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RESUMO

Mapeamento associativo e estrutura populacional em germoplasma exético de

soja

A soja € uma das culturas mais importantes do mundo, além de ser a principal
comodity brasileira. Entretanto apesar dos ganhos crescentes de produtividade a
base genética da cultura no pais € estreita. Sendo assim, é importante a
identificacdo e caracterizacdo de fontes de variabilidade para os programas de
melhoramento de soja. Dado o exposto, 0s objetivos deste estudo foram i) avaliacdo
da produtividade de grdos e caracteres agrondmicos correlacionados; i)
caracterizacdo da diversidade fenotipica; iii) caracterizacdo da diversidade genética
e estrutura de populacdes; e iv) mapeamento associativo para produtividade de
grdos. Os acessos foram fenotipados nos anos agricolas de 2012/2013 e
2013/2014, em cinco ambientes. As caracteristicas avaliadas foram: altura da planta
na maturidade, periodo de granacdo, valor agronbmico, acamamento, massa de
cem sementes, numero de dias para a maturidade, insercdo da primeira vagem,
altura da planta no florescimento, teor de Gleo e produtividade de gréos. A analise
dos dados fenotipicos foi feita pelo software SELEGEN utilizando modelos mistos, e
a arvore de regressdo para identificacdo dos caracteres correlacionados foi feita
pelo software JMP SAS. A diversidade fenotipica foi feita a partir de todas as
caracteristicas avaliadas anteriormente utilizando trés tipos de analises: os métodos
de agrupamento de Ward e Average Linkage no software Power Marker, e pela
analise de componentes principais no software JMP SAS. A genotipagem dos
acessos foi realizada pelo Axiom® Soybean Genotyping Array contendo 10017
SNPs polimérficos para os acessos genotipados. A partir dos dados de marcadores
foi feita a caracterizacdo da diversidade genética pelo software Power Marker. Além
disso, foram realizadas andlises de estrutura de populacdo pelo software
STRUCTURE e pelo pacote do R, adegenet. A andlise de associacao foi efetuada
pelo software TASSEL, utilizando o modelo misto MLM (Q+K). Duas abordagens
foram utilizadas na analise de associacdo, a primeira utilizando as médias
fenotipicas ajustadas para BLUP dos cinco ambientes e a segunda utilizando
apenas as médias de cada local individualmente. Na analise fenotipica 0os acessos
Dowling, Pl 417563, PI200526, PI 377573 e Pl 159922, apresentaram boa
produtividade de gréos nos cincos ambientes avaliados. A caracterizagdo molecular
e fenotipica da diversidade indicou a presenca de variabilidade genética no painel
de acessos avaliados. Além disso, foi possivel a identificacdo de dois grupos (k=2)
em ambas as analises de estrutura da populacdo utilizadas. No mapeamento
associativo, foram detectadas sete associagcbes marcador-caracteristica com
p<0,001 e com corre¢cdo para multiplos testes q<0,1. Dentre estas, quatro foram
significativas no modelo de anélise conjunta dos cinco ambientes e para o ambiente
dois. As demais associa¢6es foram significativas somente para este ultimo local.

Palavras-chave: Glycine max; Diversidade genética; Desequilibrio de Ligacao;
Modelos Mistos






ABSTRACT

Associative mapping and population structure in exotic soybean
germplasm

Soybean is one of the most important crops in the world, and is Brazil's main
commodity. However despite growing yield gains the genetic basis of culture in the
country is narrow. Therefore, the identification and characterization of sources of
variability for soybean breeding programs is important. On this basis, the objectives
of this study were i) assessment of grain yield and agronomic traits correlated; ii)
characterization of the phenotypic diversity; iii) characterization of genetic diversity
and population structure; and iv) associative mapping for grain yield. The inbred lines
were phenotyped in the agricultural years of 2012/2013 and 2013/2014, in five
environments. The traits evaluated were: plant height at maturity, fruit filling period,
agronomic value, lodging, mass of hundred seeds, number of days to maturity, first
pod, plant height at flowering, oil content and grain yield. The analysis of phenotypic
data was made by SELEGEN software using mixed models, and regression tree for
identification of correlated traits was made by JMP SAS software. The phenotypic
diversity was made from all the features previously evaluated using three types of
analysis: the Ward clustering methods and Average Linkage from the Power Marker
software, and the principal component analysis in SAS JMP software. Genotyping
was performed by Axiom® Soybean Genotyping Array containing 10017 polymorphic
SNPs genotyped for the soybean lines. From the markers data was taken the
genetic diversity analysis by Power Marker software. In addition, population structure
analysis was performed by Structure software and the R package, adegenet. The
association analysis was performed by TASSEL software using the mixed model
MLM (Q + K). Two approaches were used in the association analysis, the first using
the phenotypic average adjusted to BLUP values for the five enviroments and the
second one using only the means of each site individually. In the phenotypic analysis
the lines: Dowling, Pl 417563, PI1200526, Pl 377573 and Pl 159922 showed good
grain yield in the five evaluated environments. The molecular and phenotypic
characterization of diversity indicated the presence of geneticvariability in the inbreed
lines. Moreover, it was possible to identify two groups (k = 2) in both population
structure analysis used. In the associative mapping, were detected seven marker-
trait associations with p <0.001 and with correction for multiple tests q <0.1. Among
these, four were significant in the pooled analysis model with five environments and
at the individually environment two. The other variables were significant only for the
latter location.

Keywords: Glycine max; Genetic diversity; Linkage disequilibrium; Mixed models
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1 INTRODUCAO

1.1 Importancia econdmica da soja

O agronegécio brasileiro é responsavel por 24% do Produto Interno Bruto
(PIB) do Pais segundo dados do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA, 2015). O setor foi responsavel pelo crescimento da economia em relacdo ao
mesmo periodo de 2014 com um incremento de 4% em relacdo ao mesmo periodo
do ano anterior (IBGE, 2015). O principal destaque deste cenério foi a producéo de
soja (Glycine max) com uma area plantada na safra de 2014/2015 de
aproximadamente 32 milhGes de hectares e producdo de 96 milhdes de toneladas,
dez milhdes a mais que a safra anterior ( CONAB, 2015).

Além de sua importancia na economia nacional, sendo a principal commodity
brasileira (CONAB, 2015), a soja € a oleaginosa mais produzida e consumida
mundialmente, sua relevancia e destague se deve a ampla gama de produtos
obtidos através dos graos. Seu consumo varia desde alimentagcdo animal na forma
de farelo até o consumo humano através de produtos como 6leo de cozinha, carne
de soja, leite, consumo in natura e outros derivados. Além disto, deve-se destacar
seu papel ambiental através de sua utilizacdo para producdo de biocombustiveis
(EMBRAPA, 2004).

No Brasil a cultura passou a se destacar a partir de década de 70, onde a
producdo de soja passou a ter grande relevancia na agricultura, principalmente
devido ao aumento das areas cultivadas e uso de novas tecnologias que
possibilitaram o aumento na produtividade, das quais pode-se destacar as técnicas
de manejo do solo e as contribuicbes do melhoramento genético (BRANDAO,
REZENDE E MARQUES, 2005). Com isto, em 2003, o Brasil se tornou o segundo
maior produtor mundial de soja (EMBRAPA, 2004).

Entretanto, apesar das potencialidades do Brasil para producédo desta
oleaginosa, o0 pais possui desafios a serem enfrentados, como aumento da
producdo sem que seja necessaria a incorporacdo de novas areas de plantio,
manejo adequado de insetos e doengas sem a utilizagcdo demasiada de defensivos
agricolas, além de melhoria das condicbes de logistica, infraestrutura no

armazenamento e transporte dos grdos. Desafios estes que, se ultrapassados,
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resultariam em uma maior competitividade do complexo de soja brasileiro no

agronegocio mundial.

1.2 Recursos Genéticos Vegetais

Os Recursos Genéticos compreendem a variabilidade entre plantas, animais
e microrganismos que compdem a biodiversidade e que possuem potencial para
utilizacdo comercial em &reas como biotecnologia e melhoramento entre outras
areas afins. Por sua vez, os chamados Recursos Genéticos Vegetais (RGV),
compreende apenas aqueles organismos da flora, ou seja, as plantas (NASS et al.,
2001). Os RGV apresentam valor imenso para as geragOes atuais e futuras de
pesquisadores tanto para aqueles envolvidos com melhoramento genético
convencional quanto para biotecnologia (ESQUINAS-ALCAZAR, 1993). Estes
recursos podem ser considerados como bancos genéticos nos quais podem ser
encontradas solucdes para diversos problemas como as mudancas climaticas,
resisténcias ao calor, seca e déficit hidrico, além de estresses bidticos como insetos
e doencas (NASS et al., 2001).

Em relacdo aos RGVs estima-se que tenham sido descritas cerca de 300 mil
espécies de plantas e que o homem tenha utilizado aproximadamente 3000 para
sua alimentacdo. Atualmente, sabe-se que séo cultivadas ao redor de 300, sendo
gue destas, apenas 15 respondem por 90% de toda alimentacdo da populacdo
mundial (PATERNIANI, 1988; GOODMAN, 1990). Isto reflete inegavelmente a
drastica reducdo da diversidade genética das espécies e plantas que o homem
utiliza, representando a erosao genética que vem ocorrendo ao longo do tempo
devido ao processo de selecdo e melhoramento (NASS et al., 2001).

Esta baixa utilizacdo da diversidade existente e o estreitamento da base
genética das plantas que o homem utiliza para cultivo e alimentacéo foi responsavel
por varias situacdes desastrosas de vulnerabilidade genética na histéria mundial.
Um dos exemplos mais antigos e mais famosos é a “Grande Fome”, que ocorreu na
Irlanda entre 1845 e 1851, onde as plantacdes de batata alimento principal na dieta
do pais, foram devastadas pelo fungo Phytophthora infestans. Aproximadamente
25% da populagéo (cerca de 2 milhdes de pessoas) morreram de fome e cerca de
1,5 milhdo de irlandeses deixaram o pais (WOODHAM-SMITH, 1962). Ha também,

um exemplo bem mais recente, na década de 70 nos Estados Unidos e RuUssia o
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fungo Helminthosporium maydis devastou as lavouras de milho devido a
uniformidade genética dos cultivos (NASS et al., 2001).

Entretanto, apesar dos incidentes relacionados ao estreitamento da base
genética das plantas cultivadas, a maioria dos cruzamentos feitos pelos melhoristas
continua envolvendo principalmente linhagens elite (GOODMAN, 1990), j& que estes
materiais apresentam elevado potencial agronémico e econdmico além de ja serem
adaptados ao ambiente em questdo (DUVICK, 1984; PATTERNIANI, 1987,
TROYER, 1990). Os genes nas cole¢des de germoplasma séo pouco utilizados nos
programas de melhoramento, a0 menos até que estes sejam previamente avaliados,
caracterizados e sejam assim, incorporados aos materiais elites e aos programas de

melhoramento de plantas.

1.3 Germoplasma e Base Genética da Soja

A soja cultivada Glycine max provavelmente originou e foi domesticada
provavelmente da soja selvagem G. soja, a qual é nativa de regibes da China,
Taiwan, Japao, Coréia e Russia (HERMANN, 1962; HYMOWITZ, 1970, SINGH &
HYMOWITZ, 1999). Contudo ndo ha um estudo sobre em quais dessas regides a
domesticagdo ocorreu. A referéncia mais antiga a esta espécie foi feita pelo
imperador Chinés Shen Nung em um herbéario em 2838 a. C. Acredita-se que com 0
crescimento do comércio, a soja tenha sido levada para os demais paises
(BONETTI, 1981).

Atualmente a soja € cultivada em diversas regides do globo, entretanto,
somente uma pequena fracdo da diversidade genética disponivel esta sendo
correntemente utilizada, no melhoramento da soja (CARTER et. al., 2004). Os
melhoristas estdo restritos em explorar somente 0s recursos de apenas um grupo
de maturacdo e esta € a razdo do estreitamento da base genética desta espécie
(GIZLICE et al., 1996; BURTON, 1997; SINGH & HYMOWITZ, 1999; SINGH et al.,
2007b). Hartwig (1973) e St. Martin (1982) estimaram que os melhoristas obtiveram
progresso em seus programas ao custo da perda substancial da variabilidade
genética disponivel.

Segundo Delannay et al. (1983), o germoplasma de soja do Brasil e EUA
possuem origens préximas, sendo o brasileiro derivado na maior parte do

americano. Hiromoto & Vello (1986) caracterizam pioneiramente a base genética da
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soja brasileira, segundo os autores, 11 ancestrais explicaram 89% da base genética
da cultura. Estes dados ja indicavam naquela época a base genética estreita desta
leguminosa. Em trabalho realizado por Priolli et al. (2004), avaliando a diversidade
da soja cultivada no Brasil nas trés ultimas décadas, utilizando dados oriundos de
marcadores microsatélites, obtiveram resultados que indicaram que o germoplasma
utilizado nos programas de melhoramento brasileiro mantiveram um nivel constante
de diversidade genética nos ultimos trinta anos. Por sua vez, Wysmierski (2010)
utilizou dados de genealogia para avaliar a contribuicdo de ancestrais a cultura da
soja e obteve resultados diferentes desta ultima, indicando que a base da soja €
bastante estreita e que, apesar da incorporacdo de novos genaétipos, houve um
estreitamento da base genética da cultura ao longo dos anos.

Os bancos de germoplasma sdo fonte de diversidade genética para os
melhoristas de plantas, ou seja, 0S recursos genéticos estdo disponiveis para
melhorar uma espécie cultivada ou com potencial uso para agricultura. De acordo
com dados coletados pelo IIRG (Instituto Internacional de Recursos Genéticos) em
2001, mais de 170 mil acessos de G. max sdo mantidos por mais de 160 instituicbes
ao redor do mundo. A China possui a maior colecdo de germoplasma de soja
coletado, com quase vinte e seis mil acessos (WANG, 1982; CHANG e SUN, 1991).
O segundo maior banco de germoplasma é a colecdo do USDA (United States
Department of Agriculture) com um pouco mais de dezoito mil acessos. O Brasil
conta com duas colecbes de germoplasma de soja, uma no CERNARGEN (Centro
Nacional de Pesquisa de Recursos Genéticos e Biotecnologia) com quase quatro
mil e setecentos acessos, e a outra na EMBRAPA Soja (CARTER et. al., 2004).

A partir de acessos selecionados do banco de germoplasma da EMBRAPA
SOJA, Mulato et al. (2010) avaliou a diversidade genética de setenta e nove
acessos de varios locais. Para o desenvolvimento do estudo foram utilizados
marcadores agro morfolégicos e microssatélites. Os resultados indicaram uma
guantidade bastante significativa de alelos raros e alguns genétipos contando com
alelos exclusivos, a diversidade genética encontrada foi alta e exibiu um nivel

moderado de associagao entre a divergéncia genética e a origem geografica.
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1.4 Mapeamento Associativo

O mapeamento associativo também conhecido como mapeamento por
desequilibrio de ligacdo ou fase gamética visa descobrir associacdes entre
marcadores moleculares e caracteristicas fenotipicas. Este tipo de mapeamento se
baseia no desequilibrio de ligacédo (DL) de uma populacdo o qual pode ser definido
como a associacao nao aleatoria de alelos de diferentes locos (FLINTGARCIA et al.,
2003). Assim, este tipo de mapeamento tenta utilizar a variagdo contida em uma
populacdo para identificar associacfes entre um gene relacionado a caracteristica
de importancia a um marcador molecular (WANG et al., 2008).

A andlise de associacdo possui muito em comum com 0 mapeamento de
QTLs. Ambos tentam identificar, via inferéncia estatistica, a co-segregacdo de
marcadores genéticos polimérficos com o0s genes envolvidos na variagdo da
caracteristica. Entretanto, os dois métodos diferem em algumas propriedades
chave, as quais tém implicagBes nas aplicacdes de cada uma dessas técnicas. O
mapeamento de QTL geralmente envolve popula¢gBes estruturadas, espécies de
plantas com geracao curta, mapeamento com populacdes advindas de linhagens
homozigotas sdo comumente utilizados, além de espécies advindas de cruzamentos
com parentesco conhecido. O resultado do uso popula¢cées que possuem poucas
geracdes de recombinacdo é a maximizacdo do DL por par de bases. Portanto,
marcadores relativamente distantes podem co-segregar com 0s QTLs. Em
contraste, populacbes nao estruturadas utilizadas nos estudos de associagao,
possuem muitas geracdes de descendentes de um ancestral comum, portanto,
foram sujeitos a muitos eventos de recombinacdo e devido a isto, somente os DL
fortemente ligados serdo detectados, 0 que implica em alta associacdo entre um
marcador e um QTL (ORAGUZIE & WILCOX, 2007).

Ha um grande numero de indices para mensurar o desequilibrio de ligacao,
sendo os mais utilizados as estatisticas r? e D’ (FLINT-GARCIA et al., 2003).
Entretanto, a estatistica D’ € muito influenciada por tamanhos pequenos da
populacdo, além disto, a estatistica r2 € mais conveniente por ser um indicativo de
como os marcadores podem ser associados com a regido do genoma responsavel
pela caracteristica de interesse (FLINT-GARCIA et al., 2003).

A resolucdo tipica observada em estudos genéticos utilizando linhas puras
recombinantes é de 10-30 cM (ALPERT e TANKSLEY, 1996; STUBER et al., 1999).
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Com esta resolucéo (equivalente a 10-30 milhdes de pares de bases) centenas de
genes dentro do QTL ainda permanecerdo sem identificacdo. Estudos de
associacdo baseados no DL permitem a identificacdo de quais genes séo
representados por estes QTLs. Somente os polimorfismos extremamente proximos
aos locos com efeitos fenotipicos sdo provaveis de serem significativamente
associados com um carater em uma populacdo tipicamente utilizada no
mapeamento associativo, fornecendo uma resolugdo muito mais fina do que os
demais mapeamentos de QTL (REMINGTON et al., 2001).

Ha duas formas de se realizar o mapeamento associativo, 0 mapeamento em
todo o genoma ou mapeamento a partir de genes candidatos. No primeiro caso €
utilizado um grande numero de marcadores juntamente com dados de fenotipagem
da caracteristica de interesse, e todos 0s genes sao avaliados simultaneamente. Na
segunda abordagem, de genes candidatos, a genotipagem é feita em regifes
especificas do genoma que contenham os genes de interesse (GEBHARDT, 2007).
O tipo de abordagem a ser utilizado depende do nivel do desequilibrio de ligacdo da
populacdo a ser estudada, se o DL decair a uma distancia curta no cromossomo ha
necessidade do uso de um maior numero de marcadores para detectar as
associacles, se 0 contrario for verdadeiro sera necessaria uma menor quantidade
de marcadores (FLINT-GARCIA et al., 2003; MORGANTE e SALAMINI, 2003;
MALOSETTI et al., 2007).

O principal problema no mapeamento associativo esta em encontrar
associacfes falso positivas devido a estrutura da populacdo estudada
(PRITCHARD, 2001). Isto ocorre devido a sub-estruturacdo ou subdivisdo dentro de
uma populacdo e como consequéncia disto podem ser encontrados correlagdes
entre locos ndo associados (MACKAY e POWELL, 2007). Para corrigir este
problema ha métodos estatisticos que possibilitam a identificacdo de grupos dentro
de uma populacdo (PRITCHARD et al., 2000). Além disto, é indicado o uso de
dados fenotipicos acumulados ao longo dos anos, ou seja, varios ambientes, e
neste caso 0os modelos mistos podem ser utilizados como um poderoso aliado ao
mapeamento associativo. Este método tem sido relatado como muito eficiente na
diminuicdo de falsas associacfes entre marcadores e caracteres fenotipicos
(MALOSETTI et al., 2007).

O mapeamento por desequilibrio de ligagcdo pode ser utilizado em diversos

tipos de populagcdes como cole¢cdes de germoplasma, gendtipos elite de um
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programa de melhoramento genético, populacbes naturais dentre outras
(GEBHARDT et al., 2004).

Em soja os estudos de associacgéo ja tiveram éxito no estudo de caracteres
complexos, como clorose devido a deficiéncia de ferro (WANG et al.,, 2008),
parametros relacionados a clorofila (HAO et al.,, 2012) e, teor de proteina na
semente (JUN et al., 2007). Hao et al (2012) identificou 19 SNPs (polimorfismo de
uma unica base) e 5 haplotipos associados com a produtividade em soja utilizando
analise de associacao em todo o genoma e os marcadores foram localizados dentro
ou préximos a QTLs previamente reportados. Wen et al., (2014) trabalhando com
dois painéis de soja elite dos EUA e 5361 SNPs identificou 20 locos associados a
doenca da morte subita da soja (SDS), dentre estes locos encontrados, sete ja
foram descritos previamente na literatura. Também trabalhando com resisténcia a
doencas Iquira et al., (2015) trabalhando com genotipagem por sequenciamento
(GBS) e um painel de mapeamento composto por 101 PI's (Plant Introductions), os
autores encontraram trés regibes do genoma associadas a resisténcia ao Mofo
Branco.

Para a produtividade de graos trabalhos envolvendo mapeamento
associativo também podem ser encontrados na literatura. Hao et al. (2011), utilizou
0 mapeamento associativo com marcadores SNPs em 191 acessos de soja
selvagem e 5 ambientes diferentes, para detectar associa¢cdes para produtividade
de gréaos e caracteristicas correlacionadas. Os autores descobriram 19 SNPs e 5
haplotipos associados a produtividade de grdos e seus componentes. Hu et al.
(2014) trabalhando com 113 linhagens de sojas selvagens e marcadores
microssatélites, encontrou 5 associacdes pra produtividade de graos e outras

caracteristicas.
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2 CARACIERIZAQAO ,FENOTI'PICA DA PRODUTIVIDADE DE GRAOS E
MINERACAO DE VARIAVEIS CORRELACIONADAS EM GERMOPLASMA DE
SOJA

Resumo

A selecdo de plantas mais produtivas € o principal objetivo do
melhoramento de plantas. Entretanto, sabe-se que devido ao uso exaustivo de
cruzamentos entre materiais elites ha um estreitamento da base genética das
principais culturas do mundo, incluindo a soja. Assim este trabalho tem como
objetivo avaliar um painel de germoplasma de soja diverso, para produtividade de
grdos e variaveis correlacionadas. Para isto 95 gendtipos de soja, entre eles
acessos exoticos e testemunhas comerciais, foram avaliados a campo em 5
ambientes nas safras de 2012/2013 e 2013/2014 em delineamento alfa latice. As
caracteristicas avaliadas foram: altura da planta na maturidade (APM em cm),
periodo de granagdo (PEG em dias), valor agronémico (VA em escala de notas),
acamamento (AC em escala de notas), massa de cem sementes (MCS em gramas),
namero de dias para a maturidade (NDM), insercdo da primeira vagem (IPV em cm),
altura da planta no florescimento (APF em cm), teor de 6leo (OLEO em %) e
produtividade de graos (PG em kg ha-1). A anélise de deviance conjunta dos cinco
ambientes foi realizada para todos os caracteres. Para a caracteristica produtividade
de gréos, foram calculados os BLUPs para todos os locais e os valores genéticos
preditos. A partir das médias das demais caracteristicas, foram calculados os
coeficientes de correlagdo de Pearson e para aquelas variaveis com correlacao
significativa com a produtividade de gréos, foi realizada uma andlise de arvore de
regressdo. Os gendtipos avaliados apresentaram significancia (p<0,001) pelo teste
de LRT para todos os caracteres avaliados, assim como para a interacdo GXA. Os
acessos exoticos Dowling, Pl 331793, Pl 200832, Pl 170889 e PI200487 foram
destaque nos ambientes analisados individualmente. Ja na analise conjunta os
gendtipos Dowling, Pl 417563, P1200526, Pl 377573 e Pl 159922, apresentaram
valores genéticos (u + @) altos. Os caracteres que apresentaram correlacdo
fenotipica significativa com a produtividade foram: VA, PEG, OLEO, AC e MCS. Via
arvore de regressao as caracteristicas que mais contribuiram em importancia para
produtividade de grdos foram: VA, PEG e OLEO, e portanto, devem ser
consideradas para futuros estudos envolvendo a selecdo de gendtipos mais
produtivos.

Palavras-chave: Glycine max; Recursos Genéticos; Interacdo; Melhoramento de
plantas

Abstract

The selection of yield plants is the main goal of plant breeding.
However it is known that due to the extensive use of crossing between materials
elites, there is a narrowing of the genetic base of major crops in the world, including
soybeans. So this study aims to evaluate a germplasm panel of diverse soybeans
lines for grain yield and related variables. For this work, 95 soybean genotypes,
including exotic access and commercial checks were evaluated in the field in five
environments and at 2012/2013 and 2013/2014 seasons in alpha lattice design. The
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traits evaluated were: plant height at maturity (APM in cm), grain filling period (PEG
days), agronomic value (VA scale notes), lodging (AC scale notes) mass of one
hundred seeds (MCS grams), number of days to maturity (NDM), first pod (IPV in
cm), plant height at flowering (APF cm), oil content (OIL in%) and grain yield (PG in
kg ha-1). The joint deviance analysis was performed for all the characters, for yield,
the grain BLUPs to all five environments and breeding values for specific
environments were calculated. From the averages of the other traits we calculated
the Pearson correlation coefficients and for those variables with significant
correlation with grain yield, a regression tree analysis was made. The genotypes
showed significant values (p <0.001) by LRT test for all traits, as well as for GXA
interaction. Exotic access Dowling, Pl 331793, Pl 200832, PI 170889 and P1200487
were featured in the environments analyzed separately. In the joint analysis the
genotypes: Dowling Pl 417563, P1200526, Pl 377573 and Pl 159922 showed high
breeding values (u + g). Traits that showed significant phenotypic correlation with
productivity were: VA, PEG, OIL, AC and MCS, they were use in regression tree
analysis. The features that contributed most in importance for grain yield at
regression tree analysis were: VA, PEG and OIL, and therefore should be
considered for future studies involving selection for yield genotype.

Keywords: Glycine max; Genetic resources; Interaction; Plant Breeding

2.1 Introducéao

O principal objetivo de qualquer programa de melhoramento de plantas é a
obtencdo de cultivares mais produtivas que as atuais. Apesar dos acréscimos de
produtividade ao longo dos anos, os programas de melhoramento de soja utilizaram
poucos genitores nos cruzamentos, 0 que levou a um expressivo estreitamento da
base genética da cultura nos principais paises produtores (HIROMOTO e VELLO,
1986;). Essa diminui¢édo da variabilidade pode acarretar vulnerabilidade genética e
em patamares de produtividade na cultura.

Uma das estratégias para aumentar a diversidade genética dentro dos
programas de melhoramento de soja e em outras culturas, tem sido a introducéo de
genotipos exoticos, que podem aumentar a variabilidade genética das populagfes
de melhoramento. Em 2001/2002, uma parceria entre o USDA (Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos) e a Universidade de lllinois, lancaram 11 linhagens
derivadas de cruzamentos entre acessos exoticos, dentre estas a mais produtiva
originaria de 4 genotipos exaticos, superou em 95% a cultivar mais produtiva dos
Estados Unidos, comprovando a eficacia na utilizacdo de germoplasma exotico
(NOWLING, 2000).

Contudo, sabe-se que a subutilizacdo dos bancos de germoplasma de soja e

dos recursos genéticos desta cultura ocorre ao redor do mundo, e isso ocorre
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devido principalmente a inferioridade agronémica dos acessos, comparados as
cultivares comerciais, requerendo um esforco muito maior do melhorista na
caracterizacdo e avaliacao destes acessos exoticos (CARTER et al., 2004).

Estas dificuldades podem ser superadas pela pré-caracterizacao e avaliacdo
destes acessos exoticos, etapa denominada de pré-melhoramento (NASS et al.,
2001). Entretanto, caracteres quantitativos como a produtividade de graos estao
sujeitos a influéncia da interagcdo genétipo por ambiente (GxA), dificultando a
repetibilidade e confiabilidade dos resultados. Assim, faz-se necesséario avaliar os
gendtipos em multiplos ambientes para, com isso, caracterizar 0s acessos mais
produtivos e estaveis as regides de interesse dos melhoristas (CARTER et al.,
2004).

A caracterizacdo de acessos exoticos pode ser complicada, por diversos
fatores, dentre o0s principais estdo: as variedades exoéticas quase sempre
apresentam menor produtividade do que as cultivares ja adaptadas (HARTWIG e
LEHMAN, 1951; WILCOX e ST.MARTIN, 1998), suscetibilidade a doencas e
insetos, grupo de maturacéo inadequado e muitas vezes dorméncia de plantas. Tais
atributos complicam a avaliacdo destes acessos em experimentos em condi¢des de
campo, resultando em parcelas com baixo estande, grande variabilidade entre
diferentes ambientes e muitas vezes em parcelas perdidas, resultando
consequentemente em dados experimentais desbalanceados e dificultando assim a
analise de dados e validacao dos resultados.

Através da utilizacdo de modelos mistos € possivel a analise de dados
experimentais ndo ortogonais, desbalanceados e com heterogeneidade de
variancias (RESENDE, 2007), ao contrario dos normalmente exigidos, pressupostos
de uma analise de variancia em um modelo linear ndo misto. A abordagem de
modelos mistos assumindo-se os efeitos de genétipos como aleatérios, possibilita a
obtencdo dos valores genéticos (breeding values) dos mesmos. Essa abordagem
permite a analise de gendtipos de diferentes populacdes e em diferentes ambientes
(BERNARDO, 2010). A forma mais utilizada para predizer os componentes de
variancia em modelos mistos € o método da Méxima Verossimilhanca Restrita
(REML), proposto por Patterson e Thompson (1971), que origina predicdes menos
viesadas para dados desbalanceados.

Além de estatisticas univariadas, a avaliacdo de germoplasma exotico

geralmente envolve a analise de varios descritores, que muitas vezes tem pouca ou
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nenhuma influéncia na produtividade de gréos. A fim de detectar e analisar as
relacbes e associacbes entre as varias caracteristicas avaliadas, analises
multivariadas tais como componentes principais, analise de trilha, analise de fatores
e técnicas de agrupamento sdo empregadas, a fim de detectar a importancia das
diferentes variaveis em um modelo. Além destas, a analise via arvores de
regressdo (BREIMAN et al., 1984), um tipo de metodologia desenvolvida para a
mineracdo de dados multivariados (Data mining), também tem sido utilizada na
deteccdo da importancia das variadveis para um dado modelo. Seu uso também
pode se estender para predicdo de modelos, tais como em analises de selecao
genbmica ampla.

Dado o exposto, este estudo tem como objetivo caracterizar um painel de
Soja, composto por acessos exéticos e padrdes comerciais brasileiros, para
produtividade de graos, através do uso de modelos mistos, visando identificar
gendtipos exdticos mais produtivos para incorporacdo em um programa de
melhoramento e selecionar caracteristicas secundarias correlacionadas a

produtividade de grdos neste mesmo painel.
2.2 Material e Métodos

2.2.1 Analise de deviance

Os ensaios foram conduzidos em cinco ambientes, sendo cada ambiente
correspondente a combinacdo local/ano agricola. Na safra 2012/2013, os
experimentos foram conduzidos nas estacbes experimentais de Jaboticabal-SP,
Piracicaba-SP e Ponta Grossa-PR, e na safra 2013/2014 os experimentos foram
conduzidos apenas em Jaboticabal-SP e Piracicaba-SP. Foram avaliados 95
gendtipos de soja, dentre eles 80 PlI's (Plant Introductions), e 15 cultivares
brasileiras (ANEXO A). Utilizou-se o delineamento experimental alfa latice 5x19 com
3 repeticbes, e parcelas de 4 linhas de 5 metros, com espacamento entre linhas de
0,5 metros. Apenas as duas linhas centrais foram colhidas, evitando, assim,
possiveis contaminacdes varietais. Os tratos culturais utilizados foram os
recomendados para a regido (EMBRAPA, 1999).

Os seguintes caracteres foram avaliados:

e Altura da planta no florescimento (APF) — Média das cinco plantas centrais da

parcela, medidas do solo ao final da haste em cm.
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e Periodo de granacao (PEG) — Numero de dias entre os estagios R5 (nUmero
de dias da semeadura até o inicio de enchimento de gréos) e R7 (nimero de
dias da semeadura até a granacdo completa).

e Numero de dias para a maturidade (NDM) — Numero de dias da semeadura
até 95% das vagens maduras em 50% da parcela.

e Altura da planta na maturidade (APM) — Média das cinco plantas centrais da
parcela, medidas do solo ao final da haste em cm.

e Valor agrondmico (VA) — Escala de notas de 1 a 5, sendo 1 para planta com
baixo valor e 5 para planta excelente, para a arquitetura geral das plantas na
parcela.

e Acamamento (AC) — Escala de notas de 1 a 5, sendo 5 para planta
totalmente acamada e 1 para planta ereta.

e Altura da insercéo da primeira vagem (IPV) — Média das cinco plantas
centrais da parcela, medidas do solo até a primeira vagem da haste em cm.

e Produtividade de grdaos (PROD) — Massa total das sementes produzidas na
parcela, em quilograma por hectare (kg ha™).

e Massa de cem sementes (MCS) — Massa de 100 sementes em gramas (g).

e Teor de 6leo (OLEO) — média em porcentagem de trés leituras no
espectometro NIR (Near-infra red spectroscopy).

Os dados de todas as caracteristicas avaliadas, foram analisados pelo
software  Selegen-Reml/Blup (Sistema Estatistico e Selecdo Genética
Computadorizada via Modelos Lineares Mistos), desenvolvido por Resende e
colaboradores em 1994. O modelo utilizado na analise foi o 52, utilizando modelos

mistos em blocos incompletos em varios locais e uma s6 colheita:

y=Xr+Zg+Wb+Ti+e
Em que:

¥ é o vetor das médias fenotipicas;

r é 0 vetor dos efeitos fixos de repeticao;

g € o vetor dos efeitos aleatorios dos valores genotipicos;

b é o vetor dos efeitos aleatérios de blocos;

i é o vetor dos efeitos aleatérios da interacdo genétipos x ambientes;

e & 0 vetor dos efeitos residuais;
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X é a matriz de incidéncia relacionada aos efeitos de repeticdes dentro de

Z é a matriz de incidéncia relacionada aos valores genotipicos;
W é a matriz de incidéncia relacionada aos efeitos de blocos;

T € a matriz de incidéncia relacionada aos efeitos da interagcdo genotipos x

ambientes;

GxA);

O sistema de equacfes matriciais que resolvem o modelo misto é:

X'x X'z X'w X'T 7 X'y
Z'x Z'Z4 A7 Z'w Z'T gl _|Z'y
wx  wz  ww+Ii, WT bl |w'y
TJX Tﬂz TJW T T+ I.-'-'LE i T"};
Em que:
Ge e
_,11 = é = = ;
z z z S
— S _ 1-R"=b"—i
A: - r:f'; B !
oo S
Ay = E_:;: —
- I:F:l.

h‘g = mfm (herdabilidade dos efeitos de gendtipos no sentido
g ""h g i

z
b? = —2__ (correlacdo devido ao ambiente dentro de blocos);

r:;+ E§+ :FE":‘+ :7[5

Z
i?= —21 __ (proporcdo da variacdo fenotipica explicada pela interacéo
:7g+:7h +o; +|:F[

Tg!oc

z
= _;1_5 (correlacdo genotipica através dos ambientes);
Gg IiFI:
g, variancia genetica;
g variancia entre blocos;
;> variancia da interacdo GxA,;

o variancia residual.
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A significancia dos efeitos do modelo foi testado pela Analise de
Deviance (ANADEV), as deviances foram obtidas uma a uma, testando o modelo
com e sem os efeitos de genotipos (h?,=0), de blocos (c2bloc=0) e da interagéo
(c2int=0). Conforme descrito por Resende (2007). As deviances obtidas para cada
modelo sem o referido efeito foram entdo subtraidas da deviance do modelo
completo, os resultados foram comparados com o valor de Qui-Quadrado a 1% e
5%.

2.2.2 Arvore de regresséo

O objetivo de uma arvore de regressédo é explicar a variabilidade de uma
variavel resposta ou dependente Y em funcdo de variaveis independentes, X, a
partir de um processo de divisdes binarias (FINCH e SHNEIDER, 2007), através de
um processo de “poda”, a arvore é construida e assim, variaveis X que tem efeitos
minimos na predicdo de Y sdo descartadas ao longo do processo. As variaveis
restantes sdo ranqueadas de acordo com sua importancia.

As médias obtidas através da andlise de deviance nos 5 locais avaliados
para cada -caracteristica, foram padronizadas e calculadas as correlagcbes
fenotipicas pelo Coeficiente de Correlacdo de Pearson no software JMP versdo 12
(SAS INSTITUTE, 2015).

As médias padronizadas das varidveis com correlacdes significativas para
produtividade de gréos foram utilizadas para a construcdo da arvore de regressao.
Utilizando como variavel resposta (Y) a produtividade de grdos (em kg ha ) e as
variaveis correlacionadas significativamente com esta caracteristica (VA, PEG,
OLEO, AC e MCS) como variaveis independentes (X).

As divisbes foram baseadas no logaritmo negativo (-logio(p-valor) do p-valor,
associado a soma de quadrados das diferencas entre as médias de dois grupos.
Para validar o melhor nimero de divisbes da arvore de decisdo, ou seja a melhor
arvore, parte dos dados obtidos foram utilizados para predicdo do modelo e o
restante para verificar a capacidade preditiva do modelo. O método de validagao
escolhido foi o “K fold cross validation” do software JMP versdo 12 (SAS
INSTITUTE, 2015), que divide os dados originais em k subgrupos, cada k é utilizado

para validar o modelo feito no restante dos dados. O modelo com o melhor valor do
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critério de Akaique (AIC) é entéo escolhido. No caso deste trabalho um valor padréo

do software de k = 5 foi utilizado.

2.3 Resultados e Discussodes

2.3.1 Andlise fenotipica da produtividade de graos

Os resultados da andlise de deviance para produtividade de grdos estdo
sumarizados na Tabela 1. O efeito de genoétipos foi considerado significativo
(p<0,001) pelo teste de Qui-Quadrado para razdo de verossimilhanca (LTR),
demonstrando que ha variabilidade genética presente entre o0s acessos. A
diversidade presente entre os gendtipos, também foi corroborada pelo valor, do
coeficiente de variacdo genotipico (CVy = 36,01%), pois este valor possibilita a
estimativa da porcentagem de variabilidade genética presente em relacdo a média
geral.

O efeito da interagdo gendtipo por ambientes (GXA), também apresentou
valores significativos (p<0,001) pelo teste de LTR. A significancia de GXA faz com
gue as linhagens apresentem comportamento distinto nos diferentes locais em que
forem plantadas e avaliadas.

As estimativas dos demais parametros para produtividade de graos também
séo apresentadas na Tabela 1. A herdabilidade (hzg) para produtividade de graos foi
igual a 0,40, indicando que 40% de variacdo observada corresponde a efeitos
genéticos. Este valor sugere que a selecdo praticada nas médias genotipicas
podera ser efetiva para a caracteristica em questao.

Valor alto também foi observado para o coeficiente de variacéo (CVe = 30%).
Segundo Pimentel Gomes (1985), valores de CV inferiores a 10% séo considerados
baixos, valores de 10 a 20% médios, e altos quando superiores a 30%. Entretanto
deve-se salientar que os genétipos utilizados, por se tratarem de individuos na sua
maioria ndo adaptados e com alta diferenciacdo e diversidade genética, resultam
em um alto valor de CV, ndo significando baixa precisdo, mas sim grande
variabilidade genética.

De acordo com Resende (2007), o coeficiente de variacdo normalmente
utilizado para avaliar a precisdo experimental ndo é indicado para isso. Segundo o
autor, a medida mais indicada seria a acuracia, a refere-se a correlacdo entre o

valor genotipico verdadeiro e aquele estimado a partir dos dados obtidos em campo.
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Para o progresso em programas de melhoramento, devem ser almejados valores de
acuracia acima de 70% (Resende, 2007). Neste trabalho a estimativa de acuracia
obtida foi de 92%, confirmando a boa precisao experimental dos ensaios.

Os coeficientes de determinacgdo de gendtipos (h2g), de blocos (c2bloc) e da
interacdo GXA (c2int) ainda na Tabela 1, representam o quanto da variacao
fenotipica € explicada por cada um desses componentes. Sendo assim os efeitos
genotipicos contribuiram com 40,6% da variacdo, blocos representou pouco mais de
0,3% e a interagdo genadtipos por ambientes 24,6% da variagao total.

Tabela 1- Resumo da analise de deviance de 95 gendtipos de soja avaliados em 5 ambientes

Efeitos Deviance LTR Qui-Quadrado Componentes de Variancia Coef.Deter
Genotipos 19524,21 167,75 401278,19 h2g=0,4066
Blocos 19356,60 0,14™ 3245,21 c2bloc=0,0032
Genétiposxlocais ~ 19538,62 182" 243348,53 c2int=0,2466
Residuo - - 338972,55 -
Modelo Completo  19356,46 - - -
h2y (Herdabilidade ajustada de parcelas individuais) 0,40
Acgen (Acuracia da selecéo de genotipos) 0,92
CVy% (Coeficiente de variagéo genotipico) 36,01
CV% (Coeficiente de variacéo residual) 33,09
Média Geral (kg ha™) 1759

*Qui — quadrado tabelado: 3,84 e 6,63 para os niveis de significancia de 5% e 1%, respectivamente

A classificacdo dos melhores 20 genétipos para a caracteristica
produtividade de grdos, para os cinco ambientes individuais, e na analise conjunta
de todos os locais com os valores de BLUP desconsiderando a interacdo GXA, esta
apresentada na Tabela 2.

Os acessos selecionados com os melhores valores genéticos preditos (u+g),
na analise conjunta foram as linhagens, Pl 417563, Dowling, Pl 200526, Pl 377573
e Pl 159922, ficando abaixo apenas das variedades brasileiras usadas como
testemunhas. Estes acessos exdticos apresentaram cerca de 1,25% a mais de
produtividade em relacdo a média geral (1759 kg ha™) do painel.

Segundo Resende (2004), estes valores genéticos preditos (u+g) podem ser
utilizados para orientar a recomendacao de linhagens para diferentes regides, com
valores de GXA diferenciais, ou até mesmo locais com alta heterogeneidade

ambiental, visto que é esperado que estes gendtipos apresentem essa mesma

produtividade nos diferentes ambientes.
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Analisando as caracteristicas destes cinco genotipos exoticos que se
destacaram na andlise conjunta, observam-se caracteres interessantes ao
melhoramento. A P1417563 foi coletada no Vietnd, possui habito indeterminado,
grupo de maturacdo VI e resisténcia ao Cancro da Haste (Diaporthe phaseolorum
var. caulivora). Ja a variedade Dowling, € uma cultivar plantada nos Estados Unidos,
desenvolvida no Texas em meados da década de 70, pelo cruzamento entre as
linhagens Semmes e Komata. Apresenta grupo de maturagcdo VIII, habito de
crescimento determinado e caracteristicas de resisténcia interessantes como,
resisténcia a Podriddo Radicular de Fitéftora (Phytophthora sojae), Pustula
Bacteriana (Xanthomonas campestris pv. Phaseoli) e ao Pulgdo da Soja (Aphis
glycines Matsumura). Coletado no Japdo o acesso PI200526, possui habito
determinado, resisténcia ao Cancro da Haste e grupo de maturacao VIIl. Uma das
caracteristicas diferenciais desta linhagem € a presenca de resisténcia tolerancia a
estresse salino. A Pl 377573, por sua vez, possui resisténcia a uma gama de
doencas, tais como Cancro da Haste, Podriddo de Fit6ftora e Pustula Bacteriana,
originaria da China este acesso apresenta habito determinado e grupo de
maturacédo VI, seu destaque vem pela moderada resisténcia ao Nematoide de Cisto
raca 3. Convergindo para uma regido mais proxima ao Brasil, encontra-se a ultima
linhagem a Pl 159922, coletada no Peru, tem como -caracteristicas:, habito
indeterminado, grupo de maturacdo VIl e moderada resisténcia a Nematoide do
Cisto Raca 5. E importante destacar que todos 0s cinco acessos possuem grupos
de maturacdo préximos aos utilizados nas regides de plantio brasileiras, sendo este
o provavel motivo de sua boa adaptacao (USDA, 2013).

Ja quando se capitaliza os efeitos da interacdo (u + g + ge) mostrados na
Tabela 2, a recomendacdo deve ser feita para cada local. No ambiente 1, por
exemplo, o gendtipo exético mais indicado para a incorporagdo em um programa de
melhoramento seria a variedade Dowling, ja descrita anteriormente. JA& no ambiente
2, se destaca a Pl 331793, superior a umas das testemunhas comerciais mais
plantadas no Sul do pais a BMX Poténcia. Este acesso do Vietna de habito
indeterminado é resistente a Podriddo Radicular e grupo de maturacdo VIII. O
acesso Pl 200832 por sua vez, foi o acesso exotico destaque no ambiente 3,
superando as testemunhas comerciais IAC 100 e Paranagoiania, dentre os
caracteres peculiares pode-se ressaltar, a resisténcia para Cancro da Haste e o

grupo de maturacao VIIl. Superando duas testemunhas, A7002 e Pintado, no
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ambiente quatro temos a Pl 170889, originaria da Africa do Sul e com grupo de
maturacdo VI. E por fim no ambiente 5, superando as cultivares comerciais
Conquista e IAC 100, o acesso Pl 200487 do Japdo, também resistente ao Cancro
da Haste e grupo de maturacéo VIII (USDA, 2013).

Estudos envolvendo germoplasma de soja e a contabilizacdo dos efeitos da
interacdo GXA s8o escassos na literatura, 0 que pode ser consequéncia da
dificuldade encontrada na conducdo de tais experimentos principalmente quando
em mais de um local. Os principais trabalhos desenvolvidos s&o principalmente
ligados a resisténcia a pragas e doencas (Miles et al., 2006; Niide et al., 2012;
Pathan et al., 2014) visando a incorporacao de alelos de resisténcia.

Em trabalho iniciado por Mulato (2010), Sigrist (2012) caracterizou 81
acessos, pertencentes ao mesmo painel utilizado neste mesmo estudo, via
marcadores agro morfolégicos em uma safra de experimento a campo. Apesar de
utilizar apenas um local em sua avaliagcdo o autor encontrou resultados similares
aos apresentados aqui, com ampla variabilidade entre os acessos e coeficiente de
variagao alto para produtividade de gréos.
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Tabela 2 — Valores genotipicos estimados para caracteristica produtividade de gréos (kg ha™), para os 20 melhores genétipos de soja em 5

ambientes e para a analise conjunta

Ambiente 1 Ambiente 2 Ambiente 3 Ambiente 4 Ambiente 5 Conjunta
Genoétipos u+g+ge Genotipos u+g+ge Genotipos u+g+ge Genotipos u+g+ge Genotipos u+g+ge Genotipos u+g
Poténcia 3995,76 Paranagoiana  4067,90 Poténcia 3297,44 LQ 1413 3613,34 Poténcia 4011,59 Poténcia 3332,64
CD215 3650,43 CD215 4046,03 CD215 2911,88 Poténcia 3607,24 CD215 3268,47 CD215 3307,52
LQ 1505 3564,66 LQ 1421 3945,08 VMéax 2675,43 CD215 3599,79 VMéax 3057,18 VMéax 2948,67
JAB 00-02 3548,98 LQ 1505 3903,09 P1 200832 2485,50 LQ 1050 3376,59 LQ 1413 2975,48 Paranagoiana  2905,46
LQ 1050 3524,15 Conquista 3824,52 P1417581 2337,09 Conquista 3361,91 A7002 2902,36 LQ 1505 2864,15
Paranagoiana 3518,34 JAB 00-02 3781,83 P1148260 2085,48 LQ 1505 3259,18 Sambaiba 2895,97 JAB 00-02 2860,04
VMéax 3422,54 Pintado 3710,44 Dowling 2083,47 LQ 1421 3235,69 Paranagoiana  2846,00 LQ 1413 2845,65
Conquista 3333,89 IAC100 3663,09 JAB 00-05 2026,79 Sambaiba 3139,43 LQ 1050 2749,49 LQ 1050 2819,96
LQ 1421 3199,69 LQ 1413 3577,92 Paranagoiana  1988,94 IAC100 3043,45 JAB 00-02 2726,94 Conquista 2815,22
LQ 1413 3179,17 VMax 3500,30 P184910 1979,24 JAB 00-02 3041,24 Kinoshita 2620,12 IAC100 2762,80
IAC100 3160,31 JAB 00-05 3355,21 IAC100 1977,62 JAB 00-05 2999,40 Pl 210352 2615,22 LQ 1421 2739,21
Pintado 3137,75 LQ 1050 3299,07 Pl 322695 1974,49 VMéax 2809,32 Shira Nuhi 2590,75 JAB 00-05 2592,03
Dowling 3108,29 Sambaiba 3152,90 Pl 153681 1941,55 Paranagoiana 2801,32 IAC100 2578,23 Sambaiba 2521,43
Pl 360851 2903,04 P1331793 2845,28 P1417582 1920,94 P1170889 2794,75 LQ 1505 2573,10 Pintado 2418,62
P1417563 2895,55 P1 377573 2758,61 P1 145079 1882,23 Dowling 2679,39 Conquista 2547,10 Dowling 2341,23
Sambaiba 2874,67 Poténcia 2705,40 P190577 1871,56 Pintado 2568,95 P1417563 2540,75 P1417563 2327,26
JAB 00-05 2832,42 Pl 274454-A 2690,26 JAB 00-02 1868,86 Pl 210352 2541,45 Pl 159922 2393,27 Shira Nuhi 2153,63
P1 377573 2829,73 P1 259540 2642,21 Pl 253664 1867,23 P1331795 2499,81 JAB 00-05 2251,46 A7002 2141,29
Pl 159922 2778,31 P1159922 2574,15 P1205384 1850,42 A7002 2468,00 P1210178 2201,33 P1377573 2114,13
Pl 79861 2656,27 P1416828 2550,48 P1 36906 1837,12 P1417563 2392,82 LQ 1421 2187,10 P1 159922 2106,11

*Ambiente 1- Piracicaba 2012/2013, ambiente 2- Jaboticabal 2012/2013, ambiente 3 - PontaGrossa 2012/2013, ambiente 4- Piracicaba 2013/2014, ambiente 5- Jaboticaba | 2013/2014. **O somatdrio de u+g+ge, equivale a

média (u) do local j, somada aos efeitos de genétipos (g) e da interagéo gendtipos por ambientes(ge)
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Alguns trabalhos envolvendo os genotipos exaticos destacados pela analise de
deviance podem ser encontrados na literatura. Para a cultivar Dowling, varios estudos
testando a resisténcia a insetos tém sido realizados, devido a sua resisténcia por
antibiose ao Pulgdo da Soja (HILL et al., 2004). Laumann et al. (2008), avaliou & campo
diferentes gendtipos de soja, dentre estes a cultivar Dowling, sob infestacdo natural
de percevejos. Segundo os autores os niveis de infestacdo das populacbes de
percevejo em Dowling foram bem inferiores dos demais gendtipos, mesmo quando
comparados a cultivar resistente a percevejos IAC 100.

Para a Pl 200526, também denominada Shira Nuhi, estudos relacionados
com a Ferrugem Asiéatica (Phakopsora pachyrhizi) sdo encontrados, visto que um dos
genes de resisténcia a doenca (Rpp5) foi descrito como presente na mesma (GARCIA
et al., 2008). Pierozzi et al., (2008), utilizando 11 gendtipos dentre eles a Pl 200526 e
55 linhagens derivadas de cruzamentos bialélicos entre as mesmas 11 linhas, avaliou a
campo o tipo de lesdo da Ferrugem. Os autores obtiveram resultados indicando que a
as PI's 200526 e 200487 carregam genes de resisténcia de efeitos maiores, os quais
sdo diferentes dos genes Rpp2 e Rpp4.. Assim como a variedade Shira Nuhi, a
P1200487, também denominada Kinoshita, estd em diversos trabalhos relacionados
com resisténcia a Ferrugem Asiatica, envolvendo o mesmo gene de resisténcia (Rpp5)

descrito anteriormente.

2.3.2 Mineracao de variaveis via arvore de regressao

A partir dos resultados da andlise de deviance todos os caracteres agronémicos
analisados apresentaram efeitos significativos (p<0,001) pelo teste da razdo de
verossimilhanca (LTR) (ANEXO B). As seguintes caracteristicas apresentaram
correlacdes fenotipicas (Tabela 3) significativas com a produtividade de gréos pelo
teste t: PEG (0,487), VA (0,718), AC (-0,438), MCS (0,244), e OLEO (0,530). Em
contrapartida, os caracteres relacionados a arquitetura de planta tais como APM, APF e
IPV néo foram significativamente associados ao rendimento de gréos, sendo assim nao
utilizados na composicéo da arvore de regressao.

A caracteristica VA também apresentou valores de correla¢cdes fenotipicas
significativas para a maioria dos caracteres avaliados (Tabela 3), ilustrando sua
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utilizacdo como avaliador de caracteristicas agrondmicas favoraveis na planta,
aumentando positivamente caracteres como PEG, MCS e OLEO e diminuindo
caracteristicas desfavoraveis como APM, AC e APF.

As correlagbes entre OLEO e os demais caracteres foram todas significativas,
sendo ela favoravel para os caracteres relacionados a produtividade de gréos, PEG,
VA e MCS. E negativa para os caracteres APM, AC, APF, IPV e NDM. Além disso, a
literatura tem frequentemente relatado em diversos estudos a correlacdo negativa entre
OLEO e teor de proteina em soja (THORNE e FEHR, 1970; HARTWIG e HINSON,
1972; HYMOWITZ et al.,, 1972; SHANNON et al.,, 1972; VOLDENG et al., 1997,
WILCOX & GUODONG, 1997).

Para a caracteristica teor de 0leo segundo trabalho realizado por Abdelnor,
(1995), no inicio do plantio desta oleaginosa no Brasil as sele¢bes de plantas foram
feitas para dois caracteres principais, a produtividade de grédos e o teor de Oleo,
fazendo com que as cultivares brasileiras tenham possivelmente valores
correlacionados entre estes dois caracteres.

Para PEG hé significancias das correlacdes entre todos os caracteres, exceto
para IPV, sendo positivas as correlagcbes para as caracteristicas relacionados a
produtividade de gréos ja citados anteriormente, assim como também para o carater
NDM, visto que, assim como PEG € uma caracteristica relacionada ao numero de dias
gasto pela planta. J4 para as caracteristicas negativamente correlacionadas tem-se
APM, AC e APF, sendo estas todas relacionadas a arquitetura da planta.

Estudando as correlaces fenotipicas entre os caracteres em dois métodos de
conducdo de populacbes segregantes em soja, Rocha et al. (2015), detectou
correlacdes significativa entre producdo de grdo e PEG, tanto no método genealdgico
como na metodologia de descendente de uma Unica semente. Entretanto, Bermudez
(2015) avaliando duas populac¢des originarias de cruzamento com duas PI's, detectou a
nao correlacdo entre PEG e producdo de gréos nas duas populacdes analisadas.
Portanto, a correlacdo entre este dois caracteres deve ser melhor estudada para
utilizagdo como caréter na selecdo para produtividade de graos.

Visando melhorar o entendimento sobre as relagdes entre os caracteres

agronémicos e a produtividade graos, realizou-se uma mineracdo das variaveis (Data
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mining) via analise de regressdo, utilizando as variaveis fenotipicamente
correlacionadas com a produtividade de graos (PEG, VA, AC, MCS, OLEO). O modelo
explicando a maior quantidade de variacdo na produtividade de graos foi uma arvore de
regressao, com menor valor de AIC, contendo doze nos terminais (Figura 1).

Tabela 3 — Coeficientes de correlacdes fenotipicas de Pearson entre os caracteres altura da planta na
maturidade (APM em cm), periodo de granacédo (PEG em dias), valor agronémico (VA em
escala de notas), acamamento (AC em escala de notas), massa de cem sementes (MCS em
gramas), nimero de dias para a maturidade (NDM), insercdo da primeira vagem (IPV em
cm), altura da planta no florescimento (APF em cm), teor de dleo (OLEO em %),
produtividade de grdos (PROD em kg ha-1), considerando a média dos 5 ambientes

APM PEG VA AC MCS  NDM PV APF  OLEO PROD
APM -0,224° -0,347 0,731 -0563 0,606 0,736 0,928 -0,561  -0,056™
PEG 0,467 -0519° 0464 0,256  -0,162™ -0,243° 0,538" 0,487
VA -0,753° 0,540° -0,171"™ -0,083"™ -0,211° 0,646 0,718
AC -0,683° 0,347 0454 0,630 -0,717 -0,438
MCS -0,449° -0,283° -0,566 0,614 0,244
NDM 0,454 0,615 -0,307 0,091™
IPV 0,741 -0,373 -0,080™
APF -0,516 0,005™
OLEO 0,530
PROD

**Significativo a 1% de probabilidade pelo teste

ns N&o significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste t

A andlise por arvore de regressdo demonstrou que as variaveis VA, PEG e
OLEO sao responsaveis pela maior parte da variabilidade dentre as variaveis avaliadas
para produtividade de grdos (Tabela 4), correspondendo aos melhores preditores a
serem utilizados quando o objetivo € o aumento da média para a referida caracteristica.

A primeira divisdo da arvore ocorreu pelo carater VA, indicando que esta foi a
variavel avaliada que mais influenciou no rendimento de graos, contribuindo com
73,03% da variacdo total. Seguida respectivamente pelos caracteres PEG (13,23%) e
OLEO (8,81%), contabilizando 95% da variagéo total observada (Tabela 4).
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Figura 1 — Arvore de regresséo da produtividade de graos (kg ha '1) em soja predita por caracteres agronémicos, periodo de granacédo (PEG em
dias), valor agronémico (VA em escala de notas), acamamento (AC em escala de notas), massa de cem sementes (MCS em gramas),
teor de 6leo (OLEO em %)
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Para VA, foram realizadas cinco divisbes (Figura 1), o grupo formado com
maior média de produtividade (2989 kg ha?), foi aquele com VA maior que 3,24 e teor
de Oleo superior a 19,679. Sete individuos atenderam a estes requisitos, sendo eles:
CD 215, Conquista, Vmax, BMX Poténcia, JAB 00-02-2/763D, LQ 1050 e LQ 1413,
dentre estes constam os padres comerciais plantados no Brasil utilizados como
testemunhas.

O segundo grupo com maior média em produtividade de gréos (2253 Kg ha™) foi
formado pelos gendtipos com notas de VA menor que 3,24 e maior que 2,39 e PEG
maior que 37,15 e maior que 45,47, sete genotipos possuiam tais caracteristicas os
guais foram: Pl 145079, PI59097, Pl 170889, Paranagoiania, A7002, Sambaiba e
Dowling. O terceiro grupo com maior média produtividade (2252 kg ha™) foi formado
assim como o primeiro, com notas de VA maiores que 3,24 e porcentagem de teor de
0leo menor que 19,67, sendo pertencentes a este grupo as linhagens: Pl 341264, PI
381660, P1407764, IAC 100, JAB 00-05-6/763D, LQ1505 e LQ1421.

Em contrapartida, o grupo com menor média de produtividade de graos (1076 kg
ha ™) foram os genétipos com notas de VA menores que 2,39, AC menor que 3,59 e
VA menor que 2,32.. A média baixa deste grupo pode ser explicada facilmente, visto
gue, valores baixos de VA indicam baixo valor agronémico enquanto que valores altos
de AC indicam plantas acamadas o que prejudica o potencial agronémico das plantas.

Outra divisdo com moderada produtividade de grdos (2139 kg ha™) e composto
guase totalmente por acessos exoticos, exceto pela cultivar Pintado, contém linhagens
com notas de PEG menores que 45,47 dias, VA menor do 2,86 e maior do que 2,78,
foram: PI 285095, PI1377573, P1148260, P1417563 e a P1200487 (Kinoshita).

E importante salientar que, além de produtivos as melhores linhagens e acessos
classificados pelos caracteres agrondmicos possuem caracteristicas importantes como
o bom valor agronébmico, o qual engloba varios caracteres simultaneamente, boa
arquitetura de planta, teor de 0Oleo e periodo de enchimento de grédos adequado aos

padrdes estabelecidos para a cultura.
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Tabela 4 — Proporcao da variabilidade explicada pelos caracteres agrondmicos, valor agronémico (VA
em escala de notas), periodo de granacdo (PEG em dias), teor de 6leo (OLEO em %),
acamamento (AC em escala de notas) e massa de cem sementes (MCS em gramas)

Variaveis Numero de Divisbes Proporcao (%)
VA 5 73,03
PEG 2 13,23
OLEO 2 8,81
AC 1 2,86
MCS 2 2,07

Estudos envolvendo arvores de regressao ja foram utilizados por outros autores
para predicdo da variabilidade da produtividade de grédos na agricultura em diversas
culturas (Lobell et al., 2005; Tittonell et al., 2008; Zheng et al., 2009). Em soja, Zheng et
al. (2010), utilizou a metodologia para detectar quais parametros ligados ao solo, estdo
envolvidos na variabilidade da produtividade de soja sob estresse hidrico. Segundo os
autores 0s principais componentes responsaveis pela variagdo no rendimento foram os
teores de fosforo disponiveis e aplicados.

Apesar de trabalhos utilizando arvores de regressdo na selecdo de caracteres
em soja serem relativamente novos na literatura, trabalhos analisando a correlagéo
entre produtividade de grdos e caracteres agrondmicos na cultura da soja, foram
amplamente reportados ao longo dos anos (MORO et al.,, 1992; YOKOMIZO et al.,
2000; Fehr et al., 2003; PANTHEE et al., 2005).

Em trabalho realizado por Béarbaro et al. (2007), os autores avaliaram as
correlagdes, andlise de trilha e correlacdo em sete populacées de soja derivadas de
cruzamentos, dentre os resultados foram detectadas correlagcdes positivas e
significativas entre o caractere VA e PROD em todas as populagbes analisadas,
corroborando a tendéncia de que plantas com valores maiores de VA serem mais
produtivas. Lopes et al., (2002), também encontrou correlacdo positiva e significativa
entre PROD e VA em populagdes de soja F».

2.4 Conclusodes

Os acessos exéticos Dowling, Pl 417563, P1200526, Pl 377573 e Pl 159922,

apresentaram boa produtividade de grdos nos cincos ambientes avaliados neste
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trabalho e podem ser indicadas para incorporagdo em um programa de melhoramento
para as regides de Sao Paulo e Parana.

As linhagens “LQ’s” do programa de melhormento de soja da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” e “JAB” do programa de melhoramento da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita” — Campus Jaboticabal, apresentaram 6timo
desempenho, sendo ranqueadas entre as 20 melhores linhagens na maioria dos
ambientes avaliados. Portanto também devem ser recomendadas para incluséo em
programas de melhoramento de soja.

As caracteristicas VA e OLEO possuem correlacdo positiva e significativa com a
produtividade de grdos e podem ser consideradas na selecdo de gendtipos com média
superior para rendimento de grados. Mais estudos devem ser conduzidos afim de
entender a relagéo entre PEG e producéo de gréos.

A caracteristica AC esta negativamente correlacionada com a produtividade de
graos e a selecdo para diminuir este carater provocara um acréscimo na produtividade

média das variedades.
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3 ANALISE FENOTIPICA DA DIVERSIDADE GENETICA EM PAINEL DE ACESSOS
DE SOJA.

Resumo

A base genética da soja cultivada no Brasil é estreita, tal perda de variabilidade
pode acarretar em patamares de produtividade e vulnerabilidade genética na cultura.
Para o aumento da base genética é necessario a incorporacdo de novas fontes de
variabilidade como acessos de um banco de germoplasma, uma das estratégias para
incorporacao de linhagens exdticas é caracterizagao fenotipica de tais gendtipos. Neste
trabalho foi realizada a caracterizacao fenotipica de 80 acessos exoéticos de soja e 15
testemunhas comerciais brasileiras. Dez caracteristicas agro morfolégicas foram
avaliadas em 4 experimentos na safras 2012/2013 e 2013/2014. Foram realizadas
andlises de Deviance, Componentes Principais e dois métodos de agrupamento:
Ward’'s e Average Linkage. Todas as variaveis apresentaram significancia para a
analise de deviance nos gendétipos avaliados, indicando boa variabilidade genética
entre 0s mesmos. Grande parte de variancia total apresentada foi explicada por 3
componentes principais, entretanto os dois primeiros componentes permitiram maior
poder de diferenciacdo dos gendtipos. No agrupamento de Ward’s foram formados dez
grupos e no, no método de Average Linkage as linhagens foram divididas em sete
grupos. Com base nos resultados foi possivel concluir que, os acessos deste painel de
soja possuem divergéncia genética, com base em marcadores agro morfologicos,
sendo assim, é possivel a selecdo de genoétipos para utilizagdo em programas de
melhoramento de soja visando o aumento da variabilidade genética.

Palavras-chave: Glycine max; Agrupamento; Germoplasma exético

Abstract

The genetic basis of soybeans grown in Brazil is narrow, such a loss of variability can
result in productivity levels and genetic vulnerability in the culture. To increase the
genetic basis is necessary to incorporate new sources of variability such as lines from a
germplasm bank, one of the strategies for incorporating exotic lines is the phenotypic
characterization of these genotypes.This work was the phenotypic characterization of
80 exotic soybeans lines and 15 Brazilian commercial checks. Ten agro morphological
traits were evaluated in four trials in the 2012/2013 and 2013/2014 seasons. Deviance
analyzes were performed, Principal Component and two methods of clustering: Ward's
and Average Linkage. All variables showed significance for the deviance analysis in the
analyzed genotypes, indicating good genetic variability between them. Much of the total
variance presented was explained by three main principal components, however the
first two components allowed greater power of differentiation among the genotypes. In
Ward's cluster were formed ten groups, and in the Average Linkage method the lines
were divided into seven groups. Based on the results it was concluded that, lines of this
soybean panel have genetic divergence, based on agro morphological markers, so the
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selection of genotypes for use in soybean breeding programs aimed at increasing
genetics variability is possible

Keywords: Glycine max; Clustering; Exotic germplasm

3.1 Introducéao

Existe diversidade genética suficiente para sustentar os ganhos de
produtividade no melhoramento de soja? Este tipo de questdo permanece sem
resposta tanto para a soja quanto para as outras culturas. Os melhoristas tentam
minimizar custos e tempo cruzando materiais elite, entretanto este tipo de abordagem
tende a ocasionar o estreitamento da base genética das espécies cultivadas causando
consequéncias graves como patamares de produtividade e vulnerabilidade genética
(Committee on Genetic Vulnerability, 1972; RODGERS et al.,, 1983; SMITH, 1988;
SMITH et al., 1992).

Segundo dados da CONAB (CONAB, 2015) durante os ultimos 35 anos, a area
cultivada com soja teve um crescimento de 248% e um aumento de produtividade de
506%, valor este cerca de duas vezes maior que o primeiro. Sabe-se que um dos
fatores mais importantes atribuidos para a evolucdo da produtividade ao longo deste
periodo foi o melhoramento genético (SILVA NETO, 2011.). Entretanto, este
incremento no rendimento de graos pode estagnar nos proximos anos, principalmente
se os melhoristas continuarem a utilizar os mesmos parentais em seus cruzamentos.
Vérios estudos comprovam o estreitamento da base genética da cultura da soja no pais
(HIROMOTO e VELLO, 1986; PRIOLLI et al., 2004; WYSMIERSKI e VELLO, 2013).

A fim de aumentar a base genética desta cultura, deve-se conhecer as
caracteristicas dos materiais disponiveis dentro dos bancos de germoplasma, visando
a incorporacédo destes em programas de melhoramento. Apesar do desenvolvimento de
técnicas moleculares para acessar a diversidade presente entre 0s acessos, 0 uso de
dados fenotipicos pode estar mais associado com o valor genético (Breeding Value) do
gue os dados de marcadores, pois muitos marcadores estdo em regides ndo codantes
do DNA, ja os genes controlando as caracteristicas expressadas fenotipicamente sim
(CARTER et al., 2004). Sendo assim, é de fundamental importancia a caracterizagéo

fenotipica da diversidade genética.
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Existem varias metodologias para o estudo de diversidade genética fenotipica,
podendo receber destaque as técnicas de analise multivariada, as quais permitem a
analise de varias caracteristicas simultaneamente. Dentre as abordagens mais
utiizadas podemos citar as técnicas de agrupamento, analise de componentes
principais, analise discriminante e fatorial.

Na cultura da soja a diversidade fenotipica tem sido estuda ha muito tempo,
principalmente antes do desenvolvimento das ferramentas moleculares. Na literatura
podemos encontrar Vvarios exemplos envolvendo este tipo de trabalho. Perry e
Macintosh (1991) avaliaram a diversidade genética de 2.250 acessos provenientes de
78 paises ao redor do globo utilizando 17 caracteristicas morfologicas para avaliar a
diversidade entre acessos e regides geograficas. Foram empregados neste trabalho,
andlise discriminante e o indice de diversidade de Shanon-Weaver e com isso, 0s
autores observaram variacéo fenotipica para quase todos os caracteres nas diferentes
regides analisadas. Ja Sneller (1994) utilizou coeficiente de parentesco, analise de
componentes principais e agrupamento para analisar 122 linhagens elites dos Estados
Unidos com o objetivo de identificar padrdes de diversidade dentro do pais. O autor
detectou pequenas variacbes entre as linhagens de programas de melhoramento
publico e privado, além de poucas alteracdes de diversidade genética em relacdo a
estudos anteriores.

No Brasil alguns estudos com diversidade fenotipica em soja também foram
feitos. Villela (2013) estudou a diversidade presente em 74 cultivares de soja oriundas
de diferentes programas de melhoramento, através de dez caracteres agro
morfolégicos avaliadas em analises de agrupamento e componentes principais, sete
grupos distintos foram detectados. Ferreira Junior et al. (2015) avaliou a diversidade e
o desempenho de linhagens de soja oriundas de cruzamentos, através de 11
caracteristicas fenotipicas. O autor encontrou seis grupos pelo método de agrupamento
de Ward, indicando assim a presenca de variabilidade genética.

Em 2010, Mulato e colaboradores na Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”, iniciaram um trabalho para a caracterizagdo genética e genotipica da
diversidade genética de um painel de acessos de soja contendo 79 linhagens exdticas

de soja representando diferentes partes do globo. Estes mesmos acessos juntamente
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com mais 16 testemunhas comerciais foram analisados neste trabalho, o qual tem
como objetivo avaliar a diversidade fenotipica entre estes acessos utilizando

caracteristicas fenotipicas.

3.2 Material e Métodos

Um painel de acessos composto por 95 gendtipos de soja, entre estes,
testemunha comerciais e Pl's (Plant Introductions) foram analisados neste trabalho
(ANEXO A). O primeiro experimento foi conduzido na safra 2012/2013 em Piracicaba-
Sdo Paulo (SP), Jaboticabal-SP, e Ponta Grossa-Parana (PR). E o segundo
experimento foi instalado nas cidades de Piracicaba-SP e Jaboticabal-SP na safra
2013/2014.

O delineamento experimental utilizado foi Alfa Latice 5x19, com 3 repeticdes e
parcelas de 4 linhas de 5 metros com espacamento entre estas de 0,5 m. Apenas as
duas linhas centrais de cada parcela foram colhidas evitando assim efeitos de
bordadura e mistura varietal entre os acessos.

Os seguintes caracteres agro morfolégicos foram avaliados:

e Altura da planta no florescimento (APF) — Média das cinco plantas centrais da
parcela, medidas do solo ao final da haste em cm.

e Periodo de granacao (PEG) — Numero de dias entre os estagios R5 (numero de
dias da semeadura até o inicio de enchimento de graos) e R7 (nUmero de dias
da semeadura até a granacdo completa).

e Numero de dias para a maturidade (NDM) — Numero de dias da semeadura até
95% das vagens maduras em 50% da parcela.

e Altura da planta na maturidade (APM) — Média das cinco plantas centrais da
parcela, medidas do solo ao final da haste em cm.

e Valor agronémico (VA) — Escala de notas de 1 a 5, sendo 1 para planta com
baixo valor e 5 para planta excelente, para a arquitetura geral das plantas na
parcela.

e Acamamento (AC) — Escala de notas de 1 a 5, sendo 5 para planta totalmente

acamada e 1 para planta ereta.
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e Altura da insercéo da primeira vagem (IPV) — Média das cinco plantas centrais
da parcela, medidas do solo até a primeira vagem da haste em cm.

e Produtividade de graos (PROD) — Massa total das sementes produzidas na
parcela, em quilograma por hectare (kg ha™).

e Massa de cem sementes (MCS) — Massa de 100 sementes em gramas (g).

Teor de 6leo (OLEO) — média em porcentagem de trés leituras no espectdémetro
NIR (Near-infra red spectroscopy

Os dados de todas as caracteristicas avaliadas, foram analisados pelo software
Selegen-Reml/Blup (Sistema Estatistico e Selecdo Genética Computadorizada via
Modelos Lineares Mistos), desenvolvido por Resende e colaboradores em 1994. Foi
utilizado um modelo misto em blocos incompletos em varios locais e uma so colheita. A
significancia dos efeitos do modelo foi testado pela Analise de Deviance (ANADEV), e a
significancia dos efeitos testadas pelo Qui-Quadrado a 1% e 5% (ANEXO B).

As médias obtidas pela ANADEV nos 5 locais avaliados para cada
caracteristica, foram utilizadas para realizacdo das analise multivariadas. Estas médias
foram padronizadas minimizando os efeitos de outliers na analise conforme
procedimento descrito por Huber (1973).

Trés metodologias multivariadas foram empregadas, a Andlise de Componentes
Principais (ACP), e dois tipos de Agrupamento hierarquico, Ward e Average Linkage.
O principio da ACP é sumarizar a variacao total explicada pelas variaveis originais em
um novo conjunto de variaveis transformadas (componentes principais) com 0 mesmo
numero de dimensdes de tal maneira que as primeiras componentes principais sempre
explicardo maior variagcdo que as componentes principais subsequentes. Através da
projecao das amostras “ou acessos” em relagcdo aos componentes principais é possivel
realizar um agrupamento em que € admissivel analisar a relacdo entre as amostras
estudadas. Ja a andlise de agrupamento, ou clustering, tem como objetivo o
agrupamento de objetos ou individuos com caracteristicas semelhantes entre si. Esta
analise é feita a partir de uma matriz de dados de similaridades ou distancias
(dissimilaridades), tais medidas por sua vez sado calculadas considerando os valores

das amostras para cada variavel.
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Para o calculo dos componentes principais, foi utilizada a matriz de correlacdes,
ja que as variaveis analisadas possuem escalas diferentes e com a utilizacdo de
correlagBes ndo ha necessidade de transformacéo dos dados.

O célculo de correlacdo cofenético (BARROSO e ARTES, 2003; CRUZ e
CARNEIRO, 2003)para os métodos de agrupamento, e a matriz de distancias
Euclidianas utilizada em ambos os métodos de agrupamento, foi calculada a partir das
médias ajustadas dos 5 ambientes para as 10 caracteristicas avaliadas no software
Genes (CRUZ, 2001).

O método de agrupamento de Ward’s utiliza como distancia entre os clusters a
seguinte férmula (MILLIGAN, 1980):

-l
DKL - 1 1

Ne TN
Sendo que:
C; é 0 k ésimo cluster;
€, € o L ésimo cluster;
Xy € 0 vetor de médias para o cluster Cy;
X; € o vetor de médias para o cluster C;;
N, € o numero de observacfes em Cy;
N, € o numero de observacdes em C;;
O método de agrupamento de Average Linkage, conhecido como UPGMA,

utiliza como distancia entre os clusters a seguinte formula (SOKAL e MICHENER,

1958):
d (x;,x;)
D,, = —
AL Z Z NN,

LECKy JECL

Sendo que:

x; € a i ésima observacéo;
x; € a j ésima observagao;
Cy € 0 k ésimo cluster;

C; é o L ésimo cluster;
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N, € o numero de observacbes em Cy;

N, € o numero de observagbes em Cy;

x| é a raiz quadrada da soma de quadrados dos elementos de x(O
comprimento da distancia Euclidiana do vetor x);

d (x,x;) é igual a [lx, — x|

Em ambos os métodos de agrupamento o numero de clusters foi definido pela
estatistica Cluster Cubic Criterion (CCC) descrito por Sarle (1983). Esta estatistica
basicamente assume que todos os clusters foram obtidos de uma distribuicdo uniforme,
assim, valores esperados de R? baseados nesta distribuicdo sdo entdo comparados
com valores observados de R

As analises de componentes principais e de agrupamento foram feitas pelo
software JMP verséo 12 (SAS INSTITUTE, 2015).

3.3 Resultados e Discusséao

A analise de componentes principais foi feita a fim de verificar o agrupamento
dos individuos de acordo com as caracteristicas avaliadas. Observa-se que 0s trés
primeiros componentes principais explicaram 71,53% da variacdo fenotipica total
apresentada entre os acessos (Tabela 1). Segundo o critério de Kaiser (1958) deve-se
reter apenas aqueles componentes 0s quais apresentem autovalores maiores que 1, ou
seja, no caso deste estudo os componentes 1, 2 e 3 (CP1, CP2 e CP3
respectivamente).

Os auto vetores (Tabela 2) explicam o quanto cada variavel original esta
associada a cada um dos componentes principais. No CP1 os caracteres altura de
planta na maturacdo (APM) e altura da planta no florescimento (APF), foram as que
mais contribuiram para a formag&o deste primeiro componente. Ja4 no CP2, destacam-
se as variaveis numero de dias para a maturacdo (NDM) e produtividade de gréos
(PROD). Por sua vez na formacao do terceiro componente as caracteristicas insercao

da primeira vagem (IPV) e teor de 6leo (OLEO), contribuiram com os maiores valores.
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Tabela 1. Autovalores, variancia e variancia acumulada em relacédo a total, na analise
de componentes principais em 95 linhagens de soja

Componentes Auto valores Variancia Variancia Acumulada(%)
1 4,18 41,84 41,84
2 1,96 19,64 61,48
3 1,01 10,06 71,53
4 0,79 7,90 79,43
5 0,77 7,69 87,11
6 0,45 4,53 91,64
7 0,38 3,83 95,47
8 0,20 1,97 97,45
9 0,17 1,72 99,16

10 0,08 0,84 100,00

As caracteristicas que mais contribuiram do CP1(APF, AC, APM e IPV), estao
relacionadas a arquitetura da planta. Para CP2, todas as caracteristicas, exceto o
carater acamamento (AC), sendo um bom indicativo para a utilizacdo do segundo
componente como diferenciador dos genoétipos. O CP3, por sua vez, foi influenciado
por poucas variaveis, sendo por este motivo ndo levado em consideracdo na analise
grafica.

Este mesmo tipo de relacéo entre as variaveis pode ser observado no circulo de
correlacdes apresentado na Figura 1lb. Este grafico, permite a observacdo da
correlacdo entre as varidveis e sua importancia nos dois primeiros componentes
principais, quanto mais préximas aos eixos x ou y do circulo mais as caracteristicas
estdo associadas com os componentes principais plotados respectivamente. Observa-
se pelo gréfico que as variaveis AC e MCS estdao altamente relacionadas ao
componente 1, apesar de terem sentidos opostos devido aos sinais, sendo AC com
contribuicdo alta e positiva (0.4352) e MCS com contribui¢do alta e negativa (0.4352).

As correlagbes entre as caracteristicas também podem ser observadas pela
proximidade destas no plano, como por exemplo, as varidveis PROD e PEG. Ainda na
figura 1b, podem-se observar trés grupos de variaveis, o primeiro grupo englobando as
variaveis NDM, APF, APM, IPV, o segundo grupo os caracteres PROD, PEG, VA,

OLEO e MCS e por fim o terceiro representado pelo acamamento de plantas.
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Tabela 2. Autovetores da andlise de componentes principais para 10 caracteristicas
avaliadas fenotipicamente em 95 genotipos de soja

Componentes

Carater CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 CP7 CP8

APM 0,38 0,3354 -0,062 0,133 0,138 0,3897 0,2366 0,2938

PEG -0,261 0,396 -0,066 -0,455 -0,463 0,0923 0,2542 0,2457
VA -0,358 0,3188 -0,081 0,236 0,3518 -0,11 -0,198 0,6574
AC 0,4352 -0,058 -0,064 0,1376 -0,089 0,1606 0,5453 0,1408
MCS -0,381 10,0382 0,2235 -0,116 0,1585 10,7964 -0,043 -0,242
NDM 0,2474 04932 -0,045 -0,282 -0,387 -0,0/5 -0,398 -0,15

IPV 0,1685 0,1764 0,7334 -0,407 0,3721 -0,266 0,1591 0,0262
APF 0,3728 0,3241 0,0377 0,2267 0,1904 0,1679 -0,407 -0,188

OLEO -0,2 0,1552 0,5447 0,6484 -0,437 -0,065 0,1259 -0,055
PROD -0,238 0,4699 -0,305 0,1283 0,3082 -0,243 0,4192 -0,53

APM — altura da planta na maturagdo, PEG — periodo de granagdo, VA — valor agrondmico, AC — acamamento, MCS — massa de
100 sementes, NDM — numero de dias para a maturacdo, IPV — inser¢cdo da primeira vagem, APF — altura da planta no

florescimento, OLEO — Teor de 6leo, PROD - producéo de grdos

A Figura la representa o comportamento dos 95 genoétipos de soja em relagéo
aos dois primeiros componentes principais. As testemunhas comerciais utilizadas, V-
max, Sambaiba, Poténcia entre outras, ficaram agrupadas em um s6 grupo localizadas
no sentido de crescimento da variavel produtividade de graos. As Pl's, Pl 145079, PI
170889 e PI 281898 também foram alocadas neste grupo podendo ser um indicativo de
boa produtividade de gréos e demais caracteristicas correlacionadas nestes acessos.

Um segundo grupo formado por outras Pl's dentre elas Pl 159922, Pl 417563 e
Pl 259540 estao positivamente influenciadas pelas variaveis de arquitetura APF e APM,
e NDM, sendo a correlagdo alta entre estas variaveis explicada por Lopes et al. (2012),
segundo os autores quanto maior o ciclo, maior a planta e os internédios produzidos,
por isso as correlacfes altas entre estas variaveis. O grupo no quarto quadrante esta
altamente associado ao aumento da caracteristica acamamento, sendo esta uma
caracteristica negativa, pois as notas de AC mais altas indicam plantas acamadas e
tendem possuir baixo valor agronémico, por dificultarem a colheita mecéanica devido ao

porte ndo ereto e graos danificados devido ao contato com o solo.
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Figura 1 — a) Grafico dos dois primeiros componentes principais para as 95 cultivares de soja; b) Circulo
de correlagdes para as 10 caracteristicas agro morfolégicas analisadas

Mesma abordagem utilizada neste trabalho foi feita por Marconato (2014),
utilizando 93 gendtipos dos 95 deste trabalho. Realizando analise de componentes
principais em nove caracteristicas agro morfologicas foram observados resultados
similares ao deste estudo. Sendo os trés primeiros componentes responsaveis por 71%
da variancia fenotipica total. A autora encontrou também grande associacdo entre o
componente trés e a caracteristica inser¢cdo da primeira vagem, devido a isto este
componente ndo possibilitou a discriminacdo entre os genoétipos devido a baixa
correlacdo entre IPV e PROD, fato corroborado por outros estudos que obtiveram
valores baixos para este mesmo tipo de correlacdo (MUNIZ et al., 2002; ALCANTARA
NETO et al., 2011).

Além da andlise de componentes principais outro método multivariado
empregado foi a analise de agrupamento hierarquico, utilizando duas metodologias:
Average Linkage ou UPGMA (SOKAL e MICHENER, 1958), e o método de Ward’s
(MILLIGAN, 1980). Ambos os métodos possuem vantagens e desvantagens, o primeiro
€ sensivel em relacdo a dados com mesma variancia, e o segundo viesado em relacao
a producéao de clusters com o mesmo numero de observacoes.

O dendrograma do agrupamento de Ward’s esta apresentado na Figura 2. Dez

clusters foram formados com base nas dez caracteristicas agro morfoldgicas utilizadas.
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As cultivares brasileiras foram alocadas nos clusters 2 e 3. No cluster dois além das
LQ’s do programa de melhoramento da ESALQ, foram agrupadas as cultivares IAC100
e Paranagoinia também do Brasil. Além destas linhagens, quatro acessos exéticos
foram alocados neste cluster, a Pl 210352 originaria de Mocambique com valores
médios de NDM 131 dias, VA 3,17, AC 1,17 e PROD de 2088 kg ha*, a Pl 281898
originaria da Malasia com valores médios de NDM 135 dias, VA 2,92, AC 1,75 e PROD
1296, e os acessos Kinoshita e Shiranui mencionados na literatura como fontes de
resisténcia a ferrugem asiatica da soja (Phakopsora pachyrhizi) (BATISTA, 2008).

No cluster 3 (Figura 2) ficaram alocadas as demais cultivares brasileiras, entre
estas linhagens, os valores médios para produtividade de grdos ultrapassaram os 2000
kg ha™, variando de 2141 kg ha™ para a cultivar A7002 & 3332 kg ha™ de Poténcia. Os
valores apresentados para OLEO ultrapassaram os 18%, variando de 18,85% para a
cultivar A7002 e 21,21% para a linhagem JAB 00-02-2/2J3D. Neste cluster constam as
linhagens com maior média de produtividade e valor agrondmico ja que em sua maioria
séo linhagens adaptadas as regides analisadas nos experimentos.

Algumas caracteristicas podem ser destacadas nos clusters formados. O cluster
seis apresentou acessos exoéticos com valores médios baixos para notas de AC,
variando de 1,33 a 2,78. Assim, as linhagens alocadas neste grupo apresentaram porte
mais ereto que as demais. Em contrapartida as linhagens do cluster nove apresentam
valores altos para notas de AC variando de 3,13 a 4,11. E interessante ressaltar que os
acessos do cluster seis apresentaram também menor APM, 44,18 cm a 74,49 cm ao
oposto que, no cluster 9 os valores médios de APM variaram de 11,03 cm a 144,18 cm.
Buzello et al (2013), estudando plantas de soja encontrou correlagéo positiva entre as
caracteristicas acamento e altura de plantas, refletindo que uma reducao na altura de
plantas consequentemente promove uma redugdo no acamamento.

Além dos valores de AC, os acessos exoticos do cluster 9 também possuem em
comum valores medios de OLEO menores que 20%, variando de 14,94% na PI
P1222550 a 18,05% na P1204333.
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As 95 linhagens analisadas (ANEXO A) no agrupamento séo originarias de 37
paises ao redor do mundo. Entretanto os clusters formados ndo correspondem as
mesma regides de origem dos acessos. Os acessos provenientes da China e Japao
foram agrupados em quase todos os clusters, podendo ser uma explicacdo valida, que
a regido compreendida por estes paises € considerada centro de diversidade e
domesticacdo da soja (OLIVEIRA et al., 2010; LI; NELSON, 2001).

Pelo método Average Linkage, foram formados 7 clusters utilizando o critério de
CCC. Os clusters estdo representados na forma de dendrograma na Figura 3. O
namero de clusters formados foi diferente do método de Ward’'s. As cultivares
brasileiras foram agrupadas em dois clusters diferentes, assim como no método de
Ward’s (Figura 3). Neste tipo de agrupamento as cultivares Poténcia, Vmax, Conquista,
CD 215 e JAB 00-02-2/2J3D foram alocadas no cluster 2, enquanto que as demais
linhagens do Brasil foram alocadas no cluster 1.

O cluster 2 agrupou linhagens brasileiras com médias variando de 2815 kg ha™
para a cultivar Conquista e 3332 kg ha™ para a cultivar Poténcia. Os valores AC
variaram de 1,22 para VMax a 1,62 em Conquista, as notas para VA variaram de 3,50 a
3,89 e 0 NDM variou de 132 a 144 dias.

O maior agrupamento formado, o cluster 1, alocou dez cultivares brasileiras. Os
valores médios neste cluster para a caracteristica PROD, variaram de 1590 kg ha™
para a P1341264 & 2905 kg ha™ para a cultivar Paranagoiania, para AC as notas
variaram de 1,28 na P1210352 a 3,64 para a PI1306702, j4 para a caracteristica VA 0s
valores variaram de 1,89 para a P1306702 a 3,57 na linhagem LQ 1403. As melhores
notas de VA e AC foram observadas nas cultivares brasileiras.

Alguns clusters formados no agrupamento de Ward’s foram semelhantes
aqueles do meétodo Average Linkage. No cluster 3 (Figura 3) foram alocadas 13
linhagens, pelo método de Average Linkage, dentre estas, 11 genotipos Sdo comuns ao
cluster seis do agrupamento de Ward’s. Os dois gendtipos néo inclusos neste ultimo
cluster foram os acessos exoticos P1407764 e P1427276 originarias da China. Outros
clusters semelhantes, com pequenas diferencas de acessos entre 0s agrupamentos,

foram os cluster 9 (Figura 2) e cluster 5 (Figura 3).
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A PI1222397 originaria do Paquistdo foi o Unico acesso a ser alocada em um
cluster sozinha. Esta linhagem apresentou valores para as caracteristicas agro
morfolégicas como PROD 916 kg ha®, AC 4,22, VA 1,61 e APM 60,92. Estas
caracteristicas permitiram a diferenciacdo desta linhagem dos demais acessos no
agrupamento de Average Linkage.

O cluster 4 (Figura 3) apresentou as cultivares com menores valores de AC,
variando de 1,17 na PI438301 a 1,88 na Pl407744. Os valores de APM também
apresentaram valores baixos confirmando como mencionado anteriormente a
correlacdo positiva entre AC e APM. O oposto ocorre no cluster 5, onde os valores de
AC variaram de 2,56 na Pl133226 a 4,44 para a PI227687. Além disso os valores
médios para a caracteristica APM foram altos, variando de 88 cm a 144 cm.

Mulato (2010), utilizando os mesmos acessos exoticos deste trabalho, avaliou a
diversidade genética via marcadores agro morfologicos. O autor avaliou quatorze
caracteristicas quantitativas e 6 variaveis categoricas ou qualitativas, utilizando o
agrupamento de Tocher e variaveis canbnicas. Na analise dos caracteres qualitativos
pelo agrupamento de Tocher foram formados dezesseis grupos, ja quando analisados
0s caracteres quantitativos foram formados vinte grupos. Na variavel canbnica
explicando a maior porcentagem da variabilidade total (76,98%) estdo os caracteres
NDM e inicio da granacédo (R5).

Outros trabalhos também j& foram feitos visando identificar a diversidade
genética em soja a partir de caracteres agro morfolégicos. Cui et al. (2001),
observaram a separacdo em grupos através do método Average Linkage em cultivares
de soja americanas e chinesas. Similarmente utilizando a mesma metodologia
Nogueira (2011) conseguiu diferenciar 90 linhagens de soja de acordo com as regides
de adaptacao destas.

Visando detectar as diferencas entre os dois tipos de agrupamento, utilizou-se o
céalculo da correlacdo cofenética. Este tipo de correlacdo mede o ajuste entre a matriz
de similaridade original e matriz ajustada pelo método de agrupamento. O coeficiente
varia entre 0 e 1 e quanto mais proximo de 1 menor a distorcdo do método de
agrupamento nos dados originais (CRUZ e CARNEIRO, 2006). O coeficiente de

correlacdo para o método de Ward's foi de 0,61 e ja para o método Average Linkage foi
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0,67, assim o ultimo tipo de agrupamento representou um melhor ajuste dos dados
implicando em uma menor distor¢cdo no dendrograma apresentado.

Os dois métodos de agrupamentos hierarquicos possuem similaridades no
agrupamento de varios acessos como discutido nos resultados anteriormente. Kantety
et al (1995), utilizou cinco métodos de agrupamento, Single Linkage, UPGMA, UPGMC,
Complete Linkage e Ward’s para avaliar similaridade entre linhagens de milho pipoca
utilizando marcadores microsatélites. Os diferentes métodos apresentaram resultados
similares com minimas diferencas entres eles, entretanto segundo os autores o método
gue se mostrou mais consistente com os grupos heteraticos ja conhecidos foi o método
de UPGMA.

3.4 Conclusoes

Os acessos deste painel de soja possuem divergéncia genética, com base em
marcadores agro morfologicos, sendo assim, vemos que é possivel a selecdo de
genadtipos para utilizacdo em programas de melhoramento de soja visando o aumento
da variabilidade genética.

Os dois métodos de agrupamento utilizados apresentaram diferencas no
namero de clusters. O método Average Linkage apresentou uma maior valor de
correlacao cofenética e portanto representou um melhor ajuste dos dados originais

E recomendado, que se complete este estudo com a caracterizacdo da
diversidade genética utilizando marcadores moleculares, a fim de comprovar os
resultados obtidos no presente trabalho e fornecer uma informagdo completa sobre a

variabilidade genética presente neste painel de acessos de soja.
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4 ESTRUTURA DE POPULACAO E DIVERSIDADE GENETICA DE ACESSOS DE
SOJA UTILIZANDO GENOME-WIDE SNPs.

Resumo

Uma boa caracterizagdo de acessos exoéticos pertencentes a bancos de
germoplasma pode ajudar na melhor utilizacdo dos recursos genéticos e incorporacao
destes gendtipos como fonte de variabilidade em programas de melhoramento. Um
painel de soja contendo 80 acessos exoéticos e 15 linhagens brasileiras foram
caracterizadas molecularmente utilizando 10017 SNPs do chip de genotipagem
Axiom® Soybean Genotyping Array. Foi detectada a presencga de diversidade genética
entre 0s acessos, com uma diversidade génica variando de 0 a 0,34, um PIC variando
de 0,021 a 0,480 e Ho de 0 a 0,34. Na andlise de agrupamento pelo método Neighbor
Joining Tree foi possivel detectar e presenca de dois grupos utilizando 1000 bootstraps
para producdo de um dendrograma consenso. A estrutura da populacéo foi analisada
por duas abordagens Bayesiana (STRUCTURE) e Analise Discriminante de
Componentes Principais. Os resultados mostram um numero 6timo de k=2 para as
duas abordagens,contando com pequenas diferencas nas aloca¢des dos individuos.

Palavras chave: Glycine max; Germoplasma; Marcadores moleculares; DAPC

Abstract

A good characterization of exotic lines of the germplasm banks can help make
better use of genetic resources and incorporation of these genotypes as a source of
variability in breeding programs. A soybean panel containing 80 exotic lines and 15
Brazilian improved lines were characterized molecular using 10017 SNPs of the
genotyping chip Axiom® Soybean Genotyping Array. The presence of genetic diversity
among the accessions was detected with a gene diversity ranging from 0 to 0.34, a PIC
ranging from 0.021 to 0.480 and a Ho O to 0.34. In the clustering analysis using the
Neighbor Joining Tree method was detected the presence of two clusters using 1000
bootstraps to produce a consensus dendrogram. The population structure was analyzed
by two approaches, Bayesian (STRUCTURE) and Discriminate Analysis of Principal
Component. The results show a great number of k = 2 for the two approaches, with
minor differences in allocations of individuals.

Keywords: Glycine max; Germplasm; Molecular markers; DAPC

4.1 Introducao

E de fundamental importancia o entendimento sobre a diversidade genética
presente nos bancos de germoplasma e o0 parentesco entre as cultivares comerciais

modernas e seus parentes exoticos. Tais cultivares crioulas sdo os depositérios
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naturais da variabilidade genética presente nas espécies cultivadas, contendo fontes de
resisténcia a fatores abioticos como tolerancia a seca, calor e frio e fatores bio6ticos,
como doencgas e pragas, sendo, portanto, fontes para aumento da diversidade genética
em programas de melhoramento. Entretanto, estima-se que em soja, 0,6% dos acessos
totais presentes nos bancos de germoplasma no mundo tenham sido utilizados pelos
melhoristas de plantas (CARTER et al., 2004). Um dos principais fatores para a
subutilizacdo dos recursos genéticos se da devido a falta de caracterizacdo destes
acessos exoticos.

Apesar do sucesso de varios estudos envolvendo a caracterizagéo fenotipica de
acessos de banco de germoplasma (PERRY e MCINTOSH, 1991; SNELLER, 1994;
GIZLICE; et al.,, 1994; BERNARD et al.,, 1998), os fenétipos podem ser altamente
influenciados pela interagdo gendtipo por ambiente (GXE), o que pode dificultar a
avaliacdo de caracteres morfolégicos, principalmente quando envolve a avaliacdo de
caracteres quantitativos. Além disto, quase sempre 0s acessos sdo avaliados em
condicbes de ambiente nos quais estes ndo possuem adaptacédo, dificultando ainda
mais a sua caracterizacao.

Uma alternativa para minimizar tais problemas no estudo da diversidade
genética é a utilizacdo dos marcadores moleculares. A caracterizagdo molecular foi
primeiramente realizada em soja com a utilizacdo de isoenzimas (Chen et al., 1989;
Perry et al., 1991) e posteriormente com outros tipos de marcadores tais como RAPD
(Restriction fragment length polymorphism), AFLP (Amplified fragment length
polymorphisms) e SSR (Simple sequence repeat). Atualmente os SNPs (Single
nucleotide polymorphisms) sdo as marcas mais utilizadas para diversos tipos de
analises moleculares, incluindo estudos de diversidade genética, pois possuem uma
série de vantagens, como alto nivel de polimorfismo, acuracia, baixo custo por data
point, além de permitirem a genotipagem em todo o genoma (VARSHNEY et al., 2009).

Hyten et al. (2006) sequenciaram com SNPs quatro populacdes de soja,
representando grupos de genotipos antes e apds eventos de gargalo genético
(bottlenecks). Os autores observaram a perda de varias sequéncias raras e numerosas
mudancas de frequéncias alélicas ao longo da histéria, além disso, chegaram a

conclusdo de que o gargalo genético com maior efeito na perda de variabilidade
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genética foi a domesticacdo. Ja Lam et al. (2010), utilizando anélise de SNPs de alta
performance, re-sequenciaram 17 linhagens de sojas selvagens e 14 cultivares
comerciais, afim de verificar e comparar os padroes de variagcdo. Como esperado 0s
autores identificaram alta diversidade alélica nos genoétipos selvagens e grande
presenca de desequilibrio de ligacdo no genoma da soja como um todo.

O entendimento e a caracterizacdo da diversidade genética de soja nos bancos
de germoplasma ajudaria a melhor utilizacdo dos recursos genéticos e a incorporacao
de novas fontes de variabilidade genética nos programas de melhoramento. Dado o
exposto, o presente trabalho tem como objetivo a caracterizacdo molecular da
diversidade genética e estrutura populacional, em um painel com 80 acessos exoéticos
de soja e 15 cultivares comerciais utilizando marcadores SNPs distribuidos ao longo do

genoma.
4.2 Material e Métodos
4.2.1 Material Vegetal

O painel de soja avaliado foi composto por 95 gendtipos (ANEXO A), dentre
estes 10 variedades comerciais brasileiras: IAC100, Conquista, CD 215, BMX Poténcia,
A7002, Vmax, Sambaiba, Pintato e Paranagoiania, 2 linhagens do programa de
melhoramento de soja da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita” (UNESP-
Jaboticabal): JAB 00-05-6/763D e JAB 00-02-2/2J3D, 4 linhagens do programa de
melhoramento de soja da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ):
LQ1050, LQ1505, LQ1421 e LQ1413. E 80 PI's (Plant Introductions) de soja
selecionadas em estudo prévio realizado por Mulato (2010) e que compreendem

genatipos provindos de diferentes localidades do mundo.

4.2.2 Extragdo de DNA

Os 95 genotipos foram semeados em vasos na casa de vegetacdo. Tecido foliar
foi coletado de uma planta a partir do segundo par de folhas verdadeiras, para extracéo
do DNA genbmico pelo método CTAB (DOYLE, DOYLE; 1990). O DNA total foi

guantificado no aparelho QuantiFluor®, e as amostras foram diluidas para a
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concentracdo de 100 ng puL™* e acondicionadas em placas, para serem enviadas para

empresa Affymetrix© na California Estados Unidos para genotipagem.

4.2.3 Genotipagem com marcadores SNPs

A genotipagem foi realizada na plataforma da Affymettrix (Axiom® Soybean
Genotyping Array) contendo 186,961 mil marcadores SNPs para soja cultivada e
selvagem. As sequéncias para o desenho do arranjo de SNPs foram fornecidas pela
parceria entre a Affymettrix e os doutores Soon-Chun Jeong, Namshin Kim, e Jung-
Kuyng Moon, do Instituto de Pesquisa de Biociéncias e Biotecnologia da Coréia
(KRIBB).

4.2.4 Anélise dos SNPs

Os SNPs foram pré-processados pelo software da Affymettrix, Axiom® Analysis
Suite. Os seguintes filtros foram aplicados no numero de SNPs originais: DQC > 0,82
(Dish quality control, medida da resolucédo das distribuicdo dos valores de contraste),
QC call rate (Quality control call rate) > 92 , Average call rate for passing > 97, Minor
alele cutoff > 2. Valores baseados na recomendagédo do software Axiom® Analysis
Suite

Um numero de 20 mil SNPs foi utilizado para que todas as 95 amostras
passassem nos filtros mencionados anteriormente. Destes 20 mil SNPs, apds a
utilizagdo dos filtros mencionados anteriormente 50,08% SNPs (10017) foram
classificados como PolyHighResolution, classe esta recomendada para utilizagdo pelo
software e que apresenta, boa resolugdo dos clusters e ao menos dois exemplos de
minor allele.

Estes 10017 SNPs foram utilizados para a analise de diversidade genética e

estrutura de populacdes.

4.2.5 Andlise de Diversidade

Para acessar a diversidade genética entre os acessos foi utilizado o software

PowerMarker 3.25 (LIU e MUSE 2005), onde foram calculados a heterozigosidade
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observada (Ho), a heterozigosidade esperada (He) ou diversidade do gene no caso de
SNPs, porcentagem informativa de polimorfismo (PIC), a andlise de variancia molecular
AMOVA, as estatisticas F¢ para populacdes (WRIGHT, 1965), as frequéncias alélicas
para o célculo das distancias Euclidianas e a constru¢cdo do dendrograma pelo método
Neighbor Joining Tree com a utilizacdo de 1000 bootstraps. A obtencdo do
dendrograma consenso foi feita no programa PHYLIP 3.6 (FELSENSTEIN, 2005) e
para edicdo e visualizagdo do dendrograma final foi utilizado o software Mega 6
(TAMURA et al., 2013).

O célculo da correlacdo cofenética para o dendrograma pelo método de
Neighbor Joining Tree, foi feito utilizando o pacote do software R adegenet (JOMBART,
2008). Para fins de comparacao também foi calculado este mesmo tipo de correlacédo
utilizando agrumento do tipo UPGMA.

4.2.4 Analise de estrutura da populacao

Para as andlises de estrutura da populacdo foram utilizados dois softwares.
Primeiro o pacote do R adegenet (JOMBART, 2008), empregando-se uma analise
exploratéria de dados, a Andlise Discriminante de Componentes Principais (DAPC).

Na analise de DAPC os dados de marcadores foram primeiramente
transformados pela andlise de Componentes Principais (PCA), o numero total de
componentes foi mantido maximizando a quantidade de variancia explicada. Para a
definicdo do numero clusters (k) foi feita pelo algoritmo K means, que identifica o
melhor nimero de clusters a partir do melhor valor de BIC (Bayesian Information
Criterion).

Utilizando os dados transformados para PCA e o numero de clusters definido
pelo algoritmo k means, foi deita a analise de DAPC. Foram retidos 40 componentes
principais resultando na formagédo de uma funcdo discriminante. Com as informagdes
desta fungdo discriminante foi gerado um grafico do tipo compoplot, com as
probabilidades de atribuicdo de cada individuo aos clusters formados.

O segundo software utilizado foi o STRUCTURE 2.3.4 (PRITCHARD et al.,
2000) via abordagem Bayesiana, utilizando o modelo sem mistura (no admixture). As
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frequéncias alélicas foram consideradas correlacionadas entre as populacdes, foram
testados valores de k (nimero de populagbes provaveis) de 1 a 10, com dez repeticdes
para cada k, um periodo de burn-in de 100 mil e dez mil repeticbes da cadeia de
Markov (MCMC). A determinacdo do k mais provavel foi feita de acordo com método
proposto por Evanno et al. (2005) através da plataforma online STRUCTURE
HARVESTER (EARL e VONHOLDT, 2012). A matriz Q do k mais provavel foi entdo
analisada pelo software CLUMPP (JAKOBSSON e ROSENBERG, 2007), os resultados
foram inseridos no software online STRUCTURE PLOT (RAMASAMY et al., 2014) onde
foi gerado o grafico com as respectivas probabilidades de atribuicdo de cada individuo

aos clusters.

4.3 Resultados e Discussao

Um total de 20 mil SNPs foram utilizados na genotipagem dos 95 acessos de
soja, deste total apenas 10017 (50%) marcadores foram polimérficos. O contetdo de
informacéo de polimorfismo (PIC) para os marcadores, variou de 0,021 a 0,480, com
uma média de 0,205 em todos os 95 genodtipos analisados. Estes resultados
demonstram a presenca de diversidade genética entre os acessos. Os valores de PIC
representam a diversidade génica para um dado loco, tdo logo, quanto mais elevados
os valores de PIC maior a probabilidade de polimorfismo entre dois acessos para
aquele loco (LI e NELSON, 2001). Hao et al. (2012) genotiparam 191 variedades
crioulas de soja com 1536 SNPs e encontraram valores similares de PIC, variando de
0,20 a 0,45.

A média da heterozigosidade esperada (He), foi de 0,245, com valores variando
de 0,028 a 0,5735. Enquanto que, a heterozigosidade observada (Ho) apresentou
valores de 0 a 0,34, e uma média de 0,0723 nos 10017 locos. Os valores baixos de Ho
sé@o esperados visto que a soja € uma planta autbgama e possui baixa quantidade de
heterozigotos. Segundo Bai e Gai (2003), valores de heterozigosidade altos
provavelmente sdo resultantes de polinizacdo cruzada, a qual ocorre em torno de

apenas 0,5% em soja, de forma natural.
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Com o proposito de verificar distancia genética entre 0os acessos de soja do
painel, foi realizada a construcdo de um dendrograma com base nas distancias
Euclidianas pelo método Neighbor Joining Tree com a utilizacdo de 1000 bootstraps.
Este tipo de metogologia foi testada utilizando o calculo de correlacdo cofenética, g
gual é uma medida da acuracia do dendrograma em relacdo as distancias originais. O
valor obtido para o agrupamento do tipo foi Neighbor Joining Tree de 94,54% e para
UPGMA o valor foi de 64,98% (Figura 1). Destacando a melhor preciséo do tipo de
agrupamento escolhido para os dados deste trabalho.
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Figura 1 Correlacéo cofenética da matriz de distancias Euclidianas baseada em Marcadores SNPs, a)
correlacao cofenética do método de Neighbor Joining Tree, b) correlagdo cofenética do método
UPGMA
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As distancias genéticas variaram de 0,0001 entre os gendtipos Pl 265497 e PI
171451, a 0,6559 entre as linhagens Paranagoiania e Pl 416828. Todos os 95

genotipos analisados foram classificados em dois grupos principais (Figura 2): o grupo |
em azul, composto por 41 acessos, dentre eles esta a testemunha brasileira Sambaiba,

duas linhagens do programa de melhoramento genético da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” as LQ 1421 e LQ 1050, e a linhagem do programa de
melhoramento genético da UNESP — JAB 00-02-2/2J3D J& o grupo Il em em vermelho
formado por 54 acessos, contendo a maioria das cultivares brasileiras utilizadas neste

trabalho.
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Os acessos provenientes da China e Japao estiveram presentes em todos os
dois grupos formados, uma explicacdo vélida é que a regido compreendida por estes
paises é considerada centro de diversidade e domesticacdo da soja e como tal, varios
acessos provenientes destes paises foram introgredidos ao redor do mundo como fonte
de variabilidade e diversidade genética (LI e NELSON, 2001).

Em trabalho realizado por Li e Nelson (2001) os autores avaliaram a diversidade
genética em trés paises considerados fontes de germoplasma para o mundo todo,
China, Japao e Coréia do Sul. Utilizando marcadores RAPD em acessos de soja
originarios destes trés paises e técnicas de agrupamento hierdrquicos, os autores
foram capazes de identificar que a distancia média entre acessos da China & muito
maior que dos acessos do Japdo e Coréia do Sul, entretanto € menor quando
comparada com as distancias entre os trés paises. Os acessos chineses foram
completamente separados dos demais acessos, contudo a analise de agrupamento
ndo foi capaz de separar entre os genétipos de origem japonesa e sul coreana,
indicando similaridade genética entre estes. Tal relagcdo também pode ser observada
pela formacao do grupo Il (Figura 2).

Dentro destes dois grupos do dendrograma (Figura 2), os acessos também
foram divididos em subgrupos que possuem padrbes semelhantes. As cultivares
comerciais Vmax, CD 215 foram alocadas juntas, indicando grau de proximidade
genética entre estes trés genotipos, 0 mesmo pode ser observado para as linhagens
Conquista e A7002, assim como para o subgrupo Paranagoiania e IAC 100. Pode-se
observar também no grupo Il a alocacéo de duas linhagens descritas na literatura como
resistentes a afideos e percevejos (MICHEREFF et al., 2014), respectivamente, as
linhagens Dowling e IAC 100, indicativo de uma provavel similaridade genética entre
estes dois gendtipos.

Os dois grupos formados no dendrograma (Figura 2) apresentam padrdes de
germoplasma distintos. O grupo em vermelho contém grande parte das cultivares
comerciais brasileiras, tais como Vmax e Potencia, assim como linhagens dos EUA,
estes individuos representam basicamente 0 germoplasma americano que foi

introgredido no sul do Brasil para inicio do cultivo da soja no pais. Na literatura alguns
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trabalhos ja demonstraram que o germoplasma e a base genética da soja no Brasil foi
formada principalmente por linhagens e recursos genéticos introduzidos da América do
Norte. Segundo trabalho realizado por Paludzyszyn Filho et al. (1993) basicamente as
introgressdes de soja brasileiras foram de cultivares originarias do sul dos Estados
Unidos, mesma concluséo foi feita por Hiromoto e Vello, (1986).

O grupo representado pela cor azul (Figura 2) representa muito bem o
germoplasma asiatico. Comparando a base genética do Brasil com a Japonesa e
Chinesa, Wysmierski e Vello (2013) relataram que apenas nove e sete ancestrais,
respectivamente, sdo compartilhados entre os referidos paises (Japdo e China) e o
germoplasma brasileiro.

Mulato et al (2010) analisando os mesmos acessos exoéticos deste trabalho
utilizando marcadores microsatélites e presentes em regides gendmicas e expressas
encontraram resultados diferentes no dendrograma pelo método UPGMA baseado na
distancia de Rogers-W. O dendrograma obtido apresentou 5 grupos com um ponto de
corte de 0,82.

Afim de verificar melhor a estrutura populacional do painel de acessos de soja
foram feitas também as analises de estruturacdo genética da populacao. Utilizando o
software STRUCTURE (abordagem Bayesiana) e uma metodologia mais simples e
rapida utilizando andlise exploratéria de dados, a analise Discriminante via
Componentes Principais (DAPC), que vem sendo adotada principalmente para dados
com milhares de marcadores (JOMBART et al., 2010).

A andlise de DAPC sem informacao a priori de popula¢des ou grupos obteve um
namero 6timo de grupos (K) igual a 2 correspondendo ao menor valor de BIC (659,01),
o qual refere-se ao critério de informacéo Bayesiano, quanto menor o valor de BIC
maior a acuracia do modelo escolhido (JOMBART et al., 2010). Foram retidos 40
componentes principais e uma fungao discriminante, correspondendo a 82% da
variacao total presentes nos dados analisados. Grande parte dos padrdes comerciais
foram alocados no grupo 2 (Figura 3), com excecdo da cultivar Sambaiba e das
linhagens da ESALQ LQ 1050 e LQ 1421. Este mesmo padrdo de agrupamento dos

genatipos brasileiros foi detectado na analise Neighbor Joining Tree (Figura 2).
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Na Figura 2 observa-se o gréafico da probabilidade de atribuicdo de cada um dos
95 acessos aos 2 grupos formados pela analise de DAPC. Entre os acessos analisados
apenas a cultivar americana Downling apresentou probabilidade de atribuicdo aos

grupos inferior a 100%.
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Figura 3 — Gréfico da probabilidade de atribuigdo dos 95 linhagens de soja aos 2 grupos (k=2) de acordo
com a analise discriminante por componentes principais (DAPC). Cada grupo representado
por uma cor: k=l em vermelho e k=Il em azul.

O valor médio de Fs; obtido para estas duas populagdes (Figura 3) foi de 0,0949.
O F4 estimado pelo método proposto por Wright (1965) pode variar de 0 a 1, onde 0
significa que as populacdes tem frequéncia de alelos idénticas, e 1 as populacdes
fixaram alelos diferentes. Sendo assim, os valores obtidos acima indicam certo grau de
compartilhamento genético e endogamia entre os dois clusters.
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Pela andlise de variancia molecular (AMOVA) (Tabela 1) a maior porcentagem
da variacao total presente na analise de DAPC foi atribuida dentro de populacdes, aqui
consideradas como grupos ou clusters (Figura 2) . O grupo | (vermelho) contando com
37,88% da variagdo presente enquanto que o grupo Il apresentou 41,26% da

variabilidade total.

Tabela 1. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) para 10017 marcadores SNPs
utilizando como populacdes os clusters (k) formados pela analise de DAPC

Fonte de Variacao Soma de Quadrados Porcentagem Explicada
Entre clusters 26010,37232 57,706272
Dentro de Kk | 170761,6 37,8849452
Dentro de k 11 185969,3833 41,2589241
dentro de individuos K | 13613 3,0201624
dentro de individuos Kk 11 54383 12,0653412
Total 450737,3556 1

O mesmo tipo de analise de estrutura populacional foi feita, utilizando uma
abordagem Bayesiana, com o software STRUCTURE. O namero de grupos que melhor
descreveu o painel de soja analisado foi k=2, resultado semelhante ao encontrado pela
analise de DAPC. Entretanto, a atribuicdo de alguns genaétipos aos grupos foi diferente
nos dois tipos de abordagem , em ambas as andlises a presenca de diferentes cores
no grafico em um mesmo individuo indica a porcentagem do genoma compartilhado
dentro de cada grupo.

Em trabalho realizado por Sigrist (2012) utilizando um grupo similar de acessos
de soja analisado neste estudo e marcadores, o autor encontrou na analise de
estrutura da populagdo um numero de clusters k=2. As cultivares brasileiras foram
agrupadas em um mesmo cluster e os acessos exoticos apresentaram um padrao de
agrupamento que nao reflete o pais de origem dos mesmos. Tal resultado similar,
corrobora as analises realizadas e traz confiabilidade ao trabalho.

O valor médio para estatistica Fg; para os dois clusters encontrados pela analise
Bayesiana, foi 0,08424 valor préximo ao encontrado entre os grupos definidos pela
analise de DAPC. Para os resultados da AMOVA (Tabela 2) a maior parte da variagéo

totalexplicada foi presente dentro dos clusters e ndo entre estes, para o grupo k | o
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percentual de variacédo explicado foi de 50,48% enquanto que, no grupo Il este valor foi
de 29,26%. Sendo assim, o grupo | concentrou a maior parte da variabilidade presente
nas duas populacodes identificadas pelo software STRUCTURE.
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Figura 4 — Gréfico da probabilidade de atribuigdo dos 95 linhagens de soja aos 2 grupos (k=2) de acordo
com a analise Bayesiana pelo software STRUCTURE. Cada grupo representado por uma cor:
k=I em laranja e k=Il em branco.

Observa-se que as linhagens alocadas aos grupos pela analise de DAPC
(Figura 3) foram mais semelhantes ao agrupamento por vizinho mais proximo (Figura
2). Pela andlise de DAPC, as cultivares brasileiras foram alocadas em um sé grupo,
com excecdo das linhagens Sambaiba, LQ 1050 e LQ 1421. Ja na andlise pelo
STRUCTURE (Figura 4) estas testemunhas tiveram distribuicdo igualitaria em dois
grupos. No primeiro grupo, em laranja, ficaram as cultivares IAC 100, Paranagoiania,
Sambaiba, JAB000222J3D, LQ 1050 e LQ 1421, e o segundo grupo identificado pela
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cor branca no grafico, as linhagens A7002, CD215, Conquista, Pintado, Vmax,
Poténcia, JAB0O0056763D, LQ 1505 e LQ 1413.

Tabela 2. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) para 10017 marcadores SNPs
utilizando como populagdes os clusters (k) formados pelo STRUCTURE

Fonte de Variacao Soma de Quadrados Porcentagem Explicada
Entre clusters 23318,22028 51,733498
Dentro de Kk | 227551,2277 50,4842177
Dentro de k 11 131871,9076 29,2569289
dentro de individuos k | 26427 58,630596

dentro de individuos k 11 41569 9,222444

Total 450737,3556 1

A estrutura populacional € uma consequéncia dos efeitos de fatores evolutivos
tais como deriva genética, migracdo, mutacéo e selecédo, mas principalmente do tipo de
sistema reprodutivo. Espécies autbgamas, como a soja, Sdo propensas a apresentar
menor diversidade alélica, altos coeficientes de endogamia e consequentemente baixa
heterozigosidade, além de possuirem alta diferenciacdo entre diferentes tipos de
populacdes quando comparadas a espécies aldgamas (WRIGHT et al., 1921).

Neste estudo ndo houve a associacdo entre a regido geografica de coleta
destes materiais e o0s clusters obtidos pelas trés técnicas aqui apresentadas, 0s
genotipos analisados provém de 37 paises ao redor do mundo, entretanto foram
detectados de 2 a 3 clusters nas analises de agrupamento e estrutura da populacao.
Uma das provaveis causas da baixa estratificacdo em grupos seja a utilizacdo de
genadtipos ja melhorados pelo homem, pois apesar de serem genotipos exoéticos as
condi¢cBes brasileiras, muitos dos acessos apresentados s&o cultivares comerciais em
seus paises de origem. Na cultura da soja trabalhos envolvendo a utilizacdo destes
dois tipos de metodologia s&o inexistentes, principalmente devido a DAPC ser uma
analise relativamente recente (JOMBART et al.,, 2010). Entretanto, varios trabalhos
podem ser encontrados na literatura comparando este dois tipos de analise na
identificacdo da estrutura de populagcbes (MORGAN et al., 2013; POMETTI, et al,,
2014), é possivel constatar nestes estudos a similaridade entre estes dois métodos e a

acuracia ao identificar o numero de populacées. Segundo trabalho de Jombart et al.
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(2010), no qual este implementa a técnica de DAPC, esta metodologia permite maior
rapidez na analise de grandes conjuntos de dados, fator de contraponto a técnica de
agrupamento empregada pelo STRUCTURE, visto que, os algoritmos deste software
requerem grande demanda computacional. No mesmo estudo as duas técnicas se
mostraram acuradamente similares na deteccdo do numero de clusters em dados

simulados.
4.4 Conclusodes

A caracterizacdo molecular indicou a presenca de diversidade genética no
painel de acessos avaliados, semelhante a encontrada na literatura em estudos
similares. Foi possivel detectar a presenca de dois grupos nas duas analises de
estruturacdo genética da populacédo utilizadas, assim como no método de agrupamento
via Neighbor Joining Tree. além de confirmar resultados obtidos anteriormente isto
permitiu maior confiabilidade nas analises realizadas.

A andlise de DAPC se mostrou eficaz e pode ser utilizada quando ha uma
grande quantidade de dados como aqueles de genotipagem presentes ao longo de
todo o genoma.
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5 MAPEAMENTO ASSOCIATIVO PARA PRODUTIVIDADE DE GRAOS EM PAINEL
DE ACESSOS DE SOJA

Resumo

O mapeamento associativo vem nos Ultimos anos ganhando destaque e sendo
cada vez mais utilizado no melhoramento vegetal, visando a identificacdo de regifes do
genoma associadas a caracteristicas de interesse. O objetivo deste trabalho é
identificar regides do genoma associadas a produtividade de grdos em um painel de
acessos de soja via mapeamento associativo. O painel de acessos foi composto por 95
individuos, dentre estes 80 acessos exoticos e 15 cultivares brasileiras. Os acessos
foram fenotipados nos anos agricolas de 2012/2013 e 2013/2014, nas cidades de
Piracicaba-SP, Jaboticabal-SP e Ponta Grossa-PR, totalizando cinco ambientes. O
delineamento utilizado foi um Alpha Latice 5x19, com parcela de quatro linhas de cinco
metros e trés repeticbes. A genotipagem foi realizada através do Axiom® Soybean
Genotyping Array contendo 10017 SNPs polimérficos para os acessos genotipados. A
analise dos dados fenotipicos foi feita no software SELEGEN utilizando modelos
mistos. Ja& a analise de associacao foi efetuada pelo software TASSEL, utilizando o
modelo misto MLM. Duas abordagens foram utilizadas na andlise de associagdo, a
primeira utilizando as médias fenotipicas ajustadas para BLUP dos cinco ambientes e a
segunda utilizando apenas as médias ajustadas para cada local individualmente.
Foram detectadas sete associacfes marcador-caracteristica com p<0,001 e com
correcdo para multiplos testes g<0,1. Dentre estas, quatro estdo presentes tanto no
modelo da andlise conjunta dos cinco ambientes quanto para o ambiente dois. Os
demais marcadores foram significativos somente para este ultimo local, o qual foi o
unico ambiente a apresentar associacfes significativas.

Palavras chave: Glycine max; Germoplasma; Modelos Mistos; TASSEL

Abstract

The associative mapping has gained prominence in recent years, and have been
increasingly used in plant breeding, aiming the identification of genomic regions
associated with features of interest. The objective of this study is to identify regions of
the genome associated with grain yield in a panel of soybean lines through association
mapping. The panel was composed of 95 individuals, among them 80 exotic lines and
15 Brazilian cultivars. The accessions were phenotypes in the agricultural season of
2012/2013 and 2013/2014, in Piracicaba-SP, Jaboticabal-SP and Ponta Grossa-PR, in
five environments. The design was an alpha lattice 5x19, with plots of four rows of five
meters and three replications. Genotyping was performed by Axiom® Soybean
Genotyping Array containing 10017 polymorphic SNPs for the genotyped lines. The
analysis of phenotypic data was made in SELEGEN software using mixed models. The
association analysis was performed by TASSEL software using the mixed model MLM.
Two approaches were used in the association analysis, the first using phenotypic
average adjusted to BLUP values for the five different environments and the second
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one using only the means for each enviroment individually. Seven marker-trait
associations were detected with p <0.001 and with correction for multiple tests q <0.1.
Among these, four are present both in in the model of joint analysis of the five
environments as well at the environment two. The other markers were significant only
for the latter site, which was the only enviroment to show significant associations.

Key words: Glycine max; Germplasm; Mixed models; TASSEL

5.1 Introducéao

A produtividade de gréos é o principal objetivo de ampla maioria dos programas
de melhoramento genético de plantas. Nao obstante, na cultura da soja o mesmo
também é verdade. Incrementos na produtividade de graos desta oleaginosa se fazem
cada vez mais necessarios, principalmente devido a demanda crescente populacional e
as limitacGes de areas agricultaveis (BEDDINGTON, 2010).

Entretanto a produtividade ndo é um carater facilmente mensuravel, devido a
sua hatureza quantitativa , no qual ha um grande numero de genes envolvidos no
controle e grande influéncia ambiental (ALLARD, 1999; RAMALHO et al., 2008). Devido
a isto a avaliacdo e estudo desta caracteristica, utilizando somente dados fenotipicos
pode demandar tempo e recursos que muitas vezes o melhorista ndo possui.

Umas das ferramentas que visa auxiliar o melhoramento de plantas s&o os
marcadores moleculares. Estes podem ser empregados em trés abordagens no
melhoramento de plantas: deteccdo e mapeamento de QTLs (Quantitative trait loci), a
selecao assistida por marcadores (MAS) e por Ultimo a selegdo gendbmica ampla
(GWS) (RESENDE et al., 2013).

As técnicas de mapeamento visam identificar associacdes entre os alelos dos
marcadores e as variagcbes fenotipicas dos caracteres quantitativos. Existem
basicamente duas abordagens para a deteccéo de QTLs, o mapeamento via analise de
ligacdo e o mapeamento pela analise do desequilibrio de ligacdo, ou mapeamento
associativo (GWAS) (RESENDE et al., 2013).

O mapeamento associativo busca correlagdes significativas entre um loco
marcador e o fendétipo da caracteristica de interesse (GUPTA et al., 2005). Ambos os

tipos de mapeamento estdo baseados no desequilibrio de ligacdo entre marcador e um
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dado loco para a caracteristica de interesse, entretanto o mapeamento associativo
utiliza populacfes naturais, contando assim com varias geracdes de recombinacéo e
detectando apenas as associa¢cdes marcador-caracteristica fortemente ligadas.

Além disso, a andlise de associacdo oferece vantagens em relacdo ao
mapeamento de ligacdo, como maior resolucdo do mapa, maior numero de alelos e
menor gasto de tempo visto que ndo € necessario cruzamentos especificos para a
geracéo da populacao a ser mapeada (FLINT-GARCIA et al., 2003).

Na cultura da soja varios estudos envolvendo GWAS foram realizados nos
ultimos anos envolvendo caracteristicas como teor de 6leo e proteina, grupo de
maturacdo, altura de planta e florescimento, clorose devido a deficiéncia de ferro.
(HWANG et al., 2014; MAMIDI et al., 2014; ZHANG et al., 2015)

Sigrist (2012) utilizando 114 marcadores microsatélites em 89 linhagens de soja
entre elas cultivares brasileiras e Plant Introductions de diversos paises, realizou o
mapeamento associativo para produtividade de graos e caracteristicas correlacionadas
em soja. O autor encontrou 285 associagdes significativas, dentre estas 30% das
associacdes ja descritas previamente na literatura.

Utilizando linhagens similares ao estudo de Sigrist (2010), este estudo tem como
objetivo o mapeamento associativo para deteccéo de regides do genoma associadas a
produtividade de grdos em um painel de acessos de soja provenientes de diferentes
partes do mundo, genotipados com marcadores SNPs e avaliados fenotipicamente em

cinco ambientes.
5.2 Material e Métodos

5.2.1 Material Vegetal

O painel de acessos de soja foi composto por 80 gendtipos exoticos de soja de
diversos paises do mundo e 15 cultivares brasileiras. As origens de cada acesso e

testemunha podem ser observadas no ANEXO A:
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5.2.2 Fenotipagem

Os experimentos de campo foram conduzidos nos anos agricolas de 2012/2013
nas cidades de Piracicaba — Sédo Paulo (SP) (Ambiente 1), Jaboticabal — SP (Ambiente
2) e Ponta Grossa — Parana (Ambiente 3), e em 2013/2014 nas cidades de Piracicaba
(Ambiente 4) e Jaboticabal (Ambiente 5). Os experimentos foram conduzidos no
delineamento Alfa-Latice 5x19, com trés repeticdes e parcela experimental de 4 linhas
de 5 metros, com espacamento entre linhas de 0,5 m, sendo colhidas apenas as 2
linhas centrais da parcela.

A caracteristica avaliada foi a produtividade de grdos em kg ha™, mensurada
através de pesagem apos a colheita, secagem e limpeza dos gréaos.

5.2.3 Genotipagem com marcadores SNPs

Folhas das 95 linhagens foram coletadas em casa de vegetagcdo, apos o
aparecimento do primeiro par de folhas verdadeiras. As folhas foram maceradas com
macerador automatico e apés procedeu-se a extracdo de DNA pelo protocolo CTAB
(DOYLE, 1990). A qualidade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a
1% corado com SYBRSafe (Invitrogen). A quantificacdo foi feita no aparelho
Quantifluor®, e as amostras foram diluidas para a concentracdo de 100 ng pL™* e
acondicionadas em placas e gelo seco, para serem enviadas para empre Affymetrix®,
em Santa Clara Califérnia, nos Estados Unidos, para genotipagem com marcadores
SNPs (Single Nucleotide Polymorphism).

A plataforma utilizada para a genotipagem foi a Axiom® Soybean Genotyping
Array contendo 186,961 SNPs mapeados com base no genoma de referéncia Williams
82.

5.2.4 Andlise dos SNPs
Os SNPs foram pré-processados pelo software da Affymettrix, Axiom® Analysis

Suite. Os seguintes filtros foram aplicados no niumero de SNPs originais: DQC > 0,82

(Dish quality control, medida da resolucéo das distribuicdo dos valores de contraste),
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QC call rate (Quality control call rate) > 92 , Average call rate for passing > 97, Minor
alele cutoff > 2. Valores baseados na recomendacdo do software Axiom® Analysis
Suite

Um numero de 20 mil SNPs foi utilizado para que todas as 95 amostras
pasassem nos filtros mencionados anteriormente. Destes 20 mil SNPs, apos a
utilizacdo dos filtros mencionados anteriormente 50,08% SNPs (10017) foram
classificados como PolyHighResolution, classe esta recomendada para utilizagéo pelo
software e que apresenta, boa resolugédo dos clusters e ao menos dois exemplos de
minor allele.

Os 10017 SNPs filtrados foram utilizados para as andlises de estrutura de

populacao, desequilibrio de ligagdo, matriz de parentesco e mapeamento associativo.

5.2.4 Andlise de dados fenotipicos

Os dados fenotipicos foram analisados pelo software SELEGEN (RESENDE et
al., 1994) utilizando modelos mistos, considerando o efeito de gendtipos, blocos e
interagcdo como de efeito aleatorio. Primeiro foram feitas as analises individuais para
cada um dos cinco ambientes e posteriormente as andlises conjuntas.

As médias corrigidas para valores de BLUP (Best Linear Unbiased Predictions)
para 0s cincos ambientes em conjunto assim como as médias ajustadas para cada

ambiente individualmente foram utilizadas no mapeamento.

5.2.5 Estrutura de populacoes

A estrutura de populacdo (matriz Q) foi inferida via abordagem Bayesiana no
softwvare STRUCTURE 2.3.4 (PRITCHARD et al., 2000) a partir dos 10017 SNPs
obtidos anteriormente. O modelo utilizado foi o de ndo mistura (no-admixture) e
frequéncias alélicas correlacionadas entre as popula¢cdes. Também foi utilizado um
namero de subpopulagdes hipotéticos (k) de 1 a 10, com dez repeticbes para cada k,
um periodo de burn-in de 100 mil e dez mil repeticdes da cadeia de Markov (MCMC) e

um O valor de k mais provavel foi determinado pela método de Evanno et al. (2005) na
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plataforma online STRUCTURE HARVEST. A matriz Q do k mais provavel foi entdo
analisada pelo software CLUMPP (JAKOBSSON e ROSENBERG, 2007). O melhor k
para este painel de acessos foi k=2. Os dados referentes ao niumero de subpopulacdes
k=2 foram formatados para utilizacdo como matriz Q no software TASSEL 5.0
(BRADBURY et al., 2007).

5.2.6 Matriz de parentesco

A matriz de parentesco (k) foi inferida pelo software TASSEL 5.0, utilizando os
mesmos 10017 SNPs. O calculo foi feito pela opcao “scaled IBS” método desenvolvido
por Endelman e Jannink (2012). Nesta metodologia os gendétipos séo codificados como
2, 1 ou 0, e cada numero corresponde a contagem de um dos alelos para o loco em
questdo. Os dados perdidos foram entdo substituidos pela média do score genotipico

para aqueles locos.

5.2.7 Desequilibrio de Ligacdo e MAF

Os 10017 SNPs foram filtrados para um MAF (Minimum Minor Allele Frequency)
maior que 0,005, de acordo com a recomendagéo do software. Destes restaram 4992
SNPs que foram utilizados no célculo do desequilibrio de ligagdo (DL). O DL entre
pares de marcadores foi calculado pelo coeficiente de determinacdo r elevado ao
guadrado, utilizando o teste de permutacdo rapida do software TASSEL 5.0. Os
céalculos foram feitos para cada grupo de ligacdo separadamente, evitando-se assim o
desequilibrio devido a outros fatores que néao a ligacao entre marcadores. Os DL foram
considerados significativos quando p<0,01.

Os valores de r2 significativos e as respectivas posicdes em pares de base (pb)

foram entéo plotados em um grafico utilizando o programa Excel.
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5.2.7 Andlise de Associagao

A andlise de associacdo foi feita utilizando o software TASSEL 5.0 com o
modelo linear misto (MLM), que usa como covariaveis para correcdo dos efeitos de
sub-estruturacdo da populacdo as matrizes Q (estrutura da populacdo) e k (matriz de
parentesco). Dois tipos de médias fenotipicas foram utilizadas, primeiro as médias
conjuntas dos cinco ambientes analisados, corrigidas para valores de BLUP e,
segundo, o modelo considerando as médias ajustadas para cada ambiente

individualmente. O modelo utilizado MLM pode ser descrito abaixo:

v=X8+Sa+Qv+Ziute

¥ = vetor de observacdes fenotipicas;

5 = vetor de efeitos fixos (demais efeitos excluindo-se os de marcadores e estrutura da
populacao);

a = vetor de efeitos fixos de marcadores;

v = vetor de efeitos fixos da estrutura da populacéo;

u = vetor de efeitos aleatérios poligénicos desconhecidos;

e = vetor de efeitos aleatorios residuais;

@ = matriz de estrutura de populacéo relacionando y a v;

X, 5e Z = matrizes de incidéncia, relacionando y a £, a e u, respectivamente.

As associac¢des foram consideradas significantes quando p<0,001. Além disto,
estes p-valores foram submetidos a corre¢cdo de multiplos testes, evitando ocorréncia
de erros do tipo I. O método utilizado para tal correcdo foi o FDR (False Discovery
Rate) (BENAJAMINI e HOCHBERG, 1995) no pacote “qvalue” (Storey, 2002) do
software R (R DEVELOPMENT CORE TIME). Apenas as associacbes com Q-
valores<0,1 foram consideradas significativas. Um manhatan plot com valores de —
Log10(p-valor) para cada marcador SNP e a respectiva posi¢cdo nos cromossomos foi

também construido pelo software TASSEL.
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5.3 Resultados e Discussao

O padréao do decaimento do DL nos 20 grupos de ligagdo da soja pode ser
observado na Figura 1, onde estdo plotados os valores significativos de r2 (p<0,01)
versus a distancia genética em pares de base (pb). Observa-se em todos os grupos de
ligacdo um lento decaimento do DL com o aumento da distancia genética, com a
presenca de grandes blocos em desequilibrio de ligagdo nos diferentes cromossomos
ao longo de todo o genoma. Sendo assim ha pouca necessidade do aumento do
numero de marcadores para a realizacdo de um mapeamento associativo neste painel
de acessos avaliados neste estudo, visto que a resolucdo do mapa ja serd boa (FLINT-
GARCIA et al., 2003).

Apesar de trabalhos envolvendo acessos do banco de germoplasma de soja
informacgdes sobre os padrbes de desequilibrio de ligacdo em acessos exoticos desta
cultura sdo poucas. Hyten et al. (2007), investigaram o DL em quatro populacdes
distintas de soja: 26 acessos oriundos de Glycine soja, 17 variedades crioulas asiaticas
de Glycine max, 17 ancestrais asiaticos do germoplasma americano e 25 cultivares
elite da América do Norte. A extensdo do DL encontrado foi maior nos trés grupos de
G. max, segundo os autores isto € devido a correlacdo entre o desequilibrio, a
domesticacdo e os auto niveis de endogamia presentes nestas populacdes. Além disto,
0s autores identificaram alta variabilidade no DL entre as diferentes populacdes e
regides do genoma analisadas. Esta variabilidade entre diferentes regides do genoma
também pode ser observada neste estudo na Figura 1. Alguns grupos de ligacédo tais
como 5, 9, 11, 12, 13, 16 e 17 apresentam menor extencédo de DL quando comparados
aos demais. Tal variabilidade pode ser um complicador nas analises de associagao.

Os resultados da analise de associacdo para produtividade de graos utilizando
modelos mistos (Q+K) para o modelo utilizando médias fenotipicas dos cinco
ambientes corrigidas com os valores de BLUP podem ser observados na Tabela 2.
Foram detectadas seis associagdes, considerando um p-valor<0,0001. Estas
associacdes de marcadores no modelo MLM para a média dos cinco ambientes podem

ser observadas no gréfico denominado Manhattan plot (Figura 2a). Com aplicacdo da
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correcdo dos p-valores para multiplos testes com valores de significancia FDR <0,1
verificou-se uma reducao de seis para quatro associacdes (Tabela 2).
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Figura 1 - Decaimento do desequilibrio de ligacdo entre pares de marcadores nos 20

grupos de ligacao da soja

Tabela 2. Lista dos SNPs associados com a produtividade de graos em soja utilizando
modelos mistos (MLM) para andlise conjunta dos 5 ambientes*

Marcador Cromossomo R? p-valor
AX-90334751 2 0.1841 6,96E°;
AX-90365780 7 0.2348 4,97E%;
AX-90321882 10 0.2348 4,97E°%;
AX-90387106 12 0.2348 4,97E°%;

*Os 5 ambientes avaliados sdo: ambiente 1 Piracicaba safra 2012/2013, ambiente 2 Jaboticabal safra 2012/2013, ambiente 3 Ponta
Grossa safra 2012/2013, ambiente 4 Piracicaba safra 2013/2014 e ambiente 5 Jaboticabal safra 2013/2014;

Para o modelo considerando as médias ajustadas em cada um dos cinco
ambientes e p-valor <0,001 foram encontradas quatro associacdes para 0 ambiente
um, 11 para o ambiente dois, quatro nos ambientes quatro e cinco. Entretanto, apos a
correcao para multiplos testes (FDR <0,1), apenas sete associa¢cfes para o ambiente 2
foram significativas (Tabela 3). Dentre estas apenas trés séo exclusivas deste local.
Tais associagdes de marcadores podem ser observadas no Manhattan plot (Figura 2b).

Dos sete marcadores significativamente associados (Tabela 2 e 3), dois estdo
localizados no cromossomo dois, grupo de ligacdo (GL) D1b, e os demais nos
cromossomos trés, sete, 10, 11 e 12, com respectivos GL, N, M, O, B1 e H. Para estes
mesmos marcadores, a porcentagem de variacdo explicada por cada um, no modelo
MLM medida pela estatistica R2, variou de 16% a 23%, indicando que apesar de

poucas, as associacdes que foram detectadas sao de grande efeito.
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Tabela 3 - Lista dos SNPs associados com a produtividade de gréaos em soja utilizando
modelos mistos (MLM) para analise do ambiente 2*

Marcador Cromossomo R? p-valor
AX-90334751 2 0.1629 1,71E*
AX-90365780 7 0.2397 4,16E%
AX-90321882 10 0.2397 4,16E%
AX-90387106 12 0.2397 4,16E%
AX-90362698 2 0.1923 2,586
AX-90364328 3 0.2048 1,586
AX-90488842 11 0.2048 1,58

* Médias ajustadas para o ambiente 2: Jabotical safra 2012/2013

Nas tabelas 4 e 5 observam-se as estimativas dos efeitos alélicos dos SNPs
significativos para analise de associacdo nos dois tipos de abordagem utilizados, na
primeira utilizando as médias de BLUP para os cinco ambientes (Tabela 4) e as médias
ajustadas para o local 2 (Tabela 5). Para o marcador AX- 90334751 no cromossomo
dois (Tabela 3) a diferenca para os dois homozigotos, CC e TT para a caracteristica
produtividade de gréos é de 888,97 kg ha™.

O mapeamento associativo (GWAS) tem sido utilizado largamente durante os
ultimos anos, principalmente devido as limitacbes relacionadas ao mapeamento
convencional, a evolugdo da genotipagem em larga escala e dos recursos
computacionais (KULWAL et al., 2012). Como resultado, varios estudos envolvendo
analise de associacdo em soja foram realizados nos ultimos anos (HWANG et al.,
2013; MAMIDI et al., 2014; ZHANG et al., 2015).

Os resultados do mapeamento associativo podem ser influenciados pela sub-
estruturacédo da populacao, acarretada por fatores evolucionarios como deriva genética,
mutacdo, selecdo e gargalos genéticos. Para evitar a presenca de tais fatores na
analise de associagdo e a ocorréncia de falsos positivos, os modelos mistos surgiram
como uma oOtima ferramenta na correcdo da estrutura de populacdes (KORTE et al.,
2012).

Desenvolvido por Yu et al. (2006) o MLM incorpora duas matrizes, uma de
estrutura da populagcdo a matriz Q, e a outra matriz de parentesco K, ambas s&o

utilizadas para o controle de associacdes espurias no mapeamento associativo. Neste
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estudo foi utilizado o emprego de modelos mistos, sendo a matriz Q calculada pelo
software STRUCTURE com um nuamero de clusters ou populacdes k=2. Ja a matriz de

parentesco K foi calculada pelo método IBD pelo software TASSEL.
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Figura 2. Manhattan plot de valores de —Log10(p-valor) para cada marcador SNP e a
respectiva posicdo nos cromossomos, a linha vermelha representa o nivel
de significancia da associagao (-Log 10 p-valor = 3.00, p-valor < 0.001); (a)
Modelo MLM para médias ajustadas do ambiente dois; (b) Modelo MLM para
médias de BLUP dos cinco ambientes
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Finalmente, além da estrutura populacional outro importante fator influenciando
a analise de associacdo é a escolha da populacdo. Fatores como sele¢do do
germoplasma e tamanho da populacdo devem ser levados em conta na selecédo da
populacdo a ser estudada. Germoplasma exoticos e diversos tendem a minimizar a
extensdo do desequilibrio de ligacédo, pois sofreram vérias geracfes de recombinacao,
0 que tende a diminuir o DL presente, restando somente o desequilibrio entre aqueles

caracteres e marcadores fortemente ligados (KULWAL et al., 2012).

Tabela 4. Efeitos alélicos dos marcadores SNPs significativos utilizando o modelo MLM
com médias BLUP para os 5 ambientes

Marcador Loco Alelos” Efeito

AX-90334751 2 C 888.97871
AX-90334751 2 T -
AX-90365780 7 G 1718.9803
AX-90365780 7 T 630.84613
AX-90365780 7 K -
AX-90321882 10 C 630.84613
AX-90321882 10 T 1718.9803
AX-90321882 10 Y -
AX-90387106 12 C 630.84613
AX-90387106 12 T 1718.9803
AX-90387106 12 Y -

*Cadigo utilizado para os nucleotideos, derivado de [TUPAC: C=C/C; T=TIT; G = GIG, K=GIT;, Y=CIT

Neste trabalho foi utilizado um painel contendo 95 genétipos, dentre eles 80
materiais exoéticos de diversas partes do mundo e 15 testemunhas comerciais
brasileiras. Em estudo realizado por MULATO et al. (2010), os autores detectaram via
marcadores microssatélites (SSR) e regides expressas (EST-SSR), grande diversidade
genética nestes mesmos 80 acessos exoticos, indicando a presenca de altos niveis de
desequilibrio de ligacdo. Segundo Nordborg et al. (2002) o decaimento do DL em

plantas autbgamas tende a ser mais lento do que nas alégamas devido a baixa
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recombinacédo e alta taxa de homozigotos, resultando em altos niveis de DL reportados
na literatura (HYTEN et al., 2006).

Outro fator de grande importancia que pode influenciar a veracidade dos
resultados do mapeamento associativo, assim como no mapeamento de ligacao
convencional é a interacdo QTL x ambiente. Nestes estudos é comum a identificacéo
de varios QTLs, entretanto, apenas poucos sdo detectados quando se considera varios
ambientes simultaneamente. Dhanapal et al. (2015) utilizando germoplasma diverso de
soja realizou analise de associacdo para taxa de iso6topos de carbono utilizando
marcadores SNPs em varios ambientes. Os autores observaram a associacdo de 39

SNPs em pelo menos dois ambientes e na média dos demais locais.

Tabela 5. Efeitos alélicos dos marcadores SNPs significativos utilizando o modelo MLM
com médias ajustadas para o ambiente dois.

Marcador Loco Alelos* Efeito

AX-90334751 2 C 1203.7
AX-90334751 2 T -
AX-90362698 2 A 1683.3
AX-90362698 2 C 258.37
AX-90362698 2 M -
AX-90364328 3 C 958.37
AX-90364328 3 T -597
AX-90364328 3 Y -
AX-90365780 7 G 2320.7
AX-90365780 7 T 640.22
AX-90365780 7 K -
AX-90321882 10 C 640.22
AX-90321882 10 T 2320.7
AX-90321882 10 Y -
AX-90488842 11 A 958.37
AX-90488842 11 G -597
AX-90488842 11 R -
AX-90387106 12 C 640.22
AX-90387106 12 T 2320.7
AX-90387106 12 Y -

*Cadigo utilizado para os nucleotideos, derivado de [UPAC: C=C/C; T = T/T; G = GIG; K= GIT, Y=CIT, A= A/A; R=AIG; M=AIC
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Considerando esta interacdo QTLs por ambientes, neste estudo envolvendo a
analise em cinco ambientes foram utilizadas as médias corrigidas para valores de
BLUP nos cinco ambientes avaliados. Foram detectadas quatro associacbes entre
marcador caracteristica (Tabela 2), tais associacdes também foram detectadas no
ambiente dois quando consideradas as meédias ajustadas para cada local
individualmente (Tabela 3). Com excecdo do ambiente dois, em que foram detectadas
sete associac¢fes, nos demais ndo foi possivel a detec¢do de marcadores significativos
apos a correcao de FDR, tal fato pode ser atribuido a utilizacdo de poucos individuos
no mapeamento associativo deste estudo.

A fim de confirmar a veracidade das associacdes encontradas, os marcadores
associados a produtividade de grédos (Tabela 2 e 3) foram confrontados aos QTLsS

presentes na base de dados de soja SoyBase (http://www.soybase.org/). Esta base de

dados reune informacdes tais como 0 mapa integrado da soja, busca de sequéncias e
genes previamente publicados.

Para as sete associa¢cfes detectadas tanto no modelo com as médias da analise
conjunta assim como para o ambiente 2, seis foram previamente descritas no SoyBase.

Os marcadores AX-90387106 e AX-90334751 foram detectados na regido do
mesmo QTL, descrito por Orf et al. (1999a). Estes autores, descreveram-no como
tendo grande efeito (R>>10%). O marcador AX-90362698 por sua vez foi detectado na
regido do QTL descrito previamente por Du et al. (2009), 0 mesmo ocorreu para o
marcador AX-90365780 (Zhang et al., 2004)

J& para as associacdes exclusivas encontradas no ambiente dois, um marcador
foi associado a QTL descrito anteriormente, AX-90364328 (KIM et al., 2012). Este QTL,
segundo os autores, explicou 30% da variacao para produtividade de gréos, sendo um
dos parentais para formacdo da populacéo F, mapeada a Pl 90566-1. O marcador AX-
90321882, foi associado ao QTL descrito por Rossi et al (2013), com um efeito de R?
7,9. Entretanto, para a associacao detectada no marcador AX-90488842 ndo houve
descricdo de QTL em estudos anteriores, indicando uma nova possivel regidao do
genoma que possa estar associada a produtividade de grdos. Contudo, esta
informacéo deve ser tratada com cautela visto que esta associagdo so foi detectada no

ambiente 2, sendo assim, ha possivelmente forte interacdo QTL x ambiente.


http://www.soybase.org/
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Sigrist (2010), realizou mapeamento associativo utilizando o mesmo painel de
acessos exoticos deste trabalho. Genotipando os acessos com marcadores SSR e
fenotipagem em apenas um local o autor encontrou 18 associacbes para a
caracteristica produtividade de grdos. Todas estas associagfes foram descritas
previamente na literatura. Entretanto nenhuma das associacdes detectadas neste

trabalho foi encontrada por Sigrist (2010).

5.4 Conclusdes

Foram detectadas sete associacdes para produtividade de gréos utilizando o
modelo MLM. Dentre estas, quatro associacdes foram observadas utilizando o modelo
considerando as médias ajustadas para 0s cinco ambientes, e também para o
ambiente dois quando empregado o modelo considerando as médias de cada ambiente
individualmente. As trés associagfes restantes encontradas, foram exclusivas para o
ambiente dois, sendo este o Unico local dentre os cinco avaliados a apresentar
associacoes significativas entre marcador caracteristica.

Com excecdo do marcador AX-90488842 todas as outras seis marcas estavam

em regides de QTL previamente reportados na literatura.
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Anexo A - Lista dos 95 materiais do painel de soja utilizado no mapeamento

associativo com respectivo pais de origem e provincia.

(continua)

PI Pais Provincia PI Pais Provincia
36906 Manchuria Liaoning 341254 Sudao -
79861 China Heilongjiang 341264 Libéria -
84910 Coréia do Norte  Pyongyang 360851 Japédo -
90251 Coréia do Sul Seoul 377573 China -
133226 Indonésia Java 381660 Uganda -
145079 Zimbabue - 381680 Uganda -
148259 Indonésia - 398493 Coréia do Sul Kangwon
148260 Africa do Sul North West 407744 China Jiangsu
153681 El Salvador - 407764 China Guangdong
159097 Africa do Sul - 416828 Jap&o Kanto and Tosan
159927 Peru Lima 417563 Vietnad -
164885 Guatemala Escuintla 417581 EUA -
165524 india - 417582 EUA -
166141 Nepal Khatmandu 427276 China Guangdong
170889 Africa do Sul Transvaal 438301 Coréia do Norte -
171437 China Sichuan 90577 China Liaoning
172902 Turquia Artvin 159922 Peru Lima
189402 Guatemala Sacatepequez 209839 Nepal Gandaki
200832 Mianmar Kachin 222546 Argentina Buenos Aires
203400 Franca - 240665 Filipinas Luzon
203404 Japao - 281898 Malasia -
204333 Suriname - 281911 Filipinas -
204340 Suriname - 284816 Malésia -
205384 Paquistdo - 306712 Tanzénia Tanga
205912 Tailandia - 281907 Malésia -
210178 Taiwan - IAC100 Brasil Campinas
210352 Mogambique Maputo Paranagoiana Brasil -
212606 Afeganistéo Nangarhar A7002 Brasil Mato Grosso
215692 Israel Central CD215 Brasil Mato Grosso do Sul
222397 Paquistdo Northern Areas Conquista Brasil Mato Grosso
222550 Argentina Buenos Aires Pintado Brasil Mato Grosso
229358 Japéo Kanto district Sambaiba Brasil -
239237 Tailandia - Dowling EUA Texas
253664 China Shanghai Shira Nuhi Japéo Shikoku
259540 Nigéria - Kinoshita Japéo Shikoku
265491 Peru Lima Orba Indonésia -
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Anexo A - Lista dos 95 materiais do painel de soja utilizado no mapeamento
associativo com respectivo pais de origem e provincia.
(concluséo)

PI Pais Provincia PI Pais Provincia
265497 Coldmbia Cundinamarca Bing Nan China -
274454-A  Japéao - 227687 Japédo Okinawa
274454-B  Japao - 171451 Japéo Kanagawa
274507 China - VMax Brasil -

283327 Taiwan - Poténcia Brasil -

285095 Venezuela Aragua JAB 00-05-6/763D  Brasil Jaboticabal
297550 Russia - JAB 00-02-2/2J3D  Brasil Jaboticabal
306702 Tanzania - LQ 1050 Brasil Piracicaba
315701 EUA - LQ 1505 Brasil Piracicaba
322695 Angola - LQ 1421 Brasil Piracicaba
331793 Vietnd Saigon LQ 1413 Brasil Piracicaba
331795 Vietna Saigon
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Anexo B - Andlise de Deviance (ANADEV) conjunta de 5 ambientes para 9 caracteristicas em 95 linhagens de soja

Efeitos APM PEG VA AC MCS NDM APF 1PV OLEO
Genoétipos 0874,29” 6306,73" 740,09 1256,92" 4481,897 6124,61° 363594 32186 « 1247,12"
Blocos 9371,51™ 6265,81™ 644,34™ 1035,19  4166,84™ 6047,67 3575,42"™ 3151,42"™ 1188,56™

Genodtiposxlocais  9511,34 6293,97° 813,87 1106,05 4295,11° 6071,66 3683,74  3263,45  1219,99"
Modelo Completo  9369,64  6263,6 644,24 102841 4166,67 6036,21 357534 31505 1187,66
CV% 14,03 21,26 22,99 28,63 16,4 7,78 13,88 22,95 7,18
Média 95,99 40,29 2,61 2,51 13,67 135,81 70,64 12,75 18,06

*Qui — quadrado tabelado: 3,84 e 6,63 para os niveis de significancia de 5% e 1%, respectivamente




