ciclos de selecdo recorrente, foram estimadas as
herdabilidades realizadas baseando-se na regressao cumulativa em resposta ao
diferencial de selegéo, estas estimativas referem-se a herdabilidade no sentido
restrito e assumiram valores que variavam de 20 a 29% para a primeira
populacao e de 34 a 37% para a segunda populacgéo.

Erickson et al. (1981) estimaram a herdabilidade para teor de proteina
em quatro populagbes obtidas a partir de quatro pares de cruzamentos
biparentais interespecificos entre Glycine max e Glycine soja. Para o calculo da

herdabilidade no sentido restrito, foi utilizada a regressdo das médias de familias
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F3; sobre as familias parentais F, e para a herdabilidade no sentido amplo, foi
calculada pelos componentes de variancia para as médias de familias F3. A
estimativa de herdabilidade para teor de proteina, no sentido restrito, foi de 27% e
no sentido amplo de 78%, com base nas 100 familias F3 avaliadas em dois locais.

Cianzio e Fehr (1982) avaliaram a herdabilidade no sentido amplo para
teor de proteina em populacdes de retrocruzamento sintetizadas a partir de
cruzamentos biparentais, contrastando para teor de proteina e producéo de graos.
O coeficiente de herdabilidade foi calculado até a segunda geracdo de
retrocruzamento, e os valores variaram de 76 a 89%, tendo sido também
constatada uma diminui¢cdo na variancia genética para teor de proteina a medida
gue se aumentava o grau de recuperacao do progenitor recorrente por meio dos
retrocruzamentos.

Mckendry et al. (1985), estudando a heranca dos teores de Oleo e
proteina das sementes por meio de cruzamentos biparentais entre trés
variedades de ciclo precoce, avaliaram as geracdes Pi, P, Fi, Fp, F3 e 0
retrocruzamento. A herdabilidade no sentido amplo foi calculada a partir dos
componentes de variancia de geracao F, extraidos da andlise efetuada segundo
modelo de Mather e Jinks, sendo estimada para teor de 6leo variando de 57 a
68% e para teor de proteina variando de 68 a 83%. A herdabilidade no sentido
restrito foi obtida de duas maneiras: a primeira utilizando a variancia genética
aditiva em F, dividida pela variancia fenotipica, que variou de 57 a 62% para teor
de Gleo e para teor de proteina variou de 34 a 72%; e a outra maneira utilizando
a regressdo das médias de familias F3; sobre as familias parentais Fo,
apresentando valores para teor de Oleo variando de 43 a 70% e para teor de
proteina variando de 76 a 81%.

Buscando estabelecer estratégias para o melhoramento simultaneo para
producdo de graos e teor de proteina, Prado (1994) avaliou quatro cruzamentos
biparentais de soja na geracdo Fg obtendo estimativas de herdabilidades no
sentido restrito com base em médias para o carater producdo de gréos e teor de
Oleo variando de 50 a 70%, para teor de proteina a herdabilidade foi mensurada
em apenas um cruzamento e apresentou valor de 61%.

Wilcox (1998) conduziu um programa de selecdo recorrente para
aumentar o teor de proteina nas sementes em duas populagbes de soja,
utilizando macho-esterilidade. Estimativas de herdabilidade foram calculadas a
cada ciclo de selecéo recorrente, que variaram de 55 a 89% entre o primeiro e o

14



sétimo ciclo. Houve também um aumento da variabilidade para teor de proteina, a
medida que se aumentava o numero de ciclos de selecéo recorrente.

Helms e Orf (1998), trabalhando com dez diferentes populacdes na
geracdo Fs, testadas em sete ambientes diferentes, calcularam a herdabilidade
considerando-se todos os ambientes para teor de proteina, encontrando valores
elevados para a maioria das populacoes.

Azevedo Filho et al. (1998) avaliaram linhagens de soja na geracéo Fe.7,
obtidas de 45 cruzamentos dialélicos em dois locais contrastantes para saturacao
de aluminio, tendo observado ampla variacdo entre os coeficientes de
herdabilidade para um mesmo carater em diferentes cruzamentos, e atribuiram
isso a diversidade genética entre 0s genitores e ao tipo de resposta as variacées
ambientais. Obtiveram coeficientes de herdabilidade de 58,0 e 84,0% para
namero de dias para a maturacgao, 64,0 e 62,0% para altura da planta, e de 38,0 e
38,0% para producdo de grédos, para alta e baixa saturacdo de aluminio,
respectivamente. Valores mais elevados de herdabilidades para altura de planta
na maturacdo e producdo de gréos foram encontrados por Costa et al. (2004),
guando avaliaram 1.200 plantas derivadas de 26 populacdes F, derivadas de
cruzamentos biparentais em delineamento em blocos aumentados de Federer
(1955).

Mauro et al. (2000), avaliando as caracteristicas altura da planta na
maturacao, altura de insercdo da primeira vagem e a producao de grdos em 30
linhagens de soja por trés anos, encontraram estimativas de herdabilidade de
46,0, 29,0 e 20,0% para altura da planta, altura de insercao da primeira vagem e
producdo de graos, respectivamente. Observaram ainda que o carater altura da
planta foi menos sensivel as alteragcdes ambientais do que altura de insercao da
primeira vagem e producéo de gréos.

Backes (2000), utilizando um esquema experimental de familias
intercaladas de progenitores, avaliou cinco populacées de soja, trés na geracao
Fe e duas na Fs5, tendo obtido estimativas de herdabilidade no sentido restrito
ente familias para a caracteristica altura de planta na maturacao variando de 59,4
a 92,2% para este carater, valores proximos aos encontrado por Santos et al.
(1995).

Teixeira (2003), estudando uma populacdo nas geragdes F, e Fs,

encontrou estimativas de herdabilidades de 56,2% para o teor de proteinas totais,
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62,1% para o teor da subunidade 7S e 43,4% para o teor da subunidade 11S,
mostrando a possibilidade de melhoramento para a qualidade protéica da soja.

Reis et al. (2004), avaliando a caracteristica producdo de gréos por
planta em trés populacbes de soja na geracdo Fs em um delineamento
experimental de familias intercaladas de progenitores, encontraram valores
variando de 25,8 a 77% e 5,53 a 37,7% para as herdabilidades no sentido restrito,
entre e dentro de familias, respectivamente.

Miranda (2006), avaliando 207 familias nas geracdes F, e F3 derivadas
de cruzamentos contratantes para teor de proteina, encontrou estimativa de
herdabilidade no sentido restrito, calculada pela regresséo pai/filno segundo Smith
e Kinman (1965) no valor de 43,40%. Pela andlise de variancia entre familias F3, a
estimativa de herdabilidade no sentido amplo foi de 62,36% para teor de proteina,

71,5% para teor de 6leo e de 56,5% para producao de graos.

2.2.2. Correlagéo entre caracteres

Um aspecto genético de grande valor para o melhoramento de plantas,
que deve receber atencdo dos melhoristas, é a estimativa das correla¢des entre
caracteres, pois reflete o grau de associacdo entre esses caracteres. Seu
conhecimento é importante porque mostra como a selecdo para um carater
influencia a expressao de outros caracteres. Nos programas de melhoramento,
geralmente, além de visar ao aprimoramento de um carater principal, busca-se
também manter ou melhorar a expressao de outros caracteres.

Segundo Falconer (1987), a correlacdo entre caracteres tem duas
causas principais: uma genética e outra de ambiente. As causas genéticas sao
principalmente em virtude da pleiotropia e do desequilibrio de ligacdo génica,
sendo o desequilibrio de ligacdo génica uma causa transitéria, particularmente
gquando as populacbes sao derivadas de progenitores divergentes e de
fecundacao cruzada. A correlacdo de ambiente entre caracteres ocorre quando
eles séo influenciados pelas mesmas diferencas do ambiente. A correlacado pode
ser estimada em trés niveis: fenotipico, genotipico e de ambiente. No nivel
fenotipico, estdo envolvidas tanto as causas genéticas como as de ambiente. Se
ambos o0s caracteres correlacionados possuem baixas herdabilidade, entdo a

correlacéo fenotipica é determinada, principalmente, pela correlagdo de ambiente.
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Se eles tém altas herdabilidades, entdo a correlacdo genética é a mais
importante.

Os estudos sobre correlagbes genotipicas, fenotipicas e de ambiente em
soja tém envolvido os caracteres avaliados desde o florescimento até a
maturacdo, destacando-se a produtividade e seus componentes e, mais
recentemente, envolvendo analises quantitativas e qualitativas de 6leo e proteina
(SHARMA, 1979; CECON et al., 1993; AKHTER e SNELLER, 1996a,b; TAWARE
et al.,, 1997; WILCOX, 1998; XINHAI et al., 1999; MORRISON et al., 2000;
WILCOX e SHIBLES, 2001; ALT et al., 2002).

Nos trabalhos em que foram estimadas as correlagbes genotipicas e
fenotipicas constata-se que geralmente elas tém o mesmo sinal e que, com
poucas excecdes, as correlacdes genotipicas sdo maiores que as fenotipicas
(JOHNSON et al.,, 1955; ANAND e TORRIE, 1963; KWON e TORRIE, 1964,
FEHR e WEBER, 1968; SMITH e WEBER, 1968).

Wakawkar et al. (1976) sugeriram levar em conta, em programas de
selecdo visando ao aumento de producdo em soja, 0S caracteres numero de
ramos, numero de dias para florescimento e maturacdo e numero de vagens por
planta, pois foram os caracteres que tiveram altos efeitos positivos diretos e
indiretos, via todos os componentes de producao.

Estimativas da magnitude das correlacbes genotipicas e fenotipicas
foram obtidas em soja por Johnson et al. (1955) para todas as possiveis
combinagcbes entre 24 caracteres avaliados. Por meio de duas populacdes
segregantes provenientes de cruzamentos avaliados na geragao F, em dois e trés
locais, respectivamente, os autores estimaram as correlacbes genotipicas e
fenotipicas entre teor de 6leo e de proteina em -0,69 e -0,70 para uma das
populacdes e -0,48 e -0,48 para a outra. As correlagdes entre teor de proteina e
producéo de gréos ficaram em -0,12 e -0,80 para a primeira e -0,64 e -0,33 para a
segunda populacéo.

Kwon e Torrie (1964) estimaram correlagcdes genéticas e fenotipicas em
duas populacdes segregantes obtidas de cruzamentos biparentais e avaliadas na
geracdo Fs em cinco locais. As correlacdes genéticas e fenotipicas entre teor de
60leo e de proteina foram estimadas em -0,66 e -0,54, respectivamente, em
apenas um dos cruzamentos. Produgcdo de gréos e teor de proteina estavam

negativamente correlacionadas em -0,58 e -0,42, respectivamente.
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Thorne e Fehr (1970) estudaram cruzamentos entre cultivares de soja
adaptadas e introducdes com alto teor de proteina. As populagbes foram
avancadas até a geracao Fg para cruzamentos biparentais e Fs para cruzamentos
triparentais. A correlacédo fenotipica estimada para as diversas populacfes variou
entre -0,84 e -0,54 para teor de proteina e teor de 6leo, e entre -0,38 e -0,28 para
teor de proteina e producdo de gréos, o que seria suficiente para permitir uma
selecdo de linhagens com alta producéo e alto teor de proteina.

Shannon et al. (1972), trabalhando com seis popula¢cbées obtidas por
cruzamentos biparentais entre quatro progenitores, sendo dois progenitores
produtivos e dois com alto teor protéico e avaliado na geracédo F, em dois locais,
estimaram correlacdes genéticas e fenotipicas para os caracteres teor de
proteina, teor de 6leo e producdo de gréos. A correlacdo genética entre teor de
proteina e teor de 0Oleo, e entre teor de proteina e producao de graos variou entre
-0,92 e -0,46 e entre -0,61 e -0,24, respectivamente. Uma correlacéo fenotipica foi
estimada variando entre -0,68 e -0,30 para teor de proteina e teor de dOleo, entre -
0,21 e 0,15 para teor de proteina e producao de graos.

Shorter et al. (1976), estudando o comportamento de trés populacdes
obtidas por trés pares de cruzamentos biparentais envolvendo progenitores com
baixo, médio e alto teor protéico, avaliados em duas localidades nas geracdes F3
e F4, obtiveram correlagdes genotipicas entre teor de proteina e producdo de
graos variando entre -0,50 a 0,34.

Miller e Fehr (1979), apGs praticar um ciclo de selecéo recorrente para
teor de proteina em soja, estimaram a correlacdo genética entre teor de 6leo e
teor de proteina em -0,69 e a correlacao fenotipica em -0,72. Obtiveram aumento
de 1,5% na média para teor de proteina, mas com uma reducéo de 0,70% no teor
de 6leo. Em condi¢cdes semelhantes, praticaram um ciclo de selecdo para baixo
teor de 6Oleo, obtendo um aumento indireto no teor de proteina de 0,80% e uma
reducao no teor de 6leo de 0,80%.

Openshaw e Hadley (1984) estudaram, em duas populagbes que
incluiam progenitores de alto teor de proteina e que foram avaliados em F; e Fy4, a
adequacao de indices de selecdo para modificar a concentracdo do teor de
proteina, Oleo e agucares nas sementes de soja. As correlagbes genéticas entre
teor de proteina e teor de 6leo e entre teor de proteina e conteido de agucares
encontrados foram de -0,83 e -0,68 para uma populacéo e -0,68 e -0,60 para a
outra populacao.
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Holbrook et al. (1989) avaliaram a utilizacdo de indices de sele¢do para
aumento de producdo com a manutencdo do teor de proteina na semente e,
apesar da frequente correlagdo negativa entre estes dois caracteres, obtiveram
aumentos significativos na producdo sem alteracdo no teor de proteina por meio
da utilizac&o de indices de selecao restrito.

Xu e Wilcox (1992) estimaram correlagbes fenotipicas em uma
populacdo submetida a quatro ciclos de selecdo recorrente, utilizando macho-
esterilidade para promover os intercruzamentos, tendo sido as populacbes
selecionadas a cada ciclo para teor de proteina. Coeficientes de correlacdes
foram estimados variando de 0,18; 0,15; -0,21; -0,13; -0,17, respectivamente, da
populacéo inicial até o quarto ciclo de selecdo para producdo de graos e teor de
proteina.

Wilcox e Cavins (1995), estudando correlagBes entre teor de proteina e
producdo de graos, por meio de uma série crescente de retrocruzamentos entre
dois progenitores contrastantes para estas duas caracteristicas, verificaram uma
correlacdo negativa decrescente entre teor de proteina e producdo de grédos a
medida que se avancaram o0S retrocruzamentos, obtendo ao final do 3°
retrocruzamento linhagens produtivas e com alto teor de proteina.

Scott e Kephart (1997) estudaram o comportamento de linhagens Fs
derivadas de oito cruzamentos entre materiais adaptado x adaptado e adaptado x
ndo-adaptado com niveis diferentes de proteina, tendo encontrado correlacdes
positivas entre producdo de gréos e teor de proteina em todos os cruzamentos,
com uma variacado de 0,10 a 0,58. Quando praticada uma selecdo com 10% de
selecionados, obtiveram ganhos diretos para teor de proteina que atingiram até
4,0% e reduziram a producao e teor de 6leo em até -1,2% e quando se praticou a
selecédo direta para producdo obtiveram ganhos de até 16,5%, mas com uma
reducao de 1,1% para teor de proteina.

Xinhai et al. (1999) determinaram correlacdes genéticas entre teor de
proteina e producdo de grédos e entre teor de proteina e componentes de
producdo em uma populacdo derivada do cruzamento entre Glycine max e
Glycine soja, utilizando cinco diferentes métodos de selecdo, e encontraram
correlagcbes entre teor de proteina e producdo de gréos variando de -0,117
a-0,271.

Wilcox e Shibles (2001) estudaram a associacdo entre teores de
proteina, Oleo, carboidratos totais, sacarose e enxofre em uma populacdo que
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continha uma ampla variacdo para teor de proteina. Neste trabalho, 43 linhagens
com concentracdo de proteina, variando de 413 a 468 g kg™, foram cultivadas em
trés ambientes. As linhagens apresentaram variagdes significativas para cada
uma das caracteristicas avaliadas. Os teores de carboidratos totais néo tiveram
associacdo com produtividade. O aumento no teor de proteina ocorreu a custa do
teor de Oleo, carboidratos totais e sacarose com coeficientes de correlacéo de -
0,88, -0,71 e -0,66, respectivamente. No entanto, as propor¢cdes S/N foram
constantes em todos os niveis de proteina. Estes autores concluiram que a
diminuicdo no teor de carboidratos com o aumento do teor proteina devera
contribuir para um aumento do valor nutricional do farelo obtido dessas linhagens
melhoradas. Além disto, a consistente propor¢do S/N em todas as linhagens com
diferentes teores de proteina indica que os teores de aminoacidos sulfurados nao
foram reduzidos com o aumento de proteina.

Farias Neto et al. (2001) estimaram a correlacao fenotipica e genotipica
entre porcentagem de 6leo na semente (%OL), produtividade de dleo (PO) e
produtividade de grdos (PG). Neste experimento, foram utilizadas progénies Fs.4
provenientes de cruzamentos em cadeia envolvendo 40 genitores. As correlacdes
fenotipicas estimadas foram de: rpg x po = 0,98; rpc x oL = 0,04 € rpo x oL = 0,17.
Para o produtor, um maior rendimento ou produtividade de 6leo por area pode ser
mais desejavel que um maior teor de 6leo na semente. Isso se da porque o
rendimento de 6leo por area esta também ligado a produtividade da lavoura. A
baixa correlacdo entre PO e %OL pode ser explicada por este balanco. Em
contrapartida, para a industria de esmagamento, sementes de soja com maior
teor de Oleo (%OL) sdo mais desejaveis, pois levam a um maior rendimento na
extracdo de Oleo.

Miranda (2006) estimou correlacdes genotipicas entre os caracteres
producdo de grdos (PRO), nimero de dias para maturacao (NDM), teor de éleo
(OLEO) e teor de proteina (PTN) em 207 familias F3 de soja derivadas de
cruzamentos contratantes para teor de proteina e 6leo. Encontrou valor de
correlacéo entre PRO e PTN igual a -0,08; entre PRO e OLEO igual a 0,35; entre
PRO e NDM igual a 0,71; entre NDM e PRO igual a -0,44; entre NDM e OLEO
igual a 0,43; e entre PTN e OLEO um alto valor negativo igual a -0,89. Estes
valores de correlagbes demonstram apenas dificuldades para obter ganhos

simultaneos para 0leo x proteina e producao x precocidade.
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2.3. Procedimentos de selecao

Os programas de melhoramento genético da cultura sdo essenciais para
atender a crescente demanda por maiores produc¢des, possibilitando, pela criacdo
de variabilidade e ampliacdo da base genética, a selecdo dos melhores genotipos
de uma populagéo, capazes de superar os patamares atuais de produtividade.

Contudo, selecionar progénies superiores nao é tarefa facil, uma vez que
0s caracteres de importancia, em sua maioria, SA40 quantitativos e apresentam
comportamento complexo, por serem influenciados pelo ambiente e estarem inter-
relacionados, de tal forma que a selecdo de um provoca uma série de mudancgas
em outros (CRUZ, 2001).

Partindo-se de uma populacdo base de soja, varias estratégias de
selecdo podem ser usadas. No entanto, o melhorista sempre se preocupa em
usar uma estratégia que promova o maior ganho por unidade de tempo e custo.
Para tal fim, dispde-se de técnicas de genética quantitativa que permitem predizer
0 quanto conseguira de ganho na geracdo seguinte, utilizando determinada
estratégia de selecdo. Assim, pode-se decidir pela melhor estratégia, com bases
cientificas, tendo em vista 0 quanto de progresso sera conseguido na geracdo
seguinte (VENCOVSKY, 1987).

O tamanho e o numero de populacbes que podem ser avaliadas para
determinados caracteres, assim como 0s objetivos de um programa de
melhoramento, sdo o0s determinantes quando da escolha do método de
melhoramento de plantas. Métodos tradicionais de melhoramento de plantas
autégamas sao utilizados para desenvolver novas variedades de soja, tais como:
introdugcdo de germoplasma melhorado, genealdgico, populacdo (‘bulk’),
genealdgico modificado (SSD), retrocruzamentos e selecdo recorrente.
Combinacdes e ou variacdes desses métodos sdo também bastante utilizadas
pelos melhoristas durante o processo de avanco de geracdes segregantes.
Recentemente, técnicas da biotecnologia como clonagem, transformacao
genética e marcadores moleculares tém sido empregados com sucesso Nno
desenvolvimento de novas variedades, como no caso da soja Roundup Ready.

As atividades da maioria dos programas de melhoramento envolvem
guatro etapas principais: escolha dos parentais, cruzamentos entre parentais e
obtencdo de genotipos segregantes, avanco das geracdes até a homozigose e
avaliacdo das linhagens. A etapa intermediaria correspondente ao avanco das
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geracdes de endogamia tem sido feita de forma relativamente rotineira, com a
finalidade principal de desenvolver genétipos homozigéticos, que, estando livres
das combinacdes alélicas heterozigéticas e tendo fixado as combinacgbes
epistaticas favoraveis, aumentam a eficiéncia dos testes de desempenho
agrondmico. Além disso, as linhagens homozigéticas podem ser avaliadas com
precisdo experimental superior, pois dispdem de um maior nimero de sementes
para locais, épocas de cultivo e anos agricolas. Por outro lado, o avanco das
geracdes de endogamia tem como desvantagens o aumento do nimero de anos
de cada ciclo do programa de melhoramento e a demanda adicional de recursos
humanos e financeiros. Essas limitagbes poderiam ser contornadas pela eficiente
e eficaz escolha dos parentais e pela avaliagdo e selecdo dos gendétipos
promissores logo nas geracdes iniciais, de maneira que somente estes genotipos

selecionados sejam avancados até originarem linhagens superiores.

2.3.1. Delineamento com familias intercaladas com testemunhas

Os delineamentos experimentais obedecem a trés principios basicos:
repeticdo, casualizacdo e controle local. Entdo, sera da observacdo destes
principios que depende a maior ou menor validez das conclusdes obtidas. O ideal
€ utilizar grande numero de repeticdes, buscando maior precisdo experimental,
pela diminuicdo dos efeitos ambientais. A casualizacdo tem por finalidade evitar
que as repeticoes de um determinado tratamento venham a ser continuamente
favorecidas ou desfavorecidas pelo ambiente, quando distribuidas nas diversas
unidades experimentais, enquanto o controle local deve ser exercido pela
utilizacdo de areas mais homogéneas ou pela divisdo da area em blocos. A
observacéo destes principios garante validade as inferéncias estatisticas, dando
confiabilidade a comparacao de médias no processo de selecdo (GOMES, 1990;
RAMALHO et al., 2000).

Porém, na avaliacdo de geracfes segregantes em programas de
melhoramento de plantas, a exemplo da soja, pelo menos trés fatores limitam a
utilizacdo de repeticdes: a pequena quantidade de sementes disponiveis; 0
grande numero de materiais a serem avaliados; e a falta de homogeneidade
genética nas primeiras geracdes de autofecundagdo, mesmo entre sementes
oriundas de uma unica planta. Assim, ndo se pode considerar como repeticdes
parcelas entre as quais, além das diferencas ambientais, exista heterogeneidade
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genética. Mesmo na avaliacao de linhagens e clones, muitas vezes o que dificulta
a utilizacdo de delineamentos experimentais é o grande numero de tratamentos a
serem avaliados.

Uma alternativa para contornar estas dificuldades é a utilizacdo de
blocos aumentados (FEDERER, 1955). Neste delineamento, sdo considerados
dois tipos de tratamentos: os tratamentos comuns a todos os blocos, ou seja, as
testemunhas, e o segundo tipo, os tratamentos regulares, que aparecem em
apenas um dos blocos, ou seja, sem repeticbes. Neste delineamento, as
observacdes dos tratamentos regulares de cada bloco sdo corrigidas em funcao
da diferenca entre a média geral das testemunhas e a média das testemunhas
naquele bloco. Desta forma, todos os tratamentos regulares de um mesmo bloco
sao ajustados por um unico indice obtido com base nas testemunhas.

Em soja, Spehar (1994) mostrou que estes delineamentos foram
eficientes na identificacdo de gendtipos tolerantes a toxidez de aluminio. As
vantagens em relagdo aos ensaios com repeticdes recairam sobre o custo efetivo.
O autor recomenda testes para a selecdo de variedades contrastantes a serem
usadas como testemunhas, esperando que elas representem melhor o
germoplasma e que a correcao para os efeitos de blocos seja mais precisa e Uutil
as comparacdes. Entretanto, Gomes (1995) e Rios (1997) afirmam que este tipo
de delineamento ndo se mostrou eficiente para a estimacéo de correlacdes entre
caracteres, alertando para a necessidade de estudos sobre sua utilizacdo na
estimacao de parametros genéticos. Contudo, os autores compartilham da opiniao
de que o emprego deste tipo de delineamento seja factivel de ser implementado
em programas de melhoramento de soja, sobretudo para os testes de genoétipos
nas etapas iniciais, quando muitas progénies precisam ser avaliadas e a
disponibilidade de sementes € baixa.

Backes et al. (2003) implementaram modificaces no delineamento de
blocos aumentados em que as familias sem repeticbes séo intercaladas
regularmente com testemunhas com repeticbes, possibilitando a estimacéo do
componente ambiental associado a variancia fenotipica da populacdo em estudo
e, consequentemente, os parametros genéticos e com base na repeticdes das

testemunhas procede-se a correcado do efeito ambiental nas familias.
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2.3.2. Estratégias de selecao

A possibilidade de o melhorista predizer o ganho esperado pela selecéo
antes mesmo que ela seja realizada é uma das maiores contribuicdes da genética
quantitativa (RAMALHO e VENCOVSKY, 1978; HALLAUER e MIRANDA FILHO,
1981). Para CRUZ e REGAZZI (1997). De acordo com a estratégia de selecao e o
ganho que ela proporcionara, pode-se orientar, de maneira mais efetiva, um
programa de melhoramento, bem como predizer o sucesso do esquema seletivo
adotado, decidindo, com bases cientificas, quais esquemas podem resultar em
maior ganho genético.

Os progressos genéticos referem-se as alteracdes observadas nas
caracteristicas de interesse, durante um ciclo de selecdo, com a recombinacao
e/ou a multiplicacdo das unidades selecionadas. Tais modificacées ocorrerdo em
magnitude e sentido variados, dependendo da estratégia e dos critérios de
selecdo adotados. Assim, uma das atribuicbes mais importantes do melhorista de
plantas € identificar critérios ou estratégias de selecdo capazes de promover
alteracdes, no sentido desejado, nas caracteristicas de interesse dentro de um
programa de melhoramento.

O progresso genético direcionado em qualquer espécie esta associado a
existéncia de variabilidade genética, a selecdo natural e/ou artificial e ao ajuste
dos gendtipos aos ambientes existentes. Comprovada a presenca da variabilidade
genética e sobretudo seu valor em relacdo a variacdo ndo-genética, a selecéo
assume grande importancia no progresso genético. Por fim, a selecdo objetiva
acumular alelos favoraveis a caracteristica de interesse em determinada
populacao.

Varios sao os procedimentos ou estratégias utilizados pelo melhorista
para identificar os gendtipos superiores numa populacdo. Alguns levam em conta
o comportamento do individuo, enquanto outros se fundamentam, primeiramente,
no desempenho da familia e, secundariamente, na superioridade relativa dos
individuos dentro da familia.

Ha, também, a estratégia que utiliza, simultaneamente, as informacdes
do individuo e de seus parentes, chamada de selecdo combinada, sendo sempre
superior aos métodos de selecdo individual, de familias e entre e dentro de
familias (FALCONER, 1987). A selecédo combinada proporciona resposta superior
ou, no minimo, equivalente a selecdo de familias ou a selecdo massal (LUSH,
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1964), e a resposta a selecdo pode ser maximizada se toda informacéo obtida
nos parentes for também utilizada no processo seletivo (WEBER, 1982).

Os testes de progénies, instrumentos dos mais importantes para o
trabalho do melhorista, tém sido usados na estimacédo dos parametros genéticos e
selecédo de individuos entre e dentro de progénies, quando se procura avaliar a
magnitude e a natureza da variancia genética disponivel com vistas a quantificar
0os ganhos com a selecdo e predizer o melhor método de selecéo a ser utilizado.
Nos referidos testes, podem ser discriminados os individuos superiores a serem
utilizados em novos ciclos de melhoramento.

A selecdo combinada, por outro lado, baseia-se em um indice que
considera, simultaneamente, o comportamento do individuo e sua familia. Dessa
forma, em funcéo dos pesos de ponderacao do individuo e da familia, é possivel
selecionar individuos superiores, porém de familias de desempenho intermediario,
ou ainda, individuos de desempenho intermediario pertencentes a familias
superiores (FALCONER, 1987; RESENDE e HIGA, 1994). Essa idéia ndo € nova
no melhoramento genético. Lush (1945, 1947) realizou a primeira analise dessa
questdo e propbs a selecdo combinada com base em valores individuais com
recuperacdo da informacéo de familias. Nesse método, a selecdo é baseada em
medidas genéticas (valores genéticos liquidos) e ndo fenotipicas, dos candidatos
a selecdo. Nesse contexto, o uso da selecdo combinada podera proporcionar
ganhos mais elevados que os obtidos pela selecdo massal ou de familia.

Erickson et al. (1981) estudaram selecdo para proteina em geracdes
precoces do cruzamento entre Glycine soja e Glycine max. A herdabilidade do
teor de proteina foi medida em F; e F3 e 0 ganho por selecdo massal e selecéo de
familias foi comparado na geracéo F3; destes cruzamentos. G. soja foi usado como
progenitor masculino em todos 0s cruzamentos e a porcentagem de selegcao foi
de 10%. A herdabilidade para proteina na geracdo F, foi de 27%, obtida pela
regressao pai-filho. A herdabilidade no sentido amplo em familias F3 cultivadas
em dois locais em uma estacao foi de 78%. A média do teor de proteina em cada
populacao selecionada foi maior do que a média da populacdo ndo selecionada.
As médias dos teores de proteina dos métodos de selecéo foram: selecdo massal
em F, e F3 48,0%; selecdo massal em F3; seguida de uma Unica semente por
descendéncia, 48,8%; selecdo entre familias F3, 47,6%; e selecdo entre e dentro
de familias F3, 47,5%. O método de selecdo massal foi superior ao método de

selecédo de familias em nivel de 1,0%. Estes autores comentam que, apesar de a
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selecdo precoce ter elevado o teor de proteina da populacdo, a segregacao
continuou a originar genaétipos de baixo teor de proteina. Consequientemente,
passos adicionais de selecao deverdo ser necessarios.

Reis et al. (2004), em trabalho de melhoramento de soja, procuraram
predizer o ganho genético para producdo de graos, advindo de diferentes
procedimentos de selecdo e indicar, entre as populacdes estudadas, a mais
promissora quanto a expectativa de ganhos, adotando para isso quatro
estratégias de selecdo para comparar os ganhos: selecdo entre e dentro de
familias; selecdo combinada e selecdo individual para producdo de graos; e,
também, para a selecdo livre de pesos e de parametros, o numero de dias e
altura da planta por ocasido da maturacdo. Os individuos selecionados na
geracdo Fs foram conduzidos e observados em campo no esquema cultivares-
padrdo intercalados as linhas segregantes. Os resultados indicaram que,
considerando a familia no processo seletivo, a estratégia de selecdo combinada
foi a mais promissora. Entretanto, a estratégia de selecéo individual deteve maior
expectativa de progresso genético entre as quatro estratégias. Quanto aos
cruzamentos, o cruzamento entre 0s progenitores CEPS 89-26 e FT-Cristalina foi

0 que apresentou maior expectativa de ganho genético.

2.3.3. Selecao simultanea de caracteres

Para a obtencdo de genoétipos superiores, € necessaria a reunidao de
uma série de atributos favoraveis que confiram rendimento comparativamente
mais elevado e satisfacam as exigéncias do mercado. Com isso, a selegéo
baseada em uma ou poucas caracteristicas mostra-se inadequada, conduzindo a
um produto final superior apenas em relagdo aos caracteres selecionados (CRUZ
e REGAZZI, 1997).

Assim, a selecdo simultdnea de um conjunto de caracteres de
expressividade econbmica aumenta a chance de éxito de um programa de
melhoramento. Para tal, a teoria de indice de selecdo permite combinar as
multiplas informacdes contidas na unidade experimental, possibilitando a sele¢céo
com base em um complexo de varidveis que relna varios atributos de interesse
econdmico. Desse modo, o indice de sele¢do constitui-se num carater adicional,
estabelecido pela combinacdo linear 6tima de varios caracteres, que permite

efetuar, com eficiéncia, a selecdo simultdnea, proporcionando maiores ganhos
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totais (CRUZ e REGAZZI, 1997). Dois indices de selecdo ndo restritos muito
empregados no melhoramento genético sédo o indice classico proposto por Smith
(1936) e Hazel (1943) e o indice com base nos ganhos desejados proposto por
Pesek e Baker (1969). Mas, segundo Resende (2002), muitas vezes torna-se
importante impor restricbes a estes indices, visando a atender as necessidades
do melhorista. Uma dessas restricbes impostas ao indice classico apresentada
por Kempthorne e Nordskog (1959) é a manutencdo de r caracteristicas
inalteradas, ao mesmo tempo em que se procura maximizar o ganho genético em
n caracteristicas, dentre um total g = (n + r). Outro tipo de restricdo apresentada
por Tai (1977) ao indice proposto por Pesek e Baker (1969) é a inclusdo de
caracteres tidos como secundarios no indice para auxiliar no melhoramento dos
caracteres principais, necessitando apenas dos ganhos desejados dos caracteres
e impondo que o valor econémico dos caracteres secundarios sejam nulos.

Segundo Cruz (1990), o indice de selecao tem sido mais freqientemente
utilizado nos programas de melhoramentos animal e vegetal de espécies perenes
e semi-perenes, com UsO muito restrito em espécies anuais e de ciclo curto.

Trabalhos similares ja foram realizados com milho (GARCIA e SOUZA
JUNIOR, 1999; GRANATE et al., 2002), eucalipto (PIRES, 1996; PAULA et al.,
2002), arroz (MORAIS, 1992; RODRIGUEZ et al., 1998) e soja (OLIVEIRA et al.,
1999; REIS et. al., 2004; COSTA et al., 2004; 2008).

Shorter et al. (1976) estudaram a eficiéncia relativa da selegéo direta e
indireta por meio do indice na obtencdo de ganhos para a produtividade de
proteina e de Gleo e para os teores de proteina e 6leo em trés populacdes obtidas
por trés pares de cruzamentos biparentais envolvendo progenitores com baixo,
meédio e alto teores protéicos, avaliados em duas localidades nas geracoes F3 e
F4. Nesse estudo, obtiveram-se ganhos preditos pela selecdo direta variando de
5,9 a 26,1% para as produtividades de proteina e 6leo, enquanto para os teores
destas duas caracteristicas obtiveram-se ganhos variando de 1,5 a 6,3%.
Utilizando o indice de selecéo, foi obtida uma eficiéncia de até 14% a mais do
que na selecdo direta para promover o aumento da produtividade dessas duas
caracteristicas.

Miller e Fehr (1979) avaliaram a eficiéncia do melhoramento de uma
populacdo para conteudo de proteina em semente de soja por sele¢édo recorrente
direta para alto teor de proteina e indireta baseada em baixo teor de 6leo, tendo o
teor de proteina aumentado de 43,1% para 44,6% no ciclo 0 da populagéo de alto
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teor de proteina e para 43,9% na populacdo de baixo teor de Oleo. A selecéo
direta causou diminuicdo significativa no teor de Oleo e carboidratos, e a selegéo
indireta diminuiu significativamente o teor de 6leo, mas ndo alterou o teor de
carboidratos. Estes autores concluiram que a selecéo indireta (baseada em baixo
teor de Oleo) ndo pode ser considerada um método eficiente para melhoramento
do teor de proteina quando o custo e o tempo para analise de proteina ndo forem
fatores limitantes.

Estudando a adequacéo da selecdo direta e a do indice proposto por
Smith-Hazel para modificar a concentracédo do teor de proteina, 6leo e acucares
nas sementes de soja em duas populacdes oriundas de progenitores de alto teor
protéico e avaliados em F3; e F4 . Openshaw e Hadley (1984) observaram que a
selecéo direta para proteina proporcionou um ganho de 1,42% na proteina e uma
reducdo de 1,14% no teor de 6leo para as progénies selecionadas. Quando se
utilizou o indice de Smith-Hazel com pesos econdmicos iguais para proteina e
Oleo e ganhos desejados de 1,0% e 0,25% para as respectivas caracteristicas,

foram obtidos ganhos de 0,28% e 0,14% para proteina e 6leo, respectivamente.

2.3.4. Melhoramento da soja para alto teor protéico

A incorporacdo de novas caracteristicas aos graos abre perspectivas de
maior eficiéncia de producédo, processamento ou utilizacéo, transformando gréos
comuns, comercializados como simples commodities, em produtos especializados
com alto valor agregado e comercial. Neste contexto, 0s programas que visam ao
desenvolvimento de cultivares de melhor qualidade nutricional e tecnolégica tém
se concentrado no aumento do teor de O6leo e proteinas, na alteracdo da
composi¢do da fracdo 6leo e na diminuicdo de fatores antinutricionais das
sementes, além, € claro, da maxima produtividade, objetivo comum de todo e
qualquer programa de melhoramento.

A semente de soja apresenta composicdo média em base seca de 40%
de proteina, 21% de lipidios, 5% de cinzas e 34% de carboidratos com os teores
de proteina e Oleo variando de 32 a 44% e 17 a 24%, respectivamente, nas
variedades comerciais ( SEDIYAMA et al., 1999).

E importante destacar que o farelo protéico resultante da extracio do
Oleo é o principal produto de uma unidade de esmagamento de soja (Tabela 1), e
o teor de proteina € a caracteristica principal para determinacao de sua qualidade
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e valor. Deve-se considerar no melhoramento de soja visando a alteracdo na
composicado, a existéncia de uma correlacdo genética negativa de alta magnitude
entre teor de 6leo e teor de proteina. Assim, dificilmente uma variedade de soja
ird apresentar teores elevados de 6leo e proteina simultaneamente. Portanto, uma
das duas caracteristicas precisa ser priorizada no processo de selecdo e sera o
mercado que ir4 estabelecer a importancia relativa destas duas fragdes, ficando a
cargo do melhorista estabelecer qual das duas fracbes sera priorizada em algum
dos seus subprogramas. O grande desafio dos melhoristas de soja é o de obter
ganhos para proteina ou 6leo sem haver redu¢cdo ou até mesmo conseguir
ganhos moderados para a caracteristica secundaria (teor de 6leo ou proteina).
Para isto, o emprego de indices de selecdo parece ser a metodologia mais
adequada. Nao se pode pensar apenas no momento atual para definir quais dos
dois componentes deverao ser priorizados em um programa de melhoramento de
Soja, pois 0 6leo de soja esta muito valorizado, sendo o valor da tonelada de 6leo
cerca de 3,5 vezes maior do que o preco da tonelada de farelo, mas essa relacao

ja chegou a menos que o dobro em 2001 (Figura 2).

Tabela 1 — Composicdo do grdo de soja, de seus subprodutos, residuos e
estimativa de rendimento e perda em uma unidade esmagadora

Composigéo relativa (%) Soja Oleo Farelo Casca Residuo  Perda Lecitina
Umidade 12,5 0,15 12,5 7,25 11 60 0
Oleo 19,5 99,7 2 0,77 0,9 10 24,2
Proteina 36,6 0 47 8,88 20 10 0
Fibras 5,5 0 3,92 34,88 0 10 0
Impurezas 0,2 0 0 0 30 10 0
Fosfato 1,0 0,15 0,8 0,72 0 0 75,8
Carboidratos 24,7 0 33,78 51,78 20 0 0
Producéo final 100% 18,13% 70,74% 2,81% 0 7,84% 0,48%

Fonte: Demborguski (2003).

Nos EUA, até a década de 1950, o Oleo de soja era o principal produto
extraido dos gréos de soja. A torta residual, altamente protéica, era considerada
um subproduto de uso restrito. Naquela conjuntura, 0s programas de
melhoramento tinham como objetivo, além do aumento da produtividade, alcancar
maiores conteudos de 6leo. Entretanto, este panorama mudou rapidamente
durante as décadas de 60 e 70 quando a importancia do farelo de soja cresceu de
forma significativa, vindo a suplantar a importancia econbmica do Oleo. Este

panorama influenciou de forma marcante o desenvolvimento de variedades,
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principalmente pelo fato da existéncia de correlacdo negativa entre contetdo de
Oleo e proteina.

Segundo varios relatos, essa composicdo média tem pouco variado ao
longo dos anos, considerando a maioria das variedades comerciais mais
utilizadas. Por exemplo, Wilcox e Guodong (1997) mostram que a composi¢ao
média das sementes de cultivares plantadas nos EUA, com poucas excecoes,
permaneceu inalterada, nos ultimos 70 anos. De fato, Yaklich et al. (2002)
demonstraram, pela analise de resultados de testes no periodo de 1948 a 1998,
que as concentracdes de Oleo e proteina das principais variedades americanas
variaram erraticamente ao longo dos anos. Contudo, ndo atribuiram
precisamente um fator de variacdo, embora a influéncia de condic¢des climéticas e
de cultivo possa ser indicada como uma causa maior que a selecéo realizada por
meio de programas de melhoramento.

As primeiras variedades de soja cultivadas no Brasil nas décadas de
1960 e inicio de 1970 foram introducdes de variedades americanas ou derivadas
de intercruzamentos destas variedades. Sabe-se também que estas variedades
foram selecionadas principalmente para producédo de graos e teor de 6leo. Pelo
fato de estes dois caracteres serem negativamente correlacionados com teor de
proteina, este teor se tem mantido em niveis mais baixos (em torno de 40%) do
gue potencialmente pode ser conseguido (em torno de 50% em materiais nao
adaptados). As informacfes disponiveis indicam que a correlacéo entre o teor de
proteina e a producao de grédos ndo tem sido muito consistente, mas se verifica
uma tendéncia de diminui¢cdo ao longo dos anos. J& a correlacdo entre teor de
proteina e teor de 6leo se mantém sempre abaixo de -0,50.

Varios estudos, com diferentes métodos de melhoramento e diferentes
fontes protéicas, tém sido realizados tentando reduzir a correlagdo negativa entre
produtividade e teor de proteina, a fim de desenvolver cultivares de soja com
altos teores de proteina e produtivas (WEHRMANN et al. 1987; WILCOX e
CAVINS 1995).

Fehr e Weber (1968) avaliaram a eficiéncia de trés ciclos de selegéo
massal pelo tamanho da semente e densidade especifica sobre a porcentagem
de proteina e 6leo em duas populagbes heterogéneas de soja. Observaram que o
progresso maximo foi obtido para alto teor de proteina e baixo teor de dleo

guando se selecionou para sementes maiores e de maior densidade especifica. O
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contrario, alto teor de 6Oleo e baixo teor de proteina foram observados quando se
selecionou para sementes pequenas e de baixa densidade especifica.

Brim e Burton (1979) praticaram quatro e seis ciclos de selecao
recorrente para teor de proteina em quatro populacdes de soja. Obtiveram
aumentos de 0,30 a 0,70% por ciclo na média do carater. Mas como a selecao
nao levou em consideragdo a producdo de graos, ocorreu sua diminuicdo em
duas populacgdes.

Wehrman et al. (1987) utilizaram o método de retrocruzamentos na
tentativa de transferir genes que aumentam o teor de protéico de linhagens pouco
adaptados para trés cultivares de alta producéo e de ciclos diferentes. Os autores
trabalharam com trés populacbes formadas por cruzamentos biparentais,
avancadas até Fz e retrocruzadas duas vezes com 0S materiais recorrentes.
Correlacdes genéticas foram calculadas apés uma geracao de autofecundacao no
segundo retrocruzamento, e a correlacdo entre producdo de graos e teor de
proteina foi estimada em -0,86, -0,64 e -0,54 para as populacdes cujos
progenitores possuiam ciclo precoce, médio e tardio, respectivamente. Os autores
chegaram a conclusdo de que dois retrocruzamentos possibilitaram selecionar
linhagens com alto teor protéico e produtivas, principalmente naquela populacao
de ciclo mais tardio.

Hartwig (1994) demonstrou que progressos podem ser obtidos na
selecéo de linhagens de soja de alto teor de proteina e alta produtividade quando
se utiliza o progenitor de alto teor de proteina com tipo agronémico melhorado e
com produtividade média. Em seu trabalho, uma populacao F,, com 438 plantas,
foi obtida do cruzamento entre a cultivar Forrest (alta produtividade) com uma
linhagem D76-8070 (alto teor de proteina e média produtividade). O teor de
proteina das plantas F, variou de 40,3 a 51,1%. Linhagens com alto teor de
proteina e com alta produtividade foram desenvolvidas selecionando 50 plantas
com maior teor de proteina em F,. Sete linhagens avancadas em Fs apresentaram
teores de proteina similares ao progenitor de alto teor de proteina e produtividade,
comparavel ao progenitor de alta produtividade. Este autor concluiu neste trabalho
gue a selecdo, em geracOes precoces para alto teor de proteina, provavelmente,
nao acarretara nenhum problema no desenvolvimento de cultivares altamente
produtivas e com altos teores de proteina.

Wilcox e Guodong (1997) estudaram a relacdo entre produtividade e teor
de proteina em populagdes de soja de crescimento determinado e indeterminado.
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As progénies de crescimento determinado e indeterminado foram oriundas de
cruzamentos entre linhagens de alto teor de proteina de crescimento
indeterminado com linhagens de crescimento determinado e médio teor de
proteina. As analises demonstraram que as progénies de crescimento
determinado constituiram melhores fontes de sele¢Bes, as quais combinaram
mais alta produtividade e mais alto teor de proteina do que as progénies de
crescimento indeterminado.

Wilcox (1998) estudou as mudancas nos teores de proteina e 6leo e a
variabilidade dessas duas caracteristicas durante oito ciclos de selecéo recorrente
em soja. A selecdo recorrente aumentou a média do teor de proteina nas
sementes em 0,58% e diminuiu a média do teor de 6leo em 2,3% por ciclo. Nos
altimos ciclos, foi observada uma correlagdo negativa entre proteina e 6leo e
diminuicao da variabilidade dessas duas caracteristicas. A maioria dos alelos para
alto teor de proteina foi acumulada até o quinto ciclo de sele¢éo recorrente. Uma
média de 53% da plantas do sexto até o oitavo ciclo apresentou 48,0% ou mais
de proteina. Progénies destas plantas poderiam ser excelentes fontes de
fendtipos que combinassem alto teor de proteina com boas caracteristicas
agrondémicas.

Helms e Orf (1998) avaliaram o ganho para aumento do teor de proteina
por selecdo direta e a resposta correlacionada a produtividade e teor de dleo.
Seus resultados indicaram que, em média, a selecdo para alto teor de proteina
resultou em diminuicao do teor de 6leo e da produtividade.

Cober e Voldeng (2000) avaliaram melhoramento para alto teor de
proteina e produtividade em soja por meio de cruzamento simples em um Unico
ciclo de retrocruzamento. Estes autores concluiram que linhagens avancadas
oriundas de um unico ciclo de retrocruzamento ndo foram significativamente
diferentes das linhagens avancadas obtidas do cruzamento simples quanto a
produtividade e teor de proteina. Ambas as estratégias de melhoramento
produziram linhagens com teor de proteina significativamente maior que o
progenitor recorrente. Contudo, nenhuma dessas linhagens teve produtividade
significativamente superior ao progenitor recorrente ou a um cultivar de alto teor
de proteina usado como padrdo. As populagcBes obtidas exibiram baixas ou
nenhuma associacdo entre produtividade e teor de proteina. Apesar de o0s
progenitores serem fontes Uteis de alelos que ndo exibiram os efeitos

pleiotrépicos de baixa produtividade e alto teor de proteina, concluiu-se que o0 uso
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de um ciclo de retrocruzamento para progenitor adaptado néo foi eficiente para o
desenvolvimento de linhagens com alto teor de proteina e de alta produtividade.

Alt et al. (2002) sugerem uma estratégia de selecdo baseada na
selecéo para alto teor de proteina e semente de tamanho grande em populacfes
obtidas de dois e trés cruzamentos. Dois progenitores com sementes grandes
(LS) e com alto teor de proteina (HP) e um progenitor normal para teor de
proteina (N) e tamanho de semente foram usados para obter trés tipos de
populacdo: LSHP x LSHP; LSHP x N e LSHP x (LSHP x N). A porcentagem das
linhagens F,.3, com tamanho de semente e proteina maior ou igual ao menor
progenitor LSHP, variou de 4% para o cruzamento LSHP x N, de 88% para LSHP
x LSHP e de 31,0% para o cruzamento triplo LSHP x (LSHP x N). Estes autores
concluem que as populagdes dos cruzamentos LSHP x LSHP e do cruzamento
triplo LSHP x (LSHP x N) seriam mais Uteis para desenvolver cultivares com alto
teor de proteina e semente de tamanho grande.

Jamago e Nelson (2006) sugeriram, como estratégia para aumentar o
teor protéico de progénies derivadas de cruzamentos entre progenitores de
elevada produtividade e progenitores de alto teor protéico, a selecdo precoce
(geracao F,) para teor de protéico e posteriormente na geracdo F, a selecdo para
produtividade. Apesar de a linhagem mais produtiva ndo ter estatisticamente a
mesma produtividade de grédos que a variedade padrdo Dwight, esta teve a
mesma producdo de proteina por hectare quando comparada com a Dwight.

2.4. Melhoramento genético de plantas auxiliado por marcadores

moleculares

Com o advento das técnicas de biologia molecular, tornou-se possivel a
manipulacdo do DNA, que culminou no surgimento dos varios tipos de
marcadores moleculares disponiveis atualmente, destacando-se RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphisms), RAPD (Randon Amplified
Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism),
microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) e mais recentemente 0s
SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms). Os marcadores moleculares
apresentam varias vantagens sobre os marcadores morfolégicos por fornecer um

namero ilimitado de polimorfismos distribuidos aleatoriamente por todo o genoma
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e por serem independentes dos efeitos ambientais e do estado fisioldgico da
planta.

Os tipos de marcadores moleculares mais usados no melhoramento de
plantas sdo o RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) e microssatélites
(Simple Sequence Repeats — SSR). Ambos os marcadores, baseados na técnica
de reacdo em cadeia da polimerase (Polimerase Chain Reactions - PCR),
constituem ferramentas muito Uteis e praticas por serem tecnicamente simples e
de facil execucédo, requererem poucas quantidades de DNA e permitirem que
dezenas de plantas possam ser analisadas de uma s6 vez (WAUGH e POWELL,
1992). Recentemente, tém sido utilizados também os marcadores baseados em
polimorfismo de base unica (SNPs - Single Nucleotide Polymorphism) (KWOK,
1996).

Microssatélites consistem de agrupamentos de sequéncias curtas
repetidas de DNA (2 a 4 pb) em série presentes no genoma de diversos
organismos, sendo que o0 numero de sequéncias repetidas varia para cada
organismo e para cada regido do genoma. Os microssatélites sao flanqueados
por sequéncias de DNA extremamente conservadas. Assim, podem-se usar
primers que sejam complementares as regifes flanqueando os microssatélites,
para se amplificar um determinado loco, via PCR. As variagbes existentes nas
regibes internas flanqueadas pelo primer resultam de um variado namero de
repeticbes das sequéncias microssatélites, podendo ser identificadas por analise
eletroforética, por meio de variacdes nos tamanhos dos fragmentos gerados. Os
marcadores microssatélite apresentam como caracteristicas principais serem
abundantes e bem distribuidos no genoma dos organismos; poderem apresentar
polimorfismos; serem co-dominantes; identificados via PCR; e serem bastante
acessiveis visto as recentes publicacbes de primers de diversos organismos
(WEBER e MAY, 1989; SAGHAI MAROOF et al., 1994). Por esse motivo,
essencialmente toda e qualquer populacdo segregante pode ser utilizada como
populacdo referéncia para estudos de ligagdo e mapeamento genético
(MORGANTE et al., 1994), além disso, apresentam alto grau de polimorfismo em
soja (AKKAYA et al., 1992).

A maioria dos caracteres de importancia agronémica esta sob controle
genético complexo, envolvendo varios genes. Esses caracteres sdo denominados
poligénicos ou quantitativos, apresentando uma variagédo continua do fenaotipo, ao

invés de classes fenotipicas discretas, o que dificulta a manipulacdo e
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compreensao destes genes, refletindo em dificuldades para se proceder a selecao
do fendtipo desejado. Muitos dos problemas num programa de melhoramento
baseado na estimacéo fenotipica de uma caracteristica agronémica tais como
efeitos ambientais ou heranca quantitativa podem ser eliminados por diagndésticos
baseados em DNA (PATERSON et al., 1988).

Para a maioria dessas caracteristicas quantitativas, poucas informacdes
existem sobre o nimero, posicdo cromossémica, magnitude do efeito e interagbes
dos locos que controlam sua expressao. Estes locos sdo denominados QTL
(“Quantitative Trait Loci”). O mapeamento de QTLs possibilita mensurar o numero
de locos quantitativos envolvidos na heranca complexa, bem como suas
localizagbes cromossOmicas, modo de acgédo génica (aditividade, dominancia,
heterose e epistasia), além de possibilitar a decomposicéo da interacdo genotipos
por ambientes ao nivel de cada QTL (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). A
capacidade de deteccdo de um QTL é funcdo da magnitude do seu efeito sobre a
caracteristica, do tamanho da populagcédo segregante avaliada, da frequéncia de
recombinacdo entre o marcador e o QTL, bem como da herdabilidade da
caracteristica (PATERSON et al., 1991; TANKSLEY, 1993).

O reconhecimento de que marcadores baseados em DNA podem ser
extremamente Uteis no melhoramento de plantas foi obtido inicialmente com o
desenvolvimento de mapeamento genético de plantas baseado em RFLP
(BECKMANN e SOLLER, 1983; TANKSLEY et al.,, 1989), considerando que
marcadores que flanqueiam um gene que determina uma caracteristica podem
ser usados para seguir a caracteristica em cruzamentos genéticos e em

populacGes segregantes.

2.4.1. Mapeamento genético

Uma das grandes aplicacfes dos marcadores de DNA é o0 mapeamento
genético, pois ele possibilita a cobertura completa e a analise de genomas, a
decomposicdo de caracteres complexos em seus componentes mendelianos
simples e a localizacdo de regibes do genoma responsaveis pelo controle da
expressao de caracteres importantes, sejam eles qualitativos ou quantitativos
como os QTLs (Quantitative Trait Loci) (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998.)

Os primeiros mapas genéticos eram fundamentados em marcadores

morfologicos e citologicos. Eles se originaram de estoques cromossémicos com
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aberracdes (como aneuploidias, translocacdes, delecbes e inversdes),
principalmente nas culturas do milho, tomate e ervilha (COE et al., 1988; RICK e
YODER, 1988).

Os estudos realizados com marcadores morfologicos em muito
contribuiram para a elucidacdo do fundamento tedrico da analise de ligacao
génica e para a construcao das primeiras versdées de mapas genéticos (KNAPP,
1991). Atualmente, tém sido Uteis nos casos em que 0s grupos de ligagdo ja estdo
associados a determinados cromossomos, podendo ser também utilizados para
ancorar grupos de ligacao construidos com base em marcadores moleculares a
cromossomos especificos.

Para 0 mapeamento genético, diferentes tipos de populacbes
segregantes podem ser empregados. Tradicionalmente, sdo utilizadas populacdes
derivadas do cruzamento de linhas puras, o que origina uma geracao F; ,a qual €
autofecundada ou retrocruzada com um dos pais para a producdo de uma
geracdo F, ou RC;, respectivamente (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).
Alternativamente, séo utilizadas populacdes F, (n =3, 4,..., «), duplo-hapléides
(DH), linhagens endogamicas recombinantes (RILs) (BURR et al., 1988) e
linhagens quase isogénicas (NILs) (LYNCH e WALSH, 1998). A escolha da
populacdo deve levar em conta os objetivos do pesquisador, além do tempo
disponivel para a execucado do trabalho e dos recursos disponiveis. Nas plantas
F1, 0 desequilibrio de ligacdo é maximo, e os estudos das populacbes derivadas a
partir destas plantas F; procuram explorar este desequilibrio (SCHUSTER e
CRUZ, 2004).

Segundo Guimardes e Moreira (1999), o numero de marcadores
moleculares necessarios para construcdo de um mapa genético depende do
tamanho do genoma, do numero de cromossomos e da frequéncia de
recombinacdo genética. Pode-se dizer que um mapa € considerado completo
quando o numero de grupos de ligacdo obtidos pela andlise dos marcadores for
igual ao namero de cromossomos gameéticos do organismo e quando todos os
marcadores genéticos mapeados estiverem ligados, indicando que todas as
regides do genoma estao representadas.

A partir da década de 80, com o advento dos marcadores de DNA, o
mapeamento genético tornou-se, efetivamente, ilimitado a todas as espécies

(BOSTEIN et al.,, 1980). Mapas genéticos que levaram décadas para serem
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desenvolvidos em virtude da restrita disponibilidade de marcadores morfologicos
e isoenzimaticos foram amplamente saturados com o uso de marcas moleculares.

A construgdo do primeiro mapa genético para a soja usando marcadores
moleculares foi realizada por Apuya et al. (1988). Esses autores analisaram 27
marcadores RFLP em uma progénie de 60 plantas F, derivadas de um
cruzamento entre as variedades ‘Minsoy’ e ‘Noir’, identificando 11 marcadores
contidos em quatro grupos de ligacao.

Keim et al. (1990) mapearam 150 marcadores RFLP numa populagéo de
60 individuos F, de soja, identificando 25 grupos de ligagdo, num total de
1200 cM. Esse mapa foi expandido por Diers et al. (1992) para 252 marcadores
RFLP distribuidos em 31 grupos de ligacdo, perfazendo um total de 2147 cM.
Posteriormente este mapa foi aumentado por Shoemaker et al. (1994) para 359
marcadores RFLP, que identificaram 38 QTLs e 10 locos para caracteristicas
monogénicas. Keim et al. (1997) obtiveram um mapa com 840 marcadores,
sendo 165 RFLP, 25 RAPD e 650 AFLP, distribuidos em 28 grupos de ligacao,
num total de 3441 cM, partindo-se de uma populagéo inicial de 300 linhagens
recombinantes endogamicas (RILS).

CREGAN et al. (1999) construiram um mapa integrado para a soja
utilizando dados de trés mapas diferentes. Esse mapa integrado foi definido
utilizando-se um total de 606 primers SSR e outros marcadores (RFLP, RAPD,
AFLP, isoenzimas e marcadores morfolégicos), totalizando 1.423 marcadores e
estabelecendo 20 grupos de ligacdo consenso. Um mapa mais completo foi
produzido por Song et al. (2004) combinando cinco populacdes de mapeamento.
Neste mapa integrado ao longo dos 20 grupos de ligacdo, foram posicionados
1849 marcadores, incluindo 1.015 SSRs, 709 RFLPs, 73 RAPDs, 24 contendo
marcadores morfolégicos, 6 AFLPs, 10 isoenzimaticos, e 12 outros, abrangendo
um total de 2523,6 cM.

2.4.2. Identificacdo de QTLs

Diversos métodos tém sido desenvolvidos para a localizacdo de QTLS:
a) métodos mais simples que ndo se baseiam em mapas genéticos, tais como
analise por marcas simples (STUBER et al., 1987) que tanto podem utilizar
populacdes segregantes como BSA (Bulked Segregant Analysis) e b) meétodos
mais complexos (do ponto de vista estatistico) que se baseiam em intervalos
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obtidos de mapas genéticos, tais como mapeamento por intervalo simples
(“interval mapping”) (LANDER e BOTSTEIN, 1989), mapeamento por intervalo
composto (“composite interval mapping”) (JANSEN, 1992, 1993) e (ZENG, 1993),
mapeamento para multiplas caracteristicas ou para diferentes ambientes (JIANG
e ZENG, 1995) e o mapeamento por intervalo multiplo (KAO et al., 1999).

A primeira metodologia desenvolvida foi o mapeamento por marca
simples (STUBER et al., 1987) que consiste na associacao da expressao do QTL
a presenca de um marcador, sendo realizadas analises para cada marcador
separadamente. Este método representa a idéia basica do mapeamento de QTLs
lancada por Sax (1923) e em ultima andlise foi o procedimento adotado desde as
primeiras tentativas de associar um carater quantitativo a um marcador genético
de qualquer natureza. A andlise é feita verificando-se a diferenca entre as médias
fenotipicas do carater para cada uma das classes genotipicas de um dado
marcador, que devem possuir distribuicdo de frequéncia correspondente ao tipo
de populacao utilizada. Se as diferencas entre as médias fenotipicas das classes
forem estatisticamente significativas, pode-se inferir que existe um QTL (ou mais
de um) ligado a marca sob analise. Varios procedimentos estatisticos podem ser
utilizados, como o teste ‘t, ANOVA, regressao linear simples ou método da
méaxima verossimilhanca (BEARZOTI, 2000; SHUSTER e CRUZ, 2004). O
método ¢é simples, porém limitado. Como cada marcador €é analisado
individualmente, ndo € possivel identificar se uma marca esta ligada a um ou mais
QTLs simultaneamente, e assim determinar o nimero de QTLs envolvidos na
caracteristica. Além disso, o método confunde efeito e posicdo de QTLs, nao
havendo distingdo entre a ocorréncia de um QTL de pequeno efeito situado
préximo ao marcador e de um QTL de grande efeito s6 que distante do marcador.
Também, os efeitos genéticos do QTL sdo subestimados, pois seus estimadores
sdo viesados pela fracdo de recombinacéo entre o marcador e o QTL. Esse viés,
por sua vez, gera a necessidade de utilizar amostras de grandes tamanhos na
analise. Entretanto, se a abordagem for realizada pelo método da maxima
verossimilhanca, é possivel a estimagdo dos parametros relativos aos efeitos e a
distancia entre o QTL e o marcador, uma vez que o0s estimadores de maxima
verossimilhanga sé&o néo viesados (BEARZOTI, 2000). Esses dois problemas de
posicdo e de efeito acima citados podem ser minimizados, segundo Tanksley
(1993), quando um grande numero de marcadores segregantes sao utilizados
cobrindo todo o genoma (usualmente em intervalos menores do que 15 cM). Sob
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estas condi¢cdes, qualquer QTL potencial estaria ligado fortemente a pelo menos
um marcador genético.

Em virtude dessas deficiéncias, um novo método foi proposto por Lander
e Botstein (1989) que foi 0 mapeamento por intervalo, e se baseia na estimacao
da maxima verossimilhanca dos parametros: frequéncia de recombinacéo, ordem
dos marcadores e magnitude do efeito. Neste método, ao invés de marcas
individuais, sdo consideradas pares de marcas adjacentes. A deteccdo da
presenca e a estimacdo dos efeitos dos QTLs séo realizados dentro de cada
intervalo entre marcas, analisando-se cada intervalo separadamente, utilizando-se
0 método da maxima verossimilhanga.

Seja, por exemplo, um mapa de ligacdo construido utilizando-se um
conjunto de n marcadores, m;, My,..., my. Como principio, 0 método assume a
existéncia de um QTL Q no intervalo entre as marcas adjacentes [m;, m1], sendo
realizado o Teste da Razao de Verossimilhanga (LR) para a presenga do QTL em
cada posi¢cdo ao longo do intervalo [m;, m;] obtendo-se as estimativas de
verossimilhanca tanto para os efeitos do possivel QTL quanto para a sua posicao.
Em seguida, o procedimento € repetido no intervalo seguinte [My1, M2] €, assim,
sucessivamente, até que todo o genoma coberto pelos marcadores seja
mapeado. Uma grande vantagem do mapeamento por intervalo € a representacao
mais clara da presenca de QTLs ao longo do genoma, mostrando, para cada
posicdo, o valor do LR correspondente, sendo apresentado mais facilmente o
indicio da presenca de um ou mais QTLs controlando o carater. As estimativas
dos efeitos genéticos sdo ndo-viesadas pela utilizacdo do método da méaxima
verossimilhanca. Outra vantagem é o requerimento de um menor numero de
progénies para a analise. Ainda € possivel o estabelecimento de intervalos de
confiangca para as posi¢coes estimadas dos QTLs, utilizando-se o valor do LR
expresso na forma de “LOD score”, de acordo com o critério denominado “one
LOD support interval” (LANDER e BOTSTEIN, 1989; LIU, 1998; LYNCH e
WALSH, 1998). Uma desvantagem atribuida ao mapeamento fundamentado em
intervalo é a de que os outros QTLs fora do intervalo séo ignorados no mesmo
cromossomo, 0 que pode resultar em duas consequéncias principais. Toda a
variacdo genética devida a esses outros QTLs é residual, o que pode diminuir a
precisdo das estimativas e o poder dos testes, nao possibilitando com isso a
estimacado precisa do numero e da posicdo dos QTLs. Além disso, eventuais

QTLs que estejam ligados ao intervalo em questdo interferem no processo de
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estimacao, levando, em casos extremos, a declarar a existéncia de um QTL no
intervalo quando na realidade ndo h& nenhum, denominados QTLs fantasmas
(BEARZOTI, 2000).

Com o objetivo de simplificar o mapeamento por intervalo e diminuir a
demanda computacional, Harley e Knott (1992) propuseram um enfoque baseado
em modelos de regresséo (simples e multiplas). A regressao do valor observado
da caracteristica (o fendtipo) a um conjunto de possiveis genétipos para QTLs
também possibilita estimar a ocorréncia do QTL em cada posi¢cado do intervalo
entre dois marcadores. Nesta regressdo, cada possivel gendtipo para o QTL
possui uma probabilidade de ocorréncia em funcdo de sua localizacdo no
intervalo e dos gendtipos dos marcadores franqueadores. A diferenca é que este
utiliza apenas a média dos marcadores, e 0 método da maxima verossimilhanca
utiiza a informacdo completa da distribuicio da associacdo marcador
caracteristica, sendo por isso considerado mais robusto.

A fim de resolver algumas limitacbes impostas pelo mapeamento por
intervalo simples, Jansen (1993) e Zeng (1993, 1994) propuseram o mapeamento
por intervalo composto, o principio do método € o controle de QTLs fora dos
intervalos que estdo sendo mapeados. Desse modo, € possivel identificar a
posicdo e obter as estimativas dos parametros genéticos relativos a um dado
QTL, sem o viés provocado pela influéncia de outros QTLS, ligados ou ndo. Esse
controle é garantido pelo modelo adotado, que se baseia na regressdo mdultipla
entre a observacédo fenotipica do carater e o conjunto de marcadores, possuindo
como uma de suas propriedades o fato de que o efeito eventualmente detectado
no mapeamento em um intervalo depende tdo somente dos efeitos nele
presentes. Como varios marcadores sao incluidos no modelo além dos
flanqueadores do intervalo em andlise, ha um maior controle da variancia genética
residual, o que aumenta o poder do teste estatistico e a precisdo do mapeamento.
Os marcadores utilizados para essa finalidade sdo denominados de co-fatores.
Além disso, permite o uso de dados obtidos em varios ambientes, para avaliar os
efeitos da interacdo QTLs x Ambientes.

A partir dai, a presenca de um possivel QTL, em um intervalo especifico,
pode ser determinada por testes de permutacdo como relatado por (DOERGE e
CHURCHILL, 1996). O teste é realizado misturando-se o0s valores da
caracteristica quantitativa em questéo e repetindo-se a analise. Tal procedimento

é realizado até mil vezes, encontrando-se valores de LOD ou razao de
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verossimilhanca no mesmo numero das repeticdes realizadas. Adota-se agora um
determinado “ponto de corte” que € o valor minimo de significAncia para que a
probabilidade da presenca de um QTL seja considerada em um intervalo
determinado.

Kao et al. (1999) trouxeram considerdvel aprimoramento ao
mapeamento de QTLs ao desenvolver o método de mapeamento por intervalo
multiplo, pois este incorporou paréametros de epistasia ao modelo aditivo-
dominante. Na presenca de epistasia, esse método apresenta algumas vantagens
potenciais como maior eficiéncia e precisdo na identificacdo de QTLS, pois seus
efeitos séo estimados sem viés e, ao contrario de outros modelos, pode aumentar
a eficiéncia da selecdo assistida, considerando os efeitos epistaticos (BEARZOTI,
2000).

2.4.3. Mapeamento de QTLs em soja

Estudos de mapeamento genético molecular, de caracteristicas de
qualidade em soja, tém resultado na obtencdo de mapas genéticos detalhados
(LARK et al., 1993; SHOEMAKER et al., 1992), inicialmente com a identificacdo
de QTLs para um variado numero de caracteristicas (KEIM et al., 1990; DIERS et
al., 1992; MANSUR et al., 1993).

Na literatura constam inumeros trabalhos envolvendo a identificacdo de
QTLs ligados ao teor de Gleo e proteina, utilizando diferentes tipos de marcadores
moleculares, origens (cruzamentos entre progenitores adaptados ou nao
adaptados), tamanhos e tipos de populacdes (RILs, NILs, F;, F3, Fn e de
retrocruzamentos). Um dos primeiros trabalhos que detectaram dois QTLs nos GL
| e GL E controlando a concentracdo de proteina foi desenvolvido por Diers et al.
(1992) utilizando RFLP avaliado em uma populacdo 60 progénies F,.3 obtida a
partir do cruzamento entre um genoétipo ndo adaptado Pl 468916 (Glycine soja)
com alto teor de proteina e uma variedade comercial americana. Os aumentos
proporcionados por estes QTLs foram de 1,7% e 2,4% para o GL | e para oGL E,
respectivamente. Dando continuidade a esse trabalho, Sebolt et al.. (2000)
testaram os efeitos dos alelos destes dois QTLs provenientes do acesso de
Glycine soja que aumentaram o teor protéico retrocruzando-o com O progenitor
recorrente  A81-356022. Uma populacdo RC; foi obtida e avaliada para
desempenho agronémico e conteudo de proteina e 6leo em dois locais e em dois
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anos. Os autores confirmaram o efeito do QTL do GL-I para teor de proteina, no
entanto, ndo identificaram efeito significativo para o QTL no grupo GL-E, como
informado por Diers et al. (1992). Entre os marcadores do GL-I testados, o QTL
associado ao Satt127 obteve o maior valor de R? para teor de proteina explicando
uma variacao de 3,0% e 1,2% nos anos de 1996 e 1997, respectivamente.

Até 2004, Hyten et al. (2004) afirmaram que haviam sido detectadas no
minimo 53 QTLs associados ao teor de 6leo, 61 ao teor de proteina e 66 ao
tamanho da semente, entretanto muitos desses QTLs ndo haviam sido
confirmados.

Soares (2004) analisou uma populagéo de 118 linhagens recombinantes
endogamicas cultivadas em dois locais (Vicosa-MG e Sao Gotardo-MG),
utilizando marcadores SSRs, RAPDs e AFLPs. Foram obtidos 29 grupos de
ligacdo pouco saturados, contendo 95 marcadores e mais 79 marcas nao-ligadas.
Foram encontrados 13 marcadores associados ao conteudo de proteina total, que
explicavam de 4,4 a 13,3% da variacéo total do teor de proteina. Também foram
identificados 19 marcadores associados ao conteudo de 7S e 16 marcadores
associados ao conteudo de 11S, explicando de 4,1 a 15,6% e de 4,2 a 9,7% da
caracteristica, respectivamente.

Panthee et al. (2005) realizaram um estudo de mapeamento de QTL
para teor protéico em soja envolvendo uma populacdo de 101 RILs em uma
populacao de 101 RILs obtidas a partir do cruzamento entre N98-984 x TN93-99 e
avaliadas em um Unico local na geracdo Fs e em experimento em blocos
casualizados com trés repeticdes. Apds testar mais de 585 marcadores SSR,
sendo 94 polimoérficos, encontraram um QTL no grupo de ligacdo G que explicava
cerca de 20% da caracteristica teor de proteina e trés QTLs nos grupos de
ligacdo D1b, G e O que explicavam 11,8; 9,4 el5% do teor de Oleo
respectivamente. Esse trabalho anterior foi ampliado por Panthee et al. (2007),
qgque avaliaram as  caracteristicas agrondmicas em seis ambientes (trés
localidades e por dois anos). Trés QTLs préoximos aos marcadores Satt042 (GL-
Al; R?=14,6%), Satt412 (GL-G; R?= 13,3%) e Satt076 (GL-G; R?= 13,8%) foram
associados com produtividade nesta populacdo, e todos esses alelos foram
contribuicdo do progenitor TN93-99. No entanto, apenas o QTL proximo ao
Satt076 apresentou significancia em todos ambientes. Juntos, esses trés QTLs
explicaram aproximadamente 41% da variacéo total para producdo de sementes
nesta populacgéo.
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As populacbes de NILs (Near Isogenic Lines — linhagens quase
isogénicas), também chamadas de BILs (Backcross Inbred Lines) sao linhagens
que contém uma ou mais pequenas regides de DNA de um progenitor doador
(regibes que possuem os genes de interesse). Estas isolinhas sdo obtidas por
sucessivas geracOes de retrocruzamentos que se realizam concomitantemente
com a selecao fenotipica ou genotipica via marcador molecular ligado ao QTL
para a caracteristica de interesse. Apds o ultimo retrocruzamento, a planta RC,F;
€ autofecundada por quantas geracdes se desejar, podendo ter um
comportamento de progénie F2 até como de uma RIL, s6 que segregando apenas
para a caracteristica para a qual ela foi selecionada. Populacbes de NILs séo
muito empregadas em mapeamento de alta resolucdo quando se objetivam a
identificacdo e a clonagem de um gene candidato ou um QTL, sendo empregadas
de cinco a sete geracdes de retrocruzamentos (LYNCH e WALSH, 1998), mas
ndo necessariamente podendo ser com um sO retrocruzamento. Tipicamente, 0s
estudos envolvendo NILs séo realizados para avaliar os efeitos de um ou poucos
QTLs, pois tdo somente uma pequena por¢cdo do genoma do doador esta
representada entre as NILs desenvolvidas.

Kaeppler (1997) demonstrou que testes estatisticos para detectar QTL
baseados em NILs possuem um poder inferior a deteccdo quando realizadas em
RILs. Isto acontece principalmente quando cada linha da NIL é comparada
individualmente com o progenitor recorrente, caso todas as linhas fossem
comparadas simultaneamente o poder de deteccdo aumentaria. O autor afirma
ainda que, embora o poder de deteccdo das RILs seja maior do que em NILs,
estas apresentam a vantagem de oferecer uma maior acuracia na estimacao dos
efeitos dos QTLs detectados, pois nas RILs multiplos QTLs estardo segregando.

Chung et al. (2003) mapearam um QTL entre os marcadores Satt496 e
Satt239 para teor de proteina no grupo de ligacdo | na mesma regido reportada
por Sebolt et al. (2000) quando utilizaram uma populacdo composta de 76 RILs
gue se encontrava na geragao F5 a partir do cruzamento entre a PI437088A (um
acesso de G.max com alto contetdo de proteina, cerca de 48%) e a variedade
ASGROW A 3733 (42%). O QTL encontrado explicou 45.5% da variagao do teor
de proteina no ano de 1996 e 27,7% em no ano de 1997. Eles observaram um
aumento de 1,8% na concentracdo de proteina entre as linhagens homozigotas

que continham o alelo da P1437088A em relagéo as outras.
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Wang et al. (2004) desenvolveram um estudo de mapeamento de QTLsS
utilizando populacbes derivadas de retrocruzamentos entre Glycine soja (Pl
468916) e Glycine max (cultivar IA2008), sendo a cultivar comercial o progenitor
recorrente, objetivando encontrar QTLs oriundos da Pl 468916 que aumentassem
a producdo. Destes retrocruzamentos, foram obtidas cinco populacdes
constituidas por isolinhas RC,F4 sendo duas com 110 isolinhas e as outras trés
com 79,57 e 112 isolinhas, que foram avaliadas em dois locais por dois anos e
genotipadas com marcadores SSR. Quatro QTLs para rendimento foram
identificados nos grupos de ligacdo C2, E, K e M. O QTL no grupo de ligacdo C2
foi consistente em uma das populacdes para trés ambientes. Esse QTL explicou
40% da variancia fenotipica para produtividade nesta populacdo. Em outra
populacao, foram mapeados QTLs nos grupos de ligacdo E e M, que explicaram
28 e 29% da variacdo da caracteristica produtividade, respectivamente. O QTL do
grupo de ligacdo E foi significativo em trés dos quatro ambientes, e o QTL do
grupo de ligacdo M foi confirmado em todos os ambientes. O QTL do grupo de
ligacdo K foi identificado em outras duas populacdes e foi significativo em todos
0s ambientes testados. Esse QTL, localizado no intervalo entre os marcadores
Satt137 e Sattl78, explicou em uma populacéo 40% e em outra 38% da variagao
para produtividade. Todos os alelos dos marcadores associados aos QTLs que
aumentam a caracteristica produtividade foram provenientes da cultivar comercial
IA2008.

Nichols et al. (2006), avaliando dois grupos de populacdes de NILs, um
composto por trés populacdes de isolinhas RC,4F3.4 derivadas da populacdo RC3
desenvolvida por Sebolt et al. 2000 e o outro composto de quatro populacdes de
isolinhas RCsFs realizaram um estudo de mapeamento de QTL com marcadores
SSR e AFLP direcionado para o grupo de ligacdo I. Encontraram nas populagdes
do primeiro grupo QTLs para produtividade, concentracdo de proteina e 6leo,
maturidade e tamanho da semente. Esses QTLs foram mapeados no intervalo de
11cM entre as marcas Satt614 e Satt354. Os dados das populagdes do segundo
grupo redefiniram a posicdo do QTL para proteina e Oleo no intervalo de trés cM
entre os marcadores Satt239 e ACG9b, sendo que o efeito desse QTL explicou
15,4;11,7; 17,7 e 21,1% da variacdo do teor de proteina nas quatro populacdes.

Guzman et al. (2007) desenvolveram trés populacbes derivadas de
retrocruzamentos para identificar QTLs relacionados com produtividade em soja.
Na primeira populacdo, o progenitor doador foi a Pl 68658 e o progenitor
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recorrente foi a variedade Lawrence, sendo obtidas 94 linhas RC3F, testadas em
dois anos (2003 e 2004) em varios locais usando RC3F, e RC3F3. A segunda
populacao teve como progenitor doador a Pl 407720 e como progenitor recorrente
a variedade Beeson, nestas populacdes foram obtidas 64 linhas RC,Fs testadas
nos mesmos anos usando RC;Fs e RCyF¢. A terceira populacdo teve como
progenitor doador a Pl 391583 e como progenitor recorrente a variedade
Kenwood, tendo sido obtidas 75 linhas RC;Fs testadas nos mesmos anos usando
RC,Fs e RC;Fs. Foram inicialmente testados 602 marcadores SSR para identificar
polimorfismos entre os progenitores e depois foram avaliadas em cada populacéo
utilizando-se 30 na populacéo derivada de Lawrence, 45 na populacdo derivada
de Beeson e 80 na populacdo derivada de Kenwood. Foram encontrados 13
possiveis QTLs para produtividade nas trés populacdes, alguns destes QTLs
foram comuns em anos diferentes. A variancia fenotipica para produtividade
explicada por QTLs individuais na populacdo derivada de Beeson variou de 10 a
51%, na populacdo derivada de Kenwood variou de 5 a 23% e na populacao
derivada de Lawrence variou de 8 a 26%, aproximadamente. Coletivamente trés
QTLs explicaram 53% na populacéo derivada de Beeson, cinco QTLs explicaram
58% na populacdo derivada de Kenwood e trés QTLs explicaram 30% na
populacao derivada de Lawrence.

2.4.4. Selecao assistida por marcadores moleculares

A selecdo de individuos com caracteristicas de interesse, assistida por
marcadores moleculares, pode ajudar na obtencdo de variedades com uma ou
mais caracteristicas em um menor espaco de tempo, otimizando o programa de
melhoramento (BRUMMER et al., 1997). Além disso, o melhor entendimento das
bases genéticas de caracteristicas como teor de proteina e 6leo, pode ajudar na
elucidacdo de estratégias de melhoramento, aumentando a possibilidade de
aumento simultdneo destas caracteristicas durante o processo de selecdo até a
obtencéo de uma variedade.

Na selecdo assistida, marcadores moleculares permitem uma avaliacao
de um maior numero de linhagens, aumentam a eficiéncia de selecdo, sdo nao
destrutiveis (a andlise é feita a partir do DNA extraido de uma folha ou de parte da
semente) e permitem a analise tanto de caracteres qualitativos quanto

guantitativos (PATERSON et al., 1988).
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Como ja mencionado anteriormente, esses marcadores de DNA
possuem vantagens: sdo baseados na variacdo de sequéncias de nucleotideos e
numericamente ilimitados; quando co-dominantes, permitem a identificacdo de
locos em qualquer tipo de cruzamento; sdo fenotipicamente neutros; e nao
possuem interacao epistatica.

Potencialmente, o maior impacto desta tecnologia encontra-se realmente
para a selecdo indireta de genes mapeados determinantes de caracteristicas
quantitativas. Entretanto, a deteccdo de QTLs para tais caracteristicas nao é
tarefa facil, demandando bastante investimento em trabalhos prévios, para
mapeamento e posicionamento desses genes.

Estudos realizados por Dudley (1993) mostram grande vantagem na
utilizacdo de marcadores moleculares para mapeamento e identificacdo de QTLs
associados as varias caracteristicas quantitativas de interesse econdémico.

A obtencdo de marcadores ligados a QTLs de interesse € um fator
primordial em um projeto em que se buscam a posterior sele¢do e a transferéncia
de genes de caracteristicas quantitativas, qualquer que seja a espécie submetida
a um programa de melhoramento. Distancias de mapa entre marcadores e genes
de interesse inferiores a 10 cM sdo consideradas razoaveis para que esta marca
seja utilizada como ferramenta de selecdo para monitoramento da transferéncia
do alelo marcado em um posterior cruzamento. A eficiéncia da selecdo assistida
por marcadores moleculares de DNA pode ser aumentada pelo uso simultaneo de
marcadores em acoplamento e em repulséo, fortemente ligados e flanqueando o
loco de interesse. O marcador em repulsdo devera estar presente nos individuos
recessivos ou heterozigotos, e os marcadores em acoplamento estardo presentes
nos individuos homozigotos dominantes ou heterozigotos (HALEY et al., 1994).

A SAM é mais efetiva em geracBes iniciais entre progénies de
cruzamentos derivados de linhas endogamicas (STROMBERG et al., 1994), pois
nestas geracdes, a herdabilidade é baixa por causa do limitado namero de
repeticoes e pelo fato de o desequilibrio de ligagdo ser maior do que em geragdes
mais avancadas.

Tanto a selecéo individual como a de familias podem ser realizadas com
0 emprego da teoria do indice de selecao, utilizando marcadores que maximizam
a taxa de ganhos genéticos pela combinacdo das informagdes do polimorfismo

nos locos dos marcadores genéticos com dados da variacdo fenotipica entre
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individuos, pois 0 uso da SAM permite a identificacdo de combinacfes favoraveis
de alelos, permitindo assim maiores ganhos com a selegao.

Em soja, a selecdo assistida por marcadores (SAM) é principalmente
utilizada para identificar gendtipos resistentes a Podriddo Vermelha das Raizes de
Soja (PVR) causada pelo fungo Fusarium solani e ao Nematdéide de Cisto da Soja
(NCS). Cervigni (1999) selecionou plantas resistentes homozigotas a raca 3 do
nematdide de cisto da soja (NCS), com microssatélites (SSR), obtendo uma
eficiéncia de selecéo (ES) de 92%. Esta ES € similar a informada por Concibido et
al. (1996), de 83-90%, usando marcadores RFLP. Mudge et al. (1997) reportaram
uma acuracidade de predicdo fenotipica de 98% para resisténcia a raca 3 do NCS
usando um par de SSR. Schuster et al. (2001) reportaram decréscimo em média
de 70% no indice de parasitismo (IP) para a raca 14 do NCS, usando marcadores
SSR. Fronza (2003) ndo obteve sucesso na validacdo de QTLs associados a
resisténcia a PVR em populacdes desenvolvidas no Brasil, quando utilizou
primers microssatélites ligados a PVR desenvolvidos por ABU-TREDEIH et al.
(1996), CHANG et al. (1996), HNETKOVSKY et al. (1996), KILO et al. (1997),
PRABHU et al. (1999), IQBAL et al. (2001) e NJITI et al. (2002). Para
caracteristicas de qualidade em sementes de soja Fasoula et al. (2004) validaram
diferentes QTLs em duas populagbes de diferentes cruzamentos para teor de
proteina, de Oleo e peso de sementes. Para esta Ultima caracteristica, os autores
confirmaram os QTLs em apenas uma das populacdes, sugerindo que os QTLs
nao confirmados podem ser devidos a falsos positivos na populacao original de
mapeamento e a influencia do ambiente.

De acordo com Silva (2005), a identificacdo e o uso de QTLs necessitam
de boa acuracia dos dados fenotipicos, de grandes populacdes avaliadas em
ambientes distintos, da verificacdo independente em popula¢gdes paralelas, para
determinar a significAncia de um QTL e da sua confirmacdo em varios
backgrounds genéticos.

Lande e Thompson (1990) modelaram a eficiéncia da SAM no
melhoramento de uma caracteristica Unica, em comparacdo aos metodos
tradicionais de melhoramento.

Segundo Guimaraes et al. (2006), para avaliar a eficiéncia da SAM para
caracteristicas quantitativas, varios autores tém utilizado modelos matematicos
baseados em escores moleculares que, para um dado individuo, correspondem a

soma dos efeitos aditivos da caracteristica associada aos marcadores. O valor
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genético de um individuo proposto por Moreau et al. (2004) pode ser descrito pelo

modelo:
Yi :ﬂ+zam‘9nj +gi*+‘c"i '

Em que y_corresponde a performance da parcela i e ¢ a média do ensaio. O
I

efeito genético (g;) do individuo jna parcela i € subdividido em um escore

molecular QI = Zamem. _e o valor genético ndo explicado pelos marcadores 6,

No escore molecular, ¢,; € o valor do gendtipo j no loco marcador m (1, 0 ou -1

quando j é homozigoto para o alelo de um parental, heterozigoto ou homozigoto
para o alelo do segundo parental no caso de individuos derivados do cruzamento
entre duas linhagens), a, € o efeito aditivo do alelo associado ao marcador m e
g € o efeito de parcela.

Existem muitos estudos na literatura de simulacdo sobre a eficiéncia
esperada em plantas. Mas pouco é relatado sobre resultados experimentais,
mesmo em soja, pois as informacbes sobre programas de melhoramento de
empresas privadas, que sao hoje, possivelmente, as principais executoras da
SAM, nao estédo disponibilizadas para a comunidade cientifica.
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3. OBJETIVOS E METAS

3.1. Objetivos

a. Comparar diferentes estratégias de selecdo para a predicdo de
ganhos com referéncia a producgéo de graos, teor de proteina e de 6leo.

b. Comparar diferentes critérios de selecdo por meio de seus ganhos
estimados e das progénies selecionadas por meio da metodologia do indice de
selecéao.

c. Identificar marcadores ligados a QTLs que contribuam para o aumento
de teor de proteina em uma populagéo de linhagens isogénicas (NILS).

3.2. Meta
Obter linhagens de soja produtivas, com alto teor de proteina, niveis

adequados de Oleo, com ciclo mais precoce do que a variedade Monarca e

resistentes ao herbicida glifosato.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material genético e delineamento experimental

Neste trabalho, foram utilizadas duas popula¢cbes, sendo uma para a

selecao e a outra para mapeamento.

4.1.1. Populacao para fins de selecéo

O desenvolvimento desta populagéo foi iniciado no ano de 2002 com o
cruzamento entre a linhagem CD98-3321RR da Coodetec resistente ao Glifosato
e a variedade Monarca da Coopadap. As sementes F1 obtidas foram
retrocruzadas com uma isolinha de alto teor protéico (CS3031PTA143) derivada
de Monarca, produzindo 30 sementes RC;F;, que foram autofecundadas
separadamente, inicialmente em vasos e posteriormente em fileiras até a geracao
RC1F34, utilizando-se o método SPD (Single Pod Descent) para avancar as
geracbes. CS3031PTA143 é uma isolinha derivada da variedade recorrente
Monarca e da doadora de genes para alto conteudo de proteina, BARC-8,
desenvolvida pelo PMQS. Este trabalho foi dividido em ciclos e etapas de selecao

de acordo com o0 ano agricola e esta resumido na Figura 3.

[ Cruzamento: (CD 98-3321 RR x Monarca) x CS30301PTA143 ] —> [RCIF1) —> [RC1F2)

| &
|

Colheita de plantas
individuais

( Plantio de fileiras 2004/2005 | €—— [ 450 familias RC1F4 | €——

v

[ Primeiro ciclo de selegéo ]9 [ Primeira etapa ] —_ [ Segunda etapa ] —_ [ Terceira etapa ]

y

Plantio das progénies RC1F4:6 em DBC Segundo ciclo de selecdo

em S&o Gotardo no ano 2006/2007 Multiplicag&o de plantas
3 no ano 2005/2006

| Terceiro ciclo de selecio | —> [Ensaio de linhagens 2007/2008 ]

Figura 3 - Esquema do cruzamento, conducédo da populagéo e procedimentos de
selecéo.
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Primeiro ciclo: Plantio, avaliacdo e sele¢cdo de familias e/ou plantas utilizando
experimento de linhas com testemunhas (progenitores) intercalares.

No ano de 2004, foram colhidas individualmente cerca de 450 plantas
RC.Fsz4 (15 plantas/genotipo RC;F;). Estas plantas deram origem a uma
populacdo composta de 450 familias RC1F4 que foram avaliadas no ano agricola
2004/2005 no campo experimental da UFV, denominado Horta Nova, localizado
em Vicosa, MG. O preparo do solo consistiu de uma aracdo seguida de trés
gradagens. A adubacéo foi feita no sulco de plantio, aplicando-se 90 kg/ha de
P,Os e 45 kg/ha de K;O. Foram feitas capinas para o controle de plantas
daninhas, pulverizacbes para controle de pragas e doencas, além de irrigacao
suplementar.

Na avaliacdo do material experimental, foi empregada uma derivacao do
delineamento de blocos aumentados de Federer (1955), em que as familias eram
intercaladas com testemunhas, procedimento este chamado de familias com
testemunhas intercaladas por Cruz (2006). Neste sistema, as testemunhas
equivalem aos tratamentos comuns, e as familias aos tratamentos regulares.
Como testemunhas foram utilizados dois dos genitores da populacdo que sao
BARC-8 e Monarca. O experimento foi composto de 15 blocos com 30 linhas de
progénies RC;F, e duas linhas com os pais intercalares (BARC-8 e Monarca) em
cada bloco. As parcelas constituiram-se de linhas de 2,0 m com 12 plantas por
metro e espacamento entre linhas de 0,5 m. De cada linha foram colhidas e
avaliadas oito plantas para producédo de grdos em gramas. Das 450 linhas
plantadas foram inicialmente descartas 118 por apresentarem desuniformidade
de estande, porte baixo ou acamamento.

As seguintes caracteristicas foram avaliadas:

PROD: Producédo de gréaos (g/parcela) - peso total das sementes de
cada planta ou peso médio da fileira.

PTN: teor de proteinas nos graos - conteudo percentual de proteina no
grao com base em matéria seca avaliada pelo método Kjeldahl.

OL: teor de 0Oleo nos graos - conteudo percentual de 6leo no grdo com

base em matéria seca avaliada utilizando o extrator de Soxhlet.

Segundo ciclo: Abertura de linhas selecionadas na segunda etapa do primeiro

ciclo.
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Esta fase foi conduzida no campo experimental Prof. Diogo Alves de
Mello, localizado no Campus da UFV em Vicosa, Minas Gerais, no ano agricola
2005/2006. Esta fase teve como objetivo apenas a multiplicagdo das plantas
selecionadas na geracao anterior a fim de aumentar o volume das sementes para

posterior avaliacdo em ensaios com repeticoes.

Terceiro ciclo: Plantio, avaliacédo e selecéo de linhagens RC;F4.¢ selecionadas no
primeiro ciclo e multiplicadas no segundo.

Esta fase foi conduzida na area experimental da Cooperativa
Agropecuaria do Alto Paranaiba (Coopadap) localizada no municipio de Rio
Paranaiba, Minas Gerais, no ano agricola 2006/2007, utilizando as familias
RC.F46. A constituicdo experimental utilizada foi o delineamento em blocos
completos casualizados, com testemunhas adicionais e trés repeticdes. Como
testemunhas, foram utilizadas as variedades BARC-8 e Monarca. Cada parcela foi
constituida de quatro fileiras de 5,0 m de comprimento, no espagcamento de 0,5 m
entre fileiras, sendo utilizadas 15 sementes por metro. Foram consideradas area
atil as duas linhas centrais, totalizando 5 m?.

As seguintes caracteristicas foram avaliadas:

NDM - Numero de dias para maturacao, contados a partir da semeadura
até estagio Rg (quando 95% das vagens atingem a coloracdo tipica de
maturacao).

APM - Altura da planta na maturacgdo, altura em centimetros do nivel do
solo até o ultimo n6 da haste principal, por ocasido da maturacao.

PG - Produtividade de graos (kg/hectare), avaliada apés a colheita, pelo
peso dos graos das parcelas, transformado para kg/ha.

PTN - Teor de proteinas nos graos, contetdo percentual de proteina no
grdo com base na matéria seca avaliada pela metodologia do infravermelho
préoximo (NIR).

OL - Teor de 6leo nos graos, conteudo percentual 6leo no grdo com

base em matéria seca avaliada pela metodologia do infravermelho préximo (NIR).
4.1.2. Populacao para fins de mapeamento de QTLsS
Foi utilizada uma populacédo de 168 linhagens quase isogénicas (Near

Isogenic Lines — NILs) obtidas por quatro ciclos de retrocruzamento e avancadas
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até a geracdo Fs pelo método SSD (Single Seed Descent) no estudo do
mapeamento de QTLs ligados ao teor protéico e na determinacdo da
herdabilidade da caracteristica. Estas linhagens tiveram como progenitores o
acesso BARC-8 (alto teor de proteina) e a variedade comercial Monarca. Foram
feitos retrocruzamentos e selecbes para teor de proteina até o terceiro ciclo,
quando foram autofecundadas e selecionadas para teor protéico até a geracéo
RC3Fs e entdo novamente retrocruzadas com a variedade recorrente Monarca.
Foram obtidas quatro sementes RC4F; que viriam a formar quatro sub-
populacdes que foram autofecundadas separadamente até a geracdo RC4F¢ pelo
método SSD, ndo sendo mais selecionadas para teor protéico e permitindo que a
caracteristica segregasse nesta populacdo semelhante a uma RIL, sendo as
plantas da geracdo RC4Fs colhidas individualmente, para em seguida serem
avaliadas no campo. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos
completos casualizados com duas repeticbes e com testemunhas adicionais.
Como testemunhas, foram utilizadas as variedades BARC-8 e Monarca. Cada
parcela foi constituida de uma fileira de 2,0 m de comprimento contendo uma
familia RC4Fs, Nno espacamento de 0,5m entre fileiras, sendo utilizadas 15
sementes por metro. Os tratos culturais foram os normalmente recomendados

para a cultura da soja, sendo utilizada irrigacdo quando necesséria.
4.2. Correcao ambiental dentro do experimento

No experimento em que as familias foram avaliadas em ensaios sem
repeticdes (primeiro ciclo), houve necessidade de fazer a correcdo dos dados de
acordo com os efeitos ambientais que atuam de forma diferenciada sobre as
fileiras. Esses efeitos ambientais sdo estimados a partir das informacdes dos
progenitores, cujas fileiras foram intercaladas no ensaio. De acordo com Cruz

(2006), os valores de cada familia sédo corrigidos conforme o que se segue:

i) Efeito ambiental
Calculam-se, inicialmente, as meédias dos progenitores do ensaio

experimental, pelas expressoes:

Y1 : média do progenitor 1 na repeticao (ou linha) j;

\721- : média do progenitor 2 na repeti¢cdo (ou linha) j; e
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(yyj
=

or que é a média geral dos dois progenitores.

. . . . 1(, - vi
Estimou-se o efeito ambiental, denotado ¢, por meio de: g = E(Y” +Y2].]—Y

il) Correcao dos dados

A correcdo dos dados para efeito ambiental no experimento foi realizada

utilizando a seguinte expressao:

VCx :Vox + & +u€f _gi:
t— Mi
em que:

V., : valor corrigido da familia na fileira x;
V,, : valor original da familia na fileira x;

g . valor do efeito ambiental que ocorre nos progenitores que se

encontram na posi¢ao p, das fileiras;

g, valor do efeito ambiental que ocorre nos progenitores que se
encontram na posi¢ao p; das fileiras;

p; : posi¢cao extrema inicial, onde se encontram os progenitores;

p; : posicdo extrema final, onde se encontram os progenitores; e

p, : posicéo ocupada pela familia, cujo valor esta sendo corrigido.

A correcdo dos valores de cada planta dentro de cada familia foi
realizada multiplicando-se o valor original da caracteristica pelo fator de correcao
ambiental da familia a que pertence a planta. Este fator ambiental foi obtido pela
divisdo da média da familia corrigida pela média da familia original.

Além da correcdo dos valores dos tratamentos néo regulares, foram
obtidas novas estimativas das herdabilidades e correlagbes, considerando que a
correcdo proporciona novos valores da variancia fenotipica entre as unidades de

selecéao.
4.3. Procedimentos de selecéo

4.3.1. Procedimentos de sele¢&o no primeiro ciclo
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Os procedimentos de selecdo e a predicdo de ganhos foram divididos
em trés etapas sequenciais em fungdo dos objetivos do melhoramento, do
tamanho da populacdo e das caracteristicas avaliadas. A selecéo foi feita com
base nos dados corrigidos para efeito ambiental.

12 etapa: Selecdo de progénies (familias e/ou plantas) para maxima
producdo. Populagdo composta de 332 familias com informacgéo de producgéo de
grdos por planta em nivel de familia e de individuo. Nesta populacdo, as
estratégias empregadas e o numero de familias e/ou individuos selecionados para

predicdo de ganhos foram:

i) Selecdo entre familias (205 e 60 familias);

ii) Selecdo entre e dentro de familias (60 familias e 4 plantas por familia);

iil) Selegdo massal (240 individuos); e

iv) Selecdo combinada (240 individuos).

22 etapa: Selecgdo entre familias com énfase principalmente para teor de
proteina, producédo de graos e manutencéo do teor de oleo.

Populacdo composta de 205 familias selecionadas na primeira etapa
para producdo de graos, com informacdo de média por familia para producéo
graos por planta, teor de proteina e 6leo. Na selecédo das 40 melhores familias e
na obtencdo da predicdo dos ganhos, os critérios de selecao utilizados foram os

seguintes:

i) Selecéo direta e indireta;

i) Selecao simultanea: indice classico proposto por Smith (1936) e Hazel
(1943) com e sem restricao;

iii) Selecdo simultanea: indice baseado nos ganhos desejados (PESEK e
BAKER, 1969) com e sem restri¢ao.

32 etapa: Selecdo de progénies (familias e/ou plantas) para ganhos tanto
para teor de proteina como para producao.

Populacdo composta de 43 familias selecionadas na segunda etapa
para teor protéico com informacdo de producédo de gréos por planta e teor de
proteina em nivel de familia e de individuo. Nesta populagdo, os critérios de
selecdo empregados e o numero de familias e/ou individuos selecionados para

predicdo de ganhos foram:
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i) Selecado entre e dentro: direta e indireta. Percentagem de selecdo
entre igual a 50% e dentro igual a 25%.
i) Selecdo simultanea: indice classico proposto por Smith (1936) e

Hazel (1943) com selecédo de 40 individuos.

4.3.2. Procedimentos de sele¢édo no terceiro ciclo

Na selecédo entre familias de uma populacdo composta de 117 progénies
RC,F4 selecionadas na terceira etapa do primeiro ciclo do programa, utilizaram-
se informacdo de média por familia para produtividade de graos (PG), altura de
planta na maturacdo (APM), nimero de dias para maturacdo (NDM), teor de 6leo
(OL) e teor de proteina (PTN). As caracteristicas consideradas principais foram
PG e PTN, os pesos econdmicos e os ganhos desejados variaram em funcéo das
caracteristicas e dos seguintes objetivos: a) selecdo de genoétipos que maximizem
ganhos para teor de proteina, mas com menor reducéo possivel de produtividade
de graos e b) selecdo de gendtipos que maximizem ganhos para produtividade de
graos, mas com menor reducao possivel para teor protéico.

Para selecionar as 20 melhores familias e estimar seus ganhos,

empregaram-se 0s seguintes critérios de selecao:

i) Sele¢éo direta e indireta;

i) Selecdo simultanea: indice classico proposto por Smith (1936) e Hazel
(1943) com e sem restricao; e

iii) Selecdo simultanea: indice baseado nos ganhos desejados (PESEK e
BAKER, 1969) com e sem restricao.

4.4. Determinacédo do conteudo de proteinas totais

A determinacdo do contetudo de proteinas das sementes no primeiro
ciclo foi realizada utilizando o método Kjeldahl modificado, segundo as normas
analiticas do Instituto Adolfo Lutz que requer um minimo de trés gramas (10
sementes) de soja moida. Na fase de digestdo, apO0s obtencdo do material
digerido, adiciona-se peroxido de hidrogénio 30%, levando a mistura ao
aguecimento por mais 30 minutos. Na fase de destilacdo, recolhe-se a amoénia

liberada em solucdo de acido bodrico 4%. Obtém-se o teor de nitrogénio pela
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titulacdo da ambnia com acido cloridrico 0,05 N. A partir do teor de nitrogénio, é
calculada a porcentagem de proteina total da amostra, empregando-se o fator de
6,25. Os resultados dos teores de proteina foram expressos em porcentagem com

base na matéria seca, constituindo a média de duas repeti¢cdes da andlise.

4.5. Determinacgdo do contetdo de dleo

A determinacdo do teor de Oleo no primeiro ciclo foi realizada em
aparelho extrator de Soxhlet, utilizando éter de petrdleo como solvente, segundo o
procedimento descrito em Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 1985), com modificacoes.

4.6. Determinacdo da composicdo do gréo pela metodologia NIR

A determinacdo dos teores de proteina e 6leo no terceiro ciclo foi
realizada simultaneamente em espectrometro de infravermelho proximo (NIR,
equipamento Agrosystem, modelo instalab 600 product analyzer), utilizando
sementes moidas e com granulometria adequada para a leitura de absorbancia

no equipamento NIR.

4.7. Andlises estatisticas e genéticas da populacéo de selecao

4.7.1. Andlise de variancia do experimento com linhas segregantes
intercaladas pelos progenitores com informacdo entre e dentro de

fileiras

Inicialmente foi realizada analise de variancia para producdo de graos
entre e dentro de 332 familias com objetivo de atender a Etapa 1. O procedimento
proporcionou resultados em relacdo aos pais e geracdo segregante, descritos a
sequir:

O modelo estatistico basico adotado foi o seguinte:

Yy =u+fi+e +p;+3;
em que:
Y, : observacao relativa a j-esima planta da i-ésima familia;

4 . média geral da geracao (pai ou linha segregante);
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f.: efeito genético atribuido a i-ésima familia, sendo f ~ NID(O, 0'5), com
(i=1,2,..f); para os pais este efeito é inexistente;

e, : efeito ambiental entre fileiras (de um pai ou de linhas segregantes);

p; - efeito genético atribuido a j-€sima planta da i-ésima familia; sendo
p; ~ NID(O, agd ), com (i= 1,2,...,f) para os pais este efeito € inexistente; e

o;: efeito ambiental entre plantas dentro de fileiras (de um pai ou de
linhas segregantes), sendo o; ~ NID(0, c?).

A anadlise de variancia bem como os estimadores destas variancias
relativas as fontes de variagdo foram obtidos conforme esquema a seguir:

a) Para familias

FV GL QM E(QM)

Entre fileiras f-1 QME; o2 +ko?,

Dentro de fileiras N-1 QMDy o2,
Sendo:

em que:
og; - variancia fenotipica entre familias
og, - variancia fenotipica dentro de familias
: variancia genética entre plantas dentro de familia;
0., . variancia genética entre familias;
o4 - variancia ambiental entre plantas dentro de familias; e

o~ :variancia ambiental entre familias.

b) Parao Pai 1

FV GL QM E(QM)
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Entre fileiras p1-1 QMEp Oppr + KO

Dentro de fileiras N-p1 QMDp Obpt

Sendo:

i=1 i=1
k, =
’ Py -1
algpl = O-ezd Gépl = O-e?e
c) Para o Pai 2
Fv GL QM E(QM)
Entre fileiras p2-1 QMEp; 02 5 + K020,
Dentro de fileiras N-p2 QMDp; o2
Sendo:
p2 p2
1 2
N=)n N-| =) n
& 2]
Ky =
p2-1
O-Ez)pz = O-:d O'épz = Geze

Com a combinacéo da informacédo destas classes de material genético
com avaliacdo de plantas individuais, foi possivel estimar 0os seguintes parametros
relativos a populacao segregante:

Variancia fenotipica entre e dentro de familias segregantes

A2 _ QMEf _QMDf O’\-?dentro = QMDf

O-f .entre k
1

Variancia ambiental entre e dentro de familias

o ler L \1(QMEp1—QMDp1+QMEp2—QMDp2J

O entre = E e(pail) +O—ee(pai2) P E k2 k3
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. 1g, 2 ~ 1

O dentro = E ed(pail) +Ged(pai2) P 2

OMD,, +QMD,,
Variancia genotipica entre e dentro de familias

~2 ~2 ~2 ~2
O,

_ 2 _ a2 _
g.entre — O entre ~ Oc.entre O-g.dentro = O%t dentro ~ O¢.dentro

Herdabilidades no sentido amplo entre e dentro de familias e total

"2 a2 ~2
hz _ Gg.entre . hz _ ag.dentro . 2 O-g.total
entre = — 5, dentro = — 5, h total = 5
O entre O% dentro O-f total

A decomposicao da variancia genética total foi assim obtida:

FV Nivel de endogamia (F) Geragéao F4 (F =0,75)

Entre fileiras 2Fc? +F(1-F)o? (3/2)c?2 +(3/16)c3

Dentro de fileiras (1-F)o? +(1-F)o? U 4)c? + (U b)o?

Total 1+F)o? +(1-F?)o? (714)0; +(7116)0;
Sendo:

o2 variancia genética aditiva e

a

o2 variancia genética devido aos desvios de dominancia.

Com as equacdes acima, foram estimadas as seguintes variancias:

52 _ G2 —F62 52 _ 2F65 —(1-F)og,
* F@+F) ‘ F(1-F?)

As herdabilidades restritas entre e dentro de familias e total foram assim

estimadas:
~2 ~2
h2 _ Oaentre _ 2F Oa
R.entre — A2 T a2
Gf .entre O-f .entre
~A2 ~2
h 2 _ O dentro _ (1 -F )O-a_
R.dentro — a2 T a2
O .dentro O .dentro
~2 a2
h2 _ Oatotal _ (1 +F )O-a.
R.total — a2 - ~2
O-f .total O-f .total
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Os coeficientes de variacao foram assim estimados:

~2 ~2
(OO\/O-g.entre + O-g.dentro

Coeficiente de variacéo experimental: CV,% =
m

geral

~2 ~2
(OO\/O-f .entre + O-f .dentro
m

Coeficiente de variacao fenotipico: CV,% =

geral

~2 ~2
(OO\/O-g.entre + O-g.dentro _
m

Coeficiente de variagao genético: CV,% =

geral

B CONC
m

geral

V0% — (00\/ 6gz.dentr0;
gd m

geral

Coeficiente de variagéo genético entre familias: CV,,
Coeficiente de variacdo genético dentro familias: C

Coeficiente de variagcio experimental entre familias: CV,,

% — ‘Oové-e:z.entre ‘
m

geral

. L . o 00,/6?
Coeficiente de variagdo experimental dentro familias: CV,% = w{
m

geral

4.7.2. Analise de variancia do experimento com linhas segregantes
intercaladas pelos progenitores com informacdo entre médias de

fileiras

Foram realizadas analises de variancia para producdo de grdos por
planta, teor de proteina e 6leo nas 205 familias segregantes, utilizando o
delineamento com familias e progenitores intercalares (testemunhas). Esta
analise foi realizada para atender aos objetivos da Etapa 2. O modelo estatistico

adotado sera foi seguinte:

Para as testemunhas, Y; = u+T, +¢,

em que Yj é o valor da caracteristica da i-€sima testemunha na j-ésima repeticéo;
M € a média geral das testemunhas; T; é o efeito da i-ésima testemunha

(i=1,2,...1); & € o erro aleatdrio que incide sobre as testemunhas &; ~NID (O, o?).
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Para as linhagens, Y, = 4+G, +¢,

em que Y; é o valor da caracteristica da i-ésima linhagem; p é a média geral das
linhagens; G; é o efeito genético da i-ésima linhagem (i = 1,2,...,g) G, ~NID(0, 092);

e & é o erro aleatério que incide sobre as linhagens, & ~NID (0, 0?).
A andlise de variancia foi realizada conforme esquema apresentado na
Tabela 2.

Tabela 2 - Esquema da andlise de variancia, quadrados médios e esperanca dos
quadrados médios do experimento com linhas segregantes intercaladas pelos
progenitores

FV GL QM E(QM)
Familias f-1 QMF o’ + o's
Testemunhas t-1 QMTe o’ + k¢,
Residuo t(r-1) QMR o?

Com m, : média das testemunhas e m, : média das familias.

Sendo:

N=Zri N—(l\lliriJ
i=1 K = i=1
te-1

As estimativas dos parametros foram assim obtidas:
Para as testemunhas:

Variancia fenotipica média: 67 = QMT,

Componente quadratico que expressa a variabilidade genotipica:

" QMTe —-QMR
go= e

Coeficiente de determinacdo genotipico, baseado na média das
testemunhas:

2_ ¢
H A_2
Oy
Correlagéo intraclasse: p = L
¢+ 6°
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(100\/; ]

Coeficiente de variagéo genético: CV,% = I

(100@ ]

Coeficiente de variacdo experimental: CV,% =~—=

mt
eV, g
Razéo —* = ¢t2
CvV, c

Para as familias:

Variancia fenotipica: 67 = QMF
Variancia genotipica: “g =QMF —-QMR

~2

Herdabilidade: h? = 2¢
Ot

~ o (005!
Coeficiente de variagao genético: CV,% = —————
mf
-~ . (00 /5?
Coeficiente de variagédo experimental: CV,% = —f‘
m

. CV, 52
Razéo —'= |
CV, c

[~2
Coeficiente de variacdo experimental do ensaio: CV % = (—’
m

4.7.3. Andlise de variancia das linhagens selecionadas e plantadas em
2006/2007

Foi usado o modelo indicado a seguir na analise de variancia dos dados

obtidos para os cinco caracteres avaliados, feita segundo o delineamento em

blocos completos casualizados com testemunhas adicionais (progenitores):

Yij =u+T, +Bj +&j,
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Y; € o valor observado da caracteristica no i-esimo tratamento (familia ou
testemunha) no j-ésimo bloco; p é a média geral; T, é o efeito do i-ésimo
tratamento. Para (i=1, 2,..., g), tem-se o efeito aleatdrio ou fixo para os genétipos
epara(i=g+1,9+2,..,9+t), tem-se o efeito fixo para as testemunhas; B; € o
efeito do j-ésimo bloco (j = 1,2,...,r); e &; € o erro aleatorio, & ~NID (O, o%).

O esquema da analise de variancia, com base neste modelo, esta

apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 - Esquema da andlise de variancia, quadrados médios e esperanca dos
quadrados médios do delineamento em blocos completos casualizados com
testemunhas adicionais

E(QM)
FV GL SQ QM
Genotipo aleatorio
- 2 2
Blocos r-1 SQB QMB o’ +To;
Tratamentos T-1 SQT QMT o’ + ré.
Genotipos (G) g-1 SQG QMG o +ro?
g
Testemunhas (Te) t-1 SQTe QMTe ol + ré
G versus Te 1 SQGr QMGr -
Residuo (r-1)(T-1) SQR QMR o2
Total rm-1 SQTo

Sendo T =g +t, o numero total de tratamentos, incluindo as familias e as
testemunhas e Gr = grupo.
As médias e as somas dos quadrados e quadrados médios foram

obtidas por meio das seguintes expressoes:

T r
% ZZY” Y2
Médiageral= M = — =21 -C=_- =C_+C,
Tr Tr LI

. . Y, 4
Média dos gendtipos = M, = 2+ =—=—=—;C =2
r

Média das testemunhas = M, =t === .Cc = -t

ST—TrYZ C'SB—erZ C: MB—SQB
QO—;ZL‘ ij ’ Q _-le g 1eQ —m
i=1l j= 1=

64



SQT == ZYZ —ceqmr =T

= T-1
SQG == ZYZ -C, eQMG_%
i=1 g_l

SQTe

.
SQTe _1 > Y?-C, e QMTe =
r i=g+1 . t-1

SQGr = SQT —(SQG +SQTe) e QMGr = SQGr

SQR

-1 -1

SQR = SQTo —(SQB +SQT) e QMR =

Obtiveram-se as estimativas dos parametros da seguinte forma:

Variancia fenotipica média: 67 = QMG
r

A : AT MR
Variancia ambiental média: 67 = QMR
r

, QMG —-QMR
2 QMG —QMR
.

Variancia genotipica média: &

~2
. ~ . o o
Herdabilidade para sele¢do baseada na média da familia: h? = =
O%

N

Correlacéo intraclasse: p =

2
e
~2
s TQMR

00,/62
Coeficiente de variagdo genético: CV,% = (I\/I—g/

00,/6
Coeficiente de variagdo ambiental: CV,% = (M—/

e

00,/6?
Coeficiente de variacdo experimental do ensaio: CV % = (T*

65



4.8. Esquema de selecéo e predicado de ganhos por selecdo na populacéo de

selecéao

4.8.1. Selecao entre familias

Este procedimento foi utilizado para estimar ganhos diretos, indiretos e
para selecdo simultdnea de caracteres entre médias de familias utilizando-se as
seguintes expressoes:

a) Ganho de selecdo direto pela metodologia proposta por Eberthart

(1970).
GS, =DS xh?

em que:

GS, = ganho direto predito no carater i;

h? = herdabilidade, em nivel de média de familia ou progénies, para o
carater i;

DS, = diferencial de selecéo do carater i, dado por: DS, = )(_3i— X_Oi

ng : média das familias selecionadas; e

)(0i : média original da populagéo sob selecao.

Em termos percentuais,

GS, % = i x100
Xoi
b) ganho de selecéao indireto
GS;-=DS; -x hzj

em que:

GS,;, = ganho indireto predito no carater j pela sele¢ado no carater i;

hj2 = herdabilidade em nivel de média de familia ou progénies para o
carater j; e
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DS, = diferencial de selecéo indireto do carater j, obtido em funcéo da

média daqueles individuos cuja superioridade foi evidenciada com base no
carater i, sobre a qual se pratica a selecéo direta.
Em termos percentuais:

GS,
GS, % = —11 x100

X

i)
oj

7

Essa expressdo é vantajosa principalmente quando o numero de
progénies for pequeno e/ou as correlacdes entre os dados amostrados nao

refletirem as correlagdes entre as unidades selecionadas.

4.8.2. Selecdo entre e dentro de familias

O procedimento foi realizado selecionando-se primeiramente as
melhores familias de acordo com as percentagens de selecdo desejada para cada
caracteristica. Depois de selecionadas as melhores familias, os melhores
individuos dentro das familias selecionadas foram escolhidos de acordo com a
percentagem de selecao.

a) O ganho de selecdo direto entre foi estimado pela seguinte

expressao:

GS = DSe X th.entre

entre

Sendo:

hZ ore : NErdabilidade no sentido restrito entre

em que:
)(fs : média das familias selecionadas; e
)(0i : média original da populacao sob selecéo.
b) O ganho de selecéo dentro foi estimado pela seguinte expressao:
GSgenro = DSy, x thz.dentro
sendo:
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h2 : herdabilidade no sentido restrito dentro; e

R.dentro *

DS, : diferencial de selecdo médio dentro.

S S

1 S 1 S _ _
DS, Z_Z DS, :—Z[Xind(i)— X fS(i)j,

em que:

s: numero de familias selecionadas;
X1sy: média da i-ésima familia selecionada; e

Xindci) : Média dos individuos superiores dentro da familia i.

c) O ganho de selecdo total foi estimado pela seguinte expressao:

GS, i =GS, e +GS

total entre dentro

4.8.3. Selecao massal

Neste procedimento, praticou-se a selecdo dos melhores individuos,
independentemente da familia a que pertenciam.
O ganho de selec¢éo entre foi estimado pela seguinte expresséao:

GS,peen = DS, x N2

massal R.total

em que:

h? ... . herdabilidade no sentido restrito total; e

DS, : diferencial de selegéo, considerando os valores fenotipicos das

plantas avaliadas no ensaio.
4.8.4. Selegado combinada

A selecdo foi realizada a partir de um indice obtido levando-se em
consideracdo o desvio do individuo em relacdo a meédia da familia a qual
pertencia e o desvio da média da familia em relacdo a média geral. Para cada
desvio, foi dado um peso, objetivando minimizar as diferencas entre os elementos
do vetor I, de indices de selecdo e os elementos correspondentes do vetor G, de

valores genéticos. A expressao para o indice de selecao combinada foi dada por:

68



Iij = bl (/ij _YT} bz (ll_ _Y_:

em que:

b, : peso dado ao desvio do valor fenotipico do individuo em relacao

ij
a média de sua familia (i.’; e
b,: peso dado ao desvio da média fenotipica da familia (i.‘ em relacéo

a meédia geral da populacéo ( /
Sendo:
b, =h2

Rdentro !

b, = h?

Rentre *
A resposta a selecdo é dada pelo diferencial de selecao no indice:
RS=DS,.

4.8.5. Selecao simultanea utilizando indices de sele¢cédo

Para a selecdo das familias foram utilizados o indice classico de Smith
(1936) e Hazel (1943) e o indice com base nos ganhos desejados de Pesek e
Baker (1969) com e sem restricdo. Com relacdo ao indice classico, proposto por

Smith (1936) e Hazel (1943), o indice (I) e o agregado genotipico (H) sdo assim

descritos:
| =b,x; +b,x, +...b,x, =D bx, =b'x
i=1
H=ag90,+a,9,+...a,9, = Zaigi = a,g
i=1
em que:

n é o numero de caracteres avaliados; b' € um vetor 1 x n dos coeficientes
lineares a serem estimados; x € um vetor n x 1 de médias dos caracteres; a' € um
vetor 1 x n de pesos econémicos previamente estabelecidos; e g € um vetorn x 1
de valores genéticos desconhecidos dos n caracteres.

Em funcdo das estruturas do indice e do agregado genotipico, pode-se

deduzir que:
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b=P'Ga

em que:

P € a matriz de variancias e co-variancias fenotipicas; e

G é a matriz de variancias e co-variancias genéticas entre os caracteres.

Na aplicacdo do indice classico, consideraram-se como pesos
econdbmicos o0s coeficientes de variagdo genética de cada carater, conforme
sugestéo de Cruz (1990) e a proporcionalidade da composicéo do gréo

Para construcdo do indice de Pesek e Baker (1969), deve-se considerar

a expressédo do ganho desejado para os varios caracteres, definida por

Gb

~

AGd =

o

em que AGd é o vetor de ganhos desejados, G é a matriz de variancias e co-

~

variancias genéticas entre os caracteres, b é o vetor n x 1 de coeficientes do
indice e &, a raiz quadrada da variancia do indice. Como &, € escalar e nédo

afeta a proporcionalidade do indice, ele pode ser desprezado, obtendo-se:

b =G*AGd
Assim, o indice seria estabelecido apenas com a definicdo do vetor de
ganhos desejados e da matriz de variancias e co-variancias genotipicas. Apesar

de o referido método dispensar o estabelecimento dos pesos econémicos, estes

podem ser estimados, posteriormente, pela expresséao:

a=G'Pb
em que 4 é o vetor n x 1 de pesos econdmicos estimados e P € a matriz de
variancias e co-variancias fenotipicas entre os caracteres.

Para construgdo do indice de Pesek e Baker (1969) inicialmente
considerou-se como ganhos desejados 0 equivalente a um desvio padréo
genético para cada carater principal. Foram incluidas outras combinagfes de
ganhos desejados e diferentes classificacdes quanto aos caracteres considerados
como principais, visando as melhores distribuicbes de ganhos de acordo com os
propésitos do presente trabalho.

Também foram estabelecidas restricdes em relacdo ao indice classico

de Smith (1936) e Hazel (1943) e de Pesek e Baker (1969), a fim de maximizar os
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ganhos nas caracteristicas principais. Utilizou-se dos indices de Kempthorne e
Nordskog (1959) e o de Tai (1977), sendo este uma generalizacdo do indice de
Pesek e Baker (1969).

Depois de selecionadas as familias utilizando-se as caracteristicas para
compor o indice de selecdo, a resposta a selecdo foi estimada para cada
caracteristica isoladamente, utilizando-se procedimento semelhante a selecéo

individual, ou seja:
GS, =DS, x hfx

4.8.6. Selecdo simultanea de caracteres entre e dentro de familias

a) O ganho de selecao direto entre e dentro foi estimado conforme item
4.8.1.

b) O ganho de sele¢do indireto entre e dentro de familias foi estimado
pela seguinte expressao:

GSj=8,1CS,

Sendo:

GS,;, = ganho de selecdo indireto predito no carater j, pela sele¢do

praticada no carater i;

GS, = ganho de selecéo direto em i;

" ~

A Cov, €. X;
~2

ﬁj(i) = . : coeficiente de regresséo genetlco;
gi

" ~ A -
Covy (<i,xj _& Cco-variancia genetica (entre ou dentro) entre os caracteres

iej; e

2

G4 = variancia genética (entre ou dentro) do carater principal sobre o

qual se pratica a selegéo.
c) O ganho de selecdo entre e dentro de familias utilizando o indice

classico foi estimado pelas seguintes expressoes:
c.1) Indice para seleco entre familias dado por:
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| = b13_/1+b23_/2+~'+bn gln :Zbi g’i :y'be
i=1

| : indice de selecéo entre médias de familias a ser estimado;

y": vetor (1xn) de médias de familias; e
b, : vetor (nx1) dos coeficientes de ponderac¢do do indice estimado por

meio de:

P.b, =G,
Sendo:
P, : matriz de variancias e covariancias fenotipicas entre familias;
G, : matriz de variancias e covariancias genotipicas entre familias; e

a: vetor de pesos econdémicos.
c.,) Indice para selecéo dentro de familias dado por:

I =by,+by, +...+by, :Zbiyi =Yy'b,
i=1

| : indice de selecdo dentro de familias a ser estimado;

y”: vetor (1 x n) de valores individuais das plantas dentro de familias; e
b, : vetor (n x 1) dos coeficientes de ponderacéo do indice estimado por

meio de:

P,b, =G,a

Sendo:

P, : matriz de variancias e covariancias fenotipicas entre plantas dentro
de familias;

G, : matriz de variancias e covariancias genotipicas entre plantas dentro
de familias; e

a: vetor de pesos econdmicos, idéntico ao estabelecido para a selecéo
entre familias.

O ganho esperado no carater j, quando a selecao é praticada sobre o

indice, foi expresso por:
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Neste caso, a selecédo dentro foi realizada entre todos os individuos das

familias selecionadas e avaliadas no experimento.
4.8.7. Ganhos de selecdo em relacdo ao progenitor recorrente
Para cada procedimento de selecdo e caracteristica selecionada, foram

calculados ganhos em relagéo ao progenitor Monarca. Para a determinacédo dos

ganhos, utilizou-se a seguinte expressao:

X iy — Xm(i
( fs(|_) M())Xlo
X M)

GS (%) = 0

em que:

X1sqy: média das familias selecionadas para a caracteristica i; e

Xwa): média geral do progenitor Monarca para a caracteristica i no

experimento.
4.9. Analises estatisticas e genéticas da populacdo de mapeamento
4.9.1. Teste de normalidade

4.9.1.1. Teste de assimetria

O coeficiente de assimetria fornece o grau de desvio ou afastamento da
simetria de uma distribuicdo de dados. Em uma distribuicdo simétrica, tem-se
igualdade dos valores da média, mediana e moda. A estimativa do coeficiente de

assimetria (s) de uma variavel X, numa amostra de tamanho n, € dada por:

. n n (X, - X\’
S em o )

7

Se o resultado for zero, a distribuicdo € simétrica, se o resultado for

negativo, a distribuicdo € assimétrica negativa (inclinada para a esquerda) e se o
resultado for positivo, a distribuicdo € assimétrica positiva (inclinada para a
direita).

As hipoteses Hy: s = 0 e Ha: s # 0 seréo testadas pelo teste t:
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S

\/ 6n€ -1
(1—2}1+1}1+3:

t =

O valor de t calculado serd comparado ao de t tabelado, a nivel o de
probabilidade, com infinitos graus de liberdade. Se |[tca| > twp, rejeita-se Ho.
(SCHUSTER e CRUZ, 2004).

4.9.1.2. Teste de curtose

Curtose € o grau de achatamento de uma distribuicdo, considerado
usualmente em relacdo a distribuicdo normal. Segundo Schuster e Cruz (2004),
para estimar o grau de curtose (k) de uma variavel X, utiliza-se a seguinte

formula:

‘_ n@+1_ Z[X x] 3.6-17 .
0-1%-2%-3°% 6-2%-3_

Se o resultado for zero, a distribuicdo de frequéncias é a propria
distribuicdo normal, sendo chamada de mesocdurtica (k = 0), se o resultado for
negativo (k < 0), a distribuicdo € achatada (alta variabilidade), e chamada de
planicartica se o resultado for positivo (k > 0) e a distribuicdo concentrada em
torno da média (alta homogeneidade) € chamada de leptocurtica.

Para testar a hip6tese Ho: k = 0 vs Ha: k # 0 tem-se o teste t:

~

K
24n € -1°
-3%-2%+3%+5_

Este valor de t calculado sera comparado ao valor de t tabelado, a nivel

t=

o de probabilidade, com infinitos graus de liberdade. Se |tcal| > twp, rejeita-se Ho.

4.9.1.3. Teste de Lilliefors

O teste de Lilliefors apresenta o mesmo principio que o teste de qui-
guadrado (Xz), porém considera os dados individualmente, ou seja, dada uma
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amostra de tamanho n, agrupam-se os dados em k classes, podendo-se formar
uma distribuicdo de freqiéncia com intervalos de classes iguais a 0,25, 0,50, 0,75,
1,0 do desvio padrdo. As frequéncias esperadas (FE;) de cada classe sao
encontradas de acordo com a distribuicdo normal reduzida z, multiplicando-se a
area de cada classe pelo namero total de observacbes (n), e as frequéncias
observadas (FO;) sdo os numeros de observacdo de cada classe (n;). Para isso,
obtém-se os valores de z com a introdugéo de uma modificacdo, ampliando o seu
uUSO para 0s casos em que a meédia e a variancia ndo sdo conhecidas, mas sim

estimadas por meio dos dados da amostra, como segue:

em que:
z; = valor da variavel normal padronizada da classe i;

Xi= valor maximo da classe i;

X = média geral da amostra de dados; e

s = desvio padréo da amostra de dados.

Na maioria das vezes, o teste de Lilliefors é mais poderoso que o y°.

O teste de Lilliefors pressupfe o calculo de todos os z, que devem ser
ordenados para as seguintes consideragoes:

F(z) = FE;i < z; = valor da tabela de distribuicdo normal reduzida (area);

S(z) = FO;i< z; = ni/n, em que:

n; = numero de valores observados < z;; e

n = numero total de observacfes da amostra.

D = Maximo |F(z) - S(z)|-

O teste é bilateral, como segue:

Ho: é razoavel estudar os dados por meio da distribuicdo normal; e

Ha: ndo é razoavel estudar os dados por meio da distribuicdo normal.

Rejeita-se a hipdtese de nulidade quando D¢y = Dtab, em um nivel a de
probabilidade com n observagfes, caso contrario ndo se rejeita H,
Deve-se lembrar, porém, que a nao rejeicdo de H, indica apenas que

esta é uma razoavel aproximacéao da distribuicdo conhecida.

75



4.9.2. Analise de variancia da populacdo de mapeamento

Foi usado para avaliagédo do teor de proteina nas NILs 0 mesmo modelo
de andlise, que foi efetuada no item 4.7.3, realizada segundo o delineamento em
blocos completos casualizados com duas repeticbes e com as mesmas

testemunhas adicionais.

4.10. Extracao, amplificacdo e analise do DNA por marcadores SSR

Para a extracdo de DNA, foram trituradas cinco gramas de sementes de
cada linhagem e dos parentais. Amostras de DNA das sementes foram extraidas
pelo método descrito segundo McDonald et al. (1994) com algumas modificacdes.
Em um tubo eppendorff de 1,5 mL contendo cerca de 50 mg de sementes, foram
adicionados 1.000 pL de tampao de extracdo contendo Tris-HCI 0,2 M, NaCl 0,28
M, EDTA 25 mM e SDS 10%. As amostras foram extraidas em Politron e, em
seguida, centrifugadas por 10 min por 14.000 rpm em microcentrifuga eppendorff
1.405. Os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos, sendo, em
seguida, acrescentados 10 uL de proteinase K 10 mg/mL e 10 pL de CaCl, 1 mM,
e colocado em banho-maria a 55 °C por 30 min. Foram, entdo, adicionados as
amostras 900 pyL de isopropanol e deixadas em repouso por 2 min. Apds este
tempo, as amostras foram centrifugadas por 10 min a 14.000 rpm. Os
sobrenadantes foram descartados e o0s precipitados secos por 15 min. a
temperatura ambiente, sendo, a seguir, ressuspendidos em solucdo de Tris-EDTA
(TE)10 mM e 1 mM contendo RNase 60 pg/mL e colocados em banho-maria por
90 min. As amostras foram precipitadas novamente pela adicdo de 900 pL de
isopropanol e deixadas em precipitacdo por 2 min. Logo apés, as amostras foram
novamente centrifugadas por 10 min. a 14.000 rpm e o0s sobrenadantes
descartados. Os precipitados foram ressuspendidos ao final em TE 10 mM e 1
mM. A concentracdo do DNA era estimada espectrofotometricamente por leitura
da absorbancia em 260 nm, sendo cada unidade de absorbancia correspondente
a 50 pg/mL de DNA fita dupla (SAMBROOK et al., 1989).

As reacbes de amplificacdo de microssatélites foram feitas em um
volume total de 15 pL, contendo 12,5 uM de Tris-HCI (pH 8,3), 62,5 uM de KCI,
2,5 mM de MgCl,, 125 pM de cada um dos deoxinucleotidios (dATP, dTTP, dGTP

e dCTP), 0,6 uM de cada primer, uma unidade da enzima Tag-polimerase e 18 ng
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de DNA. As amplificacBes foram realizadas em Termociclador Perkin Elmer 9.600
programado para uma etapa inicial de 7 min. a 72°C, seguida de 30 ciclos de
1 min. a 94°C, 1 min. a 50°C e 2 min. a 72°C. Por fim, uma etapa de 7 min a 72°C.
Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel nao
desnaturante de poliacrilamida 10% por 4 horas a 100 V, e corados com solucdo
de brometo de etidio (0,2 pug/mL). O gel tem 16,5 x 12,5 cm e espessura de
0,5 mm. Terminada a eletroforese, os géis foram fotodigitalizados pelo sistema de
fotodocumentacao Eagle Eye Il (Stratagene).

Foram testados aproximadamente 380 primers microssatélites com
base no mapa integrado da soja (CREGAN et al., 1999), e aqueles que se
mostraram polimérficos nos bulks formados pelas 168 NILs foram amplificados

em toda a populacéo para obter os dados moleculares de cada genotipo.

4.11. Obtencao do mapa de ligagéo

A segregacdo de cada fragmento polimérfico foi testada nas
populacdes por meio do teste qui-quadrado. Apenas os fragmentos, cuja
segregacao se ajustou a proporcéo esperada de 1:1 (P < 0,05), foram utilizados
nas analises posteriores.

O mapeamento dos marcadores e 0 estabelecimento dos grupos de
ligacdo foram feitos com a utilizagdo do programa GQmol. Os marcadores foram
agrupados, utilizando-se LOD minimo de 3,0 e frequéncia maxima de
recombinacdo de 0,30. A distancia de mapeamento de Kosambi foi utilizada para

a converséo da frequéncia de recombinagéo para centiMorgans (cM).

4.12. Mapeamento de QTLs para conteudo de proteina

A identificacdo de marcadores ligados a um QTL que controla o teor de
proteina foi realizada analisando-se a co-segregacdo entre os marcadores
amplificados na populacéo e o fenétipo de cada linhagem, pelo método da analise
de variancia e por regressao linear e multipla. A selecdo de marcadores utilizando
regressdo multipla foi feita utilizando o procedimento de eliminagéo stpewise, com
nivel de significancia de 10% para a entrada e saida das variaveis independentes
(marcadores) (SCHUSTER e CRUZ, 2004). As informag¢fes do mapa de ligagao
foram utilizadas para localizar e caracterizar os efeitos dos possiveis QTLs por
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meio do mapeamento por intervalo simples baseado na andlise de regressao
segundo Haley e Knott (1992). As estimativas dos valores aditivos, o coeficiente
de determinacdo do QTL correspondente ao pico de maior significancia estatistica
do QTL e a posicdo do possivel QTL foram declarados quando os valores da
razdo da maxima verossimilhanga (Likehood Ratio — LR) excederem os valores
criticos de corte (a = 0,05) em cada grupo de ligagédo. O ponto de corte da razéo
de maxima verossimilhanca (LR) para considerar a presenca de um QTL pelo
método de mapeamento por intervalo simples foi obtido a partir de um teste de
permutacdo como relatado por Doerge e Churchill (1996). O teste é realizado
misturando-se os valores da caracteristica quantitativa em questéo, repetindo-se
a analise. Os valores de LR criticos foram determinados pela realizacdo de 1.000

permutacoes.

4.13. Recursos computacionais

Todas as analises estatisticas e genéticas utilizadas foram processadas,

utilizando-se os programa Genes (www.ufv.br/genes/genes.htm) e GQMOL

(www.ufv.br/dbg/ggmol/ggmol.htm).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analise das testemunhas e correcdo dos dados da populacdo de
selecéao

Inicialmente foi realizada uma analise de variancia com todas as fileiras
Uteis do experimento (375 familias e 15 blocos de testemunhas intercalares) com
0 objetivo apenas de correcédo dos dados, pelo fato de se necessitar de uma
regularidade na disposicdo das familias dentro dos blocos, pois isto ndo seria
possivel depois da eliminacdo de muitas familias. Na Tabela 4, encontram-se o
resumo da andlise de varidncia e as estimativas dos parametros genéticos
referentes as testemunhas intercalares para as trés caracteristicas avaliadas:
producado de graos por planta, teor de proteina e teor de dleo.

Observam-se diferencas significativas entre as testemunhas para todas
as caracteristicas. Além disso, a variacdo ambiental no experimento foi pouco
pronunciada, mostrada pelo coeficiente de variacdo experimental que assumiu
valores abaixo de 15%, sendo que isso ira refletir em uma menor discrepancia

entre os valores originais e os corrigidos.

Tabela 4 - Resumo da andlise de variancia para as testemunhas das
caracteristicas producdo de graos (PROD), teor de proteina (PTN) e teor de 6leo
(OL)

QM

FV GL

PROD PTN oL
Testemunha 1 1729,154* 1493.896** 445.599**
Residuo 28 3,141 1.173 1,055
Média 12,85 46,05 16,88
Coeficiente de variagdo — CV, (%) 13,78 2,352 6,084
Variancia fenotipica 115,28 99,59 29,70
Varidncia ambiental 0,209 0,078 0,070
Variancia genotipica 115,07 99,51 29,64
Coeficiente de determinagéo genotipica 99,81 99,92 99,76
Correlagéo intraclasse 97,34 98,83 96,56
Coeficiente de variagdo genético — CV, 83,46 21,66 32,25
Razédo CV,/CV, 6,06 9,21 5,29

(**) significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

5.2. Estimacdo de parametros genéticos e predicdo de ganhos para
producdo de graos utilizando analise de geracdées com informacao

entre e dentro de familias
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Esta analise foi realizada em uma populagdo composta de 332 familias,
que inicialmente passou por uma selecdo prévia para desuniformidade de
estande, porte baixo e acamamento. ApOs esta selecdo visual, os valores
fenotipicos para producédo de graos por planta foram corrigidos, tanto em nivel de
familia como de individuo dentro de familia (oito plantas). Em seguida, procedeu-
se a andlise de variancia de acordo com Cruz (2006a). ApOs definidos os
parametros genéticos desta populacéo, foram feitos os procedimentos de selecéo

conforme objetivos estabelecidos na primeira etapa do primeiro ciclo.

5.2.1 Anélise de variancia

Na Tabela 5, sdo apresentados os quadrados médios da variacdo entre
e dentro de progénies e dos progenitores, as variancias fenotipicas e genéticas
entre e dentro de familias, a variancia aditiva, as herdabilidades, as médias e os
coeficientes de variacdo para producdo de graos por planta. Inicialmente destaca-
se a significancia do quadrado médio entre e dentro de familias, indicando a
existéncia de variabilidade genotipica para producdo de grdos por planta na
populacdo estudada, evidenciando a possibilidade de selecdo de gendtipos
superiores quando utilizada alguma estratégia de selecdo. A existéncia de
variacdo estatisticamente significativa, entre e dentro de familias, é entendida
como possibilidade de esta caracteristica ser melhorada pela sele¢do. No entanto,
esta constatacdo nada indica sobre a quantidade de variabilidade genética dessa
populacdo. Portanto, para uma maior informacédo do conhecimento da magnitude
relativa das variacdes genéticas e ambientais e da sua utilizacdo, devem-se
empregar estimativas de herdabilidades e dos coeficientes de variagcdo genéticos
e ambientais.

O coeficiente de variacdo experimental obtido proximo de 15%,
encontra-se abaixo dos valores obtidos por Reis (2000), Farias Neto e Vello
(2001), Costa et al. (2004) e Azevedo Filho et al. (1998) que utilizaram 0 mesmo
tipo de delineamento aqui empregado. Os coeficientes de variagcdo experimental
entre e dentro de familias apresentam valores proximos e de pequena magnitude.
Além disso, as razdes CVy/CVe; CV4e/CVee € CVya/CVey Se apresentam superiores
a unidade, indicando, conforme comentado por Cruz e Regazzi (1997), que

possibilidades de ganhos com métodos relativamente mais simples de selecao
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poderdo ser obtidos tanto em nivel de familia como dentro, mas com
superioridade da selecdo quando praticada entre familias, pois a relacdo
CVge/CV¢e foi superior a relagéo CVyg/CVg.

Tabela 5 — Estimativas dos quadrados médios em nivel de médias de familias,
dentro de familias e das testemunhas, das variancias fenotipicas, genéticas e
aditiva, das herdabilidades, das médias e dos coeficientes de variacdo para a
caracteristica producédo de gréaos por planta.

Progénies BARC-8 Monarca

FV

GL QM GL QM GL QM
Entre parcelas 331 141,704** 14 4,776 14 35,828
Dentro de parcelas 2324 14,889** 75 2,209 75 6,173
Residuo entre 14 20,302
Residuo dentro 75 4,191
Média 17,97 5,24 20,7
Variancia fenotipica entre 17,713
Variancia fenotipica dentro 14,889
Variancia ambiental entre 3,384
Variancia ambiental dentro 4,191
Variancia genotipica entre 14,329
Variancia genotipica dentro 10,698
Variancia aditiva 4,804
Herdabilidade ampla entre 0,809
Herdabilidade ampla dentro 0,718
Herdabilidade restrita entre (h°R.entre ) 0,407
Herdabilidade restrita dentro ( 2R dentro ) 0,081
Herdabilidade restrita total (hR.total ) 0,258
Coeficiente de variagdo experimental (CV%) 15,33
Coeficiente de variagéo fenotipico (CV; % ) 31,77
Coeficiente de variacéo genético (CVy%) 27,84
Coeficiente de variacdo genético entre familias (CVge%) 21,06

Coeficiente de variagéo genético dentro familias (CVyq %) 18,20
Coeficiente de variagdo experimental entre familias (CV %) 10,24

Coeficiente de variagdo experimental dentro familias (CV,4%) 11,39

CVy%/CV% 1,818
CVge%/CV % 2,058
CVgq%/CV 4% 1,508

(**) significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

As herdabilidades tanto no sentido amplo e restrito entre e dentro de
familias encontram-se dentro da faixa de variagcdo dos valores obtidos por outros
autores, tais como Weber e Moorthy (1952), Hanson e Weber (1961), Mauro et al.
(2000), Farias Neto e Vello (2001) e Reis et al. (2004), apesar da baixa

magnitude encontrada para a herdabilidade no sentido restrito dentro. Esse valor
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reduzido de herdabilidade restrita dentro pode ser explicado pela prépria
existéncia de uma menor fracdo de variancia genética aditiva dentro de familias,
devido ao maior grau de endogamia destas familias e provavelmente a
subestimacdo desta variancia genética ou a superestimacdo da variancia
fenotipica dentro, resultante de um menor grau de precisdo na estimacdo dos
pardmetros genéticos entre plantas dentro de familias. A superioridade da
herdabilidade no sentido restrito entre familias em relagdo a herdabilidade restrita
dentro de familias refletirdA em uma maior proporcdo do diferencial de selecéo a
ser transmitida a geracao seguinte quando se considerar a média de familia como
unidade de sele¢do ao invés de considerar como unidade de selecao o individuo
dentro da familia, como podera ser verificado ao comparar diferentes estratégias

de selecéo.

5.2.2. Predic&o de ganhos

Conforme mencionado em material e métodos, foram dois os objetivos
desta primeira etapa. O primeiro foi o de selecionar as 205 familias com maior
producdo de grdos, com base nas informagbes de suas médias, sendo as
selecionadas submetidas a uma nova selecéo utilizando informacgfes tanto da
producdo de grdos como do teor de Oleo e proteina. O segundo obijetivo foi o de
comparar trés diferentes estratégias de selecdo que maximizassem os ganhos por
selecéo para producao de graos quando selecionadas 18% desta populagéo.

S&o apresentadas, na Tabela 6, as estimativas das herdabilidades
restritas em nivel de familia, dentro e total, da média original, da média dos
selecionados, do diferencial de selecdo, do ganho esperado pela selecdo, do
ganho percentual e das eficiéncias de selecdo, utilizando as estratégias de
selecéo entre, selecdo dentro, selecéo entre e dentro, selecdo massal e selecdo
combinada para producéo de gréaos por planta.

A selecdo de 205 familias promoveu apenas um ganho genético de
3,8%, o0 que era esperado, pois a intensidade de selecao foi baixa, ou seja, alta
percentagem de familias selecionadas (61,7%). Ja a selecdo, quando praticada
com maior intensidade, com 18% de individuos ou familias selecionadas,
promoveu maiores ganhos, sendo os maiores ganhos preditos proporcionados
quanto se praticou a selecdo massal, seguida da selecdo entre e dentro, da
selecédo entre e por fim a selecdo combinada. Este fato contradiz as expectativas,
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pois diversos autores ja citados evidenciaram um maior ganho quando do

emprego da sele¢do combinada.

Tabela 6 - Estimativas das herdabilidades restritas em nivel de familia, dentro de
familia e total, da média original (X,), da média dos selecionados (X, ), do
diferencial de selecdo (DS), do ganho esperado pela selecédo (GS), dos ganhos
percentuais (GS%) e das eficiéncias de selecdo, utilizando as estratégias de
selecéo entre (SE), selecdo dentro (SD), selecdo entre e dentro (SED), selecao
massal (SM) e selecdo combinada (SC) para producéo de graos por planta.

Estratégias

Parametros

SE SE Dentro (SD) SED SM sc
N de selecionados 205 60 240 (60 x 4) 240 240 240
h2g 0,407 0,407 0,081 0,258 (0,407 e 0,081)
N 17,97 17,97 24,23 17,97 17,97 17,97

(o]

- 19,65 24,23 27,08 28,84

XS
DS 1,68 6,26 2,85 10,87 2,43
GS 0,68 2,54 0,23 2,80 2,43
GS% 3,8 14,16 0,95 15,11 15,59 13,52
EF.SM/SE 1,10
EF.SED/SE 1,07
EF. SC/ISE 0,95

Um dos fatores determinantes deste resultado foi a pequena magnitude
encontrada para herdabilidade restrita dentro, o que também proporcionou
pequeno ganho de selecdo dentro de familias (0,95%). Pelos resultados
apresentados, a pequena ou até mesmo a menor superioridade das estratégias
de selecéo que usam a informacao de plantas individuais (SED, SM e SC) sobre a
estratégia que utiliza apenas a informacdo de médias de familias, né&o
compensam o esfor¢co despendido para obter essas informacdes, pelo menos na
geracdo em que se encontra. Isto torna preferivel a analise de um maior nimero
de familias, s6 com a informacéo da média entre, do que a analise de um menor
namero, mas com a informacdo dentro, ou seja, em nivel de familia e de

individuo.

5.3. Estimacédo de parametros genéticos e predicdo de ganhos entre familias

para producao de gréos por plantas, teor de proteina e teor de 6leo.

5.3.1. Andlise de variancia e estimacao de parametros genéticos
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Os resultados da analise de variancia para as caracteristicas producao
de graos por plantas (PROD), teor de proteina (PTN) e teor de 6leo (OL)
utiizando o delineamento de familias com testemunhas intercalares, sao
apresentados na Tabela 7, em que o teste F foi significativo a 1% de
probabilidade para as trés caracteristicas avaliadas. A existéncia de variancia
genética altamente significativa sugere a possibilidade de obtencdo de ganhos
pela aplicacdo de selecao para as trés caracteristicas.

Os valores dos coeficientes de variacdo experimental podem ser
considerados baixos, conforme os padrées normalmente encontrados para estas
caracteristicas em soja (SHORTER et al.,, 1976; PRADO, 1994; SCOTT e
KEPHART, 1997; FARIAS NETO e VELLO, 2001; MIRANDA, 2006), podendo-se
admitir boa precisédo na obtencao e andlise dos dados, refletindo, portanto, numa
maior confiabilidade dos resultados a serem obtidos. A relagdo CV¢/CVe superior a
uma unidade para as trés caracteristicas € um indicador da existéncia de
possibilidades de sucesso na obtencdo de ganhos genéticos, pois a variagao
genética supera a variacdo ambiental, favorecendo a selecdo. Além da relacao
CVy/CVe, 0 conhecimento dos valores de herdabilidade permite indicar as
possibilidades de ganhos genéticos com a selecdo, pois desempenha importante
funcdo no entendimento da estrutura genética da populacdo por mostrar a
guantidade de variacao existente entre familias. Conforme pode ser observado na
Tabela 7, as herdabilidades entre médias de familias para a caracteristica PROD
apresentaram valor relativamente elevado, ja as caracteristicas PTN e OL
apresentaram valores intermediarios quando comparados aos de outros trabalhos
realizados por Thorne e Fehr (1970), Shannon et al. (1972), Shorter et al. (1976),
Mckendry et al. (1985), Wilcox (1998), Prado (1994), Mauro et al. (2000), Reis et
al. (2004), Mranda (2006) e Costa et al. (2008).

O conhecimento das correlacdes entre caracteres € um aspecto genético
de grande valor para o melhoramento de plantas, que deve receber atencédo dos
melhoristas. Seu conhecimento é importante porque mostra como a sele¢éo para
um carater influencia a expressdo de outros caracteres. Nos programas de
melhoramento, geralmente, além de se visar ao aprimoramento de um carater
principal busca-se também manter ou melhorar a expresséo de outros caracteres,
sendo necessario distinguir duas causas nessa correlagdo: a genética e a
ambiental. Somente a correlacdo genética envolve associacbes de natureza

herdavel e, por conseguinte, de real interesse num programa de melhoramento.
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Tabela 7 - Resumo da andlise de variancia para as caracteristicas producdo de
graos por planta (PROD), teor de proteina (PTN) e teor de 6leo (OL) do
experimento de familias F4 de soja com testemunhas intercalares.

QM

FV GL

PROD PTN oL
Familias 204 12,363** 3,694** 4,022**
Testemunha 1 1228,685** 1048,64** 320,560**
Residuo 18 2,326 1,367 1,266
Média das familias 19,65 39,03 17,67
Média das testemunhas 13,14 45,92 16,75
Coeficiente de variacao — CV¢(%) 7,762 2,997 6,367
Variancia fenotipica 12,363 3,694 4,022
Variancia ambiental 2,326 1,367 1,266
Variancia genotipica 10,036 2,327 2,756
Herdabilidade 81,18 62,99 68,53
Coeficiente de variagao genético — CV, 16,122 3,909 9,395
Razédo CV,/CV, 2,077 1,305 1,476

(**) significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

Na Tabela 8, podem ser verificadas as estimativas das correlacdes
fenotipica, genotipica e ambiental entre producdo de grédos por planta (PROD),
teor de proteina (PTN) e teor de 6leo (OL). Valores ja esperados negativos e
significativos de correlagbes fenotipicas e genotipicas entre PTN e OL foram
encontrados, s6 que de magnitude abaixo da maioria dos trabalhos aqui citados,
tais como os de Miller e Fehr (1979), Openshaw e Hadley (1984), Scott e Kephart
(1997), Wilcox e Shibles (2001) e Miranda (2006).

Este fato pode ser explicado, segundo Gomes (1995) e Rios (1997), pela
baixa eficiéncia deste tipo de delineamento na estimacdo de parametros
genéticos. A auséncia ou presenca de correlacées genotipicas positivas de baixa
magnitude entre PROD e PTN e PROD e OL indicam que estas duas
caracteristicas PTN ou OL podem ser melhoradas simultaneamente com a
producado de graos por planta, mas dificilmente as trés conjuntamente. A auséncia
de correlacdo negativa entre PROD e PTN deve-se ao fato de esta populacao ter
se originado de progenitores que apresentavam diferencas significativas entre
teores de proteina, mas que apresentavam desempenho semelhante para
producdo de grédos. Fato contrario ao observado na maioria dos trabalhos ja
citados que encontravam sempre correlacdes negativas, pois 0 progenitor de alto
teor protéico utilizado no cruzamento sempre possuia baixo desempenho

agrondémico, por ser um genoétipo geralmente ndo adaptado.
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Tabela 8 - Coeficientes de correlagcéo fenotipica (rg), genotipica (rg) e ambiental
(re) entre producédo de gréos por planta (PROD), teor de proteina (PTN) e teor de
oleo (OL) do experimento de familias F4 de soja com testemunhas intercalares

Correlacoes
Caracteristicas

e e e
PROD x PTN 0,103 0,133 0,031
PROD x OL 0,073 0,102 -0,012
PTN x OL -0,557** -0,398** -0,864**

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t.

5.3.2. Predicéo de ganhos

Nesta segunda etapa do primeiro ciclo de selecdo, o objetivo principal foi
o de selecionar as 40 familias que maximizassem 0s ganhos para teor protéico,
proporcionassem ganhos de moderados a altos para producdo de graos e
reduzissem o minimo possivel o teor de 6leo. Na selecdo destes gendtipos e na
estimativa dos ganhos preditos, foram empregados os seguintes critérios de
selecdo conforme citados por Cruz e Carneiro (2003): Selecéo Direta e Indireta
(SD); selecdo baseada em indices de Smith e Hazel (SH), Kempthorne e
Nordskog (KN), Pesek e Baker (PB) e Pesek e Baker generalizado por Tai (PB-
Tai). E importante destacar que, dificimente, se consegue elevar o teor de
proteina sem a reducao do teor de 6leo e vice-versa. Como exemplo, pode ser
citado o trabalho de Wilcox (1998) em que um aumento de 0,58% no teor de
proteina reduziu em 2,3% a média para teor de 6leo. No entanto, o uso de
selecdo simultanea baseada em indice pode atenuar a reducdo de uma dessas
duas caracteristicas ou até mesmo conseguir um pequeno ganho para as duas
caracteristicas simultaneamente como os resultados obtidos por Openshaw e
Hadley (1984).

Na Tabela 9, sdo apresentadas a média original, a média dos
selecionados, a estimativa da herdabilidade no sentido amplo entre familias e os
ganhos percentuais obtidos pela selecdo direta e indireta para as caracteristicas
producéo de graos por planta (PROD), teor de proteina (PTN) e teor de 6leo (OL).
Como podem ser observados, os ganhos diretos foram maiores que os indiretos,
pois as caracteristicas eram pouco correlacionadas ou correlacionadas

negativamente como no caso de PTN e OL. Além disso, a selecao direta para
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PROD praticamente nao interferiu na média das caracteristicas PTN e OL, o que
é extremamente desejavel. E também interessante notar que ganhos indiretos
similares para PROD foram obtidos quando o carater principal sob selecéo foi
tanto PTN como OL. Os ganhos indiretos foram preditos pelo diferencial de
selecdo direta e ndo pela expressdo que utiliza o coeficiente de correlacdo
genotipica, assim, pode-se afirmar que as correlagbes genotipicas nao foram
estimadas incorretamente, como se havia suposto, pois se tivessem sido, 0s

ganhos para PROD seriam diferentes em magnitude.

Tabela 9 — Estimativas de ganhos percentuais para produgao de gréos por planta
(PROD), teor de proteina (PTN) e teor de 6leo (OL) avaliados entre médias de
familias RC1F,4 de soja por meio de selecdo baseada em selecao direta e indireta

- GS%*
XS
Caracteristicas - h2aentre Total
XO
PROD PTN oL PROD PTN OL

PROD 19,65 24,80 39,34 17,93 0,809 21,20 0,5 0,99 22,69
PTN 39,03 20,60 41,79 16,16 0,630 3,91 4,45 -5,85 2,51
OL 17,67 20,66 37,31 20,32 0,685 4,17 -2,74 10,27 11,70

()ZO ): média original, ()ZS): média dos selecionados; N?aente : estimativa da herdabilidade no
sentido amplo entre familias; (GS%): ganhos percentuais; (*) em negrito ganho direto.

Os resultados dos ganhos preditos quando da utilizacao dos indices de
selecdo encontram-se na Tabela 10. Foi empregado o indice classico de Smith e
Hazel (SH) com cinco combinacbes com diferentes pesos econdmicos,
inicialmente considerando as trés caracteristicas (PROD, PTN e OL) como
principais e dando a elas pesos econdémicos, sendo SH1 (1; 2,5; 5) baseado na
proporcionalidade da composicdo; SH2 (16,12; 3,9; 9,39) baseado nos
coeficientes de variacdo genéticos; SH3 (1; 1; 1 ) com iguais pesos econémicos;
SH4 (1; 5;5) com pesos econdmicos iguais para PTN e OL; e SH5 (1,10) que
somente considerou PROD e PTN como principais e priorizou PTN. O indice
restrito de Kempthorne e Nordskog (KN), tendo como caracteristicas principais
PROD e PTN, restringiu o ganho para OL como nulo ao se adotar a COV
(escores do indice, valores genéticos de OL) = 0, considerando trés variagdes
deste indice: KN1 (1; 2,5; 0), KN2 (16,12; 3,9; 0), e KN3 (1; 10; 0). O indice
baseado nos ganhos desejados de Pesek e Baker (PB) se apresenta com trés

variagcbes: a primeira com base no desvio padréo genético das caracteristicas
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PROD, PTN e OL tidas como principais em PB1(3,16; 1,52; 1,66), a segunda e a
terceira somente com PROD e PTN em PB2 (3,16; 1,52) e PB3(3,16; 3,04) como
principais, ndo incluindo OL nem como secundaria. E o indice de Pesek e Baker
generalizado por Tai (PB-Tai) em que PROD e PTN sdo as caracteristicas
principais e OL secundéaria com ganho nulo em PB-Tai-1(3,16; 1,52; 0); PB-Tai-
2(3,16; 3,04; 0).

Tablela 10 — Estimativas de ganhos percentuais para producdo de graos (PROD),
teor de proteina (PTN) e teor de 6leo (OL) avaliadas em familias RC1F4 de soja
por meio de selecdo baseada nos indices de Smith e Hazel (SH), Kempthorne e
Nordskog (KN), Pesek e Baker (PB) e Pesek e Baker generalizado por Tai (PB-
Tai).

PROD PTN OL
indice GS% Total
- - GS% - - GS% - - GS%

X, X X, X X, X
SH1 19,65 22,54 11,92 39,03 39,15 0,19 17,67 19,51 7,13 19,24
SH2 19,65 24,66 20,67 39,03 39,08 0,09 17,67 18,66 3,84 24,60
SH3 19,65 24,54 20,21 39,03 39,42 0,64 17,67 18,52 3,30 24,15
SH4 19,65 22,06 9,96 39,03 40,31 2,07 17,67 18,70 4,00 16,03
SH5 19,65 21,26 6,65 39,03 41,74 4,39 17,67 16,24 -5,55 5,49
KN1 19,65 23,72 16,8 39,03 40,91 3,04 17,67 16,78 -3,46 16,38
KN2 19,65 24,75 21,07 39,03 39,59 0,91 17,67 17,61 -0,22 21,76
KN3 19,65 21,57 7,91 39,03 41,54 4,06 17,67 17,07 -2,31 9,66
PB1 19,65 22,31 10,99 39,03 40,68 2,67 17,67 18,28 2,35 16,01
PB2 19,65 23,07 14,12 39,03 41,26 3,60 17,67 16,51 -4,48 13,24
PB3 19,65 21,74 8,64 39,03 41,67 4,26 17,67 16,37 -5,05 7,85
PB-Tai-1 19,65 23,29 15,02 39,03 41,12 3,38 17,67 16,93 -2,86 15,54
PB-Tai-2 19,65 21,71 8,49 39,03 41,63 4,2 17,67 16,72 -3,68 9,01

2 . estimativa da herdabilidade no

(X, ): média original; ( X, ): média dos selecionados; Ny e :

sentido amplo entre familias; (GS%): ganhos percentuais.
SH1 (1; 2,5; 5); SH2 (16,12; 3,9; 9,39); SH3 (1; 1; 1); SH4 (1; 5; 5); SH5 (1; 10);
KN1 (1; 2,5; 0); KN2 (16,12; 3,9; 0); KN3 (1; 10; 0); PB1(3,16; 1,52; 1,66); PB2(3,16; 1,52);
PB3(3,16; 3,04); PB-Tai-1(3,16; 1,52; 0); PB-Tai-2(3,16; 3,04; 0).
Os critérios baseados nos indices SH2, SH3 e KN2 que conduziram a

maximizacdo dos ganhos preditos para producdo de grdos ndo puderam ser
considerados na selecao dos genétipos para o proximo ciclo de sele¢éo, pois ndo
proporcionaram ganhos considerados satisfatérios para PTN. Ja o grupo de
gendtipos que foram selecionados baseados nos indices SH1, SH4 e PB1 foram
0s que tiveram os ganhos mais equilibrados para PROD e OL e que mantiveram
ou aumentaram em pequena proporcédo a meédia para PTN, mas que também nao
atingem os objetivos do presente trabalho. O indice SH2, que utiliza como pesos
econdmicos os CVg como sugerido por Cruz (1990), proporcionou o maior ganho

total, o que também aconteceu nos trabalhos realizados por Costa et al. (2004 e
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2008) quando avaliou oito caracteristicas agronémicas conjuntamente utilizando
tanto o indice de Smith e Hazel como o de Pesek e Baker.

Os ganhos obtidos pelos indices KN1, PB2 e PB-Tai-1 foram
semelhantes e proporcionaram ganhos moderados tanto para PROD como para
PTN, portanto, inferiores a SD, além de apresentarem uma reducao significativa
para OL. Um novo ciclo de selecdo poderia ser praticado nos genotipos
selecionados por estes indices a fim de melhorar ainda mais uma dessas duas
caracteristicas PROD ou PTN.

Em relacao aos indices SH5, KN3, PB3 e PB-Tai-2, foram bem similares
na selecdo das familias como mostrado na Tabela 11. Estes indices
proporcionaram ganhos proximos a selecdo direta para PTN, mas com a
vantagem de proporcionar maiores ganhos para PROD e um ganho negativo
menos pronunciado do que a selecdo indireta provocou para OL. Os ganhos
preditos obtidos pela selecao das 40 familias quando se aplicou o indice PB-Tai-2
foram aqueles mais uniformemente distribuidos, tendo sido o indice mais
indicado para selecionar progénies para a terceira etapa do primeiro ciclo de

selecéao.

5.4. Estimacdo de parametros genéticos e predicdo de ganhos para
producdo de graos por planta e teor de proteina utilizando analise de

geracBes com informacgéo entre e dento de familias.

Depois de identificadas as 40 familias que apresentaram ganhos
elevados para teor protéico, de moderados a altos para producdo de grdos e que
reduzissem o minimo possivel o teor de 6leo, foram avaliadas individualmente
para PROD e PTN oito plantas por familia. Além destas 40 familias selecionadas,
foram incluidas mais trés que apresentaram caracteristicas de producdo de graos
mais elevadas e teor de proteina moderado. Ao todo, foram obtidas informacdes

de 344 plantas.
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Tabela 11 — Familias selecionadas em ordem decrescente pelos indices SH5,
KN3, PB3 e PB-Tai-2 e amplitude de variacdo para as caracteristicas PROD, PTN
e OL

PROD PTN oL
indice Familias

PB-Tai-2| 102 99 145 138 149 143| 15,15 30,90 39,16 45,16 13,36 19,86
65 162 115 146 144 48
104 5 64 36 101 141
116 62 194 47 167 15
189 205 155 21 118 200
161 59 131 25 127 110
87 68 114 30

SH5 102 99 138 149 162 115| 15,15 26,53 40,13 45,16 13,11 19,79
143 146 145 116 144 65
104 155 48 167 159 5
36 141 118 156 64 47
21 62 194 101 15 127
189 25 205 200 125 110
131 30 114 165

KN3 102 145 99 65 143 144| 15,15 30,90 39,16 45,19 13,36 19,86
138 64 149 146 48 101
62 36 104 141 5 162
115 15 189 194 116 47
205 21 167 87 68 25
16 131 72 114 200 118
110 98 127 67

PB3 102 99 145 138 149 143| 15,15 30,90 39,16 45,16 13,36 19,79
65 162 115 146 144 48
104 5 64 36 101 141
116 62 194 47 167 15
189 205 155 21 118 200
161 59 131 25 127 110
87 68 114 30

X, : menor média na populagéo; X,, : maior média na populagéo.

5.4.1. Andlise de variancia

Na Tabela 12, sdo apresentados os quadrados médios da variacao entre
e dentro de progénies e dos progenitores, as variancias fenotipicas e genéticas
entre e dentro de familias, a variancia aditiva, as herdabilidades, as médias e os
coeficientes de variagdo para as caracteristicas produgcdo de grdos por planta
(PROD) e teor de proteina (PTN). Consideraram-se como quadrados medios do
residuo entre e dentro para producdo de graos os estimados na primeira etapa

deste trabalho, devido a sua maior precisdo. Houve uma alta significancia
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(P<0,01) do quadrado médio entre e dentro de familias indicando ainda a
existéncia de variabilidade genotipica para PROD e PTN nesta populacédo
reduzida, evidenciando a possibilidade de selecdo de gendtipos superiores
quando utilizada alguma estratégia de selecdo. Maior énfase nesta analise sera
dada a caracteristica PTN, pois para PROD as estimativas dos parametros
genéticos mantiveram a mesma magnitude dos valores obtidos na primeira etapa
deste trabalho, tendo sido ja realizada uma abordagem mais detalhada.

Tanto os coeficientes de variacdo experimental total, como de variacéo
experimental entre e dentro de familias para PTN apresentaram-se entre 2 a 4%,
demonstrando uma boa precisdo experimental, equivalentes aos obtidos por
Scott e Kephart (1997), Chung et al. (2003) e Soares et al. (2004). Verifica-se uma
baixa magnitude das variancias genotipicas entre e dentro e da variancia genética
aditiva para a caracteristica PTN, indicativo de uma pequena variabilidade
genética, refletindo uma maior dificuldade para promover uma melhoria desta
caracteristica nesta populacdo quando selecionada. Para a caracteristica PROD,
houve uma reducédo ja esperada para as variancias fenotipicas e genéticas em
virtude da selecdo a que estas familias ja haviam sido submetidas em etapas
anteriores. A constatacdo de uma relagdo CVy/CVe; CVye/CVe proxima e maior
que a unidade indica uma maior possibilidade de sucesso na selecdo quando
realizada entre familias em relacdo a possiveis ganhos de selecdo dentro de
familias, pois a relagéo CVyi/CVq foi inferior & unidade, indicando que a maior
parte da variacao fenotipica dentro se deve a causas ambientais, o que dificulta a
identificacdo dos gendtipos mais promissores dentro das familias.

As estimativas de herdabilidades no sentido amplo entre e dentro de
familias apresentam valores ou inferiores ou semelhantes aos encontrados por
Kwon e Torrie (1964), Shannon et al. (1972), Shorter et al. (1976) e Wilcox (1998).
Ja as estimativas de herdabilidades no sentido restrito entre familias apresentam
valores superiores aos encontrados por Erickson et al. (1981), Mckendry et al.
(1985) e Miranda (2006). A herdabilidade no sentido restrito dentro apresentou
valor reduzido, provavelmente causado pela existéncia de uma menor fracdo de
variancia genética aditiva dentro de familias, devido a seu maior grau de
endogamia, como ja comentado para a caracteristica producdo de gréos. Este
fato também ficou evidenciado analisando a relagdo CVgy/CVe. Novamente a
superioridade da herdabilidade no sentido restrito entre familias em relacédo a
herdabilidade restrita dentro de familias refletira uma superioridade da selecéo
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baseada nas médias de familias do que dentro de familias, considerada a

mesma unidade de selecao.
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Tabela 12 - Estimativas dos quadrados médios em nivel de média de familias, dentro de familias e das testemunhas, das variancias
fenotipicas, genéticas e aditiva entre e dentro de familias, das herdabilidades, das médias e dos coeficientes de variacdo para as

caracteristicas producéo de graos por planta (PROD) e teor de proteina (PTN)

PROD PTN
FV Progénies Monarca BARC-8 Progénies Monarca BARC-8
GL QoM GL QM GL QM GL QM GL QM GL QoM
Entre parcelas 42 89,45** 14 4,78 14 35,83 42 18,40** 4 5,19 4 2,97
Dentro de parcelas 301 9,62** 75 2,21 75 6,17 301 1,490** 24 0,54 24 1,45
Residuo entre 14 20,30 4 4,082
Residuo dentro 75 4,19 24 0,994
Média 20,53 20,69 5,24 41,04 38,00 53,00
Variancia fenotipica entre 11,181 2,300
Variancia fenotipica dentro 9,618 1,491
Variancia ambiental entre 3,383 0,705
Variancia ambiental dentro 4,191 0,993
Variancia genotipica entre 7,797 1,595
Variancia genotipica dentro 5,429 0,498
Variancia aditiva 2,839 0,931
Herdabilidade ampla entre 0,697 0,694
Herdabilidade ampla dentro 0,564 0,334
Herdabilidade restrita entre ( hZR.entre) 0,38 0,607
Herdabilidade restrita dentro ( hZR.dentro) 0,074 0,156
Herdabilidade restrita total (hZR.totaI) 0,239 0,430

Continua...
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Tabela 12, Continuacéo...

FV PROD PTN
Coeficiente de variagdo experimental (CVe %, 13,34 3,175
Coeficiente de variag&o fenotipico (CVf %) 22,22 4,743
Coeficiente de variagdo genético (CVg % ) 17,70 3,525
Coeficiente de variagdo genético entre familias (CVge% ) 13,59 3,077
Coeficiente de variagdo genético dentro familias (CVgd %) 11,34 1,719
Coeficiente de variagdo experimental entre familias ( CcVv pu % ) 8,95 2,045
Coeficiente de variagdo experimental dentro familias (CV(gd %) 9,99 2,428
CV,%/CV, % 1,32 1,110
CV,.%/CV,, % 1,52 1,505
CV,,%/CV, % 1,14 0,708

(**) significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.



5.4.2. Predicao de ganhos

Nesta etapa, foram analisadas 43 familias RC;F46 com informacgéo de
producdo de graos por planta (PROD) e teor de proteina em nivel de familia e de
individuo e selecionados 21 genotipos. Os ganhos diretos e indiretos foram
obtidos por meio de selecdo massal entre e dentro de familia, combinada e indice
combinado (IC) para as duas caracteristicas. Na Tabela 13, estdo apresentadas
as estimativas das herdabilidades restritas em nivel de familia, dentro de familia e
total, da média original, da média dos selecionados, do diferencial de selecao, do
ganho percentual esperado pela selecdo (GS%) e da eficiéncia da selecdo massal
sobre as outras utilizando as estratégias acima mencionadas.

Sem considerar a selecdo simultdnea, os maiores ganhos preditos
diretos foram proporcionados quanto se praticou a selecdo massal, seguida da
selecédo entre e dentro, da selecao entre e por fim da selegcdo combinada tanto
para PROD como para PTN. Considerando que na primeira etapa o objetivo foi a
selecédo apenas para producao de grdos em uma populacdo muito maior e que a
meédia dos selecionados foi de 27,08 g/planta para a selecédo entre e dentro e de
28,84 g/planta para a sele¢gdo massal, entdo ndo deveria ser priorizada a selegao
direta para PROD, pois a maior média dos selecionados foi de apenas
26,34 g/planta para a selecdo massal, bem inferior as médias obtidas na primeira
etapa. Além disso, a selecdo direta, utilizando as estratégias de selecao entre e
dentro, massal e combinada, ndo promoveu nenhum ganho indireto para PTN.
Também se analisados os ganhos indiretos para PROD quando a sele¢cédo é
realizada para PTN, observa-se um ganho irrisrio para a producédo de gréos, e
pelo fato de a produtividade ser a principal caracteristica a se desejar em uma
variedade, entdo também ndo se pode utilizar a selecdo direta para teor de
proteina nesta populacdo. Portanto, o uso do indice combinado de selecdo, no
caso o indice classico de Smith (1936) e Hazel (1943), foi a melhor alternativa
para obter ganhos proporcionais para as duas caracteristicas utilizando as
informagdes em nivel de familias e de individuos.

Como pode ser verificado na Tabela 13, o uso do IC; proporcionou um

ganho predito de 4,17% para PROD e de 2,00% para PTN. Ja o IC,, que priorizou
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Tabela 13 - Estimativas das herdabilidades restritas em nivel de familia, dentro de familia e total, da média original, da média dos
selecionados, do diferencial de selecdo, do ganho percentual esperado pela selecdo e das eficiéncias de selecdo, utilizando as
estratégias de selecao entre (E) e dentro (D) de familias, massal (M), combinada (C) e indice combinado (IC)

96

PROD(*) PTN(*)
Caracteristicas sob selecdo Estratégia e N° de selecionados
- - DS h2 GS% - - DS h2 GS%
Xo Xs R Xo Xg R

PROD Entre (21) 20,54 23,35 2,81 0,381 5,21 41,04 40,74 -0,20 0,607 -0,30

Dentro (84) 23,35 26,69 3,34 0,074 1,06 40,74 41,86 1,19 0,156 0,46

Total (ED) 6,27 0,16
PTN Entre (21) 20,54 20,23 0,31 0,381 -0,58 41,04 42,35 1,30 0,607 1,93

Dentro (84) 20,23 21,70 1,47 0,074 0,54 42,35 43,42 1,07 0,156 0,39

Total (ED) -0,04 2,32
PROD Massal (84) 20,54 26,34 5,80 0,238 6,75 41,04 41,32 0,28 0,43 0,30
PTN Massal (84) 20,54 21,50 0,96 0,238 1,11 41,04 4357 2,53 0,43 2,6
PROD Combinada (84) 20,54 1,04 5,11 41,04 41,07 0,03 0,43 0,03
PTN Combinada (84) 20,54 20,25 0,29 0,238 -0,34 41,04 0,72 1,75
PROD e PTN IC1 (84) 20,54 24,13 3,60 0,238 4,17 41,04 42,95 1,91 0,43 2,00
PROD e PTN IC2 (84) 20,54 22,73 2,19 0,238 2,54 41,04 43,30 2,26 0,43 2,37
EF. SED/SE 1,20 1,20
EF.SM/SED 1,08 1,12
EF. SM/IC 1,32 1,49
EF. SM/IC, 1,62 1,30
EF. SM/IC, 2,65 1,10

()ZO) média original; ()ZS) média dos selecionados; DS diferencial de selecdo; h?: herdabilidade restrita; (GS%) ganhos percentuais.

EF: eficiéncia de selecao.

IC,: pesos genotipicos = 1; 2,5, para PROD e PTN respectivamente.
IC,: pesos genotipicos = 1; 5, para PROD e PTN respectivamente.
(*) Em negrito é o ganho direto, sublinhado é o ganho indireto.



teor de proteina, pois utilizou como pesos econdmicos 1 para PROD e 5 para
PTN, proporcionou um ganho de 2,54% para producédo de gréos e de 2,37% para
PTN. Assim, o IC;, foi o indicado para selecionar individuos para o préximo ciclo
de selecdo, pois, além de aumentar significativamente o teor de proteina da
populacdo selecionada que € o objetivo principal deste trabalho, também
proporcionou ganhos moderados para produgéo de gréos. Os ganhos para PTN
sdo compativeis com os ganhos obtidos por Miller e Fehr (1979), Brim e Burton
(1979), Openshaw e Hadley (1984), Scott e Kephart (1997) e Wilcox (1998) que

variaram desde 0,5% até 4,0% por ciclo de selecao.

5.5. Avaliacao do desempenho e predicdo de ganhos em progénies RC1F4:6

em experimento realizado no ano agricola 2006/2007

Este experimento foi conduzido em delineamento em blocos
casualizados conforme descrito em Material e Métodos, na estacdo de pesquisa
da Coopadap no ano agricola (2006/2007). O material genético utilizado foram
117 familias RC;1F4 originadas de plantas RC,F, selecionadas na terceira etapa
do primeiro ciclo de selecdo deste programa. Este ensaio objetivou predizer
ganhos genéticos para as caracteristicas Produtividade de Gréos (PG), Altura da
Planta na Maturacdo (APM), Numero de Dias para Maturacdo (NDM), Teor de
Proteinas nos Grédos (PTN) e Teor de Oleo nos Grdos (OL), utilizando diferentes
critérios de selecdo baseados em indices e priorizando o aumento do teor de
proteina nos grédos, aumento da produtividade e reducdo do ciclo da planta e
minimizando a reducao do teor de 6leo. A seguir sdo apresentadas as estimativas
dos parametros genéticos dessa populacéo e a predicdo dos ganhos utilizando os

diferentes critérios de selecao.

5.5.1. Andlise de variancia

Os resultados da analise de variancia para as caracteristicas
Produtividade de Gréos (PG), Altura da Planta na Maturacdo (APM), Numero de
Dias para Maturacdo (NDM) Teor de Proteinas nos Gréos (PTN) e Teor de Oleo
nos Graos (OL) utilizando o delineamento em blocos casualizados, sao

apresentados na Tabela 14, em que a aplicacéo do teste F revelou significancia a
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1% de probabilidade para as caracteristicas APM, NDM, PTN e OL e a 5% para a
caracteristica PG. A existéncia de variancia genética significativa sugere a
possibilidade de obtencdo de ganhos pela aplicacdo de selecdo para as cinco

caracteristicas.

Tabela 14 - Resumo da andlise de variancia para as caracteristicas PG, APM,
NDM, PTN e OL de progénies RC;F4s de soja avaliadas no experimento em
blocos casualizados no agricola 2006/2007

QM

FV

GL PG APM MDN PTN oL
Blocos 1 13630672 103,57 904,60 5,994 0,201
Tratamentos 118 9O705544* 104,83+ 94,58 9,455* 3,920%
Progénies RC1Fas 116 75478,65* 86,43+ 80,28* 7,492% 2,834
Testemunhas 1 1856815,02** 1369,00*  1296,00  104,336** 17,918
Progénies vs Testemunhas 1 840204,25% 974,78+ 551,49  142,331*  115.871*
Residuo 118 50583,03 28,61 14,41 2,378 1,055
Média Geral 1933,12 79,98 139,14 39,29 23,26
Média das Prog. 1940,89 80,24 139,34 39,19 23,35
Média das Test. 1478,68 64,50 1275 45,21 17,92
Média da Monarca 2160,00 83,00 145,50 40,10 20,04
Média de BARC-8 797,36 46,00 109,5 50,32 15,80
C.V. % 11,63 6,69 2,73 3,92 4,42

(* e **) significativo a 5 % e 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.

Os coeficientes de variagdo experimental obtidos para todas as
caracteristicas apresentaram valores satisfatérios proximos aos encontrados por
Prado (1994), Carvalho et al. (2002), Soares et al. (2004) e Miranda (2006) que
utilizaram o mesmo tipo de delineamento aqui empregado, evidenciando uma boa
precisdo para estimacdo dos parametros genéticos.

Nesta populacdo, foram estimados a varidncia genética total, os
coeficientes de herdabilidade no sentido restrito entre médias de familias, o
coeficiente de variacdo genotipico e a razdo entre o coeficiente de variacao
genotipico e o coeficiente de variagdo ambiental. Os resultados encontram-se
descritos na Tabela 15.

A menor estimativa de herdabilidade foi para a caracteristica
produtividade de graos, com valor aproximado de 33%. Para as outras
caracteristicas, as estimativas de herdabilidade variaram de 62,26 a 82,05%,
podendo ser consideradas de meédias a altas, estando proximas aos valores

encontrados por Handon e Weber (1961), Kwon e Torrie (1964), Shorer et al.
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(1976) e Mckendry et al. (1985), indicando que o processo seletivo com base em
tais caracteristicas podera ser realizado com grande eficiéncia. Juntamente com
as estimativas de herdabilidades, o conhecimento da relagcdo entre o coeficiente
de variacdo genético e o coeficiente de variagdo experimental proporcionam um
melhor entendimento da estrutura genética da populacdo por mostrarem a
quantidade de variacdo existente entre familias. Como pode ser observado, a
relagdo CVy/CV, foi inferior a unidade para PG e OL e para PTN foi proximo da
unidade. Esses resultados refletem uma maior dificuldade em obter ganhos
genéticos, principalmente para PG, pois a maior proporcdo da variagdo do

fendtipo estd sendo explicada por causas ambientais.

Tabela 15 - Estimativa de parametros genéticos para as caracteristicas PG, APM,
NDM, PTN e OL avaliadas em progénies RC;F4.¢ de soja.

Caracteristicas

Parametros

PG APM NDM PTN oL
oﬁf2 37739,32 43,21 40,14 3,75 1,42
GAS 12447,81 28,90 32,94 2,56 0,89
h2 32,98 66,90 82,05 68,26 62,77
CVg% 5,75 6,70 4,12 4,08 4,04
CVg%/CVe% 0,496 1,00 1,51 1,04 0,92

67 . estimativa da variancia fenotipica entre familias; c}g: estimativa da variancia

genética entre familias h?: estimativa da herdabilidade no sentido restrito; CVg -
coeficiente de variagdo genética entre familias; CVg/CVe - relagdo entre
coeficiente de variacdo genética e coeficiente de variagdo ambiental entre
familias.

S&o apresentadas na Tabela 16 as estimativas das correlagOes
fenotipica, genotipica e ambiental entre as caracteristicas PG, APM, NDM, PTN e
OL. Uma correlagdo tanto fenotipica como genotipica altamente negativa foi
encontrada entre PTN e OL, de magnitude acima da maioria dos trabalhos ja
citados em itens anteriores. Esta altissima correlacdo negativa pode ter sido
reflexo do processo seletivo a que esta populacdo foi submetida. A presenca de
correlacdes genotipicas positivas de baixa magnitude entre PG e OL e a auséncia
de correlagdes genotipicas significativas entre PG e PTN indicam que a selecdo
para PG favorecera indiretamente a caracteristica OL, mas, quando for realizada
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selecdo para PTN, a caracteristica PG podera ser ou nao favorecida. Como ja
comentado, a auséncia de correlagao negativa significativa entre PG e PTN deve-
se ao fato de esta populacao ter se originado de progenitores que apresentavam
diferencas significativas entre teores de proteina, mas que apresentavam
desempenho semelhante para producdo de grdo. A existéncia de uma correlacao
positiva entre PTN e NDM desfavoreceu o objetivo deste programa que era o de
aumentar o teor de proteina e reduzir o ciclo das linhagens selecionadas, o
mesmo tendo ocorrido entre PG e NDM, em que a selecdo para um menor ciclo
reduziu a produtividade. No entanto, a fim de minimizar estes efeitos contrarios e
de favorecer ganhos distribuidos de acordo com os objetivos do programa,
principalmente para teor de proteina e produtividade, é que foi empregada, além
da selecdo direta e indireta, a selecao simultdnea baseada nos indices de sele¢éo
de Smith e Hazel (SH), Kempthorne e Nordskog (KN), Pesek e Baker (PB) e
Pesek e Baker generalizado por Tai (PB-Tai).

Tabela 16 - Coeficientes de correlagéo fenotipica (rg), genotipica (rg) € ambiental
(re) entre as caracteristicas PG, APM, NDM, PTN e OL avaliadas em progénies
RC;F46 de soja.

Correlacoes e I'e re
PG x APM 0,049 0,008 0,095
PG x NDM 0,128 0,300** -0,081
PG x PTN 0,014 -0,089 0,121
PG x OL 0,085 0,212* -0,007
APM x NDM 0,368** 0,465** 0,098
APM x PTN 0,189* 0,259** 0,044
APM x OL -0,290** -0,342** -0,188
NDM x PTN 0,041 0,059 -0,010
NDM x OL -0,098 0,104 -0,116
PTN x OL -0,787** -0,953** -0,456

(* e **) significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo teste t, respectivamente.

5.5.2. Predicao de ganhos

As caracteristicas consideradas principais neste experimento foram PG e

PTN, sendo que o0s pesos econdmicos e 0s ganhos desejados variaram em

funcdo dessas caracteristicas e dos seguintes objetivos: a) selecdo de 20 familias

gue maximizassem ganhos para produtividade de grdos, mas com menor reducao

possivel para teor protéico e b) selecéo de 20 familias que maximizassem ganhos
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para teor de proteina, mas com menor reducdo possivel de produtividade de
graos.

Estdo apresentados na Tabela 17 os resultados dos ganhos preditos
diretos e indiretos quando selecionados para PG e PTN, dos ganhos baseados
nos indices de selecdo e dos ganhos em relacdo ao progenitor Monarca para as
caracteristicas: Produtividade de Graos (PG); Numero de Dias para Maturacao
(NDM); Altura da Planta na Maturagdo (APM); Teor de Proteinas nos Graos (PTN)
e Teor de Oleo nos Gréos (OL).

Os pesos econdmicos, os ganhos desejados, a classificacdo da
caracteristica como principal ou secundaria e a restricdo foram distribuidos da
seguinte maneira: para o indice classico de Smith e Hazel (SH), consideraram-se
apenas PG e PTN como caracteristicas principais e para 0s pesos econémicos a
relacdo foi de 1:10; para o indice de Pesek e Baker (PB) também se
consideraram apenas PG e PTN como caracteristicas principais, sendo os ganhos
desejados baseados no desvio padrdo destas caracteristicas; e para o indice de
Pesek e Baker generalizado por Tai (PB-Tai), consideraram-se PG, NDM e PTN
como caracteristicas principais e OL secundaria com ganho nulo em duas
situacdes de ganhos desejados, sendo para PB-Tai-1 (111,56; -5,7; 1,59;0) e
PB-Tai-2 (3,-3,3,0). Ja para o indice restrito de Kempthorne e Nordskog (KN)
consideraram-se PG e PTN como caracteristicas principais e como pesos
econbmicos a relacdo de 1:5, mas restringindo o ganho para PG como nulo ao
adotar a COV (escores do indice, valores genéticos de OL) = 0.

A selecao direta para produtividade de graos (PG) promoveu um ganho
de 4,96% para esta caracteristica em relacdo a populacédo original e de 3,36% em
relacdo ao progenitor Monarca, mas provocou indiretamente um ganho negativo
de 0,53% para a caracteristica teor de proteina (PTN) nesta mesma populacéo.
Ja a selecdo direta para teor de proteina promoveu um ganho de 4,68% para esta
caracteristica em relacdo a populacao original, mas provocou indiretamente uma
reducdo de 1,17% em relacdo a populagéo original e de 13,33% em relacdo ao
progenitor Monarca para a caracteristica PG. Entretanto, apesar de a selecao
direta ser eficiente para promover ganhos maximos para a caracteristica principal,
ela é inadequada quando se deseja manter ou melhorar simultaneamente outras
caracteristicas, que foi o propésito deste trabalho. Portanto, foram empregados os

critérios de selecdo baseados nos indices.
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Verifica-se que, quando foram empregados os indices SH-1, PB-1 e
PB-Tai-1, houve ganhos significativos para PG e ainda promocdo de um
pequeno ganho para teor de proteina, com superioridade para o indice PB-1. O
interessante € destacar o uso do indice PB-Tai-1 que, além de promover ganhos
moderados para PG, ficando a média dos selecionados acima da variedade
Monarca, também reduziu o ciclo (NDM) em -2,56%, o que é muito desejavel, pois
os produtores de soja tém dado preferéncia as variedades de ciclo mais precoce.
Este foi, portanto, o indice escolhido para selecionar as progénies para o
préximo ciclo de selecéo, pois essas familias selecionadas com base nesse indice
apresentardo produtividade média superior a variedade padrdo Monarca, ciclo
mais precoce e possivel resisténcia ao glifosato.

O emprego dos indices PB-Tai-2 e KN1 que favoreciam mais a
caracteristica PTN, proporcionou ganhos preditos para PTN de 4,29 e 4,59%,
respectivamente, e ganhos em relacdo a variedade Monarca de 3,93 e 4,31%
para o teor protéico, além da manutencdo da média da caracteristica PG na
populacdo selecionada. Quando se compara o ganho em relacdo a variedade
Monarca, ocorre uma reducédo de 9,31 e 10,19% na média dos selecionados, 0
que deve ser analisado com certa preocupacao, pois no préximo ciclo de selecao
deverd ser selecionado um menor niumero de linhagens, mais produtivas e de
maior teor protéico. A vantagem da selecao de progénies utilizando o indice PB-
Tai-2 em relacdo ao KN1 estd no fato de reduzir o ciclo da populacdo a ser
selecionada, o que minimizaria a perda em produtividade, pois variedades mais
precoces sdo em geral menos produtivas. Este serd o segundo indice a ser
utilizado neste trabalho para selecionar progénies que apresentarao teor protéico
superior e ciclo mais precoce do que a variedade padrdo Monarca, além da
resisténcia ao glifosato e que serdo utilizadas para o préoximo ciclo de selecéo. As
progénies selecionadas pelos indices PB-Tai-1 e PB-Tai-2 encontram-se na
Tabela 18.
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Tablela 17 — Estimativas da média das progénies selecionadas (>Zs), dos ganhos percentuais (GS%) e do ganho em relagdo ao

progenitor Monarca (GS,?) para as caracteristicas PG, APM, NDM, PTN e OL avaliadas em progénies RC1F6.por meio da selegéo

direta (SD) e indireta para PG e PTN e por meio da selecdo baseada nos indices de Smith e Hazel (SH), Kempthorne e Nordskog (KN),
Pesek e Baker (PB) e Pesek e Baker generalizado por Tai (PB-Tai)

€0T

- 0 %
X, GS% GS,,

Critério de selecao*

PG APM NDM PTN oL PG APM NDM PTN oL PG PTN
SD-PG 2232,65 79,75 139,35 38,89 23,52 4,96 -0,41 0,0 -0,53 0,46 3,36 -3,02
SD-PTN 1872,16 81,13 138,00 41,88 21,95 -1,17 0,73 -0,79 4,68 -3,75 -13,33 4,43
SH; 2232,00 80,25 139,85 39,34 23,40 4,95 0,01 0,30 0,25 0,13 3,33 -1,90
PB-1 2217,05 81,13 141,13 39,96 23,06 4,69 0,73 1,05 1,34 -0,79 2,64 -0,36
PB-Tai-1 2173,03 77,13 135,00 39,61 23,46 3,94 -2,6 -2,56 0,72 0,29 0,60 -1,23
PB-Tai-2 1958,65 79,63 136,13 41,66 22,05 0,30 -0,52 -1,89 4,29 -3,5 -9,31 3,93
KN, 1939,80 81,13 139,63 41,83 21,95 -0,02 0,73 0,17 4,59 -3,76 -10,19 4,31

Numero de progénies selecionadas: 20.

(*) Em negrito ganho direto.

Sendo: SH1(1,10); PB-1 (111,56; 1,59); PB-Tai-1 (111,56; -5,7; 1,59; 0) e OL secundaria; PB-Tai-2 (3,-3,3,0) e OL secundéria; KN1
(0,5).
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Tabela 18 - Progénies selecionadas e valores médios das caracteristicas PG, APM, NDM, PTN e OL pelos indices PB Tai 1 e PB Tai 2

PB Tai 1 PB Tai 2

Progénie PG APM NDM PTN OL Progénie PG APM NDM PTN oL
107 2672,50 67,50 136 40,29 22,82 5 2479,50 90,00 140 43,31 22,53
5 2479,50 90,00 140 43,31 22,53 107 2672,50 67,50 136 40,29 22,82
35 2133,00 75,00 128 38,91 24,05 90 1913,50 72,50 121 41,19 22,10
90 1913,50 72,50 121 41,19 22,10 94 1869,00 87,50 138 42,98 21,81
40 2292,00 77,50 137 38,39 24,59 74 1818,00 85,00 135 42,46 21,46
44 2192,50 85,00 139 40,71 23,40 78 1585,00 77,50 141 43,98 21,33
37 2160,00 70,00 134 39,24 24,04 75 1827,00 77,50 133 41,61 21,15
3 2326,00 80,00 136 37,47 22,78 104 2046,00 82,50 137 41,17 21,64
86 2175,00 82,50 136 39,65 23,69 76 1857,50 77,50 132 41,38 22,26
1 2232,00 82,50 136 38,50 23,93 15 1847,00 82,50 134 41,42 21,63
110 2289,50 80,00 141 38,52 23,67 73 1829,00 80,00 130 41,19 22,59
39 2079,00 72,50 136 39,34 24,45 14 1793,50 82,50 136 41,80 21,69
89 1936,00 77,50 123 37,94 23,38 19 2150,50 65,00 143 41,24 22,35
19 2150,50 65,00 143 41,24 22,35 91 1944,00 82,50 145 42,01 21,34
72 1882,50 77,50 128 40,64 23,34 72 1882,50 77,50 128 40,64 23,34
83 2168,50 80,00 140 39,38 23,16 44 2192,50 85,00 139 40,71 23,40
104 2046,00 82,50 137 41,17 21,64 4 2123,50 87,50 140 40,42 22,77
42 2027,50 75,00 135 40,20 23,03 93 1779,50 82,50 138 41,72 21,93
46 2202,50 82,50 143 39,11 23,82 79 1647,50 80,00 141 42,25 21,06
20 1915,50 70,00 139 41,39 22,83




5.6. Avaliacdo Genética e Estatistica da Populacdo de Mapeamento

5.6.1. Testes de normalidade

A caracteristica teor de proteina da populacdo de NILs composta de 168
isolinhas apresentou distribuicdo aproximadamente normal (P < 0,01), como pode
ser observado na Figura 4 por apresentar estimativas nao significativas de
curtose e valor D do teste de Lilliefors, apesar do teste de assimetria ter sido
significativo. Este fato indica a existéncia de variacdo continua e a possibilidade
de que varios genes estejam envolvidos no controle desta caracteristica nesta
populacao, possibilitando o emprego de métodos de estimacdo de QTLs e testes

estatisticos de significancia que pressupdem uma distribuicdo normal dos dados.

Tabela 19 — Estimativas dos valores de curtose, simetria e D para a distribuicdo
do teor de proteina do grdo em uma populacao de NILs (isolinhas RC4Fg) em soja.

Curtose Simetria pw
Estimativa 0,3153™ 0,6124* 0,0742™
Variancia 0,1388 0,0351
Valor de t 0,4106 3,2689
Probabilidade (%) 68,445 0,1288 >1,00%<5,00%

(1) Estatistica D para o Teste de Lilliefors.
(*) Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t; (ns) — Nao significativo pelo
teste t.

5.6.2. Andlise de variancia

O resultado da analise de variancia para a caracteristica teor de proteina
no gréo utilizando o delineamento em blocos casualizados € apresentado na
Tabela 20, em que a aplicacdo do teste F a 1% de significancia revelou existéncia
de variancia genética significativa nesta populacéo, evidenciando a existéncia de
variabilidade genética entre as NILs (isolinhas RC4F¢), possibilitando o estudo da
associacao Marcador-QTL.

O coeficiente de variacdo experimental para a caracteristica teor de
proteina apresentou valor satisfatério proximo aos encontrados por Prado (1994),
Chung et al. (2003), Soares et al. 2004 e Miranda (2006), que utilizaram 0 mesmo
tipo de delineamento aqui empregado, evidenciando uma boa precisao

experimental para estimacao dos parametros genéticos.
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Figura 4 — Distribuicdo dos valores do teor de proteina no gréo (%) em isolinhas
RC4Fe¢ de soja em comparacdo com distribuicdo normal de uma variavel com
média 38,97 e variancia 3,91.

Sao também apresentados os parametros genéticos: médias, variancias
fenotipica, genética e ambiental, coeficiente de herdabilidade no sentido restrito
entre médias das NILs, coeficiente de variacdo genético e a razdo entre o
coeficiente de variacdo genético e o coeficiente de variacdo experimental. Apesar
de a populacdo apresentar variabilidade genética significativa para teor de
proteina, pré-requisito basico para o estudo de mapeamento de QTLs. As
estimativas moderadas de herdabilidade e o valor menor do que a unidade para a
relacdo CVy/CV. refletem uma maior dificuldade para diferenciar QTLs de
pequeno efeito em funcdo de que grande parte da variacdo fenotipica existente
entre as NILs deve-se a causas ambientais. Como ndo se pode aumentar a
variabilidade genética desta populacdo, recomenda-se entdo em uma proxima
avaliacdo o aumento da precisdo experimental, pelo aumento do numero de

repeticdes e do aumento do tamanho da parcela.
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Tabela 20 — Resumo da analise de variancia para a caracteristica teor de proteina
do grao em uma populagéao de NILs de soja.

FV GL SQ QM
BLOCOS 1 2,098 2,098
Tratamentos 169 1602,230 9,481**
Gendtipos 167 1302,640 7,800**
Testemunha 1 183,200 183,200**
Gendtipos vs Testemunha 1 116,410 116,410**
Residuo 169 579,820 3,431
Média geral 39,030

Média gendtipos 38,970

Média testemunhas 44,390

CVe (%) 4,750

Variancia fenotipica 3,900

Variancia ambiental 1,715

Variancia genotipica 2,185

Herdabilidade 56,020

Coeficiente de variacao genético (%) 3,793

Razao CVg/CVe 0,798

(**) Significativos a 1% de probabilidade pelo teste F.

5.6.3. Deteccdo de polimorfismos, andlise de segregacdo e formacdo dos

grupos de ligacao.

Foram testados 380 pares de primers de microssatélites publicados por
Song et al. (2004) para inicialmente detectar polimorfismos entre o gendtipo
doador BARC-8 e o gendtipo recorrente Monarca. Desses, 23 ndo amplificaram,
262 apresentaram fragmentos monomoérficos e 95 polimérficos. Os primers de
microssatélites polimorficos foram entdo testados em quatro bulks formados da
reunido de DNA de cada isolinha RC4F¢ da mesma subpopulacéo, ou seja, que
tiveram a mesma planta RC4F; como ancestral. Esse procedimento foi
necessario, pois poderia haver heterozigose em algum loco do primer de
microssatélite na planta RC3Fs que deu origem as quatro subpopulacées. Caso
ocorresse em alguma dessas populacdes e se ndo fossem mantidas separadas,
nao seria possivel identificar essa diferenca no padrdo de segregacdo, como de
fato ocorreu com alguns primers em algumas subpopula¢des, que neste caso néo
foram amplificados nesta subpopulacdo especifica e considerados como dados
perdidos para fins de analise. Dos 95 primers testados, apenas 20 foram
polimorficos nos bulks, sendo sua segregacdo depois avaliada em toda a

populacao de NILs.
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A segregacdo de cada marcador foi testada por meio do teste qui-
quadrado (P < 0,05), utilizando o critério de Protecdo Bonferroni. Apesar de
ocorrerem falhas de amplificacdo, nenhum dos 20 marcadores apresentou
distorcdo da proporcéo 1:1 (Tabela 21).

A obtencdo dos grupos de ligacdo (GL) foi um pré-requisito para a
andlise de QTLs pelo método de mapeamento por intervalo simples. Todos os 20
marcadores foram empregados para o calculo da distancia genética em cM pela
funcdo de Kosambi. O agrupamento dos marcadores nos grupos de ligacao foi
verificado, utilizando-se os critérios de LODminimo = 3 € I'maximo = 0,30. O LOD é
considerado um teste de significancia para testar a hipétese de ligacao entre dois
locos. O valor elevado de LOD permitiu que fossem identificados apenas grupos
de ligacdo com intervalo entre os marcadores inferior a 30 cM, 0 que torna 0s
grupos de ligacdo mapeados Uteis na identificacdo de QTLs, pois, segundo Lee
(1995), o intervalo util para a identificacao preliminar de QTLs esta entre 15 a 20
cM ou valores um pouco maiores.

Foram obtidos cinco grupos de ligacédo definidos pelo agrupamento dos
20 marcadores microssatélites, como pode ser observado na Figura 5, ficando
nove marcadores nao ligados. Os grupos obtidos representaram segmentos
gendmicos dos grupos de ligacdo B2, C2, E, F. Para trés grupos de ligacao (B2, E
e F), houve coincidéncia dos marcadores com o mapa consenso da soja (SONG
et al., 2004). No GL C2, o marcador Satt422 que pertence ao GL H foi incluido e
no outro grupo, ficou indefinido, pois os marcadores Satt436 que pertencem ao
GL D1la e os Satt468 que pertencem ao GL A2 ficaram ligados.

Esse baixo padrdo de polimorfismo ja era esperado por se tratar de
isolinhas derivadas de retrocruzamentos, em que ha uma recuperacao do genoma
do progenitor recorrente, diminuindo assim a variabilidade para outros genes que
ndo estejam relacionados com o teor protéico. Devido a isso, apenas cinco
grupos de ligacdo foram obtidos e ainda ficaram pouco saturados, representando
apenas 38,62 cM de um total de 2523,6 cM do mapa da soja (SONG et al., 2004).
Essa é a primeira etapa de um processo que visa ao mapeamento de QTLs que
controlam a caracteristica analisada nesta populacdo de NILs, ficando para
trabalhos futuros uma maior saturacdo quando se dispuser de mais marcadores
polimoérficos SSR ou SNP.
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Tabela 21 - Marcadores polimorficos, Grupo de Ligacao (GL), numero de isolinhas
com o mesmo do gendtipo Monarca (0), numero de isolinhas com o mesmo
gendtipo da Barc-8 (2), dados perdidos (9), nUmero de isolinhas heterozigotas (1),
Hipdtese, valor do teste de Qui-quadrado e Probabilidade para os marcadores.

Classes

Marcador  GL Hipotese Qui-quadrado Probabilidade

0 1 2 9*
Satt294 C1 57 59 52 11 0,034 85,2684™
Satt193 F 25 3 33 107 11 1,103 29,3511"™
Satt239 I 85 3 76 4 11 0,503 47,8139™
Satt147 Dla 80 4 80 4 1:1 0,000 100,00™
Satt070 B2 59 58 51 1:1 0,009 92,6340™
Satt309 G 82 82 4 1:1 0,000 100,0000™
Satt422 H 84 77 7 11 0,304 58,1169™
Sat_112 E 93 74 1 11 2,162 14,1490™
Satt146 F 93 69 6 1:1 3,556 5,9346"™
Satt520 C2 90 78 0 1:1 0,857 35,4539™
Satt281 C2 95 1 72 0 11 3,168 7,5110™
Satt384 E 90 1 76 1 11 1,181 27,7209"™
Satt545 Al 42 3 40 83 11 0,049 82,5199™
Satt474 B2 31 1 33 103 11 0,063 80,2587"™
Satt436 Dla 82 62 24 11 2,778 9,5581™
Satt338 C1 41 1 50 76 11 0,890 34,5448™
Satt556 B2 38 52 78 11 2,178 14,0017"™
Satt193 F 22 13 133 11 2,314 12,8190™
Satt276 Al 47 55 66 11 0,627 42,8292
Satt468 A2 84 1 73 10 11 0,771 38,0000™

Nivel critico: 0,258%
Numero total de testes: 20
Critério: Protecdo Bonferroni
Numero de distor¢bes: 0

(*) dado perdido
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Figura 5. Grupos de ligacdo obtidos utilizando uma populagéo de 168 isolinhas
RC4Fe derivadas da variedade Monarca. Os grupos de ligacdo foram obtidos
adotando-se os critérios de LODminimo = 3 € 'maximo = 0,30. Os valores da esquerda
representam as distancias entre as marcas baseados na funcdo de Kosambi e a
direita estdo os nomes dos marcadores.

5.6.4. Identificacdo de QTLs

A identificacdo de QTLs foi realizada inicialmente pela analise de
associagdo utilizando modelos lineares simples pelo método da ANOVA e por
meio de regressao linear. Esses métodos ndo necessitam das informacdes dos
mapas de ligagdo, e a distribuicdo dos valores fenotipicos é analisada para cada
marcador separadamente. Portanto, por utilizar apenas diferencas entre as
médias dos marcadores, 0 poder estatistico que este método apresenta é baixo,
ndo sendo possivel estimar a magnitude do efeito do QTL, nem sua posi¢cdo no

genoma (LYNCH e WALSH, 1998). Mas sabe-se que as associa¢cfes detectadas
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por este método podem ser atribuidas a QTLs de grande efeito e relativamente
distantes do marcador, como também a QTLs de pequeno efeito, porém proximos
ao marcador. Utilizando essa metodologia, foram encontrados dois marcadores
(Satt 384 e Satt 239) associados a QTLs que explicavam 7,42% e 19,04% da
variacdo fenotipica do teor protéico, determinado pelo coeficiente de

determinacdo (R?). Esses resultados encontram-se na Tabela 22.

Tabela 22 — Andlise de associa¢do de marcas moleculares com teor protéico
avaliadas em uma populagéo de NILs pela ANOVA e Regressao Linear

Proteina Total

Marca

Prob, F Média (2) Média (0) R% Grupo de ligacdo
Satt384 0,0004** 39,58a 38,50 b 7,42 E
Satt239 0,0000** 39,82a 38,09 b 19,04 NL

** Significativo a 1% pelo teste F; NL — Nao ligado (pertence ao GL | no mapa
integrado da soja).

Numa segunda fase, as ligacdes entre marcadores e QTLs foram
avaliadas por meio de um modelo de regressao linear mdultipla utilizando o
procedimento de eliminacdo stepwise para selecdo dos marcadores associados a
QTLs. Essas andlises foram efetuadas por meio do programa GQMOL, utilizando-
se para escolha inicial dos marcadores a serem incluidos no modelo de
regressao multipla aqueles que se mostraram associadas a caracteristica teor de
proteina com um coeficiente de correlacdo parcial superior a 0,10 e tendo sido
adotados como critério de entrada e permanéncia de marcadores no modelo um
valor de probabilidade da estatistica F inferior a 0,10. Novamente, apenas 0s
marcadores Satt384 e Satt239 permaneceram no modelo, indicando associacfes
com QTLs que explicaram conjuntamente 26,01% da variacdo do fendtipo
determinado pelo R? conjunto, como apresentado na Tabela 23.

Por fim, utilizou-se o procedimento de mapeamento por intervalo simples
baseado em andlise de regresséo para identificar QTLs nos grupos de ligagéo.
Nessa andlise, o valor critico para a razdo de verossimilhanca e o LOD em cada
grupo de ligacédo foram determinados por meio de 1000 permutacdes dos dados
para um nivel de 5% significancia. O mapeamento por intervalo permitiu estimar o
efeito aditivo do QTL na expressao do carater e determinar sua distancia em
relagcdo ao marcador no grupo de ligagédo quatro (E), ao qual o marcador Satt384
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pertence. As estimativas do valor aditivo, do coeficiente de determinacdo do QTL
correspondente ao pico de maior significancia estatistica do QTL e a sua possivel

posicéo no grupo de ligacdo encontram-se na Tabela 24.

Tabela 23 - Analise de Variancia considerando o modelo final de regressao
multipla utilizando o método de eliminacdo stepwise para selecdo de marcadores
associados as QTLs em uma populacéo de NILs.

FV GL SQ QM F Probabilidade (%)
Regressédo 2 161,18599 80,59299 27,95394 0,0000
Satt239 1 118,21741 118,21741 41,00409 0,0000
Satt384 1 46,30573 46,30573 16,06129 0,0091
Desvio 159 458,4072 2,88306
Total 161 619,5932
R% 0,2601 R? ajustado: 0,2508 AIC: 174,5062
Coef. Reg Valor Desvio t (bilateral) Probabilidade (%)
B(1) 0,86332 0,13482 6,40344 0,00000
B(2) 0,53741 0,1341 4,00765 0,01456
Constante 37,63

AIC (Critério de Informacédo de Akaike).

Tabela 24 - QTL associado ao teor de proteina em grdos de soja presente no
grupo de ligacéo E.

Caracteristica GL Intervalo/Regido r LR R 5 a

Teor de proteina E Satt384-Sat_112 0,1349 13,24* 7,51 0,5425

GL = Grupos de ligacdo denominados segundo Song et al. (2004). R*% =
Coeficiente de determinacgéo; a = efeito aditivo estimado para o QTL. (**) valor
significativo de LR que excedeu o valor critico de corte a 1%.

A utilizacdo de NILs na identificacdo de QTLs pelo mapeamento por
marca simples minimiza o problema abordado por Bearzoti (2000) em que o
método confunde efeito e posicdo de QTLs, pois ndo ha distincdo entre a
ocorréncia de um QTL de pequeno efeito situado proximo ao marcador e de um
QTL de grande efeito s6 que distante do marcador. Assim, no caso de NILs,
apenas marcadores proximos a QTLs serdo identificados, ndo importando se sao
de pequeno ou grande efeito. A sensibilidade em identificar QTLs de pequeno
efeito deve-se mais a precisdo do delineamento estatistico empregado na
avaliacdo fenotipica da populacdo e do numero de individuos utilizados. De
acordo com Kaeppler (1997), outra vantagem do uso de NILs no mapeamento de

QTLs é o fato de esta populacdo oferecer uma maior acuracia na estimacao dos
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efeitos dos QTLs detectados, pois, em outros tipos de populagdes, multiplos QTLs
estardo segregando. Essa maior acuracia pode ser comprovada, pois o QTL
associado ao marcador Satt239 presente no GL | coincidiu com a regido e
magnitude que os autores Chung et al. (2003) e Nichols et al. (2006) encontraram
utilizando diferentes backgrounds genéticos, demonstrando também a presenca
de genes conservados nesta regido, possivelmente envolvidos no controle da
expressdo de alguma proteina. Outra evidéncia da acuracia do uso de NILs
utilizando marca simples comparado ao mapeamento por intervalo composto e
com diferentes populacdes foi quando se comparou o resultado do presente
trabalho com os encontrados por Soares (2004) que avaliou uma populacao de
RILs testada em dois ambientes e por Rodrigues (2008) que avaliou uma
populacao F3.4, ambas de mesmo background genético desta populacdo de NILs.
Eles encontraram esse marcador associado a um QTL que, no primeiro trabalho,
explicou 14,74% e 11,34% da variagcdo do fendtipo e 18,83% no segundo
trabalho, préximo ao encontrado neste trabalho que foi de 19,04%. Isso
demonstra que o emprego de mapeamento por marca simples quando utilizado
NILs é tdo eficiente quanto o emprego de outros tipos de populacdes e
metodologias mais complexas, mas com a vantagem de demandar uma menor
guantidade de primers para a genotipagem da populacao.

O QTL associado ao marcador Satt 384 presente no GL E coincidiu com
0 encontrado por Soares (2004) neste mesmo grupo e associado a um QTL que
explicava 8,8% da variacdo da concentracdo da subunidade protéica beta.

A posicao ocupada pelo marcador Satt384 no grupo de ligacéo E indica
gue ele estd muito préximo ou acima desse QTL que € responsavel em parte pela
expressao dessa proteina, sendo, portanto, Gtil no processo de selecdo assistida,

juntamente com o marcador Satt 239, que é muito conservado.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram as seguintes conclusdes:

A populacédo que foi submetida ao primeiro ciclo de selecdo apresentou
variabilidade genética significativa para as caracteristicas producdo de grédos por
planta (PROD), teor de proteina (PTN) e teor de 6leo (OL), permitindo a predi¢ao
de ganhos utilizando diferentes estratégias e critérios de selecdo. Os valores de
herdabilidade restrita entre familias foram bem superiores a herdabilidade dentro
de familias tanto para PROD como para PTN, reduzindo a superioridade das
estratégias que utilizam a informacdo em nivel de individuo (selecdo entre e
dentro e sele¢cdo combinada) em relacdo aquelas que so6 utilizam a informacéo de
média de familias (selecéo entre).

A herdabilidade entre médias de familias com valores acima de 50%
permitiu ganhos tanto para producdo de grdos como para teor protéico. A
correlagdo genética entre PTN x OL foi sempre altamente correlacionada
negativamente, enquanto a correlacdo entre PG x PTN néo foi significativa, o que
permitiu obter ganhos tanto para PROD como para PTN, mas nunca para PTN e
OL, simultaneamente.

A utilizacdo da selecdo simultdnea com base nos indices de selecdo
proporcionou a maximizacdo dos ganhos para teor protéico, ganhos de moderado
a alto para producao de grdos e minimizou a reducdo dos ganhos para o teor de
6leo, com destaque para o indice de Pesek e Baker generalizado por Tai.

A selecdo praticada no terceiro ciclo de selecdo realizada no ano
agricola de 2006/2007 com as linhagens previamente selecionadas no primeiro
ciclo, quando utilizado indices como critérios de selecéo, permitiu a selecdo de
dois grupos de linhagens, uma com maxima produtividade e redugcdo no ciclo,
maior do que a variedade comercial Monarca e com menor ciclo, além da
resisténcia ao glifosato. O segundo grupo formado teve ganhos maximizados para
teor de proteina e moderados para produtividade de graos, havendo também uma
reducado do ciclo, aléem de possuir resisténcia ao glifosato, entretanto, apresentou
ganhos negativos para produtividade em relagédo a variedade Monarca.

Na populacdo de mapeamento, foram encontrados dois marcadores,
Satt 239 e Satt 384 presentes nos GL | e GL E do mapa integrado da soja,
associados a QTLs que explicavam 19,04% e 7,42% da variacao do fenotipo, e
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quando se empregou o modelo de regressédo linear mudltipla utilizando o
procedimento de eliminacdo stepwise, esses mesmos QTLs foram mantidos e
conjuntamente explicavam 26,01% da variacdo fenotipica da caracteristica teor de
proteina.

Utilizando-se o mapeamento por intervalo simples no GL E, foi estimado
o efeito aditivo do QTL na expresséo do carater (+ 0,54) e determinada a posi¢ao
do marcador em relagdo ao QTL, mostrando-se muito préximo ou coincidente ao
QTL, o que resulta em uma marca extremamente confiavel para futuros trabalhos
de selecéo assistida. Isso demonstra que o emprego de mapeamento por marca
simples quando se utiliza NILs é tdo eficiente quanto o emprego de outros tipos
de populacdes e metodologias mais complexas, haja vista 0s resultados
semelhantes obtidos por outros autores que utilizaram a mesma fonte de alto teor
de proteina e outros tipos de populacdes. No entanto, o uso de NILs tem a
vantagem de demandar menor quantidade de primers para a genotipagem da

populacao.
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