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RESUMO

SOARES, Tais Cristina Bastos, D. S., Universidade Federal de Vigosa, marco
de 2004. Mapeamento de locos associados ao conteddo de proteinas

de reserva em soja. Orientador: Maurilio Alves Moreira. Conselheiros:
Cosme Damiao Cruz e Everaldo Gongalves de Barros.

Uma populacdo de 118 RILs (linhagens recombinantes endogéamicas) foi
obtida por meio do cruzamento entre o acesso BARC-8 (com alto teor de
proteina) e a variedade brasileira Garimpo (com teor de proteina normal). Na
geracdo Ry foram abertas linhas, que constituiram o material genético utilizado
neste trabalho. Noventa e cinco dessas RILs, cultivadas em dois ambientes
distintos: Vicosa, MG e Séao Gotardo, MG, foram analisadas para as seguintes
caracteristicas: teor de proteina total em sementes de soja, teor das proteinas
de reserva 11S e 7S e de suas respectivas subunidades, e da relacao proteina
total menos proteinas de reserva (PT-(11S+7S)). Quase todas estas
caracteristicas apresentaram uma distribuicdo aproximadamente normal
(P<0,01), com excecdo de proteina total em Vicosa. As herdabilidades das
caracteristicas avaliadas foram altas nos dois locais, entretanto, na analise
conjunta, as herdabilidades foram menores devido ao efeito da interacéo
gendtipo X ambiente. Amostras do DNA das 118 RILs foram amplificadas com
primers microssatélites, RAPD e AFLP. Andalise de associacdo de marcas
simples, regressdo mdltipla e mapeamento por intervalo composto foram
utilizados para detectar e mapear as regides gendmicas associadas com estas
caracteristicas. Foram encontrados QTLs associados ao conteudo de proteina
total (GL I, que explica 14,74% da variacao desta caracteristica), ao contelido
da subunidade a (GL G e GL C2, que explicam em conjunto 28,83% da
variacdo desta caracteristica), ao conteudo da subunidade b (GL G e dois no
grupo K, que explicam em conjunto 32,62% da variagcdo desta caracteristica),
ao conteudo de PT-(11S+7S) (GL D1b, que explica 13,71% da variacdo desta
caracteristica) e ao conteudo de 7S (GL G e GL E) que explicam em conjunto
21,86% da variacdo desta caracteristica no experimento de Vigcosa. No
experimento de S&o Gotardo, foram encontrados QTLs associados ao
conteudo de proteina total (GL 3 e I, que explicam em conjunto 11,42% da

variacdo desta caracteristica), ao conteudo da subunidade a’ (GL A2, que



explica 10,64% da variacdo desta caracteristica), ao conteudo das subunidades
acidas (GL 3, que explica 12,06% da variacdo desta caracteristica), ao
conteudo de PT-(11S+7S) (GL I, que explica 11,34% da variacdo desta
caracteristica) e ao conteudo de 11S (dois QTLS em diferentes fragmentos do
GL K) que explicam em conjunto 20,88% da variacdo desta caracteristica. Os
marcadores associados ao teor de proteina foram diferentes de um local para
outro, o que indica interacdo entre o genotipo e o ambiente. O grupo de ligacao
| foi associado a QTLs para proteina total em Vigosa e em Sdo Gotardo. Este
fato sugere que os locos associados presentes neste grupo de ligagdo contém

regides com genes que sao expressos em diferentes ambientes.



ABSTRACT

SOARES, Tais Cristina Bastos, D. S., Universidade Federal de Vigosa, March,
2004. Mapping loci associated with storage protein content of
soybeans. Adviser: Maurilio Alves Moreira. Committee members: Cosme

Damiao Cruz and Everaldo Gongalves de Barros

A 118 soybean RILs (recombinant inbreed lines) population was
obtained by crossing the BARC-8 access (cultivar with high protein content) and
the Brazilian variety Garimpo (with normal protein content). Lines from the K
generation constituted the genetic material used in this work. Ninety-five RILs
cultivated in two different environments, Vicosa - MG and Séo Gotardo - MG,
were analyzed following the characteristics: total protein content, storage
protein content 11S and 7S and their respective subunits and relation of total
protein minus storage proteins (PT-(11S+7S)). Almost all these characteristics
presented a distribution approximately normal (P<0,001), except total protein in
Vicosa. The heritability values of the characteristics were high in both places,
however in a combined analysis; the heritability values were lower due to the
effect of genotype x environment interaction. DNA samples of the 118 RILs
were amplified with microsatellite primers, RAPD and AFLP. Analysis of
association of simple markers, multiple regression and composed interval
mapping were used to detect and map the genomic regions associated with
these traits. QTLs (quantitative trait loci) associated with total protein content
were found in GL |, that explains 14,7 % of the variation of this characteristic,
with content of the a subunit in GL G and GL C2, that together explain 28,83%
of the variation of this characteristic, with content of the 3 subunit in GLG and
two in group K, that together explain 32,62 % of the variation of this
characteristic, with PT-(11S+7S) in GL D1b, that explains 13,71 % of the
variation of this characteristic, and with content of 7S in GL G and GL E that
together explain 21,86 % of the variation of this characteristic in the experiment
conducted in Vigosa. QTLs associated with total protein content were found in
the experiment conducted in Sdo Gotardo in GL 3 and GL I, that together
explain 11,42% of the variation of this characteristic, with content of the a’

subunit in GL A2, that explain 10,64 % of the variation of this characteristic, with

Xi



content of acid subunits in GL 2, that explain 12,06 % of the variation of this
characteristic, with PT-(11S+7S) in GL I, that explain 11,34 % of the variation of
this characteristic and with the 11S content two QLTs in different GLK
fragments that explain 20,88 % of the variation of this characteristic. The
markers associated with protein content varied in different environment,
indicating genotype and environment interaction. The linkage group | was
associated with QTLs to total protein in Vigcosa and S&o Gotardo. This suggests
that total protein content loci associated with this linkage group contain regions

with genes that express in different environments.
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1. INTRODUCAO

A soja @Glycine max (L.) Merrill) constitui atualmente um dos produtos
agricolas de maior importancia no Brasil, ocupando lugar de realce na pauta de
exportacdo do pais e sendo cultivada praticamente em todo o territério
nacional. Isso se deve, principalmente, ao grande numero de cultivares
disponiveis e adaptados a todas as regifes brasileiras. Assim, técnicas que
venham auxiliar na caracterizacdo desses cultivares e direcionar a obtencéo de
novos outros, sdo de fundamental importancia para a manutencdo deste
potencial produtivo nacional.

O grande interesse mundial pelo cultivo da soja deve-se a excelente
combinacdo que ela apresenta em termos de produtividade (geralmente
superior a 2.000 Kg/ha) e porcentagens de 6leo e proteinas, em média, 20 e
40% do peso das sementes, respectivamente (VELLO,1985).

Historicamente, a soja foi melhorada geneticamente com o intuito de
aumentar a produtividade e ao conteado de 6leo nos grdos. Recentemente,
alguns programas de melhoramento de soja tém dado énfase ao
desenvolvimento de variedades mais produtivas, contendo altos teores de
proteina.

A fracdo protéica e seus derivados apresentam restricdo quanto ao seu
consumo pela populacdo brasileira. Essa barreira alimentar aos derivados
protéicos da soja esta associada a baixa qualidade do grédo utilizado no
processamento industrial. Um aspecto referente a qualidade do grdo de soja é
o teor e a qualidade de proteina. A qualidade protéica refere-se ao teor de
aminoacidos sulfurados e também as propriedades funcionais da proteina.

Além do conhecimento da magnitude da variancia genética de um
carater bem como a de seus componentes, estimativas de herdabilidades e de
correlacbes entre caracteres agrondmicos sao de extrema utilidade nos
processos de selecdo em programas de melhoramento de qualquer espécie.
Isto possibilita a avaliacdo da potencialidade da populacdo para o
melhoramento e facilita as decisbes de escolha do método de selecdo mais
eficiente a ser empregado.

Muitos caracteres de importancia agron0mica apresentam baixas

herdabilidades ou sao de dificil medicao e identificacdo, podendo a eficiéncia



de sua selecdo ser aumentada pelo uso de uma caracteristica auxiliar de alta
herdabilidade que esteja correlacionada com o carater principal.

A possibilidade de prever ganhos por intermédio de estratégias de
selecdo constitui-se em uma das mais importantes contribuicbes da Genética
Quantitativa para o melhoramento genético, pois as informacfes obtidas
permitem decidir, com base cientifica e sem custo adicional, sobre as técnicas
de selecdo, tornando mais eficiente o processo de obtencdo de novos
cultivares (MIRANDA, 2002).

Ultimamente, grande esforgo vem sendo feito no sentido de se obter um
mapa de ligacdo saturado para a soja, com o auxilio de marcadores
moleculares. O primeiro mapa genético foi construido com nimero de grupos
de ligagdo bem proximo ao de cromossomos, no qual foram definidos 21
grupos contendo 81 marcadores RFLP e 13 marcadores RAPD (WILLIAMS et
al., 1990). Mais recentemente foi desenvolvido um mapa com 24 grupos de
ligacdo contendo 359 marcadores RFLP, no qual foram mapeadas nove
regides ligadas a caracteristicas quantitativas e dez ligadas a caracteres
gualitativos (SHOEMAKER, 1994).

Os primeiros mapas disponiveis para a soja foram, na sua maioria, feitos
a partir de cruzamentos interespecificos entre Glycine max e Glycine soja. O
primeiro trabalho de mapeamento intra-especifico de Glycine max foi
apresentado em 1993, tendo sido construido a partir de marcadores RFLP
(LARK et al., 1993). Embora o cruzamento interespecifico seja interessante
para a construcdo de mapas em sSi, ndo 0 € para 0Ss programas de
melhoramento que se baseiam exclusivamente em genoétipos de G. max
(MANSUR et al., 1993).

CREGAN et al. (1999) construiram um mapa integrado para a soja
utiizando dados de trés mapas diferentes: USDA/lowa State (G. max x G.
soja), Univ. de Utah (Minsoy x Noir) e da Univ. de Nebrasca (Clark x Harosoy).
Esse mapa integrado foi definido, utilizando-se um total de 606 primers SSR e
outros marcadores (RFLP, RAPD, AFLP, isoenzimas e marcadores classicos),
no total de 1.423 marcadores. Foram definidos 20 grupos de ligagdo-consenso.

A selecdo de caracteristicas agrondmicas monitorada por marcadores
moleculares baseia-se no principio de que se um gene, ou um bloco de genes,

encontra-se ligado a um marcador genético de facil identificacédo, entdo, esse



marcador pode ser usado para selecionar a caracteristica de interesse.
Segundo HAYWARD et al. (1994), o método mais eficaz para este tipo de
associacao envolve a producdo de mapas genéticos detalhados nos quais sao
localizadas regides contendo locos para caracteristicas quantitativas (QTLS).

Segundo FEHR (1978), altura de plantas, producdo de sementes,
resisténcia ao acamamento, percentagem de 6leo e de proteina e tamanho das
sementes sao caracteristicas quantitativas.

WILCOX & CAVINS (1995), estudando correlacbes entre teor de
proteina e producdo de grdos, por meio de uma série crescente de
retrocruzamentos entre dois progenitores contrastantes para estas duas
caracteristicas, verificaram correlagdo negativa decrescente entre teor de
proteina e producdo de grédos, a medida que se avancaram 0S
retrocruzamentos, obtendo ao final do 3’ retrocruzamento linhagens produtivas
e com alto teor de proteina.

As sementes de soja contém células especiais que produzem e
armazenam as proteinas de reserva na semente. As sementes produzem
centenas de vaculolos de reserva de proteinas. Mas, poucas proteinas
principais sdo armazenadas na semente de soja. Duas proteinas de reserva, a
b-conglicinina e glicinina constituem cerca de 70% das proteinas de reserva em
soja. Geralmente, a glicinina é a mais abundante (MOREIRA et al., 1979;
COATES et al., 1985).

A quantidade destas duas proteinas pode variar nas diferentes
sementes de soja, dependendo da constituicdo genética da semente e do
ambiente onde elas foram cultivadas. Onde a aplicagdo de produtos de
proteina requer maior qualntidade de aminoacidos sulfurados, um maior
conteudo de glicinina é preferido. Recentemente, a fracdo proteina de soja tem
se tornado mais importante que a fragcdo O6leo. Tém sido encontradas
diferengas nos contetddos dos componentes da b-conglicinina e glicinina em
linhagens de soja com alto teor de proteina. Estas diferencas podem ser
devidas a alguns mecanismos de regulagéo. Esta informacgé&o pode ser usada
para aumentar seletivamente o tipo de proteina de reserva para usos

especificos. Soja utilizada na industria de suinos deve conter mais b-



conglicinina e a soja utilizada na industria de aves deve conter mais glicinina
(YAKLICH et al., 1999).

Pesquisas biotecnolégicas envolvendo a manipulacdo genética dos
niveis destas duas proteinas estdo sendo empregadas com o intuito de
aumentar os niveis de aminoacidos essenciais nas formulacdes de racdes
tanto para consumo animal quanto para consumo humano (KWANYUEN et al.,
1997).

Este trabalho teve como objetivos aumentar o nimero de marcas do
mapa de ligagdo da soja construido no programa de melhoramento da
gualidade da soja do Bioagro/UFV (SOARES, 2000 e MIRANDA, 2002), e
também identificar QTLs associados as caracteristicas: conteido de proteina
total em sementes de soja, conteudo das proteinas de reserva 11S e 7S e de
suas respectivas subunidades, e da relacdo proteina total menos proteinas de
reserva (PT-(11S+7S)). Para isso, foram acrescentados ao mapa original,
marcadores microssatélites ndo mapeados anteriormente e marcadores AFLP.
Foram utilizadas 118 linhagens recombinantes endogamicas (RILs) obtidas do
cruzamento entre 0 acesso norte-americano BARC 8 (gendtipo com alto teor
protéico) e a variedade brasileira Garimpo (genétipo com teor normal de

proteinas).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Base genética da soja

A soja (Glycine max (L.) Merrill), leguminosa originaria da China, € uma
espécie autégama, com 20 pares de cromossomos (SHOEMAKER et al., 1992).

Os relatos da introducéo da soja no Brasil datam de 1882, na Bahia, e de
1890, em Pelota-RS, quando foi testada como produtora de forragem (HASSE,
1996). No Brasil, j& foram desenvolvidas variedades adaptadas ao cultivo em
diferentes latitudes, solos e condi¢Bes climéticas. Entretanto, varios fatores
limitam a obtencé&o de altos rendimentos por estes cultivares (CERVIGNI, 2003).

Embora o numero de cultivares existentes no Brasil seja bastante
elevado, a base genética que constitui 0 germoplasma €é bastante restrita,
situacdo semelhante ao que ocorre nos Estados Lhidos (KEIM et al., 1989).
Provavelmente, essa baixa diversidade genética seja devido ao fato da soja ser
uma espécie autbgama, com individuos altamente homozigotos; e porque a
maioria dos cultivares apresenta ancestrais comuns. A baixa diversidade do
germoplasma brasileiro foi confirmada por ABDELNOOR et al. (1995).

A diversidade genética em soja tem sido estudada com a aplicacao de
diferentes informagcbes, como caracteristicas morfologicas, coeficiente de
parentesco, isoenzimas e marcadores moleculares do tipo RFLP, RAPD, AFLP e
microssatélites (GIZLICE et al., 1993; MAUGHAN et al., 1996). GIZLICE et al.
(1993) citaram que, nos Estados Unidos, a base genética das variedades
recomendadas é derivada de 15 progenitores.

De modo geral, os trabalhos de diversidade genética em soja tém como
objetivos caracterizar variedades e buscar informacdes sobre a constituicdo
genética de germoplasmas e, de modo pratico, sdo conduzidos para verificacao
de genealogias, no planejamento de cruzamentos e na exploracdo da heterose
(PIOVESAN, 2000).

2.2. Proteinas de soja



Proteinas de reserva sao definidas como sendo aquelas proteinas que
possuem como Unica fungdo conhecida servirem como reserva de aminoacidos,
as quais, durante a germinacdo da semente, sdo degradadas por enzimas
proteoliticas para fornecerem os aminoacidos necessarios ao desenvolvimento
do embrido (TEIXEIRA, 2003).

As proteinas de soja constituem cerca de 35 a 45% da matéria seca da
semente. As proteinas de reserva, glicinina (11S) e b-conglicinina (7S),
representam em torno de 70% da proteina do grdo de soja (HILL e
BREIDENBACH, 1974).

A glicinina apresenta massa molecular de aproximadamente 350 kDa,
sendo constituida de polipeptidios de carater acido e de carater basico, que
diferem da b-conglicinina em seus conteudos de metionina (MOREIRA et al.,
1979; COATES et al., 1985). E constituida de seis polipetidios acidos (Ala, Alb,
A2, A3, A4 e Ab) e cinco basicos (Bla, Blb, B2, B3 e B4), que se encontram
associados, de modo especifico, por meio de ligacdes bissulfidricas entre um
polipeptidio acido e um basico, formando as subunidades AlaB2, AlbB1lb,
A2Bla, A3B4 e A5B3 (MOREIRA et al., 1979, 1981). O polipeptidio A4 esta
associado ao B3, por meio de ligacdes nao-covalentes, formando a subunidade
A5A4B3 (STASWICK et al., 1981). Atualmente, essas subunidades séao
denominadas G1 (AlaB2), G2 (AlbBlb), G3 (A2B1b), G4 (A5A4B3) e G5
(A3B4) sendo os seus respectivos genes, Gyl, Gy2, Gy3, Gy4 e Gy5. Os
polipeptidios Ala, Alb, A2, B1 e B2 possuem de trés a seis vezes mais
metionina que A3, A4, A5, B3 e B4 (MOREIRA et al., 1979). Em glicinina, tém
sido observadas variagdes na composicao polipeptidica, como mutantes naturais
com auséncia do complexo G4 (FONTES et al., 1984).

As cinco subunidades da glicinina podem ser divididas em dois grupos
baseados na homologia da sequéncia de aminoacidos (NIELSEN, 1989). G1, G2
e G3 sdo as subunidades do Grupo 1 e G4 e G5, as subunidades do Grupo 2. A
homologia das sequéncias entre subunidades de um mesmo grupo esta em torno
de 90%, mas esta em torno de somente 50% quando membros de grupos

diferentes sdo comparados.



O Grupo 1 é codificado por trés genes presentes em dois dominios
cromossomais distintos. Um dominio contém dois genes de glicinina ligados
(Gyl e Gy2) e o outro, o gene Gy3. Os dois dominios tém alto grau de homologia
e contém, no minimo, cinco genes cada, que sdo expressos em embrides ou em
folhas de plantas maduras. Dois outros genes foram identificados e designados
como glicinina-relacionados, podendo codificar outras familias de subunidades
de glicinina que se acumulam em menor guantidade nas sementes. Os genes
Gyl, Gy2 e Gy3 nao estéo ligados a outros genes de proteina de semente, mas
estdo ligados a outros genes significativamente divergentes dos Grupos 1 e 2
(NIELSEN, 1989). DIERS et al. (1994) mapearam os genes Gy4 e Gy5 da
glicinina em uma populagcéo obtida do cruzamento interespecifico de Glycine
max X G. soja, verificando que esses genes estdo localizados nos grupos de
ligacdo “O” e “F”, respectivamente.

A b-conglicinina € uma glicoproteina com massa molecular estimada em
150-170 kDa e possui trés subunidades, a’, a e b, sendo codificadas pelos
genes Cgyl, Cgy2 e Cgy3, respectivamente (THANH e SHIBASAKI, 1977). As
subunidades a e a’ possuem dois e trés residuos de metionina, respectivamente,
e a subunidade b ndo possui esse aminoacido (COATES et al., 1985). Existe
polimorfismo genético na composicao polipeptidica de b-conglicinina, tendo sido
identificado gendtipo com auséncia de a’ (KITAMURA et al., 1984). Subunidades
menores dessa globulina, designadas b’, g e d, também tém sido descritas
(COATES et al., 1985). HARADA et al. (1989) concluiram que a familia de genes
da b-conglicinina contém no minimo 15 membros que estdo distribuidos entre
seis regides distintas do genoma. Trés dessas regides contém genes multiplos
(regido A, cinco genes; regido B, dois; regidao C, trés; e regides D, E e F, um
cada).

A proteina da soja é inferior em qualidade quando comparada com a
proteina animal no que tange ao teor de aminoacidos sulfurados metionina e
cisteina, que estdo presentes nesta leguminosa em quantidades limitantes. O
nivel de metionina na soja situa-se entre 1,0 a 1,9 %, representando cerca de
43% do nivel padréo considerado pela FAO (WOLF e COWAN, 1975).



Com o objetivo de determinar se um aumento do acimulo de proteinas de
reserva pode ser detectado utilizando a eletroforese em gel de poliacrilamida em
condicbes desnaturantes (SDS-PAGE), acompanhada da densitometria e
“immunoblotting” estimando-se a quantidade das subunidades das proteinas b-
conglicinina e glicinina, YAKLICH (2001) estudou linhagens de soja com teores
normal e alto de proteina. Os dados apresentados neste estudo mostraram que
existem diferencas significativas nas subunidades das proteinas 7S e 11S das
linhagens contendo alto teor de proteina. Algumas das linhagens estudadas
apresentaram um acumulo das subunidades a, a’ e b da b-conglicinina, enquanto
outras apresentaram um acumulo da subunidade A3 da glicinina. Os polipeptidios
basicos da glicinina também se acumularam na maioria das linhagens. Baseado
nestas observagfes, o autor concluiu que linhagens com alto teor de proteina
contém maiores concentracdes de b-conglicinina e glicinina do que linhagens
normais.

A mesma metodologia foi usada também por FEHR et al. (2003),
visando estudar a influéncia do gendtipo, do ambiente e interacdes genotipo x
ambiente sobre a composi¢ado de subunidades das proteinas de reserva da soja.
Estes autores, trabalhando com 14 cultivares, alguns de uso amplo e outros de
uso especifico, como cultivares livre de lipoxigenases e cultivares com alto teor
de proteina, que foram cultivados em 8 localidades diferentes por 3 anos
consecutivos, concluiram que a concentracédo de 7S, 11S e a razdo 11S/7S séo
influenciadas pelo ambiente. Por outro lado, ressaltaram que ndo séo esperadas
alteracbes significativas nestes parametros de um ano para o outro a nivel
industrial, em virtude dos grdos colhidos em localidades proximas serem

misturados nas indulstrias de processamento de alimentos.

2.3. Herdabilidade do teor de proteinas

Herdabilidade é definida como a fracdo da variancia fenotipica a ser
transmitida para a progénie ou, em termos de unidade de selecéo, a fracdo do
diferencial de selecdo esperado pelo ganho quando a selecdo é praticada em

uma referida unidade. A estimativa do coeficiente de herdabilidade atende a



duas finalidades basicas no melhoramento genético, a de demonstrar a relativa
facilidade com que diferentes caracteres sao selecionados em determinado
esquema de melhoramento e a de permitir que estimativas dos progressos
esperados com a sele¢éo sejam obtidas (HANSON e WEBER, 1962).

Para FALCONER (1987), a herdabilidade de um carater métrico € uma
das mais importantes propriedades de uma populacdo, porque expressa a
proporcdo da variancia total que € atribuida ao efeito médio dos genes, o0 que
determina o grau de semelhanca entre aparentados. A selecdo é efetuada,
fundamentalmente, nessa semelhanca.

STRICKBERGER (1985), destaca que a importancia das estimativas de
herdabilidade reside em sua relagédo com a sele¢do, uma vez que quanto maior
for a herdabilidade, maior serd o sucesso de selecéo para dada caracteristica, o
gue resulta numa relacdo positiva entre alta herdabilidade e eficiéncia de
selecdo. Para 0s progenitores transmitirem certas caracteristicas aos seus
descendentes que sejam de algum modo prediziveis, € necessario que a
variancia ambiental seja baixa e variancia genética seja alta.

Na literatura, sdo descritas varias metodologias para obtencdo de
estimativas do coeficiente de herdabilidade. A utilizac&o da variabilidade entre as
plantas na geracdo F, em relacdo a variabilidade entre as plantas dos
progenitores foi utilizada por MAHAMUD e KRAMER (1951) para obtencéo do
coeficiente de herdabilidade. WARNER (1952) prop6s uma metodologia para
estimar a herdabilidade, com base nos progenitores, nas geracoes F;, F, e dos
dois retrocruzamentos (recorrente e doador). HANSON e WEBER (1962)
determinaram estimativas do coeficiente de herdabilidade com base nos
componentes de variancia. FREY e HORNER (1957) propuseram estimar a
herdabilidade em unidades-padrdo, as quais sao obtidas, calculando-se a
regressdo sobre os dados codificados em termos de desvio-padrédo. SMITH e
KINMAN (1965) utilizaram fatores de correcédo do coeficiente de regressao pai-
filho para estimar a herdabilidade, usando progenitores endogamicos para
algumas geracgdes de autofecundacao.

DUDLEY e MOLL (1969) discutiram que a estimativa de herdabilidade

refere-se a uma caracteristica e a uma populacdo e é especifica para as



condicBes experimentais nas quais 0s gendtipos foram estudados, sendo dificil
generalizar estimativas de uma populacao para outra ou em diferentes condi¢des
experimentais.

KWON e TORRIE (1964), procurando estimar a herdabilidade para
caracteres de interesse em soja, estudaram duas popula¢cbes derivadas da
selecéo de 64 plantas F, para cada cruzamento. Avaliaram essas populacdes na
geracao F; em um ano e um local e as geracdes F, e Fs em dois anos e dois
locais. Os parametros genéticos extraidos da andlise de variancia
proporcionaram estimativas de herdabilidade livre dos efeitos da interacéo
genotipo © ambiente. Esses autores verificaram que a interagdo genaotipo © ano
foi maior que a interagdo gendtipo ~ local, em muitas caracteristicas,
principalmente producdo de sementes. A herdabilidade para producdo de
sementes foi mais baixa devido a maior interacdo genoétipo = ano, ficando na
ordem de 3 a 10%. Para os caracteres teor de Oleo e teor de proteina, a
herdabilidade s6 foi estimada para um dos cruzamentos, apresentando valores
de 51 e 57%, respectivamente.

Objetivando estudar os componentes genéticos envolvidos no controle do
teor de proteina e em outros 8 caracteres agrondmicos, PIOVESAN (2000)
encontrou, com base nos componentes de variancia, estimativas de
herdabilidade, para teor de proteina nas 6 populagdes F, estudadas, variando de
22 a 81%.

2.4. Marcadores moleculares

Até meados da década de 60, os marcadores utilizados em estudos de
genética e melhoramento eram controlados por genes associados a caracteres
morfologicos, em geral fendtipos de facil identificacdo visual, como nanismo,
deficiéncia clorofitica, cor de pétala ou morfologia foliar. Entretanto, so
ocasionalmente € que marcadores morfolégicos ligados a genes de importancia
econdbmica eram identificados, limitando o seu emprego em programas de

melhoramento. Além disso, a disponibilidade destes marcadores era
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essencialmente restrita as poucas espécies de plantas utilizadas como sistemas
modelos para o estudo da genética (FERREIRA e GRATAPAGLIA, 1998).

A revolugdo neste quadro iniciou-se com o desenvolvimento de
marcadores isoenzimaticos. O niumero de marcadores genéticos foi grandemente
ampliado e a aplicabilidade da técnica passou a incluir potencialmente todos os
programas de melhoramento (TANKSLEY e HEWITT., 1988).

Com o advento das técnicas de biologia molecular, surgiram marcadores
genéticos do DNA, destacando-se RFLP (“Restriction Fragment Length
Polymorphisms”), RAPD (“Randon Amplified Polymorphic DNA”), AFLP
(“Amplified Fragment Length Polymorphism”) e microssatélites. Eles baseiam-se
na variacdo natural da sequéncia de bases do DNA, possuem segregacao
mendeliana e tornam possivel a construcao de mapas de ligacdo genética de alta
densidade.

Esses marcadores apresentam varias vantagens com relacdo aos
marcadores morfologicos. Os marcadores moleculares apresentam-se em
namero elevado e com alto grau de polimorfismo. Além disso, ndo sao
influenciados por condicbes ambientais, pois o polimorfismo € verificado
diretamente no DNA (Evola et al., 1986; Beckman e Soller, 1986; Gallais, 1984,
citados por MALUF, 1990).

Os marcadores RFLP foram os primeiros marcadores de DNA a serem
utilizados na construcdo de mapas genéticos da espécie humana (BOTSTEIN et
al., 1980). Posteriormente, os RFLPs foram amplamente empregados nas mais
variadas areas das genéticas animal e vegetal. A técnica do RFLP é baseada na
digestdo do DNA gendmico com enzimas de restricdo, que clivam o DNA em
regibes especificas, na separacdo dos fragmentos em gel de agarose e
transferéncia destes para membranas de nitrocelulose, onde séo hibridizados
com sondas de DNA marcadas. O polimorfismo é obtido quando ocorre, por
mutacgéo de ponto, perda ou surgimento de sitios de restricdo ou quando ocorrem
insercdes ou delecBes entre os dois sitios de restricdo que flanqueiam uma
regido homologa a sonda de DNA. Os marcadores RFLP apresentam heranca
co-dominante, sendo possivel a identificacdo de individuos homozigotos e

heterozigotos na populacao.
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Os marcadores RAPD séao fragmentos discretos de DNA, amplificados
pela reacao da polimerizacdo em cadeia a partir de primers Unicos de sequéncia
arbitréaria e conteudo de CG maior que 50%, que se ligam ao DNA genémico em
dois sitios e em fitas opostas do DNA-molde. Se esses sitios estiverem
separados por uma distancia amplificavel (geralmente 200 a 2000 pb), os
produtos de amplificacdo sdo formados. O nimero e o tamanho dos fragmentos
amplificados dependem da sequéncia do primer usado e da sequéncia de bases
do DNA-molde (TINGEY e DELTUSO, 1992). Os polimorfismos resultam de
mudancas na molécula de DNA que alteram os sitios de ligagdo dos primers,
diminuindo ou aumentando a distancia entre eles. Essas mudancas podem
alterar o comprimento do fragmento compreendido entre os dois sitios ou mesmo
impedir que a amplificagéo ocorra. Os marcadores RAPD baseiam-se na reacao
de PCR (“Polymerase Chain Reaction”), o que torna o uso deste tipo de
marcadores muito vantajoso, permitindo automacao e ndo havendo necessidade
do conhecimento prévio da sequéncia de DNA. No entanto, essa técnica ndo
permite a distincdo entre individuos heterozigotos e homozigotos, sendo os
marcadores considerados de heranga dominante.

Marcadores AFLP constituem uma classe de marcadores, que alia a
especificidade dos sitios de restricaio do RFLP com a praticidade da
amplificacdo por PCR, apresentando-se como ferramenta poderosa na
caracterizacdo de genomas e no mapeamento genético (VOS et al., 1995). A
técnica baseia-se na digestdo simultanea do DNA gendmico com duas enzimas
de restricdo, sendo Eco Rl e Mse | as mais usadas. Adaptadores especificos
com terminais complementares as extremidades coesivas dos sitios de restricdo
sao ligados aos fragmentos de DNA digeridos, sendo utilizado um adaptador
especifico para cada sitio de restricdo. Esses fragmentos sdo submetidos a uma
reacdo de PCR com primers pré-seletivos de sequéncia complementar aos
adaptadores, acrescidos de um nucleotidio arbitrario na sua extremidade 3.
Dessa forma, apenas os fragmentos que possuirem os sitios de restricdo de Eco
Rl e Mse | serdao amplificados, aumentando a propor¢cao dos fragmentos de
interesse. A populacdo de fragmentos pré-amplificados constituira o DNA-molde

para as reacOes subsequentes de amplificacdo seletiva, utilizando-se primers
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com a mesma sequéncia dos primers pré-seletivos acrescida de dois
nucleotideos arbitrarios na sua extremidade 3. Os produtos amplificados séo
separados em gel de sequienciamento, com resolu¢cdo de um nucleotideo. A
deteccdo dos fragmentos amplificados é feita pela marcacdo radioativa ou
fluorescente de um dos primers seletivos. O polimorfismo evidenciado por essa
técnica € preferencialmente dominante, sendo possivel, no entanto, identificar
individuos heterozigotos pela diferenca de intensidade das bandas, se esta
técnica for realizada com boa preciséo.

Os genomas de organismos eucariotos sdo caracterizados pela
ocorréncia de grandes quantidades de sequéncias repetidas de nucleotideos de
varias classes, dentre elas uma classe de sequéncias curtas de DNA (2 a 4 pb),
repetidas em “tandem”, denominadas sequéncias simples repetitivas (SSR) ou
microssatélites (LITT e LUTY, 1989). Regifes contendo SSR sdo amplificadas,
individualmente, por meio de PCR, utilizando-se um par de primers especifico (de
20 a 30 bases), complementares a sequéncias Unicas que flanqueiam o
microssatélite. Tendo em vista a expressdo co-dominante e o multialelismo, os
marcadores SSR sdo 0s que possuem o mais elevado contetdo de informacédo
genética. Por esse motivo, essencialmente toda e qualquer populacéo
segregante pode ser utilizada como populacdo-referéncia para estudos de
ligacdo e mapeamento genético (MORGANTE et al., 1994). A técnica para a
utilizacdo dos marcadores microssatélites € menos trabalhosa do que a de
marcadores RFLP, e os SSR constituem a classe mais informativa de
marcadores moleculares (TAUTZ,1989; WEBER e MAY, 1989). Além disso,
apresentam alto grau de polimorfismo em soja (AKKAYA et al., 1992). A alta
informacdo contida em loco SSR, aliada a sua transmissdo co-dominante,
potencial para automacdo e requerimento de pequena quantidade de DNA,
fazem com que os SSRs sejam considerados marcadores genéticos ideais
(RAFALSKI e TINGEY, 1993).

2.5. Mapeamento genético
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O mapeamento gendémico de uma espécie consiste na producao de um
conjunto ordenado de informacdes sobre as sequéncias de DNA que cobrem
todo o genoma. O mapeamento genético € baseado na hipétese de que a co-
transmissdo de dois marcadores reflete a proximidade entre eles, criando a
possibilidade de se ordenar linearmente a informacdo genética ao longo dos
grupos de ligacdo e determinar a distancia entre os genes ligados. A
determinacdo da distancia e da ordem € feita com base na taxa de
recombinacao genética.

Mapas genéticos de marcadores moleculares oferecem a possibilidade
de estudar a arquitetura de caracteristicas quantitativas, ou seja, identificar,
mapear e medir a magnitude do efeito dos principais fatores genéticos
envolvidos no controle dessas caracteristicas e, potencialmente, manipular esses
fatores em base individual durante os procedimentos de selecdo e recombinacgao
genética. A constru¢cdo de um mapa baseia-se na existéncia de variacdo na
constituicAo genética de uma populacdo. Os marcadores genéticos s&o
ferramentas para conhecer e manipular essas variagdes, que sdo estudadas a
partir de cruzamentos apropriados. Esses cruzamentos possibilitam a ocorréncia
de crossing-over entre marcadores genéticos e sdo usados para gerar as
populagcdes segregantes. Uma etapa comum da aplicacdo desses marcadores
no mapeamento do genoma de uma espécie tem sido a integracdo de diversos
tipos de marcadores, incluindo os morfolégicos e isoenzimaticos, bem como os
RAPD, RFLP e AFLP (CHAPARRO et al., 1994; KEIM et al., 1997). Outro
marcador molecular que vem sendo muito usado na construcdo de mapas
genéticos sdo os microssatélites (MORGANTE et al., 1994).

KEIM et al. (1990a) mapearam 150 marcadores RFLP numa populacéo
de 60 individuos F, de soja, identificando 25 grupos de ligacdo, num total de
1.200 cM. Esse mapa foi expandido para 252 marcadores RFLP, em 31 grupos
de ligacdo, perfazendo um total de 2.147 cM (DIERS et al., 1992).
Posteriormente, esse mapa foi aumentado para 359 marcadores RFLP, com 38
QTLs e 10 locos para caracteristicas monogénicas (SHOEMAKER, 1994). KEIM
(1997) obteve um mapa com 840 marcadores, sendo 165 RFLP, 25 RAPD e 650
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AFLP, em 28 grupos de ligagdo, num total de 3.441 cM, partindo-se de uma
populacéo inicial de 300 RILs.

A integracao entre mapas, que se baseiam em marcadores moleculares,
com o0 mapa classico da soja, vem sendo feita para uma série de caracteristicas,
com base em diversos tipos de populacbes (KEIM et al, 1990a,b;
SHOEMAKER, 1994).

CREGAN et al. (1999) construiram um mapa integrado para a soja
utilizando dados de trés mapas diferentes: USDA/lowa State (G. max x G. soja),
Univ. de Utah (Minsoy x Noir) e da Univ. de Nebrasca (Clark x Harosoy). Esse
mapa integrado foi definido, utilizando-se um total de 606 primers SSR e outros
marcadores (RFLP, RAPD, AFLP, isoenzimas e marcadores classicos), num

total de 1.423 marcadores. Foram definidos 20 grupos de ligag&do-consenso.

2.5.1. Construcédo de mapas genéticos

A construgdo de um mapa de ligacdo envolve desde a aplicagdo de
técnicas de biologia molecular até os conceitos classicos de heranca genética
demonstrados por Mendel. Os requisitos basicos para a construcdo de um mapa
genético sdo a obtencdo de populacdes segregantes e a utilizacdo de varios
marcadores que sejam polimoérficos entre 0s progenitores e que apresentem
segregacao mendeliana na progénie.

Mapas de ligacdo sdo construidos pela analise da segregacao dos
marcadores em uma populacdo segregante, isto €, em desequilibrio de ligacdo
génica. Tais populacdes podem ser oriundas de retrocruzamento, de F, ou do
cruzamento entre individuos heterozigotos. Linhagens recombinantes
endogamicas (RILs), obtidas por autofecunda¢fes sucessivas de individuos F,
até atingirem niveis desejaveis de homozigose, sdo também utilizadas na
construcdo de mapas (BURR et al., 1988). A escolha da populacédo depende do
hébito reprodutivo da espécie e do objetivo do estudo. A populacéo F, apresenta
individuos com todas as possiveis combinacdes alélicas (AA, Aa e aa),
possibilitando o entendimento do mecanismo de acdo génica e das interacdes

com outros locos. Em populac¢des RILs, os individuos apresentam elevado indice
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de homozigose. A auséncia de heterozigose €, em parte, compensada pelos
ciclos sucessivos de autofecundacdo, que criam maiores oportunidades de
ocorrer recombinagdo, em comparacdao com populagdes F,. Nas populactes
RILs, os genotipos dos individuos sdo perpetuados; assim, um mesmo genotipo
pode ser avaliado em locais diferentes, o que possibilita a quantificacdo da
interacdo gendtipo x ambiente, além do intercambio entre informacdes genéticas
geradas por diferentes grupos de pesquisa.

O numero de marcadores moleculares necessarios para construir um
mapa genético depende do tamanho do genoma, do nimero de cromossomos e
da freqiéncia de recombinacdo genética. Um mapa pode ser considerado
completo quando o numero de grupos de ligacdo obtidos pela analise dos
marcadores for igual ao nimero de cromossomos gaméticos do organismo e
guando todos os marcadores genéticos mapeados estiverem ligados, indicando
que todas as regides do genoma estdo representadas (GUIMARAES e
MOREIRA,1999).

No contexto do mapeamento de caracteristicas quantitativas, os
progenitores sdo selecionados conforme os respectivos fendétipos contrastantes
para as caracteristicas de interesse. Os marcadores que sao capazes de
detectar alelos diferentes entre as linhagens genitoras séo avaliados pelo teste
qui-quadrado, e aqueles que apresentarem segregacdo mendeliana s&o
submetidos as analises de co-segregacdo. Esses marcadores sdo agrupados
pela analise de dois pontos e, posteriormente, ordenados em cada grupo de
ligacdo pela analise de trés pontos atraves de varios algoritmos para construcao
de mapas genéticos como o MapMaker (LANDER et al., 1987), GMendel (LIU e
KNAPP, 1992), JoinMap (STAM, 1993) e GQMOL
(www.ufv.br/dbg/ggmol/ggmol.htm).

2.5.2. Mapeamento de caracteres de heranca quantitativa

Muitos caracteres de importancia agrondmica estdao sob o controle
genético complexo, envolvendo varios genes. Esses caracteres sao

denominados poligénicos ou quantitativos, apresentando variacdo continua do
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fenotipo em vez de classes fenotipicas discretas, o que dificulta a manipulacao e
compreensao dos efeitos desses genes.

Para a maioria das caracteristicas quantitativas, poucas informacdes
existem sobre o numero, a posi¢cdo cromossémica, a magnitude do efeito e as
interacbes dos locos que controlam a sua expressdo. Esses locos séo
denominados QTL ("Quantitative Trait Loci”). A determinagéo de ligagdo genética
entre marcadores e alelos do QTL depende da existéncia de desequilibrio de
ligagdo entre os alelos no loco marcador e alelos do QTL. A maioria das
estratégias de mapeamento de QTLs estd baseada no uso de populacdes
segregantes tradicionalmente utilizadas para a construcdo de mapas genéticos
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996).

O uso de marcadores moleculares facilitou grandemente o estudo de
caracteristicas herdadas quantitativamente e tem tornado possivel analisar
poligenes para cada caracteristica em fatores mendelianos individuais. Utilizando
ligacdo molecular de mapas genéticos e a tecnologia de mapeamento de QTLS,
€ possivel estimar o numero de locos controlando a variagdo genética em uma
populacéo segregante e caracterizar esses locos com respeito a sua posi¢cao no
genoma, efeitos fenotipicos, efeitos pleiotropicos e interacdes epistaticas com
outros QTLs (XIAO et al., 1996).

A identificacdo de QTLs por meio de marcadores moleculares é
conceitualmente simples. Do cruzamento entre dois genitores que contrastem
para a maioria das caracteristicas de interesse, € obtida uma populagédo
segregante (F,, retrocruzamento, RIL, dentre outras). Uma progénie (superior a
100 individuos) avaliada para as caracteristicas de interesse e o fenétipo do
marcador molecular obtido a intervalos regulares (5-20 cM), ao longo do genoma.
A procura dos QTLs realiza-se mediante associacfes entre os marcadores
segregantes e os valores fenotipicos das caracteristicas. Se tal associacéo é
identificada, significa que existe uma ligacao fatorial entre o marcador e o QTL
gue afeta a caracteristica (CERVIGNI, 2003).

Uma das dificuldades em detectar QTL é determinar a sua significancia
na metodologia estatistica. Os pontos de corte para determinar a significancia de

um possivel QTL dentro de um intervalo testado tém sido obtidos por teste de
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permutacdo (DOERGE e CHURCHILL, 1996). Esse teste € realizado,
embaralhando-se os valores da caracteristica quantitativa que estd sendo
analisada e repetindo a andlise. Repetindo-se tal procedimento, muitas vezes
(1.000 vezes ou mais) sdo encontrados os valores de LOD ou razdo de
verossimilhanga em nimero igual ao de testes realizados. Utiliza-se entdo, como
ponto de corte, o valor encontrado, que se situa na posicdo do nivel de
significancia adotado. Por exemplo, se forem realizadas 1.000 permutacdes,
obtém-se um quadro com 1.000 valores de LOD. Se for adotado o nivel de
significancia de 95%, o ponto de corte sera o valor de LOD na posi¢cao 950,
desde que os valores estejam agrupados em ordem crescente de valor. Isso
significa que, em somente 5% das possiveis combinacfes de valores da
caracteristica, o valor de LOD sera igual ou superior aquele adotado como ponto
de corte. Portanto, a probabilidade de o marcador estar ligado ao QTL é grande.
No entanto, a dificuldade computacional é elevada, pois sdo necessarios muitos
calculos para estimar o ponto de corte, e este € valido apenas para o
experimento que esta sendo avaliado.

A razdo de verossimilhanca possui uma aproximagdo com o ¢, e um
valor de ¢® em um nivel de significancia escolhido pode ser adotado como ponto

de corte.
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CAPITULO 1

ANALISE QUANTITATIVA DO CONTEUDO DE PROTEINA TOTAL E DAS
PRINCIPAIS PROTEINAS DE RESERVA (11S E 7S) EM SOJA PARA FINS
DE MAPEAMENTO GENETICO
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RESUMO

SOARES, Tais Cristina Bastos, D. S., Universidade Federal de Vigosa, marco
de 2004. Mapeamento de locos associados ao conteddo de proteinas

de reserva em soja. Orientador: Maurilio Alves Moreira. Conselheiros:
Cosme Damiao Cruz e Everaldo Goncalves de Barros.

Uma populacdo de 95 RILs (linhagens recombinantes endogamicas) foi
obtida do cruzamento entre 0 acesso BARC-8 (com alto teor de proteina) e a
variedade brasileira Garimpo (com teor de proteina normal), na geracdo Fk
foram abertas linhas, que constituiram o material genético utilizado neste
trabalho. Esse material foi analisado para as caracteriticas: teor de proteina
total em sementes de soja, teor das proteinas de reserva 11S e 7S e de suas
respectivas subunidades, e da relacdo proteina total menos proteinas de
reserva (PT-(11S+7S)). Essa populagdo foi cultivada em dois ambientes
distintos: Vicosa, MG e Séo Gotardo, MG. O teor de proteinas de reserva 7S e
11S, bem como os de suas respectivas subunidades apresentaram distribuicao
aproximadamente normal (P< 0,01), tanto no experimento de Vigcosa, quanto no
de Sdo Gotardo, o que permitira que estas caracteristicas sejam analisadas
para a deteccédo da existéncia de possiveis QTLs envolvidos na expressao das
mesmas, uma vez que o método de deteccdo de QTLs pressupbe que a
caracteristica apresente esse tipo de distribuicdo. O teor de proteina total em
Sao Gotardo, também apresentou distribuicdo aproximadamente normal. O teor
de proteina total em Vigosa ndo apresentou uma distribuicdo aproximadamente
normal, apesar do grau de simetria e de curtose terem sido proximos do
esperado para distribuicdo normal. Caso sejam detectados QTLs relacionados
a esta caracteristica, eles deverdo ser analisados com ressalva. Fatores
ambientais estdo envolvidos na regulacdo da expressdo das caracteristicas
avaliadas nos dois locais (Vicosa e Sao Gotardo), pois a interacdo RIL x local
foi significativa. A herdabilidade da caracteristica teor de proteina obtida por
componentes de variancia foi alta nos dois locais e também na analise
conjunta. Isso significa que a maior parte da variacdo observada é devida a
causas geneticas e reflete também a precisdo experimental. As herdabilidades
das outras caracteristicas avaliadas também foram altas nos dois locais.

Entretanto, as herdabilidades destas caracteristicas na andlise conjunta foram
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menores, devido ao efeito da interacdo gendtipo x ambiente. Isto indica que os
estudos moleculares referentes as andalises de QTLs para estas caracteristicas
devam ser realizados para cada ambiente especifico. As subunidades a’,a e b
apresentaram correlacdo positiva com a proteina 7S, este resultado era
esperado, uma vez que estas sao as subunidades constituintes desta proteina.
Da mesma forma, as subunidades de carater &cido e basico da proteina 11S
apresentaram correlacéo positiva e alta com esta proteina. A proteina 11S e o
total de proteina de reserva (11S+7S) apresentaram correlagdo positiva e alta
com o conteado de proteina total. A proteina 7S, assim como as suas
subunidades a e b apresentaram uma correlagdo baixa com o conteudo de
proteina total, a subunidade a’ apresentou uma correlacdo préxima de zero.
Uma vez que um maior conteddo de 11S em relacdo a 7S é desejado, o fato de
11S ter apresentado uma correlacdo positiva e alta com proteina total torna-se
benéfico no processo de selecdo, ja que selecionando gendtipos com alto teor
de proteina, serdo selecionados genoétipos com alto teor de 11S

simultaneamente.
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1. INTRODUCAO

As sementes de soja contém mais proteina do que qualquer outra
espécie vegetal utilizada comercialmente. Aproximadamente 40% da matéria
seca das sementes de soja € constituido de proteinas e 20%, de 6leo.

Historicamente, a soja tem sido melhorada geneticamente com o intuito
de aumentar a produtividade e conteddo de 6leo nos grdos. Recentemente,
alguns programas de melhoramento de soja tém dado énfase ao
desenvolvimento de variedades mais produtivas, contendo altos teores de
proteina. (YAKLICH, 2001).

Atualmente, o farelo de soja € um dos principais produtos das industrias
de esmagamento no Brasil, sendo que a maior parte dele destina-se a
exportagdo. O teor de proteina no farelo influencia a determinacdo de seu valor
comercial, assim, torna-se necessario o desenvolvimento de variedades
produtivas e com alto teor de proteina (PIOVESAN, 2000).

A fracdo protéica e seus derivados apresentam restricdo quanto ao seu
consumo pela populacédo. Essa barreira alimentar aos derivados protéicos da
soja esta associada a baixa qualidade nutricional do gréo utilizado no
processamento industrial. Para o melhoramento do gréo de soja dois aspectos
devem ser considerados: o teor e a qualidade de proteina, sendo que a
gualidade protéica refere-se ao teor de aminoacidos sulfurados e também as
propriedades funcionais da proteina (WILCOX e SHIBLES, 2001).

As sementes de soja contém células especiais que produzem e
armazenam as proteinas de reserva na semente. As sementes produzem
centenas de vacuolos de estoque de proteinas, mas poucas proteinas
principais sdo armazenadas na semente de soja. Duas proteinas de reserva, a
b-conglicinina e dicinina, constituem cerca de 70% das proteinas de reserva
em soja. Geralmente a glicinina € a mais abundante (MOREIRA et al., 1979;
COATES et al., 1985).

A glicinina (11S) contém 3 a 4 vezes mais cisteina e metionina que a b-
conglicinina (7S) (KOSHIYAMA, 1968, COATES et al., 1985, HARADA et al.,
1989). A concentracdo destas duas proteinas podera variar nas diferentes
variedades de soja, dependendo da constituicAo genética da semente e do

ambiente onde elas sao cultivadas. Uma vez que 11S contém mais
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aminoacidos sulfurados, uma maior razdo 11S:7S leva a mudancas benéficas
na qualidade nutricional da soja.

Foi observado também que a relacdo da quantidade destas duas
proteinas € importante na fabricacdo de produtos alimenticios. Por exemplo,
mudancas na razdo b-conglicinina/glicinina resultam em diferencas nas
propriedades fisicas do tofu, também chamado “queijo de soja”’, resultante da
coagulacdo do extrato aquoso de sementes de soja. As variedades que
apresentam menor razdo b-conglicinina/glicinina ttm mostrado serem melhores
para a producdo deste importante produto a base de soja (YAKLICH et al.,
1999).

O fato de ocorrerem variacbes genéticas naturais na composicdo de
subunidades nas duas principais proteinas de reserva da soja, e uma vez que
estas variacoes podem estar associadas aos mecanismos de regulacdo da
expressdo dos genes que codificam estas subunidades. O conhecimento
destes mecanismos podera ser usado para aumentar seletivamente o tipo de
proteina de reserva para usos especificos (YAKLICH et al., 1999). Pesquisas
envolvendo a manipulacdo genética dos niveis dessas duas proteinas estédo
sendo empregadas com o intuito de aumentar os niveis de aminoacidos
essenciais nas formulagcdes de rac¢des tanto para consumo animal quanto para
consumo humano (KWANYUEN et al., 1997).

As estimativas de herdabilidade, os ganhos esperados com a selecao e
as correlaces das caracteristicas selecionadas sado extremamente importantes
para orientar e planejar programas de melhoramento (FALCONER, 1997).

ERICKSON et al. (1981) estimaram a herdabilidade para teor de
proteina em quatro popula¢des obtidas a partir de quatro pares de cruzamentos
biparentais interespecificos (G. max x G. soja). Para o célculo da herdabilidade
no sentido restrito, foi utilizada a regressao das médias de familias F3 sobre as
plantas F,; para a herdabilidade no sentido amplo, o célculo foi feito utilizando-
se 0s componentes de variancia das médias de familias Fs. A estimativa de
herdabilidade para teor de proteina, no sentido restrito, foi de 27% e, no sentido
amplo, de 78%, com base em 100 familias F3 avaliadas em dois locais.

HELMS e ORF (1998), trabalhando com 10 diferentes populacdes na

geracao Fs, testadas em sete ambientes diferentes, calcularam a herdabilidade,
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considerando-se todos os ambientes para teor de proteina, e encontraram
valores elevados para a maioria das populacoes.

WILCOX (1998) conduziu um programa de selecdo recorrente para
aumentar o teor de proteina nas sementes em duas populagbes de soja.
Estimativas de herdabilidade foram calculadas a cada ciclo de selecao
recorrente e variaram de 55 a 89% entre o primeiro e o sétimo ciclo. Houve
também aumento da variabilidade para teor de proteina a medida que se
aumentava o numero de ciclos de selecdo recorrente. Segundo HANSON
(1963), a estimativa do coeficiente de herdabilidade atende a duas finalidades
basicas no melhoramento genético: a primeira € a de demonstrar a relativa
facilidade com que diferentes caracteres sédo selecionados em um determinado
esquema de melhoramento, e a segunda é a de permitir que estimativas dos
progressos esperados com a selecéo sejam obtidas.

Para CRUZ e REGAZZI (1997), o conhecimento da correlacdo entre
caracteres é de grande importancia no melhoramento de plantas,
especialmente se alguma das caracteristicas avaliadas apresentarem baixa
herdabilidade e, ou, tiver problemas de medicao e identificagao.

Este trabalho faz parte do programa de melhoramento de qualidade da
soja desenvolvido pelo BIOAGRO/UFV, que visa o0 desenvolvimento de
variedades produtivas e com alto teor protéico e teve como objetivos: (i)
estimar a herdabilidade da concentracdo de proteina total em soja, avaliada
pelo método de Kjeldahl modificado; (ii) estimar a herdabilidade das
concentracfes das proteinas de reserva da soja (11S e 7S) e de suas
respectivas subunidades, avaliadas pela eletroforese em gel de poliacrilamida
em condicdo desnaturante (SDS-PAGE) acompanhada de densitometria, (iii)
estimar as correlacdes genotipicas de cada uma destas caracteristicas, (iv)

avaliar a interac@o gendtipo x ambiente para essas caracteristicas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material genético

Uma populacdo de 95 RILs foi obtida do cruzamento entre dois
progenitores contrastantes para teor de proteinas: a linhagem BARC-8, obtida
da “Beltsville Agricultural Experimental Station” — USDA, Beltsville, MA, USA
(gendtipo com alto teor de proteina, em torno de 50%) e a variedade comercial
Garimpo (gendtipo com teor normal de proteinas, em torno de 36%), sendo
BARC-8 o progenitor feminino. As RILs foram obtidas pela descendéncia, a
partir da geracdo F,, de uma Unica semente de cada planta (SSD - "single
seed descent”). Na geracdo Fg foram abertas linhas, que constituiram o
material genético utilizado neste trabalho.

Essas RILs foram plantadas em duas localidades: Vicosa e Séo
Gotardo, ambas no estado de Minas Gerais. Os experimentos foram instalados
no delineamento em blocos casualizados com trés repeticdes. Cada parcela foi
constituida de uma fileira de 2 metros, com espacamento de 0,5 metros entre
fileiras. O plantio foi realizado em Vigosa na segunda quinzena de novembro de
2001, e em S&o Gotardo, na primeira quinzena de dezembro de 2001.

Em Vicosa, o experimento foi instalado no Campo experimental Diogo
Alves de Mello, localizado no Campus da Universidade Federal de Vicosa, na
Zona da Mata do Estado de Minas Gerais, cujas coordenadas geogréficas sdo
20°45'20"S e 42°51'W. A sede do municipio situa-se aproximadamente a 650m
de altitude. Em Sa&o Gotardo, o experimento foi instalado na Estag&o
experimental da Cooperativa Agropecuaria do Alto Paranaiba (COOPADAP),
na regidao do Alto Paranaiba do Estado de Minas Gerais, cujas coordenadas
geogréficas sdo 19°29'59"S e 46°06'05"W. A sede do municipio situa-se a
1055m de altitude. O solo, encontrado nas duas localidades é classificado

como Latossolo Vermelho-Amarelo distréfico, textura argilosa.
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2.2. Analise de proteina

2.2.1. Anélise do conteludo de proteina total

O teor de proteinas das sementes de cada familia foi determinado,
tomando-se uma amostra representativa de todas as plantas da parcela. Essa
determinacédo foi realizada pelo método Kjeldahl modificado, segundo as
normas analiticas do INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1985), que requer um
minimo de trezentos miligramas (cerca de 10 sementes) de soja moida. Na
fase de digestdo, apds a obtencdo do material aparentemente digerido com
acido sulfurico, foi adicionado o peréxido de hidrogénio 30%, sendo a mistura
levada ao aquecimento por mais 30 minutos. Na fase de destilacdo, a aménia
liberada foi recolhida em solugdo de é&cido bérico 4%. Obteve-se o teor de
nitrogénio pela titulagcdo da aménia com acido cloridrico 0,05%. A partir do teor
de nitrogénio, foi calculada a porcentagem de proteinas totais da amostra,
empregando-se o fator de nitrogénio 6,25 no material analisado. Os resultados
dos teores de proteina foram expressos em porcentagem, com base na matéria

seca obtida pela secagem em estufa a 105°C por 24 horas.

2.2.2. Andlise das concentracdes das proteinas 11S e 7S e de suas

respectivas subunidades

As proteinas de reserva glicinina (11S) e [¥conglicinina (7S) das RILs
foram extraidas com tampao fosfato salino (tampéo fosfato de sédio 0,05 M, pH
7,6; NaCl 0,4 M; [Fmercaptoetanol 0,28%). Foram utilizados aproximadamente
50 mg de soja moida e 1,5 mL do tampéao de extracdo em tubos de 1,5 mL. Os
tubos ficaram 45 minutos em banho de ultrasom (Branson 1210), ap6s o qual
foram centrifugados durante 15 minutos a 14.000 rpm em microcentrifuga
eppendorf 3415C. Duas aliquotas, uma de 800 niL (que foi reservada para
analise posterior) e outra de 30 pL foram retiradas do sobrenadante. A aliquota
de 30 pL foram adicionados 15 pL do tampéo de amostra 3X (Tris 0,1875 M;
SDS 6,9%; glicerol 30%; pH 6,8), 10 yuL do corante azul de bromofenol 0,05% e
10 pL de R-mercaptoetanol. Posteriormente, os tubos foram colocados em

banho-maria a 100 °C por 3 minutos e 25 pL da solucédo foram aplicados em
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gel de poliacrilamida 12,5%. A corrida foi conduzida inicialmente a 60 Volts, até
a banda do corante atingir a superficie do gel de separacao (~1,0 h), quando a
voltagem foi aumentada para 80 Volts, permanecendo assim até o final da
corrida (~5h), que foi determinado como sendo 30 minutos apds o corante sair
na extremidade inferior do gel. Terminada a corrida, os géis foram retirados da
placa e colocados em solucao corante (1,5 g de Coomassie Brilliant Blue G, 90
mL de acido acético, 450 mL de metanol e 460 mL de agua) por 12 horas e
depois em solucdo descorante (75 mL de acido acético, 250 mL de metanol e
675 mL de &gua) por 24 horas. Os geéis, depois de descorados, foram
armazenados em solucdo de glicerol 10% até o momento da analise por
densitometria. Em todas as analises foi usada a mesma amostra padrao
(BARC-8) que foi extraida, aplicada no gel e quantificada junto com as outras
amostras. Esta amostra, que foi denominada de padrdao de extracdo, foi
adicionada nas analises para corrigir as possiveis diferencas de extracéo e das
condi¢bes de eletroforese que podem ocorrer entre uma analise e outra.

A analise densitométrica foi realizada no Personal Densitometer SI
Molecular Dynamics (Sunnyvale, CA), pertencente ao Nucleo de Biologia
Aplicada da Embrapa Milho e Sorgo - Sete Lagoas, MG. O software
ImageQuant para a integracdo do volume referente a banda foi usado na
determinacdo da porcentagem de cada subunidade das proteinas de reserva
presentes nos geéis em relacdo ao total de proteina de cada canaleta do gel. A
densidade dética (OD) aparente de cada proteina foi obtida pela subtracdo da
OD média do “background” local, da OD total das bandas das proteinas. As
subunidades das proteinas de reserva foram identificadas com base nos
padrbes eletroforéticos constantes em trabalhos publicados na literatura
(FONTES et al, 1984; YAKLICH, 2001).

Com o intuito de transformar os valores das porcentagens das
subunidades obtidas, ap0s as andlises de densitometria, em porcentagem em
100 mg de proteina, procedeu-se a quantificacdo das aliquotas de 800 ni,
reservadas apos a extracdo, pelo método de Kjeldahl modificado.

A porcentagem final de cada subunidade a’, a e b da b-conglicinina, e
das subunidades acidas e béasicas da glicinina foram obtidas por meio da

seguinte forma:
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1- As porcentagens das subunidades foram obtidas de todas as
amostras analisadas, inclusive dos padrdes de extracéo:
%S” PE
100

%Subunidade =

em que
%Subunidade = porcentagem da subunidade em questdo em 100
mg de proteina
%S = porcentagem da subunidade presente no gel
PE = porcentagem de proteina do extrato obtida pelo método de
Kjeldahl modificado.
2 - Cada subunidade dos padrdes de extragéo foi corrigida a partir da
meédia dos padrdes:
E=e,-e;
em que
E = Desvio de cada subunidade para cada gel;

€, = % de cada subunidade no padrao de extragéo para cada gel; e

€< = % média de cada subunidade dos padrGes de extragéo

3 - Cada subunidade das proteinas das familias das RILs foi obtida a
partir de E
% final = %Subunidade- E

4 - Os valores de porcentagem final de cada subunidade foram

corrigidos para 70%, o que corresponde ao valor médio esperado para as

proteinas de reserva em soja, sendo também o valor observado na média dos

48 padrdes de gel.
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2.3. Testes de normalidade
2.3.1. Teste de assimetria

O coeficiente de assimetria fornece o grau de desvio, ou afastamento
da simetria, de uma distribuicdo. A estimativa do coeficiente de assimetria (S)

de uma variavel x é dada por:

S R (R Sy

onde:

n= numero de observacdes;

s(x) = desvio padréo da amostra de dados;

X = valor maximo da classe i;

x = média geral da amostra de dados.

Nesta expressao, 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: st 0 foram testadas pelo teste t:

S

t=

J 6n(n- 1)
(n- 2)n+1n+3)

O valor de t calculado foi comparado ao de t tabelado, ao nivel a de
probabilidade, com infinitos graus de liberdade. Se |[tcal 3 tap rejeita-se H,

(SCHUSTER e CRUZ, 2004).
2.3.2. Teste de curtose

Curtose € o grau de achatamento de uma distribuicdo, considerado

usualmente em relacdo a distribuicdo normal. Segundo SCHUSTER e CRUZ
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(2004), para se estimar o grau de curtose (k) de uma variavel X, utiliza-se a

seguinte formula:

~ 3[n-1)

n{n+1) o - X0
X)s (n-2)n-3

- - A (%

k=

- X

Se o resultado for zero, a distribuicdo de frequéncias é a propria
distribuicdo normal, sendo chamada de mesocurtica, se o resultado for
negativo, a distribuicio é achatada (alta variabilidade) e chamada de
planicurtica e se o resultado for positivo, a distribuicdo é concentrada em torno

da média (alta homogeneidade) e chamada de leptocurtica.

Para testar a hipotese Hy: k=0 vs Ha: k! O tem-se o teste t:

A

k

t=

\/ 24n(n - 1)
(- 3)in- 2)n+3)n+5)

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

a de probabilidade, com infinitos graus de liberdade. Se [tcal| 3 twab, rejeita-se Ho.
2.3.3. Teste de Lilliefors

O teste de Lilliefors apresenta 0 mesmo principio que o teste de qui-
quadrado (c?), ou seja, dada uma amostra de tamanho n, agrupam-se os dados
em k classes, podendo-se formar uma distribuicao de frequiéncia com intervalos
de classes iguais a 0,25, 0,50, 0,75, 1,0 do desvio padréo. 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 niumero total de
observacdes (n) e as freqiéncias observadas (FO) sao os numeros de
observacdo de cada classe (n). Para isso, obtém-se os valores de z com a
introducdo de uma modificacdo, ampliando o seu uso para 0s casos em que a
média e a variancia ndo sdo conhecidas, mas sim estimadas por meio dos

dados da amostra, como segue:
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X
z =——— emque
Q

-

z; = valor da variavel normal padronizada da classe i;

X;=valor maximo da classe i;

X = média geral da amostra de dados;

s = desvio padrao da amostra de dados.

Na maioria das vezes, o teste de Lilliefors é mais poderoso que o c?.

O teste de Lilliefors pressupde o célculo de todos os z, 0s quais devem
ser ordenados para as seguintes consideracoes:

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

S(z) = FO £ z =ni/n, em que:

ni= ndmero de valores observados £ z;

n = numero total de observac¢des da amostra.

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

O teste € bilateral, como segue:

Ho: é razoavel estudar os dados através da distribuicdo normal;

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

Deve-se lembrar, porém, que a nao rejeicdo de H, indica apenas que

esta € uma razoavel aproximacéao da distribuicdo conhecida.
2.4. Analise de variancia
2.4.1. Andlise de variancia individual

Para as analises de variancia das caracteristicas em cada local, os
experimentos foram realizados pelo delineamento em blocos casualizados,

com trés repeticbes. O modelo adotado foi 0 seguinte:

Yj= mGi+ Bj + e
em que
Yj=valor da caracteristica para o i-ésimo genotipo (RIL) no j-ésimo
bloco;

m= média geral;
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G = efeito aleatorio do i-ésimo gendtipo (RIL), i=1,2,...,g, sendo G~NID
O, Szg)

Bj= efeito aleatdrio do j-ésimo bloco, j=1,2,...,b, sendo Bj~NID (0, s%)e

e = erro aleatorio associado a observacao Yj, sendo ei~NID (0 ,s2).

O esquema de analise de variancia € ilustrado no Quadro 1.

Quadro 1 — Esquema de analise de variancia de cada ambiente e esperancas
de quadrados médios para modelo aleatério, adotando-se o
delineamento de blocos casualizados

FV GL SQ QM E(QM) F
Blocos b-1 SQB QMB

Genétipos g-1 SQG QMG s?+bs?;  QMG/QMR
Residuo (b-1)(g-1) SOR QMR s?

Ho: s%g=0Vs Ha: s°5>0 com (g-1) e (b-1)(g-1) graus de liberdade.

As somas de quadrados dos blocos, dos gendtipos e do residuo foram

obtidas de forma usual para ensaios em blocos casualizados, ou seja:

0R = NTo- WVB- NG

2

C:Y;

gb
Por se tratar de uma populagcdo de RILs foi possivel estimar a

herdabilidade no sentido restrito, de forma que a sua estimativa e a do
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coeficiente de variacdo experimental foram obtidos pelas seguintes

expressoes:
~2
S -
h? = Ai ,emque s ? - QMG es;gz _ QMG - QVR
S £ b b
e
cvop = LO0MR
m

2.4.2. Analise de variancia conjunta

Na andlise da variancia conjunta (em Vicosa e Sao Gotardo) foi
adotado o seguinte modelo:

Yik= m+ G + Aj+ (GA); + (B/A)k + ek
em que:

m= média geral;

Gi = efeito aleatorio do i-ésimo gendtipo (RIL) (i= 1, 2, ..., g); Gi ~NID (0,
529)i

A, = efeito aleatério do j-ésimo ambiente (j= 1, 2, ..., a); Aj~NID (0, s2);

GAj = efeito aleatorio da interagdo do i-ésimo gendtipo com o jésimo
ambiente; GA;;~NID (0, s%ga);

B/Aj = efeito aleatorio do k-€simo bloco dentro do j-ésimo ambiente (k=
1,2,..., b);  BIAK~NID (0, s %y);

ek = erro aleatorio, ejx ~NID (0, s?).

O esquema da andlise de variancia conjunta, segundo este modelo

estatistico, é apresentado no Quadro 2:
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Quadro 2 — Esquema da analise de variancia conjunta e esperancas de
guadrados médios para modelo aleatério, adotando-se o
delineamento em blocos casualizados

FV GL QM EM (QM) F
Blocos/Locais a(b-1) QMB SZ+ gS%a
Locais (L) a-1 QMA  s*bs’,+gs’y.tgbs?, QMA + QMR
QMB + QMGA
RILs (R) g-1 QMG s*+ bs®y,+ abs?, QMG
QMGA
RXL (a-1)(g-1) QMGA s? +bs%, QMGA
QMR
Residuo a(b-1)(g-1) QMR s?
Total agb-1

Ho1: $°3a=0 Vs Hay: $°>0 com (a-1)(g-1) e a(b-1)(g-1) graus de liberdade
Hoz: $%=0 Vs Ha,: s%;>0 com (g-1) e (a-1)(g-1) graus de liberdade

2
Hoz:s%.=0 Vs Haa:s%2>0 com n,= (QvA + QVR) o

@QvAy |, (QVR)
a-1 alb-1(g-1)

(QVIB + QMGA)?
(QvB) , (QWGA)
ab-1) (a-1g-9

2= graus de liberdade.

As somas de quadrados foram obtidas pelas seguintes expressoes:

C=Y?../agb

1 a b 1 a
SQB:—ééY_fk-—béYz

0 j=1k=1 g0 j=1
SQA:iglaY2 . C

gbiz
NG=TAY-C
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QR = SQT - (SOB + WA+ QG + GA)

A variancia genética e a herdabilidade no sentido restrito foram obtidas

por
<2 - QG - QMGA
’ ab
S"2
h?=—2 onde, s/ - QMG
S ab
em que:

h? é a herdabilidade no sentido restrito;

A2 P . PN . - ~

s, € o estimador da variancia genotipica na populagdo, sendo a
populacdo estudada RILs, esta variancia € de natureza aditiva;

s'2 é o estimador da variancia fenotipica.

2.5. Correlacao genotipica

A correlacdo genotipica foi estimada segundo CRUZ e REGAZZI
(1997):

. COV,(X,Y)
Gyy - ~ ~
\SE&, Se,
em que:
€ o estimador do coeficiente de correlacdo genotipica entre as

Mo

caracteristicas X e'Y.
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Todas as andlises estatisticas deste capitulo foram realizadas no
programa GENES (CRUZ, 2001).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Andlise do teor de proteina total e das proteinas 11S e 7S e suas

respectivas subunidades

A andlise por densitometria das subunidades das proteinas de reserva
foi feita a partir dos géis de poliacrilamida 12,5% (Figura 1). O teor de proteina
total em Sao Gotardo, e das proteinas de reserva 7S e 11S, bem como os de
suas respectivas subunidades, tanto no experimento de Vigosa quanto no de
Sdo Gotardo, apresentaram distribuicdo aproximadamente normal (P<0,01),
como pode ser observado nas Figuras 2 (Vicosa) e 3 (Sado Gotardo). Este
resultado indica a existéncia de variacdo continua e a possibilidade de que
Varios genes estejam envolvidos no controle destas caracteristicas em soja. No
entanto, o teor de proteina total em Vigcosa ndo apresentou uma distribuicao
normal (Figura 2). Uma vez que estas caracteristicas estdo sendo avaliadas
para fins de mapeamento genético, caso sejam detectados QTLs relacionados
com o teor de proteina total obtido em Vicosa, eles deveréo ser analisados com
ressalva, ja que o método de estimacdo de QTLs pressupde que a
caracteristica deva apresentar uma distribuicdo normal; e pelos testes de
Lilliefors, de assimetria e de curtose, conclui-se que esta caracteristica ndo
segue uma distribuicdo normal (Quadro 3). Entretanto deve ser observado que
0 grau de assimetria (0,8565) e de curtose (4,1105) ndo séo tdo elevados
guando comparados, por exemplo, com a caracteristica 11S+7S, cujo teste de
Lilliefors foi n&o significativo.

As meédias de quase todos os teores obtidos foram maiores no
experimento de Sado Gotardo (Quadro 3). Esse fato, provavelmente, seja devido
ao efeito de fatores ambientais como temperatura, solo, altitude etc., que
podem estar influenciando o conteudo de proteinas da soja cultivada nesses

locais.
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FIGURA 1 — Gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) de algumas RILs
utilizadas neste trabalho. As subunidades da b-conglicinina (7S)
sdo a’, a e b, e as subunidades da glicinina (11S) sdo as

subunidades acidas e basicas.
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Figura 2 - Distribuicdo dos teores de proteina total, das proteinas de reserva 7S
e 11S, de suas respectivas subunidades e das relagbes 11S+7S,
11S:7S, PT-(11S+7S), em 95 linhas endogamicas recombinantes
(RILs) cultivadas em Vigosa.
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Figura 3 - Distribuicdo dos teores de proteina total, das proteinas de reserva 7S
e 11S, de suas respectivas subunidades e das relagcdes 11S+7S,
11S:7S, PT-(11S+7S), em 95 linhas endogamicas recombinantes
(RILs) cultivadas em S&o Gotardo.
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QUADRO 3 — Médias das caracteristicas, testes de Lilliefors, de assimetria e
de curtose, para as caracteristicas avaliadas em Vicosa e Séo
Gotardo.

Caracteristicas  Média (%) Teste de Lilliefors  Simetria Curtose
Vigosa

PT 45,49 0,1209** 0,8565* 4,1105**

a’ 1,6657 0,0779"™ 0,3721"™ 2,976 "

a 2,3133 0,0598 " -0,2014 " 3,2192"™

b 1,8651 0,0607 " -0,0002 "* 2,3739"™

Acidas 9,5848 0,0591 " -0,2496 " 3,3076 ™

Bésicas 12,1459 0,1197** 0,4132" 3,2435"™

7S 5,8444 0,0563 "™ -0,0903 "™ 2,4924 "™

11S 21,7307 0,0699 " 0,2089 " 3,8908 ™

11S+7S 27,5751 0,0702"™ 0,6037* 4,3714**
11S:7S 3,8898 0,0772" 0,2914 " 3,26™

PT-(11S+7S) 17,917 0,0898 " -0,4054 " 6,0791**

Sao Gotardo

PT 46,79 0,0711™ 0,1701™ 3,1494 "™

a’ 1,8994 0,0817" 0,3929 "™ 3,1323"™

a 3,2611 0,0808 ™ 0,1547 " 2,3661"™

b 2,0389 0,0696 " -0,0305 "™ 3,1882"
Acidas 10,4586 0,1112** 0,4743"™ 3,319™

Bésicas 11,4685 0,0586 " 0,138™ 4,1551*

7S 7,2984 0,0981" 0,3101"™ 3,1169"™

11S 21,9271 0,0796 " 0,3745"™ 3,9864*

11S+7S 29,2255 0,0589 " 0,1366 " 3,2143"™

11S:7S 3,0992 0,1063"™ 0,7779* 4,5446*

PT-(11S+7S) 17,5672 0,1117** 0,4186"™ 2,6305"™

**significativo a 1% de probabilidade.

* significativo a 5% de probabilidade.

"S ndo significativo.
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3.2. Analise de variancia

3.2.1. Analise de variancia individual

As analises de variancia de cada local, apresentadas nos Quadros 4
(Vicosa) e 5 (Sdo Gotardo) evidenciaram que a precisdo experimental foi
grande para teor de proteina total, tanto no experimento de Vigosa quanto no
de Sao Gotardo, como pode ser observado pelos coeficientes de variacéo
(3,10% em Vigosa e 2,64% em S&o Gotardo). Os \alores dos coeficientes de
variacdo estdo de acordo com o0s encontrados por SOARES (2000) e
TEIXEIRA (2003). Houve variabilidade genética significativa entre as RILs para
todas as caracteristicas avaliadas nos dois ambientes. As outras
caracteristicas: proteinas de reserva 7S e 11S, e suas respectivas
subunidades, e as relagdes 11S+7S, 11S:7S e proteina total menos proteinas
de reserva (PT-(11S+7S)) apresentaram coeficientes de variagcdo mais altos, e
estes variaram de 4,41% a 20,15% em Vigosa, e de 5,21% a 16,64% em S&o
Gotardo.

Estudos de mapeamento de QTLs fundamentam-se na possibilidade de
encontrar marcas moleculares, cuja presenca e auséncia determinam variagao
significativa na média dos caracteres avaliados. Assim, a existéncia de
variabilidade genética, como constatado nestes ensaios, € indicativo da

viabilidade de estudos moleculares futuros.
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Quadro 4 - Resumo da anadlise de variancia das caracteristicas analisadas no experimento de Vicosa e estimativas da variancia
genética (s °g), da herdabilidade (h?) e do coeficiente de variacéo (CV)

= GL QUADRADOS MEDIOS

PT a’ a b Acidas  Basicas 7S 11s 11S+7S  11S:7S  PT-(11S+7S)

Blocos 2 66,7720 00125 1,1142 0,3263 14,4773 17,2097 10,8667 10,4385 6,0644 1,1478 90,8649
RILs 94  22,3617** 0,5076** 1,1488* 0,5623* 11,7362** 9,1916* 3,0769** 255745*  27,3436*  2,3727**  19,2339**
Residuo 188  1,9935  0,1127 0,1866 0,1206  1,5608  4,3324  0,5681  5,8737 6,2792 0,4731 6,0019
$? 6,7893  0,1316  0,3207 0,1472  3,3918  1,6197 10,8362  6,5669 7,0215 0,6332 13,6535
h?% 91,0851 77,787 83,7534 78,5598 86,7012 52,8657 81,5355 77,0331 77,0359 80,0599 68,7951
CV% 3,1036 20,1586 18,6730 18,6592 13,0640 17,1370 12,9063 11,1640 9,0959 17,6864 4,4107

**: significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.

Quadro 5 -Resumo da analise de variancia das caracteristicas analisadas no experimento de Sdo Gotardo e estimativas da variancia
genética (s °g), da herdabilidade (h?) e do coeficiente de variagéo (CV)

v GL QUADRADOS MEDIOS

PT a a b Acidas  Basicas 7S 11S 11S+7S  11S:7S  PT-(11S+7S)

Blocos 2 2,7703  0,4161 1,8694 22187 20,0921 255331 2,0032 20,1848 12,0409  1,9419 6,9085
RILs 94  19,2721* 0,4079** 0,9013** 0,4118*  7,4156** 7,5692** 2,8520** 13,3894**  14,5094**  0,9206**  2,2759**
Residuo 188  1,5329  0,1106 0,2903 0,0860  2,6950  2,9267 0,7886  2,0621 2,3161 0,2426 3,0725
$? 59131 0,991 02037 0,1086 15735 15475 06878  3,7758 4,0944 0,2260 1,3067
h%% 92,0458 72,8885 67,7928 79,1072 63,6569 61,3336 72,3496 84,599 84,1356 73,653 56,0612
CV % 2,6459 16,6409 16,5212 14,3869 15,6968 14,9171 12,1674  6,5489 5,2074 15,8909  9,9779

**: significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.
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3.2.2. Analise de variancia conjunta

A andlise de variancia conjunta dos dois locais (Quadro 6) indicou que
fatores ambientais estdo envolvidos na regulagdo da expressdo génica das
caracteristicas avaliadas em Vicosa e Sdo Gotardo, pois a interacdo RILs X
locais foi significativa (P<0,01). Houve também efeito significativo de RILs e
locais, para todos os caracteres (P<0,01), com excecéo do efeito de ambiente
para as caracteristicas 11S e PT-(11S+7S) que foram néo significativos.

Acredita-se que, em qualguer material genético com o qual o
melhorista esteja trabalhando, as interacdes genotipo x ambientes estejam
presentes. A magnitude relativa dessas interacbes fornece subsidios ao
melhorista quanto a melhor estratégia para selecionar genétipos de adaptacao
ampla ou de adaptacdo restrita a ambientes especificos (VENCOVSKY e
BARRIGA, 1992). Estes mesmos subsidios podem ser utlizados pelo
geneticista molecular, para a identificagdo de QTLs especificos para um
ambiente ou que possam ser expressos em diferentes ambientes.

Em milho, sete caracteres agronémicos, incluindo producéo de graos,
foram medidos na mesma populacdo, em seis ambientes diferentes, nos
Estados Unidos (STUBER et al). QTLs detectados em um ambiente foram,
frequentemente, detectados em outros ambientes, sugerindo pequena
interacdo QTLs por ambientes. Um estudo relatado em tomate avaliou uma
populagcédo segregante em trés diferentes ambientes (PATERSON et al., 1991).
Observou-se que 48% dos QTLs foram detectados em pelo menos dois
ambientes e 0s outros 52% foram detectados em apenas um ambiente. Os
QTLs que mostraram maiores efeitos em um ambiente foram também os mais
provaveis de se detectar em outro ambiente. Os locais mais similares, com
relacdo ao clima e praticas agricolas, foram os que mostraram mais QTL em
comum, condizente com o menor efeito da interacdo gendtipos por ambientes.
Estes estudos sugerem que grande proporcdo dos QTLs que afetam um
carater guantitativo em um ambiente pode estar ativa em outro ambiente, e isto
€ especialmente verdade para os QTLs com maior efeito (TANKSLEY, 1993).
No entanto, PATERNIANI (1990) mostra que as variacbes ambientais no Brasil
sdo mais drasticas do que nos Estados Unidos, principalmente quanto as

épocas de cultivo, que normalmente apresentam variacbes climaticas muito
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intensas, 0 que sugere um maior efeito da interacdo gendtipos por ambientes.
Desta forma, espera-se menor estabilidade dos QTLs identificados em nossas
condicdes de cultivo.

A herdabilidade da caracteristica teor de proteina obtida por
componentes de variancia foi alta nos dois locais (91,08% em Vicosa e 92,04%
em Sao Gotardo) e também na andlise conjunta (64,62%). Isso significa que a
maior parte da variagcdo observada é devido a causas genéticas e reflete
também a precisdo experimental. Altos valores de herdabilidade para o teor de
proteina, utilizando-se componentes de variancia, também foram obtidos por
(PIOVESAN, 2000) em varios cruzamentos com progenitores contrastantes
guanto ao teor de proteina. SOARES (2000) e VIEIRA (2003), trabalhando com
esta mesma populacdo de RILs, também encontraram altos valores de
herdabilidade para teor de proteina total.

As herdabilidades das outras caracteristicas avaliadas também foram
altas nos dois locais, variando de 52,86% a 86,70% em Vicosa (Quadro 4), e
de 56,86% a 84,60% em S&o Gotardo (Quadro 5). Entretanto, as
herdabilidades destas caracteristicas na analise conjunta foram menores,
variando de 7,41% a 56,56%, devido ao efeito da interacdo gendtipo X
ambiente (Quadro 6). Isto indica que a selecdo praticada para estas
caracteristicas deve ser realizada para cada ambiente especifico, e que
posteriormente o cultivar de alto teor de proteina a ser recomendado devera
apresentar alta estabilidade e adaptabilidade.

JOHNSON e BERNARD (1963), estudando herdabilidade para varias
caracteristicas em soja, dentre elas o teor de proteina, mostraram que em
geracdes precoces (F2) a herdabilidade apresenta baixos valores quando
comparada com aquela obtida em geracdes mais avancadas (F4). Isso implica
que é mais dificil identificar e selecionar genétipos superiores em geracdes

precoces (no caso F»), resultando em pouco progresso por selecao.
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Quadro 6 - Resumo da analise de variancia conjunta das caracteristicas analisadas nos experimentos de Vicosa e Sdo Gotardo, e
estimativas da variancia genética (s%y), da herdabilidade (h?) e do coeficiente de variagédo (CV)

FV GL QUADRADOS MEDIOS
PT a' a b Acidas Basicas 7S 118 11S+7S 11S:7S  PT-(11S+7S)

Blocos/Locais 4 34,7711 0,2143  1,4918  1,2725 17,2847 21,3714 11,4349 15,3116 9,0527 1,5449 48,8867
RILs (R) 94  30,7771* 0,5207* 1,0927** 0,6524** 13,3516** g 7030* 3,5284** 256730* 252760* 2,0679* 14,1905**
Locais (L) 1 241,0033* 15,766** 127,94** 4 5185+ 144,3122* 65,381** 303,01** §,7907 ns 400,5257** 88,89** 20,1499 ns
RXL. 94  10,8568*  0,3948** 0,9274* 0,3218* 5,8001**  8,0579* 2,4005* 13,2909** 16,6671* 1,2253*  12,0361**
Residuo 376 11,7632 0,1117 0,2385 0,1033  2,1279 3,6296 0,6784  3,9679 4,2977 0,3578  4,5372

$?2 3,3200 0,02097 0,02255 0,0551 1,2586 0,1075 0,1879  2,0637 1,4348 0,1404  0,3591
h?% 64,7244 24,1688 12,3809 50,6737 56,5586 7,4128 31,9655 48,23 34,0596 40,7482 15,182

CV % 2,877778 18,2403 17,5193 16,4836 14,5717 16,1355 12,5376 9,1299 7,3029 17,1199 11,9969

**: significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.
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3.3. Correlacdes genotipicas

As correlacbes genotipicas obtidas nas analises de Vicosa e Sao
Gotardo podem ser observadas no Quadro 7, as correlagbes acima de 0,400
foram consideradas altas. Os resultados apresentados nos dois ambientes
foram semelhantes. As subunidades a’, a e b apresentaram correlagao positiva
com a proteina 7S (0,6538; 0,8431; 0,5207, respectivamente, em Vicosa e
0,7783; 0,8943; 0,5485 em Sédo Gotardo). Este resultado era esperado, uma
vez que estas sdo as subunidades constituintes desta proteina. Da mesma
forma, as subunidades &acidas e basicas, da proteina 11S, apresentaram
correlacéo positiva e alta com esta proteina (0,8835; 0,7351, respectivamente,
em Vicosa, e 0,7799, 0,7756 em S&o Gotardo). A proteina 11S e o total de
proteina de reserva (11S+7S) apresentaram correlacbes de 0,6427 e 0,6807,
respectivamente, com o contetddo de proteina total em Vicosa, e de 0,9173 e
0,8841 em Sao Gotardo. A relacdo proteina total menos proteina de reserva
(PT-(11S+7S)) apresentou correlagcdes negativas com todas as caracteristicas
avaliadas; com excec¢do de proteina total no experimento de Vigcosa, com a
qual apresentou uma correlacdo de 0,3818. No experimento de S&o Gotardo,
PT-(11S+7S) apresentou correlacdes positivas e altas com o conteudo de
proteina total e com a relacdo 11S:7S, 0,5622 e 0,5938, respectivamente. Nos
casos em gque se verificaram altas correlacbes genéticas, had expectativa de
que as analises de QTLs venham indicar a existéncia de blocos génicos
controladores simultaneamente destas caracteristicas ou nesmo a existéncia
de genes pleiotrépicos.

A proteina 7S, assim como as suas subunidades a e b apresentaram
correlagdes baixas e a subunidade a’ apresentou uma correlacdo préxima de
zero com esta caracteristica. As correlagdes genotipicas entre as proteinas
11S e 7S foram préximas de zero nos dois locais.

Em estudos de genética quantitativa aplicados ao melhoramento de
plantas, é necessario distinguir as causas da correlacéo fenotipica que podem
ser de natureza genética ou ambiental. No caso da correlacdo genética, a
explicacdo mais comum é a pleiotropia, em que um gene pode condicionar

duas ou mais caracteristicas, simultaneamente, embora esta nao
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necessariamente seja de facil detec¢do. Outra possibilidade é a ocorréncia de
ligagbes génicas, especialmente em populagbes originadas de cruzamentos
entre linhagens divergentes. Ja& o ambiente pode influenciar na correlacéo
fenotipica se a variagdo climatica alterar simultaneamente duas caracteristicas
da planta (FALCONER e MACKAY, 1997).

FEHR (2003) avaliou a influéncia do ambiente nas interacdes entre as
subunidades das proteinas 11S e 7S em 14 cultivares, em oito locais nos anos
1998, 1999 e 2000, encontrando que a proteina 7S tem uma correlacdo
fenotipica de —-0,99 (P<0,01) com a razdo 11S:7S, e que 11S tem uma
correlacdo positiva de 0,96 com esta razdo. A correlacdo fenotipica entre as
proteinas 7S e 11S foi de —0,92 (P<0,01), indicando uma forte relacdo inversa
entre estas duas proteinas. Os coeficientes de correlagdo fenotipica com o
conteudo de proteina total foram de —0,34 para 7S, 0,37 para 11S e 0,33 para a
razdo 11S:7S. Ele observou também que as proteinas 7S e 11S, e a razao
11S:7S foram influenciadas pelo ambiente.

KWANYUEN (1997), estudando 45 acessos de soja selecionados do
USDA Soybean Germplasm Collection, determinou que cerca de 45% das
variacbes de proteina entre os acessos estudados foram atribuidos a
mudancas no conteldo de 11S. Essencialmente, nenhuma correlacdo foi
encontrada entre os niveis de 7S e proteina total.

MORAES (2003), estudando duas linhagens de alto teor de proteina
obtidas no programa de melhoramento genético da soja para a agroindustria do
BIOAGRO/UFV e a variedade UFVTN 105 (com auséncia de lipoxigenases e
teor normal de proteina) encontrou que o aumento do teor de proteina das
isolinhas foi acompanhado, principalmente, pelo aumento na quantidade da
proteina 11S. A soma 11S+7S aumentou quando houve aumento do teor de
proteina. No entanto a quantificacdo individual mostra que este aumento
ocorreu somente na proteina 11S, havendo até mesmo uma pequena reducao
de 7S.

Os resultados, encontrados neste trabalho,divergem em parte daqueles
encontrados por YAKLICH (2001) que estudou linhagens de soja com teores
normal e alto de proteina. Os dados apresentados por esse autor mostraram
que existem diferencas significativas nas subunidades das proteinas 7S e 11S

das linhagens contendo alto teor de proteina. Algumas das linhagens
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estudadas apresentaram um acumulo das subunidades a, a’ e b da b-
conglicinina, enquanto outras apresentaram um acumulo da subunidade A3 da
glicinina. Os polipeptidios béasicos da glicinina também se acumularam na
maioria das linhagens. Baseado nessas observacdes, 0 autor concluiu que
linhagens com alto teor de proteina contém maiores concentracfes de 7S e
11S do que linhagens normais.

Uma vez que a proteina 11S contém mais aminoacidos essenciais
(cisteina e metionina) que a 7S, uma maior razdo entre 11S:7S deva levar a

mudancas benéficas na qualidade nutricional da soja.
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Quadro 7 — Estimativas de correlacbes genotipicas entre as 11 caracteristicas avaliadas na analise de Vicosa (superior) e Sao

Gotardo (inferior, e entre parénteses).

a’ a b Acidas Béasicas 7S 118 11S+7S  11S:7S PT-(11S+7S)

PT -0,088 0,2048 0,1893 0,5939 0,4346 0,1715 0,6427 0,6807 0,2042 0,3818
(0,255)  (0,0949)  (-0,1343)  (0,8055)  (0,6206)  (0,008) (0,9173)  (0,8841) (0,5397) (0,5622)

a’ 0,4033 0,0174 -0,254 -0,0638 0,6538 -0,2142 0,0184  -0,6404 -0,1321
(0,6821)  (0,0693)  (-0,2413) (0,0579)  (0,7783)  (-0,1187) (0,205) (-0,6497) (-0,3085)

a 0,1522 0,0622 -0,1671 0,8431 -0,0383 0,2539 -0,7087 -0,0663
(0,2294)  (-0,2446) (0,2168)  (0,8943)  (-0,0191) (0,3482) (-0,6785)  (-0,4144)

b -0,0347 0,181 0,5207 0,0649 0,2425  -0,3926 -0,0711
(-0,4831) (0,2551)  (0,5485)  (-0,1486) (0,0821) (-0,4769) (-0,4311)

Acidas 0,3318 -0,0768 0,8835 0,8279  0,5055 -0,3077
(0,2098)  (-0,4167)  (0,7799) (0,5781) (0,7375) (0,6902)

Basicas -0,0529 0,7351 0,6927  0,3868 -0,3347
(0,2413) (0,7756)  (0,8437) (0,3025) (-0,1734)

7S -0,0815 0,2663 -0,8577 -0,1233
(-0,1145) (0,2999) (-0,8053)  (-0,5139)

11S 0,939 0,5554 -0,3873
(0,9134) (0,6698) (0,3346)

11S+7S 0,2411 -0,4171
(0,3131) (0,1107)

11S:7S -0,0508
(0,5938)
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4. RESUMO E CONCLUSOES

O desenvolvimento de novas variedades de soja que associem alta
produtividade, elevado teor protéico e melhor qualidade nutricional, tem sido
um desafio para os melhoristas de soja de varios paises. Alguns grupos de
pesquisadores no Brasil e em outros paises como Estados Unidos e Japédo tém
conseguido desenvolver variedades melhoradas que apresentam alto teor de
proteina na semente e boa produtividade. Quanto a qualidade protéica do gréo,
principalmente no que se refere a concentracdo de aminoacidos sulfurados,
pouco sucesso tem sido relatado na literatura. Alguns autores sugerem que
maiores concentracfes de aminoacidos sulfurados podem ser obtidas
produzindo-se cultivares que apresentem uma maior relagcdo 11S:7S, pois a
fracdo 7S contém menor teor de metionina e cisteina do que a fracdo 11S.

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram apontar algumas
conclusdes:

1. O teor das proteinas de reserva 7S e 11S, bem como os de suas
respectivas subunidades apresentaram distribuicéo
aproximadamente normal (P< 0,01), tanto no experimento de Vigosa
guanto no de Sao Gotardo, 0 que permitira que estas caracteristicas
sejam analisadas para a deteccdo da existéncia de possiveis QTLs
envolvidos na expressdo das mesmas, uma vez que 0 método de
deteccao de QTLs pressupfe que a caracteristica apresente este tipo
de distribuicdo. O teor de proteina total em Sdo Gotardo também
apresentou distribuicdo aproximadamente normal.

2. O teor de proteina total em Vigcosa ndo apresentou uma distribuicéo
aproximadamente normal, apesar do grau de simetria e de curtose
terem sido proximos do esperado para distribuicdo normal. Caso
sejam detectados QTLs relacionados a esta caracteristica, eles
deverao ser analisados com ressalva.

3. Fatores ambientais estdo envolvidos na regulacdo da expressao das
caracteristicas avaliadas nos dois locais (Vigosa e Sao Gotardo), pois
a interacdo RIL x local foi significativa.

4. A herdabilidade da -caracteristica teor de proteina obtida por

componentes de variancia foi alta nos dois locais e também na
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5.

6.

7.

andlise conjunta. Isso significa que a maior parte da variacdo
observada é devida a causas genéticas e reflete também a precisao
experimental.

As herdabilidades das outras caracteristicas avaliadas também foram
altas nos dois locais. Entretanto, as herdabilidades destas
caracteristicas na analise conjunta foram menores, devido ao efeito
da interacdo gendtipo x ambiente. Isto indica que os estudos
moleculares referentes as analises de QTLs para estas
caracteristicas devam ser realizada para cada ambiente especifico.

As subunidades a’, a e b apresentaram correlacdo positiva com a
proteina 7S. Este resultado era esperado, uma vez que estas sdo as
subunidades constituintes desta proteina. Da mesma forma, as
subunidades acidas e basicas, da proteina 11S, apresentaram
correlacéo positiva e alta com esta proteina.

A proteina 11S e o total de proteina de reserva (11S+7S)
apresentaram correlacdo positiva e alta com o conteddo de proteina
total. A proteina 7S, assim como as suas subunidades a e b
apresentaram uma correlacdo baixa com o0 conteudo de proteina
total, a subunidade a’ apresentou uma correlacdo proxima de zero.
Uma vez que um maior conteudo de 11S em relacdo a 7S €
desejado, o fato de 11S ter apresentado uma correlacdo positiva e
alta com proteina total torna-se benéfico no processo de selecéo, ja
que selecionando variedades com alto teor de proteina, serdo

selecionadas variedades com alto teor de 11S simultaneamente.
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MAPEAMENTO DE LOCOS QUE CONTROLAM O CONTEUDO DE
PROTEINA TOTAL E DAS PRINCIPAIS PROTEINAS DE RESERVA EM
SOJA
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RESUMO

SOARES, Tais Cristina Bastos, D. S., Universidade Federal de Vigosa, marco
de 2004. Mapeamento de locos associados ao conteddo de proteinas

de reserva em soja. Orientador: Maurilio Alves Moreira. Conselheiros:
Cosme Damiao Cruz e Everaldo Goncalves de Barros.

Uma populacdo de 118 RILs (linhagens recombinantes endogéamicas) foi
obtida através do cruzamento entre o acesso BARC-8 (com alto teor de
proteina) e a variedade brasileira Garimpo (com teor de proteina normal). Na
geracdo Fy foram abertas linhas, que constituiram o material genético utilizado
neste trabalho. Esse material foi analisado, utlizando-se marcadores
microssatélites, RAPD e AFLP. Foram obtidos 29 grupos de ligacdo pouco
saturados, contendo 95 marcadores, e mais 79 marcas nao-ligadas. Foi feita
também a andlise das caracteristicas: teor de proteina total em sementes de
soja, teor das proteinas de reserva 11S e 7S e de suas respectivas
subunidades, e da relagdo proteina total menos proteinas de reserva (PT-
(11S+7S)), para essa populacao cultivada em dois ambientes distintos: Vicosa,
MG, e Sao Gotardo, MG. Andlise de associacdo de marcas simples, regressao
multipla e mapeamento por intervalo composto foram utilizados para detectar e
mapear as regides gendmicas associadas com estas caracteristicas. No
experimento de Vigcosa, foram encontrados 13 marcadores associados ao
conteudo de proteina total e explicam de 4,39% a 13,32% da variacdo do teor
de proteina. Ao conteudo da subunidade a’ da proteina 7S, foram encontrados
9 marcadores associados, que explicam de 4,21% a 7,09% da variacdo desta
caracteristica. Dezessete marcadores mostraram associagdo com o conteudo
da subunidade a da proteina 7S e explicam de 4,07% a 13,16% da variacao
desta caracteristica. Para o conteudo da subunidade b foram encontrados 16
marcadores associados, e eles explicam de 4,78% a 21,80% da variacdo desta
caracteristica. Associados ao conteudo das subunidades acidas e basicas da
proteina 11S, foram encontrados 17 e 8 marcadores, respectivamente, e eles
explicam de 4,08% a 9,60% (subunidades acidas) e de 5,49% a 11,10%
(subunidades basicas) da variacdo destas caracteristicas. Associados ao
conteudo da caracteristica proteina total menos proteina de reserva ((PT-

(11S+7S)) foram encontrados sete marcadores que explicam de 4,11% a
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10,77% da variacdo desta caracteristica. Dezenove marcadores mostraram
associacdo com o conteldo ce 7S e eles explicam de 4,08% a 15,57% da
variacdo desta caracteristica. Dezesseis marcadores apresentaram associacao
com o contetdo de 11S e eles explicam de 4,17% a 9,69% da variacdo desta
caracteristica. No experimento de S&o Gotardo foram encontrados 13
marcadores associados a contetdo de proteina total que explicam de 4,31% a
12,11% da variacdo do teor de proteina. Para a subunidade a’ da proteina 7S,
foram encontrados 13 marcadores que explicam de 44,34% a 10,42% da
variacdo desta caracteristica. Cinco marcadores mostraram associagcdo com a
subunidade a da proteina 7S e explicam de 4,32%a 6,17% da variacdo desta
caracteristica. Para a subunidade b foram encontrados 12 marcadores
associados, e eles explicam de 4,09% a 9,11% da variacdo desta
caracteristica. Para as subunidades &cidas e basicas da proteina 11S, foram
encontrados 13 e 17 marcadores respectivamente e eles explicam de 4,21% a
13,36% (subunidades acidas) e de 4,12% a 8,12% (subunidades basicas) da
variacdo destas caracteristicas. Para a caracteristica proteina total menos
proteina de reserva ((PT-(11S+7S)) foram encontrados 6 marcadores
associados que explicam de 4,39% a 7,92% da variagdo desta caracteristica.
Seis marcadores mostraram associacdo com o conteudo de 7S e eles explicam
de 5,16% a 8,11% da variacdo desta caracteristica. Dezesseis marcadores
apresentaram associacdo com o contetdo de 11S e eles explicam de 4,15% a
13,67% da variacdo desta caracteristica. Foram encontrados QTLs associados:
ao conteudo de proteina total (GL I, que explica 14,74%), ao conteudo da
subunidade a (GL G e GLC2 que explicam em conjunto 28,83% da variacédo
desta caracteristica),ao conteido da subunidade b (GL G e dois no grupo K,
que explicam em conjunto 32,62% da variagdo desta caracteristica), ao
conteudo de PT-(11S+7S) (GL D1b, que explica 13,71%) e conteudo de 7S
(GLG e GLE) que explicam em conjunto 21,86% da variagdo desta
caracteristica no experimento de Vicosa. No experimento de Sao Gotardo
foram encontrados QTLs associados ao conteudo de proteina total (GL 3 e |,
que explicam em conjunto 11,42%), ao conteldo da subunidade a’ (GL A2, que
explica 10,64%), ao conteludo da subunidades &cidas (GL 3, que explica
12,06%), PT-(11S+7S) (GL I, que explica 11,34%) e ao contetudo de 11S (dois
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QTLs em diferentes fragmentos do GL K ) que explicam em conjunto 20,88%
da variacdo desta caracteristica. Os marcadores associados ao teor de
proteina foram diferentes de um local para outro, o que indica interacédo entre o
gendtipo e o ambiente. O grupo de ligacédo | foi associado a QTLs para proteina
total em Vicosa e em Sdo Gotardo, este fato sugere que os locos associados a
esse grupo de ligacdo séo conservados. Os dois fragmentos do grupo K que
apresentaram QTLs associados ao conteudo da subunidade b de 7S no
experimento de Vigosa, apresentaram QTLs associados ao conteudo de 11S

em Sao Gotardo.
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1. INTRODUCAO

As primeiras variedades de soja cultivadas no Brasil, no inicio dos anos
70 foram introducdes de variedades americanas ou derivadas de
intercruzamento destas variedades. Sabe-se também que os programas de
melhoramento, principalmente nos Estados Unidos, priorizavam o0
desenvolvimento de variedades produtivas e com alto teor de 6leo. Pelo fato
destes dois caracteres serem negativamente correlacionados com teor de
proteina, este tm se mantido em niveis mais baixos (em torno de 40%) do que
podem ser conseguidos (em torno de 50%) (PIOVESAN, 2000).

Muito da expressao das caracteristicas de importancia agronémica e
econbmica, em varios grupos vegetais, incluindo soja, resulta da acdo conjunta
de mais de um gene e das interagbes destes entre si e com 0 ambiente. Tais
caracteristicas exibem valores fenotipicos com distribuicdo continua que sé&o
dificeis de serem analisados, sendo determinados varios locos no genoma, 0s
chamados QTLs (Quantitative Trait Loci).

O desenvolvimento mais eficiente de procedimentos de melhoramento
depende do melhor entendimento do tipo de agdo génica e da heranca dos
caracteres quantitativos. Diversos programas de melhoramento de soja tém
dado maior énfase no desenvolvimento de variedades com alta produgéo e alto
teor de Oleo e proteina. Portanto, para atender objetivos tdo diversos é
imprescindivel que se disponha de ampla variabilidade genética BRIM et al.,
1973).

Melhoramento para caracteristicas quantitativas nao é tarefa facil porque
os efeitos de genes individuais que controlam essas caracteristicas ndo podem
ser facilmente separados ou identificados. O uso da selecao artificial em
programas de melhoramento potencializa a habilidade do melhorista em
determinar os efeitos genéticos, e assim poder distingui-los da porcéo
fenotipica determinada pela acdo ambiental. Nestes casos, marcadores
genéticos (marcas genéticas herdaveis e detectaveis que estdo associadas a
genes no genoma de um organismo) podem ser usados como importantes
ferramentas por geneticistas (DARVASI e SOLLER, 1994).

O avanco das técnicas moleculares permitiu a obtencdo de grande

namero de marcadores genéticos que exploram a variabilidade existente nas
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sequéncias de bases do DNA, possibilitando a elaboracdo de mapas genéticos
detalhados para varias espécies vegetais. A cultura da soja, que é amplamente
estudada, requer mapas genéticos que possam ser utilizados por diferentes
grupos de pesquisa, visando ao intercambio de informacdes.

Ultimamente, gande esforco vem sendo feito no sentido de se obter
um mapa de ligacdo saturado para a soja, com o auxilio de marcadores
moleculares. O primeiro mapa genético foi construido com nimero de grupos
de ligacdo bem proximo ao de cromossomos, no qual foram definidos 21
grupos contendo 81 marcadores RFLP e 13 marcadores RAPD (WILLIAMS et
al., 1990). A soja é dipldide, apresentando em suas células sométicas 2n = 2x =
40 cromossomos.

SHOEMAKER (1994) desenvolveu um mapa com 24 grupos de ligacéo
contendo 359 marcadores RFLP, no qual foram mapeadas nove regides
ligadas a caracteristicas quantitativas e 10 ligadas a caracteres qualitativos.

KEIM et al. (1997) construiram um mapa saturado de soja nhuma
populacédo de 300 linhagens endogamicas recombinantes do cruzamento entre
as variedades BSR-101 X Pl 437.654. Primeiramente, foi construido um mapa-
base com 165 marcadores RFLP, utilizando-se toda a populacdo de 300
individuos. Quarenta e dois individuos foram empregados para a inclusao de
650 marcadores AFLP. O mapa final apresentou 840 marcadores, sendo 165
RFLP, 650 AFLP e 25 RAPD, abrangendo 3.441 cM em 28 grupos de ligacéo.

CREGAN et al. (1999) construiram um mapa integrado para a soja
utilizando dados de trés mapas diferentes: USDA/lowa State (G. max x G.
soja), Univ. de Utah (Minsoy x Noir) e da Univ. de Nebrasca (Clark x Harosoy).
Esse mapa integrado foi definido, utilizando-se um total de 606 primers SSR e
outros marcadores (RFLP, RAPD, AFLP, isoenzimas e marcadores classicos),
no total de 1.423 marcadores, sendo definidos 20 grupos de ligagdo-consenso.

A selecdo de caracteristicas agrondmicas monitorada por marcadores
moleculares baseia-se no principio de que um gene, ou um grupo de genes,
encontra-se ligado a um marcador genético de facil identificacdo. Dessa forma,
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 determinar esse tipo de associacdo envolve a construcao de

mapas genéticos detalhados, nos quais podem ser localizadas regides
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contendo locos para caracteristicas quantitativas (QTLs). Altura de plantas,
producdo de sementes, resisténcia ao acamamento, percentagem de 0Oleo e de
proteina e tamanho das sementes sdo caracteristicas quantitativas (FEHR,
1978).

Uma caracteristica que tem merecido consideravel interesse pelos
melhoristas é o teor de proteinas. Algumas das informagfes importantes sobre
herdabilidade e as associacfes de caracteres com o teor de proteina ja estao
disponiveis na literatura.

JOHNSON e BERNARD (1963), estudando a herdabilidade de vérias
caracteristicas de interesse em soja, demonstraram que, em geracdes
precoces (F2), o teor de proteina apresenta baixos valores de herdabilidade,
em comparacdo com geracfes mais avancadas (F4). Esse fato implica em
dificuldade de identificar e selecionar gendtipos superiores em geracdes
precoces, resultando em pouco progresso por selecao.

WILCOX e CAVINS (1995), estudando correlagbes entre teor de
proteina e produtividade em uma série de retrocruzamentos entre dois
progenitores contrastantes com relacdo a essas duas caracteristicas,
verificaram correlacdo negativa decrescente entre teor de proteina e producéo
de gréos, a medida que se avancaram os ciclos de retrocruzamentos. Dessa
maneira, obtiveram, ao final do terceiro ciclo, linhagens produtivas e com alto
teor de proteina.

Correlacbes genéticas entre teor de proteina e producdo de gréos
parecem nao oferecer obstaculos para obtencdo de novos gendtipos de soja
superiores quanto ao teor de proteina e a producdo de gréos, desde que certas
estratégias de genética, de métodos de melhoramento e até mesmo de uso de
marcadores moleculares sejam wusadas. A utlizacdo de marcadores
moleculares permite identificar ligac6es genéticas indesejaveis, como algumas
existentes entre baixa produtividade e alto teor de proteina.

Este trabalho teve como objetivos aumentar o nimero de marcas do
mapa de ligacdo da soja construido no programa de melhoramento da
qualidade da soja do Bioagro/lUFV (SOARES, 2000 e MIRANDA, 2002), e
também identificar QTLs associados as caracteristicas: teor de proteina total
em sementes de soja, teor das proteinas de reserva 11S e 7S e de suas

respectivas subunidades, e da relagcdo proteina total menos proteinas de
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reserva (PT-(11S+7S)). Para isso, foram acrescentados ao mapa original,
marcadores microssatélites ndo mapeados anteriormente e marcadores AFLP.
Foram utilizadas 118 linhagens recombinantes endogamicas (RILs) obtidas do
cruzamento entre 0 acesso norte-americano BARC-8 (gendtipo com alto teor
protéico) e a variedade brasileira Garimpo (gendétipo com teor normal de

proteinas).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material genético

Uma populacdo de 118 RILs foi obtida do cruzamento entre dois
progenitores contrastantes para teor de proteinas, a linhagem BARC-8, obtida
da “Beltsville Agricultural Experimental Station” — USDA, Beltsville, MA, USA
(gendtipo com alto teor de proteina, em torno de 50%) e a variedade comercial
Garimpo (gendtipo com teor normal de proteinas, em brno de 36%), sendo o
progenitor feminino BARC-8. As RILs foram obtidas pela descendéncia, a partir
da geracdo F,, de uma uUnica semente de cada planta (SSD - "single seed
descent”). Na geracdo Fg foram abertas linhas, que constituiram o material
genético utilizado neste trabalho.

Essas RILs foram plantadas em duas localidades: Vicosa e S&o
Gotardo, ambas no estado de Minas Gerais. Os experimentos foram instalados
no delineamento em blocos casualizados com trés repeticdes. Cada parcela foi
constituida de uma fileira de 2 metros, com espacamento de 0,5 metros entre
fileiras. O plantio foi realizado em Vigosa na segunda quinzena de novembro de
2001, e em S&o Gotardo, na primeira quinzena de dezembro de 2001.

Em Vigosa, o experimento foi instalado no Campo experimental Diogo
Alves de Mello, localizado no Campus da Universidade Federal de Vicosa, na
Zona da Mata do Estado de Minas Gerais, cujas coordenadas geogréficas sdo
20°45'20"S e 42°51'W. A sede do municipio situa-se aproximadamente a 650m
de altitude. Em S&o Gotardo, o experimento foi instalado na Estag&o
experimental da Cooperativa Agropecuaria do Alto Paranaiba (COOPADAP),
na regidao do Alto Paranaiba do Estado de Minas Gerais, cujas coordenadas
geogréficas sdo 19°29'59"S e 46°06'05"W. A sede do municipio situa-se a
1055m de altitude. O solo, encontrado nas duas localidades é classificado

como Latossolo Vermelho-Amarelo distrofico, textura argilosa.
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2.2. Extracdo de DNA

Para a extracdo do DNA, cinco folhas de cinco plantas de cada fileira
foram coletadas, embaladas em papel-aluminio, congeladas em N liquido e
armazenadas a —80°C. A extracdo do DNA foi feita com base no protocolo
descrito por DOYLE e DOYLE (1990), com algumas modificacdes. Cerca de
200 a 300 mg de folhas foram triturados na presenca de N, liquido, sendo o po
resultante transferido para microtubos. Apds a adicdo de 650-800 ni de
tampado de extracdo constituido de Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, EDTA 50 mM, pH
8,0, NaCl 0,7 M, b-mercaptoetanol 1% viv e CTAB 1% pl/v, este Ultimo
adicionado separado dos demais componentes. As amostras foram, entéo,
incubadas em banho-maria a 65°C por, aproximadamente, uma hora, sendo,
posteriormente, centrifugadas por cinco minutos a 18.845 xg em centrifuga
Beckman, AVANTI™ 30 e o sobrenadante, transferido para novos tubos.

Ao sobrenadante foi adicionado igual volume da mistura de
cloroformio:alcool isoamilico (24:1). Os tubos foram suavemente invertidos e
centrifugados por cinco minutos a 18.845 xg. A fase superior foi transferida
para outros tubos e o DNA, precipitado com a adicédo de 2/3 do volume obtido
de isopropanol gelado. O isopropanol foi descartado, sendo adicionados 650 niL
de etanol gelado (95%) ao precipitado. ApGs o descarte do etanol, o precipitado
foi secado ao ar, ressuspenso em TE (10 mM de Tris-HCI, pH 80, 1mM de
EDTA) e incubado a 37°C, por 30 minutos, com RNAse A na concentracao final
de 40 ng/mL. O DNA foi recuperado por precipitacdo, mediante a adicdo de 30
nL de NaCl 5 M e 200 nL de isopropanol gelado aos tubos, seguido de
centrifugacédo a 18.845 xg por 15 minutos. Apds a lavagem do precipitado com
etanol 90% gelado e a secagem ao ambiente, o DNA foi ressuspenso em 200-
300 i de agua.

A concentracdo do DNA foi estimada espectrofotometricamente por
leitura da absorbancia a 260 nm, em que cada unidade de absorbancia
correspondeu a concentracdo de 50 ng/mL de DNA fita dupla (SAMBROOK et
al., 1989). A integridade do DNA foi avaliada em gel de agarose 0,8%.
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2.3. Condicdes de amplificacao e de eletroforese

As reacdes de amplificacdo dos primers microssatélites foram feitas em
um volume total de 15 ni, contendo 10 mM de Tris, pH 8,3; 50 mM de KCI; 2
mM de MgCly; 100 nM de cada um dos desoxinucleotidios (dATP, dTTP, dGTP
e dCTP), 0,6 nM de cada primer (“Research Genetics”, Huntsville, AL, EUA),
uma unidade de Tag-polimerase e 30 ng de DNA. As amplificacbes foram
realizadas em termociclador programado para uma etapa inicial de sete
minutos a 72°C, sequida de 30 ciclos de um minuto a 94°C, um minuto a 50°C
e dois minutos a 72°C e, ao término destes ciclos uma etapa de sete minutos a
72°C. Os fragmentos amplificados de microssatélites foram separados por
eletroforese em gel de agarose 3,0% contendo 6 ni de brometo de etidio 3
mg/mL em um tampao TBE 1 X (Tris-borato 90 mM e EDTA 2 mM, pH 7,0), a
100 volts. Terminada a corrida, os géis foram fotografados sob luz ultravioleta,
pelo sistema de fotodocumentacao Eagle Eye Il (Stratagene, Lajolla, CA).

Amostras de DNA foram amplificadas pela técnica de RAPD, de acordo
com WILLIAMS et al. (1990), com primers decameros (‘Operon Technologies”,
Alameda, CA), em termociclador Perkin-Elmer, modelo 9600. As condi¢gdes de
amplificacdo foram as seguintes: uma etapa de desnaturacdo do DNA (94°C
por 15 segundos), uma etapa de pareamento do “primer” ao DNA-molde (35°C
por 30 segundos) e uma etapa de extensdo do fragmento (72°C por 1 minuto).
Apbs 40 ciclos, foi efetuada uma extensao final a 72°C por sete minutos. Os
produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose
1,2% contendo 10 mg/ml de brometo de etidio, imerso em tampéo TBE (Tris-
borato 90 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). As bandas de DNA foram visualizadas
sob luz ultravioleta e fotodocumentadas com o sistema Eagle Eye i
(Stratagene, Lajolla, CA).

Os marcadores AFLP foram obtidos segundo a metodologia proposta
por VOS et al. (1995), com modificacdes sugeridas pelo AFLP Starter Primer
Kit (Gibco-BRL, Alameda, CA). O DNA genbmico de cada individuo foi clivado
com as endonucleases de restricdo EcoRI e Msel. Aos fragmentos de restricdo,
foram ligados os adaptadores especificos para as extremidades coesivas das

duas enzimas EcoRI e Msel. Foi feita uma amplificacdo pré-seletiva utilizando
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primers que possuem, além da sequéncia complementar a cada adaptador, um
nucleotideo na extremidade 3'(EcoRI +A e Msel +C). A segunda etapa de
amplificacdo foi a amplificacdo seletiva, e utilizou os produtos da preé-
amplificacdo diluidos como molde e primers seletivos. Estes primers seletivos
sdo marcados com fluorescéncia, sendo que trés primers EcoRI sdo marcados
com a fluorescéncia JOE (Ei, Es e Esg), trés com a fluorescéncia TAMRA (E», E4
e E7) e dois com 5-FAM (E3 e Eg). A analise dos fragmentos foi realizada em
gel de poliacrilamida desnaturante contendo 4,25% de poliacrilamida
(acrilamida:bisacrilamida 19:1), 36% p/v de uréia em TBE 1X. Os fragmentos
amplificados foram detectados e analisados pelo sequenciador automéatico ABI
3772 (Applied Biossystems, Foster City, CA, EUA), utilizando um marcador de
peso molecular GENESCAN 500-ROX (Applied Biossystems, Foster City, CA,
EUA), em cada linha.

2.4. Construcao do mapa de ligacdo genética

Os marcadores foram codificados como homozigotos para os alelos
vindos de Garimpo (0), homozigotos para os alelos vindos de BARC-8 (2) e
falhas (9) das bandas amplificadas em cada um dos 118 individuos da
populacdo Fg. Como os dados foram obtidos de RILs, os heterozigotos
eventuais foram descartados. A segregacdo de cada fragmento polimérfico foi
testada na populacdo por meio do teste qui-quadrado. Apenas os fragmentos
cuja segregacdo se ajustou a proporcdo esperada 1:1 (P <0,05) foram
utilizados nas analises posteriores.

O mapeamento dos marcadores microssatélites, RAPD e AFLP e o
estabelecimento dos grupos de ligacdo foram feitos com a utilizacdo do
programa GQMOL (www.ufv.br/dbg/ggmol/ggmol.htm). Os marcadores foram
agrupados, utilizando-se LOD escore minimo de 3,0 e frequiéncia maxima de
recombinacédo de 30%. Para ordenar os marcadores nos respectivos grupos de
ligacdo utilizou-se o0 método SARF, que se baseia na escolha da melhor ordem
também pela menor soma das recombinacdes adjacentes. A funcdo de
mapeamento de Kosambi foi utilizada para a conversdo da frequéncia de

recombinagédo para centiMorgans (cM).
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2.5. Identificacdo e mapeamento de QTLs

Primeiramente, foram realizadas analises de variancias de todos os
dados fenotipicos: teor de proteina total em sementes de soja, teor das
proteinas de reserva 11S e 7S e de suas respectivas subunidades, e da
relacdo proteina total menos proteinas de reserva (PT-(11S+7S)). Todos os
marcadores com segregacao mendeliana 1:1 foram avaliados para determinar
associacbes com estas caracteristicas pela analise de marca simples,
utilizando o programa GQMOL, com um nivel de significancia de P < 0,05 para
tentativa de deteccdo de QTLs. A analise de regressao linear também foi
realizada com o intuito de comprovacdo dos resultados da ANOVA e,
adicionalmente, para a determinacdo do R? que neste caso é interpretado
como a proporcdo da variancia fenotipica explicada pelo marcador. Este
procedimento permite a avaliacdo de todos os marcadores em relacdo a
caracteristica fenotipica, inclusive aqueles que ndo agruparam no mapa de
ligacdo. A precisao desta metodologia € baixa por ndo permitir a deteccédo da
melhor posicéo do QTL, ndo permite a estimacéo dos efeitos génicos do QTL.

As informacbes do mapa de ligacdo foram utilizadas para mapear os
QTLs ao longo dos grupos de ligacdo por meio do mapeamento por intervalo
composto (ZENG, 1993; 1994; JANSEN, 1993), empregando-se 0 programa
GQMOL  (www.ufv.br/dbg/ggmol/ggmol.htm). Esse tipo de metodologia
diferencia-se do mapeamento por intervalo classico, por isolar o efeito de
outros QTLs ligados e nédo ligados ao intervalo. O mapeamento por intervalo
composto é um hibrido entre o mapeamento por intervalos e a técnica de

regressao multipla, sendo adotado o seguinte modelo:

y; = bo + b*x* + &bixte;

em que
y; = valor da caracteristica no j-ésimo individuo;
bo = intercepto;
b* = efeito aditivo do QTL, expresso como a diferenga entre os dois

homozigotos;
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Quadro

x* = variavel indicadora assumindo valores de probabilidade
dependente do gendtipo dos marcadores i e j e da posicdo que
esta sendo testada no intervalo entre esses marcadores (Quadro
1, ignorando-se recombinac¢des duplas dentro do intervalo);

bk = coeficiente de regressao parcial entre o fenotipo y e o marcador k;

Xk = coeficiente conhecido para o k-esimo marcador (ou cofator), no j
ésimo individuo, com valores —1 e 1, dependendo do gendtipo dos
marcadores; e

e = variavel aleatoria.

1 — Especificacbes da variavel indicadora x* para o modelo de
mapeamento por intervalo composto, utilizando-se RILs

Gendtipo do
marcador
Grupo i i+1 N° de X*
individuos
+ + nl A-ra-ry)/(1-r)
+ - w2 (For'a)(r)
3 - + 3 (Partp)/(1-1)

4 - - nd (LT T)(L-T)

+ indica gendtipo homozigoto para o progenitor 1, e — indica homozigoto para o
progenitor 2.

sendo: r', =

em que

2 o, 2r, +r,)
1+2r, " 1+2r (- 2r Ja+2r,)

ra: porcentagem de recombinacao entre a marcaie o QTL

Ip: porcentagem de recombinacéo entre a marca i+1 e o QTL

r: porcentagem de recombinacgéo entre as marcasie i+1.

Os coeficientes bk e Xk sdo utilizados para controlar o “background”

genético, eliminando-se os efeitos de outros possiveis QTLs sobre b*.

76



2.5.1. Determinacéo do ponto de corte para o mapeamento de QTLs

A significancia de um QTL é atribuida pela razdo de verossimilhanca
entre a hipdtese de existéncia do QTL e a hipétese de que nenhum QTL existe
em determinada posi¢cdo do mapa de ligacdo. A razdo de verossimilhanca (LR)

possui aproximac&o com o c? pela seguinte expressao:

SQD reduzido
SQD

LR =-2nin

completo
em que

n: nimero de individuos avaliados

SQDeduzido: SOMa de quadrado do desvio do modelo reduzido, dado por
Y =b, +é bijk +€,

SQD completo: SOMa de quadrado de desvio do modelo.

A estatistica LR esta associda ao ¢ com 1 grau de liberdade.
O nivel critico foi estabelecido considerando que ay e ac e a;séo os
niveis de significAncia do mapa para o cromossomo e um intervalo particular,

respectivamente. Tem-se a seguinte relacdo entre eles (ZENG, 1994):
ac=1-(1-amYc @wC

a; @ad/M.
em que
C = nimero de cromossomos (grupos de ligacéo)

M = nimero de marcas dentro de um grupo de ligacéo

Dessa forma, mesmo um nivel de significancia ndo muito rigoroso para
0 mapa pode levar a um nivel de significancia muito drastico para cada
intervalo, aumentando a chance de se cometer o erro tipo |. Por esse motivo,
foi utilizado um nivel de significancia de 10% para o mapa, que leva a um nivel
de significancia de 0,00345% para cada grupo de ligacdo, considerando-se 29

grupos.

77



3. RESULTADOS

3.1. Deteccdo de polimorfismos e selecdo dos primers de microssatélites,
RAPD e AFLP

Os primers de microssatélites foram, inicialmente, testados nos
progenitores com a finalidade de selecionar aqueles que produzissem
fragmentos polimérficos e que, consequientemente, pudessem ser mapeados
na populacéo segregante.

Foi testado um total de 650 pares de primers de microssatélites
(“Research Genetics”, Huntsville, AL, EUA). Sendo que 567 destes pares
haviam sido testados por SOARES (2000). Do total dos 650 pares, 134
exibiram polimorfismo nos progenitores, mas somente 94 apresentaram
fragmentos polimérficos na populacdo segregante. Dos 40 pares de primers
restantes, 27 ndo segregaram na populacdo e 13 ndo tiveram boa qualidade de
amplificacdo, o que ndo permitiu a andlise dos fragmentos gerados.Na Figura
1, pode-se observar que a familia 13 apresenta tanto o alelo de Garimpo

guanto o de BARC-8, representando um exemplo de heterozigose.

GB 1 2 3 45 6789 10 1112 13 141516 17 18 19202122 23 24 25 26 27 28

Figura 1 — Gel de agarose 3% fotografado sob luz ultravioleta apresentando
fragmentos polimoérficos amplificados, utilizando-se primers de
microssatélites nos pais Garimpo (G) e BARC-8 (B) e em parte da
populacéo segregante (1 a 28).
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GB 12 345 6 7 8 910 11121314 1516 171819 20 212223 2425 2627 28

Figura 2 — Gel de agarose 3% fotografado sob luz ultravioleta apresentando
fragmentos amplificados, utilizando-se primers de microssatélites
polimdorficos nos progenitores Garimpo (G) e BARC-8 (B) e que néo

segregaram na populagéo parcialmente representada (1 a 28).

A maior parte dos 27 primers que foram polimérficos entre os
progenitores e ndo apresentaram polimorfismos na populacdo segregante
exibiu o alelo do progenitor BARC-8 em toda a populacdo (Figura 2).
Provavelmente, essa auséncia de polimorfismo na populacdo seja devida ao
fato de que um dos gendtipos utilizados como progenitor para obtencdo das
RILs foi a variedade Garimpo, e 0 genotipo utilizado para se detectarem os
polimorfismos entre os progenitores foi a variedade Garimpo RCH (resistente
ao cancro-da-haste). A variedade Garimpo RCH foi obtida por meio de
retrocruzamentos tendo como progenitor recorrente a variedade Garimpo. Os
cinco retrocruzamentos efetuados podem néo terem sido suficientes para a
completa recuperacdo do genoma da variedade Garimpo na variedade
Garimpo RCH, podendo haver divergéncia genética entre esses dois genotipos.
Outra suposicdo é a de que a variedade Garimpo utlizada ndo seja
geneticamente pura, o que também poderia contribuir com esse tipo de
comportamento entre os marcadores.

O mapa obtido por SOARES (2000), para esta populagédo foi saturado
por MIRANDA (2002) com 64 primers RAPD.

Foram testadas também 64 combinacdes de primers AFLP. Destas, 40
foram polimaorficas nos pais, mas somente 32 foram polimorficas na populacao.

A segregacdo de cada um dos 190 marcadores (microssatélites, RAPD e
AFLP) foi testada por meio do teste qui-quadrado (P <0,05), e 174 fragmentos
segregaram na propor¢do mendeliana esperada de 1:1 depois de descartados

os locos heterozigotos (Quadro 2). Em uma populacdo Fy, espera-se encontrar

79



0,195% de heterozigotos. Na populacdo trabalhada, foi encontrada essa
proporgédo de heterozigotos (P <0,05 no teste qui-quadrado, dados n&o
mostrados). Como 0 programa que gera 0 mapa nao aceita heterozigotos
guando os dados sado codificados como RILs, uma vez que heterozigotos nao
sdo dados esperados para este tipo de populacdo, tornou-se necessario
eliminar os heterozigotos da analise.

A baixa diversidade genética da soja dificulta a obtencdo de um
namero maior de marcadores que apresentam fragmentos polimorficos em uma
populacdo intra-especifica. Estudos anteriores tém evidenciado que a
incidéncia de polimorfismo entre dois gendtipos de soja € freqiientemente muito
baixa (SHOEMAKER et al., 1996). Em estudo para mapear QTLs relacionados
com o conteudo de proteina e 6leo em oito popula¢gbes de soja, BRUMMER et
al. (1997) constataram que 34% dos marcadores RFLP testados ndo eram
polimérficos em nenhuma das oito populagbes e nenhum marcador era
polimorfico em todas essas populagées. AKKAYA et al. (1995), conserguiram
selecionar somente 40 primers SSR, que apresentaram um Unico produto de
amplificacdo e que eram polimérficos entre o0s progenitores, para serem
utilizados no mapeamento de uma populacédo de soja constituida de 60 plantas
F, obtidas do cruzamento entre NILs (linhagens quase isogénicas) dos

cultivares Clark e Harosoy.
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Quadro 2 — Teste qui-quadrado €?) para a segregacdo dos marcadores. O
namero O representa o alelo presente na variedade de soja

Garimpo e o 2, alelo presente em BARC-8

Primer 0 2 ¢? P% Primer 0 2 ¢? P% Primer 0 2 ¢? P%
OPN14 64 54 0,85 35,72" OPAT19 54 64 0,85 35,72 Satt303 49 57 0,60 43,71"™
PP09 58 60 0,03 85,39"™ OPAUO2a 60 58 0,03 85,39"™ Satt300 59 56 0,08 77,96 "™
OPP12 59 59 0,00 100,0"™ OPAUO2b 53 65 1,22 26,92 Satt304 59 53 0,32 57,07™
OPWO08 56 62 0,31 58,07"™ OPAU04 65 53 1,22 26,92 Satt325 62 54 0,55 45,76 "
OPY02 65 53 1,22 26,92"™ OPAU19 62 56 0,31 58,07 Satt333 55 63 0,54 46,14 "
OPYO7 59 59 0,00 100,0™ OPAWO09a 59 58 0,01 92,63™ Satt345 66 52 1,66 19,74"™
OPY13a 62 56 0,31 58,07"™ OPAWO0O9 64 53 1,03 30,91"™ Satt369 65 51 1,69 19,36 "™
OPY13b 60 58 0,03 85,39 OPAW18 60 58 0,03 85,39 Satt318 57 60 0,08 78,15
OPY14 57 61 0,14 71,27™ OPAX12 57 61 0,14 71,27" Satt324 81 37 16,4 0,0051 *
OPY17 62 56 0,31 58,07"™ OPAX20 53 65 1,22 26,92 Satt384 54 56 0,04 84,87"™
OPz06a 59 59 0,00 100,0"™ OPAZ02 59 59 0,00 100,0™ Satt353 58 56 0,04 85,14 "
OPZ06b 61 57 0,14 71,27™ OPAZ07 58 60 0,03 85,39 Satt377 57 58 0,01 92,57 "
OPZ18 56 62 0,31 58,07" OPBD16 55 63 0,54 46,14 Satt399 55 61 0,31 57,74"™
OPAA 03 58 60 0,03 85,39"™ OPBEQ4 67 51 2,17 14,07 Satt422 55 61 0,31 57,74™
OPAA14 58 60 0,03 85,39"™ OPBE13 63 55 0,54 46,14 "™ Satt441 50 64 1,72 1897"™
OPAA15 62 56 0,31 58,07" OPBHO02 56 62 0,31 58,07 Satt449 56 59 0,08 77,96 "
OPABO8a 56 62 0,31 58,07"™ Satt177 45 66 3,97 4,62* Satt462 53 62 0,70 40,13™
OPABO08b 64 54 0,85 35,72" Satt144 47 63 2,33 12,71 "™ Satt468 59 58 0,01 92,63™
OPABO8c 57 61 0,14 71,27"™ Satt055 48 63 2,03 1545™ Satt475 51 65 1,69 19,36 "
OPAB11 59 59 0,00 100,0™ Satt186 55 53 0,04 84,73™ Satt476 59 53 0,32 57,07"
OPAB13 65 53 1,22 26,92" Sat-091 46 67 3,90 4,82* Satt495 59 57 0,03 85,26 "
OPAB15 71 47 488 2,71* Sat-135 67 48 3,14 7,64™ Satt506 59 59 0,00 100,0™
OPAB18a 53 65 1,22 26,92"™ Sat-105 55 60 0,22 64,10 Satt514 49 63 1,75 18,58 "
OPAB18b 65 52 1,44 2294 Sat-084 43 70 645 1,10* Satt520 62 54 0,55 45,76 "
OPAB19 67 51 2,17 14,07™ Sat-085 55 59 0,14 70,79™ Satt522 55 61 0,31 57,74™
OPAB20 68 50 2,75 9,75™ Sat-112 54 53 0,01 92,29 Satt523 51 60 0,73 39,29"
OPACOl1a 63 55 0,54 46,14™ Satt190 54 56 0,04 84,87" Satt526 54 62 0,55 45,76 "
OPACO01b 50 68 2,75 9,75™  Satt164 64 48 2,29 13,05"™ Satt527 52 58 0,33 56,72"
OPACO02 63 55 0,54 46,14™ Sattl67 48 62 1,78 18,19™ Satt528 58 57 0,01 92,57"
OPAC04 59 58 0,01 92,63"™ Satt183 55 61 0,31 57,74 Satt529 59 59 0,00 100,0"™
OPAllla 61 57 0,14 71,27™ Satt153 68 46 4,25 3,93* Satt531 68 49 3,09 7,8994 "
OPAI11b 61 57 0,14 71,27™ Satt146 46 61 2,10 14,70 Satt538 61 57 0,14 71,27"™
OPAIl15a 60 58 0,03 85,39™ Satt181 55 55 0,00 100,0" Satt549 52 65 1,44 22,94™
OPAI15b 54 64 0,85 35,72" Satt184 58 47 1,15 28,30"™ Satt594 63 55 0,54 46,14 "
OPAIO1 57 61 0,14 71,27"™ Satt012 63 50 1,50 22,13"™ Satt282 54 58 0,14 70,54 "
OPANO3 62 56 0,31 58,07" Satt129 55 62 0,42 51,75™ Satt215 58 54 0,14 70,54 "
OPANO09 65 53 1,22 26,92™ Satt123 60 42 3,18 7.47™ Satt242 52 56 0,15 70,03 "
OPAN20 56 62 0,31 58,07"™ Satt147 52 57 0,23 632™ Satt471 57 58 0,01 92,57
OPAOO0O6 58 60 0,03 85,39™ Satt139 53 58 0,23 63,50 Satt518 58 58 0,00 100,0"™
OPAPOQO4a 62 56 0,31 58,07"™ Satt193 62 52 0,88 34,890 Satt082 53 59 0,32 57,07™
OPAPO04b 56 62 0,31 58,07™ Satt199 57 54 0,08 77,58 " Satts37 54 61 0,43 51,39™
OPAPO4c 61 57 0,14 71,27"™ Satt216 51 56 0,23 62,88 " Satt536 48 63 2,03 1545"™
OPAPQ7a 58 60 0,03 85,39"™ Satt226 53 52 0,01 92,22 Satt350 56 56 0,00 100,0"
OPAPQ7b 59 58 0,01 92,63" Satt232 53 52 0,01 92,22 Satt286 64 46 2,95 861"
OPARO8 61 57 0,14 71,27™ Satt241 59 41 3,24 7,18™ Satt279 57 59 0,03 85,26 "
OPAS04 66 52 1,66 19,74™ Satt276 53 55 0,04 84,7™ Satt454 47 65 2,89 889"
OPASO7 65 53 1,22 26,92"™ Satt277 67 47 3,51 6,10™ Satt338 53 59 0,32 57,0™
OPAS08 50 68 2,75 9,75™  Satt281 56 54 0,04 84,87" Satt130 51 60 0,73 39,29 "™
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Primer 0 2 ¢? P% Primer 0 2 ¢? P% Primer 0 2 ¢2 P%
Satt272 60 55 0,22 64,10 "ACTXCAG330 61 57 0,14 71,27" AAGXCAC243 61 57 0,14 71,27"
Satt239 57 55 0,04 85,01" ACTXCAG89 66 52 1,66 19,74" AAGXCAC89 59 59 0,00 100,0™
Satt310 59 55 0,14 70,79 " ACTXCAG90 57 61 0,14 71,27"™ AACXCTC93 57 61 0,14 71,27"™
Satt210 46 69 4,60 3,19* AACXCTA81 36 82 17,9 0,002 * AACXCTC87 47 71 4,88 2,71*
Satt207 63 54 0,69 40,53 "AACXCTA108 51 67 2,17 14,07™ AACXCTG325 49 69 3,39 6,56"
Satt262 63 51 1,26 26,10 "AAGXCAG250 73 45 6,64 0,99 * AAGXCAC113 70 48 4,10 4,284 *
Satt273 57 56 0,01 92,50 "ACTXCTA184 47 71 4,88 2,71* AAGXCAC126 54 64 0,85 35,72"
Satt348 66 52 1,66 19,74 "ACTXCTA132 49 69 3,39 6,56 ACAXCTG242 74 44 7,63 0,575*
Satt349 62 50 1,29 25,68 "ACTXCTA114 62 56 0,31 58,07" ACAXCTG313 61 57 0,14 71,27 "
Satt586 58 54 0,14 70,54" ACTXCTA84 69 49 3,39 6,56 ACAXCTG127 55 63 0,54 46,14 "™
Satt274 62 56 0,31 58,07 "ACTXCTA156 60 58 0,03 85,39 " ACAXCAC78 62 56 0,31 58,07"™
Satt406 58 60 0,03 85,39 "ACTXCTA160 57 61 0,14 71,27"  ACAXCAC147 54 64 0,85 35,72"
Satt126 48 58 0,94 33,14 AACXCTC130 67 51 2,17 14,07 "™ ACAXCAC344 75 43 8,68 0,3221 *
Satt437 68 50 2,75 9,75" AAGXCAC189 51 67 2,17 14,07" ACGXCAA78 58 60 0,03 85,39"™
ACTXCAG190 52 66 1,66 19,74 "AAGXCAC239 53 65 1,22 26,92" AGCXCAC147 70 48 4,10 4,28*
ACTXCAG350 75 43 8,68 0,32* AAGXCAC243 61 57 0,14 71,27"™

3.2. Mapa de ligacéo genética

A primeira etapa do processo de mapeamento € a definicdo dos
parametros de LOD e maxima freqiéncia de recombinacdo (r) para o
agrupamento dos marcadores. Foram adotados os valores de LOD, = 3,0
de rmax = 30%, por apresentarem distribuicdo mais homogénea dos marcadores
entre os grupos de ligacdo. Com os grupos definidos, foi determinada a ordem
mais provavel dos marcadores em cada grupo de ligacéo.

Foram obtidos 29 grupos de ligacdo pouco saturados, contendo 95
marcadores, e mais 79 marcas nao-ligadas, como pode ser observado na
Figura 3. Os 29 grupos de ligacdo apresentaram relacdo com os 20 grupos de
ligacdo obtidos em uma integracdo de trés mapas publicos de ligacdo génica
da soja feita por CREGAN et al. (1999). Isto significa que o conjunto de marcas
pertencente a cada grupo de ligacdo obtido neste trabalho coincide com um
conjunto de marcas presente em determinado grupo de ligacdo no mapa
integrado, e poucas inversdes entre os marcadores obtidos aqui e os do mapa
integrado foram observadas. Foram mapeados ainda cinco novos marcadores:
Satt449 e Satt526 (pertencentes ao grupo Al), Satt514 e Satt528 (grupo D2) e
Satt594 (grupo G), que ndo estavam presentes em nenhum dos trés mapas
(USDA/Iowa State Univ., Univ. of Utah, Univ. of Nebraska) utilizados na
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Figura 3 - Mapa genético com 29 grupos de ligacao definidos, utilizando-se 118
RILs obtidas do cruzamento entre as variedades BARCS8 x Garimpo,
Os grupos de ligacao foram obtidos, adotando-se os valores de LOD
= 3,0 e r = 0,30, Os valores a esquerda representam as distancias
entre os marcadores (em cM), e a direita estdo os nomes dos
marcadores. A nomenclatura utilizada para os grupos de ligacdo é a
mesma adotada por CREGAN et al. (1999). Os marcadores nao
ligados estédo apresentados abaixo da figura.
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Figura 3 — Continuacéo...
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integracdo por CREGAN et al. (1999). Esses marcadores poderdo ser
importantes em programas de mapeamento futuros.

Essa € a primeira etapa de um processo que visa 0 mapeamento de
QTLs que controlam as caracteristicas analisadas. Devido a pouca
variabilidade intra-especifica da soja, os grupos de ligacédo obtidos no presente
trabalho estdo ainda pouco saturados. Em trabalhos futuros, em que serdo
utilizadas outras populacdes RILs e outros marcadores, os mapas poderao,

entdo, ser integrados.

3.3. Analise de QTLs

3.3.1. Analise de marca simples

A capacidade de associar marcadores moleculares e QTLs depende, em
grande parte, da magnitude dos efeitos dos QTLs, da estrutura e do tamanho
da populacdo de mapeamento e do nivel de saturacdo do genoma com 0sS
marcadores moleculares.

Utilizando as andlises de marca simples (Quadro 3), entre o0s
marcadores e as caracteristicas das RILs cultivadas em Vicosa, observa-se
gue 13 marcadores estdo associados ao contetdo de proteina total e explicam
de 4,39% a 13,32% da variacdo do teor de proteina. Ao conteudo do
subunidade a’ da proteina 7S, foram encontrados 9 marcadores associados,
gue explicam de 4,21% a 7,09% da variacdo desta caracteristica. Dezessete
marcadores mostraram associacdo com o conteddo da subunidade a da
proteina 7S e explicam de 4,07% a 13,16% da variacdo desta caracteristica.
Para o conteudo da subunidade b foram encontrados 16 marcadores
associados, e eles explicam de 4,78% a 21,80% da variagdo desta
caracteristica. Associados ao conteudo das subunidades &cidas e basicas da
proteina 11S, foram encontrados 17 e 8 marcadores, respectivamente, e eles
explicam de 4,08% a 9,60% (subunidades éacidas) e de 5,49% a 11,10%
(subunidades basicas) da variacdo destas caracteristicas. Associados ao
conteudo da caracteristica proteina total menos proteina de reserva ((PT-

(11S+7S)) foram encontrados 7 marcadores que explicam de 4,11% a 10,77%
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da variacdo desta caracteristica. Dezenove marcadores mostraram associacao
com o contetdo de 7S e eles explicam de 4,08% a 15,57% da variacdo desta
caracteristica. Dezesseis marcadores apresentaram associacdo com O
conteido de 11S e eles explicam de 4,17% a 9,69% da variacdo desta
caracteristica. Alguns destes marcadores estavam associados a mais de uma
caracteristica como pode ser observado no Quadro 4, indicando que ha genes
com efeitos pleiotrGpicos no controle genético da expressao destas
caracteristicas.

De acordo com as analises de marca simples (Quadro 5), entre os
marcadores e as caracteristicas das RILs cultivadas em S&o Gotardo, foram
observados 13 marcadores associados a conteldo de proteina total que
explicam de 4,31% a 12,11% da variagdo do teor de proteina. Para a
subunidade a’ da proteina 7S, foram encontrados 13 marcadores que explicam
de 4,34% a 10,42% da variacdo desta caracteristica. Cinco marcadores
mostraram associacdo com a subunidade a da proteina 7S e explicam de
4,32%a 6,17% da variacdo desta caracteristica. Para a subunidade b foram
encontrados 12 marcadores associados, e eles explicam de 4,09% a 9,11% da
variacdo desta caracteristica. Para as subunidades &cidas e basicas da
proteina 11S, foram encontrados 13 e 17 marcadores respectivamente e eles
explicam de 4,21% a 13,36% (subunidades acidas) e de 4,12% a 8,12%
(subunidades basicas) da variacdo destas caracteristicas. Para a caracteristica
proteina total menos proteina de reserva ((PT-(11S+7S)) foram encontrados 6
marcadores associados que explicam de 4,39% a 7,92% da variagdo desta
caracteristica. Seis marcadores mostraram associacdo com o contetdo de 7S
e eles explicam de 5,16% a 8,11% da variacdo desta caracteristica. Dezesseis
marcadores apresentaram associacdo com o conteudo de 11S e eles explicam
de 4,15% a 13,67% da variagdo desta caracteristica. Alguns destes
marcadores também apresentaram associacdo com mais de uma caracteristica

como pode ser observado no QUADRO 6.
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Quadro 3 — Andlise de associacdo de marcas moleculares com caracteristicas
de proteinas avaliadas em RILs obtidas do cruzamento entre as
variedades de soja Garimpo (0) e BARC-8 (2) no experimento de

Vicosa.
Grupo de
Marca Prob. F¥ Média (2) Média (02 R? (%) ligacao¥
Proteina Total
OPAO06 0,0188 * 46,1257 a 44,8174b 5,7961 NL
Sat-105 0,0029 ** 46,2882 a 44,6387 b  9,2629 |
Satt129 0,0426 * 46,0135 a 44,8627 b  4,3944 Q
Satt276 0,0356 * 46,0308 a 44,801 b  5,0346 A
Satt304 0,0415 * 46,0442 a 44,9487 b  4,5344 B,
Satt318 0,0314 * 46,0494 a 44,8462 b  4,8806 B,
Satt549 0,002 i 46,1252 a 44,3745b  9,8934 NL
Satt242 0,0414 * 44,8508 a 46,0123 b  4,8599 NL
Satt279 0,0309 * 44,8555 a 46,07 b 4,9621 NL
Satt239 0,0004 ** 46,6384 a 44,6174 b 13,3235 |
AAGXCAC239 0,0086 ** 46,2133 a 44,7557 b  7,2007 E
AAGXCAC243 0,0189 * 46,1385 a 44,8321 b 5,7847 3
AAGXCAC126 0,0182 * 46,1562 a 44,8419 b 5,8547 NL
Y
OPAROS8 0,0251 * 15666 a 1,7549b  5,2806 NL
OPAT19 0,046 * 15894 a 1,7581b  4,2132 NL
OPBE13 0,0343 * 1,7538a 15759b  4,7257 NL
Satt144 0,0483 * 1,7334a 15653 b  4,4583 F
Satt129 0,0301 * 1,7502a 15651 b 5,0131 Q
Satt518 0,0215 * 1,7665a 1,5723b  5,6146 NL
Satt279 0,0095 i 1,7756 a 1,5566 b  7,0945 NL
Satt454 0,0394 * 1,7467a 1,5679b  4,6299 A
Satt338 0,0217 * 15686a 1,7639b 5,7164 NL
a
OPAA15 0,0499 * 2,1827a 2/4314b  4,0697 NL
OPAB20 0,0245 * 24954 a 22027b 53222 NL
OPAI11b 0,0055 o 2,1486a 2,4969b  7,9829 NL
OPAIl15a 0,0003 i 2,0732a 2521 b 13,1592 G
OPAPO4c 0,0042 o 2,1286a 2,4872b 84775 NL
OPAU19 0,0267 * 2,1661a 2,4464b 51695 5
OPAX12 0,0287 * 2,4533a 2,1768b 50446 NL
OPBEO4 0,0436 * 2,1731a 2,4297b  4,3064 NL
Sat-112 0,0256 * 2,2068a 2,497 b 57922 E
Satt012 0,0424 * 2,1903a 2,4494b 45989 G
Satt199 0,004 o 2,1283a 2505 b 9,047 G
Satt277 0,0029 ok 2,5391a 2,1641b 9,4176 C,
Satt281 0,0404 * 2,1438a 2,4189b  4,7947 D1b
Satt475 0,0319 * 2,1866 a 2,4643b  4,9609 NL
Satt528 0,0223 * 2,4484a 2,1561b 56678 D,
Satt594 0,0161 * 2,1469a 24514b  6,0645 G
Satt286 0,0079 ** 2,5387a 2,1889b 78323 C,

1/** significativo a 1% e * a 5%.
2/ Médias seguidas de letras diferentes, na linha, diferem entre si pelo
teste t a 5% de probabilidade.
3/ NL — Néo ligado.
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Quadro 3 — Continuacao...

Grupo de
Marcas Prob. F Média (2) Media (0) R (%) ligacao
b
OPY13b 0,0331 * 1,9581a 1,7695b 44,7922 NL
OPAI15a 0,004 o 1,7252a 1,9779b 85616 G
OPAWO09a 0,0 i 2,0515a 1,6632b 20,7174 K
Satt055 0,0001 b 1,7242a 2,0632b 15,0532 K
Sattl67 0,0004 o 1,7331a 2,0569b 13,3664 K
Satt012 0,0035 o 1,705a 1,9708 b 9,2888 G
Satt199 0,0014 i 1,6924a 1,9738b 10,9857 G
Satt300 0,0187 * 19716 a 1,7627b 5,9942 A
Satt384 0,0057 * 1,9705a 1,7196b 8,452 E
Satt441 0,0008 *x 1,728 a 2,0274 b 11,7206 K
Satt475 0,0019 o 1,7435a 2,0209b 10,1042 NL
Satt527 0,0353 * 1,9533a 1,759b  5,0511 NL
Satt594 0,0042 o 1,723a 1,9748b 8,4716 G
Satt273 0,0 o 2,0683a 1,6549b 21,8059 K
Satt349 0,0395 * 1,9554a 1,7628 b 4,7812 NL
AAGXCAC239 0,0074 *x 19772 a 1,742 b 7,4547 E
Acidas
OPP12 0,0493 * 9,1691a 9,9651b 4,0914 NL
OPWO08 0,0081 b 9,0481a 10,1113 b 7,2939 NL
OPZz18 0,048 * 9,9508 a 19,1497 b  4,1402 D1b
OPAT19 0,0069 *x 10,0553 a 8,9675b 7,574 NL
Satt144 0,0329 * 9,1666 a 10,0901 b 5,1848 F
Satt186 0,0408 * 9,1106 a 9,9488 b 4,72 D,
Sat-105 0,0337 * 9,9669a 9,0969b 4,807 I
Satt146 0,0155 * 9,996 a 8,9272b 6,7762 F
Satt181 0,034 * 9,1157a 10,0061 b 5,1235 NL
Satt232 0,0462 * 8,9433a 9,8172b 14,7601 NL
Satt304 0,0413 * 9,9552a 9,1229b  4,5445 B,
Satt325 0,0242 * 9,1909a 10,0656 b 5,4558 F
Satt520 0,0172 * 9,0511a 10,0215b 6,012 D1b
Satt549 0,0024 *x 10,0654 a 8,8122b 9,6053 NL
ACTXCTA132 0,0083 *x 9,0604 a 10,1212b 7,2482 NL
ACTXCTA160 0,0248 * 9,1147 a 10,0207 b 5,3007 NL
AAGXCAC243 0,0247 * 10,0114a 19,1048 b 5,3081 3
Basicas
Satt186 0,0142 * 11,6563 a 12,5522 b 6,7212 D,
Satt226 0,0037 i 11,5592 a 12,6779b 9,605 D,
Satt514 0,0013 *x 11,681 a 12,7926 b 11,1025 D,
Satt528 0,0212 * 11,6979 a 12,5006 b 5,7635 D,
Satt082 0,0165 * 11,7657 a 12,5875 b 6,3628 D,
Satt272 0,0131 * 11,6528 a 12,5615b 6,6399 NL
Satt239 0,0263 * 12,5306 a 11,7057 b 5,4864 I
Satt349 0,0211 * 12,5485a 11,6964 b 5,9596 NL
PT-(11S+7S)
OPZ06a 0,0489 * 18,4591 a 17,4381 b 4,1072 NL
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Quadro 3 - Continuacao...

PT-(11S+7S) (continuagéo...)

Grupo de
Marca Prob. F Média (2) Média (0) R°(®%) ligacdo
OPZ18 0,0263 * 17,3868 a 18,536 b 5,1993 D1b
Satt146 0,0351 * 17,6065 a 18,7486 b 5,1771 F
Satt422 0,0012 o 18,793 a 17,1685b 10,7658  DI1B
Satt520 0,0159 * 18,5903 a 17,333b  6,1597 D1B
Satt527 0,0468 * 18,4901 a 17,4216 b 4,5191 NI
AAGXCAC89 0,0267 * 18,547 a 17,3998 b 5,1722 2
7S
OPAB18a 0,0495 * 6,0214a  5611b  4,0837 8
OPAI15a 0,0001 o 5412a  6,209b 15,5692 Al
OPAPOS 0,0192 * 5585a  6,069b  5,7563 NL
OPAWO09a 0,0235 * 6,085a  5612b 54512 K
OPAX12 0,0291 * 6,068a  5,616b  5,0157 NL
OPBD16 0,0391 * 6,042a  5614b  4,4988 D1b
OPBE04 0,0478 * 5614a  6,027b  4,1446 NL
Satt012 0,0082 o 5546a  6,098b  7,6862 G
Satt129 0,0207 * 6,062a  5578b  5,6825 Q
Satt199 0,001 o 548la  6,183b 11,6732 G
Satt277 0,0024 o 6,230a  5599b  9,8111 c2
Satt300 0,0263 * 6,079a  5,608b  5,3648 Al
Satt475 0,033 o 5566a  6,183b  9,0969 NL
Satt594 0,005 o 5454a  6,159b 12,1499 G
Satt286 0,0091 ok 6,190a  5,616b  7,5724 c2
Satt279 0,0293 * 6,066a  5611b 50578 NL
Satt273 0,0331 * 6,063a  5,610b  5,0022 K
AACXCTC130 0,0358 * 6,124a  5,674b  4,6512 NL
AAGXCAC239 0,009 *x 6,106a  5568b  7,1036 E
11S
OPZ18 0,0215 * 22372a  21,002b 55551 K
OPAB18a 0,0471 * 22,236a  21,042b  4,1704 8
OPAT19 0,005 o 22,462a  20,797b 8,147 NL
OPAU02b 0,0136 * 22,419a  20,952b  6,3741 NL
Satt186 0,003 o 20,766a  22,501b  9,6904 D2
Sat-105 0,0094 o 22,443a  20,886b  7,0996 |
Satt167 0,0293 * 21,161a  22,532b  5,3421 K
Satt146 0,0352 * 22,208a  20,847b  5,1702 F
Satt226 0,0309 * 20,928a  22,311b  5,4251 D2
Satt514 0,0286 * 21,148a  22,437b 53256 D2
Satt528 0,0281 * 20,9952  22,260b  5,2452 D2
Satt549 0,0126 * 22,337a  20,815b  6,5735 NL
Satt239 0,0147 * 22,472a  20,947b  6,5722 |
Satt310 0,0447 * 20,969a  22,202b 4,451 D2
ACTXCTA132 0,0045 o 20,912a  22,593b  8,3573 L
AAGXCAC243 0,0308 * 22,3462a  21,057b  4,9195 3
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Quadro 4 — Marcadores que explicam a variacdo de mais de uma caracteristica
para as RILs cultivadas em Vicosa

Marca Caracteristica Marca Caracteristica
Satt129 1,2e8 Satt012 3, 4e8
Satt279 1,2e8 Satt199 3, 4e8
AAGXCAC239 1,4e8 Satt475 3, 4e8
Sat-105 1,5e9 Satt594 3, 4e8
Satt304 leb Satt528 3,6e9
Satt549 1,5e9 Satt527 4e7
AAGXCAC243 1,5e9 Satt349 4e6
Satt239 1, 6e9 Satt186 5e6
OPAT19 2,5e9 OPz18 57e9
Satt144 2eb5 Satt146 5 7e9
OPAIl15a 3,4e8 Satt520 5e7

Caracteristica: 1 — Proteina Total, 2 — a’, 3 a, 4 — b, 5 — Acidas, 6 — Basicas, 7 - PT-
(11S+7S), 8 - 7S, 9 - 11S.

Quadro 5 - Andlise de associacdo de marcas moleculares com caracteristicas
de proteinas avaliadas em RILs obtidas do cruzamento entre as
variedades de soja Garimpo (0) e BARC-8 (2) no experimento de
Séo Gotardo

Marca Prob. F Média (2) Média (0) R°(@) Grupo de ligagéo
Proteina Total

OPP12 0,0117 * 46,1496 a 47,4493 b 6,643 NL
OPY14 0,0418 * 46,3229 a 47,3855 b 4,3814 NL
OPAS08 0,0433 * 46,3458 a 47,407 b  4,3188 M
Satt055 0,0031 ** 46,2134 a 47,7683 b  9,3893 K
Sat-105 0,0067 ** 47,4629 a 46,0567 b 7,7225 I

Satt167 0,0012 ** 46,2837 a 47,9556 b 11,3594 K
Satt181 0,0479 * 46,082 a 47,0795 b 4,4749 NL
Satt441 0,0138 * 46,1817 a 47,4938 b  6,5459 K
Satt549 0,0006 ** 47,4665 a 45,6569 b 12,1113 NL
Satt536 0,0492 * 46,264 a 47,3336 b 4,3722 M
Satt239 0,0334 * 47,4681 a 46,3285 b 5,0407 I

Satt437 0,0051 ** 47,601 a 46,1521 b 8,1461 NL

AAGXCAC243 0,0024 ** 47,5605 a 46,0084 b 9,4738 3
a

OPY13a 0,0154 * 1,9083a 2,0903b  6,1536 NL
OPAI15b 0,025 * 2,0703a 1,8995b  6,1775 Ay
OPY17 0,0151 * 1,8981a 2,0813b  5,2875 NL
Satt277 0,012 * 2,1121a 1,9212b  6,8078 C,
Satt303 0,0461 * 1,9183a 2,0793b  4,5986 G
Satt300 0,0076 ** 2,0908a 1,8887b  7,6523 Aq
Satt333 0,0014 ** 1,8884a 2,1259b 10,4272 A,
Satt353 0,0036 ** 2,106a 1,8841b  9,0304 NL
Satt449 0,0242 * 2,0846a 1,9106b  5,5155 A
Satt495 0,0027 ** 1,8744a 2,0998b 9,446 NL
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Quadro 5 — Continuacao...

Marca Prob. F Média (2) Média (0) R°(@) Grupo de ligag&o
a’ (continuacgéo...)

Sait594 0,0021 ** 1,8726a 2,1024b  9,7217 G
ACTXCAG330 0,0419 * 1,9224a 2,0759b  4,3778 NL
ACTXCAG90 0,0428 * 1,9259a 2,0789b 4,3369 A,

a
OPAB18a 0,0381 * 3,1577a 3,3916 b 4,543 8

Satt353 0,0468 * 3,3687a 3,1396 b 4,3189 NL

Satt495 0,0163 * 3,1203a 3,389b 6,1746 NL

Satt538 0,0274 * 3,1364a 3,3832b 15,1248 NL
ACTXCTA132 ,03 * 3,3764a 3,1331b 4,9645 NL

b
OPABO8a 0,0198 * 1,9555a 2,1316 b 5,6966 4

OPBE13 0,0397 * 19618 a 2,1177b 4,4689 NL

Sat-105 0,0279 * 1,9589a 2,127b  5,1466 |

Satt384 0,0045 ** 2,1386a 1,9155b 8,8885 E

Satt422 0,0081 ** 2,1361a 1,9349b 7,3771 Dib

Satt475 0,0057 ** 1,9484a 2,1612b 8,1084 NL

Satt520 0,0031 ** 2,1515a 1,9287b 9,1075 Dib

Satt549 0,0349 * 19764 a 2,1424b 4,7478 NL

Satt273 0,0054 ** 2,1422a 1,9318b 8,3826 K

Satt274 0,013 * 2,1336a 1,9462b 6,4563 NL
ACTXCTA114 0,0493 * 2,1209a 1,9711b 4,0912 NL
AACXCTC93 0,0168 * 2,1263a 1,9458b 5,9923 NL

Acidas
OPAB18b 0,012 * 10,8907 a 10,0982 b 6,6641 NL
OPAIllb 0,0347 * 10,1368 a 10,8161 b 4,7044 NL
OPAPO4a 0,0209 * 10,8249 a 10,0844 b 5,605 M

Sat-105 0,0324 * 10,7902 a 10,0956 b 4,8797 |

Sattl67 0,0383 * 10,2592 a 10,9528 b 4,8414 K

Satt276 0,0411 * 10,8347 a 10,1384 b 4,7625 A

Satt304 0,0066 ** 10,8627 a 10,0225b 7,9111 B,

Satt549 0,0003 ** 10,872 a 9,7117b 13,3629 NL

Satt350 0,0482 * 10,8159 a 10,1577 b 4,3125 Dib
ACTXCAG190 0,046 * 10,7323 a 10,0822 b 4,2123 A,
AAGXCAC189 0,0112 * 10,8041 a 9,9834b 6,7129 3
AAGXCAC243 0,0021 ** 10,9419 a 9,9649b 9,7547 3
AACXCTG325 0,042 * 10,7084 a 10,0303 b 4,3736 3

Basicas

OPP12 0,034 * 11,1279 a 11,8163 b 4,7452 NL

OPY14 0,0306 * 11,1562 a 11,8626 b 4,9286 NL

OPAIll1la 0,0486 * 11,1513 a 11,7925b 4,116 NL

OPAWO09a 0,007 ** 11,9003 a 11,0255 b 7,6424 K
OPAW18 0,0114 * 11,064 a 11,8816 b 6,6935 8
Satt055 0,0084 ** 11,056 a 11,9414b 7,5391 K

Sattl67 0,0096 ** 11,0834 a 11,9723 b 7,4646 K

1/** significativo a 1% e * a 5%.

2/ Médias seguidas de letras diferentes, na linha, diferem entre si pelo
teste t a 5% de probabilidade.

3/ NL — Néo ligado.
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Quadro 5 — Continuacao...

Marca Prob. F Média (2) Média (0) R° (%) Grupo de ligagdo
Bésicas (continuacdo...)
Satt184 0,043 * 11,7902a 11,0859 b 4,7286 NL
Satt129 0,0258 * 11,119 a 11,8445 b 5,2841 Q
Satt303 0,0439 * 11,8136a 11,1066 b 4,6919 G
Satt441 0,0263 * 11,1329a 11,8833 b 5,3629 K
Satt462 0,0482 * 11,7971a 11,1347b 4,2663 L
Satt468 0,0457 * 11,1189 a 11,7702 b 4,2246 NL
Satt239 0,0309 * 11,8333a 11,1138b 5,1832 I
Satt126 0,0086 ** 11,9674a 11,0629 b 8,1249 NL
Satt437 0,0095 ** 11,9388 a 11,0958 b 7,0215 NL
ACTXCAG330 0,0205 * 11,0973a 11,8476 b 5,6365 NL
PT-(11S+7S)
OPAA 03 0,0125 * 17,9431 a 17,1667 b 6,5273 NL
OPAllla 0,0209 * 17,9229a 17,2039 b 5,6021 NL
Sat-105 0,006 ** 17,985 a 17,1396 b 7,9227 I
Satt333 0,0111 * 17,9334 a 17,1427 b 6,7409 A,
Satt549 0,0427 * 17,7869 a 17,1396 b 4,3905 NL
Satt274 0,0392 * 17,2419 a 17,8858 b 4,4935 NL
7S
Satt333 0,0235 * 7,0891a 7,541b 5,3989 A2
Satt353 0,0059 ** 7,5717a 7,0153b 8,1058 NL
Satt475 0,0202 * 7,0999a 7,5756b 5,7846 NL
Satt538 0,0259 * 7,0743a 7,5178b 5,2249 NL
Satt594 0,02 * 7,0441a 7,5086b 5,683 G
Actxctal32 0,0269 * 7,5074a 7,0662b 5,1591 NL
11S
OPP12 0,0097 ** 21,3779 22,4879b 6,9737 NL
OPAB18a 0,0332 * 22,4352a 21,5118b 4,837 NL
OPAIl11b 0,0173 * 21,4411a 22,467b 5,9412 NL
OPAWO09a 0,0327 * 22,3943a 21,4629b 4,8637 K
Satt055 0,0006 ** 21,3256a 22,8258b 12,433 K
Sat-105 0,0487 * 22,3361a 21,4736b 4,156 I
Sattl67 0,0004 **  22,3425a 22,9251b 13,6373 K
Satt199 0,0385 * 22,3229a 21,429b 47772 G
Satt303 0,0272 * 22,4178a 21,4382b 5,6103 G
Satt422 0,0285 * 21,4792a 22,4312b 5,1101 D1b
Satt441 0,0094 **  21,4086a 22,5695h 7,2583 K
Satt549 0,0064 ** 22,4017a 21,1899b 7,7939 NL
Satt594 0,0236 * 22,4635a 21,4835b 5,3889 G
Satt239 0,0236 * 22,467a 21,4557b 5,6884 I
Satt437 0,011 * 22,54a 21,4413b 6,7425 NL
AAGXCAC243 0,0039 ** 225379a 21,3032b 8,6297 3
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Quadro 6 — Marcadores que explicam a variacdo de mais de uma caracteristica
para as RILs cultivadas em Sao Gotardo

Marca Caracteristica Marca Caracteristica
OPP12 1,6e9 Satt303 2,6e9
OPY14 leb6 Satt333 2,7e8
Satt055 1,6e9 Satt353 2,3e8
Sat-105 1,4,5,7e9 Satt495 2e3
Satt167 1,6e9 ACTXCAG330 2eb
Satt441 1,6e9 Satt274 4e7
Satt549 1,4,5,7¢9 OPAllla 6e7
Satt239 1,6e9
Satt437 1,6e9

AAGXCAC243 1,6e9

Caracteristica: 1 — Protefna Total, 2 — a’, 3- a, 4 — b, 5 — Acidas, 6 — Basicas, 7 - PT-
(11S+7S), 8 - 7S, 9 - 11S.

Os marcadores associados as caracteristicas foram diferentes de um
local para outro, indicando interacdo entre o gendtipo e o ambiente, como ja
havia sido demonstrado pela andlise de variancia. Em estudos utilizando
populacbes F, de tomate (Lycopersicon esculentum), QTLs para algumas
caracteristicas mostraram-se variaveis em funcdo de fatores ambientais e
“backgrounds” genéticos (TANKSLEY e HEWITT, 1988; PATERSON et al.,
1991), Entretanto, STUBER et al. (1992) ndo encontraram forte influéncia

ambiental em QTLs associados a producao de grdos em milho (Zea mays L.).

3.3.2. Mapeamento por intervalo composto

Os modelos lineares simples, como ANOVA e regressao linear, ndo
necessitam das informacfes dos mapas de ligacéo, e a distribuicdo dos valores
fenotipicos sdo analisados para cada marcador separadamente. Portanto, por
utilizarem apenas diferencas entre as médias dos marcadores, ndo € possivel
estimar a magnitude do efeito do QTL, nem a sua posi¢cao no genoma (LYNCH
e WALSH,1998). Desse modo, foi utiizado o método de mapeamento por
intervalo composto (ZENG, 1993; 1994; JANSEN, 1993), com o intuito de
aumentar o poder de deteccdo de QTLs e de melhorar a precisdo das
estimativas do efeito e da posicdo dos mesmos. Esse método é baseado na
segregacdo de marcadores adjacentes ao QTL, utilizando marcadores em

outros intervalos para isolar o efeito de outros possiveis QTLsS que estiverem
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proximos no mesmo grupo de ligacdo. Pelo grande numero de permutacfes
necessarias para obter o valor do ponto de corte e pelo fato de ter que ser
repetido a cada experimento ou modelo testado, esta estratégia €
computacionalmente muito lenta. Como a razdo de verossimilhanga possui
relacdo com o qui-quadrado, o ponto de corte foi adotado conforme a
significancia do qui-quadrado, em nivel de 10% do mapa completo, que resulta
em 0,003627% para cada cromossomo. Os valores do ponto de corte foram
similares aos obtidos pelo teste de permutacdo em um teste preliminar
utilizando somente alguns grupos de ligacao.

Pela andlise de mapeamento por intervalo composto, feita por meio do
programa GQMOL, que permite escolher os cofatores para cada caracteristica,
foram encontrados 16 QTLs associados com as caracteristicas avaliadas. Os
cofatores foram escolhidos com base na andlise de regressdo stepwise, e
ainda foram adicionados cofatores que nao foram confirmados nesta analise de
regressao, mas que estavam associados a caracteristica pela analise de marca
simples.

No experimento de Vicosa foram encontrados QTLs associados as
caracteristicas: conteudo de proteina total (GL ), conteido da subunidade a
(GL G e GL C2), conteudo da subunidade b (GL G e dois no grupo K) ,
conteudo de PT-(11S+7S) (GL D1b) e contetudo de 7S (GLG e GLE) como
pode ser observado nas Figuras 4, 5, 6, 7 e 8, respectivamente.

Para andlise do QTL associado a proteina total (GL I, que explica
14,74% da caracteristica) foram escolhidos os cofatores Satt549 (NL), Satt279
(NL), ambos foram confirmados na regressao stepwise. Para analise do QTL
associado a subunidade a (GL G, que explica 12,41% da caracteristica) os
cofatores foram Satt277 (GL C2), Satt286 (GL C2), eles pertencem ao grupo
C2 que apresentou um QTL associado a esta caracteristica. Para a analise do
QTL presente no grupo C2 e que explica 10,13% da variacdo da caracteristica
a, nao foram utilizados cofatores. Os dois QTLs associados ao conteudo da
subunidade a explicam em conjunto 28,83% da variacdo desta caracteristica.
Os cofatores escolhidos para o grupo G, que apresentou um QTL associado a
subunidade b, que explica 10,58% desta caracteristica, foram OPAIll5a (GL G),
e Satt273(GL K). O primeiro esta presente no grupo G e explica 8,53% da
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caracteristica, o outro estd presente em um dos fragmentos do grupo K. A
subunidade b apresentou ainda dois QTLs cada um em um fragmento do grupo
K. Para a andlise de QTL, que explica 9,84% da caracteristica b, pressente no
grupo K contendo o marcador Satt055, foram escolhidos os cofatores OPAI15a
(GL G), que foi confirmado na regressao stepwise, e 0 Satt273 (GL K), que esta
presente no outro fragmento do grupo K e explica 21,80% da caracteristica.
Para a analise do QTL, que explica 25,06% da caracteristica, e esta presente
no outro fragmento do grupo K foi escolhido como cofator a marca RAPD
OPAIl5a (GL G). Estes trés QTLs associados a caracteristica b explicam em
conjunto 32,62% desta caracteristica. O QTL associado com as outras
proteinas presentes no extrato (PT-(11S+7S)) e que explica 13,71% da
caracteristica, foi analisado com os cofatores OPZ06a (NL), AAGXCAC89 (GL
2), OPZ18 (GL D1b). Estes cofatores estdo associados a caracteristica pela
andlise de marca simples. O marcador Satt422, que pertence ao grupo D1b,
nao foi escolhido como cofator porque se encontra muito proximo ao QTL. Para
andlise do QTL presente no grupo de ligacdo G associado ao conteudo de 7S e
gue explica 15,64% da variacdo desta caracteristica, foi escolhido como cofator
a marca OPAI15a, que esta presente neste grupo de ligacdo e explica 15,57%
da variacdo desta caracteristica. Esta marca foi confirmada na regresséo
stepwise. Para a analise do QTL associado ao contetudo de 7S, presente no
grupo E (que explica 8,86% da variacdo desta caracteristica) foram escolhidos
como cofatores as marcas: Satt286 que estd presente no GLC2 e explica
7,57% da variacdo desta caracteristica, pela analise de marca simples; Satt594
e ACTXCTAL156 presentes no GL G (que contém o outro QTL). A marca
Satt594 explica 12,15% da variagcdo desta caracteristica. Os dois QTLs
associados ao conteudo de 7S explicam em conjunto 21,86% da variacédo
desta caracteristica.

No experimento de Sdo Gotardo foram encontrados QTLs associados as
caracteristicas: conteudo de proteina total (GL 3 e ), conteudo da subunidade
a’ (GL A2), conteudo das subunidades acidas (GL 3), conteudo de PT-
(11S+7S) (GL 1) e teor de 11S (dois QTLs em diferentes fragmentos do GL K ),

como mostram as Figuras 9, 10, 11, 12 e 13, respectivamente.
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Para a analise de QTL do grupo 3 associado ao conteludo de proteina
total, que explica 9,51%, foi utilizado como cofator a marca Satt239, que esta
presente no GL | (grupo que apresentou o outro QTL associado a esta
caracteristica) e explica 5,04% da variagdo desta caracteristica. Para a andlise
do QTL associado ao contetudo de proteina total presente no GL | (que explica
10,83% da variacdo desta caracteristica) ndo foram utilizados cofatores. Estes
dois QTLs associados a proteina total explicam em conjunto 11,42% desta
caracteristica. Para a analise do QTL presente no GL A2, associado ao
conteudo da subunidade a’, que explica 10,64%, foram escolhidos os cofatores
Satt300 (GL Al), que foi confirmado pela regressao stepwise e Satt594 (GL G),
que explica 9,72% da caracteristica pela analise de marca simples. Os
cofatores escolhidos para a analise do QTL presente no grupo 3, associado
com as subunidades acidas foram AACXCTG243 (GL 3), que explica 9,75% da
variacdo desta caracteristica e ACTXCAG190 (GL A2) confirmado pela
regressao stepwise. Este QTL explica 12,06% da variacdo desta caracteristica.
Para a analise do QTL presente no grupo | associado com as outras proteinas
presentes no extrato, e que explica 11,34%, foram utilizados os cofatores
OPAAO03 (NL) e OPAIlla (NL) estas marcas estdo associadas a caracteristica
pela analise de marca simples explicando 6,52% e 5,60% respectivamente.
Para a analise dos QTLs associados ao conteudo de 11S presentes nos dois
fragmentos do GL K e que explicam 14% (fragmento que contém a marca
Satt441) e 10,89% (fragmento que contém a marca OPAWO09a) da variacdo
desta caracteristica foram escolhidos como cofatores as marcas Satt422 (GL
D1b) e Satt549 (NL), que explicam, respectivamente, 5,11% e 7,79% da
variacdo desta caracteristica. Estes duas marcas foram confirmadas na
regressao stepwise. Os dois QTLs associados ao conteudo de 11S explicam
em conjunto 20,88% da variacdo desta caracteristica.

O grupo de ligacdo | apresesntou QTLs para conteudo de proteina total
em Vicosa e em Sao Gotardo. Este fato sugere que os locos associados a esse
grupo de ligacédo sao conservados e, possivelmente, tenham fungéo importante
no desenvolvimento normal da planta. Os dois fragmentos do grupo K que
apresentaram QTLs associados ao conteudo da subunidade b de 7S no
experimento de Vigosa, apresentaram QTLs associados ao conteudo de 11S

em Sao Gotardo. Este fato ndo era esperado, uma vez que estas duas
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caracteristicas (conteudo de 7S e 11S) apresentaram correlacdo genotipica
proximas de zero nos dois ambientes. No experimento de Vigosa também
foram encontrados um QTL associado a proteina 7S no grupo de ligacédo E, e
este grupo nao apresentou nenhum outro QTL associado as subunidades
constituintes desta proteina, o que sugere que podem existir outros genes
associados a expressdo de 7S além dos genes que expressam as suas
subunidades constituintes.

CHUNG et al. (2003), mapearam um QTL para conteudo de proteina,
Oleo e produtividade em sementes de soja, em uma populacdo de 76 RILs na
geracdo Fs, obtida ao cruzamento entre um acesso com alto teor de proteina
(P1 437088A) e uma cultivar com alta produtividade (Asgrow A3733), que foram
avaliadas em seis tratamentos de irrigagcdo em dois anos. O QTL foi mapeado
proximo a marca RAPD OPAW13a em um pequeno intervalo flanqueado pelos
microssatélites Satt496 e Satt239 no grupo de ligacéo I.

BRUMMER et al. (1997), ao mapearem QTL para conteudo de 6leo e
proteina em sementes de soja em populacdes diferentes, utilizando RFLP,
identificaram dois tipos de QTLs: 1) QTLs estaveis a fatores ambientais (no
minimo um QTL para proteina em cada populacdo, totalizando nove QTLS),
detectados em dois ou trés anos e na meédia dos trés anos em que foram
conduzidos os estudos; e 2) treze QTLs para proteinas sensiveis a fatores
ambientais, associados aos grupos de ligacdo A1, A2, B2, Co, E, G, I, Je L.

Os resultados obtidos, tanto pelas analises de variancia e regressao
guanto pelo mapeamento por intervalo composto, indicaram que as
caracteristicas avaliadas, com exce¢do de proteina total sdo controladas por
QTLs ambiente-especificos (expressos apenas em determinado ambiente).

O QTL associado ao grupo de ligacao | pode ser classificado como um
QTL estavel a fatores ambientais neste trabalho, o que diverge do trabalho de
BRUMMER et al. (1997), uma vez que eles encontraram que este grupo de
ligacéo esté associado a QTLs sensiveis a fatores ambientais. Esse resultado é
muito Util aos programas de melhoramento, pois as variedades de soja com
alto teor de proteina devem possuir, preferencialmente, aqueles QTLs estaveis
nos varios ambientes em que sdo cultivadas. Os marcadores identificados
podem ser testados na selecao assistida, em programas de melhoramento que

visem aumentar o teor de proteina nos graos de soja. De acordo com 0s
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resultados obtidos neste trabalho, aqueles marcadores que flanqueiam o QTL e
0S que apresentaram associacdo na andlise de marca simples com a
caracteristica avaliada, seriam o0s marcadores com potencial para serem
empregados na selecao assistida por marcadores (SAM). Estes marcadores
podem ser utilizados preliminarmente a selecdo fenotipica em programa de
melhoramento que visam o0 desenvolvimento de variedades com alto teor
protéico. A aplicacdo mais direta destes marcadores seria em programas de
retrocruzamento, em que alelos favoraveis seriam introgredidos em uma
variedade comercial a partir do progenitor de alto teor protéico (BARC-8 ou
uma RIL de alto teor protéico que apresente as marcas selecionadas), e 0s
alelos desejaveis seriam monitorados em todas as geracdes de
retrocruzamento. Uma outra aplicacdo seria no desenvolvimento de novas
variedades com alto teor protéico pelo método genealégico modificado, em que
a selecdo de alelos favoraveis seria feita nas etapas iniciais do programa.
Estes marcadores poderiam, ainda, ser empregados no desenvolvimento de
novas variedades utilizando selecao recorrente, onde alelos favoraveis de dois
progenitores doadores de alto teor protéico poderiam ser reunidos em uma
mesma progénie, e esta nova variedade passaria a ter um teor de proteina
mais alto do que qualquer um dos pais.

Os resultados apresentados se referem a um ano e a dois locais.
Avaliacbes em mais locais e mais anos devem ser adicionadas a esses dados,
para confirmar os locos contendo os QTLs estaveis, além de identificar outros.
Além disso, a saturacdo do mapa com a inclusdo de novos marcadores sera

importante para melhorar a resolucdo do mapeamento de QTLs.
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Figura 4 — QTL associado ao conteldo de proteina total, no experimento de
Vicosa. Grupo de ligacdo | representado a esquerda, e a curva da
razdo de verossimilhanca representada no grafico a direita. O pico
da curva representa um valor de LR de 16,72 (eixo Y) na posi¢céo
15,75 cM (eixo X) representado no mapa entre os marcadores
Satt239 e Sat-105. O valor de LR para o ponto de corte foi de
11,42.

| _minm

. LR (26,69; 12,82) A

|| b

|| dwtdd =
E—“'h" 14

an =k

|__pcTic
T

I S T e

fid et £ L4

Distancia de Kosambi (cM)

Figura 5 — QTLs associados ao conteudo da subunidade a. Grupo de ligagdo G
(5A) representado a esquerda, e a curva da razdo de
verossimilhanca representada no grafico a direita. O pico da curva
representa um valor de LR de 12,82 (eixo Y) na posi¢do 26,69 cM
(eixo X) representado no mapa entre os marcadores Satt199 e
OPAIl15a. Grupo de ligagdo C2 (5B) com um valor de LR de 10,47 e
na posicdo 1,0 cM representado no mapa entre os marcadores
Satt277 e Satt286. O valor de LR para o ponto de corte em ambos
os casos foi de 9,73.
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Figura 5- Continuacao...
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Figura 6 — QTLs associados ao conteudo da subunidade b. Grupo de ligacdo G
(6A) representado a esquerda, e a curva da razdo de
verossimilhanca representada no grafico a direita. O pico da curva
representa um valor de LR de 10,96 (eixo Y) na posicao 24,71 cM
(eixo X) representado no mapa entre os marcadores Satt199 e
OPAIl5a. Fragmento do grupo de ligacdo K (6B), com um valor de
LR de 9,94 na posicao 287 cM entre os marcadores Sattl87 e
Satt055. Segundo fragmento do grupo K (6C), com um valor de LR
de 30,62 na posicao 12,09 cM entre os marcadores OPAWOQ09a e
Satt273. O valor de LR para o ponto de corte foi de 9,73 para os 3
QTLs.
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Figura 6 — Continuacéo...
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Figura 7 — QTL associado ao conteudo das outras proteinas presentes no
extrato PT-(11S+7S). Grupo de ligacdo D1b representado a
esquerda, e a curva da razédo de verossimilhanga representada no
grafico a direita. O pico da curva representa um valor de LR de
14,33 (eixo Y) na posicao 19,38 cM (eixo X) representado no mapa
entre os marcadores Satt422 e Satt520. O valor de LR para o ponto
de corte foi de 9,73.
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Figura 8 - QTL associado ao conteudo de 7S. Grupo de ligacdo G (8A)
representado a esquerda, e a curva da razdo de verossimilhanca
representada no gréfico a direita. Os picos da curva representam
valores de LR (eixo Y) de 17,16 na posicao 27,04cM representado
no mapa entre os marcadores Sattl99 e OPAIll5a. Grupo de
ligacdo E (8B), com LR de 10,46 na posicao 33,29cM entre 0s
marcadores Satt384 e AACXCAC239. O valor de LR para o ponto
de corte foi de 9,73 para ambos os QTLs.
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Figura 8- Continuacéo...

Figura 9 —

HAACKCT

A
(37,45; 9,74)

N
)

w
AN N S S L D = M I N || O (O Y O N A |
S R P = O O B O B = [ I R e G 3 |

2154 —H

o

ARG XCE

JLALa—

b ALG KT

=
=
=
=
=

Distancia de Kosambi (cM)

QTL associado ao conteudo de proteina total, experimento de Séo
Gotardo. Grupo de ligacdo 3 (9A) representado a esquerda, e a
curva da razdo de verossimilhanca representada no grafico a
direita. O pico da curva representa um valor de LR de 9,74 (eixo Y)
na posicdo 37,45cM (eixo X) representado no mapa entre 0s
marcadores AAGXCAC189 e AAGXCAC243. Grupo de ligagao |
(9B), com LR de 11,31 na posi¢ao 10,11 cM entre os marcadores
Sat-105 e Satt239. O valor de LR para o ponto de corte foi de 9,73
em ambas as analises.
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Figura 10 — QTL associado ao conteudo da subunidade a’ no experimento de
Sao Gotardo. Grupo de ligacdo A2 representado a esquerda, e a
curva da razdo de verossimilhanca representada no grafico a
direita. O pico da curva representa um valor de LR de 10,47 (eixo
Y) na posicédo 5,2 cM (eixo X) representado no mapa entre 0s
marcadores ACTXCAG190 e ACTXCAG90. O valor de LR para o
ponto de corte foi de 9,73.
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Figura 11 — QTL associado ao conteudo das subunidades acidas no

experimento de Sdo Gotardo. Grupo de ligacdo 3 representado a
esquerda, e a curva da razao de verossimilhanca representada no
grafico a direita. O pico da curva representa um valor de LR de
12,59 (eixo Y) na posi¢ao 32,16 cM (eixo X) representado no mapa
entre os marcadores AACXCTG325 e AAGXCAC189. O valor de
LR para o ponto de corte foi de 9,73.
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Figura 12 — QTL associado ao onteudo das outras proteinas presentes no
extrato, no experimento de S&o Gotardo. Grupo de ligacéo |
representado a esquerda, e a curva da razdo de verossimilhanca
representada no grafico a direita. O pico da curva representa um
valor de LR de 11,62 (eixo Y) na posicdo 5,26 cM (eixo X)
representado no mapa entre os marcadores Sat-105 e Satt239. O
valor de LR para o ponto de corte foi de 9,73.
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Figura 13 - QTL associado ao conteudo de 11S, experimento de Sao Gotardo.
Fragmento do grupo de ligacédo K (13A) representado a esquerda, e
a curva da razdo de verossimilhanca representada no gréafico a
direita. Os picos da curva representam valores de LR (eixo Y) de
representado no mapa entre 0s
marcadores Sattl67 e Satt055 (pico da esquerda), e LR de 13,76
na posigcao 3,18cM entre os marcadores Satt055 e Satt441 (pico da
direita). Outro fragmento do GL K (13B), com LR de 11,16 na
posicao 7,65 cM entre os marcadores OPAW(09a e Satt273. O valor

14,36 na posicdo 0,71 cM

H—sattier

|| sattaar

LR

1125

A
(0,71; 14,86)

w

L satiss

375

S N I S Ry N (NN COSS |

=

H—oPAWD,

LR

|| satters

Y
Distancia de Kosambi (cM)

(7,65; 11,16)

Distancia de Kosambi (cM)

de LR para o ponto de corte foi de 9,73 em ambas as analises.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Os programas de melhoramento de soja tém-se preocupado, mais
recentemente, com o desenvolvimento de variedades produtivas e com altos
teores de proteinas. Para atingir esse objetivo, um melhor entendimento do tipo
de acdo génica e heranca dos caracteres envolvidos se fazem necessarios
para o desenvolvimento de procedimentos mais eficientes de melhoramento.

No presente trabalho o objetivo foi identificar marcadores do tipo
microssatélites, RAPD e AFLP ligados a QTLs que controlam as caracteristicas
teor de proteina total em sementes de soja, teor das subunidades das
proteinas de reserva 11S e 7S, e da relacdo proteina total menos proteinas de
reserva (PT-(11S+7S). Além disto, o trabalho teve como meta aumentar o
namero de marcas do mapa de ligagcdo da soja construido no programa de
melhoramento da qualidade da soja do Bioagro/UFV (SOARES, 2000),
utilizando gendétipos tropicais. Para isso, utilizaram-se 118 RILs (linhagens
endogamicas recombinantes), que se encontravam na geracdo Fg e foram
obtidas do cruzamento entre dois genoétipos contrastantes para teor de
proteinas: BARC-8 (alto teor protéico) e Garimpo (teor normal de proteinas).
Essas RILs foram cultivadas em dois ambientes distintos: Vigcosa, MG, e Séo
Gotardo, MG.

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram apontar algumas
conclusdes:

1. Foram obtidos 29 grupos de ligagdo pouco saturados, contendo 95
marcadores, e mais 79 marcas ndo-ligadas. Foram mapeados ainda cinco
novos marcadores: Satt449 e Satt526 (pertencentes ao grupo Al), Satt514
e Satt528 (grupo D2) e Satt594 (grupo G), que ndo estavam presentes em
nenhum dos trés mapas (USDA/lowa State Univ., Univ. of Utah, Univ. of
Nebraska) utilizados na integragéo por CREGAN et al. (1999).

2. No experimento de Vigcosa, foram encontrados 13 marcadores associados
ao conteudo de proteina total e explicam de 4,39% a 13,32% da varia¢do do
teor de proteina. Ao conteudo da subunidade a’ da proteina 7S, foram
encontrados 9 marcadores associados, que explicam de 4,21% a 7,09% da

variacdo desta caracteristica. Dezessete marcadores mostraram associacao
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com o contetdo da subunidade a da proteina 7S e explicam de 4,07% a
13,16% da variacdo desta caracteristica. Para o conteddo da subunidade b
foram encontrados 16 marcadores associados, e eles explicam de 4,78% a
21,80% da variacdo desta caracteristica. Associados ao conteudo das
subunidades acidas e basicas da proteina 11S, foram encontrados 17 e 8
marcadores, respectivamente, e eles explicam de 4,08% a 9,60%
(subunidades é&cidas) e de 5,49% a 11,10% (subunidades basicas) da
variacdo destas caracteristicas. Associados ao conteldo da caracteristica
proteina total menos proteina de reserva ((PT-(11S+7S)) foram encontrados
sete marcadores que explicam de 4,11% a 10,77% da variacdo desta
caracteristica. Dezenove marcadores mostraram associagdo com o
conteldo de 7S e eles explicam de 4,08% a 15,57% da variagdo desta
caracteristica. Dezesseis marcadores apresentaram associagcdo com o0
conteudo de 11S e eles explicam de 4,17% a 9,69% da variagdo desta
caracteristica.

. No experimento de Sao Gotardo foram encontrados 13 marcadores
associados a contetdo de proteina total que explicam de 4,31% a 12,11%
da variacao do teor de proteina. Para a subunidade a’ da proteina 7S, foram
encontrados 13 marcadores que explicam de 4,34% a 10,42% da variagcéo
desta caracteristica. Cinco marcadores mostraram associacdo com a
subunidade a da proteina 7S e explicam de 4,32%a 6,17% da variacao
desta caracteristica. Para a subunidade b foram encontrados 12
marcadores associados, e eles explicam de 4,09% a 9,11% da variacao
desta caracteristica. Para as subunidades acidas e basicas da proteina
11S, foram encontrados 13 e 17 marcadores respectivamente e eles
explicam de 4,21% a 13,36% (subunidades &cidas) e de 4,12% a 8,12%
(subunidades basicas) da variagdo destas caracteristicas. Para a
caracteristica proteina total menos proteina de reserva ((PT-(11S+7S))
foram encontrados 6 marcadores associados que explicam de 4,39% a
7,92% da variacdo desta caracteristica. Seis marcadores mostraram
associacdo com o conteudo de 7S e eles explicam de 5,16% a 8,11% da

variacdo desta caracteristica. Dezesseis marcadores apresentaram
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associacdo com o conteudo de 11S e eles explicam de 4,15% a 13,67% da
variacao desta caracteristica.

. Foram encontrados QTLs associados: ao conteudo de proteina total (GL I,
gue explica 14,74%), ao conteudo da subunidade a (GL G e GLC2 que
explicam em conjunto 28,83% da variacao desta caracteristica),ao contetdo
da subunidade b (GL G e dois no grupo K, que explicam em conjunto
32,62%da variacdo desta caracteristica), ao conteudo de PT-(11S+7S) (GL

D1b, que explica 13,71%) e contetdo de 7S (GLG e GLE) que explicam em
conjunto 21,86% da variacdo desta caracteristica no experimento de
Vigosa.

. No experimento de S&do Gotardo foram encontrados QTLs associados ao
conteudo de proteina total (GL 3 e |, que explicam em conjunto 11,42%), ao
contetdo da subunidade a’ (GL A2, que explica 10,64%), ao conteudo da
subunidades acidas (GL 3, que explica 12,06%), PT-(11S+7S) (GL I, que
explica 11,34%) e ao conteudo da de 11S (dois QTLs em diferentes
fragmentos do GL K ) que explicam em conjunto 20,88% da variagcao desta
caracteristica.

. Os marcadores associados ao teor de proteina foram diferentes de um local
para outro, 0 que indica interacao entre o genotipo e o ambiente.

. O grupo de ligacao | foi associado a QTLs para proteina total em Vigcosa e
em Sao Gotardo, este fato sugere que os locos associados a esse grupo de
ligacdo sdo conservados.

. Os dois fragmentos do grupo K que apresentaram QTLs associados ao
conteldo da subunidade b de 7S no experimento de Vicosa, apresentaram
QTLs associados ao contetdo de 11S em Sao Gotardo. Este fato ndo era
esperado, uma vez que estas duas caracteristicas (conteudo de 7S e 11S)
apresentaram correlacdo genotipica préximas de zero nos dois ambientes.

No experimento de Vicosa também foram encontrados um QTL associado
a proteina 7S no grupo de ligacdo E, e este grupo ndo apresentou nenhum
outro QTL associado as subunidades constituintes desta proteina, o que
sugere que podem existir outros genes associados a expressao de 7S além

dos genes que expressam as suas subunidades constituintes.
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