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RESUMO

Identificacdo de QTLs em soja associados a resisténcia aos percevejos e a caracteres
agronomicos utilizando a abordagem de mapeamento multivariado

A soja éa cultura agricolabrasileira que mais se expandiunas ultimas trés décadas. Atualmente
¢ uma commodity comercializada em larga escala na forma de grio, farelo e 6leo. Por ser uma importante
fonte de proteina, possui papel fundamental na industria alimenticia, tanto humana quanto animal. O
monocultivo em extensas areas tem ocasionado o aumento da vulnerabilidade da cultura a patégenos e
insetos-praga, com consequéncias relevantes na produgio dos griaos. Dentre tais insetos-praga, os
percevejos fitéfagos representam um dos grupos de maior relevincia para a cultura, pois podem
comprometer o rendimento, a qualidade e a sanidade dos grios. As perdas no rendimento da cultura
devido ao ataque por percevejos sdo superiores a 30%, e o comprometimento no valor germinativo das
sementes pode set superior a 50%. Este trabalho teve como objetivo identificar QTLs (Quantitative Trait
Loci), a partir de um conjunto de fenétipos associados a resisténcia aos percevejos € a caracteres
agrondmicos, utilizando a abordagem de mapeamento multivariado. Uma popula¢io de 228 individuos
F», obtida a partir do cruzamento entre as cultivares IAC-100 e CD-215, foi utilizada paraa obtenc¢io
dos dados genotipicos. Os caracteres agronémicos avaliados na geracio F23 foram: numero de dias para
o florescimento (NDF), altura da planta no florescimento (APF), nimero de dias para a maturidade
(NDM), altura da planta na maturidade (APM), acamamento (AC), valor agronémico (VA) e
produtividade de grios (PG). Oito caracteres associados a resisténcia aos percevejos foram avaliados:
periodo degranacio (PEG), retencio foliar (RF), nimero de vagens por planta (NVP), indice percentual
de dano nas vagens IPDV), nimero de sementes (NS), peso de cem sementes (PCS), peso de sementes
boas (PSB) e peso de sementes manchadas (PSM). O mapa genético obtido, representando os 20 grupos
de ligagao (GLs) da soja, foi constituido por 417 marcadores SNP (Szngle Nucleotide Polymorphisnz), 61 SSR
(Simple Sequence Repeat), 30 AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e 8 marcadores TRAP (Target
Region Amplification Polymorphism). A cobertura do genoma da soja foi de 2.814,82 centiMorgans (cM),
com um intervalo médio de 5,46 cM entre marcadores adjacentes. A identificacio de QTLs (Quantitative
Trait Loci) para os caracteres fenotipicos foi realizada utilizando-se o mapeamento de intervalos
multiplos univariado (MIM) e multivariado (MT-MIM), com estimativa dos efeitos principaisdos QTLs.
A abordagem MIM revelou um total de 60 QTLs, distribuidos por 13 GLs da soja, sendo 29 QTLs
associados a caracteres de resisténcia aos percevejos e 31 QTLs relacionados a caracteres agronomicos.
A percentagem da variagio fenotipica explicada pelos QTLs (R?) varioude 14,27% para AC a 65,45%
para NDM. Na abordagem MT-MIM, foram selecionados nove conjuntos de variaveis, de acordo com
a correlagdo entre as mesmas. Foram reveladas 20 regides gendmicas distintas, com uma alta tendéncia
de concentragiao de QTLs em posi¢des similares. No geral, para a maioria das caracteristicas, os valores
marginais de R? obtidos para os modelos MT-MIM foram superiores em relagio aos modelos MIM,
variando de 27,98% para APF a 65,30% para NDM. A abordagem MT-MIM permitiua identificacdo
de 13 novas posi¢oes gendmicas, com efeito em pelo menos uma das variaveis analisadas, que ndo foram
reveladas nos modelos MIM. Uma comparag¢io com o banco de dados do Soybase forneceu evidéncias
de que muitos QTLs, identificados nesta populacio em estudo, coincidem com QTLs descritos em
outros backgrounds genéticos. No entanto, 56 QTLs identificados no presente estudo ainda nio foram
descritos na literatura. A maioriados QTLsidentificados explicam, individualmente, até 10% da variacio
fenotipica das caracteristicas avaliadas. No entanto, QTLs presentes em oito novas regides identificadas
pela abordagem MT-MIM e oito novos QTLs identificados pela abordagem MIM contribuiram para
explicar uma maior percentagem da vatiacio dos fen6tipos estudados. Esses QTLs devem ser melhor
investigados considerando sua relevancia para a selecdo simultanea de caracteristicas de interesse,
permitindo uma maior eficiéncia de selecio e um maior ganho genético. Os resultados obtidos no
presente estudo forneceram informacdes para auxiliar na melhor compreensio da arquitetura genética
dos caracteres quantitativos analisados, bem como sobre a relagio genética entre os mesmos.

Palavras-chave: Glycine max; Pentatomideos fitéfagos; Mapeamento de QTLs; Andlise multivariada;
Marcador molecular; Melhoramento de plantas
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ABSTRACT

QTL identification in soybean related to stink bug resistance and agronomic traits using the

multivariate multiple interval mapping approach

Soybeanis the Brazilian crop with the most expansionalong the past three decades. Currently,
it is a commodity commercialized inlarge scale as grain, bran and oil. Because itis an important source
of protein, it plays a fundamental role in the food industry, both human and animal. Soybean
monoculture in large areas has increased crop vulnerability to pathogens and insect pests, with
significant consequences on grain production. Among such pest insects, stink bugs are considered a
major pest of soybean crop, feeding directly on seeds, reducing yield and seed quality. Losses in crop
yield due to stink bugs attack are greater than 30% and seed germination compromising canbe greater
than 50%. This study aimed to identify QTL (Quantitative Trait Loci), for stink bug resistance traits and
agronomic traits using the multivariate multiple interval mapping. An F» mapping population of 228
plants derived from a biparental cross between IAC-100 and CD-215 was used for genotyping. An F23
population was developed to evaluate eight stink bug resistant traits such as graining petiod, leaf
retention, pod number per plant, percentage of pod damage, number of seeds, hundred seed weight,
weight of healthy seeds and spotted seed weight. Other seven agronomic traits were evaluated such as
number of days to flowering, plant height at flowering, number of days to maturity, plant height at
maturity, lodging, agronomic value and grain yield. A total of 417 SNP (Szugle Nucleotide Polymorphism)
markers, 61 SSR (S7mple Sequence Repeat), 30 AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) and 8 TRAP
(Target Region Amplification Polymorphisn) markers were mapped into 20 soybean linkage groups. The total
map length was 2,814.82 cM with an average of 5.46 cM between markers. QTL mapping for those
traits was performed using univariate (MIM) and multivariate (MT-MIM) multiple interval mapping,
with main QTL effects estimates. MIM analysis identified a total of 60 QTL, through 13 soybeanlinkage
groups, with 29 QTL related to stink bug resistant traits and 31 QTL related to agronomic traits.
Phenotypic variation explained by QTL ranged from 14.27% for lodging to 65.45% for number of days
to maturity. The traits were divided into nine groups for MT-MIM analysis considering their correlation
coefficient. Twenty different genomic regions were identified showing a very high QTL clustering. For
most of the traits phenotypic vatiation estimates for MT-MIM models were higher than MIM models,
ranging from 27.98% to 65.30% for plant height at flowering and number of days to maturity,
respectively. MT-MIM analysis showed 13 genomic regions controlling at least one of the evaluated
traits which were not identified at MIM analysis. Comparison between identified QTL and QTL
database at Soybase demonstrated that some QTL were similar to those described in different genetic
background. However, 56 QTL detected in the present study were described for the first time in
literature. Most of the QTL identified explain, individually, less than 10% of phenotypic variation.
However, eight genomic regions identified with MT-MIM analysis and eight QTL identified with MIM
analysis explaina great amount of phenotypic variation. These QTL should be investigated considering
their importance for simultaneous selection for a high genetic gain. Results obtained in the present study
provided information for a better understand of genetics architecture underlying quantitative traits
studied and the genetic relation among them.

Keywords: Glycine max; Phytophagous pentatomids; QTL Mapping; Multivariate analysis; Molecular
marker; Plant breeding
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1. INTRODUCAO

A Soja [Glycinemax (L.) Merrill] éum dos cultivos mais importantes e valiosos paraa humanidade. No Brasil,
¢ a cultura agricola que mais se expandiu nas ultimas trés décadas, representando 49% da area plantada em graos no
pais (CONAB 2017). As mudancas no cenario agricola nas diversas regiGes produtoras de soja do Brasil tém sido
frequentes. A expansio do monocultivo da soja em extensas areas tem ocasionado o aumento da vulnerabilidade da
cultura a patdgenos e insetos-praga, com consequéncias relevantes na produgao dos graos (Moura 1999; Boerma and
Walker 2005). Dentre as pragas mais importantes, destacam-se os percevejos, que podem comprometer o rendimento,
a qualidade e a sanidade dos graos (Panizzi and Slansky Junior 1985; Villas-Boas et al. 1990; Brier and Rogers 1991;
Panizzi et al. 2000; Corréa-Ferreira and Azevedo 2002). Estudos demonstram que as perdas no rendimento da cultura
devidoao ataque por percevejos sdo superioresa 30%, e o comprometimento no valor germinativo das sementes pode
ser superiora 50% (Degrande and Vivan 2009; Soria et al. 2010). Estes insetos-praga témuma significativaimportincia
em termos de custo de producio e controle, além de ocasionarem redugio na produtividade de graos (Musser et al.
2011). Comparando-se as safras 2009/2010 e 2014/2015, houve um aumento significativo de 6,04% para 13,8% do
custo total de producio associado as despesas com inseticidas, pata o controle de percevejos na cultura da soja
(Lantmann 2014). Além disso, ha uma crescente dificuldade no controle destes insetos, decorrente da sua diversidade
e densidade populacional elevada, tanto nas fases mais vulneraveis e criticas da soja, quanto nos demais perfodos em
que convivem com a cultura da soja (Guedes et al. 2012).

O manejo de percevejos tem evoluido em decorréncia da crescente expansdo da soja no Brasil, caracterizada
pelo avanco e adaptagdo da cultura em novas fronteiras agricolas. O cultivo em varios meses do ano também tem
caracterizado as denominadas “pontes verdes hospedeiras”, que abrigam e multiplicam hospedeiros, sejam pragas ou
plantas daninhas, durante a entressafra de outras regiGes produtoras. Além disso, o impacto do plantio direto na
preservacio de algumas espécies e de seus inimigos naturais, a utilizacio desorientada e desenfreada de fungicidas e
inseticidas e o aumento na utiliza¢io de cultivares indeterminadas tém contribuido para as constantes mudancas nas
estratégias de controle.

No Brasil, trés espécies de percevejos sao mais comumente encontradas: o percevejo marrom (Ewuschistus
beros Fabricius), o percevejo-verde-pequeno (Piegodorus guildinii Westwood) e o percevejo-verde (Nezara viridula
Linnaeus). A variacio populacional dessesinsetos pode ocorrer deacordo comas condigdes ambientais, com o petiodo
de semeadura e, até mesmo, com a cultivar de soja utilizada no cultivo (Magrini etal. 1996; Corréa-Ferreira and Peres
2003). Entretanto, nas ultimas safras, tém sido relatada a alta frequéncia e dispersdo da espécie E. heros, na maiotia das
regides produtoras de soja do Brasil (Corréa-Ferreira et al. 2009; Panizzi et al. 2012; Sosa-Gémez and Omoto 2012).

As formas adultas e juvenis de percevejos alimentam-se diretamente dos grios, ocasionando perdas
significativas de rendimento, qualidade e potencial germinativo da semente, além de dificultarema colheita mecanizada
(Panizzi and Slansky Janior 1985). Além disso, durante o processo de alimenta¢io, podem transmitir patégenos que
ocasionam a deteriora¢do das sementes (Gazzoni 1998; Corréa-Fetreira and Azevedo 2002). A aplicagdo de inseticidas
tem sido o método mais utilizado para controle de percevejosna cultura da soja (Musser et al. 2011). Entretanto, a
utilizagdo excessiva e desenfreada de inseticidas pode ocasionar desequilibrio ambiental e, consequentemente, eliminar
as populacdes deinimigos naturais, bem como selecionar populagdes deinsetos resistentes aos ingredientes ativos hoje
utilizados (Byrne et al. 2003). Dessa forma, o investimento na caracteristica de resisténcia genética a esses insetos deve
ser valorizado, considerando os beneficios econdmicos e ambientais, em virtude da reducdo da utilizagio deinseticidas,

beneficios ecoldgicos, por reduzir o nivel de agressio ao meio ambiente, ¢ beneficio direto aos agricultores.
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O mapeamento de QTLs é uma técnica importante utilizada em programasde melhoramento genético para
auxiliar melhoristas na identificacdo e selecdo eficientes de plantas contendo os alelos desejaveis. Considerando o
carater poligénico das caracteristicas envolvidas na resisténcia da soja aos percevejos, bem como da maioria das
caracteristicas deinteresse agronémico, aidentificacio de QTLs associadosa essas caracteristicas é de grande relevancia
visando a elucidagdo da base genética das mesmas. Diversos estudos foram publicados descrevendo QTLs para
resisténcia a insetos em soja (Rector et al. 1998; Rector et al. 1999; Rector et al. 2000; Terry et al. 2000; Narvel et al.
2001; Hulburt et al. 2004; Walker et al. 2004; Boerma and Walker 2005; Guo et al. 2005; Komatsu et al. 2005; Guo et
al. 2006; Zhu et al. 2006; Zhao et al. 2008; Zhu et al. 2008; Yesudas et al. 2010). Atualmente, somente os trabalhos
desenvolvidos por Moller (2010) e Santos (2012), envolvendo o mapeamento de QTLs associados as caracteristicas de
resisténcia a percevejos, foram encontrados na literatura. De acordo com os resultados obtidos por Santos (2012), foi
possivel observar uma alta correlacio genética entre as caracteristicas associadas a resisténcia aos percevejos.

Nenhum trabalho foi encontrado na literatura utilizando a abordagem multivariada, em soja. A identificacio
de regides gendmicas controlando um conjunto de variaveis contribuira para facilitar a selecdo de gendtipos elite,
permitindo maiores ganhos de selecdo para diversas caracteristicas simultanecamente. Assim, a utilizacdo de uma
estratégia de mapeamento para multiplas caracteristicas simultaneamente, inédita para a espécie, pode fornecer
informagoes para melhor compreender a arquitetura genética destes fendtipos, além de permitir um maior poder de
deteccio e estimativas mais precisas dos efeitos dos QTLs. Além disso, a identificacdo de QTLs afetando um conjunto
de variaveis é desejavel em um programa de melhoramento, por aumentar a eficiéncia de sele¢do e permitir maiores
ganhos de selecdo com a utilizacdo da selegio simultinea de caracteristicas.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo identificar QTLs, a partir de um conjunto de fenétipos
relacionados a resisténcia aos percevejos e a caracteres de importancia agronémica, em uma populag¢ao Fz3, de soja,

utilizando a abordagem de mapeamento multivariado.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Soja

A soja cultivada comercialmente | G/ycine max (1) Merrill] (2n= 40) é uma planta herbacea, autégama, cuja
composi¢ao taxonoémica seinsere na divisio Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, sub-classe Rosidae, ordem Fabales,
familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae, tribo Phaseoleae, género Glycine (NCBI 2017).

O centro de origem da soja ¢ o norte da China, que apresentava plantas selvagens com uma arquitetura que
difere significativamente da soja cultivada atualmente. As plantas rasteiras se desenvolviam ao longo de rios e lagos
chineses. O seu processo de domesticacdo ocorreuno século X1 a.c., a partir de cruzamentos realizados por cientistas
chineses, entre duas espécies selvagens (Sedyiama 2009). De acordo com os registros historicos, a soja ficou restrita a
China por muito tempo e s6 no século TIT d.C. foi difundida para a Coréia, Japao e paises do sudeste da Asia.

Estudos de diversidade genética realizados entre G. max e seu ancestral selvagem, G. sgja, demonstram que
a soja cultivada comercialmente apresenta uma estreita base genética, resultante do seu processo de domesticacio
(Hyten et al. 20006; Stupar 2010; Li et al. 2010b; Joshi et al. 2013; Hu et al. 2014; Zhang et al. 2016). Apesat das
diferencas fenotipicas entre as espécies, Singh and Hymowitz (1988) demonstraram que é possivel obter hibridos
férteis, a partir do cruzamento entre as mesmas. Dessa forma, G. sgja torna-se uma fonte promissora de genes e alelos,
que podem ter sido perdidos durante o processo de domestica¢do, contribuindo para o processo de melhoramento da
soja (Hu et al. 2014; Zhang et al. 2016; Lu et al. 2017).

A utilizagdo da soja como alimento data de mais de 5.000 anos, quando o imperador chinés Shen-nung,
considerado o “pai” da agricultura chinesa, iniciou o cultivo de grdos como alternativa ao abate de animais
(APROSOJA, 2016a). Além de muito utilizada na alimentagao paraa producio de tofu, leite de soja, queijo, pao e 6leo,
a soja era utilizada como moeda, na troca por outras mercadorias. A sua introducio no Ocidente ocorreu no periodo
das grandes navegacOes européias, entre o final do século XV e inicio do século XVI, sendo utilizada inicialmente
como forrageira. No entanto, seu alto teor de 6leo e proteina fez com que o grio fosse rapidamente valorizado,
aumentando sua producio e tornando-se um item de comércio exterior de destaque no final da Primeira Guerra
Mundial, em 1919. Foi entdo, em 1941, que a area ocupada para o cultivo de griaos superou a area para uso como
forragem. A utilizacio da soja como forragem praticamente se extinguiuem meados dosanos 60, enquanto a produgio
de grios crescia de forma exponencial (Embrapa 2003).

Atualmente, a soja ¢ uma das culturas de maior importincia econémica do mundo. Tornou-se uma commodity
e ¢ comercializada em larga escala na forma de grio, farelo e éleo. Sua utilizacdo na ind dstria é bastante diversificada,
sendo a matéria-prima em processos de produgcio nas industrias de cosméticos, farmacéuticas, veterinarias, de vernizes
de tintas e de plasticos, adesivos, adubos, entre outras. No entanto, é utilizada com maior destaque na inddstria
alimenticia, tanto humana quanto animal, devido ao seu alto teor de proteinas. No Brasil, 80% do farelo de soja ¢é
destinado a fabricac¢do de racdo animal, que também é composta por farelo de milho (APROSOJA 2016b). Ja no caso
da alimentacido humana, o seu uso tem sido crescente e estd associado aos beneficios propiciados a saude como a
reducdo de doencgas cardiovasculares e derrame cerebral, além de ser considerada como uma 6tima aliada ao
antienvelhecimento por ser rica em antioxidantes. Além disso, nos dltimos anos, diversos produtos alimenticios a base
de soja tém sido desenvolvidos, considerando o crescente nimero de casos de intolerancia a proteina do leite. O alto
teor de 6leo presente no grio faz com que grande parte da producio seja destinada a fabricacio de biocombustivel, o

combustivel renovavel que contribui para a reducdo da emissio de gases poluentes no meio ambiente. Os dois
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principais biocombustiveis liquidos utilizados no Brasil sio o etanol, obtido a partir da cana-de-agtcar, e o biodiesel,
que ¢ produzidoa partir de 6leos vegetais ou de gorduras animais e adicionado ao diesel de petréleo em proporgdes
variaveis. A soja possuium papel relevante neste cendrio, sendo responsavel por mais de 82% da produgido de biodiesel
no Brasil (APROBIO 2016). O Brasil foi pioneiro no uso de biocombustiveis e ocupa uma posicio de destaque na
substituigdo do petréleo por fontes renovaveis de energia. Deacordo coma Agéncia Nacional de Petréleo, Gas Natural
e Biocombustiveis (ANP), cerca de 45% da energia e 18% dos combustiveis consumidos no Brasil ja sdo renovaveis,
enquanto no restante do mundo 86% da energiaainda ¢ dependente de fontes energéticas nio renovaveis (ANP 2010).

A produc¢io mundial de sojana safra2015-16 foi de 313 milhSes de toneladas (USDA 2017). Os trés maiores
produtores sio os Estados Unidos, o Brasil e a Argentina, que, juntos, representam 83% da produg¢iao mundial. Os
Estados Unidos, maior produtor mundial de soja, atingiu produg¢ao de 107 milhées de toneladas na safra 2016, com
estimativade produgdo de 117 milhes de toneladas paraa safra 2017 (USDA 2017). O Brasil, segundo maior produtor,
produziu quase 95,5 milhGes de toneladas na safra 2015-16, ¢ a estimativa para a safra 2016-17 ¢ de um aumento de
7,8 2 10% em relagio a safra anterior, com produgio variando de 103 a 105 milhdes de toneladas (CONAB 2017). A
area plantada com soja na safra brasileira de 2016-17, segundo a estimativa da Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB), foi de 33,7 milhdes de hectares, o que corresponde a um crescimento de 1,5% em relacido a safra 2015-16.

A soja é a cultura agricola brasileira que mais se expandiu nas ultimas trés décadas, representando,
atualmente, 49% da area plantada em graos do pais (CONAB 2017). O Brasil ¢ autossuficiente na produgdo de soja
para o mercado interno e o excedente movimenta cerca de 28 bilhées de d6lares por ano (SECEX 2017). A soja tem
grande peso na balanga comercial, contribuindo com quase 16% das exportagdes totais do pais (SECEX 2017). A
maior parte da soja brasileira exportada é adquirida pela China, que, em 2016, representou 59% das exportagdes do
complexo soja do Brasil, seguida da Unido Européia com 19% (SECEX 2017). No entanto, considerando apenas a
soja exportada como grio, farelo ou 6leo, os maiores consumidores da soja brasileira exportada sio China (75%),
Unido Européia (55 %) e Asia (excluindo-se a China) (54 %), respectivamente. Atualmente, o Brasil ¢ o segundo maior
exportadordo complexo soja, permanecendo atras apenas dos Estados Unidos. De acordo com a Organizagao das
Nacbes Unidas paraa Alimentacio e a Agricultura (FAO), em 2025, o Brasil deve alcangat o posto de maior exportador
de soja, considerando a constante desvaloriza¢io do real, o que tornaas exportagdes brasileiras mais competitivas FAO
2017).

O primeiro registro da soja no Brasil ¢ de 1882, na Bahia, quando o Professor Gustavo Dutra conduziu os
primeiros estudos de avaliagdo de cultivares introduzidas dos Estados Unidos, na Escola de Agronomia da Bahia
(Embrapa 2003). Inicialmente, nio houve uma boa adaptacio da soja as condigdes locais, pois, além das exigéncias
hidricas e térmicas, a soja é sensivel ao fotoperiodo, sendo considerada uma planta de dias curtos, o que inicialmente
limitou a sua ampla difusio por todo o pais (Sedyiama 2009). Novas tentativas de cultivo foram realizadas, em 1891,
no Instituto Agronémico de Campinas, no estado de Sao Paulo, onde houve maior sucesso no seu desenvolvimento.
No ano de 1900, a soja foi introduzida no Rio Grande do Sul (RS). Como os primeiros materiais de soja introduzidos
no Brasil eram provenientes dos Estados Unidos, houve uma maior adaptacio da planta devido a semelhanca de
latitude e das condi¢des climaticas predominantes nas duas regioes. Foi entdo que, em 1914, registrou-se o primeito
plantio de soja no Brasil, no municipio de Santa Rosa, no RS. A soja consolidou-se como a principal cultura do
agronegocio brasileiro somente em meados da décadade 70, devido, principalmente, a0 aumento da demanda mundial
do produto e, também, ao incremento de novas tecnologias no processo de produgio, proporcionando o aumento da
produtividade nos cultivos (Missio 2006). No entanto, apesar das novas cultivares mais adaptadas, o cultivo da soja

ainda se limitava a regido sul do Brasil, onde prevalecia o cultivo do trigo no inverno e da soja no verdo. Na épo ca,
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houve um grande avango de producio de 1,5 milhGes de toneladas, em 1970, para 15 milhSes de toneladas, em 1979.
Esse rapido aumento ocorreu tanto pelo aumento da drea plantada, que passou de 1,3 para 8,8 milhdes de hectares,
mas também pelo expressivo incremento de produtividade (1.140 para 1.730 kg.ha). Foientio que a FT-Cristalina,
uma das primeiras cultivares lancadas pela FT PESQUISA & SEMENTES, constituiu-se em um dos principais pilares
para tornar economicamente viavel a produgdo de soja no Cerrado brasileiro, entre o final da década de 70 e o inicio
da década de 90 (Terasawa 1982). Essa cultivar teve grande importancia para os produtores e para a agricultura
brasileira, sendo denominada, na época, de “Rainha do Cerrado”, pois chegou a constituir 95% da area cultivada com
soja na regidao do Cerrado, entre o final da década de 70 e inicio da década de 80. Além disso, teve significativa
contribuigdo para o incremento da produtividade brasileira, alcangando a produtividade inédita de 4.780 kg.hal, no
ano agricola 1978/79, em experimentos na Fazenda Vereda, em Cristalina, conforme dados do Centro de Pesquisa
Agropecuiria dos Cerrados da Embrapa, 6rgio vinculado ao Ministério da Agricultura e Abastecimento (Gilioli et al
1988). A soja foi, entdo, se expandindo para toda a regido Centro-Oeste e, mais recentemente, para a Regido Norte e
Nordeste do Brasil. O uso de alta tecnologia de produgao contribuiu para essa expansao da industria da soja no pafs.
Atualmente, o estado com maior produgio é o Mato Grosso, com 28% da produgio total do pais, seguido do Parana
e Rio Grande do Sul, com 17,6 e 17%, respectivamente (CONAB 2017). A regido conhecida como MATOPIBA,
representada pelos Estados do Maranhao, Tocantins, Piauf e Bahia, ¢ a que tem apresentado maior potencial de
expansio da area cultivada com soja nos tltimos anos.

No entanto, a expansio do monocultivo da soja em extensas areas tem ocasionado o aumento da
vulnerabilidade da cultura a patégenos e insetos-praga, com consequéncias relevantes na produgao dos graos (Moura
1999; Boerma and Walker 2005). A soja esta sujeita ao ataque de diversas pragas e patogenos, de acordo com a regido
e épocade cultivo. No entanto, em todas as regides produtoras do pafs, os percevejos sugadores das vagens, juntamente
com as lagartas desfolhadoras, constituem os dois principais grupos de pragas que normalmente causam prejuizos

economicos as lavouras (Venzon et al. 1999; Panizzi et al. 2012).

2.2. Percevejos

O aumento da area de producio de soja nos tltimos anos foi acompanhado por um crescente incremento
no numero de pragas que atacam a cultura. Dentre tais pragas, que correspondem a diferentes grupos de insetos, os
percevejos fitéfagos representam um dos grupos de maior relevancia para a cultura, pois podem comprometer o
rendimento, a qualidade e a sanidade dos grios (Panizzi and Slansky Junior 1985; Villas-Boas et al. 1990; Brier and
Rogers 1991; Panizzi et al. 2000; Corréa-Ferreira and Azevedo 2002).

Os percevejos sao insetos sugadores e pertencem a familia Pentatomidae. No Brasil, destaca-se um
complexo de espécies, reconhecidos em ordem decrescente de importancia econdémica e de ocorréncia nos dltimos
anos: o percevejo-marrom [Euschistus heros (F.)], o petcevejo-verde-pequeno |Piezodorus guildinii (West.)], o petrcevejo-
verde [Nezara viridula (L.)], e os petcevejos-batriga-verde [Dichelops spp.]. Embora as espécies Chinavia sp. ¢ Edessa
meditabunda tenham aumentado consideravelmente sua ocorréncia nas lavouras de soja, ainda sio consideradas de
menor expressio (Panizzi and Slansky Junior 1985; Corréa-Ferreira et al. 2009; Panizzi et al. 2012; Sosa-Gomez and
Omoto 2012).

A varia¢io populacional e predominancia das espécies de percevejos observadas em regides e safras distintas
estdao diretamente relacionadas com a cultivar semeada, com o periodo de semeadura e com as condi¢des climaticas

locais (Cividanes and Parra 1994; Magrini et al. 1996). Além disso, os danos ocasionados sdo influenciados pela
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densidade populacional das espécies, pela fase em que a cultura se encontra e pelo periodo (nimero de dias) em que
os insetos permanecem se alimentando dos graos (Cividanes and Parra 1994; Corréa-Ferreira and Peres 2003).

A espécie E. eros tem apresentado maior dispersio e frequéncia em relagio as demais espécies de percevejos
na maioria das regides produtoras de soja do Brasil (Corréa-Ferreira et al. 2009; Panizzi et al. 2012; Sosa-G6émez and
Omoto 2012). Além disso, E. heros também tem se destacado como uma praga de relevancia econémica em regioes
produtoras de soja da Argentina (Saluso et al. 2011). O rapido aumento da ocorréncia dessa espécie de percevejo, no
pafs, provavelmente estd associado 2 uma melhor adaptagdo as regides de temperaturas mais elevadas (Panizzi and
Slansky Junior 1985; Cividanes and Parra 1994). Registros da safra de soja de 2001/2002, em Balsas, no Maranhio
(MA), indicaram que 89% dos pentatomideos coletados a campo pertenciam a espécie E. heros (Panizzi 2002). Mais
recentemente, na safra 2007/2008, em Londrina, no Parand (PR), a espécie foi representada por 84% do total de
percevejos coletados (Corréa-Ferreira et al. 2010a).

O percevejo marrom énativo da América Tropical e estd bem adaptado as regides mais quentes, sendo mais
abundante do norte do Parana ao norte e nordeste do Brasil. Essa espécie produz trés geragdes durante o ciclo da soja,
sendo mais abundante nas lavouras no periodo de novembro a abril. Durante o verdo, também pode ser observado se
alimentando da erva-daninha conhecida como amendoim-bravo ouleiteiro (Euphorbia heterophyllal..) e, posteriormente,
o inseto pode migrar para plantas hospedeiras como o carrapicho-de-carneiro (Acanthospernnm bispidum DC), girassol
(Helianthus annuns 1..) e guandu (Cajanus cajan (L) Millsp.). Nessa tltima espécie, o inseto completa a quarta geragao
antes de entrar em diapausa, permanecendo sem se alimentar sob restos de culturas e folhas mortas, o que garante sua
sobrevivéncia até a proxima safra (Panizzi and Niva 1994; Panizzi and Vivan 1997; Corréa-Ferreira and Panizzi 1999).
O uso abusivo e erroneo de agrotéxicos no final do ciclo da soja tem ocasionado um aumento populacional de E. bems
(Corréa-Ferreira et al. 2010a), que tem migrado paralavouras de algodao (Gossypinm birsutum 1..), no Mato Grosso do Sul
(MS). Essa migracio ocorre principalmente em areas com algodao Bt (resistentes a lagartas), o que pode ser explicado
pela reducio na quantidade de agrotdxicos utilizados para controle das pragas do algodoeiro (Soria et al. 2010).
Frequentemente, o percevejo-marrom também tem sido relatado na cultura do milho (Zea mays 1..) causando injurias
de diferentes intensidades em plantulas e em espigas (Roza-Gomes 2010). No restante dos meses, de maio a outubro,
essa espécie entra em estddio de dorméncia e permanece sob folhas mortas no solo, o que aumenta sua chance de
sobrevivéncia e abundancia até a safra seguinte (Panizzi and Niva 1994).

O percevejo-verde pequeno é uma espécie Neotropical, sendo observado desde o sul dos Estados Unidos
até a Argentina (Panizzi et al. 2012). Esse percevejo também ¢é a praga mais abundante e de maior importinca
econ6émica no Uruguai (Zerbino 2010). No Brasil, possui ampla distribui¢do geografica, ocorrendo desde os estados
produtores de soja do sul até as regides de expansio recente do norte e nordeste do pais (Hoffmann-Campo et al.
2000). E considerado a espécie que causa os maiores danos a qualidade dos grios de soja em relacio a outros
pentatomideos que atacam a cultura (Corréa-Ferreira and Panizzi 1999; Hoffmann-Campo et al. 2000). Além disso, o
comportamento de inser¢io e retirada dos estiletes de P. gwildinii ¢ o que causa maior lesdao as paredes celulares em
comparacdo com as outras espécies (Depieri and Panizzi 2011). Essa espécie completa trés geragdes em soja e uma
quarta geracio em crotalaria (Crofalaria lanceolata E.Mey), feijio-guandu e outras espécies anileiras (Indigofera hirsuta L.,
L truxcillensis Kunth e L suffruticosa Mill.). Em regiGes mais frias do Rio Grande do Sul, também utiliza hospedeiros
alternativos como ervilhaca (1%cia satival..), nabo forrageiro (Raphanus sativus1..) e tremogo (Lupinus spp.) (Silva et al.
2006).

O percevejo verde é originario do Norte da Africa, sendo encontrado nas regides tropical e subtropical das

Américas, na Australia, na Asia, na Africae na Europa (Panizzi et al. 2000). No Brasil, sua ocorréncia vem sofrendo
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reduc¢do nos dltimos anos, sendo geralmente observado nas regides de baixa latitude (Kuss-Roggia 2009; Corréa-
Ferreira et al. 2010b; Kuss et al. 2012). E uma espécie polifaga, sendo encontrada em varias outras culturas, como
teijao (Phaseolus vulgaris 1..), arroz (Oryza sativa L.), algodao (Gossypinm birsutum L.), macadamia (Macadamia integrifélia
Maiden & Betche.) e a nogueira-peca [Carya illinoiensis (Wang.) K.Koch.] (Bundy and McPherson 2000; Hoffmann-
Campo et al. 2000; Panizzi et al. 2000; Greene et al. 2001). O percevejo verde completa as trés primeiras geragdes na
soja, a quarta geracdo em C. lanceolata, a quinta geracio, durante o inverno, em nabo-bravo (Raphanus raphanistrum 1..),
mostarda (Brassica rapa 1..) ou em feijao-guandu (Cajanus cajan 1..) e, por fim, uma sexta geragdo em rubim (Leonurus
Glancescens Bunge).

Outras espécies de percevejos, consideradas anteriormente como pragas secundarias, como ¢ o caso do
percevejo barriga-verde [ Dichelops melacanthus (Dallas)], apresentaram um elevado crescimento populacional nos tltimos
anos (Panizzi 1997). Apesar de ser mais frequente na cultura do milho e do trigo, tem sido a espécie de percevejo com
maior incidéncia na soja em algumas regides produtoras do Parand, nas ultimas safras (Corréa-Ferreira et al. 2009).
Outras plantas hospedeiras dessa espécie sdo a trapoeraba (Commelina benghalensis 1..), indigofera (I. hirsuta), crotalaria
(Crotalariapallida Aiton) e capim-braquiaria (Brachiaria decumbens Stapf) (Silva 2009). Ap6sa colheita da soja, o percevejo
barriga-verde permanece no solo sob restos culturais, alimentando-se de plantas de milho e trigo cultivadas em sistema
de semeadura direta, o que contribui para sua sobrevivéncia por fornecer abrigo (palhada) e alimento (sementes
maduras cafdas no solo) (Chocorosqui 2001). Geralmente, essa espécie de percevejo era considerada secundaria, pois
o ataque desses insetos ocorrialogo no inicio do desenvolvimento da cultura. As plantas recuperavam-se desse dano
inicial e desenvolviam-se normalmente (Panizzi and Chocorosqui 1999). No entanto, nos tltimos anos essa espécie de
percevejo tem apresentado um aumento significativo em periodos reprodutivos da soja, atacando vagens com graos
verdes, ocasionando danos a cultura (Corréa-Ferreira et al. 2009).

Outra espécie de percevejo que tem sido observada em soja e ¢ uma praga de importincia econdémica na
Argentina é a Edessa meditabunda F. (Rizzo 1972). Esse percevejo ¢ considerado praga de varias espécies de Solanaceae,
incluindo tomate (Solanum lycopersicum 1..) e batata (Solanum tuberosum L.), e de Fabaceae, como etrvilha, sojae alfafa (Soria
et al. 2010). Essa espécie alimenta-se preferencialmente da haste da soja, devido ao comprimento curto dos seus
estiletes (Galileo and Heinrichs 1979; Panizzi and Machado-Neto 1992). No entanto, Husch et al. (2012) observaram,
em ensaios de campo, que adultos de E. meditabunda ocasionaram danos com redugio significativa da qualidade das
sementes de soja, principalmente quando as infestagdes ocorreram no perfodo da maturagio da soja (R7 a R9).
Comparando-se sementes maduras atacadas por percevejos das espécies E. meditabunda e E. heros, esses ultimos
ocasionaram danos mais profundos nas sementes, além das mesmas apresentarem tamanho reduzido (Silva et al.
2012a). Outras espécies de percevejos encontradas em soja no Brasil, porém em menor frequéncia, sdo Chinavia sp. e
Thyanta perditor F. (Cividanes and Parra 1994; Corréa-Ferreira and Panizzi 1999).

O ciclo de vida dos petcevejos é o mesmo, independente da espécie, com variagao interespecifica para o
numero de dias de cada fase. O ciclo inicia-se com a fase de ovo, seguida por cinco estadios (instares) de ninfas, e
finaliza-se com a fase adulta (Corréa-Ferreira and Panizzi 1999). A espécie E. heros é a que apresenta o menor petiodo
de desenvolvimento das ninfas e também a maior longevidade dos adultos, com média de 117 dias, em comparagio
com P. guildinii, com 54 dias, e N. viridula, com 53 dias. A fecundidade média das espécies é de 120 ovos/fémea para
P. guildinii, 150 para N. viridula e 170 para E. beros, com diminui¢do da postura a medida que as fémeas envelhecem,
parametro este influenciado pela dieta alimentar e temperatura.

Estudos demonstram que a intensidade dos danos ocasionados por percevejos depende da espécie, da

densidade populacional, do estadio de desenvolvimento das plantas, da suscetibilidade dos gen6tipos de sojae daépoca
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de semeadura (Panizzi et al. 1979; Schumann and Todd 1982; Villas-Boas et al. 1990; Sosa-Gémez and Moscardi 1995;
Corréa-Ferreira and Azevedo 2002; Berlote et al. 2003; Corréa-Ferreira 2010; Depieri and Panizzi 2011). No entanto,
os danos ocasionados as sementes por insetos sugadores sdo semelhantes e irreversiveis (Gazzoni 1998; Gazzoni and
Moscardi 1998; Berlote et al. 2003). Os danos sdo ocasionados devido ao comportamento alimentar desses
pentatomideos fitofagos, que inserem o estilete nas vagens ¢ injetam a saliva que contém enzimas digestivas para
sugarem o conteudo liquefeito das mesmas (Panizzi et al. 2012; Silva et al. 2012a). O ataque das ninfas de 3° a 5°
instares e de percevejos adultos durante a fase de formagio de grios pode resultar em aborto d os grios ou até mesmo
das vagens (Panizzi and Slansky Janior 1985; Villas-Boas et al. 1990; Brier and Rogers 1991; Gazzoni 1998; Panizzi et
al. 2000; Corréa-Ferreiraand Azevedo 2002). Ja no periodo de enchimento dos graos, o ataque dos percevejos pode
ocasionar enrugamento, deformagdes, aparecimento de manchas escuras e areas esbranquicadas, redugdes no
rendimento e na qualidade das sementes (viabilidade e vigor) (Silva and Ruedell 1983; Villas-Boas et al. 1990; Gazzoni
and Moscardi 1998). Em ataques mais intensos, além de ocorrerem perdas na germinagio e vigor da semente, ocorrem
alteragGes nos teores de 6leo e proteinas, comprometendo a qualidade e o valor final dos graos e sementes (Ramiro
and Massariol 1977; Villas-Boas et al. 1990; Gallo et al. 2002). Muitas vezes, ¢ possivel observar em areas onde ha
infestacdo de percevejos a presenca de plantas com hastes verdes e alta retencio foliar, o que dificulta a colheita
mecanica (Lustosa et al. 1999). Tal fenémeno ocorre devido ao processo de alimentacdo dos percevejos que, a0
injetarem toxinas e se alimentarem do conteudo dos grios, ocasionam a queda das vagens, o que impede a formagio
de hormonios de senescéncia das folhas e atrasa a maturidade da planta (Sosa-Gémez and Moscardi 1995).

Além dos danos diretos, esses insetos também sdo responsaveis pela transmissio de doengas durante a
alimentagdo. A introdugdo do aparelho bucal, em forma de estilete, nas sementes facilita a entrada de organismos
patogénicos, como ¢ o caso da levedura Eremothecium coryli (antes denominada Nematospora coryli Peglion), causadora da
mancha-fermento, que ocasiona a deterioragio das sementes (Gazzoni 1998; Corréa-Ferreira and Azevedo 2002). Os
danos ocasionados por esses insetos-praga reduzem a remuneracio do produtor e, também, aumentam o custo para o
processamento da soja. Ao introduzir seu aparelho bucal no tegumento, o percevejo provoca uma ruptura dos tecidos
que facilita a entrada de 4gua e microrganismos que irdo causat problemas futuramente na armazenagem desses graos
(Russin et al. 1988). Além disso, o grao atacado pelo percevejo apresenta uma maior incidéncia de Fusarium spp.,
bactérias e outros microrganismos que aceleram o processo de fermentacio durante o beneficiamento e
armazenamento dos graos nos armazéns (Russin et al. 1988; Quirino 2012). Esse grao fermentado geraum custo maior
a industria, pols exige um tratamento para reduzir a acidez e clarear o 6leo obtido do mesmo.

Uma preocupagio constante entre os produtores de soja tem sido o custo adicional gerado pelo ataque por
percevejos que nao tem sido contabilizado. Quando o percevejo se alimenta do grao que estd no estadio R6, o grio vai
apresentar manchas ou puncturas caracteristicas desse ataque. No entanto, quando o ataque dos percevejos ocorre no
estadio de formacio inicial do grio (R5.1a R5.3), ocorre o abortamento, que é caracterizado como grio chocho, e as
vagens apresentam-se planas, sem enchimento de graos. Portanto, durante a colheita, essas vagens sao descartadas ma
colhedora juntamente com a casca das vagens debulhadas e néio sdo contabilizadas como uma perda de produgio
gerada pelos percevejos. Estudos demonstram que as perdas no rendimento da cultura devido ao ataque por percevejos
sao superiores a 30%, e 0 comprometimento no valor germinativo das sementes pode ser superior a 50% (Degrande
and Vivan 2009; Soria et al. 2010). Um estudo comparativo da infestacio das espécies de percevejos P. guildinii, N.
viridula, D. melacanthus e E. heros, nos diferentes estadios de desenvolvimento dos grios (R5 aR57), demonstrou que as
plantas infestadas no estadio R5 sdo as que apresentam os danos com maior intensidade, enquanto que plantas

infestadas na maturacio fisiologica R7 apresentam sementes de qualidade semelhante as plantas testemunhas, sem
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infestagdo por percevejos (Corréa-Ferreira et al. 2009). Além disso, destaca-se que o local dalesdo ¢ mais relevante do
que o nimero de picadas, pois uma picada sobre o hipocétilo inviabiliza a germinag¢do, enquanto varias leses nos
cotilédones reduzem o vigor, a sanidade e a emergéncia, porém ndo prejudicam a germinagio (Jensen and Newsom
1972; Trumper and Edelstein 2008).

Apesar da infestagdo de percevejos iniciar-se geralmente no final do perfodo vegetativo (Vn) oulogo apos
afloragdo (R1 e R2), o periodo critico dainfestagio e os maiores prejuizosa culturasio ocasionados durante o perfodo
inicial de desenvolvimento das vagens (R3) até o final do enchimento dos graos (R6), quando os percevejos atingem o
pico populacional maximo (Corréa-Ferreira and Panizzi 1999). No periodo da maturagio fisiolégica da soja (R7), o
nivel populacional dos percevejos ja tende a decrescer. Durante a fase de colheita dos grios (R8), os percevejos
remanescentes tendem a migrar para lavouras mais tardias e, posteriormente, para plantas hospedeiras alternativas, no
caso do IN. viridula e P. guildinii, e para os nichos de diapausa, no caso do E. hervs. Portanto, o cultivo de entressafra,
bem como as plantas hospedeiras préximas a lavoura contribuem para a sobrevivéncia e permanéncia das espécies de
percevejos e influenciam a densidade de insetos colonizantes no inicio do préximo ciclo (Panizzi and Slansky Junior
1985). O monitoramento adequado para identificar a presenca de percevejos na lavoura é extremamente importante
para que medidas adequadas sejam implantadas para o rapido controle populacional deste inseto -praga. O método
adequado para a amostragem de insetos é conhecido como pano de batida, em que um pano branco é preso em duas
varas, com um metro de comprimento, e estendido entre duas fileiras de soja (Embrapa 2011). As plantas
compreendidas pela area do pano sio entdo sacudidas vigorosamente sobre o mesmo para que ocorra a identificacdo
e contagem das pragas ali presentes. Esse procedimento ¢ realizado em diversos pontos aleatérios para realizar uma
amostragem da area, preferencialmente nas primeiras horas da manha ou no final da tarde, que é o periodo de menor
atividade dos insetos, para permitir uma contagem mais eficaz. As amostragens devem ser iniciadas no perfodo de
formacio das vagens até a maturagdo fisiologica das plantas, periodo que apresenta maior abundancia de insetos na
lavoura. Deve-se iniciar a amostragem pelas bordaduras, onde geralmente os percevejos iniciam o ataque. Para uma
lavourade até 10 hectares (ha), recomenda-se realizar, no minimo, seis amostragens; para 30 ha, o minimo aconselhado
¢ de oito amostragens; até 100 ha, com um minimo de 10 amostragens. No caso de propriedades maiores, recomenda-
se a divisio em talhdes de 100 ha (Hoffmann-Campo et al. 2000).

Até recentemente, o nivel de controle recomendado era de quatro percevejos adultos ou ninfas com mais
de 0,5 cm, observados na média das amostragens pelo pano de batida, e dois percevejos por amostragem no caso de
campos de produgdo de sementes (Villas-Boas et al. 1990). Considerando o aumento populacional desses insetos nas
ultimas safras, estabeleceu-se um novo nivel de agdo para os percevejos da soja, durante a Reunido da Comissdo de
Soja em 2007. Assim, deve-se iniciar o controle quando observada uma média igual ou superior a dois percevejos
adultos ou ninfas com mais de 0,5 cm, por metro, e um petrcevejo para o caso de campos de producio de sementes
(Embrapa 2011; Bueno et al. 2012). Atualmente, existem disponiveis cultivares com diferentes grupos de maturagio,
e as datas de plantio variam de acordo com a programacio de cada agricultor. Portanto, deve-se redobrar a atencao
nas areas que possuem materiais mais tardios ou que sdo semeadas de forma mais tardia em relacdo as areas vizinhas,
pois os insetos migram rapidamente das dreas recém-colhidas em busca de alimento e podem causar danosirreversiveis.

Em comparagio aos insetos desfolhadores, os percevejos sdo considerados uma praga silenciosa, pois 0s
danos sdo contabilizados somente na colheita e pds-colheita, o que muitas vezes dificulta o seu controle mais rigoroso.
O alto custo de inseticidas e 0 seu uso em conjunto com fungicidas, em uma mesma aplica¢do, também fazem com
que o produtor reduza o nimero de aplicacdes e aumente o intervalo entre as mesmas, favorecendo a multiplicagio

das populagGes de percevejos. As despesas associadas ao controle quimico dos percevejos sio consideradas elevadas
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no custo total de producgio da cultura. Comparando-se as safras 2009/2010 e 2014/2015, houve um aumento
significativo de 6,04% para 13,8% do custo total de produgio associado as despesas com inseticidas, para o controle
de percevejos na cultura da soja (Lantmann 2014).

A cada safra, os danos ocasionados por esses insetos tém se tornando mais frequentes, considerando o
elevado nimero de espécimes presentes na lavoura, falta de um monitoramento adequado das pragas e, também, pelo
surgimento de populagdes de insetos resistentes (Corréa-Ferreira et al. 2009). Outros agravantes dessa situagio
envolvem a tecnologia de aplicagdo, em que o alvo muitas vezes nao ¢ atingido. Como o método de controle dos
percevejos mais utilizado ¢ o controle quimico, pela pulverizagio de inseticidas, a escolha do produto e da tecnologia
de aplicagdo devem ser criteriosas, uma vez que a eficiéncia biolégica da pulverizagio é dependente desses dois fatores
(Fiorinet al. 2011).

O elevado potencial reprodutivo de algumas espécies de percevejos, a falta de novas moléculas com
diferentes modos de agdo e o uso indiscriminado de inseticidas tém contribuido para o aumento do risco de selecao
de populagbes deinsetos resistentes, além de ocasionar desequilibrio biol6gico dosinimigos naturais (Byrne et al. 2003;
Sosa-Gémez and Omoto 2012). No Brasil, até o presente momento, o inico caso de resisténcia a inseticidas detectado
foi o do E. heros (Sosa-Gdmez et al. 2001; Sosa-Gimez and Silva 2070). Um dos inseticidas mais utilizados na cultura da
soja desde a década de 60, para controlar as populages de lagartas desfolhadoras e as trés espécies mais importantes
do complexo de percevejos, era o endosulfan, um organofosforado que, posteriormente, teve sua comercializagio
proibida. Os primeiros relatos de problemas de deficiéncia de controle do percevejos marrom, na soja, ocorreram em
1990 (Sosa-Goémez and Omoto 2012). O percevejo marrom também apresenta algumas caracteristicas que o torna
sujeito a uma maior pressdo de selecio, em relagdo as outras espécies de percevejos. A auséncia de um comportamento
migratério e a limitada capacidade de voo da espécie contribuem para um aumento da pressio de selecio nas
populagoes desses insetos (Sosa-Gomez et al. 2012; Sosa-Goémez and Omoto 2012). Um estudo realizado com
populacoes de E. heros e N. viridula indicaram que suas populagdes sio estruturadas, com reduzido fluxo génico entre
as mesmas, mesmo em populac¢oes que se situam em localidades préximas, com aproximadamente 52 km de distincia
em linha reta (Sosa-Goémez et al. 2004; Sosa-Goémez et al. 2005). Geralmente, o percevejo marrom, juntamente com o
percevejo verde pequeno apresentam até oito geracdes por ano nas regiodes mais quentes do Brasil, enquanto o
percevejo verde da soja possui cinco geragdes por ano, o que torna a pressio de selegio maior no primeiro caso
(Cividanes and Parra 1994; Cividanes and Figueiredo 1997).

Uma das medidasincorporadasao manejo integrado de pragas (MIP), na décadade 90, consiste no controle
biolégico dos percevejos da soja pelos parasitoides (Corréa-Ferreira 1993). Os dois parasitoides mais utilizados sao
Trissolens basalis e Telenomus podisi. (Corréa-Ferreira 2003). Essas espécies se destacam pela eficiéncia, importancia e
abundancia nas lavouras de soja. A espécie T. podisi parasita, preferencialmente, os ovos de E. heros, enquanto T. basalis
tem preferéncia por parasitar ovos de N. viridula (Godoy et al. 2005). Ambos depositam seus ovos no intetior dos ovos
dospercevejos, matam o embrido e eliminam a praga no estadio inicial do seu desenvolvimento, antes mesmo de causar
qualquer injaria as plantas (Bueno et al. 2012). Embora esses parasitoides ocorram naturalmente nas lavouras de soja,
o constante uso de produtos seletivos na fase inicial da cultura e a falta de locais de refigio durante a entressafra sdo
fatores que prejudicam sua eficiéncia (Corréa-Ferreira 2003). Portanto, recomenda-se a liberagdo de parasitoides na
lavoura na época em que os percevejosiniciam a oviposi¢do, para reduzir o nimero de percevejos-praga durante o
periodo critico da cultura. A recomendagio ¢ de 5.000 vespas por hectare, quando liberadas como adultos ou trés
cartelas de ovos parasitados, com aproximadamente 1.670 ovos/cartela. As fémeas adultas, a0 emergirem, sio

copuladas e vio depositar seus ovos em massas de ovos de percevejos ou em percevejos adultos, reiniciando o ciclo.
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Além do parasitismo em ovos, também é comum, na cultura da soja, o parasitismo em adultos de percevejos, sendo
que as moscas colocam seus ovos sob o corpo dos percevejos e as larvas se desenvolvem no interior do hospedeiro,
matando-o quando emerge para empupar no solo (Corréa-Ferreira 1984). A mosca Trichopoda giacomellii é um parasitoide
importante em adultos de N. viridula, enquanto Hexacladia smithii (Encyrtidae) é o principal parasitoide em adultos de
E. heros (Corréa-Ferreira and Panizzi 1999; Bueno et al. 2012).

A falta de opgdes para a escolha de produtos com eficiéncia comprovada e com modos de agdo diferentes
e a continua expansio da soja refor¢a a hipdtese de que a forma mais eficaz para o controle desses insetos-praga seria
a utilizagdo de cultivares resistentes a percevejos (McPherson et al. 2007). Além disso, os beneficios do uso de plantas
resistentes envolvem questoes ambientais, econdmicas e sociais. A reducdo no uso de inseticidas traz beneficios
ambientals, minimiza os desequilibrios biol6gicos, reduz o custo de produc¢io, permitindo que um maior nimero de

agricultores possa cultivar soja, e garante uma maior seguranga ao produtor.
2.3. Mecanismos de resisténcia e cultivares de soja resistentes aos percevejos

Uma planta resistente a um determinado inseto-praga é aquela que nio apresenta perdas no seu rendimento,
ou seja, ¢ menos danificada pelo inseto do que outra planta, em igualdade de condi¢bes (Painter 1951). A resisténcia
das plantas ¢ classificada por Painter (1951) em trés categorias, sendo todas elas manifestadas na cultura da soja. A ndo
preferéncia, que foi posteriormente denominada como antixenose (Koganand Ortman 1978), é caracterizada pela
menor utilizagdo da planta pelo inseto, devido a fatores morfolégicos ou quimicos. A produgdo de compostos
secundarios pelas plantas ocasiona efeitos adversos sobre o comportamento do inseto, influenciando processos de
alimentagdo, oviposi¢ao e abrigo. Na antibiose, a planta ¢ utilizada como hospedeiro, porém ocorre a produgio de
toxinas ou compostos metabolicos secundarios que causam efeitos adversos sobre a biologia do inseto resultando em
alteracGes no crescimento, reproducdo e sobrevivéncia do inseto. Os parametros mais comuns utilizados para
identificacio desse tipo de resisténcia de plantas a insetos sao: a morte de individuos em estadio juvenil, aumento no
periodo dedesenvolvimento dos estadiosiniciais de desenvolvimento do inseto, perdade peso ou reducio do tamanho
do inseto, redugdo da longevidade e fecundidade do inseto adulto e morte das pupas. No caso de plantas tolerantes,
ha a capacidade da planta suportar ou ainda recuperar-se dos danos sofridos por uma populagio de insetos, a qual
normalmente causaria sérios prejuizos a um hospedeiro mais suscetivel. Esse tipo de resisténcia ¢ mais influenciado
pelo ambiente, pois plantas mais vigorosas podem tolerar um maior ataque de pragas. No entanto, como nio ha
influéncia da planta sobre a biologia ou comportamento do inseto, pode ocotrer o aumento populacional da praga em
longo prazo, resultando em danos econdémicos a lavoura. Portanto, no caso de plantas tolerantes, é necessaria a
utilizagdo de estratégias complementares de manejo integrado de pragas para o controle das populagdes de insetos. O
método mais eficaz para verificar a presenca de plantas tolerantes é a comparac¢io do dano e da produtividade de graos
da mesma planta utilizando-se um tratamento com e outro sem a infestagdo com insetos.

Nas ultimas décadas, diversos programas de melhoramento tém utilizado a estratégia de identificacio de
genes de resisténcia e transferéncia de genes, por melhoramento genético, via cruzamentos, para a obtengdo de
variedades e cultivares elite mais produtivas. No entanto, devido ao grande nimero de pragas e doencas que as culturas
estdo sujeitas, a estratégia de piramidag¢do de genes foi necessaria para garantir um melhor desempenho dos materiais.
O uso da selecdo assistida por marcadores (SAM) tem sido empregado com sucesso no caso de genes de heranga
monogénica, como no caso da resisténcia a nematoide-de-cisto(Heterodera glycines) (Concibido et al. 2004; Silva et al.
2007). Porém, no caso de caracteres quantitativos, que normalmente sio controlados por um maior nimero de genes,

o uso da SAM nio tem apresentado sucesso, tanto pela dificuldade na identificacio de genes de maior efeito quanto
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pela distancia dos marcadores identificados em relacdo ao gene de interesse (Boerma and Walker 2005). Apesar da
identificacdo de um grande nimero de QTLs apds o advento dos marcadores moleculares, a utilizagio dos mesmos
na SAM requer a validagdo dos mesmos em diferentes backgronnds genéticos e em ambientes distintos, além de um
mapeamento fino paraidentificar marcadores mais préximos ao gene de interesse (Collard and Mackill 2008).

Pouco se conhece sobre os mecanismos e genes relacionados a resisténcia aos insetos praga, mas sabe-se
que o mecanismo de controle/resposta a0 ataque de petcevejos apresenta natureza poligénica, o que justifica a
dificuldade na obtencdo de cultivares agronomicamente competitivas e resistentes a estes insetos (Souza and Toledo
1995; Godoi and Pinheiro 2009). A introdugio de genes de resisténcia em cultivares elite tem sido realizada por meio
de cruzamentos artificiais em soja, utilizando-se materiais descritos na literatura como resistentes a estes insetos-praga.
Na década de 1960, trés introdugSes de plantas (Plant Introduction) foram identificadas como resistentes ao ataque do
besouro desfolhador Epilachna varivestris (Mulsant, 1850), sendo elas PI 171451 (‘Kosamame’), PI 229358 (‘Soden-
daizw’) e PI 227687 (Miyako White) (Van Duyn et al. 1971; Van Duyn et al. 1972). Posteriormente, estes mesmos
genotipos foram identificados como resistentes a outros insetos, como os besouros Cerotoma trifurcata (Forster) e
Epicanta vittata (F.), a lagarta Helicoverpa zea (Boddie) (Clark et al. 1972), a lagarta Plathypena scabra (F.), a lagarta falsa
medideira Trichoplusia ni Hibner, e outras espécies de insetos praga da soja (Luedders and Dickerson 1977; Boerma
and Walker 2005). Outras duas introdugdes de plantas descritas como resistentes ao ataque de insetos sao PI 274454
(Rossetto 1989) e P1 171444 (Gilman et al. 1982). Desde entdo, muitos programas de melhoramento utilizaram essas
introdugdes de plantas com o objetivo de transferir os genes de resisténcia das mesmas as cultivares elite, mas como
pouco se conhece sobre os mecanismos desses genes ¢ essas introdugdes de plantas apresentam baixo valor
agronomico, nado houve sucesso (Lambert, L.; Tyler, 1999; Sosa-Gémez et al., 2012). Acredita-se que uma grande
quantidade de genes de caracteristicas agronémicas nio desejaveis encontra-se fortemente ligadas aos QTLs que
conferem resisténcia a insetos, resultando em um arraste de genes indesejaveisassociadosaos genes de interesse (/Znkag
drag) (Van Duyn et al. 1971; Boethel 1999; Boerma and Walker 2005). Além disso, a baixa herdabilidade das
caracteristicas de produtividade de graos e resisténcia a insetos dificulta ainda mais a obtenc¢io de linhagens resistentes
(Sosa-Goémez et al. 2012). As primeiras cultivares americanas derivadas dessas introducées foram ‘Crockett’, ‘Lyor?,
‘Lamat’ e Shore’. No entanto, nenhuma delas apresentou o nivel de resisténcia igual ao genitor doador e, além disso,
as cultivares apresentaram baixa produtividade de graos em relagio as cultivares elite, o que ndo despertouinteresse
dos produtores (Boethel 1999).

No Brasil, os materiais derivados das introdugdes de plantas que foram utilizados como fonte de genitores
resistentes sao IAC 73-228 e IAC 78-2318. As cultivares desenvolvidas, a partir desses dois genitores, descritas na
literatura como resistente aos percevejos sao IAC-100, IAC-17, IAC-19, IAC-23 ¢ IAC-24 (Rossetto et al. 1980;
Pinheiro 1993; Carrao-Panizziand Kitamura 1995; Veiga etal. 1999; Miranda et al. 2001; Mirandaand Lourencao 2002;
Miranda et al. 2003; Piubelli et al. 2003a; Campos et al. 2010; Silva et al. 2013). A resisténcia dessas cultivares
provavelmente ¢ herdada, em sua maioria, das introducbes P1 274454 ¢ P1 229358 (Rossetto et al. 1995; Veiga et al.
1999). Apesar destas cultivares ja se encontrarem obsoletas em relacdo ao patamar de produtividade alcancado, elas
continuam sendo utilizadas nos programas de melhoramento como fontes de genes de resisténcia a percevejos, pois
também apresentam um maior nimero de caracteres agronomicos desejaveis em relagio as introdugdes de plantas, que
geralmente sao menos adaptadas (Rossetto etal. 1984; Panizzi and Slansky Junior 1985; Rossetto et al. 1986; Lourencao
et al. 1989; Rossetto 1989). No entanto, quando se comparam as PIs com as linhagens descendentes, as primeiras

possuem resisténcia a insetos superior, o que confirma o grande nimero de genes envolvidos no mecanismo de
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controle da resisténcia a insetos e a consequente dificuldade de sua transferéncia (Lourencéo et al. 1985; Hoffmann-
Campo 1995).

Apesar da baixa herdabilidade das caracteristicas de produtividade de graos e resisténcia a insetos dificultar
o desenvolvimento de cultivares resistentes, algumas linhagens resistentes tém apresentado bons niveis de
produtividade de gridos quando comparadas as cultivares comerciais (Sosa-Gémezetal. 2012). Dessa forma, programas
de melhoramento de soja, visando a resisténcia a insetos, precisam desenvolver populagdes grandes para permitir o
aparecimento das combinag¢Ses génicas para todos os caracteres deinteresse. Como a heranga para resisténcia a insetos
¢ complexa (Souza and Toledo 1995), ¢é preciso avaliar um modelo de sele¢do recorrente para obter linhagens com
elevado nivel de resisténcia e alto potencial produtivo (Sosa-Gémez et al. 2012). Outro cuidado importante deve ser
estabelecido em relacio a avaliagio da infestagdo de insetos na area, pois o ataque nio uniforme dos percevejos pode
mascarar os resultados de testes de resisténcia realizados no campo experimental (Arias etal. 1999).

Dentre as cultivares apresentadas, a que mais tem se destacado como genétipo padrio de resisténcia aos
insetos desfolhadores e sugadores ¢é a cultivar IAC-100, pois apresenta caracteristicas agrondmicas favoraveis e boa
produtividade de grios (Pinheiro et al. 2005). Fernandes et al. (1994) verificaram que a cultivar IAC-100 apresentou o
menor indice de retencdo foliar e a menor percentagem em peso de sementes totalmente deformadas, quando
comparada com outras seis cultivares de soja (IAC8, IAC12, IAC17, Dourados, Emgopa 304 ¢ Emgopa 309),
submetidas ao ataque de percevejos. Souza (2013) avaliou cultivares e linhagens utilizadas no programa de
melhoramento do Instituto Agronémico de Campinas e também verificou que IAC-100 foi uma das cultivares menos
danificadas pelos percevejos, emboranio tenha sido uma das menos atrativas aos insetos. Esse mesmo autor verificou
que a cultivar ocasiona o prolongamento do desenvolvimento ninfal, demonstrando a presenca do mecanismo de
resisténcia denominado antibiose. Outros estudos também relatam que a cultivar IAC-100 foi a cultivar menos atacada
em condi¢des de infestagdo com P. guildinii (Campos, 1996; Rodrigues, 1996). Silva et al. (2013) também verificou
evidéncias do mecanismo antibiose, pois insetos de P. guildinii, alimentados com vagens da cultivar IAC-100,
apresentaram alta mortalidade de ninfas (supetior a 90%), além de um prolongamento do estadio ninfal. De acordo
com Panizzi e Silva (2009), a mortalidade ninfal pode estar associada a fatores fisicos da planta como a distancia entre
o grio e a vagem, tornando mais dificil o acesso ao alimento. A cultivar IAC-100 também foi utilizada com sucesso
em programas de melhoramento de soja, nos Estados Unidos, como fonte de resisténcia para percevejos sugadores e
insetos desfolhadores (McPherson et al. 2007; McPhersonand Buss 2007).

Um dos mecanismos descritos para a cultivar IAC-100 consiste no mecanismo de tolerancia, pois essa
cultivar possui a capacidade deabortar vagens danificadas e substitui-las por novas, recuperando-se dos danos sofridos
pelo ataque dos percevejos (Rossetto et al. 1995; Piubelli et al. 2005). Também apresenta um mecanismo de pseudo-
resisténcia, denominado diluicdo de dano, pois apesar de possuir semente de tamanho pequeno, a quantidade de
semente produzida por planta é geralmente maior em relacio as outras cultivares, o que contribui para garantir uma
boa produtividade final de grdos sem dano (Rossetto and Lara 1991). Além disso, Lara (1991) sugeriu um outro
mecanismo de pseudo-resisténcia presente em IAC-100, denominado evasio, que também contribui patra uma menor
suscetibilidade da planta aos percevejos. A cultivar apresenta um menor periodo de granacio, periodo em que se
encontra mais suscetivel ao ataque dos percevejos. Portanto, um menor perfodo de exposi¢io aos insetos resulta em
menor quantidade de dano ocasionado nos graos (Rossetto et al. 1995; Piubelli et al. 2005).

Estudos demonstram que os metabélitos flavonol rutina e isoflavonéide genistina, presentes na cultivar
TAC-100, bem como nas introdugdes de plantas PI 274454 ¢ P1 229358, afetam negativamente a biologia da lagarta

Abnticarsia gemmatalis (Piubelli 2004; Piubelli et al. 2005). Outros estudos demonstraram que o flavonol rutina também
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provoca antibiose em Trichoplusia ni Hibner, 1803 (Hoffmann-Campo et al. 2001) e na lagarta-da-soja (A. gemmatalis)
(Hoffmann-Campo et al. 2006). Estudos realizados com diferentes cultivares e introdugoes de plantas demonstraram
que a cultivar JAC-100 e a P1227697 possuem teores mais elevados de isoflavonas e provocam efeitos negativos mais
acentuados (maior mortalidade e menor ganho de peso) em percevejos N. viridula quando alimentados com vagens
desses genotipos (Piubelli et al. 2003b). Além disso, verificou-se um aumento significativo na concentragio de
isoflavonas daidzina e genistina, ambas precursoras das fitoalexinas gliceolinas em soja, em sementes da PI 227687 ¢
PI229358, apds o ataque de percevejos N. viridula, ocasionando alteragSes negativas no comportamento dos mesmos
(Piubelli et al. 2003a). Toledo (2005) também observou um pico no aumento das mesmas isoflavonas, no perfodo de
48 horas apds o ataque dos percevejos nos griaos danificados, além de uma indugdo mais rapida de gliceolinas em
gendtipos resistentes a insetos.

Coma finalidade de associar a preferéncia alimentar de E. beros as caracteristicas morfologicas, Efrain (2013)
comparou a quantidade e o tamanho de tricomas de diferentes cultivares e linhagens de soja. A alta densidade de
tricomas observada na cultivar IAC-100 ndo inibiu a atratividade a campo dos percevejos. No entanto, o autor sugere
que essa caracteristica morfologica pode ter influenciado a resisténcia do tipo antibiose verificada na cultivar IAC-100,
tendo contribuido para prolongamento ninfal. Embora a maior densidade de tricomas nio tenha influenciado na
alimentacdo de insetos adultos, provavelmente pode ter atuado como uma barteira fisica aos primeiros estadios iniciais
(segundo e terceiro instares), dificultando a alimentagdao dos mesmos. Além disso, Hulburt et al. (2004) identificaram
o QTL-E, associado a resisténcia a insetos, proximo ao loco Pb, que controla o tipo de pubescéncia na folha. Segundo
os autores, linhagens que apresentaram tricomas com a extremidade do tipo afiada (Pb_) demonstraram maior
resisténcia ao ataque de insetos lepidopteros.

O estudo e elucidagdo dos mecanismos relacionados a resisténcia das plantas aos insetos-praga tem sido o
objetivo de muitos pesquisadores. Dessa forma, a utilizagdo de marcadores moleculares, juntamente com a genomica

funcional, ¢ fundamental para auxiliar no desenvolvimento de cultivares resistentes.

2.4. Marcadores moleculares em soja

Os primeiros mapas genéticos foram construidos com base em marcadores morfologicos e citolégicos.
Apesar da grande contribui¢do destes marcadores, sua disponibilidade se restringia basicamente as espécies modelo.
Além disso, a disponibilidade dos mesmos ¢é reduzida, impossibilitando uma eficiente cobertura dos genomas (Stuber
etal. 1992).

O advento das técnicas de biologia molecular culminou no desenvolvimento de diversos marcadotes
moleculares disponiveis atualmente. Os marcadotres moleculares representam varia¢oes na sequéncia do DNA, o que
resultou em uma significativa contribui¢io para o processo de melhoramento de plantas, como a construcio de mapas
genéticos, associacdo entre gendtipos e caractetisticas fenotipicas e ainda a sele¢do de gendtipos para caracteres de
interesse (Schl6tterer 2004; Borém et al. 2009).

Os marcadores moleculares podem ser classificados em dominantes ou co-dominantes, dependendo do
tipo de polimorfismo que permitem identificar (Ferreira and Grattapaglia 1998; Borém et al. 2009). Desde a década de
80, diversos tipos de marcadores moleculares baseados em DNA foram desenvolvidos, com variagdes no tipo de
tecnologia utilizada para detectar o polimorfismo, visando a reducio de custos, a facilidade de uso, reprodutibilidade e
a obtenc¢ao de dados em larga escala (SchlStterer 2004). Os marcadores RELP (Restriction Fragment Length Polymorphism
(Botstein et al. 1980), RAPD (Random Amplified Polymorphic DN.A) (Williams et al. 1990), SSR (Jacob et al. 1991) e AFLP

(Voset al. 1995) foram marcadores amplamente utilizados no melhoramento de plantas de diversas culturas (Cregan
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et al. 1999a; Oliveira et al. 2001; Cholastova et al. 2011). Os primeiros mapas genéticos da soja, baseados em DNA,
foram publicados na década de 90, sendo construidos inicialmente com marcadores RFLP, posteriormente também
com marcadores AFLP, SSR e, recentemente, com a adi¢io de milhares de marcadores SNP (S7ngle Nucleotide
Polymorphism), a partir das novas plataformas de sequenciamento e genotipagem (Keim et al. 1990; Mansur et al. 1993;
Shoemaker and Specht 1995; Cregan et al. 1999b; Song et al. 2004; Wu et al. 2004; Choi et al. 2007; Hisano et al. 2007;
Xia et al. 2007; Hwang et al. 2009; Hyten et al. 2010; Niu et al. 2013; Song et al. 2013). A integracio de diferentes
mapas da soja resultouna construgio de um mapa consenso, denominado ConsensusMap 4.0, que esta disponivel no
Banco de Dados da Soja (Soybase - http://www.soybase.otg) (Grant et al. 2010). Atualmente, o mapa contém
informagdes de sequéncias e posicao de aproximadamente 5.500 marcadores genéticos, distribuidos nos 20 GLs da
soja (Hyten et al. 2010).

Os marcadores SSR ainda tém sido muito utilizados em soja para o mapeamento genético e identificagao
de QTLs de importincia agronémica e econémica envolvidos na produtividade de graos e na resisténcia genética a
pragas e doengas, caracteristicas essas de heranca complexa (Mian et al. 1999; Yuan et al. 2002; Hu et al., 2014; Qi et
al., 2014; Jun et al., 2014; Kato et al., 2014). Marcadores SSR sio loco-especificos, podem ser multialélicos e possuem
carater co-dominante. Os SSR consistem em pequenas sequéncias (doisa seis pares de base) repetidas em tandem e
amplamente distribuidas no genoma eucarioto (Akkaya et al. 1992). Cada SSR constitui um loco genético altamente
polimérfico, cujas variacbes no numero de repeti¢oes determinam diferentes alelos que podem ser separados por
eletroforese para acessar o perfil de cada individuo. As sequéncias de DNA que flanqueiam os microssatélites
geralmente sdo Unicas e bem conservadas, permitindo a construgdo de primers para a amplificagao por meio da PCR
(Polymerase Chain Reaction). A grande disponibilidade de marcadores SSR, distribuidos nos 20 GLs da soja, fazem com
que a sua utilizagdo seja frequente em estudos de mapeamento de QTLs. No entanto, o advento do sequenciamento
de segunda geragio, aliado ao desenvolvimento de técnicas de genotipagem em larga escala, contribuiram para tormar
os marcadores SNP mais vantajosos em estudos de mapeamento.

Os marcadores SNP consistem em alteragdes de uma tnica base entre fragmentos homélogosde DNA, além
de pequenas insercoes ou delecoes (INDELSs), podendo ocorrer tanto em regides codificadoras como em nio
codificadoras do genoma. Em regies codificadoras, quando resultam em uma substitui¢ao de aminoacido na sequéncia
proteica, sio denominados nio sinbnimos. Neste caso, a substituicdo pode ser conservativa ou nao conservativa em
funcido das caracteristicas dos aminodcidos envolvidos na troca, podendo resultar em modificacGes estruturais e
funcionais da proteina. Embora os SNP sin6nimos ndo alterem a sequéncia proteica, eles podem modificar a estrutura
e a estabilidade do RNA mensageiro e, consequentemente, afetar a quantidade de proteina produzida. As muta¢Ges
que ocorrem nos introns ndo podem afetar diretamente a estrutura da proteina, entretanto elas podem impedir a
producio do RNA mensageiro, inibindo a unido por splicing dos éxons. Algumas vezes, as alteracdes das bases
nitrogenadas tém origem em erros de incorporacio de bases durante a replicacio do DNA, ou podem ser causadas
por lesdes no DNA por agentes ambientais. As mutagdes que ocorrem em células germinativas e sdo transmitidas as
geragoes seguintes podem se fixar na populagdo. Quando a mutagio esta fixada em uma frequéncia minima de 1% ¢
considerada um SNP (Kwok and Gu 1999). O genoma da soja cultivada [Ghyeine max (L.) possui diversidade de
nucleotideos (6) de 0.001, o que representa uma média de um SNP a cada 1000 pb (pares de bases) (Zhu et al. 2003;
Choi et al. 2007). Ja o genitor selvagem G/ycine soja (Sieb and Zucc.) possui uma diversidade de nucleotideos (6) de
0.00235, com aproximadamente 1 SNP a cada 425 pb (Hyten et al. 2006). Essa reduc¢io da diversidade genética
observada na soja cultivada ¢ resultante do seu processo de domesticagdo (Stupar 2010; Li et al. 2010b; Joshi et al.
2013; Hu et al. 2014; Zhang et al. 2016).
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Atualmente, diversos métodos de alto desempenho estio disponiveis para genotipar rapidamente um grande
nimero SNP em um curto intervalo de tempo (Fan et al. 2006). O ensaio Illumina GoldenGate é um método de
detecgdo de SNP em larga escala com capacidade de multiplex que pode genotipar de 384 a 1536 SNP em 192 amostras
de DNA em um periodo de apenas trés dias (Hyten et al. 2008; Hyten et al. 2009; Hyten et al. 2010). Recentemente, o
Tlumina Infinium foi desenvolvido, contendo 50.000 SNP distribuido pelos 20 GLs da soja (Song et al. 2013).

A abundancia de marcadores SNP distribuidos pelos 20 GLs da soja e a constante inovagio dos métodos de
genotipagem em larga escala, permitema obtengdo de mapas genéticos com uma cobertura satisfatéria do genoma
para realizar estudos de mapeamento de QTLs, bem como o mapeamento fino dessas regides. O uso de marcadores
moleculares nos programas de melhoramento tem proporcionado formas mais eficientes de selecio de individuos
superiores, pelaSAM, no caso de genes de heranga monogénica. Alémde facilitar o rastreamento de genes deinteresse,
a SAM tem se mostrado uma importante ferramenta em programas de melhoramento por permitir a reducdo tanto do
tempo quanto dos recursos necessarios para a obtencdo de cultivares melhoradas (Collard & Mackill, 2008; Sosa-
Gomez etal., 2012). Nos programas deintrogressio génica, a SAM tem se mostrado eficaz paraa selecdo de individuos
contendo o gene de interesse em populagdes de retrocruzamentos (Bouchez et al. 2002; Zhou et al. 2003; Toojinda et
al. 2005; Mackill 2006). Outra vantagem dessa ferramenta é permitir a identificacio de individuos resistentes a pragas
e doengas sem que haja a infestagdo ou inoculagio, proporcionando maior rapidez no programa de melhoramento.
Além disso, tem sido relatado que a piramidagdo de genes de resisténcia utilizando a SAM dificulta a quebra da
resisténcia pelo patégeno (Shanti et al. 2001; Singh et al. 2001). A piramidacio de genes utilizando-se a SAM foi
realizada com sucesso em arroz (Hittalmani et al. 2000; Datta et al. 2001; Arunakumari et al. 20106), trigo (Liu et al.
2000), aveia (Castro et al. 2003) e cevada (Riedel et al. 2011). No entanto, o grande desafio parao uso adequado da
SAM em melhoramento é encontrar QTL cuja segregacdo explique uma porgio significativa da variagao fenotipica
parajustificar sua utilizacdo (Sosa-Gémez et al. 2012). Além disso, o QTL precisa apresentar-se estavel em diferentes
ambientes ¢ em populagdes com background genético distintos. No caso dos primeiros QTL identificados para
resisténcia a insetos em soja, utilizando-se marcadores RFLP, devido as caracteristicas intrinsecas dos marcadores, de
baixo polimorfismo e elevada dificuldade técnica de obtengdo dos mesmos, o mapeamento fino dessas regioes,
utilizando-se os marcadores SNP, muito contribuiu paraa selecdo assistida desses QTL, tornando o processo muito
mais eficiente e facilitando a introgressio desses QTL nas cultivares comerciais (Walker et al. 2010).

No caso de caracteres quantitativos, o uso da sele¢do genoémica para a identificagdo de gendtipos superiores
tem sido frequente para diferentes espécies (Lorenz et al. 2012; Massman et al. 2013; Jarquin et al. 2014; Xavier et al.
2016). A grande disponibilidade de marcadores obtidos com a genotipagem em larga escala, aliada a redug¢io do custo
de genotipagem tém contribuido para a utilizacio da sele¢io genémica em programas de melhoramento. Basicamente,
um conjunto de individuos ¢ utilizado como populagio de treinamento, para a obtencio dos dados genotipicos e
fenotipicos. A metodologia consiste em estimar o valor genético gendémico (VGG) desses individuos para estimar o
VGG de uma populacio de validacio, que possui apenas os dados genotipicos (Meuwissen et al. 2001). Estudos tem
demonstrado uma maior acurdcia em modelos de selecdo gendémica com a utilizacio de QTLs, previamente
identificados em estudos de mapeamento, como efeito fixo, juntamente com os demais marcadores como efeito

aleatorio (Bernardo 2014; Spindel et al. 2015; Arruda etal. 2016).

2.5. Mapeamento de QTLs

O advento dos marcadores moleculares aliado as técnicas de genotipagem em larga escala, permitem a

obtencdo de mapas de ligacio saturados, que sdo de grande relevancia para o mapeamento de QTLs (Ferreira and
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Grattapaglia 1998). QTLs consistem em regiGes cromossomicas que contém genes (oulocos) que controlam caracteres
poligénicos, cuja expressdo fenotipica apresenta uma variacido continua (Thoday 1961). Muitas das caracteristicas de
interesse apresentam controle poligénico, sendo que cada loco geralmente possui um pequeno efeito no fenétipo da
caracteristica. A base fundamental do mapeamento genético consiste em identificar a associagdo preferencial entre
marcadores moleculares ligados fisicamente ao gene de interesse (QTL), de tal forma que os dados do marcador
fornecem informagdes sobre o mesmo. As associagdes entre gendtipo e fendtipo, obtidas pelas informagdes da
segregacao dos marcadores moleculares e pelos valores de médias fenotipicas de cada individuo, respectivamente,
permitem estimar o numero, a posi¢ao, os efeitos, as interagSes dos alelos dos QTLs dentro dos locos (dominancia) e
entre locos (epistasia), efeitos pleiotrépicos e interagdes entre QTL e ambientes (Jiang and Zeng 1995; Ferreira and
Grattapaglia 1998; Zeng 2001). Entretanto, a disponibilidade de um mapa genético fidedigno depende de varios fatores
como o tipo de marcador utilizado, o tipo de populagdo analisada e o tamanho da popula¢io. Um dos fatores de
fundamental importancia, para se obter dados consistentes em um trabalho de mapeamento, é o tamanho da amostra
ou populagio a ser estudada. A resolugido do mapa e a capacidade de se determinar a sequéncia de marcadores nele
presentes estdo diretamente relacionadas ao tamanho da amostra ou populagio. E fundamental que se estimem
adequadamente distincias entre os genes, estabelecendo-se o ordenamento correto e formando-se grupos de ligacGes
que reflitam o nimero basico de cromossomos da espécie. A frequéncia de recombinacio entre os locos é usada como
referéncia para o calculo de distancia e ordenamento dos genes (ou marcadores) nos cromossomos (Schuster and Cruz
2004). De forma geral, os eventos de permutag¢ao ocorrem ao acaso ao longo do cromossomo, ¢ a probabilidade de
recombinagido é maior paralocos que se encontram a uma maior distancia entre si do que para aqueles mais proximos.
Entretanto, existem “Jot spots”, ou seja, regides preferenciais onde ocorre uma maior taxa de recombinagio entre os
genes. O entendimento da base genética dos caracteres quantitativos ¢ fundamental em programas de melhoramento
para que as estratégias de selecdo sejam definidas, como no caso da liga¢do fisica, que pode ser transitoria e modificada
ao longo das recombinag¢des, ou pleiotropia, que permanecera em geracoes futuras (Falconer and Mackay 1996).

O principio basico que fundamenta as andlises de mapeamento de QTL ¢ a existéncia de desequilibtio
gamético de ligacdo decorrente da reducio da frequéncia de recombinacio entre genes situados em regides proximas
entre si a0 longo de determinado cromossomo (Coelho 2000). Sem esse pré-requisito, os alelos dos locos marcadores
e dos QTLs ocorrerdao em combina¢des equivalentes a distribuicdo independente, fazendo com que os QTLs nio
sejam detectados. Este desequilibrio gera efeitos quantitativos associados ao marcadort, os quais podem ser detectados
e estimados por meio de analises estatisticas adequadas. Diversas metodologias para o mapeamento de QTLs foram
desenvolvidas, com sucessivo avango tanto em relagio ao nimero de informagdes obtidas como em relagio a precisio
das mesmas. O mapeamento por intervalos ou IM (Inferval Mapping) (Lander and Botstein 1989) se baseia na frequéncia
de recombinac¢Ses de um par de marcadores adjacentes. A busca por um possivel QTL ocorre de forma condicionada
a certo intervalo. Apesar de ter sido muito utilizado, seu poder estatistico ¢ relativamente baixo, o que é explicado, em
parte, pela ndo independéncia dos diferentes intervalos quando existe mais de um QTL. Postetiormente, Zeng (1993)
desenvolveu a abordagem de mapeamento por intervalos compostos ou CIM (Composite Interval Mapping), que combina
o mapeamento por intervalos e regressdo linear multipla, mostrando-se mais eficiente. A vantagem dessa abordagem
de mapeamento é que os marcadores sio utilizados como co-fatores, e contribuem para reduzir a variagdao genética
resultante dos demais QTLs ndo incluidos no modelo (Liu 1998). Dessa forma, o mapeamento CIM permite maior
precisio na estimativa da localizacio do QTL, devido a inclusdo de mais marcadores no modelo, o que contribui para
a diminuicdo do residuo. E, também, permite o controle de falsos positivos, pois os marcadores utilizados como co-

fatores bloqueiam os efeitos de possiveis QTLs pertencentes as regides adjacentes ao intervalo em estudo. Embora
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apresente maior poder estatistico, a abordagem CIM considera um modelo com um unico QTL, ou seja, o efeito
aditivo de cada QTL ¢ estimado considerando-se um tnico QTL por vez. Assim, sio realizados multiplos testes e o
threshold é determinado por teste de permuta¢io (Churchill and Doerge 1994). Considerando a existéncia de QTLs
segregando conjuntamente para a populacio, Kao et al. (1999) propuseram a metodologia de mapeamento por
intervalos maltiplos ou MIM (Multiple Interval Mapping). Esse método permite incluir o efeito de mais de um QTL no
modelo, o que reduz a varidncia residual e aumenta o poder dos testes para identificacio de QTLs e a precisdo nas
estimativas das posi¢oes dos mesmos. Além disso, o mapeamento MIM auxilia no maior entendimento da arquitetura
genética dos caracteres quantitativos, permitindo estimar os efeitos de interagio entre os QTLs (QQ) (Zeng 2001).
Outra vantagem de destaque para a abordagem MIM ¢ a possibilidade de obtencgio da estimativa do valor genotipico
dos individuos, os quais podem ser diretamente utilizados em programas de melhoramento genético (Zeng 2001).

As abordagens de mapeamento univariado tém apresentado sucesso na identificagiao de genes controlando
caracteristicas de interesse. No entanto, todas essas metodologias descritas permitem a identificagdo de genes que
tenham efeito em uma tnica variavel. Como, na pratica, geralmente varias caracteristicas sdo avaliadas em uma
populacio de mapeamento de QTLs, Jiang and Zeng (1995) propuseram uma extensio do mapeamento por intervalo
composto patra o caso multivariado, denominado mapeamento por intervalo composto para multiplas caractetisticas
ou MT-CIM (Multiple Trait Composite Interval Mapping). Posteriormente, Silva et al. (2012b) estenderam o MIM para a
analise conjunta de fendtipos correlacionados, denominado mapeamento por intervalos maltiplos para mdltiplas
caracteristicas ou MT-MIM (Multiple Trait Multiple Interval Mapping). Ambas as metodologias multivariadas de
mapeamento de QTLs utilizam-se dos padrdes de correlacio representados na matriz de varidncias/ covatidncias, o
que resulta em um maior poder de detec¢do de regides genémicas, com efeito sobre os fenétipos avaliados, que muitas
vezes nao sio detectadas por analises univariadas. De acordo com Jiang and Zeng (1995) e Silva et al. (2012b),
considerando a estrutura de correlagio entre maltiplos fenétipos, pode-se obter um aumento no poder de detecgio de
QTLs, além de uma maior precisio da localizacio e das estimativas dos parametros genéticos em relagao as andlises de
fendtipos individuais. Na abordagem multivariada, além do estudo dos efeitos de interacoes entre QTLs (QQ), é
possivel estimar a interacio QTL x E (QE), o que auxilia na compreensio da arquitetura genética dos mesmos (Silva
and Zeng 2010). A abordagem do mapeamento multivariado apresenta grande relevancia no melhoramento de plantas,
considerando que, para se obter materiais genéticos superiores, ¢ necessario que os mesmos reinam alelos favoraveis
para diversas caracteristicas (Walker et al. 2010). Portanto, a identificagdo de regides genémicas controlando um
conjunto de variaveis contribuird para facilitar a sele¢io de genétipos elite, permitindo maiores ganhos de selegao para
diversas caracteristicas simultaneamente.

Nenhum trabalho foi encontrado na literatura utilizando a abordagem multivariada em soja. No entanto,
estudos de mapeamento realizados em milho, para caracteristicas fenotipicas associadas a absor¢io de fésforo
(Gianotto 2015), e na drea médica, para mapeamento de genes associados a hipertensio e obesidade (Duarte 2007),
demonstram a superioridade da abordagem multivariada na identificagio de QTLs, considerando varidveis
correlacionadas, em relacio a abordagem univariada. Duarte (2007) identificou um novo QTL, associado a diminuicio
da pressio sistolica, que nio havia sido identificado na analise de tracos individuais. Além disso, o estudo permitiu
identificar as intera¢oes entre QTLs e em diferentes condigoes de tratamento, auxiliando na elucidagiao dabase genética

da pressao sistolica estudada em ratos.

2.6. QTLs associados a resisténcia a insetos em soja
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Diversos estudos de QTLs associados a resisténcia da soja aos insetos desfolhadores foram publicados ma
literatura (Rector etal. 1998; Rector et al. 1999; Rector et al. 2000; Terry et al. 2000; Narvel et al. 2001; Hulburt et al.
2004; Walker et al. 2004; Boerma and Walker 2005; Guo et al. 2005; Komatsu et al. 2005; Guo et al. 2006; Zhu et al.
20006; Zhao et al. 2008; Zhu et al. 2008; Yesudas et al. 2010). No entanto, até o momento, apenas dois estudos
envolvendo o mapeamento de QTLs em soja para resisténcia a percevejos foram descritos na literatura (M6ller 2010;
Santos 2012).

O QTL-M ¢ considerado o principal QTL de resisténcia da soja a insetos coledpteros e lepidopteros, sendo
inicialmente identificado em popula¢ées de mapeamento resultantes do cruzamento do genitor suscetivel Cobb com
a P1229358 ¢ a P1171451, conferindo tanto mecanismos de resisténcia relacionados a antibiose (R=22-28%) e a nio-
preferéncia (R=37%) (Rector et al. 1998; Rector et al. 1999; Rector et al. 2000). Outros dois QTLs, considerados de
menor efeito, foram descritos nessas mesmas populagdes, sendo o QTL-H, identificado nas trés populagoes de
mapeamento resultantes do cruzamento entre o genitor suscetivel Cobb com as introdugdes de plantas PI 171451,
PI227687 e P1229358 (Rector et al. 1998; Rector et al. 1999; Rector et al. 2000), e o QTL-G, identificado na populagio
do cruzamento de Cobb com a PI 229358 (Rector et al. 2000). O QTL-H confere mecanismos de resisténcia
relacionados a ndo-preferéncia (R=16%) e o QTL-G a antibiose (R=19%). Posteriormente, 0 QTL-M foi confirmado
em outros baggrounds genéticos como Jack x PI 229358 (Walker et al. 2002; Walker et al. 2004) e Benning x PI 229358
(Zhu et al. 20006), e também sua interac¢do epistatica com o QTL-G e QTL-H, o que confirma sua relevancia como um
QTL associado a resisténcia a insetos em soja. Apesar de QTL-G ¢ QTL-H explicarem uma menor proporgiao
fenotipica daresisténcia, linhagens que apresentaramo QTL-M e o QTL-H apresentaram menor desfolha pela lagarta-
da-espiga em relagdo as linhagens somente com o QTL-H, enquanto linhagens com o QTL-M e o QTL-G
apresentaram menor crescimento larval em relagdo a linhagens que apresentaram somente o QTL-G, demonstrando
que deve haver alguma interagdo entre esses QTLs que intensifica a resisténcia aos insetos (Zhu et al. 2006; Zhu et al.
2008). Um mapeamento fino realizado na regido do QTL-M possibilitou inferir que o mesmo esta localizado em uma
regido de 0,52 cM entre os marcadores Sat_258 e Satt702 no GL M da soja, contribuindo para a selecdo de gendtipos
de soja contendo esse QTL que confere alta resisténcia a insetos (Zhu et al. 2006). O QTL-H foi identificado em um
intervalo de 0,5 cM, entre os marcadores Sat_122 e Satt541, ¢ o QTL-G encontra-se entre os marcadores Satt472 e
Satt191, em um intervalo de 4,4 cM (Narvel et al. 2001).

Posteriormente, um outro QTL de maior efeito foi identificado no GL E, conferindo mecanismos de
antibiose e ndo-preferéncia, sendo denominado QTL-E (Hulburt et al. 2004). Esse QTL, inicialmente identificado em
uma populagio proveniente do cruzamento entre P1227687 x ‘Cobb’, foi mapeado proximo ao QTL denominado PP,
que controla o tipo de pubescéncia em soja. Os autores compararama estrutura do tricoma e confirmaram que os
genoétipos que apresentaram tricomas com a extremidade do tipo afiada (Ph_) demonstraram maior resisténcia ao
ataque de insetos lepiddpteros, em relacio aos gendtipos phpb. Ortegaetal. (2016) desenvolveram e avaliaram linhagens
de Benning contendo diferentes combina¢oes dos QTLs conferindo resisténcia a insetos. Os autores concluitam que
linhagens contendo o QTL-M e QTL-E (BenningMF) apresentaram melhor resposta ao ataque dos insetos, no caso do
mecanismo antibiose. J4 para o mecanismo de ndo-preferéncia, tanto BenningM® quanto BenningMGHE apresentaram
as menores taxas de desfolha foliar.

Apesar dos programas de melhoramento de soja visando resisténcia a insetos utilizarem como fonte de
resisténcia plantas com os QTLs descritos acima, muitas vezes a selegdo baseada apenas em caracteres fenotipicos
resulta na perda dos QTLs de menor efeito, sendo que a maioria das linhagens geralmente selecionadas apresenta

apenas o QTL-M, de maior efeito, o que caracteriza uma descendéncia com uma menor resisténcia aos insetos em
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relagio ao genitor doador utilizado como fonte deresisténcia (Narvelet al. 2001). Alémdisso, como o QTL-M e QTL-
E estdo relacionados tanto ao modo de resisténcia de antibiose e ndo-preferéncia, o método escolhido para avaliar a
resisténcia das linhagens interfere no modo de resisténcia que sera selecionado, resultando na perda de alelos para
antibiose ou ndo-preferéncia (Zhu et al. 2000). Isso torna mais evidente a importancia da identificagao de QTLs de
interesse paraa o uso de marcadores moleculares na selegdo assistida em programas de melhoramento.
Considerando a dificuldade na obtencio de cultivares resistentes a insetos via melhoramento convencional,
a obtenc¢do de plantas geneticamente modificadas contendo o gene Bf representa uma importante contribui¢io da
engenharia genética para o melhoramento de plantas. As plantas modificadas sio denominadas B# porque recebem o
gene da bactéria Bacillus thuringiensis Betliner, que produz as protefnas Cry, toxicas para as larvas de lepidépteros,
dipteros e coledpteros (Hongyu et al, 2000). Essas endotoxinas sio digeridas pelas proteases liberadas no intestino dos
insetos e liberam pequenos peptideos (toxinas), capazes de associar-se as microvilosidades apicais das células do
intestino do inseto, levando a formagdo de poros na membrana e, consequente, morte celular por choque osmotico
(Sosa-Goémez et al. 2012). O uso de plantas transgénicas contendo o gene B#iniciou-se na cultura do tomate, tabaco e
algoddo, em 1987, (Fischhoff et al. 1987; Umbeck et al. 1987; Vaeck et al. 1987), mas atualmente diversas culturas
possuem cultivares ou hibridos contendo esse transgene, como o milho, algodio, batata, arroz, canola, alfafa e a soja.
No Brasil, a primeira liberagao de plantio comercial de plantas B# ocorreu em 2005, com a liberagdo do algodao
Bollgard™ 531 (CTNBio 2017). Ja a soja Bt foi liberada para cultivo no Brasil em 2012, mas somente na safra 2013-
2014 passou a ter significativa area de cultivo devido a barreiras de importagio anteriormente impostas pela China.
Desde o inicio da sua comercializagio, a area de cultivo da soja B/ vem aumentando a cada safra e, hoje, representa
quase 95% da area cultivada no Brasil (CONAB 2017). Apesar dos beneficios do uso da soja B como a redugdo do
uso de inseticidas, a soja Bz ndo ¢ resistente a todos os insetos-praga. Além disso, a grande disseminagio do uso da
mesma tecnologia em diversas culturas tem causado preocupagoes como o aparecimento de populagSes de insetos
resistentes. Nao se pode deixar de destacar a importincia do plantio de dreas de refugio, com plantas que ndo p ossuem
a tecnologia Bf, para garantir a existéncia de insetos suscetiveis a proteina Bz Assim, quando a resisténcia for conferida
por um alelo recessivo, o acasalamento cruzado entre as duas populaces de insetos garantird a existéncia de
heterozigose, retardando a evolucio da resisténcia na populagio (Sosa-Goémez et al. 2012). Dessa forma, outras fontes
de resisténcia aos insetos-praga devem ser combinadas as estratégias ja existentes, como a associagio de QTLs
relacionados a resisténcia a insetos-praga da soja as plantas de soja Bz Segundo Walker et al. (2004), o QTL-M
contribuiu para aumentar a eficicia do transgene Bz ¢ry1.4¢ em soja, sendo que as linhagens contendo tanto o transgene
quanto o QTL-M apresentaram menores danos em relagdo as linhagens contendo apenas o transgene. Recentemente,
Warrington et al. (2008) realizaram a introgressio do QTL-M e do QTL-H na cultivar Bs Benning™, e nio
identificaram redu¢oes na produtividade de grios, como sugeriam estudos anteriores, devido ao arraste de genes
indesejados juntamente com os QTLs de resisténcia aos insetos. Ortega et al. (2016) também avaliaram a piramidacio
dos QTLs de resisténcia a insetos, em soja, com o transgene ¢ry7.Ac. Os autores verificaram que as linhagens

4¢ Dessa

BenningME+?"¥ demonstram maior resisténcia aos insetos em relacdo as linhagens Benning™ME e Benning™
forma, além de garantir uma maior protecio da planta contra insetos praga, a piramidacio de QTLs que conferem
resisténcia a insetos com o transgene Bt pode contribuir para a longevidade do uso dessa tecnologia, tendo em vista
que diferentes mecanismos de resisténcia sdo utilizados (Boerma and Walker 2005; Zhu et al. 2006; Sosa-Gémez et al.
2012)

Até o presente momento, ndo ha relatos de eventos transgénicos de soja ¢ em nenhuma outra cultura

visando o controle de percevejos. Nesta perspectiva, o desenvolvimento de cultivares de soja resistentes a estes insetos
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tem sido um dos principais objetivos dos programas de melhoramento de soja. Assim, a identificacdo de QTLs de
resisténcia a soja a percevejos é uma ferramenta importante para auxiliar no entendimento da base genética das

caracteristicas envolvidas no processo de resisténcia das plantas a esses insetos.

2.7. Estudos de mapeamento de QTLs previamente desenvolvidos

Para resisténcia a petcevejos, o trabalho de mapeamento de QTLs desenvolvido por Méller (2010) foi o
primeiro aser relatado na literatura. Neste trabalho, uma populagao de 286 individuos F2, oriunda do cruzamento entre
TIAC-100 e CD-215, foi utilizada para o mapeamento. A cultivar IAC-100 foi desenvolvida pelo Instituto Agronémico
de Campinas, do Estado de Sio Paulo, e apresenta resisténcia ao complexo de percevejos (Rossetto 1989; Pinheiro
1993; Carrao-Panizzi and Kitamura 1995), além de outras caracteristicas agronomicas desejaveis como: resisténcia ao
besourinho (Diphantaca viridipennis), boa produtividade de grios, baixa retencio foliar e poucas manchas nas sementes,
mesmo na presenga de uma grande infestacdo de percevejos (APASSUL 2017). A cultivar IAC-100 foi obtida a partir
de cruzamentos entre as linhagens IAC78-2318 e IAC-12, sendo que a primeira apresenta multiplas fontes de genes de
resisténcia a insetos em soja (Rossetto et al. 1986; Louren¢io and Miranda 1987). A cultivar CD-215 é uma cultivar
protegida pela Cooperativa Central Agropecuaria de Desenvolvimento Tecnolégico e Econdmico Ltda, do Estado do
Parana. Essa cultivar é suscetivel ao complexo de percevejos. Entretanto, apresenta resisténcia ao cancro da haste,
resisténcia moderada ao oidio e tolerancia a acidez do solo (COODETEC 2017). Essa cultivar foi obtida a partir do
cruzamento entre OC88-127 e OC90-234.

Cruzamentos entre as cultivares JAC-100 e CD-215 foram realizados em casa de vegetagdo no
Departamento de Genética da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, na Universidade de Sdo Paulo
(ESALQ-USP), entre novembro de 2007 e janeiro de 2008. A autofecundac¢io natural dageragdo F1durante o inverno
de 2008, em casa de vegetacdo, permitiu a obtencdo da geracdo Fa, utilizada na genotipagem dos marcadores
moleculares para a construcio do mapa genético. A populacio F foi conduzida na Estacio Experimental de Genética
— Anhumas, do Departamento de Genética da ESALQ — USP, localizada no municipio de Piracicaba, Sdo Paulo. Os
caracteres agronomicos avaliados foram: nimero de dias para o florescimento (NDF), altura da planta no florescimento
(APF), nimero de dias para a maturidade NDM), altura da planta na maturidade (APM), acamamento (AC), valor
agronomico (VA) e produtividade de graos (PG). Dentre os caracteres associados a resisténcia aos insetos, foram
avaliados: periodo de granagiao (PEG), retengio foliar (RF), indice percentual de dano nas vagens IPDV), nimero de
vagens por planta (NVP), nimero de sementes (NS), peso de sementes manchadas (PSM), peso de sementes boas
(PSB) e peso de cem sementes (PCS).

A analise de ligagdao dos marcadores resultou em um mapa contendo 49 marcadores (35 AFLP e 14 TRAP),
distribuidos por 12 GLs, com comprimento total de 696 cM. Méller (2010) utilizou a populacdo F2 para mapear QTLs
utilizando a abordagem CIM e identificou oito QTLs para PSM, trés QTLs para PSB, um QTL para PG e um QTL
para VA. Considerando o fato da geracio Fz apresentar apenas uma planta por gendtipo, Santos (2012) conduziu a
geracio P23, na Estagdo Experimental do Departamento de Genética da ESALQ - USP, localizada no municipio de
Anhumas, Sio Paulo. A avaliacdo das 15 caracteristicas descritasacima foi realizada na geracdo F2;3 parao mapeamento
de QTLs. Foram selecionadas 15 sementes de cada planta F, além dos genitores e de testemunhas (CD-208, IAC-17
e L.1.1.10), sendo que cada parcela era composta por 5 plantas, representando cada planta Fo, com trés repeticGes. A
abordagem de mapeamento de QTLs, utilizada por Santos (2012), consistiu na estratégia de genotipagem seletiva. Uma
selecao de 84 individuos foi realizada com base nas caracteristicas: periodo de grana¢iao (PEG), peso de cem sementes

(PCS), peso de sementes boas (PSB) e retencio foliar (RF). Nesse estudo, 337 SNP, 28 SSR, 13 TRAP ¢ 41 AFLP
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foram mapeados em 20 GLs e o comprimento total do mapa foi de 1.475 ¢cM. O numero de QTLs revelados para cada
variavel foi: quatro QTLs para as variaveis PEG,NDF, PCS, APM e PG;trés QTLs para as variaveis APF,NDM, VA,
NS e PSB; dois QTLs para as variaveis IPDV e NVP e um QTL para cada uma das variaveis RF e PSM. Os QTLs
identificados localizam-se nos GLs C1, A1, C2, M, F,E, ], D2, Le L

Esses dois estudos representaram uma etapa inicial deste projeto. Portanto, esse trabalho teve como
objetivo aumentar o poder das estimativas do mapeamento de QTLs inicialmente realizado por Santos (2012), visando
a identificagio de QTLs de importincia para o melhoramento da soja. Dessa forma, foi utilizada uma populagio de
mapeamento com um maior nimero de individuos para a obten¢iao dos dados genotipicos. Além disso, foi feita a
selecao de marcadores SSR no banco de dados do mapa da soja para reduzir os gaps observados no mapa inicial. A
abordagem de mapeamento multivariado, utilizada neste trabalho, ¢ inédita para a espécie. Os resultados obtidos neste
estudo serdo uteis na identificagdao de regiGes promissoras paraasele¢do simultinea de caracteristicas deinteresse, além

de auxiliarem no entendimento da base genética complexa das caracteristicas avaliadas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

A populagio de 228 plantas Fo utilizada neste trabalho, é proveniente da autofecundacgdo de plantas Fi,
resultantes do cruzamento artificial, realizado em casa de vegetaco, entre a cultivar IAC-100 (genitor resistente aos
percevejos) e a cultivar CD-215 (genitor suscetivel). Os cruzamentos e o avango das plantas F1 foram realizados em
casa de vegetagio do Departamento de Genéticada Escola Superior de Agricultura “Luizde Queiroz” —ESALQ/USP,
em Piracicaba — SP, na safra 2007/2008 e inverno de 2008, respectivamente. A populagio F2 foi conduzida por Moller
(2010), na Estacdo Experimental de Genética — Anhumas, do Departamento de Genética da ESALQ — USP, localizada
no municipio de Piracicaba, Sio Paulo, na safra 2008/2009.

Considerando o fato dagera¢ao Faapresentar apenas uma planta por gendtipo, amostragens de 15 sementes
de cada planta F2 foram consideradas para a obtencdo dos dados fenotipicos da geragiao Fa3 para o mapeamento de
QTLs. A popula¢io F23 foi conduzida por Santos (2012), na safra 2009/2010, na Estacio Experimental de Genética
— Anhumas, do Departamento de Genética da ESALQ — USP, localizada no municipio de Piracicaba, Sio Paulo,

utilizando-se o delineamento de blocos ao acaso.
3.2. Dados Fenotipicos da geragao F,:3

Os dados fenotipicos utilizados neste trabalho foram obtidos por Santos (2012), na avaliacdo da geracio
F23, como ja descrito. No total, foram avaliadas 15 caracteristicas, sendo classificadas como sete caracteristicas
agrondmicas e oito caracteristicas diretamente relacionadas a resisténcia aos percevejos.

As sete caracteristicas agronomicas avaliadas foram:

NDF: nimero de dias para o florescimento, contados da semeaduraaté a antese da primeira flor (R1) (Fehr
and Caviness 1977);

APF: altura da planta (cm) no inicio do florescimento, medida desde a base da planta (no solo) até o apice
da haste principal;

NDM: numero de dias para a maturidade, contados desde a semeadura até a data em que 95% das vagens
apresentaram-se maduras (R8) (Fehr and Caviness 1977);

APM.: altura da planta (cm) na maturidade, medida desde a base da planta (no solo) até o apice da haste
principal;

AC: acamamento, avaliado na maturidade por uma escala de notas visuais de 1 a 5, sendo a nota 1
correspondente a planta ereta e a 5 a planta acamada;

VA: valor agrondémico, avaliado na maturidade através de uma escala de notas visuais de 1 a 5, sendo a nota
1 correspondente a planta sem nenhum valor agronémico ¢ a nota 5 a planta com excelentes caracteristicas
agronomicas (grande numero de vagens, altura superior a 60 cm, sem acamamento, auséncia de hastes verdes e retengdo
foliar, sem debulha de vagens e sem sintomas de doengas);

PG: produtividade de grios, avaliada pelo peso total de grios (g) obtido por planta;

Ja as oito caracteristicas avaliadas, consideradas como diretamente associadas a resisténcia aos insetos,

foram:
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PEG: periodo de granagio (dias), obtido pela diferenca entre R7 (término do enchimento de grdos) e R5
(inicio do enchimento de grios) (Fehr and Caviness 1977);

RF: retengio foliar, avaliada visualmente na maturidade por uma escala de notas visuais de 1 a 5, sendo a
nota 1 a planta sem retencio foliar e 5 a planta com total retengio foliar (Godéi et al. 2002);

NVP: nimero de vagens por planta, correspondendo ao somatério de todas as vagens presentes na planta
(vagens planas, intermediarias e boas);

IPDV: indice percentual de dano nas vagens, correspondendo ao somatério da percentagem de vagens
planas (sem enchimento de grios) e metade da percentagem de vagens intermediarias (com falhas no enchimento de
griaos) (Rossetto etal. 1986);

NS: nimero de sementes, contadas para cada planta individualmente ap6s a colheita e beneficiamento dos
graos;

PSM: peso de sementes manchadas (g), para cada planta, sendo realizada a pesagem das sementes com
manchas ou danos provocados pelosinsetos e sementes com a presenga dalevedura E. cory/itransmitida pelos mesmos;

PSB: peso de sementes boas (g), para cada planta, sendo realizada a pesagem das sementes sem aparentes
danos provocados por percevejos;

PCS: peso de cem sementes (g), a partir de uma amostra ao acaso ap6s padronizagdo da umidade a 13%.

Apesar das caracteristicas NVP e NS estarem relacionadas a produtividade da planta, ambas foram
classificadas como caracteristicas associadas a resisténcia aos insetos, pois refletem diretamente os danos ocasionados
pelos percevejos. Conforme ja descrito anteriormente, quando esses insetos se alimentam do grao no seu estadio de
formacio inicial (R5.1a R5.3), ocorre o abortamento do mesmo, que é caracterizado como grao chocho, e as vagens
apresentam-se planas, sem enchimento de graos (Panizzi and Slansky Junior 1985; Villas-Boas et al. 1990; Brier and
Rogers 1991; Gazzoni 1998; Panizzi et al. 2000; Corréa-Ferreira and Azevedo 2002). A caracteristica PCS também foi
considerada como associada a resisténcia a percevejos, para essa populacio em estudo, pois estudos demonstram que
genotipos resistentesa percevejos tendema apresentar sementes menotes, como € o caso da cultivar IAC-100 (Miranda

et al. 1979; Lourencio et al. 1985; Panizzi et al. 1986).
3.2.1. Andlises Fenotipicas

O experimento da geracdo Fz3utilizado paraaavaliagio dos caracteres fenotipicos foi conduzido por Santos
(2012) em blocos ao acaso. , com trés repeticdes. No total, 228 plantas F2 foram representadas por parcelas contendo
cinco plantas da geracio Fa3, em um experimento contendo trés repeti¢des, totalizando 3.420 plantas F23 avaliadas. As
avaliacoes foram conduzidas para as cinco plantas de cada parcela, sendo, posteriormente, realizada a média da parcela
experimental. Para garantir a infestagdo de petcevejos nenhum controle quimico para insetos foi utilizado durante a
condugio do experimento. Além disso, o experimento estava estrategicamente localizado para permitir a migracio de
insetos das areas proximas.

Os dados fenotipicos obtidos como nota foram transformados utilizando-se Vx, sendo as varidveis
transformadas: acamamento (AC), valor agrondémico (VA) e retencio foliar. A variavel indice percentual de dano nas
vagens (IPDV), avaliada como percentagem, foi transformada utilizando-se Vx/100. A analise de varidncia foi
realizada por Santos (2012), utilizando-se o procedimento de modelos mistos no programa SAS (SAS INSTITUTE
2001). As varidncias genética e fenotipica foram estimadas considerando-se a média de progénies.

Os valores genotipicos e fenotipicos para cada caracteristica foram obtidos pelo seguinte modelo estatistico:
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em que,

YL-J- ¢ a obsetrvacio fenotipica do individuo j (j = 1,2, ...,228) no bloco i (i = 1,2, ...,7 = 3);
U € o intercepto ou a média geral do experimento;

B; ¢ o efeito fixo do i-ésimo bloco;

G ¢ o efeito aleatSrio do j-ésimo individuo;

€;j¢ o residuo ou o erro associado ao ¥j;

O ajuste do modelo da Equagio 1 foi realizado considerando residuos independentes e identicamente
distribuidos (g;; ~ N(0, 6 2)). A varidncia genética das progénies (6':;) e a variancia fenotipica foram estimadas com
base na média de progénies (6%), de acordo com as equagdes 2 e 3.

~ Mg—QM
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o ©

-
Sendo que, QM; e QMg correspondemaos quadrados médios das progénies F2s e do residuo, eR o nimero

<

de repeti¢oes (Searle et al. 1992).
As herdabilidades no sentido amplo, ao nivel de médias das parcelas, foram estimadas de acordo com a

Equacio 4.

he= 2% )

%
Foram calculadas as correlagSes de Pearson, entre os valores genéticos preditos das variaveis estudadas, no
pacote Performance Analytics (Peterson et al. 2015), disponivel no programa R (R Development Core Team 2017), para

auxiliar na tomada de decisdes do mapeamento de multiplas caracteristicas.

3.3. Extracao do DNA

A extragao do DNA de 228 plantas 2 e dos genitores IAC-100 e CD-215 foi realizada a partir do material
vegetal liofilizado armazenado em freezer -80°C para garantir uma boa qualidade e integridade do mesmo para a
genotipagem dos marcadores. O DNA gendmico total foi extraido de acordo com o método CTAB (Cationic hexadecy!
trimethyll ammoninm bromide) (Doyle and Doyle 1990) e a qualidade e concentracio do DNA extraido foram avaliadas

port eletroforese em gel de agarose 1% tratado com SYBR Safe, por comparagdo com o DNA-padrio do fago lambda.

3.4. Dados genotipicos da geragdo F;

3.4.1. Marcadores SNP

O painel universal de ligacdo da soja (Universal Soy Linkage Panel - USLP 1.0) contendo 1.536 SNP,
desenvolvido por Hyten et al. (2010), foi utilizado para a genotipagem dos 228 individuos F2 e dos genitores IAC-100
(resistente) e CD-215 (suscetivel), na plataforma Golden Gate (Illumina, San Diego, CA). As sequéncias utilizadas para
o desenvolvimento de cada marcador SNP encontram-se disponiveis no Soybase (http:/ /www.soybase.org) (Grant et

al. 2010). A metodologia utilizada foi a mesma descrita em Fan et al. (2003) e Fan et al. (2000), e a genotipagem foi
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realizada no laboratério do Dr. Perry Cregan, no Centro de Pesquisa em Agricultura da USDA, Beltsville, MD, US. O
Tllumina BeadStation 500G foi utilizado para determinar diferencas genotipicas referentes a plataforma Golden Gate.

O programa GenCall foi utilizado para verificar aintensidade da fluorescéncia Cy3 e Cy5, e assim determinar
a presengade polimorfismo entre os genitores. Posteriormente, oslocos polimérficos foram individualmente checados,
no programa Genome Studio, para verificar a segregacio da populagio Fz e visualizar a separagio da populacio em
clusters de acordo com a emissao da fluorescéncia, evitando qualquer possivel erro na leitura dos dados. A genotipagem
seguiu o seguinte critério: “A” para individuos contendo o alelo do genitor resistente em homozigose, “B” para os
individuos contendo o alelo do genitor susceptivel em homozigose e “H” para os individuos heterozigotos para o
marcador. Para os individuos que apresentaram falha na amplificacio ou divida quanto a intensidade de fluorescéncia,
o sinal “-“ foi utilizado.

Considerando que os dados das analises foram recebidos em trés etapas diferentes (1* genotipagem: 94
individuos, 2* genotipagem: 94 individuos e 3* genotipagem: 40 individuos), foi necessario realizar a analise
separadamente, nesta etapa, para cada conjunto de individuos utilizados para a genotipagem. No entanto, o DNA dos
genitores foi utilizado nas trés etapas de genotipagem como DNA padrio para garantir a correta leitura dos dados.
Uma rigorosa verificacio dos dados foi realizada e, sempre que qualquer duvida surgisse em relacdo aos genitotes ou

separagdo dos clusters, os dados de SNP eram imediatamente descartados para toda a populagio.
3.4.2. Marcadores SSR

O mapa previamente obtido por Santos (2012) apresentou alguns gaps em alguns GLs da soja. Para ampliar
a cobertura do mapa e reduzir esses gaps, 300 locos SSR foram selecionados e sintetizados a partir das sequéncias
disponiveis no SoyBase (http://www.soybase.otg) (Grant et al. 2010). Para a sele¢io dos SSR, foram considerados os
seguintes critérios: a sua localizacdo nos GLs da soja, unidades de repeti¢do constituidas por trinucleotideos e valores
de PIC (Polymorphism Information Content). Para cada par de primer, a sequéncia original do primer Forward foi
modificada com a adi¢do da cauda universal M13(-19) (5'- CACGACGTTGTAAAACGAC-3") na extremidade 5
(Schuelke 2000). A sequéncia do primer universal M13(-21) foi sintetizada com fluorescéncia 700 ou 800 nm para
permitir a detecgdo da amplificagdo do loco pela emissao da fluorescéncia.

Uma genotipagem preliminar utilizando os genitores IAC-100 e CD-215 foi realizada para verificar a

qualidade de amplificagio de cada loco e para sele¢do dos locos polimérficos. As reagdes de amplificagdo foram

realizadas em volume total de 15ul contendo 20ng de DNA gen6émico, 0,3uM do primer universal M13 Forward (IR-
Dye 700 ou 800), 0,16uM do primer Forward com a cauda M13, 0,2uM do primer Reverse, 0,15mM de cada ANTP, 1X a
solugao tampao de PCR contendo 50mM de KCle 10mMde Tris-HCI, pH 8,9,2,0 mM de MgClz, 1X BSA e 1 unidade
da enzima Taq DNA polimerase. O ciclo total de amplificac¢do foi realizado em termociclador BioRad programado
parainiciar com 5 minutos a 94°C, seguido por 10 ciclos de 1 minuto de denaturagdo a 94°C, 1 minuto de pareamento
a 50°C, com decréscimo de 1°C por ciclo, 1 minuto de extensio a 72° C, 30 ciclos com 40 segundos de desnaturacio
2 94°C, 40 segundos de pareamento a 40°C e 1 minuto de extensdo a 72° C. A extensio final foi de 10 minutos a 72°C.
Os produtos da PCR foram separados por eletroforese no sistema Li-Cor® 4300 (Biosciences) e o tamanho dos alelos
estimado por meio de marcador de peso molecular conhecido (Li-Cor IRDye 50-350pb).

Paraa defini¢do dos marcadores que seriam utilizados neste estudo, foi realizada uma rigorosa sele¢iao da
qualidade de amplificagdo dos locos, além de verificar o polimorfismo nos genitores. No total, 68 locos foram

selecionados para a obtencdo dos dados genotipicos da populagio F2 e construgao do mapa de ligagdo (APENDICE
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A). A genotipagem seguiu o seguinte critério: “A” para individuos contendo o alelo do genitor resistente em
homozigose, “B” para os individuos contendo o alelo do genitor susceptivel em homozigose e “H” para os individuos

heterozigotos para o marcador, assim como foi feito para os marcadores SNP.

3.4.3. Marcadores AFLP

Os matcadores AFLP utilizados neste estudo foram previamente obtidos por Méller (2010). O protocolo
utilizado seguiu a metodologia proposta por Vos et al. (1995), com modificagdes. A partir da digestaio do DNA de
cada individuo da popula¢io F2 e dos genitores, adaptadores especificos aos cortes das enzimas EcoRI e e Msel foram
ligados as extremidades dos fragmentos de DNA digerido. A pré-amplifica¢io foi realizada com iniciadores para cada
uma das enzimas, sem adi¢ao de nucleotideos seletivos. O produto obtido foi verificado em gel de agarose 1% tratado
com SYBR Safe. A amplificagdo seletiva foi realizada com iniciadores contendo trés nucleotideos seletivos na
extremidade 3, sendo ‘E’ os primers correspondentes ao iniciador EcoRIe ‘M’ os primers correspondentes ao iniciador
Msel. No total, foram utilizadas 14 combina¢des de primers Eco+3 e Mse+3 (ANEXO A), a partir de um sereening
realizado nos genitores. Os produtos de amplificacio dos marcadores AFLP foram separados sob condi¢coes
desnaturantes em gel de poliacrilamida 7%, uréia 7M, TBE 1X, por aproximadamente 4 horas a uma poténcia constante
de 70W. Os fragmentos foram detectados por coloragdo em nitrato de prata, segundo protocolo descrito por Merril et
al. (1981), com as modificagdes propostas por Creste, Neto and Figueira (2001), e seus tamanhos estimados por meio
de comparagiao com marcadores de pares de base. As marcas obtidas foram lidas como presenga (1) e auséncia (0), por

se tratar de um marcador dominante.

3.4.4. Marcadores TRAP

Os marcadores TRAP utilizados neste trabalho foram previamente obtidos por Méller (2010). Foram
utilizadas 11 combinac¢des de pramers fixo /arbitratio (ANEXO A). Os primers arbitratios, utilizados como Reverse, foram
obtidos na literatura, sendo denominados Ga5, T03, T04 (Liu et al. 2005), Odd-26 (Zhi-Wei et al. 2007) e Arbi 2
(Alwalaet al. 20006). As sequéncias dos primers fixos, utilizados como Foward, foram desenhadas por Méller (2010), com
o auxilio do programa Primer 3 (Rozen and Skaletsky 2000), a partir de sequéncias de genes da soja obtidas no NCBI
(National Center for Biotechnology Information) INCBI 2017), pela busca por palavras-chave associadas a genes envolvidos
na rota metabolica de resisténcia a insetos. As sequéncias dos primers fixos e aleatérios utilizados encontram-se no
ANEXOB.

Os produtos de amplificacio dos marcadores TRAP foram separados sob condi¢oes desnaturantes em gel
de poliacrilamida 7%, uréia 7M, TBE 1X, por aproximadamente 5 horas a uma poténcia constante de 70W. Os
fragmentos foram detectados por coloragdo em nitrato de prata, segundo protocolo Merril et al. (1981), com as
modificagdes propostas por Creste et al. (2001), e seus tamanhos estimados por meio de compara¢ido com marcadores
de pares de bases. As marcas obtidas foram lidas como presenga (1) e auséncia (0), por se tratar de um marcador

dominante.

3.5. Mapa genético
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A ordem dos marcadores e a distancia entre os mesmos, em cada GL, foi definida utilizando-se o pacote
OneMap (Margarido et al. 2007). Os marcadores SSR e SNP utilizados neste trabalho encontram-se disponiveis no
Soybase (http:/ /www.soybase.org), ¢ 0s mesmos jd se encontram mapeados nos 20 GLs da soja (Grant et al. 2010).
Portanto, para a construcio do mapa na populagio em estudo, os marcadores SSR ¢ SNP foram inicialmente
designados para seus respectivos GLs, de acordo com o banco de dados.

Posteriormente, os marcadores foram ordenados dentro de cada GL, pois a ordem dos marcadores pode
apresentar pequenas alteracoes emrelacao a ordem no mapadasoja (ConsensusMap 4.0). A funcio order. seqfoi utilizada
para automatizar a construcdo do mapa pelas funcdes comparee try.seq, que comparam todas as possiveis ordens dos
marcadores e inclui o marcador no mapa de ligacdo sempre na posi¢io de maior verossimilhanga. Por fim, o comando
ripple foi utilizado para verificar a possibilidade de modificar a ordem de algum marcador. Os beatmaps gerados foram
analisados para um diagnéstico da posi¢do dos marcadores em cada GL.

Apbs a obtengdo do mapa com os marcadores co-dominantes, os marcadores dominantes, AFLP e TRAP,
foram testados um a um para verificar se poderiam ser incluidos no mapa, utilizando-se a fungio #y.seq. Ap6sa inclusao
de alguns marcadores dominantes no mapa de liga¢do, foi utilizado novamente o comando rpple para verificar a
possibilidade de modificar a ordem de algum marcadort.

Para a apresentagio final do mapa, as fragdes de recombinagio foram convertidas em distancias genéticas
e expressas em centiMorgans (cM), utilizando-se a fun¢io de mapeamento de Kosambi (1944). Para a visualizagio

grafica do mapa, foi utilizado o programa MapChart (Voorrips 2002).
3.6. Mapeamento de QTLs

O mapeamento de QTLs foi realizado utilizando-se o modelo de mapeamento de intervalos multiplos
univariado (MIM — Multiple Interval Mapping), considerando cada caracteristica individualmente, ¢ multivariado (MT-
MIM — Multiple Trait Multiple Interval Mapping), considerando um conjunto de caracteristicas simultaneamente. Na
abordagem MIM (Kao and Zeng 1997; Kao et al. 1999; Zeng et al. 1999), o seguinte modelo de mapeamento foi

empregado para cada uma das variaveis analisadas:

Yi= p1+ L Bixiy + Xk Bz t+ & ©)

em que,
¥; € o valot fenotipico do i-ésimo individuo (i = 1,2, ...,228);

U ¢ o intercepto oua média geral;

By € o coeficiente da regressdo que mede o efeito aditivo do r-ésize QTL incluido no modelo (r = 1,2, ..., m);

X ¢ uma variavel explanatoria, definida de acordo com o modelo genético de Cockerham (Kao et al. 1999; Kao and
Zeng 2002). Para cada individuo i da populacio F2s, a variavel x;, assume valor de 1, 0 ou -1 se o r-dsimo QTL em
genétipo homozigoto dominante (QQ), heterozigoto (Qq) ou homozigoto recessivo (qq), respectivamente. As
probabilidades dos genétipos do QTL foram calculadas de acordo com cada intervalo de marcadores no mapa genético
deligacio, condicionalmente as informag¢Ses dos marcadores flanquead ores;

Bar € o coeficiente da regressio que mede o efeito de domindncia do r-ésizo QTL incluido no modelo r = 1,2, ...,m);
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Z; ¢ uma variavel explanatéria, definida de acordo com o modelo genético de Cockerham (Kao et al. 1999; Kao and

Zeng 2002). Para cadaindividuoidapopulagio F23,a variavel ;. assume valorde 1/ 2 se o r-¢simo QTL tem gendtipo

heterozigoto (Qq) ou — 1/ 2 €aso contrario.

&; € o residuo do i-dimo individuo. Assume-se que os residuos sao independentes e identicamente distribuidos (&; ~
N(0, 62)).

Considerando o grande nimero de vatidveis utilizadas neste trabalho, para reduzir a complexidade das
analises do MT-MIM, foram selecionadas, inicialmente, variaveis que apresentaram valores de correlagio igual ou
superior a 0,0, significativas a 5% de probabilidade pelo teste t de Szudent. Apds a andlise dos resultados iniciais do MT-
MIM e andlise dos QTLs identificados no mapeamento univariado, alguns outros conjuntos de caracteristicas foram
selecionados para o mapeamento MT-MIM, considerando a correlagio e a relevancia de associagdo entre as mesmas.
E importante ressaltar que outras opc¢des de agrupamento entre as variaveis foram testadas, com, no maximo, cinco
variaveis por grupo. Foram analisadas, no maximo, cinco variaveis por grupo para garantir um ajuste adequado no
OneQTL.. No entanto, os grupos definidos abaixo foram os que apresentaram o maior nimero de regides genémicas
reveladas pelo método MT-MIM. Considerando que o objetivo da andlise MT-MIM consistiu em identificar o maior
numero de regides gendmicas controlando as caracteristicas estudadas, foram definidos nove grupos de variaveis, para
os quais foi realizado o mapeamento MT-MIM, sendo eles:

Multi-1: nimero de dias para o florescimento (NDF), nimero de dias para a maturidade NDM), altura da
planta na maturidade (APM), nimero de sementes (NS) e produtividade de grios (PG);

Multi-2: altura da planta no florescimento (APF), altura da planta na maturidade (APM) e valor agron6mico
(VA);

Multi-3: mdmero de dias para a maturidade (NDM) e peso de sementes boas (PSB);

Multi4: altura da planta na maturidade (APM) e numero de vagens por planta (NVP);

Multi-5: periodo de granacio (PEG); peso de sementes manchadas (PSM) e peso de cem sementes (P CS);

Multi-6: nimero de vagens por planta (NVP), nimero de sementes (NS), produtividade de grios (PG) e
valor agronémico (VA);

Multi-7: mdmero de vagens por planta (NVP), peso de sementes boas (PSB) e peso de sementes manchadas
(PSM);

Multi-§: indice percentual de dano nas vagens (IPDV), nimero de sementes (NS), peso de sementes boas
(PSB) e produtividade de graos (PG);

Multi-9: periodo de granac¢io (PEG), indice percentual de dano nas vagens (IPDV), peso de cem sementes
(PCS) e produtividade de graos (PG);

Na abordagem MT-MIM (Silva and Zeng 2010; Silva et al. 2012b), o seguinte modelo de mapeamento foi

empregado para cada conjunto de caracteristicas selecionadas:
— m m
Yei = He T Zr:l ﬂltrxir + Zr:l ﬁzwzir + & ©)
em que,

V¢ € o valor fenotipico do i-ésimo individuo (i = 1,2, ...,228) paraa t-ésima caractetistica (t = 1,2, ..., T);

U € o intercepto oua média geral da t-ésima caracteristica;
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B1er € 0 coeficiente da regressio que mede o efeito aditivo do r-ésimo QTL incluido no modelo (r = 1,2, ...,m) para
a t-ésima caracteristica;

X ¢ uma variavel explanatoria, definida de acordo com o modelo genético de Cockerham (Kao et al. 1999; Kao and
Zeng 2002). Para cada individuo i da populagao F23, a variavel x;,. assume valorde 1, 0 ou -1 se o r-ésimo QTL tem
gen6tipo homozigoto dominante (QQ), heterozigoto (Qq) ou homozigoto recessivo (qq), respectivamente. As
probabilidades dos genétipos do QTL foram calculadas de acordo com cadaintervalo de marcadores no mapa genético
deligacio, condicionalmente as informag¢des dos marcadores flanqueadores;

Par € o cocficiente da regressio que mede o efeito de dominancia do r-ésimo QTL incluido no modelo (r =
1,2,..,m);

Z; ¢ uma variavel explanatéria, definida de acordo com o modelo genético de Cockerham (Kao et al. 1999; Kao and

Zeng 2002). Paracadaindividuo i da populagdo F23,a variavel z;, assume valorde 1/ 2 se or-¢simo QTL tem gendtipo
heterozigoto (Qq) ou — 1 / 2 Caso contrario.

& € o residuo do i-ésimo individuo na t-ésima caracteristica. Assume-se que os residuos sao independentes e
identicamente distribuidos (e~ MN17 (0, X¢)).

Todas as analises de QTL, incluindo a fungdo fiwdmain e backmain e seus argumentos, foram realizadas
utilizando-se o pacote Onegtl, no programa R (R Development Core Team 2017). O pacote foi desenvolvido pelo
Laboratério de Genética Estatistica do Departamento de Genética da ESALQ e sera disponibilizado, em breve, no
Github e no CRAN.

Para o mapeamento univariado e multivariado foi realizada uma busca forward para os efeitos principais
(efeitos aditivos e de dominancia), utilizando-se a funcio fwdmain, numa grade de posi¢des gendomicas de 1 cM
(sparse.grid = 1) e uma janela de exclusdo de busca por QTLs a direita e a esquerda de cada QTL presente no modelo
de 5 cM (wsize = 5). Os modelos das Equactes 3 e 4 foram ajustados usando-se a aproximacio de Haley-Knott (Haley
and Knott 1992) e a significancia para inclusio de QTLs no modelo a nivel gendmico (genome-wide) foi estabelecida em
10% (sig.score = 0.1) pela metodologia de reamostragem score (Zou et al. 2004; Silva and Zeng 2010, Laurie et al. 2014). As
posicdes e os efeitos dos QTLs incluidos no modelo foram reestimadas com um passo de refinamento do modelo a
cada busca por QTLs ao longo do genoma (freg.refine = 1). Além disso, uma etapa final foi realizada, ap6s a inclusio
de todos os QTLs no modelo, para refinar a posi¢do dos mesmos, segundo a propostaoriginal do método MIM (Kao
and Zeng 1997; Kao etal. 1999; Zeng et al. 1999). Paraa obtencido do modelo de mapeamento final, este procedimento
foi repetido até que o préoximo QTL candidato a entrar no modelo ndo excedesse o nivel de significancia pré-
estabelecido.

Utilizando-se a abordagem descrita acima, para cada conjunto de varidveis analisadas, um modelo final foi
selecionado e utilizado patra estimar a magnitude dos efeitos principais para cada QTL, a propor¢io da varidncia
fenotipica explicada pelos QTLs identificados, dada pelarazio da soma das variancias e covariancias do efeito do QTL
sobre a variancia fenotipica vezes 100 (% VarCov), o coeficiente de determinacio (R?), dado pela soma das % VarCov
de cada QTL, ¢ o perfil de LOD ao longo dos cromossomos. Posteriormente, apenas os efeitos marginalmente
significantes, para cada variavel estudada individualmente, no mapeamento univariado, e para cada variavel do conjunto
analisado, foram considerados. Assim, o modelo da Equacio 3, para o mapeamento univariado, e o modelo da Equagio
4, parao mapeamento multivariado, obtidos pelo procedimento descrito acima, foram submetidos aum procedimento
de eliminacdo backward. A funcio utilizada foi a backmain, com um valor de significancia a nivel genomico de 1%

(sig.score = 0.07). Como todos os efeitos presentes no modelo ja haviam sido previamente testados com prote¢io para
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multiplos testes na funcio fiwdmain e o nivel de significancia para permanéncia no modelo foi estringente, a eliminacao
backward ndo considerou nenhuma medida de controle de maltiplos testes (multi.protes = FALSE). Por fim, uma etapa
de final foi realizada, para refinar a posi¢do dos QTLs, segundo a proposta original do método MIM (Kao and Zeng
1997; Kao et al. 1999; Zeng et al. 1999).

A partir dos QTLs identificados no presente estudo foi feita uma compara¢ido com o banco de dados de
QTLs da soja, no Soybase, para verificar a presenca de QTLs ja descritos para essas variaveis. No caso da abordagem
multivariada,abusca por QTLs foi realizada somente para as regides gendmicas que apresentaram efeitos significativos,
paracadavariavel, considerando-se os resultados obtidos com a abordagem MT-MIM ap6s a eliminagio backward. Para
padronizar as comparagdes, os marcadores flanqueando os QTLs identificados foram localizados no
ConsensusMap4.0. Uma regido de 20cM foi considerada para a comparagio, para ambos os lados, a partir da posigao
dos marcadores. Como as populages utilizadas no mapeamento dos diferentes QTLs descritos no Soybase possuem
diferentes background genéticos, e as posi¢oes dos marcadores pode sofrer alguma alteragdo em cada mapa genético
utilizado no mapeamento de QTLs, optou-se por selecionar uma regido mais abrangente para nio superestimar o
numero de QTLs revelados nessa populacdo em estudo, em relagido aos QTLs ja descritos na literatura. No entanto,
como uma ampla regido esta sendo considerada, de no minimo 40 cM, ¢ evidente que nio se pode afirmar, somente

com base nessa comparacao, que os QTLs identificados neste estudo coincidem com os QTLs descritos no Soybase.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analises Fenotipicas

E importante ressaltar que houve infestacio significativa no experimento da populagio Fas, conduzido na
safra 2009/2010. Pode-se verificar na Figura 1 que houve um aumento significativo no nimero de percevejos
observados, no periodo de enchimento de graos (R5a R7), chegando a atingir uma média de quase 19 insetos nas
avaliagoes de pano de batida realizadas semanalmente por Santos (2012). No final do periodo R5, considerado o
periodo critico em que os graos estdo mais suscetiveis ao dano devido ao ataque dos percevejos, o nimero de insetos
observados ficou acima do nivel de dano econémico. De acordo com um estudo comparando-se a infestacio nos
estadios R5, R6 ¢ R7 com as espécies de percevejos P. guildinii, N. viridula, D. melacanthus ¢ E. heros, as plantas infestadas
no estadio R5 sdo as que apresentam os danos com maior intensidade, enquanto que plantas infestadas na maturacio
fisiologica R7 apresentam sementes de qualidade semelhante as plantas testemunhas, sem infestacdo por percevejos
(Corréa-Ferreira et al. 2009).
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Figura 1. Numero médio de percevejos por avaliacio realizada semanalmente, entre os estadios R2 a R8, no campo expetimental
da populagio Fz3, pelo método do pano de batida (dados obtidos por Santos (2012)).

A analise de varidncia realizada por Santos (2012) demonstrou que paraas 15 variaveis estudadas todos os
fendtipos avaliados apresentaram variacdo genotipica significativa na popula¢io F23, exceto para acamamento (AC). O
ANEXO C apresenta as estimativas dos valores de variancia fenotipica, genética e residual obtidas para cada variavel
(Santos 2012). Na Tabela 1 pode-se verificar os valotres da distribuicao de cada variavel na populacio F23,a média da
popula¢io, a média de cada genitor, a estimativa da herdabilidade (Fl%) e o coeficiente de variacio (CV). Os valores
estimados de herdabilidade variaram de 8,25% para acamamento (AC) a 90,02% para altura de planta na maturidade
(APM). Os valores de herdabilidade estimados para periodo de granagio (PEG) e indice percentual de dano nas vagens
(IPDV) foram coerentes com os resultados obtidos por Godoi and Pinheiro (2009), que obtiveram estimativas de
74, 7% e 49,6%, respectivamente. Para a varidvel nimero de sementes (NS), o valor de herdabilidade obtido neste

trabalho, de 0,69, foi préximo ao valor obtido por Liang et al. (2010), de 0,79. No caso da variavel produtividade de
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grios (PG), que é uma caracteristica mais complexa, diferentes estimativas de herdabilidade foram descritas na
literatura, variando de 0,47 (Yuan et al. 2002) a 0,90 (Hu et al. 2014). O valor obtido por Wang et al. (2014), de 0,65,
foi préximo ao valor da estimativa de herdabilidade obtida neste trabalho, de 0,71.

Para a variavel peso de cem sementes (PCS), Niu et al. (2013) relatam que caracteristicas relacionadas ao
tamanho da semente, que interferem diretamente na variavel PCS, apresentam herdabilidade que variam entre 0,40 a
0,84. Portanto, a estimativa de herdabilidade observada para PCS de 0,75 estd de acordo com a literatura. Ja Hu et al.
(2014) observaram valores mais elevados de herdabilidade para essa variavel, de 0,91. Esses mesmos autores também
observaram valores mais elevados de herdabilidade, em relagio aos obtidos neste trabalho, para as variaveis NDF
(0,98) e NDM (0,96), e um menor valor da estimativa de herdabilidade para a variavel NVP (0,40).

Os coeficientes de variagdo estimados, no geral, apresentaram valores abaixo de 20%, o que indicam uma
boa precisdo ambiental (Pimentel-Gomes 2000). No entanto, as variaveis peso de sementes boas (PSB), produtividade
degrios (PG) e peso de sementes manchadas (PSM) apresentaram valores mais elevadosde CV, sendo 24,47%,28,97%
e 62,08%, respectivamente. Esses resultados podem ter ocorrido devido a complexidade de tais caracteristicas que
estdo diretamente relacionadas ao ataque dos insetos, além de sofrerem grande influéncia ambiental.

Tabela 1. Resumo dos dados obtidos por Santos (2012) apresentando a média obtida de cada varidvel para os genitores IAC-100 e

CD-215,a média da populagdo Fz3, a distribuicdio dos valores para a populagio, as estimativas de herdabilidade genética (flé—) co
coeficiente de vatiagio (CV).

Caracteres 7300 Ch]/)l_e;;; Populagao 3311111;325 R (%) CV (%)
Resisténcia
PEG (dias) 3848 43,05 41,70 35,80 - 46,53 71,56 (64,25 - 77,17) 16,22
RF (nota) 1,43 1,60 1,39 1,00- 2,17 20,60 (0,21 - 36,28) 12,08
NVP 148,42 89,27 122,67 77,93 - 261,83 69,72 (62,02 - 75,75) 18,52
IPDV (%) 16,61 3422 26,90 16,23 - 36,46 53,14 (41,10 - 62,39) 12,06
NS 278,45 143,09 208,33 123,13 - 418,00 68,72 (60,69 - 74,90) 20,53
PSM (g) 2,64 2,23 3,40 1,17-9,86 40,33 (25,01 - 52,12) 62,08
PSB (g) 24,09 13,71 19,20 10,84- 57,51 69,42 (61,57 - 75,46) 2447
PCS (g) 9,87 11,55 11,73 8,26 - 14,89 75,00 (68,58 - 79,94) 10,68
Agronbémicos
NDF (dias) 52,14 43,06 4542 42,60 - 50,40 83,41 (79,15 - 86,69) 2,82
APF (cm) 26,01 30,54 30,13 22,67- 3553 81,12 (76,27 - 84,85) 7.38
NDM (dias) 12643 11367 117,93 109,8 - 128,73 80,96 (76,07 - 84,72) 2,54
APM (cm) 3491 32,03 33,78 24,37 - 49,00 90,02 (87,46 - 91,99) 7.42
AC (nota) 1,34 1,45 1,18 1,06 - 2,47 8,25 (-15,30 - 26,37) 16,22
VA (nota) 2,97 2,88 2,93 2,13- 3,86 63,17 (53,71 - 70,44) 5,25
PG (g) 26,74 15,94 22,63 12,66 - 64,18 70,90 (63,43 - 76,65) 28,97

As correlagdes fenotipicas obtidas entre as variaveis analisadas podem ser visualizadas na Figura 2. Os

histogramas e as densidades das distribui¢oes dos valores das caracteristicas avaliadas sio apre sentados na diagonal do
correlograma. Pode-se verificar que a maioria das correlagdes apresentou significancia a 1% ou 5% de probabilidade

pelo Teste t. Foram observados valores de correlagio quase proximosa 1, que indicam maxima correla¢do, e mesmo
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sentido, entre as variaveis. Os dois valores de correlagio mais altos observados foram entre peso de sementes boas
(PSB) e produtividade de graos (PG) (= 0,96"") e nimero de vagens por plantas (NVP) e nimero de sementes (NS)
(r7=0,94""). A alta correlagdo entre essas variaveis era esperada, uma vez que um maior peso de sementes boas (PSB)
vai refletir diretamente em uma maior produtividade de graos (PG). Da mesma forma, quanto maior o nimero de
vagens por planta (NVP) maior o nimero de sementes (NS). Estudos realizados por Rocha et al. (2014), Pereira (2015)
e Rocha (2015) também indicam alta correlagdo entre as variaveis PSB e PG. Outras varidveis ndo apresentaram
nenhuma correlagio significativa moderada ou forte, como é o caso da reten¢ao foliar (RF). Ja acamamento (AC),
embora tenha apresentado uma correlagio significativa a 1% e outras duas a 5% de probabilidade, todas apresentaram
valores indicando fraca correlagio. Essas duas caracteristicas, RF e AC, foram as que apresentaram os menores valores
de herdabilidade, 0,21 e 0,08, respectivamente, para a populag¢io em estudo.

Na Tabela 1, é possivel verificar que a cultivar IAC-100 apresentou menor perfodo de granacio (PEG) em
relacio a cultivar CD-215. O dado obtido corrobora com os resultados apresentados por Rossetto et al. (1995) e
Piubelli et al. (2005). O periodo de enchimento de grios ¢ o de maior suscetibilidade da cultura ao ataque dos
percevejos. Portanto, um menor periodo de granacdo pode ser associado ao que se denomina evasio hospedeira, que
¢ uma forma de pseudo-resisténcia, resultando em uma menor quantidade de dano nos griaos (Painter 1951; Rossetto
and Lara 1991). Pelos resultados obtidos, também é possivel observar que a cultivar IAC-100 obteve maior nimero
de vagens por planta (NVP) e maior nimero de sementes (NS). Ambas as variaveis contribuiram para a maior
produtividade de graos (PG) da cultivar IAC-100 em relagdo a cultivar CD-215. Rossetto et al. (1995) e Piubelli et al.
(2005) relataram que a cultivar IAC-100 apresenta o mecanismo de tolerancia, pois possui a capacidade de abortar
vagens danificadas e substitui-las por novas, recuperando-se dos danos sofridos pelo ataque dos percevejos. Esse
mecanismo de pseudo-resisténcia ¢ denominado diluigio de dano, pois, apesar de possuir semente de tamanho
pequeno (menor peso de cem sementes - PCS), a quantidade de semente produzida por planta é geralmente maior em
relacdo as outras cultivares, o que contribui para garantir uma boa produtividade final de graos sem dano. Estudos
demonstram que gendtipos resistentes a percevejos tendem a apresentar sementes menores, ¢ a maior quantidade de
sementes contribui para a diluicio do dano ocasionado em algumas sementes (Miranda et al. 1979; Lourencio et al.
1985; Panizzi et al. 19806). Fernandes et al. (1994) e Pinheiro et al. (2005) também observaram a caracteristica de alta
produtividade de graos da cultivar IAC-100 mesmo sob a infestagdo de percevejos. O resultado obtido de maior peso
de sementes boas (PSB) da cultivar IAC-100 em rela¢io a cultivar CD-215 demonstra que a primeira apresentou uma
menor incidéncia da levedura Eremothecium coryli. Essa levedura é transmitida durante o processo de alimentacao dos
percevejos, pela inser¢do do aparelho bucal nas sementes (Corréa-Ferreira and Azevedo 2002). De acordo com
Rossetto etal. (1995), uma menor incidéncia de dano ocasionado por essa levedura pode sugerir resisténcia da cultivar
aos percevejos. Em um estudo com populagdes provenientes de cruzamentos interespecificos entre 11 gendtipos de
soja, também foi identificado que progénies resultantes do cruzamento entre CD-215e IAC-100 apresentarama maior

percentagem de sementes sem incidéncia da levedura (87,67%) (Carlini-Gatcia etal. 2011).
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florescimento; NDM: nimero de dias para a maturidade; APM: altura da planta na maturidade; PEG: periodo de granacao; AC:
acamamento; VA: valor agron6mico; NVP: nimero de vagens por planta; PG: produtividade de grios; PCS: peso de cem sementes;
RF: retengdo foliar; NS: nimero de sementes; IPDV: indice percentual de dano nas vagens; PSM: peso de sementes manchadas;

Figura 2. Correlagio fenotipica entre as variaveis estudadas: NDF: nimero de dias para o florescimento; APF: altura da planta no
PSB: peso de sementes boas. Significincia baseada em probabilidade pelo Teste t (* p<<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).
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A correlagio genética estimada entre as variaveis perfodo de granagiao (PEG) e peso de sem sementes (PCS)
foi positiva e moderada (= 0,66"") para essa popula¢do em estudo, indicando que um menor periodo de granacio
resultou em sementes menores. Como ja mencionado, o periodo de grana¢io representa o periodo de maior
suscetibilidade dos grdos ao ataque dos percevejos. Portanto, é desejavel que a cultivar apresente um menor PEG e,
consequentemente, um menor periodo de exposi¢do aos insetos. Moreira (2015), Oliveira (2015) e Pereira (2015)
também relatam correlagio positiva das variaveis PEG e PCS. Além disso, pode-se verificar correlagdo positiva e
moderada entre as variaveis peso de cem sementes (PCS) e peso de sementes manchadas (PSM) (7= 0,49), sugerindo
que, para essa populagio em estudo, os materiais que possuem sementes menores exibem uma menor quantidade de
sementes danificadas pelos percevejos.

A variavel produtividade de graos (PG) também apresentou correlagio positiva e forte com numero de
sementes (NS) (77 = 0,877), peso de sementes boas (PSB) (7= 0,96™) e numero de vagens por planta (NVP) (1 =
0,86™). Considerando a variavel nimero de vagens por planta (NVP), também foi possivel observar correlagio positiva
e forte com as variaveis nimero de sementes (NS) (7= 0,94™) e peso de sementes boas (PSB) (7= 0,79™). A variavel
nimero de sementes (NS) apresentou correlagio positiva e forte com peso de sementes boas (PSB) (17 = 0,82"). A
correlaclo positiva e forte entre essas vatidveis era esperada, uma vez que um maior numero de vagens por plantas
resulta em maior nimero de sementes e, consequentemente, maior produtividade de graos e maior peso de sementes
sem danos. Rocha et al. (2014) também observaram altos valores de correlacao entre PSB e PG, e propuseram o uso
dessa variavel na selegdao de gendtipos resistentes a percevejos e com boa produtividade de graos. A variavel PSB esta
diretamente relacionadaa produtividade de graos (PG), umavez que ¢ mensurada ap6s o beneficiamento das sementes,
com a remocao dos graos danificados pelos percevejos.

Na Tabela 1, é possivel verificar quea cultivar IAC-100 apresentoumenor alturade plantas no florescimento
(APF) em relagdo a cultivar CD-215. No entanto, na maturidade, a média da altura de plantas da cultivar IAC-100 ¢é
maior do que a da cultivar CD-215. Ambos os genitores utilizados nos cruzamentos possuem habito de crescimento
determinado, que é caracterizado pelo fim do crescimento vegetativo a partir do inicio do florescimento (Vernetti and
VernettiJr. 2009). Geralmente, no inicio do florescimento, os materiais de soja com habito de crescimento determinado
ja apresentam 85 a 90% da sua altura final. Entretanto, essa diferenga da altura de planta na maturidade e no
florescimento ¢ caracteristico de cada cultivar. Para a populagdo F23 e para o genitor CD-215, é possivel observar que
houve pouca diferenca na altura das plantas comparando-se o periodo do florescimento e da maturidade. A cultivar
TIAC-100 apresentou um maior numero de dias para o florescimento (NDF) e também maior nimero de dias para a
maturidade (NDM). O maior nimero de dias para a maturidade pode estar relacionado com o mecanismo de pseudo-
resisténcia descrito para esta cultivar, denominado diluicio de dano. A cultivar pode até sofrer algum dano pelo ataque
dos percevejos, mas ha tempo para se recuperar e produzir mais vagens, o que contribui para garantir uma boa
produtividade final sem dano (Rossetto and Lara 1991).

A variavelaltura da planta na maturidade (APM) apresentou correlagdo positiva e forte com a variavel altura
da planta no florescimento (APF) (= 0,82"). Também apresentou correlacio positiva e moderada com as variaveis
numero de dias pata o florescimento (NDF) (7 = 0,70™), nimero de dias para a maturidade (NDM) ( = 0,61™),
numero de vagens por planta (NVP) (= 0,68"), nimero de sementes (NS) (7= 0,69™), produtividade de graos (PG)
(7 = 0,64™) e peso de sementes boas (PSB) (1 = 0,55"). A variavel nimero de dias para o florescimento (NDF)
apresentou correlagio positiva e moderada com as variaveis nimero de sementes (NS) (7= 0,63"™), produtividade de
grios (PG) (7 = 0,60") e peso de sementes boas (PSB) (7= 0,56™). A variavel nimero de dias para a maturidade

(NDM) também apresentou correlacio positiva e moderada comas variaveis peso de sementes boas (PSB) (7= 0,64™)
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e produtividade de graos (PG) (7= 0,71"""). A correlagdo positiva entre essas variaveis era esperada, considerando que
quanto maior ¢ o perfodo vegetativo e reprodutivo da cultivar, maior é a sua capacidade de crescimento, fatores estes
que resultardo em uma maior quantidade de flores que serdo posteriormente autofecundadas para a formagio das
vagens. Portanto, plantas mais altas tendem a apresentar um maior numero de vagens e, consequentemente, maior o
numero de sementes que resultara em maior produtividade de grios e maior peso de sementes boas, o que justifica a
correlagdo obtida entre as variaveis. Sonah et al. (2015) também observaram correlagdo positiva e forte entre altura de
planta e maturidade (77 = 0,77"). Os autores sugerem que plantas mais tardias apresentam um prolongamento do
periodo vegetativo, resultando em plantas mais altas.

Para a variavel valor agronémico € atribuida uma nota visual para a parcela, na maturidade das plantas. A
cultivar IAC-100 apresentou nota de valor agronémico superior em relagdo a cultivar CD-215 (Tabela 1). Um dos
critérios considerados na avaliagdo é o aspecto geral da parcela, sendo que o aspecto visual de produtividade de graos
contribui para uma maior nota de valor agronémico. Pode-se verificar que, para a variavel valor agronémico (VA), foi
observada correlagio positiva e moderada com a variavel produtividade de grios (PG) (7= 0,60™), bem como para as
variaveis que influenciam em uma maior produtividade de graos, como: altura da planta no florescimento (APF) (=
0,65™), altura da planta na maturidade (APM) (5= 0,70™), nimero de vagens por planta (NVP) (= 0,69™) e nimero
de sementes (NS) (i = 0,72").

A cultivar CD-215 apresentou retencio foliar maior que a cultivar IAC-100. Esse fenémeno pode ocorrer
por diferentes razdes, como deficiéncia nutricional e estresse hidrico, oudevido ao ataque de percevejos. A forma de
alimentagao dos percevejos ocasiona a ma formagio e, até mesmo, a queda das vagens, o que impede a formacio de
hormonios de senescéncia das folhas e atrasa a maturidade da planta (Sosa-Gomez and Moscardi 1995). Segundo
Rossetto and Lara (1991) e Fernandes et al. (1994), a cultivar IAC-100 apresenta senescéncia normal, mesmo sob
infestagdo de percevejos. O fendmeno de senescéncia normal é desejavel, pois as folhas e hastes verdes dificultam o
processo de colheita mecanica dalavoura (Souza and Toledo 1995). Apesar das estimativas de correlagio obtidas para
a variavel retencio foliar terem apresentado valores baixos, trés estimativas foram significativas e positivas, sendo elas:
periodo de granacio (PEG) (= 0,18"), indice percentual de dano nas vagens IPDV) (s = 0,17") e peso de sementes
manchadas (PSM) (7 = 0,18™). Apesar da baixa cortelagdo, a associacdo entre essas variaveis ¢ condizente com a
literatura, pois materiais com menor perfodo de granagao apresentam menor retengao foliar e menor quantidade de
grios danificados, devido a0 menor tempo de exposi¢do aos insetos no periodo mais critico para a cultura.

Os valores observados na Tabela 1 para a variavel indice percentual de dano nas vagens (IPDV) sugere que
a cultivar IAC-100 foi significativamente menos atacada pelos percevejos no estadio de formagio inicial dos graos
(R5.1 a2 R5.3). Nesta fase, ao se alimentarem, os percevejos ocasionam o abortamento do grdo, que é caracterizado
como grao chocho, e as vagens apresentam-se planas. Pode-se verificar que a variavel indice percentual de dano nas
vagens (IPDV) apresentou correlacio negativa e moderada com a variavel nimero de sementes (NS) (7 = -0,52™). A
correlacdo negativa entre essas variaveis esta de acordo como esperado, pois como a cultivar IAC-100 apresentouuma
quantidade de sementes supetior a cultivar CD-215, consequentemente possui um menor indice percentual de dano
nas vagens. A variavel também apresentou correlagio negativa com a maioria das variaveis analisadas, exceto com as
variaveis retencdo foliar (RF) (5 = 0,17%) e periodo de granag¢io (PEG) (7 = 0,217). Apesar dos valores baixos de
correlagio obtidos com essas variaveis, ambos foram significativos e as trés variaveis IPDV,RF e PEG) sdo relevantes
em relacio a resisténcia aos percevejos. Como ja mencionado, o ataque dos percevejos no estadio inicial de formagio
dos graos pode ocasionar a queda das vagens, o que impede a formac¢do de hormonios de senescéncia das folhas e

atrasa a maturidade da planta (Sosa-Gémez and Moscardi 1995). Portanto, a correlagdo entre essas variaveis ¢ positiva
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e quanto maior o periodo de granacio (PEG), maior sera o indice percentual de dano nas vagens (IPDV) e,
consequentemente, maior serd o nivel de retenc¢do foliar (RF) ocasionado pelo ataque desses insetos.

Na Tabela 1, pode-se verificar que a cultivar IAC-100 obteve maior peso de sementes manchadas (PSM).
Tal resultado deve ter ocorrido porque a cultivar IAC-100 apresentou nimero de vagens por planta (NVP) e nimero
de sementes (NS) relativamente maiores do que a cultivar CD-215. Pode-se verificar que hd uma correlacdo positiva e
moderada entre a variavel peso de sementes manchadas (PSM) e as variaveis nimero de vagens por plantas NVP) (7
= 0,64"") e nimero de sementes (NS) (7= 0,57"""). Essa correlacio positiva pode ser explicada pelo fato de que maior
numero de vagens e maior numero de sementes resultam em maior peso de sementes manchadas do que um material
com menor quantidade de sementes. Os danos geralmente ocorrem quando o percevejo se alimenta do grdo que esta
no estadio R6, ocasionando manchas ou puncturas caracteristicas desse ataque. Apesar de maior quantidade de
sementes manchadas (PSM), a cultivar IAC-100 apresentou maior produtividade de graos (PG) em relagdo a cultivar
CD-215. Da mesma forma, apesar das progénies terem apresentado altos valores de sementes manchadas (PSM), os
valores de produtividade de grios (PG) obtidos foram superiores ao genitor resistente e mais produtivo, a cultivar
TIAC-100. A correlagdo positiva e moderada entre as variaveis produtividade de grios (PG) e peso de sementes
manchadas (PSM) (7 = 0,62") confirma a hip6tese de dilui¢do de dano presente na cultivar IAC-100. Apesar desta
cultivar apresentar maior quantidade de sementes danificadas em relacio a CD-215, o tamanho reduzido da sua
semente favorece a produgao de uma quantidade superior de sementes por planta, o que garante uma alta produtividade

final de graos sem dano ocasionado pelos percevejos (Rossetto and Lara 1991).
4.2. Analises Genotipicas

Um total de 67 marcadores AFLP e 31 marcadores TRAP foram obtidos por Méller (2010). As
combinac¢oes de primers utilizadas e o tamanho dos alelos amplificados podem ser visualizados no ANEXO A. Os
matcadores SSR selecionados para a genotipagem da populacio F2 encontram-se no APENDICE A, bem como o GLL
e sua posicio, em centiMorgans (cM), descritos no mapa da soja (ConsensusMap 4.0). As sequéncias dos primers SSR
encontram-se disponiveis no Soybase (www.soybase.org) (Grant et al. 2010). A genotipagem utilizando o painel
universal de ligagio em soja (USLP 1.0 — Universal Soybean Linkage Panel) resultou em 442 SNP para a populagio Iz
utilizada neste estudo. O resultado obtido foi considerado satisfatério. O USLP 1.0 foi desenvolvido a partir da selecao
de SNP com base em sua frequéncia de distribuigdo em trés populagSes distintas de mapeamento, sendo elas ‘Minsoy’
x ‘Noir’, ‘Minsoy’ x ‘Archer” Mansur and Orf 1995; Mansur et al. 1996; Cregan et al. 1999a) e ‘Evans’ x ‘Peking’
(Concibido etal. 1997), além de um grupo de 96 acessos de materiais selvagens oriundos de diferentes paises asidticos
(China, Coréia e Japdo) e um grupo de 96 cultivares elite de soja dos Estados Unidos, lancadas entre 1990 ¢ 2000
(Hyten et al. 2008). De acordo com Hyten et al. (2010), a previsdo é de se obter aproximadamente 458 SNP em
populacoes de mapeamento, utilizando-se ambos os genitores elite, 544 SNP em populacdes provenientes do
cruzamento entre dois materiais selvagens e 590 SNP em populac¢Ges resultantes do cruzamento entre um genitor elite
e um material selvagem. Portanto, o nimero de marcadores SNP obtidos para essa populacio de mapeamento em
estudo, obtidaa partir do cruzamento de duas cultivares elite, encontra-se dentro do esperado. Junetal. (2014) também
utilizaram o USLP 1.0 em uma populagio de mapeamento de 93 RILs (Recombinant Inbred Lines), resultante do
cruzamento entre um genitor elite e um material selvagem, e identificaram 516 SNP que foram utilizados para o

mapeamento genético.

4.3. Mapa genético
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O mapa genético final foi constituido por 20 GLs que correspondem aos 20 cromossomos da soja (Figura
3). O mapa obtido foi comparado com o mapa da soja, disponivel no Soybase. Observou-se alta colinearidade na
posi¢ao dos marcadores. Na construgido do mapa, alguns GLs foram subdivididos em subgrupos, sendo sua numeragao
sequencial do subgrupo identificada ap6s a denominac¢do do GL. Os GLs da soja subdivididos em dois subgrupos
foram C1, C2, D1b, E, F,H e I. Por sua vez, os GLs B1, D1a e G foram subdivididos em trés subgrupos e o GL B2
em quatro subgrupos. Os demais GLs ndo foram subdivididos (A1, A2, D2, ], K, L, M, N e O). Essa divisao foi
realizada quando foram obtidas distancias, maiores do que 30 cM, entre marcadores adjacentes. No entanto, algumas
subdivisoes ndo foram realizadas mesmo na presenca desses gaps, quando se verificou que a distancia obtida entre os
marcadores se aproximava da distancia apresentada entre os mesmos no mapa da soja (ConsensusMap 4.0). Portanto,
a informagao do genoma da soja foi utilizada como um critério biolégico no caso dos gaps mantidos em alguns GLs.
Jun etal. (2014) também obtiveram um mapa genético em uma populagio de RILs, utilizando esse painel USLP 1.0,
com a distancia entre SNP variando entre 5,0 a 30,8 cM. A presenga de gaps na construcdo do mapa ja era esperada,
pois o chip de 1536 SNP nio foi desenvolvido especificamente para a populagiao em estudo, como jia mencionado
anteriormente. Além disso, 57% do genoma da soja é composto por regides heterocromaticas repetitivas, localizadas
préximas aos centrémeros dos cromossomos, as quais apresentam baixa taxa de recombina¢io (Schmutz et al. 2010).

O mapa genético final apresentou 516 marcadores, sendo que quase 85% dos marcadores utilizados para a
genotipagem da populagdo foram ancorados no mapa (Tabela 2). Apesar dos marcadores SSR e SNP utilizados
possuirem sua posi¢do conhecida nos GLs da soja, alguns tiveram que ser excluidos do mapa por estarem muito
distantes dos outros marcadores. Como ja mencionado, no caso de gaps maiores do que 30 cM, os GLs foram
subdivididos. Os marcadores de cada subgrupo foram novamente ordenados utilizando-se a fungdo order.seq e os
beatmaps gerados pelo OneMap foram analisados. Muitas vezes, a analise do heatmap indicou que algum marcador
posicionado na extremidade apresentava fracdo de recombinagio alta e LOD score baixo. Dessa forma, esse marcador
foi excluido do GL utilizando-se a funcio drop.marker. Os marcadores AFLP e TRAP sio marcadores dominantes,
sendo menos informativos do que marcadores co-dominantes, 0 que contribuiu para uma maior percentagem de
matcadores nio ancorados no mapa. A definicio da posi¢io e ordem desses marcadores dependem da quantidade de
matcadores co-dominantes, presentes em cada GL, além de serem também influenciadas pela quantidade de dados
perdidos para cada marcador. No entanto, a percentagem final de marcadores ancorados no mapa foi satisfatoria,
sendo que os mesmos apresentaram uma boa distribuigdo pelos 20 GLs da soja. Essa alta percentagem se deve ao
elevado nimero de marcadores SSR ligados a0 mapa e, principalmente aos marcadores SNP utilizados para a
construgiao do mapa genético, abrangendo todos os 20 GLs da soja. Se considerarmos somente os marcadores SSR e
SNP neste estudo, a percentagem de marcadores ancoradas no mapa sobe para quase 94%, o que ¢é bastante elevada.

A coberturado genomada soja foi de 2.814,82 cM, com um intervalo médio de 5,46 cM entre os marcadores
adjacentes (Figura 3). O mapa obtido foi considerado satisfatério por contemplar todos os GLs da soja. Além disso, a
distribuicdo uniforme dos marcadores e a distincia média obtida entre os marcadores foram importantes para o
mapeamento de QTLs realizado neste trabalho. O mapa obtido no presente trabalho foi construido a partir da mesma
populagio de mapeamento utilizada por Santos (2012), que adotou a estratégia de genotipagem seletiva, a partir da
selecao de 84 individuos da populagio F2, como ja descrito anteriormente. O aumento da populagdo de mapeamento
para 228 individuos F2 contribuiu para um maior nimero de marcadores SNP ancorados ao mapa genético (Tabela 2),
em relagdo ao mapa genético construido por Santos (2012), que obteve o total de 337 marcadores SNP ancorados.
Além disso, o mapa obtido por Santos (2012) auxiliou na identificagdo de regiGes onde haviam gaps para a utilizagio

de marcadores SSR para saturar esses GLs. Dessa forma, foi possivel verificar que tanto o aumento da populag¢io de
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mapeamento quanto a sele¢do de marcadores SSR em regides especificas dos GLs contribuiram para a obtencdo de
um mapa mais saturado no presente estudo, além de permitirem uma maior cobertura do mapa genético em relagdo
a0 mapa inicial, que havia sido de 1.475 cM. Além disso, a inclusio de marcadores SNP e SSR em alguns GLs
especificos foram relevantes no mapeamento de QTLs contribuindo para a identificacio de um maior nimero de
QTLs paraas caracteristicas avaliadas, como é o caso dos GLs C1-1,M, K e B1.

O mapa obtido neste trabalho é comparavel a outros mapas publicados em trabalhos de mapeamento de
QTLs em soja. Jun et al. (2014) utilizaram o mesmo painel de 1536 SNP descrito neste estudo e, a partir de 516 SNP
genotipados em uma populagio de 93 RILs (Recombinant Inbred Lines), obtiveram uma cobertura de 2.005,3 cM nos 20
GLs da soja, com uma distancia média de 5,0 cM entre marcadores. Kato etal. (2014) utilizaram duas populagoes de
RILs, para a genotipagem com 304 ¢ 170 marcadores SSR. O tamanho do mapa genético obtido paraambas foi similar
a0 obtido neste trabalho, sendo 2.609,1 cM e 2.671,1 cM, porém a distancia média entre marcadores foi superior, sendo
13,8 cM e 15,7 cM, respectivamente. Por outro lado, Han et al. (2012) utilizaram 112 marcadores SSR que foram
mapeadosem 18 GLs da soja e também obtiveram um mapa com tamanho similar, com coberturade 2.718 cM e

distancia média entre marcadores de 24,26 cM.

Tabela 2. Numero de marcadores utilizados para a obtencdo dos dados genotipicos da populagio Iz, total (e percentagem) de
marcadores ancorados e ndo ancorados no mapa genético.

Tipo de Marcador Genotipagem Ancorados (%)  Nio ancorados (%)
SNP 442 417 (94,34) 25 (5,60)
SSR 68 61 (89,71) 7 (10,29)
AFLP 67 30 (44,78) 37 (55,22)
TRAP 31 8 (25,81) 23 (74,19)
Total 608 516(84,87) 92 (15,13)
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Figura 3. Mapa genético da populagdo 2, obtida a partir do cruzamento entre os genitores IAC-100 e CD-215, contendo os 20
GLs da soja. A diteita, os nomes dos marcadores ancorados no mapa, sendo a cor azul correspondente aos marcadores SNP, a cor
vermelha aos marcadores SSR, a cor rosa aos marcadores AFLP ¢ a cor verde aos marcadores TRAP. A esquerda, as posicdes dos
marcadores em cada grupo deligagio da soja, em centiMorgans, utilizando-se a fun¢do de mapeamento de Kosambi.
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Figura 3 (continuacio) Mapa genético da populacio Fz, obtida a partir do cruzamento entre os genitores IAC-100 e CD-215,
contendo os 20 GLs da soja. A direita, os nomes dos marcadores ancorados no mapa, sendo a cor azul correspondente a0s
marcadores SNP, a cor Verme]ha aos marcadores SSR, a cor rosa aos marcadores AFLP e a cor verde aos marcadores TRAP. A
esquerda, as posi¢oes dos marcadores em cada grupo de ligagio da soja, em centiMorgans, utilizando-se a fun¢do de mapeamento
de Kosambi.
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Figura 3 (continuacio) Mapa genético da populagio F», obtida a partir do cruzamento entre os genitores IAC-100 ¢ CD-215,
contendo os 20 GLs da soja. A diteita, os nomes dos marcadores ancorados no mapa, sendo a cor azul correspondente aos
marcadores SNP, a cor vermelha aos marcadores SSR, a cor rosa aos marcadores AFLP e a cor verde aos marcadores TRAP. A
esquerda, as posicdes dos marcadores em cada grupo de ligacdo da soja, em centiMorgans, utilizando-se a fun¢do de mapeamento
de Kosambi.

4.4. Mapeamento de QTLs

Os QTLs identificados neste trabalho receberam a seguinte notagio: F@GL_P, em que ‘I representa o
fenétipo no modelo de mapeamento univariado, sendo posteriormente substituido por “Mu/”’ no mapeamento
multivariado; ‘GL’ representa o grupo de ligacio da soja onde o QTL se localiza; e ‘P’ representa a posicdo (em cM)
do QTL, considerando o mapa deligagio construido paraa popula¢io F23em estudo. Tal atribui¢do foi anteriormente

proposta por (Gianotto 2015).
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4.4.1. Mapeamento MIM

O mapeamento de intervalos multiplos (MIM) para os fenétipos individuais foi capaz de detectar um total
de 60 QTLs, sendo 29 QTLs associados as caracteristicas de resisténcia aos percevejos (Tabela 3) e 31 QTLs
relacionados as caracteristicas agronomicas (Tabela 4) avaliadas neste estudo (Figuras 6 e 7). Os QTLs identificados
foram: dois QTLs afetando a variavel acamamento (AC); trés QTLs afetando cada uma das varidveis nimero de vagens
por planta (NVP), peso de sementes boas (PSB) e valor agronémico (VA); quatro QTLs afetando cada uma das
variaveis altura da planta na maturidade (APM), indice percentual de dano nas vagens (IPDV) e produtividade de graos
(PG); cinco QTLs afetando as variaveis numero de dias para o florescimento (NDF) e alturada planta no florescimento
(APF); seis QTLs afetando as variaveis periodo de granacio (PEG) e nimero de sementes (NS); sete QTLs afetando
a variavel peso de cem sementes (PCS); e oito QTLs afetando a variavel nimero de dias para a maturidade (NDM).
Nenhum QTL foi identificado para retencdo foliar (RF) e peso de sementes manchadas (PSM). Para essas duas
caracteristicas, provavelmente a variagdo genética obtida para a populacio em estudo nio foi suficiente para a
identificacdo de QTLs. Além disso, as estimativas de herdabilidade genética obtidas para essas variaveis correspondem
aos menores valotres obtidos para a populacio em estudo (Tabela 1).

As Figuras 6 e 7 exibem os perfis de LOD score para cada variavel analisada individualmente. Apenas para
facilitar a visualizagdo, considerando o grande nimero de caracteristicas avaliadas, as mesmas foram separadas em
caracteristicas associadas a resisténcia aos percevejos (parte superior das Figuras 6 ¢ 7) e caracteristicas agronémicas
(parte inferior das Figuras 6 ¢ 7). Os GLs foram alinhados, considerando-se os QTLs identificados para as
caracteristicas de resisténcia e agrondmicas, para facilitar a visualizagdo e comparagio dos QTLs identificados em um
mesmo GL. Os 60 QTLs identificados encontram-se localizados em 13 diferentes GLs da soja, sendo eles: A1, B1,
C1,C2,D2,E, F, G, L ], L, M e N. Nas Figuras 6 ¢ 7, os QTLs estdo representados graficamente em 17 subgrupos,
de acordo comas divisdes dos GLs do mapaobtido paraa populacio em estudo. Uma andlise visual desses petfis pode
fornecer evidéncias a favor da hipétese de pleiotropia, quando os pontos de maximo para as diferentes variaveis
ocorrem na mesma posi¢io, oua favor da hipotese de QTLs ligados, quando os picos estdo distantes entre si. Para os
efeitos detectados nesses graficos, hd evidéncias de que os dois tipos de interagoes ocorrem nos subgrupos
denominados Al, C1-1, C2-1, D2-2, E-1, I-1, ] ¢ M. Nesses subgrupos é possivel visualizar dois ou mais pontos
maximos em uma mesma posicao (evidéncia de pleiotropia) e um outro pico em uma posi¢ao préxima (evidéncia de
ligacdo). Ja para o subgrupo L, a evidéncia ¢ em favor somente da hipétese de ligacdo, pois os dois picos identificados
paraas duas caracteristicas ocorreram em posicoes distintas. Para os demais subgrupos de ligagio, B1-2, B1-3, C1-2,
E1-2, F-1, G-2,1-2 e N, o pico obtido foi significativo apenas para uma variavel. Estudos de mapeamento de QTLs,
em soja, tém reportado uma alta frequéncia de QTLs identificados em posi¢des similares, sugerindo a presenca de
pleiotropia. Zhang et al. (2015) realizaram mapeamento associativo em 309 acessos de germoplasma de soja e
identificaram QTLs associados as caracteristicas nimero de dias para o florescimento, nimero de dias para a
maturidade, periodo entre o florescimento e a maturidade ealtura daplanta. Os autores também observaram, de forma
semelhante ao resultado obtido neste trabalho, que a maioria dos QTLs identificados apresentou posi¢des genémicas
coincidentes, quando identificados no mesmo GL, sugerindo a evidénciade pleiotropia. Huet al. (2014) utilizaram 113
acessos de sojaselvagem (G/ycine sojaSieb. and Zucc), em um estudo de mapeamento associativo, eidentificaram QTLs
associados a0 numero de dias para o florescimento, periodo do florescimento a maturidade, peso de cem sementes,
numero de vagens por planta e produtividade de graos. Da mesma forma, os autores observaram que alguns QTLs

controlando diferentes caracteristicas encontram-se em posi¢oes semelhantes ou muito préximas. Considerando os 18
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SSR associados aos QTLs identificados, cinco encontram-se associados a duas ou mais caracteristicas. Palomeque et
al. (20092) utilizaram uma populagio de RILs, avaliada em ambientes distintos, e identificaram uma mesma regiio
contendo QTLs associados a diferentes caracteristicas agronémicas, como peso de cem sementes, nimero de vagens
por planta, nimero de vagens por entrend, altura da planta, nimero de dias para o florescimento, numero de dias para
a maturidade, e conteido de 6leo e proteina. Wang et al. (2004) utilizaram uma populagio de retrocruzamento (BC2Fy)
paramapear QTLs, em soja, associados a produtividade de grios. Os autores também observaram que a maioria das
regides que apresentaram QTL para produtividade de graos também foi significativa para as variaveis altura de planta
e acamamento. Bernard (1972) identificou o gene D#7 controlando a terminagdo da haste em soja. Considerando-se
que plantas com habito de crescimento determinado cessam o crescimento apical assim que a planta inicia o seu
florescimento, Lee et al. (1996) e Zhang et al. (2004) investigaram QTLs associados as caracteristicas altura da planta
e maturidade, sugerindo que essas caracteristicas podem apresentar uma base genética similar para alguns genes. Niu
et al. (2013) utilizaram a abordagem do mapeamento associativo para identificar QTLs associados a morfologia da
semente de soja. Os autores observaram uma alta frequéncia do mesmo marcador associadoa QTLs que interferem
no controle genético das diferentes caracteristicas, sendo 25 marcadores associados a seis caracteristicas diferentes e
dois marcadores associados a quatro caracteristicas distintas. Além disso, o trabalho também ressaltou que, apesar de
terem sido identificados QTLs em todos os 20 GLs da soja, houve uma concentragiao de QTLs em 12 GLs. Portanto,
os resultados obtidos no presente trabalho estao de acordo com os resultados descritos na literatura.

Todos os QTLs identificados pelo método mapeamento de intervalos maltiplos (MIM) para fendtipos
individuais foram significativos a 10% de probabilidade, a partir da estatistica score, € a maioriaapresentouefeito aditivo
sobre os fenétipos estudados. O QTL que explicaa maior propor¢io da vatiagio fenotipica foi o PEG@I-7_39,00.
Para este QTL, o alelo da cultivar CD-215 contribuiu com o aumento de 1,364 desvios padrées da média da variavel
periodo de granagio, o que correspondeua 18,65% da variancia deste fenétipo (Tabela 3). Considerando a resisténcia
a0s percevejos, como esse petfodo é o mais critico em relacdo ao dano ocasionado pelos percevejos, um material com
menor PEG estaria menos exposto ao ataque desses insetos, resultando em maior produtividade de grios. Pottanto, o
alelo proveniente da cultivar IAC-100, para esse QTL identificado, resulta em um fenétipo desejavel. O banco de
dadosde QTLs do Soybase possui somente cinco QTLs desctitos paraa variavel periodo de granacio, sendo a maiotia
responsavel por uma pequena percentagem da variagio deste fendtipo. O QTL descrito no Soybase de maior
magnitude esta localizado no GL F e apresenta efeito aditivo de 1,1 desvios padrées da média da variavel, explicando

12% da variancia fenotipica de uma populagao de 295 individuos Fa @i ecal. 2008).
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Tabela 3. QTLs identificados usando a andlise MIM para as caracteristicas associadas a resisténcia da soja aos percevejos: PEG:
petiodo de granacio; NV nimero de vagens por planta; JPDV: indice petcentual de dano nas vagens; NS: nimero de sementes;
PSB: peso de sementes boase PCS: peso de cem sementes. QTLs destacados em negtito foram identificados somente na abordagem
MIM. QTLs destacados em cinza correspondem a QTLs novos, ainda ndo descritos na literatura.

Efeito Aditivo*

QTL! Marcadores Adjacentes? LOD3 oA .. % Var6 R27
Dominincia’
3,32 -0,644%F* 3,92
PEG@wA1 41,00 $s107913925 $s107913319 134 0,580+ 151
0,902+
PEG@C1-1_22,68 $s107913694 ss107913694 6,30 0’425 7,83
PEG@D2-2_41,00 107914703 107921284 5,82 -0.851% 6,88
’ =T s s ’ 0,330 g 51,35
) -0,690%F*
PEG@E-1_16,00 $s107924423 $s107919601 3,59 0537 4,20
. -1,364%F*
PEG@I-1_40,00 $s107926125 T4 14,29 0158 18,65
. -0,894#k*
PEG@)]_56,92 ss107913910 ss107913910 6,73 0.049 8,36
N 11,475%k*
NUVP@C2-1_100,33 ss107912713 $s107920120 7,36 0353 11,40
. 11,718%**
NVP@I-1_42,00 $s107926125 T4 7,32 3500 11,35 29,72
) 9,605%5*
NUVP@]_29,00 Satt132 $s107925018 4,63 2999 6,97
0,006
IPDV@B1-2_28,00 $s107913659 $s107919849 3,54 ~0,030%5* 3,54
-0,027#F*
IPDV@I-1_43,67 $s107926125 T4 7,38 0 (’)11 7,38
—6 018%+* 2191
IPDV@]_54,18 $s107927403 $s107927403 3,80 0 606 3,80
0,021%%*
IPDV@M_72,73 $s107913100 $s107913100 4,66 ~0.004 7,19
15,074%%¢
NS@C1-1_31,00 $s107913694 Satt194 3,16 8719 3,70
23,024%+*
NS@C2-1_100,00 $s107912713 $s107920120 10,44 3875 12,48
Fokok
NS@]I-1_40,00 $s107926125 T4 10,73 _203’26312 13,23
12,164+ 43,97
NS@]_54,18 $s107927403 $s107927403 3,19 3 1’92 3,71
14,904 **
NS@L_132,00 $s107913393 ss107913116 4,72 3149 5,50
-15,108%*+*
NS@M_108,00 $s107930474 ss107930474 4,69 6233 5,35
2,137%*
PSB@C1-1_28,00 ss107913694 Satt194 4,05 0387 6,82
1,780**
PSB@C2-1_91,00 ss107917113 $s107928441 3,66 A(’) 396 6,16 19,74
-1,934%kx
PSB@M_103,00 Satt536 $s107926222 4,00 0 569 6,76
-0,457%F*
PCS@A1_24,00 ss107912607 ss107913925 4,48 0.089 4,98
-0,154
PCS@B1-3_0,00 $s107919087 $s107919087 2,40 0,563+ 3,20
-0,732%k
PCS@D2-2_21,00 $s107912878 $s107929556 9,74 70’001 11,00
. 0,531#F*
PCS@E-1_64,00 $s107919643 ss107912757 3,02 0,078 6,51 42,00
0,517%¢*
PCS@E-2_65,82 A51 A51 491 0304 6,47
-0,426%F*
PCS@I-2_14,00 $s107926487 $s107920141 3,97 0 i 89 4,27
-0,361#F* 3,05
PCS@M_107,00 $s107926222 $s107930474 2,94 0,466+ 252

"Fenotipo@GL,_posigao(cM); *Marcadores adjacentes ao QTL identificado; 3LOD marginal com base na distribuicao de 32=0,835 (5%) *Efeito aditivo medido como
desvio em relagio a média (valores positivos indicam que a cultivar IAC-100 possui o alelo que aumenta a caracteristica); *Efeito de dominancia; Significinciados efeitos
baseada em p-valor estimado por reamostragem baseada na estatistica score ((p<<0,05;"p <0,01;™p <0; 001); Razio entre a varidncia do efeito do QTL sobre a variancia
fenotipica, vezes 100; 7R? calculado com 0 modelo contendo apenas os efeitos marginais significativos.
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mailto:IPDV@I-1_42,00
mailto:IPDV@J_54,18
mailto:IPDV@M_72,73
mailto:NS@C1-1_32,00
mailto:NS@C2-1_99,00
mailto:NS@I-1_41
mailto:NS@J_54,18
mailto:NS@L_132,00
mailto:NS@M_109,43
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Tabela 4. QTLs identificados usando a anilise MIM para as caracteristicas agronomicas: NDF nimero de dias para o
florescimento; APF altura da planta no florescimento; NDM: nimero de dias para a maturidade; APM: altura da planta na
maturidade; AC acamamento; VA: valor agrondmico; PG: produtividade de grdos. QTLsdestacados em negrito foram identificados
somente na abordagem MIM. QTLs destacados em cinza correspondem a QTLs novos, ainda nido descritos na literatura.

Efeito Aditivo’

QTL! Marcadores Adjacentes? LOD . % Var> R26
Dominincia*
IDF@C 0,730+
NDF@C1-1_24,00 $s107913694 Satt194 6,44 6275 7,10
T 0,085%*
NDF@C2-1_100,00 $s107912713 $s107920120 12,60 0.094 14,29
. 1,046%+*
NDF@I-1_41,00 $s107926125 T4 13,73 6280 15,78 49,64
. 0,724+%*
NDF@j_52,00 $s107913698 $s107913908 7,01 6071 7,75
. -0,64 1%+
NDF@M_21,00 $s107913049 $s107913049 4,52 0’004 4,72
N , 1,191
APF@D2-2_44,00 $s107914703 $s107921284 5,15 0.037 7,28
0,923k
APF@E-1_70,21 $s107913532 ss107913532 3,48 -0.250 4,74
5,52 1,122%*% 7,74
l- Q Q > > s
APF@I-1_37,40 $s107926125 $s107926125 125 0.768* 1.66 37,24
) 1,346%**
APF@] 54,18 $s107927403 $s107927403 7,37 0.133 10,53
. 1,037%%%
APF@N_5,00 85107922980 Satt387 3,81 0.412 5,29
1,681k
NDM@.A1_39,00 $s107913925 $s107913319 9,44 0169 7,87
2,410
NDM@C1-1_23,00 $s107913694 Satt194 17,47 0.538 16,78
1,242
NDM@C1-2_21,00 $s107917456 55107929365 5,77 0710 4,97
1,267
NDM@C2-1_90,48 $s107917577 ss107917577 5,97 0205 4,90
124G 65,45
NDM@D2-2_39,00 85107914703 $s107921284 5,83 70)508 4,76
} 0,188
NDM@F-1_56,00 85107912827 Satt586 7,96 2 4T2HH 6,60
1,204%4%
NDM@I-1_67,00 Satt239 A24 417 g0 3,43
-2,330%**
NDM@M_14,88 ss107912777 ss107912777 17,47 0.380 16,14
1,286%%*
APM@CI1-1_22,68 $s107913694 $s107913694 2,80 0.837 3,41
2,010%%x
APM@C2-1_100,79 $s107930961 $s107930961 7,13 0.244 8,66
2,835*** 42,51
APM@I-1_39,00 $s107926125 T4 13,65 46 405 17,91
2,352%%%
APM@]_55,00 $s107927403 $s107927503 9,68 0.448 12,53
0,020
AC@G-2_68,00 Satt012 55107926840 3,28 0.087H# 5,94
N 14,27
AC@I-1. 36,94 65107913479 65107927666 3,02 0,038% >40
- 1,79 0,043%* 2,93
0,046***
VA@C2-1_98,00 $s107912713 $s107920120 9,02 0,017 13,41
0,047+
VA@I-1_40,00 $s107926125 T4 9,51 0,009 14,20 34,53
0,032%%*
VA@]_54,28 $s107913908 $s107927403 4,86 0’004 6,92
2,301%*
PG@C1-1_26,00 $s107913694 Satt194 3,94 0)48() 6,18
, -2,24 3%
PG@D2-2_23,00 $s107912878 $s107929556 3,96 1 (’)30 6,18
> 27,82
2,75 1,842%+ 436 ’
PG@L 120,00 Satt166 $s107913933 1,04 1781 1,60
. S2,778HH* -
PG@M_90,00 A57 Satt536 5,91 0 é39 9,50

"Fen6tipo@GL,_posigao(cM); *Marcadores adjacentes ao QTL identificado; 3LOD marginal com base na distribuicao de %2=0,835 (5%) *Efeito aditivo medido como
desvio em relagio a média (valores positivos indicam que a cultivar IAC-100 possui o alelo que aumenta a caracteristica); *Efeito de dominancia; Significinciados efeitos
baseada em p-valor estimado por reamostragem baseada na estatistica scor (p<0,05;"p <0,01;™p <0; 001); “Razio entre a varidncia do efeito do QTL sobre a varianda

fenotipica, vezes 100; 7R? calculado com 0 modelo contendo apenas os efeitos marginais significativos.
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Figura 4. Perfis de LOD ao longo dos GLs N, C1-1, C1-2, A1, C2-1, M, B1-2, B1-3 ¢ F-1, utilizando a abordagem univariada
(MIM) para os fendtipos: caracteres de resisténcia a percevejos (grafico superior): PEG: periodo de granagio, IPDV: indice
petcentual de dano nas vagens; NV nimero de vagens por planta; NS: nimero de sementes; PCS: peso de cem sementes; PSB:
peso de sementes boas; caracteres agrondmicos (grafico inferior): NDF nimero de dias para o florescimento; APF altura daplanta
no florescimento; NDM: nimero de dias para a maturidade; APM: altura da planta na maturidade; VA: valor agronémico; PG:
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Figura 5. Perfis de LOD ao longo dos GLs E-1, E-2, ], D2-2, G2, L, I-1 e I-2 utilizando a abordagem univariada (MIM) para os
fenétipos: caracteres de resisténcia a percevejos (grafico superior): PEG: periodo de granacio, JPDYV: indice percentual de dano
nas vagens; NVP nimero de vagens por planta; INS: nimero de sementes; PCS: peso de cem sementes; PSB: peso de sementes
boas; caracteres agronémicos (grafico inferior): NDF: nimero dedias para o florescimento; APF: altura da planta no florescimento;
NDAM: nimero de dias para a maturidade; APM: altura da planta na maturidade; VA: valor agron6mico; PG: produtividade de graos
e AC: acamamento.

Do total de 60 QTLs identificados nesta populagio de estudo, pelo método MIM para fenétipos individuais,
cinco apresentaram tanto o efeito aditivo quanto o efeito de dominancia significativos. No entanto, para esses QTLs,

o efeito aditivo explicou uma maiot percentagem da varia¢do genotipica da variavel em estudo. Outros quatro QTLs
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apresentaram somente o efeito de dominancia significativo sobre os fen6tipos estudados, afetando as variaveis nimero
de dias paraa maturidade (NDM@F-1_56,00),indice percentual de dano nas vagens (IPDV(@B7-2_28,00), peso de
cem sementes (PCS@B7-3_0,00) e acamamento (AC@G-2_68,00). Com excegio da varidvel AC, para as outras trés
variaveis foram identificados outros QTLs de maior magnitude apresentando efeito aditivo. Para o melhoramento da
soja, espécie autbgama, a identificagdo de QTLs que apresentam efeito aditivo é extremamente relevante, pois
representam a substitui¢do alélica no gené6tipo do QTL. Ou seja, o efeito aditivo representa a por¢do da varidncia
genética que serd transmitida para a proxima geragdo, sendo diretamente relacionado com o ganho de selegio paraa
caracteristica de interesse. Em linhagens avangadas, ap6s varios ciclos de autofecundagio, a variancia aditiva alcanga,
teoricamente, o valor maximo, com magnitude de duas vezes o valor observado na geragio F» (Bernardo 2010). Por
outro lado, o efeito de dominancia representa a por¢ao da variancia genética que nio ¢é explicada pela variancia aditiva,
ou seja, corresponde a intera¢do intraloco e entre os alelos, ou mesmo os desvios do modelo genético. O efeito de
dominancia é reduzido ao longo do avango das gera¢des em populagSes autdgamas, sendo desprezivel em F oo. Dessa
forma, a identificacdo de QTLs apresentando efeitos aditivos de maior magnitude refletem diretamente em uma maior
eficiéncia de selegdo para a caracteristica de interesse.

A propor¢io da variancia fenotipica explicada pelo mapeamento MIM para os fenétipos individuais variou
de 14,27% para a variavel acamamento (AC) a 65,45% para a variavel nimero de dias para a maturidade (NDM)
(Tabelas 3 e 4). Os valores obtidos de R?, nos modelos MIM, foram inferiores aos valores estimados de herdabilidade
(h?) paraos caracteres fenotipicosavaliados (Tabela 1). Entretanto, esses resultados estao em consonancia com estudos
de mapeamento de QTLs encontrados paraas caracteristicas utilizadas neste trabalho. Por se tratarem de caracteristicas
quantitativas, os resultados obtidos corroboram com a hip6tese de um grande nimero de genes controlando as
mesmas, sendo que cada gene contribui para uma pequena porg¢io do fenétipo. Além disso, o modelo considerado no
presente estudo ndo incluiu os efeitos de epistasiaentre QTLs, o que pode contribuir paraaumentar os valores obtidos
de R2 Outra questio relevante ¢ o tamanho populacional utilizado, que pode nio ter sido suficiente para identificar a
variabilidade existente para cada caracteristica analisada.

Os resultados demonstram que, para essa populacido de mapeamento em estudo, foram identificados tanto
QTLs de pequeno efeito, bem como alguns QTLs de maior magnitude. No geral, a proporcio da variancia fenotipica
explicada pelos QTLs foi considerada satisfatoria. Dos 60 QTLs identificados, somente 18 QTLs explicam menos do
que 5% da variancia fenotipica das variaveis em estudo, 27 QTLs correspondema 5 a 10%, oito QTLs explicam entre
10 a 15% e sete QTLs correspondema 15 a 18% da variancia fenotipica da caracteristica. Considerando que as
caracteristicas avaliadas neste estudo possuem cariter quantitativo, que, normalmente, sao controladas por muitos
genes e sofrem grande influéncia ambiental, a identificagdo de genes de pequeno efeito ja era esperada. Os resultados
obtidos sugerem que as 13 caracteristicas, para as quais foram identificados QTLs, sdo controladas por um conjunto
de genes, cadaum exercendo um pequeno efeito sobre o fendtipo. No entanto, a identificacio de QTLs de pequeno
efeito muitas vezes inviabiliza a sua utilizacdo na selecdo de gendtipos supetiotes, pois sua deteccio nem sempre se
mantém em diferentes backgronnds genéticos e em diferentes ambientes (Walker et al. 2010). Portanto, a identificagio
de QTLs de maior magnitude é desejavel no melhoramento de plantas, pois viabilizam a utilizacdo dos mesmos paraa
selecao de genodtipos superiores. Além disso, permitem uma maior eficiéncia na selegdo, com ganhos genéticos
superiores em programas de melhoramento (Bernardo 2010). Considerando as 13 variaveis utilizadas na abordagem
de mapeamento MIM, foi possivel identificar QTLs explicando entre 15 a 18% da variancia do fen6tipo para quatro
destas variaveis, sendo dois QTLs dessa magnitude para nimero de dias para a maturidade (NDM), e um QTL para

as variaveis numero de dias para o florescimento (NDF), altura da planta na maturidade (APM) e periodo de granacio
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(PEG). Outras quatro variaveis apresentaram pelo menos um QTL de maior magnitude, explicando entre 10 a 15%
da variancia do fenétipo, sendo um QTL para as varidveis peso de cem sementes (PCS) e altura de planta no
florescimento (APF), e dois QTLs para as variaveis nimero de vagens por planta (NVP), nimero de sementes (NS) e
valor agronémico (VA). Para as outras trés variaveis, foram identificados dois QTLs explicando entre 5 a 10% da
variagdo fenotipica das varidveis acamamento (AC), indice percentual de dano nas vagens (IPDV) e peso de sementes
boas (PSB), e trés QTLs dessa magnitude afetando a variavel produtividade de grios (PG). Todos os demais QTLs
identificados para essas 13 variaveis sio QTLs que, para essa populagio em estudo, explicaram menos do que 5% da
variagdo fenotipica. No entanto, ndo se pode deixar de ressaltar a importancia desses QTLs de menor magnitude, para
o entendimento da base genética dessas caracteristicas, pois cada um exerce um pequeno efeito no fenétipo,
contribuindo para o valor final de R?obtido.

Zhang et al. (2004) realizaram o mapeamento de QTLs para caracteristicas agronémicas em uma populagio
de RILs e identificaram quatro QTLs para PCS, nos GLs A2, B1 e D2 (2). Esses QTLs identificados explicam 37,5%
da variagio fenotipica da populagio. Portanto, o resultado obtido no presente estudo, para PCS (R?= 42,00%),
encontra-se em consonancia com os resultados relatados na literatura. Em um mapeamento associativo, realizado por
Zhang et al. (2015), apesar de um grande nimero de QTLs ter sido identificado afetando cada caracteristica avaliada,
a percentagem total da variagao fenotipica explicada pelos QTLs também foi menor do que a herdabilidade estimada.
Para a variavel numero de dias para o florescimento, 27 QTLs foram identificados e explicam 77,2% da variagio
fenotipica (5*=95,6). Paraa variavel nimero de dias paraa maturidade, seis QTLsrevelados explicam 52,5% da variagao
fenotipica (##=95,6), e outros 27 QTLs identificados para a variavel altura da planta explicam 76,3% da variagio
fenotipica desta caracteristica (4*=82,8). Han et al. (2012) realizaram o mapeamento de QTLs paraa caracteristica peso
de cem sementes, utilizando a abordagem CIM, em uma populagdo de 125 RILs. Os autores identificaram a presenga
de 23 QTLs afetando a caracteristica, e outros 17 QTLs condicionados pelo estadio de desenvolvimento dos graos. A
maioria dos QTLs apresentou R? menor do que 10%, o que, segundo os autores, sugere que a caractetistica peso de
cem sementes é controlada por muitos QTLs de pequeno efeito, o que dificulta 0 aumento no ganho de selecdo
baseado apenas em selecdo fenotipica. Além disso, foram identificadas a presenca de epistasia entre QTLs (QQ) e
entre QTL x ambiente (QE). Segundo os autores, a maioriadosefeitos de interagdo entre QTLs estimados foi revelada
em um curto perfodo do estadio inicial de desenvolvimento dos gridos. Essa constatagio da variagdo dos efeitos
epistaticos, conforme o estadio de desenvolvimento dos grios, limitaa sua identificagdao. Essa pode ser uma dasrazdes
paraa grande diferenca de estimativas de interagdes epistaticas obtidas em diferentes estudos. Os resultad os obtidos
também indicaram que somente os QTLs identificados nos dois anos de avaliagio apresentaram maiores valores de
efeito aditivo e explicaram uma maior percentagem da variacdo fenotipica da caracteristica avaliada. Estudos
demonstram que o controle genético das caracteristicas florescimento e maturidade, em soja, apresentam uma
complexa base genética (Mao et al. 2017). Além disso, o periodo de florescimento é uma caracteristica que interfere
diretamente na produtividade da planta. Onze genes de maior magnitude ja foram identificados, sendo denominados
E7, E2 (Bernard 1971), E3 (Buzzell 1971), E4 (Buzzell and Voldeng 1980), E5 (McBlain and Bernard 1987), E6
(Bonato and Vello 1999), E7 (Cober and Voldeng 2001), E8 (Cober etal. 2010), E9 (Kong ¢t al. 2014), E10 (Samanfar
et al. 2017)e ] (Ray et al. 1995), sendo esse ultimo associado ao maior perfodo juvenil em soja. Os genes E7, E2, E3,
E4, E9e¢ ] ja foram clonados e caracterizados funcionalmente (Watanabe et al. 2009; Kong et al. 2010; Watanabe et al.
2011; Xia et al. 2012; Zhao et al. 2016; Yue et al. 2017). No entanto, além desses genes de maior magnitude, muitos
outros genes de menor efeito encontram-se descritos no banco de dados de QTLs do Soybase

(http:/ /www.soybase.otg). Estudos tecentes demonstram a presenca de genes, em soja, ortélogos a genes associados
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ao florescimento em Arabidopsis thaliana, e sugerem que ambas as caracterfsticas, florescimento e maturidade,
apresentam uma base genética complexa (Jung et al. 2012; Watanabe et al. 2012; Zhang et al. 2015). Considerando os
resultados descritos acima, os valores de R?, estimados para a populagio em estudo, encontram-se em consonancia
com os valores estimados na literatura.

Os resultados apresentados para os fen6tipos individuais foram obtidos ap6s a utiliza¢do da fungdo backmain,
com a qual QTLs foram retirados a partir do modelo completo obtido via forward. No entanto, comparando-se esses
resultados finais com os resultados da analise inicial realizada somente com a funcio fwdmain, foi possivel observar que
a redugdo nos valores das estimativas dos efeitos dos QTLs e na percentagem da variancia explicada pelos mesmos foi
pequena. Considerando-se o somatério da percentagem da variagdo fenotipica explicada por todos os QTLs
identificados parauma mesma caracteristica, nio houve redugiao maior do que trés pontos percentuais aposa utilizagio
da funcdo backmain, com exce¢io da variavel denominada indice percentual de dano nas vagens (IPDV). Para essa
variavel, a redugio no valor de R’ foi de 8,64 pontos percentuais, devido a redugio na percentagem da variagio
fenotipica explicada por trés QTLsafetando essa variavel. No entanto, paraa variavel nimero de dias paraa maturidade
(NDM) e valor agronémico (VA), houve um aumento no valor do efeito de alguns QTLs, ap6s a utilizagdo da fungio
backmain, resultando em uma maior percentagem da variacio fenotipica explicada pelos QTLs identificados para essas
caracterfsticas. A etapa final realizada também permitiu um refinamento da posiciao dos QTLs, com pequenos ajustes
na posi¢ao dos QTLs revelados e, consequentemente, com modificagdes em alguns marcadores flanqueando os QTLs
em questao.

Analisando-se os resultados obtidos neste trabalho, foi possivel verificar que os modelos MIM utilizados
permitiram revelar um maior nimero de QTLs, controlando as 13 variaveis analisadas, em rela¢do a0 mapeamento
MQM (Multiple QTT. Mapping) e o procedimento de Kruskall-Wallis (Lehmann 1975) utilizados por Santos (2012), no
programa MapQTL® 4.0 (Van Ooijen et al. 2002). A abordagem MIM utilizada neste estudo foi capaz de revelar um
total de 28 QTLs, que ndo haviamssido identificados anteriormente, para as 12 variaveis estudadas. Foramidentificados
seis QTLs para a varidvel NDM, em regides distintas dos QTLs que ja haviam sido identificad os, quatro QTLs para
PCS, trés QTLs paraNS, dois QTLs paraas vatiaveis PEG, NDF, APF, IPDV, APMe PG, e um QTL paraas varidveis
NVP, VA ¢ PSB. No caso dos QTLs que ja haviam sido identificados por Santos (2012), observou-se neste estudo que
a abordagem MIM permitiu uma maior precisao nas estimativas dos efeitos genéticos e na localizagao dos mesmos.
Por fim, os QTLs que nio foram revelados com o uso da abordagem MIM, mas que haviam sido previamente
identificados por Santos (2012), apresentam um baixo valor de LOD. Como a abordagem MIM apresentou um score
mais elevado, em relagdo ao threshold estabelecido na analise de mapeamento realizada anteriormente, os QTLs que
apresentavam menor LOD nio foramidentificados no presente estudo. Além disso, deve-se considerar que o aumento
da popula¢io de mapeamento utilizada neste trabalho, em relagdo a populacio utilizada por Santos (2012), que adotou
a estratégia de genotipagem seletiva, certamente contribuiu para a identificacdo de um maior nimero de QTLs de
menor efeito, além de reduzir a possibilidade do etro tipo L, ou seja, a identificacdo de falsos positivos.

Hwang (2010) identificou QTLs associados ao nimero de dias para a maturidade, altura da planta, peso de
cem sementes e acamamento, comparando as abordagens CIM e MIM. O estudo concluiu que a estratégia de
mapeamento MIM revelou um maior nimero de QTLs, os quais ndo haviam sido identificados pela estratégia CIM,
para as trés primeiras caracteristicas, além de permitir um refinamento das posicdes dos QTLs identificados na
abordagem CIM. O autor também destaca a relevancia do uso da abordagem MIM, que permitiuidentificar QTLs de
pequeno efeito, considerando aimportanciados mesmosno estudo de caracteristicas quantitativas. Como aabordagem

MIM se baseia em um modelo com maltiplos QTLs, conforme o nimero de QTLs incluidos no modelo, hd uma
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redugio da varidncia residual, o que contribui para o maior poder de detec¢io de QTLs em relagdo ao mapeamento
CIM, contribuindo também paraa detecgdo de um maior nimero de QTLs de pequeno efeito. Por fim, o autor utilizou
a abordagem MIM para estimar a epistasia presente entre os QTLs identificados para as mesmas caracteristicas e a
interagdo QTL x E, concluindo que nem todos os QTLs apresentavam o mesmo efeito nos dois diferentes anos de
avaliacio. Outros estudos recentes foram publicados, em soja, utilizando a abordagem MIM, para estimar o efeito de
epistasia entre os QTLs controlando o conteudo de éleo, bem como a interacio desses QTLs com o ambiente (QTL

x E) (Korir etal. 2011; Pathan et al. 2013; Qi et al. 2014a).

4.4.2. Mapeamento MT-MIM

Para o mapeamento de intervalos multiplos multivariado (MT-MIM), foram selecionados nove conjuntos
de variaveis. Como a complexidade das analises do modelo MT-MIM aumenta conforme o nimero de variaveis
incluidas no modelo, as analises foram realizadas em grupos de, no maximo, cinco variaveis, sem incluir os efeitos de
epistasia entre os QTLs. A ortogonalidade do modelo de Cockerham utilizado permite que os QTLs sejam mapeados
mesmo sem incluir a epistasia no modelo, poisa estimacdo de um efeito (marginal ou epistitico) nio ¢ afetada pela
presenca ou auséncia de outros efeitos no modelo. Dessa forma, os efeitos estimados neste estudo correspondem aos
efeitos principais dos QTLs. Do total de 15 variaveis utilizadas para a obtenciao dos dados fenotipicos, apenas as
variaveis acamamento (AC) e retengdo foliar (RF) ndo foram utilizadas na abordagem multivariada. As duas variaveis
nio atenderam a um dos critérios utilizados para a defini¢ao dos conjuntos de caracteristicas para a analise MT-MIM,
que consistiu em obter valores de correlagio superiores 0,6. O maior valorde rapresentado para a variavel RF foi com
as variaveis PSM e PEG (r=0,18"), e a variavel AC apresentou maior valor de 7com a variavel APM (r=0,18") (Figura
2). Considerando-se que a abordagem MT-MIM garante a obtenc¢do de estimativas ndo viesadas pelo fato de utilizar a
estrutura de correlacio genética entre as varidveis para estimar os efeitos dos QTLs, recomenda-se ndo incluir
caracteristicas com baixa correlacio no modelo. Além disso, a variavel AC nao apresentou valores significativos na
analise de variancia realizada por Santos (2012). As duas caractetisticas foram avaliadas por notas, de 1 a 5. Pode-se
verificar na Tabela 1, que a nota média para as variaveis AC e RF foi muito préoxima entre os genitores. Além disso, a
médiada populagio F23 paraessas variaveis foi abaixo das médias obtidas paraambos os genitores. Embora os valores
da distribuicdo dessas variaveis demonstrem a presenca de individuos da populacio F23 com valores bem acima dos
valores médios apresentados pelos genitores, a andlise dos dados contendo as notas de cada parcela, ndo apresentados
neste trabalho, permitiu verificar que a maioria dos individuos da populagido F2;3 obteve notas entre 1 e 2 para ambas
as variaveis. Isso fica evidente no histograma da Figura 2, com a concentra¢io de individuos na regido inferior do
grafico. Portanto, a populacio utilizada neste estudo provavelmente nio apresentou variabilidade suficiente para essas
caracteristicas. Considerando-se as justificativas apresentadas acima, as variaveis RF e AC ndo foram incluidas no
mapeamento MT-MIM. No entanto, como pode-se observar abaixo, outras variaveis foram utilizadas em mais de um
grupo para a analise multivariada, considerando-se os valores de correlagdo obtidos com outras varidveis e a
importinciadas mesmas para a resisténcia de cultivares aos percevejos. Como ja relatado anteriormente, outras opgdes
de agrupamento entre as variaveis foram realizadas, com no maximo cinco varidveis por grupo. No entanto,
considerando o objetivo da analise MT-MIM, que consistiu em identificar o maior numero de regides gendmicas
controlando as caracteristicas estudadas, os nove grupos abaixo foram os que atenderam ao objetivo sendo, portanto,
selecionados:

Muiti-1: NDF, NDM, APM, NS e PG;

Muiti-2: APF, APM e VA,
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Multi-3: NDM e PSB;

Multi4: APM e NVP;

Multi-5: PEG, PSM e PCS;

Multi-6: NVP,NS, PG e VA;

Multi-7: NVP, PSB e PSM;

Multi-§: IPDV, NS, PSB e PG;

Muiti-9: PEG, IPDV, PCS e PG.

O modelo de mapeamento multivariado (MT-MIM) foi capaz de detectar oito posi¢des gendmicas para o
Multi-1 (Tabela 5 e Figura 6), seis posi¢oes genomicas para o Multi-2 (Tabela 6 e Figura 7), sete para o Multi-3 (Tabela
7 e Figura 8), trés para o Multi4 (Tabela 8 e Figura 9), seis para o Mu/ti-5 (Tabela 9 e Figura 10), 10 para o Multi-6
(Tabela 10 e Figura 11), oito para o Mul/t-7 (Tabela 11 e Figura 12), nove para o Multi-§ (Tabela 12 e Figura 13) e 11
posi¢es genomicas para o Multi-9 (Tabela 13 e Figura 14), com efeito em pelo menos um dos fenétipos avaliados em
cada grupo de variaveis. Pode-se verificar, na comparac¢io dos perfis de LOD dos diferentes grupos de variaveis
analisados, que ha evidéncia em favor da hipétese de pleiotropia para algumas regides, da mesma forma como foi
observado no caso dasanalises MIM. Comparando-se as posi¢oes gendmicasidentificadas parao conjunto de variaveis
Multi-1 a Multi-9, pode-se verificar que ha uma coincidéncia de posi¢oes, inclusive do marcador flanqueando o QTL
identificado. Sendo assim, um total de 20 posi¢Ges genémicas diferentes foram identificadas neste estudo, localizadas
em 12 GLs, sendo GL A1, B1, C1 (2 regides), C2,D2 (3 regides), E (4 regides), F (2 regides), I (2 regides), J, K, M e
N. Apesar de nio terem sido realizados testes, no OneQJTL, para verificar a presenca de pleiotropia ou ligagdo, os
resultados sugerem que hd uma tendéncia de concentragio dos QTLs identificados nessas 20 diferentes posicoes
genomicas identificadas.

Ao se avaliar somente os QTLs com efeitos marginais significativos, a propor¢ao da variancia fenotipica
explicada pelo modelo MT-MIM, utilizando-se inicialmente a funcio forward, varioude 27,98% para altura de plantas
no florescimento (APF) (Multi-2) (Tabela8) a 65,30% para numero de dias paraa maturidade NDM) (Mu/ti-3) (Tabela
7), considerando-se o maior valor de R, no caso de vatidveis presentes em mais de um grupo. No geral, os modelos
MT-MIM apresentaram valores de R? marginais superiores aos modelos MIM, com poucas excecdes. As maiores
diferencas nos valores de R? entre o modelo MIM e MT-MIM foram obsetvadas para as variaveis IPDV, NVP, PG e
PSB. A maioria dos QTLs para essas variaveis, que nao foram identificados nos modelos de fenétipos individuais, mas
foram revelados pelaabordagem MT-MIM, consiste em QTLs de menor efeito, explicando uma pequena percentagem
davariagdo do fenotipo. Os resultados demonstram o maior poder estatistico da abordagem multivariada emidentificar
QTLs de menor efeito em relacio ao modelo MIM, no caso dessas variaveis. No entanto, da mesma forma como
observado nos modelos MIM, os modelos MT-MIM também apresentaram valores de R? inferiores aos valores de
herdabilidade das varidveis analisadas. Nenhum trabalho foi encontrado na literatura utilizando a abordagem de
mapeamento multivariado (MT-MIM), em soja. Por se tratar do primeiro trabalho utilizando essa metodologia, ndo
ser possivel comparar diretamente os valores de R? obtidos com valores de R? disponiveis na literatura cientifica. No
entanto, estudos de mapeamento de QTLs utilizando a abordagem CIM, em soja, associados as variaveis analisadas
neste trabalho, também relatam valores de R? dos QTLs em consonincia com os resultados obtidos. Gianotto (2015)
utilizou a abordagem multivariada para estudar caracteristicas fenotipicas, em milho, associadas a absor¢ao de fésforo
e também verificou o seu maior poder estatistico em relagdo a abordagem univariada. Duarte (2007) também relata
que a abordagem multivariada permitiuaidentificacio de QTLs, associadosa hipertensdo e obesidade, que ndo haviam

sido revelados com a abordagem univariada.
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Em todos os grupos de variaveis analisadas, Multi-1 a Multi-9, foi possivel detectar posi¢des genémicas
coincidentes com as analises MIM para os fenétipos individuais. No entanto, como regra geral, a abordagem MT-MIM
forneceu estimativas de LOD superiores e uma maior precisdo na estimativa da posi¢ao do QTL, quando co mparados
a0s QTLs identificados nos modelos MIM. Além disso, a abordagem multivariada permitiu identificar 13 regides, com
efeito em pelo menos uma das variaveis analisadas, que nio haviam sido identificadas nos modelos MIM de fenétipos
individuais. Portanto, os resultados corroboram a tendéncia dos modelos MT-MIM apresentarem maior precisio e
poder estatistico quando comparados aos modelos MIM. As regides genomicas identificadas somente com o uso da
abordagem MT-MIM encontram-se em negrito nas Tabelas 5 a 13. Para o grupo de variaveis do Muiti-1 (NDF, NDM,
APM, NS e PG), uma nova regiao genomica foi identificada pela abordagem MT-MIM em relagdo a abordagem MIM,
sendo o Multil@E-1_68,00. Para as varidveis do grupo Multi-2 (APF, APM e VA), uma nova regiio genémica foi
identificada na abordagem MT-MIM (Mu/ti2@M_15,11). Para as vatiaveis dos grupos Multi-3 (NDM e PSB), Muiti4
(APM e NVP) e Multi-5 (PEG, PCS e PSM), a abordagem MT-MIM identificou as mesmas regides ja reveladas na
abordagem MIM. Para o grupo de variaveis do Mu/ti-6 (NVP, NS, PG e VA), quatro regides gendmicas foram
reveladas, sendo Multi6@D2-2_47,63, Multi6@.D2-2_154,60, Multi6@E-1_69,00 e Multi6@K_27,00, com efeito em
pelo menos uma das caracteristicas avaliadas. No caso do Multi-7 (NVP, PSB e PSM), sete regides gendmicas foram
reveladas, Multi7@D2-2_23,00, Multi7@E-1_43,97, Multi7@E-1_67,00, Multi7@F-2_113,59, Multi7@]I-1_72,00,
Multi7@M_14,88 ¢ Multi7@N_59,00. Para o Multi-§ IPDV, NS, PSB ¢ PG), quatro regides gendmicas foram
identificadas (Multi8@D2-2_184,32, MultiS@E-1_67,00, Multi8@M_14,88 e Multi8§@N_88,29, e outras cinco regides
gendmicas foram reveladas para o Multi-9 (Multi9@C2-1_97,29, Multi9@D2-2_184,32, Multi9@F-2_41,00,
Multi9@M_15,11 e Multi9@N_88,29), afetando pelo menos uma das varidveis analisadas (PEG, IPDV, PG e PCS).
Os resultados obtidos evidenciam a superioridade do modelo MT-MIM em identificar QTLs em rela¢do ao modelo
MIM utilizado. Mesmo apresentando scoremais elevado do que a abordagem MIM, o modelo é capaz derevelar regiGes

que controlam pelo menos um dos fenétipos analisados.



Tabela 5. QTLs identificados usando a andlise MT-MIM para as caracteristicas do grupo Multi-1: NDF: nimero de dias para o florescimento; NDM: nimero de dias para a maturidade; APM: altura da

planta na maturidade; NS: nimero de sementes ¢ PG: produtividade de grios. Os QTLs destacados em negtito ndo foram identificados na abordagem MIM.

MT-MIM: Multi-1

NDF NDM APM NS PG
QTL! Marcadores Adjacentes2 T1,0D Aditivo? Aditivo3 Aditivo3 Aditivo3 Aditivo3
%Var5 %Var5 %Var5 %Var5 %Var5
Domin.4 Domin.4 Domin.4 Domin.4 Domin.4
0,688%%* 2,540k 1,319%%k 352 13,777%k* 1,565%+*
Multit@C1-1_23,00 55107913694 Satt194 2211 6,64 18,64 426 .30
-0,139 0,481 0,821* 0,71 5,446 0,587
1,028%k* 1,258%%* 2,058k 23,126%%* 2,082k
Multit @ C2-1_99,00 ss107912713  ss107920120 20,94 15,46 4,77 8,91 12,51 7,32
0,184 -0,259 0,457 5,047 0,593
) -0,177 S1,153%k6 394 1 343k -5,131 0,61  -2,029%%k
Multit@D2-2_46,00 ss107914703 5107921284 15,59 0,78 3775 5,70
-0,342% -0,740% 0,75 0,608 0,233 0,00 -0413
i 0,295% 1,109%% 1,006%+% -0,123 0,00  1,769%+*
Multil@E-1_68,00 ss107912757  ss107913532 16,6 1,24 3,61 2,08 429
-0,087 0,215 -0,305 -1,075 0,01 0,03
0,108 0,056 0,058 0,943 -0,307
Multit@F-1_36,85 ss107917146  ss107917146 7,87 2,69 5,52 1,45 1,76 433
0,617%%+¢ 1,94 5%k 1,191* 12,464 2,522%%k
) 1,106+ 18,17  1,240%% 3, 116%k¢ 26,929 2,160%+*
Multi1t@I-1_40,00 55107926125 T4 29,67 4,71 20,84 17,22 ,66
-0,353* 0,81 -0,423 -0,307 -0,093 -0,182
) 0,707+ 0,233 0,18  2,320%** 13,306+ 1,709k
Multil @J]_54,18 ss107927403  ss107927403 20,14 7,83 12,27 444 40
-0,028 0,110 0,02 -0,023 2,775 0,923
-0,499kx -1,988%k* -1,164%% -11,189%* -2, 2206k
Multit @M_14,88 ss107912777  ss107912777 11,36 3,58 11,75 2,82 2,89 6,87
0,021 0,272 0,063 -0,901 -0,014
R26 57,20 53,69 56,35 43,08 42,87

IMulti@G1._posicao(cM); *Marcadores adjacentes a0 QTL identificado; Efeito aditivo medido como desvio em relagio a média (valores positivos indicam que a cultivar IAC-100 possui o alelo que aumenta a caracteristica); “Efeito de dominancia; Significanda

dos efeitos baseada em p-valor estimado por reamostragem baseada na estatistica score ('p<<0,05; “p <0,01;™"p <0; 001); Razdo entre a variancia do efeito do QTL sobre a variancia fenotipica, vezes 100; °R? calculado com o modelo contendo apenas os efeitos

marginais significativos.
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Figura 6. Representagio grafica do perfil de LOD obtido para as varidveis do grupo Multi-1 para o modelo de mapeamento
univariado e multivariado. A cor azul clara representa o resultado obtido com o mapeamento multivariado. As demais cores estio
indicadas na legenda e representam os resultados do mapeamento univariado para as caracteristicas: NDF: nimero de dias para o
florescimento; NDM: nimero de dias para a maturidade; APM: altura da planta na maturidade; NS: nimero de sementes e PG:
produtividade de grios. O mapa genético estimado é representado no eixo x, em cM, pela posicio dos marcadores genéticos
ilustrada por tridngulos de cor azul. Os tridngulos invertidos indicam a posi¢ao dos QTLs incluidos no modelo final selecionado.
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Tabela 6. QTLs identificados usando a andlise MT-MIM para as caracteristicas do grupo Multi-2: APF altura da planta no
florescimento; APM: altura da planta na maturidade; VA: valor agronémico.

MT-MIM: Multi-2

APF APM VA
QTL! Marcadores Adjacentes2 LOD Aditivo? Aditivo3 ~ Aditivo3
%Var> %Var> %Var>
Domin.* Domin.* Domin.4
) 0,443 1,403%%% 4,05 -0,001 0,00
Multi2@C1-1_22,68 ss107913694  ss107913694 7,67 1,96
0,838* 0,848* 0,78 0,018 1,04
0,470 1,20 2,005%+* 0,045%¢
Multi2@C2-1_99,00 ss107912713  ss107920120 17,17 8,50 13,10
0,131 0,05 0,389 0,015
-1,343%kx -1,394%k -0,011 0,69
Multi2@D2-2_45,00 ss107914703  ss107921284 7,45 9,38 395
0,157 0,586 0,009 0,20
1,190%¢* 2,855%%¢ 0,046%+*
Multi2@I-1_38,00 $s107926125 T4 21,20 8,45 18,97 14,73
0,533 -0,191 0,004
1,187%¢* 2,344x0x 0,034k
Multi2@]_54,18 ss107927403  ss107927403 12,31 8,19 12,46 8,04
0,310 -0,110 0,004
. -0,205 0,22 -1,218%wk -0,002 0,03
Multi2Z@M_15,11 ss107913049  ss107913049 6,57 3,06
0,014 0,00 -0,009 -0,013 0,60
R26 27,76 48,71 35,24

IMulti@GL_posicao(cM); *Marcadores adjacentes ao QTL identificado; 3Efeito aditivo medido como desvio em relacio a média (valores positivos indicam que a cultivar

TAC-100 possui o alelo que aumenta a caracteristica); “Efeito de dominancia; Significancia dos efeitos baseada em p-valor estimado por reamostragem baseada na

estatistica score ("p<<0,05;"p <0,01;p <0; 001); *Razdo entre a varidnda do efeito do QTL sobre a variancia fenotipica, vezes 100; °R? calculado com o modelo contendo

apenas os efeitos marginais significativos.

1851 24.39
I 1

14.63

LoD
1

8.75
I

Multi-2

D2-2

E-1

3 T 4 A Kemad Eia s . N
= 40 &0 a0 100 1262 0 20 40 60 80 100 120 140 160 1843 0 40
@
M N
@ |
2
8
2
=
g A
2
&
i v
24
3
g i 4 amass ama as
= 20 40 764 0 40 860 80 1045
— APF & APM & VA — APF —— APM — VA

Figura 7. Representagio grifica do perfil de LOD obtido para as varidveis do grupo Multi-2 para o modelo de mapeamento
univariado e multivariado. A cor azul clara representa o resultado obtido com o mapeamento multivariado. As demais cores estio
indicadas na legenda e representam os resultados do mapeamento univariado para as caracteristicas: APF altura da planta no
florescimento; APM: altura da planta na maturidade; VA: valor agronémico. O mapa genético estimado ¢ representado no eixo x,
em cM, pela posicao dos marcadores genéticos ilustrada por tridngulos de cor azul. Os tridngulos invertidos indicam a posi¢ao dos
QTLs incluidos no modelo final selecionado.
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Tabela 7. QTLs identificados usando a analise MT-MIM para as caracteristicas do grupo Multi-3: NDM: nimero de dias para a
maturidade; PSB: peso de sementes boas.

MT-MIM: Multi-3

NDM PSB
QTL! Marcadores Adjacentes? LOD Aditivo3 . Aditivo3
%Var> %Var>
Domin.4 Domin.*
-1,704%0¢ -0,890 1,45
Multi3@.A1_40,00 $s107913925 $s107913319 9,51 8,20
-0,063 -0,448 0,16
2,630+ 1,772%%k
Multi3@C1-1_24,00 $s107913694 Satt194 18,86 19,01 5,59
0,451 0,29
1,226%%* 5,14 1,149
Multi3@C1-2_24,10 $s107924445 $s107924445 791 2,42
-0883* 191 -1,565%*
1,103%¢* 1,798
Multi3@C2-1_97,29 $s107912713 $s107912713 6,2 3,85 6,63
0,247 0,689
-1,288%*¢ -1,462%%*
Multi3@D2-2_40,00 $s107914703 $s107921284 6,31 493 2,75
-0,393 0,131
0,313 0,44
Multi3@F-1_56,00 $s107912827 Satt586 7,49 6,05 2,33
2,366%+* 1,823
-2,33 5%k -2,060%%*
Multi3@M_14,88 ss107912777 ss107912777 16,38 16,21 8,17
0,281 -0,314
Rz6 40,89 27,89

"Multi@GL._posicao(cM); *Matcadores adjacentes ao QTL identificado; *Efeito aditivo medido como desvio em relagio a média (valores positivos indicam que a cultivar

TAC-100 possui o alelo que aumenta a caracteristica); “Efeito de dominancia; Significancia dos efeitos baseada em p-valor estimado por reamostragem baseada na

estatistica score ("p<<0,05;"p <0,01;p <0; 001); *Razdo entre a varidnda do efeito do QTL sobre a variancia fenotipica, vezes 100; °R? calculado com o modelo contendo

apenas os efeitos marginais significativos.
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Figura 8. Representagio grifica do perfil de LOD obtido para as variaveis do grupo Multi-3, para o modelo de mapeamento
univariado e multivariado. A cor azul clara representa o resultado obtido com o mapeamento multivariado. As demais cores estio
indicadas na legenda e representam os resultados do mapeamento univariado para as caracteristicas: NDM: nimero de dias para
a maturidade; PSB: peso de sementes boas. O mapa genético estimado ¢ representado no eixo x, em cM, pela posicio dos
marcadores genéticos ilustrada por tridngulos de cor azul. Os tridngulos invertidos indicam a posicio dos QTLs incluidos no

modelo final selecionado.
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Tabela 8. QTLs identificados usando a andlise MT-MIM para as caracteristicas do grupo Multi-4: APM: altura da planta na

maturidade; NV nimero de vagens por planta.

MT-MIM: Multi-4

NVP
QTL! Marcadores Adjacentes2 LOD Aditivo3 Aditivo3 i
%Var>
Domin.+
11,510+
Multid@C2-1_100,33 55107920120 5107920120 8,97 e 11,48
11,482+
Multid@I-1_40,00 55107926125 T4 14,47 . 11,43
8,024pkk*
Multid@]_55,00 ss107927403 5107927503 11,65 129 5,89
R26 22,91

IMulti@GL._posicao(cM); *Marcadores adjacentes ao QTL identificado; 3Efeito aditivo medido como desvio em relagio 2 média (valores positivos indicam que a cultivar

TAC-100 possui o alelo que aumenta a caracteristica); “Efeito de dominancia; Significancia dos efeitos baseada em p-valor estimado por reamostragem baseada na

estatistica saore ("p<0,05;"p <0,01;p <0; 001); Razéo entre a varidnda do efeito do QTL sobre a variancia fenotipica, vezes 100; °R? calculado com o modelo contendo

apenas os cfeitos marginais significativos.
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Figura 9. Representacio grafica do perfil de LOD obtido para as varidveis do grupo Multi-4, para o modelo de mapeamento
univariado e multivariado. A cor azul clara representa o resultado obtido com o mapeamento multivariado. As demais cores estio
indicadas na legenda e representam os resultados do mapeamento univariado para as caracteristicas: APM: altura da planta na
maturidade; NV nimero de vagens por planta. O mapa genético estimado ¢é representado no eixo x, em c¢M, pela posi¢io dos
marcadores genéticos ilustrada por tridngulos de cor azul. Os tridngulos invertidos indicam a posi¢io dos QTLs incluidos no

modelo final selecionado.
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Tabela 9. QTLs identificados usando a andlise MT-MIM para as caracteristicas do grupo Multi-5: PEG: petiodo de granacio;
PCS: peso de cem sementes ¢ PSM: peso de sementes manchadas.

MT-MIM: Multi-5

PEG PCS PSM
QTL! Marcadores Adjacentes2 LOD Aditivo3 Aditivo3 Aditivo3
%Vars % Vars © %Vars
Domin.4 Domin.4 Domin.4
0,893%%* 0,064 0,09 0,144 0,32
MultiS@C1-1_22,00 5107912554 5107913694 9,93 7,73
0,411 0,088 0,09 0,205 0,34
, ~0,930%%* -0,746%%* -0,709%+*
Multis@D2-2_2200 5107912878 5107929556 9,09 7,49 11,29 6,85
-0,026 -0,048 0,091
MultiS@E-1_14,00 107024423 ss107919601 607 L gpg O gy 0229 0,73
MG 58 - 0437 T 0238 0201 0,30
0,493+ 0,315+ 0272
Multi5@E-1_68,00 55107912757 55107913532 17,75 234 1954 1,90
0,144 -0,091 0,517*
1,262%%* -0,333%* 0,483%+
Multi5@I1-1_40,00 55107926125 T4 18,25 1597 2,61 3,69
0,331 -0,091 -0,096
_ ~0,761%* 0,181 0,81  0399*
Multis@]_54,00 55107913908 ss107927403 13,64 6,10 2,63
-0,058 0,039 0,02 0231
R26 45,82 38,44 15,07

IMulti@GL_posicao(cM); *Marcadores adjacentes ao QTL identificado; Efeito aditivo medido como desvio em relagio a média (valores positivos indicam que a cultivar
TAC-100 possui o alelo que aumenta a caracteristica); “Efeito de dominancia; Significancia dos efeitos baseada em p-valor estimado por reamostragem baseada na
estatistica score ('p<0,05;p <0,01;*p <0; 001); *Razdo entre a varidnda do efeito do QTL sobte a variancia fenotipica, vezes 100; °R? calculado com o modelo contendo

apenas os efeitos marginais significativos.
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Figura 10. Representagio grafica do perfil de LOD obtido para as variaveis do grupo Multi-5, para o modelo de mapeamento
univariado e multivariado. A cor azul clara representa o resultado obtido com o mapeamento multivariado. As demais cores estio
indicadas na legenda e representam os resultados do mapeamento univariado para as caracteristicas: PEG: perfodo de granacio;
PCS: peso de cem sementes e PSM: peso de sementes manchadas. O mapa genético estimado ¢ representado no eixo x, em cM,
pela posicio dos marcadores genéticos ilustrada por tridngulos de cor azul. Os tridngulos invertidos indicam a posicao dos QTLs
incluidos no modelo final selecionado.



Tabela 10. QTLs identificados usando a analise MT-MIM para as caracteristicas do grupo Multi-6: NV nimero de vagens por planta; NS: numero de sementes; PG: produtividade de graos e VA: valor
agron6mico. Os QTLs destacados em negrito nio foram identificados na abordagem MIM.

MT-MIM: Multi-6

NVP NS PG VA
QTL! Marcadores Adjacentes? LOD Aditivo3 _Aditivo3 Aditivo3 Aditivo3
. %Var> . %Var> . %Var> . %Var>
Domin.4 Domin.+ Domin.4 omin.4
9,740 19,207 2,424%x¢ -0,002
Multi@C1-1_29,00 ss107913694 Satt194 11,54 7 5,98 ’ 6,37 ’ 6,09 > 1,20
4,623 5,391 0,457 0,024*
10,557+ 21,426%¢* 2,044xx¢ 6,17 0,047%* 1440
Multi6@C2-1_97,29 ss107912713 5107912713 13,52 9,99 11,27
2,917 7,332 1,148* 0,97 0,018* 1,04
-2,445 0,54 -5,654 -1,388%** -0,019**
Multi6@D2-2_14,00 ss107923107  ss107929993 7,84 ’ ’ ? 1,19 ’ 2,87 ’ 2,34
4,474 0,87  9,997* 1,402 -0,005
. -8,173%x -12,549%* -2,647F 10,29 -0,003 0,07
Multi6@D2-2 47,63 ss107921284  ss107921284 9,77 5,96 3,85
-3,256 -7,503 -1,389%* 1,40 0,006 0,10
8,633 16,713%** 2,282%%k 0,007 0,32
Multi6@D2-2_154,60  ss107914356  ss107914356 829 7,47 ’ 7,67 ’ 8,60 ’ ’
0,693 2,556 -0,279 0,005 0,07
. -0,119 0,00 0,905 0,02 1,761%+* 0,009 0,46
Multi6@E-1_69,00 ss107912757  ss107913532 17,15 4,30
-4,070 0,67  -6,409 0,45 -1,148 -0,002 0,02
12,240%%* 28,015%** 2,207 0,049+
Multi6@I-1_40,00 ss107926125 T4 20,18 ’ 12,99 ’ 18,64 7,49 ’ 15,62
3,310 1,847 0,119 0,005
5,471%* 10,877+ 1,329%* 0,034%+*
Multis@]_55,89 ss107913908  ss107913908 7,18 2,73 2,96 2,65 8,02
2,004 0,832 0,056 0,006
0,400 0,01 0,098 0,730 0,005 0,14
Multi6@K-1_27,00 A28 Satt001 7,00 7 ’ ’ 1,15 ’ 2,80 ’ ’
-4,946 0,83 -11,150* -2,24 700k 0,001 0,00
-0,870%** -13,854%** -2,328%* 0,003
Multi6@M_75,00 $s107913100 A57 13,49 3,89 433 7,35 1,71
2411 2,561 1,098 -0,025*%
Rz6 49,01 57,43 60,98 44,33

I\ Multi@GL_posigao(cM); *Marcadores adjacentes a0 QTL identificado; Efcito aditivo medido como desvio em relagio a média (valores positivos indicam que a cultivar IAC-100 possui o alelo que aumenta a caracteristica); “Efeito de dominancia; Significanda

dos efeitos baseada em p-valor estimado por reamostragem baseada na estatistica score ('p<<0,05; “p <0,01;™"p <0; 001); Razdo entre a variancia do efeito do QTL sobre a variancia fenotipica, vezes 100; °R? calculado com o modelo contendo apenas os efeitos

marginais significativos
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Figura 11. Representacio grafica do perfil de LOD obtido para as variaveis do grupo Multi-6, para o modelo de mapeamento
univariado e multivariado. A cor azul clara representa o resultado obtido com o mapeamento multivariado. As demais cores estio
indicadas na legenda e representam os resultados do mapeamento univariado para as caracteristicas: NV numero de vagens por
planta; NS: nimero de sementes; PG: produtividade de griaos e VA: valor agronémico. O mapa genético estimado ¢ representado
no eixo x, em cM, pela posi¢io dos marcadores genéticos ilustrada por tridngulos de cor azul. Os triangulos invertidos indicam a
posicio dos QTLs incluidos no modelo final selecionado.
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Tabela 11. QTLs identificados usando a andlise MT-MIM para as caractetisticas do grupo Multi-7: NVP nimero de vagens por
planta, PSB: peso de sementes boas e PSM: peso de sementes manchadas. Os QTLs destacados em negtito nio foram identificados

na abordagem MIM.
MT-MIM: Multi-7
NVP PSB PSM
QTL! Marcadores Adjacentes2 LOD Aditi\'ro3 oVars Aditi\‘ro3 YeVars AditiY03 oVars
Domin.4 Domin.4 Domin.4
, 12,930%#* 2,361%xk 0,318* 1,58
Multi7@C2-1_91,66 5107928441  $s107928441 1223 4514 14,34 0705 10,94 0,498+ 203
. -5,906** ~1,653%* -0,708%x*
MultiZ@D2-2 23,00 5107912878 ss107929556 8,02 0434 2,60 0315 466 0,07 6,79
Multi7@E-1_43,97 5107918043 ss107918043 6,83 1519 0,200,573 0,64 -0,12 1,78
3,649 0,58 -0,695 048  0473*
_ ofok *
Multi7@E-1_67,00  ss107912757  ss107913532 19,33 0,283 001 2,011 7,70 0,359 1,96
-3,591 051 -0,083 S0,611%¢ 2,66
. 5,579%* 0,825% 0,007
Multi7@F-2 113,59 5107916098  ss107916098 6,72 3205 299 0,006 1,50 0.671%+ 3,12
Multi7@I-1_72,00 Satt239 A24 1105 TRIOEE g0 DBIZTEgg 0T,
7@1-1 72, at 2 42912 YU 0,093 720,109 >
Multi7@M._14,88 107912777 107912777 7,72 AT 3,46 -1.82re 6,39 “0,515% 4,06
77@M_14, 8 58 S 1822 00,028 70,406 133
Multi7@N._59,00 Satt387 107913993 8,97 -3.281 411 0,714 1,84 -0,352% 1,83
17@N_59, att ss < > 10,3717 > 1,452%¢ ? -0,482 ’
R26 41,10 37,98 30,86

IMulti@GIL_posicao(cM); *Marcadores adjacentes a0 QTL identificado; >Efeito aditivo medido como desvio em relagio a média (valores positivos indicam que a cultivar

TAC-100 possui o alelo que aumenta a caracteristica); “Efeito de dominancia; Significancia dos efeitos baseada em p-valor estimado por reamostragem baseadana estatistica

score ('p<<0,05;7p <0,01; *p <0; 001); Razdo entre a varidncia do efeito do QTL sobre a varidncia fenotipica, vezes 100; °R? calculado com o modelo contendo apenas

os efeitos marginais significativos.
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Figura 12. Representacio grafica do perfil de LOD obtido para as vatidveis do grupo Multi-7, para o modelo de mapeamento
univariado e multivariado. A cor azul clara representa o resultado obtido com o mapeamento multivariado. As demais cores estio
indicadas na legenda e representam os resultados do mapeamento univariado para as caracteristicas: NVP nimero de vagens por
planta, PSB: peso de sementes boas e PSM: peso de sementes manchadas. O mapa genético estimado ¢ representado no eixo x, em
cM, pela posigio dos marcadores genéticos ilustrada por tridngulos de cor azul. Os tridngulos invertidos indicam a posicio dos
QTLs incluidos no modelo final selecionado.
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Tabela 12. QTLs identificados usando a andlise MT-MIM para as caracteristicas do grupo Multi-§: IPDV- indice percentual de dano nas vagens; INS: nimero de sementes; PSB: peso de sementes boas
e PG: produtividade de graos. Os QTLs destacados em negrito nio foram identificados na abordagem MIM.

MT-MIM: Multi-8

IPDV NS PSB PG
QTL! Marcadores Adjacentes? LOD Aditivo3 _ Aditivo3 Aditivo3 Aditivo3
%Var> %Var> %Var> %Var>
Domin.4 Domin.4 Domin.4 Domin.4
, 0,006 -5.904 ~0,646% 084 -0657
Multi8@B1-2_30,00 ss107913659  ss107919849 7,12 5,25 2,94 3,86
-0,028%#k 17,501+ 1,876%5 282 2587k
_ S016%F 417 23,035%kk 2,093%kk 2, 465%%F
Multi8@C2-1_98,00 ss107912713  ss107920120 13,56 13,67 8,72 8,71
-0,017** 238 7,630 0,649 1,017
0,003 0,11  -5981 0,79  -1,503%** 2,12k
Multi8@D2-2_44,00 ss107914703  ss107921284 1153 ’ ’ ’ ’ 4,17 ? 5,98
-0,007 0,31  -1,029 0,01  -0,39 -0,621
MultiS@D2-2. 184,32 Sar386 Sar386 641 -0,008 1,06 3,895 268 0,250 0,13 0,342 0,17
t - tt
! =% ? ? 0,009 074 -14795% "% o711 052 -1,074 0,85
-0,13%* -0,641 0,01 1,408%+* 1,623%*
Multi8@E-1_67,00 55107912757 107913532 17,10 2,65 ’ > > 377 ’ 361
0,001 6,064 039 -0422 20,881
-0,027%0k 11,98 27,045%+* 1,674%+¢ 2,107k
Multi8@]I-1_40,00 $s107926125 T4 22,20 17,37 5,55 6,34
0,016%* 1,84 1,790 0217 0,052
, -0,020%% 15,9845 1,449%F 439 1,969%
Multi8@]_55,00 $s107927403  ss107927503 10,82 6,91 6,40 5,84
0,008 2,860 0,969% 093 0701
] 0,021%5% -9 82%* _1,749%k% 217 4%5K
MultiS@M._14,88 5107912777 ss107912777 12,61 717 223 589 6,55
0,006 2,044 0,577 20278
) -0,010% 1,64 0,172 000  0,839* 0,517 041
Multi8@N_88,29 ss107918394  ss107918394 9,45 1,52
0,026%** 553 1,770 0,04 0,252 0,248 0,04
R26 49,52 45,29 38,60 40,89

\Multi@G1_posicao(cM); Matcadores adjacentes ao QTL identificado; 3Efeito aditivo medido como desvio em relagio a média (valores positivos indicam que a cultivar IAC-100 possui o alelo que aumenta a caracteristica); *Efeito de dominancia; Significancia

dos efeitos baseada em p-valor estimado por reamostragem baseada na estatistica score (p<0,05; “p <0,01;™p <0; 001); "Razao entre a variancia do efeito do QTL sobre a varidncia fenotipica, vezes 100; °R? calculado com o modelo contendo apenas os efeitos

marginais significativos.
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Figura 13. Representagio grafica do perfil de LOD obtido para as varidveis do grupo Multi-8, para o modelo de mapeamento
univariado e multivariado. A cor azul clara representa o resultado obtido com o mapeamento multivariado. As demais cores estio
indicadas na legenda e representam os resultados do mapeamento univatiado para as caracteristicas: IPDV: indice percentual de
dano nas vagens; NS: nimero de sementes; PSB: peso de sementes boas e PG: produtividade de grios. O mapa genético estimado
é representado no eixo x, em cM, pela posi¢io dos marcadores genéticos ilustrada por triangulos de cor azul. Os tridngulos invertidos
indicam a posi¢ao dos QTLs incluidos no modelo final selecionado.



Tabela 13. QTLs identificados usando a andlise MT-MIM para as caracteristicas do grupo Multi-9: PG: produtividade de graos; IPDV: indice percentual de dano nas vagens; PCS: peso de cem sementes
e PEG: periodo de granacio. Os QTLs destacados em negrito ndo foram identificados na abordagem MIM.

MT-MIM: Multi-9

PG IPDV PCS PEG
QTL! Marcadores Adjacentes2 LOD Aditivo3 ~ Aditivo3 Aditivo3 Aditivo3
. %Var> . %Var> . %Var> . %Var>
Domin.4 Domin.4 Domin.4 Domin.4
1,766%* -0,008* 0,16 0,58 1,004k
Multi9@C1-1_22,68 ss107913694  ss107913694 12,66 422 0,93 9,69
0,505 0,009 0,089 0,09 0,353
2,398%rk -0,016% 412 0,046 0,05 -0,206 0,44
Multi9@C2-1_97,29 ss107912713  ss107912713 12,86 8,49
1,014 -0,015% 1,99 0,169 0,35 -0,341 0,60
-2,385%kx 0,006 -0,744%kx -0,850%¢*
Multi9@D2-2_18,00 ss107912878  ss107929556 13,18 7,61 1,56 12,19 6,78
1,099 -0,015%* 0,112 -0,049
0,101 0,01  -0,010% 1,54  -0,162 0,63 -0,327*
Multi9@D2-2_184,32 Satt386 Satt386 6,46 1,10
-0,996 0,73 -0,015* 1,95 0,118 0,17 0,186
1,193* -0,01 8%k 0,594k 0,154 0,23
Multi9@E-1_67,00 ss107912757  ss107913532 11,57 1,95 492 7,95
-1,113 0,001 -0,147 0,018 0,00
. 0,899* 0,008 1,18 0,470k 0,433*
Multi9@E-2_65,82 A51 A51 6,58 1,19 5,34 1,94
0,468 -0,004 0,15 0,239 -0,070
. 0,121 0,02 -0,018%*x* -0,239* 1,15 -0,451%* 1,75
Multi9@F-2_41,00 ss107917362  ss107913720 7,70 435
-1,136 0,81  -0,004 -0,555% 317  -0,486* 1,04
) 1,94 3¢k -0,027%¢ -0,372%%% -1,376%* 18,99
Multi9@I-1_40,00 $s107926125 T4 28,46 5,39 11,38 324
-0,043 0,011 -0,167 -0,507* 1,14
. 1,629 -0,019F 584 0,141 0,47 -0,834k*
Multi9@]_53,00 ss107913698  ss107913908 20,63 3,84 7,08
0,869 0,012 1,11 0,140 0,22 0,100
-2, 25%kk 0,022k -0,549>%k* -0,355*
Multi9@M_15,11 ss107913049  ss107913049 12,45 6,95 7,49 6,80 1,22
0,258 0,002 0,151 0,299
. 0,487 0,37  -0,009%* 1,42 0,184* -0,164 0,29
Multi9@N_88,29 ss107918394  ss107918394 9,53 0,86
0,378 0,10 0,027k 594  -0,045 0,089 0,04
Rz6 39,64 56,89 40,70 50,73

IMulti@GL_posicao(cM); *Marcadores adjacentes ao QTL identificado; *Efeito aditivo medido como desvio em relacido a média (valores positivos indicam que a cultivar IAC-100 possui o alelo que aumenta a caracteristica); *Efeito de dominancia; Significanda
dos efeitos baseada em p-valor estimado por reamostragem baseada na estatistica score ('p<<0,05; “p <0,01;™"p <0; 001); Razdo entre a variancia do efeito do QTL sobre a variancia fenotipica, vezes 100; °R? calculado com o modelo contendo apenas os efeitos

marginais significativos.
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Figura 14. Representagio grafica do perfil de LOD obtido para as varidveis do grupo Multi-9, para o modelo de mapeamento
univariado e multivariado. A cor azul clara representa o resultado obtido com o mapeamento multivariado. As demais cores estio
indicadas na legenda e representam os resultados do mapeamento univariado para as caracterfsticas: IPDV: indice percentual de
dano nas vagens; PCS: peso de cem sementes; PEG: periodo de granagio e EPG: produtividade de graos. O mapa genético estimado
¢ representado no eixo x, em cM, pela posicio dos marcadores genéticos ilustrada por triangulos de cor azul. Os tridngulos invertidos
indicam a posi¢io dos QTLs incluidos no modelo final selecionado.

Como forma de refinar o modelo, a fun¢do backmain foi utilizada nas analises dos conjuntos Mu/ti-1 a Multi-
9. Basicamente, o modelo completo, com todos os QTLs ja inseridos, ¢ contrastado com 0 modelo sem um QTL por
vez e as razoes de verossimilhancas sdo estimadas para determinar os QTLs que permanecerdo no modelo. As Tabelas
14 a 22 apresentam os efeitos marginalmente significativos ap6s o procedimento de eliminagao backward, empregando

um nivel de significancia de 1% (p = 0,01). Um nivel de significancia restritivo foi utilizado, para verificar os QTLs que
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realmente apresentam efeito sobre as variaveis estudadas. Pode-se verificar que o modelo obtido apés o procedimento
da eliminacio backward revelou as mesmas posi¢es genomicas identificadas pelo procedimento forward (Tabelas 5 a
13), sendo oito posi¢des gendmicas para o Multi-1 (Tabela 14), seis posi¢oes genémicas para o Multi-2 (Tabela 15), sete
para o Multi-3 (Tabela 16), trés para o Multi4 (Tabela 17), seis para o Multi-5 (Tabela 18), 10 para o Multi-6 (Tabela 19),
oito para o Multi-7 (Tabela 20), nove para o Mu/ti-§ (Tabela 21) e 11 posigdes genoémicas para o Multi-9 (Tabela 22).
No entanto, para a maioria dos QTLs foi observada uma alteragdo na estimativa da posi¢do dos mesmos. Essas
diferencas podem ser explicadas pelo fato dos parametros do modelo terem sido re-estimados ap6s a eliminacao dos
efeitos marginalmente ndo significativos, ocorrendo entio um novo ajuste da posi¢ao dos QTLs. Pode-se verificar
também que, para a maioria das varidveis analisadas, houve uma redug¢do nos valores marginais de R? no modelo MT-
MIM apds a eliminacio backward, cujos valores marginais de R? vatriaram de 14,03% para PSM a 59,84% para a variavel
NDM. A variavel PSM, no Multi-7, foi a que apresentou a maior redugdo na percentagem da variagdo fenotipica
explicada pelo QTL ap6s a elimina¢do backward. Considerando somente os efeitos marginais significativos para essa
variavel, houve uma redugio no valordo R?, que explicava 30,86% da variagio fenotipica, no modelo MT-MIM forwand
(Tabela 11), para 14,03% no modelo MT-MIM backward (Tabela 20), o que representa uma redugdo de 54% no valor
inicial do 7. Essa redugio é explicada pelo fato do modelo backward nio ter mantido cinco QTLs que foram
identificados no modelo forward. Todos esses QTLs identificados exclusivamente pelo modelo MT-MIM forwand
apresentavam valor do LOD inferior aos demais. Além disso, verificou-se que a maioria desses QTLs apresentava
significancia de 10% (p<0,1), demonstrando que o modelo backward é mais rigoroso em relag¢do ao modelo forward.

Como ja mencionado anteriormente, algumas caracteristicas foram analisadas em mais de um conjunto de
variaveis, considerando os dados obtidos de correlagdo e a importancia das mesmas para a resisténcia aos percevejos.
Foi possivel observar uma grande diferenca nos valores de R? marginais obtidos para uma mesma variavel, em
diferentes conjuntos das andlises multivariadas. A maior diferen¢a nos valores de R? marginais obtidos, em pontos
percentuais, foi paraa variavel produtividade de grios (PG). Além de ser uma caractetistica bastante complexa, com
alta influéncia ambiental, é controlada por muitos genes e possivelmente a maiotia possui um pequeno efeito sobre a
caracteristica. No entanto, foi possivel observar que, dos quatro conjuntos onde a variavel estava presente (Multi-1,
Multi-6, Multi-§ e Multi-9), o maior valor de 72 marginal obtido pata PG foi no Multi-6,no qual também foram analisadas
as variaveis numero de vagens por plantas (NVP), nimero de sementes (NS) e valor agronomico (VA) (Tabela 19). A
correlagdo entre as variaveis NVP, NS e PG ¢ positiva e forte (Figura 2), e uma planta com aspecto de ser mais
produtiva, consequentemente receberd uma nota maior de valor agronémico. O Mu/ti-6 identificou 10 QTLs com
efeitos significativos para a variavel PG, enquanto os outros conjuntos de variaveis identificaram somente oito QTLs
com efeitos significativos, o que justifica o maior valor de R? para PG no Mui#i-6. J4 a variavel PSB foi analisada em
trés grupos diferentes. Pode-se verificar que também houve diferenca nos valores de R? marginais obtidos para essa
variavel, sendo 28,97% para o Multi-3, 33,93% para o Multi-§ e 40,73% pata o Multi-7. Comparando-se os QTLs
identificados em cada analise, pode-se concluir que o Mu/ti-7 foi o que mais identificou QTLs individuais para essa
varidvel, contribuindo para o maior valor de R? marginal obtido para PSB. Nesse conjunto de varidveis, além de PSB,
foram analisadas as varidveis nimero de vagens por planta (NVP) e peso de sementes manchadas (PSM). O maior
valor de correlagio observado para PSB foi com a variavel NVP (Figura 2). Portanto, os resultados demonstram a
importancia da analise de correlagdo na escolha das caracterfsticas para a analise multivariada, visando a identificagao
de um maior nimero de QTLs explicando a varia¢do fenotipica das mesmas.

Notavelmente, os modelos de mapeamento multivariado também foram capazes de explicar somente uma

parte da variagio fenotipica observada. Uma das razGes dessa diferenca observada entre os valores estimados de 42 e
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R? pode ser explicada pelo fato deste trabalho ter focado na busca de efeitos principais dos QTLs. Assim, os modelos
de interagdo entre QTLs ndo foram incluidos no modelo de mapeamento final. Pode-se verificar em outros estudos,
que muitos QTLs identificados em soja apresentam epistasia entre QTLs (QQ) e também interacio QTL x E (QE)
(Hwang 2010; Niu et al. 2013). Dessa forma, a inclusdo dessas intera¢oes no modelo provavelmente contribuird para
reduzir a varidncia residual, fornecendo valores de R? superiores ao relatados neste trabalho. Como esse € o primeiro
trabalho de mapeamento utilizando a abordagem MT-MIM em soja, ndo foi possivel comparar os valores de R’
estimados com resultados obtidos utilizando-se a mesma abordagem. No entanto, os estudos de mapeamento de QTLs
que empregaram mapeamento CIM e um estudo que empregou a abordagem MIM, para algumas caracteristicas aqui
analisadas, revelaram QTLs com efeitos de magnitudes similares aos obtidos neste trabalho para o mapeamento de
caracteristicas individuais (Zhang et al. 2004; Hwang 2010; Han et al. 2012; Zhang et al. 2015). No entanto, os
resultados obtidos com a abordagem MT-MIM se mostraram relevantes na identificacdo de novos QTLs para, no
minimo, uma das caracteristicas analisadas conjuntamente, ou, em outros casos, para refinar os efeitos e as posi¢oes
de QTLs ja detectados nas andlises individuais. Assim, os resultados obtidos evidenciam que as caracterfsticas estudadas
apresentam arquitetura genética complexa, sendo que varios locos afetam tais caracteristicas e cada um contribui com

um pequeno efeito no fenétipo total.



Tabela 14. QTLs identificados apés eliminacao backward dos efeitos marginais nio significativos do modelo MT-MIM para as caracteristicas do grupo Multi-1: NDF nimero de dias para o florescimento;
NDAM: nimero de dias para a maturidade; APM: altura da planta na maturidade; NS: nimero de sementes ¢ PG produtividade de graos. Os QTLs destacados em negrito nio foram identificados na
abordagem MIM. QTLs com efeitos destacados em cinza correspondem a QTLs novos, ainda nio descritos na literatura.

MT-MIM: Multi-1

(8

NDF NDM APM NS PG
QTL! Marcadores Adjacentes2 LOD Aditivo3 Aditivo3 Aditivo3 Aditivo3 Aditivo3
%Vars %Vars %Vars %Vars %Vars
Domin.4 Domin.4 Domin.4 Domin.4 Domin.4
. 0,698%+* 2,593%k* 1,363+ 14,0134+ 1,638*+*
Multit@C1-1_22,68 ss107913694 Satt194 21,00 6,94 19,75 83 4,48 3,68
-0,139 0,481 0,821 5,446 0,587
. 0,988+* 1,331%%% 2,047#%* 23,101%F* 2,31 1#k*
Multit@C2-1_99,00 ss107912713 5107920120 18,19 14,26 5,34 8,80 11,73 7,51
0,184 -0,259 0,457 5,047 0,593
. -0,806%** -1,013%+* -1,304%+¢
Multil @D2-2_46,00 ss107914703 8107921284 11,73 sur 1,93 2,14 sur 2,58
-0,74 0,608 -0,413
. 0,780+ 0,789%¢ 1,701%+¢
Multil@E-1_68,00 ss107912757  ss107913532 14,59 sur 1,79 1,28 sur 3,96
0,215 -0,305 0,03
. 0,108 0,056 -0,395%* 0,23
Multil @F-1_47,00 ss107912827 Satt586 6,46 1,72 4,13 sur sur
0,610%* 2,079k 1,149+ 0,59
1,060+ 1,058%*+* 2,935%%k 24.948++* 1,825%**
Multil @I-1_40,00 ss107926125 27,46 16,67 3,43 14,79 4,75
-0,353 -0,423 -0,307 -0,093 -0,182
0,666%+* 2,115%k* 11,603%%* 1,461%*
Multil @] _54,18 ss107927403 17,41 6,94 sur 3,38 3,22
-0,028 -0,023 2,775 0,923
-0,526%+* -2,616%+* -1,199%+¢ -11,502%* -2,285%%F
Multil @M_14,88 ss107912777 12,09 3,98 13,30 3,05 7,24
0,021 0,272 0,063 -0,901 -0,014
Rz 50,51 49,67 37,43 33,76

IMulti@G1._posicao(cM); *Marcadores adjacentes ao QTL identificado; 3Efeito aditivo medido como desvios em relagio 2 média (valores positivos indicam que a cultivar IAC-100 possui o alelo que aumenta a caracteristica); *Efeito de dominancia; Significanda
dos efeitos baseada em p-valor estimado por reamostragem baseada na estatistica score (p<0,05; “p <0,01; *p <0; 001); *Razio entre a vatidncia do efeito do QTL sobte a varidncia fenotipica, vezes 100; sur: efeito nio relacionado a regressio (seemingly unrelated

regression).
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Tabela 15. QTLs identificados ap6s eliminac¢io backward dos efeitos marginais nio significativos do modelo MT-MIM para as
caracterfsticas do grupo Multi-2: APF. altura da planta no florescimento; APM: altura da planta na maturidade; VA: valor
agrondémico. Os QTLs destacados em negrito ndo foram identificados na abordagem MIM. QTLs com efeitos destacados em cinza
correspondem a QTLs novos, ainda ndo descritos na literatura.

MT-MIM: Multi-2

APF APM VA
QTL! Marcadores Adjacentes2 LOD Aditivo3 Aditivo3 Aditivo3
%Var5 %Var5 %Vars
Domin.4 omin. omin.4
0,991%+*
Multi2@C1-1_22,68 ss107913694  ss107913694 5,16 sur . 2,02 sur
1,479%+% 0,038#**
Multi2@C2-1_99,00 ss107912713 5107920120 15,65 sur 4,63 9,02
0,389 0,015
-1,125%%¢ -1,146%+*
Multi2@D2-2_44,00 ss107914703 5107921284 6,14 6,49 2,62 sur
0,157 0,586
. 1,134 7,68  2,838%F* 0,045%%*
Multi2@]I-1_38,00 $s107926125 T4 21,60 18,75 3,86
0,671%* 1,22 -0,191 0,004
1,233%% 2,357#k* 0,0324%*
Multi2@]_54,18 $s107927403 5107927403 11,33 8,84 12,59 7,07
0,310 -0,110 0,004
. -0,990%+*
Multi2@M_15,11 ss107913049  ss107913049 5,45 sur 0,009 2,02 sur
Rz 24,23 42,63 29,95

I\Multi@G1._posicao(cM); *Marcadores adjacentes a0 QTL identificado; *Efeito aditivo medido como desvios em relagio 2 média (valores positivos indicam que a cultivar

TAC-100 possui o alelo que aumenta a caracteristica); “Efeito de dominancia; Significincia dos efeitos baseada em p-valor estimado por reamostragem baseadana estatistica

score ("p<0,05;p <0,01; *p <0; 001); *Razdo entre a varianciado efeito do QTL sobre a variancia fenotipica, vezes 100; sur: efeito ndo relacionado a regressao (seemingy

unrelated regression).

Tabela 16. QTLs identificados ap6s eliminacido backward dos efeitos marginais nio significativos do modelo MT-MIM para as
caracterfsticas do grupo Multi-3: NDM: nimero de dias para a maturidade; PSB: peso de sementes boas. QTLs com efeitos
destacados em cinza correspondem a QTLs novos, ainda nao descritos na literatura.

MT-MIM: Multi-3

NDM PSB
QTL! Marcadores Adjacentes2 LOD Aditivo3 Aditivo3
. %Var5 . %Vars
Domin.4 Domin.4
-1,442%+¢
Multi3@.A1_42,00 ss107913925 5107913319 8,51 0.063 6,18 sur
2,547k 1,624%*
Multi3@C1-1_23,00 $s107913694 Satt194 18,06 18,74 4,94
0,451 0,29
1,258+¢* 1,482+
Multi3@C1-2_21,00 ss107917456  ss107929365 5,87 5,09 4,58
-0,883 -1.565
1,155%¢* 1,813%*
Multi3@C2-1_90,48 ss107917577  ss107917577 5,99 4,07 6,49
0,247 0,689
-1,164%+¢ -1,327%k¢
Multi3@D2-2_41,00 ss107914703  ss107921284 4,80 3,92 3,30
-0,393 0,131
0,313 0,44
Multi3@F-1_55,00 107912827 Satt586 6,62 5,38 2,04
2,389+ 1,747%*
-2,317Hwx -1,990%+*
Multi3@M_14,88 ss107912777  ss107912777 16,11 15,96 7,62
0,281 -0,314
Rz 59,84 28,97

\Multi@GL._posicao(cM); *Matcadores adjacentes ao QTL identificado; >Efeito aditivo medido como desvios em relagio a média (valores positivos indicam que a cultivar

TAC-100 possui o alelo que aumenta a caracteristica); “Efeito de dominancia; Significancia dos efeitos baseada em p-valor estimado por reamostragem baseadana estatistica

seore ("p<0,05;p <0,01; *p <0; 001); *Razdo entre a varianciado efeito do QTL sobre a variancia fenotipica, vezes 100; sur: efeito nio relacionado a regressao (seemingy

unrelated regression).
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Tabela 17. QTLs identificados ap6s eliminagio backward dos efeitos marginais nio significativos do modelo MT-MIM para as
caracteristicas do grupo Multi-4: APM: altura da planta na maturidade; NV nimero de vagens por planta.

MT-MIM: Multi-4

APM NVP
QTL! Marcadores Adjacentes2 LOD Aditivo3 Aditivo3
%Vars %Vars
Domin.4 Domin.4
2,039#%* 11,7214
Multid@C2-1_100,33 ss107920120 5107920120 9,22 8,92 11,90
0,127 0,517
. 3,008#+* 11,479+
Multid@]I-1_40,00 $s107926125 T4 14,47 19,42 11,43
-0,171 2,964
2,5724%* 8,059+
Mulid@J_55,00 ss107927403  ss107927503 11,21 4,98 5,94
-0,426 1,29
Rz 43,32 29,27

I\Multi@GL_posigao(cM); *Marcadores adjacentes a0 QTL identificado; *Efeito aditivo medido como desvios em telagio 2 média (valores positivos indicam que a cultivar
TAC-100 possui o alelo que aumenta a caracteristica); “Efeito de dominancia; Significancia dos efeitos baseada em p-valor estimado por reamostragem baseadana estatistica
score ('p<0,05;"p <0,01; *"p <0; 001); SRazdo entre a varianciado efeito do QTL sobre a varidncia fenotipica, vezes 100; sur: efeito nio relacionado a regressio (seemingy

nnrelated regression).

Tabela 18. QTLs identificados ap6s eliminacido backward dos efeitos marginais nio significativos do modelo MT-MIM para as
caracterfsticas do grupo Multi-5: PEG: periodo de granacio; PCS: peso de cem semetnes ¢ PSM: peso de sementes manchadas.
QTLs com efeitos destacados em cinza correspondem a QTLs novos, ainda nio descritos na literatura.

MT-MIM: Multi-5

PEG PCS PSM
QTL! Marcadores Adjacentes? LOD Aditivo3 Aditivo3 Aditivo3
. %Var5 . %Var5 . %Var5
Domin. Domin.4 Domin.4
0,838k
Multi5@C1-1_22,68 ss107913694  ss107913694 8,79 0411 6,76 sur sur
-0,949%kx -0,749%kx -0,732%kk
Multi5@D2-2_22,00 ss107912878  ss107929556 8,73 7,81 1,37 7,30
-0,026 -0,048 0,091
) i -0,698** -0,396%+*
Multi5@E-1_14,00 ss107924423  ss107919601 4,51 4,31 25 sur
-0,437 -0,238
) . 0,707+%¢
Multi5@E-1_67,00 ss107912757  ss107913532 15,48 sur 0.091 11,28 sur
. -1,322%k -0,354** 0,478**
Multi5@I-1_40,00 ss107926125 T4 18,85 17,52 94 3,60
-0,331 -0,091 -0,096
) -0,967+F*
Multis@]_54,18 ss107927403  ss107927403 12,21 0.058 9,91 sur sur
R 46,31 28,84 10,90

IMulti@G1._posicao(cM); *Marcadores adjacentes a0 QTL identificado; *Efeito aditivo medido como desvios em relagio 2 média (valores positivos indicam que a cultivar
IAC-100 possui o alelo que aumenta a caracteristica); “Efeito de dominancia; Significancia dos efeitos baseada em p-valor estimado por reamostragem baseadana estatistica
seore ('p<0,05;7p <0,01; *p <0; 001); "Razdo entre a varianciado efeito do QTL sobre a variancia fenotipica, vezes 100; sur: efeito nio relacionado a regressio (seenzingy

unrelated regression).


mailto:Multi4@C2-1_100,33
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Tabela 19. QTLs identificados ap6s eliminagdo backward dos efeitos marginais nio significativos do modelo MT-MIM para as caracteristicas do grupo Multi-6: NVP: nimero de vagens por planta; NS
numero de sementes; PG: produtividade de grios e VA: valor agronémico. Os QTLs destacados em negtito ndo foram identificados na abordagem MIM. QTLs com efeitos destacados em cinza
correspondem a QTLs novos, ainda ndo descritos na literatura.

MT-MIM: Multi-6

NVP NS PG VA
QTL! Marcadores Adjacentes? LOD Aditivo3 Aditivo3 Aditivo3 Aditivo3
%Var5 %Vars %Vard % Vars
Domin.4 Domin.4 Domin.4 Domin.4
9 025%%k 17,5545 211455k
Multis@C1-1_31,00 55107913694 Satt194 7,10 4,84 5,01 437 sur
4623 5,391 0,457
, 11,58200%% 22,3495k 2,130%%* 0,047%% 13,83
Multi6@C2-1_99,00 55107912713 $5107920120 12,36 11,46 11,69 6,38
2917 7332 1.148 0,018
-0,774%5k
Multi6@D2-2_14,13 $s107929993  $s107929993 3,12 sur sur 1402 0,90 sur
Multic@D2-2_47,63 107921284 6107921284 660 O 550 BT Loz X
L - S
6@D2-2_ 47, 8 58 D7 3056 Y7503 2 1389 : “w
6,440%%* 12,2485k 1,704%0%
Multic@D2-2 154,60 5107914356 ss107914356 4,78 416 12 479 sur
0,693 2,556 20,279
1,689%%%
Multi6@E-1_68,00 ss107912757  ss107913532 1447 sur sur 1148 3,90 sur
, 11,8276%¢ 27 321 %% 2,148%%k 0,048k
Multi@I-1_41,00 55107926125 T4 18,25 11,78 17,22 6,40 14,47
3310 1,847 0,119 0,005
, 5,714%* 11,3100k 1,453%* 0,033k
Multis@]_54,18 55107925409  $5107925409 549 2,99 3,21 3,18 733
2,004 0,832 0,656 0,006
) 0,631% 058
Multi6@K-1_27,00 A28 Satt001 3,70 sur sur sur
20,833% 039
Mubtis@M_73,00 107913100 A57 f195 0T gy MM o AT g 000 2,29
Hhis@M_73, s 72 o411 72 2561 2 1098 20 goaree O
R26 42,46 47,85 46,35 37,92

"\Multi@GL._posicao(cM); *Marcadores adjacentes ao QTL identificado; *Efeito aditivo medido como desvios em relagio a média (valores positivosindicam que a cultivar IAC-100 possui o alelo que aumenta a caracteristica); *Efeito de dominancia; Significanca

dos efeitos baseada em p-valor estimado por reamostragem baseada na estatistica score (p<0,05; “p <0,01; *p <0; 001); >Razio entre a vatidncia do efeito do QTL sobre a varidncia fenotipica, vezes 100; sur: efeito nio relacionado a regressio (seemingly unrelated

regression).
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Tabela 20. QTLs identificados apés eliminagio backward dos efeitos marginais nio significativos do modelo MT-MIM para as
caractetisticas do grupo Multi-7: NVP nimero de vagens por planta, PSB: peso de sementes boas e PSM: peso de sementes
manchadas. Os QTLs destacados em negrito ndo foram identificados na abordagem MIM. QTLs com efeitos destacados em cinza
correspondem a QTLs novos, ainda nido descritos na literatura.

MT-MIM: Multi-7

NVP PSB PSM
QTL! Marcadores Adjacentes2 LOD Aditivo3? Aditivo3 Aditivo3
%Vars %Var5 %Var5
Domin.4 Domin.4 Domin.4
. 10,545%** 1,999%*
Multi7@C2-1_93,46 AG3 A63 10,09 9,16 7,52 sur
4,514 0,705
-5,941** -1,682%+¢ -0,729%+¢
Multi7@D2-2 24,00 ss107912878  $s107929556 8,18 2,64 4,83 7,22
0,434 0,315 -0,07
1,519 -1,050%+*
Multi7@E-1 43,97 ss107918043  $s107918043 5,05 0,44 2,17 sur
3,181%* -0,695
2,455%4*
Multi7@E-1_67,00 ss107912757  ss107913532 17,59 sur 0,083 11,47 sur
6,162%%* 0,984+*
Multi7@F-2_114,00 ss107916098  $s107915624 4,74 3,60 2,10 sur
3,205 -0,006
. 133710 1157 1,646+ 0,536**
Multi7@I-1_70,00 Satt239 A24 9,70 4,01 3,38
3,631* 0,27 0,093 -0,109
-0,510%* -1,874%+¢ -0,497**
Multi7@M_17,00 $s107913049 Satt540 5,84 3,23 6,12 3,43
1,822 -0,028 0,406
-3,281 1,198%**
Multi7@N_ 64,00 ss107913993  ss107913261 6,76 0,40 2,51 sur
3,408** 1,452
Rz 31,31 40,73 14,03

"Multi@GL._posico(cM); *Matcadores adjacentes ao QTL identificado; *Efeito aditivo medido como desvios em relagio a média (valores positivos indicam que a cultivar

TAC-100 possui o alelo que aumenta a caracteristica); “Efeito de dominéncia; Significancia dos efeitos baseada em p-valor estimado por reamostragem baseadana estatistica

score ('p<0,05;"p <0,01; *"p <0; 001); SRazdo entre a varianciado efeito do QTL sobre a varidncia fenotipica, vezes 100; sur: efeito nio relacionado a regressio (seemingy

nnrelated regression).
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Tabela 21. QTLs identificados apés eliminacdo backward dos efeitos marginais nio significativos do modelo MT-MIM para as caracteristicas do grupo Multi-8: IPDV: indice percentual de dano nas
vagens; INS: nimero de sementes; PSB: peso de sementes boas e PG: produtividade de griaos. Os QTLs destacados em negrito ndo foram identificados na abordagem MIM. QTLs com efeitos destacados
em cinza correspondem a QTLs novos, ainda ndo descritos na literatura.

MT-MIM: Multi-8

IPDV NS PSB PG
QTL! Marcadores Adjacentes? LOD Aditivo3 Aditivo3 Aditivo3 Aditivo3
. %Var5 . %Var5 . %Var5 . %Var5
Domin.4 Domin.4 Domin.4 Domin.4
0,006 -5,904 -0,646 -0,657
Multi8@B1-2_30,00 ss107913659  ss107919849 6,15 511 2,39 2,18 3,12
-0,028%F* 17,761%%¢ 1,648%¢ 2,324k
-0,015% 368 23 508%F* 2,059+ 2,410%+*
Multi8@C2-1_98,00 ss107912713  ss107920120 12,97 13,19 8,44 8,33
-0,017** 235 7,630 0,649 1,017
-0,892%¢* -1,399%¢*
Multi8@D2-2_44,00 ss107914703  ss107921284 10,71 sur sur 1,47 2,60
-0,39 -0,621
3,895
Multi8@D2-2_184,32 Satt386 Satt386 3,87 sur 0,93 sur sur
-8,714%8%
-0, 14k 1,505%¢% 1,678%¢*
Multi8@E-1_66,00 ss107912757  ss107913532 16,94 3,10 sur 439 393
0,001 -0,422 -0,881
) -0,027+%% 11,96 27,011+ 1,653 2,07 5%k
Multi8@I-1_41,00 $s107926125 T4 21,48 16,84 5,26 5,97
0,019k 2,55 1,790 0,217 0,052
) -0,020¢ 16,180%** 1,467%* 4,50 2,000
Multi8@J_55,00 ss107927403  ss107927503 10,14 7,16 6,56 6,02
0,008 2,860 0,476%%* 0,23 0,701
i 0,020 -9,928** -1,748%+* -2,246%F*
Multi8@M._ 15,00 ss107912777  ss107913049 11,88 5,77 2,26 5,84 6,94
0,006 -2,244 -0,577 -0,278
i -0,01 0,867*%* 0,652%**
Multi8@N_88,29 ss107918394 5107918394 8,43 5,19 sur 1,62 0,66
0,025%%* 0,252 0,248
R 46,87 42,17 33,93 37,57

IMulti@G1._posicao(cM); *Marcadores adjacentes ao QTL identificado; 3Efeito aditivo medido como desvios em relagio 2 média (valores positivos indicam que a cultivar IAC-100 possui o alelo que aumenta a caracteristica); *Efeito de dominancia; Significanda

dos efeitos baseada em p-valor estimado por reamostragem baseada na estatistica score ('p<0,05; “p <0,01; *p <0; 001); *Razio entre a vatidncia do efeito do QTL sobre a varidncia fenotipica, vezes 100; sur: efeito nio relacionado a regressio (seemingly unrelated

regression).
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Tabela 22. QTLs identificados ap6s eliminagio backward dos efeitos marginais nio significativos do modelo MT-MIM para as caracteristicas do grupo Multi-§: IPDV: indice percentual de dano nas
vagens; INS: nimero de sementes; PSB: peso de sementes boas e PG: produtividade de grios. Os QTLs destacados em negrito nio foram identificados na abordagem MIM. QTLs com efeitos destacados
em cinza correspondem a QTLs novos, ainda ndo descritos na literatura.

MT-MIM: Multi-9

PG IPDV PCS PEG
QTL! Marcadores Adjacentes2 LOD Aditivo3 oVar Aditivo3 oVars Aditivo3 voVar Aditivo3 oVars
Domin.4 Domin.4 Domin.4 Domin.4
Multi9@ C1-1_22,68 107913694 107913694 9,09 1,072 1,57 0,802 6,18
wlti9@CT-1_22, ss ss | 0.505 ) sur sur 0353 A
Multi9@)C2-1_100,00 107912713 107920120 7,38 1,887 5,04 0,206 1,09
9@ C2-1_100, ss ss ) 1,014 | sur sur L0463 |
_ ok _ sofok R sopok
Multi9@D2-2_20,00 ss107912878 5107929556 10,11 2129 5,76 sur 0,795 13,20 0,947 7,99
1,099 0,112 20,049
Multi9@D2-2 184,00 $s107914356 Satt386 2,88 01,180715*** 2,52 sur sur sur
. 0,453k
Multi9@E-1_64,00 $s107919643  ss107912757 6,59 sur sur 0147 4773 sur
. 0,851** 0,353%F*
Mult9@FE-2_65,82 A51 A51 420 e 1,06 r 003 3,02 s
) ~0,014% 0,239
Multi9@F-2_42,00 ss107917362  ss107913720 4,30 sur 0,004 2,66 03345 1,21 sur
. 1,966** -0,026%+* -0,357%* -1,342%%x
Multi9@]I-1_40,00 $s107926125 T4 23,61 0,043 5,52 0,011 11,42 0167 3,00 0,507 18,05
ok _ ok _ sofok
Multi9@]_54,18 $s107927403  ss107927403 15,79 1,395 2,93 0,019 5,98 sur 0,927 9,09
0,869 0,012 0,100
_ sofok ok _ ok
Multi9@M._72,73 ss107913100  ss107913100 7,18 1,733 433 0,020 6,36 0,290 2,00 sur
0258 0,002 0,151
- okck
Multi9@N_88,29 ss107918394  ss107918394 6,07 sur 0(,)(’)2052** 5,08 E)(f(())jS 1,12 sur
R 28,73 31,50 28,28 42,40

"\Multi@GL._posicao(cM); *Marcadores adjacentes ao QTL identificado; *Efeito aditivo medido como desvios em relagio a média (valores positivosindicam que a cultivar IAC-100 possui o alelo que aumenta a caracteristica); *Efeito de dominancia; Significanda
dos efeitos baseada em p-valor estimado por reamostragem baseada na estatistica score (p<0,05; “p <0,01; *p <0; 001); *Razio entre a vatidncia do efeito do QTL sobre a varidncia fenotipica, vezes 100; sur: efeito nio relacionado a regressio (seemingly unrelated

regression).

33


mailto:Multi9@C1-1_22,68
mailto:Multi9@C2-1_100,00
mailto:Multi9@D2-2_20,00
mailto:Multi9@D2-2_184,00
mailto:Multi9@E-1_64,00
mailto:Multi9@E-2_65,82
mailto:Multi9@F-2_42,00
mailto:Multi9@I-1_40,00
mailto:Multi9@J_54,18
mailto:Multi9@M_72,73
mailto:Multi9@N_88,29

89

As caracteristicas avaliadas neste trabalho sio frequentemente utilizadas em estudos de mapeamento de
QTLs, em soja, a partir de diferentes backgrounds genéticos, utilizando-se, geralmente, a abordagem de mapeamento
CIM ou mapeamento associativo. Alguns trabalhos recentes foram publicados envolvendo o mapeamento de
caracteristicas associadas ao florescimento, a maturidade e a altura de plantas (Zhang et al. 2010; Niu et al. 2013; Zuo
et al. 2013; Takeshima et al. 2016). Caracteristicas relacionadas a produtividade de graos como numero, tamanho e
peso de sementes, nimero de vagens e peso de cem sementes também representam variaveis de grande interesse na
identificacdo de QTLs, sendo frequentemente reportados estudos de mapeamento envolvendo essas caracteristicas
(Han et al. 2012; Niu et al. 2013; Yang et al. 2013; Hu et al. 2014; Kato et al. 2014; Rodrigues et al. 2016). O Soybase
também possui um banco de QTLs, onde é possivel verificar os QTLs identificados em cada GL, por diferentes
institui¢oes de pesquisa de soja. Assim, uma busca foi realizada para verificar a presenga de QTLs afetando as variaveis
analisadas, em posicdo genomica proxima a identificada no presente trabalho. E importante ressaltar que as
informagdes depositadas no Soybase sio provenientes do mapeamento de populagdes ou RILs (Recombinant Inbred
Lines) com diferentes backgrounds genéticos. Além disso, os QTLs sio mapeados com base em mapas genéticos obtidos
a partir da genotipagem de populagdes de tamanhos distintos, utilizando -se diferentes marcadores moleculares. Outra
questao relevante é a forma de conducio dos experimentos que também é bastante distinta entre os trabalhos. Além
disso, as estratégias utilizadas para o mapeamento de QTLs foram sendo modificadas e diferem entre os estudos,
interferindo diretamente no poder dedetecgao dos QTLs, nos valores da percentagem da variagao fenotipica explicada
pelos mesmos e nas estimativas dos efeitos genéticos dos mesmos. No entanto, como ja mencionado, o objetivo
principal dessa busca constituiu-se em verificar a presenca de QTLs ja descritos para essas variaveis e nio contrastar
as estimativas obtidas. A presenca de um QTL descrito em uma mesma regido do QTL identificado neste estudo é
uma evidéncia importante e sugere que o mesmo seja considerado para confirmacio e validagio em outras populagdes
de mapeamento. Por outro lado, considerando a regiao que esta sendo feita a busca por QTLs, o fato de ndo encontrar
QTLs descritos no Soybase sugere que QTLs ainda ndo descritos na literatura podem ter sido identificados para essa
populacio em estudo. Portanto, essa comparacio com o banco de dados de QTLs do Soybase vai per mitir identificar
os QTLs que devem ser melhor investigados para confirmagdo em outras populagdes com diferentes backgronnds
genéticos e em diferentes ambientes. Atualmente, o banco de dados da soja apresenta um grande numero de QTLs
descritos para a maioria das caracteristicas analisadas no presente estudo. Inclusive, muitos dos QTLs descritos para
uma mesma caracteristica apresentam-se no mesmo GL, em uma posi¢io genética muito proxima, ou até mesmo com
sobreposi¢ao dos intervalos de confianca. Guo et al. (2006) reportaram que muitos QTLs descritos no Soybase se
encontram repetidos no banco de dados. Considerando todas as questoes abordadas acima, ndo ¢é possivel afirmar,
com certeza, o nimero exato de QTLs ja identificados para cada uma das caracteristicas.

Como os QTLs identificados sio referentes a essa populacio em estudo, é interessante verificar a presenca
de QTLs ja descritos, na mesma regiao gendmica, porém em outros backgrounds genéticos. No caso de regides em que
nao hia QTLs descritos na literatura, pode-se pensar na hipétese de que talvez os mesmos ainda nio haviam sido
identificados pelo fato dos estudos de mapeamento terem sido realizados utilizando-se somente abordagens de
mapeamento que consideram uma dnica caracteristica. Como foi constatado neste estudo, alguns QTLs s6 foram
identificados pela abordagem multivariada, o que seria uma possivel explicagido, considerando a grande quantidade de
estudos de mapeamento e de QTLs ja descritos nos 20 GLs da soja.

A analise multivariada do grupo Mu/ti-1 revelou QTLs, associados as caracteristicas NDF, NDM, APM, NS
e PG, em oito GLs da soja, C1,C2, D2, E, F, 1, ] ¢ M (Tabela 5). No GL C1, foram identificados QTLs, descritos no

Soybase, préximos aos marcadores flanqueando o QTL revelado com a abordagem multivariada, afetando as variaveis
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altura da planta, maturidade e produtividade de graos (Palomeque et al. 2009a; Kim et al. 2012). O QTL associado a
variavel PG, identificado por Palomeque et al. (2009a), estd associado a0 mesmo marcador (Satt194) identificado
flanqueando o QTL neste estudo, o que pode ser uma evidéncia de que o mesmo QTL descrito na literatura foi
identificado nesta populacio Fa23. Além disso, o autor relata que o QTL foi identificado em diferentes ambientes, o
que ¢ uma evidéncia a favor da estabilidade desse QTL. Para a variavel NS, os QTLs descritos encontram-se em
posi¢cdes muito distantes (>50 cM) dos marcadores flanqueando o QTL identificado neste estudo. E para a variavel
NDF, nenhum QTL foi descrito neste GL. Portanto, ha evidéncias de que, no presente trabalho, foram identificadas
regides genoémicas, ainda ndo descritas na literatura, afetando as variaveis NDF e NS no GL C1. No GL C2, diversos
QTLs foram descritos, proximos ao QTL identificado neste estudo, afetando as variaveis NDF, maturidade, altura de
planta, nimero de sementes e produtividade de graos (Keim et al. 1990; Mansur et al. 1996; Orf et al. 1999; Specht et
al. 2001; Tasma et al. 2001; Kabelka et al. 2004; Wang et al. 2004; Zhang et al. 2004; Funatsuki et al. 2005; Reinprecht
et al. 2006; Chen et al. 2007; Gai et al. 2007; Li et al. 2008; Du et al. 2009; Palomeque et al. 2009b; Liu et al. 2011; Rossi
et al. 2013; Sun et al. 2013). Os QTLs descritos no Soybase para todas essas caracteristicas mencionadas encontram-
se muito préximos, inclusive com sobreposicao dos intervalos de confianga. Portanto, os resultados obtidos sugerem
que as regides identificadas neste trabalho sejam melhor investigadas. No GL D2 foram identificados QTLs afetando
maturidade, produtividade de graos e altura de planta (Hwang 2010; Kazi et al. 2010; Kim et al. 2012; Qi et al. 2014a).
QTLs afetando as variaveis maturidade e altura de planta também foram descritos por Hwang (2010), utilizando a
abordagem MIM, no GL D2. Ambos foram revelados na mesma posi¢do, associados ao marcador ss107917994, na
posi¢ao 87,84 cM do mapa da soja (ConsensusMap 4.0). Ja o QTL descrito neste estudo encontra-se préximo aos
marcadores ss197914703 e ss107921284, nas posi¢coes 59,92 cM e 64,72 cM, respectivamente. Para as outras variavelis,
maturidade, altura de planta e PG, foram identificados QTLs explicando essas caracteristicas nas mesmas regioes
identificadas neste estudo no GL E (Wang et al. 2004; Zhang et al. 2004; Panthee et al. 2007; Liu et al. 2011; Wang et
al. 2011), no GL F (Specht et al. 2001; Reinprecht et al. 2006; Sun et al. 2006; Alcivar et al. 2007; Gai et al. 2007; Josie
et al. 2007; Bachlava et al. 2009; Hwang 2010) e no GL J (Tasma et al. 2001; Sun et al. 20006; Li et al. 2008; Eskandari
et al. 2013). Hwang (2010) também identificou um QTL afetando a varidvel maturidade no GL E, utilizando a
abordagem MIM, préximo ao marcador ss107928260, na posicao 71,42 cM no mapa da soja. Ja o QTL identificado
neste estudo, afetando NDM, no GL E, se encontra entre os marcadores ss107912757 e ss107913532, nas posi¢oes
54,94 cM e 57,24 cM, respectivamente. Também foram identificados QTLs para as variaveis NDF, maturidade, altura
da planta e PG no GL1I (Sebolt et al. 2000; Chapman et al. 2003; Chung et al. 2003; Nichols et al. 2006; Bachlava et al.
2009; Kuroda etal. 2013; Hu et al. 2014; Qi et al. 2014a). Os QTLs identificados no GL I, por Huet al. (2014), afetam
as variaveis NDF e NDM, e ambos estiao associados a0 marcador Satt614. Esse marcador se encontra localizado entre
os marcadores que foramassociadosao QTL identificado neste estudo, Satt194 e ss107913694, de acordo com o mapa
da soja (ConsensusMap 4.0). Portanto, hd evidéncias de que o QTL identificado no GL 1, afetando as varidveis NDM
e NDF, correspondeao mesmo QTL identificado por Hu et al. (2014) nesse mesmo GL. Nos GLs I ¢ ], nenhum QTL
foi descrito paraa variavel NS. Portanto, os resultados sugerem que duas regides ainda nio descritas na literatura foram
reveladas afetando essa variavel, nos GLs I e |, considerando a populagio em estudo. No GL M, QTLs afetando as
variaveis NDF, maturidade, altura de planta, NS e PG também foram identificados (Mansur et al. 1993; Lark et al.
1994; Lark et al. 1995; Mansur et al. 1996; Orf et al. 1999; Specht et al. 2001; Wang et al. 2004; Zhang et al. 2004;
Hwang 2010). Também foi encontrado um QTL descrito por Hwang (2010), para a varidvel maturidade no GL M, na
posicao 18,67 cM, associado ao marcador Sat_316. O autor comparou as duas abordagens, CIM e MIM, para a mesma

populac¢io estudada, e o QTL no GL M s6 foi revelado com o uso da abordagem MIM. O QTL identificado no



91

presente estudo, no mesmo GL, encontra-se na posi¢do 31,48 cM, associado ao marcador ss107912777. Em resumo,
a analise do Multi-1 permitiua identificacdo de regiGes, ainda ndo descritas na literatura, afetando a variavel NS, nos
GLs C1,1¢], e afetando a variavel NDF no GL C1.
A analise multivariada do grupo Multi-2 revelou QTLs associados as caracteristicas APF, APM e VA em seis
GLs da soja (C1, C2, D2, I, ] ¢ M) (Tabela 6). Comparando-se cada GL em que foram identificados QTLs pela
abordagem MT-MIM, foi possivel verificar que todos apresentaram QTLs descritos no banco de dados de QTLs do
Soybase para a variavel altura da planta, sendo observada uma sobreposicio de QTLs identificados em algumas
posi¢des. Foram identificados QTLs no Soybase associados a caracteristica alturade planta no GL C1 (Lee et al. 1996;
Kim et al. 2012), no GL C2 (Specht et al. 2001; Wang et al. 2004; Zhang et al. 2004; Reinprecht et al. 2006; Gai et al.
2007; Palomeque et al. 2009b; Liu et al. 2011; Rossi et al. 2013; Lee et al. 2015), no GL D2 (Kim et al. 2012), no GL I
(Sebolt et al. 2000; Chapman et al. 2003), no GL J (Sun et al. 2006) e no GL M (Specht et al. 2001; Wang et al. 2004;
Zhang et al. 2004; Pathan et al. 2013; Yao et al. 2015). Nenhum estudo de mapeamento de QTL para a variavel valor
agronomico foi encontrado na literatura. No entanto, como ja descrito neste trabalho, essa caracteristica ¢ bastante
complexa e sua avaliacdo envolve diferentes variaveis, como altura de planta, nimero de sementes, numero de vagens,
produtividade de graos, acamamento, retencio foliar e reacdo a pragas e doencas. Para comparacio com os resultados
obtidos no presente trabalho, uma busca por QTLs, associados a essas caracteristicas, foi realizada na regiao proxima
aos marcadores flanqueando os QTLs identificados. No GL C2, foram identificados QTLs afetando as caracteristicas
numero de vagens por planta, nimero de sementes, quantidade de né6dulos presentes na raize comprimento do internd
da haste (Mansur et al. 1996; Zhang et al. 2004; Sun et al. 20006; Josie et al. 2007; Palomeque et al. 2009b; Hwang 2010;
Liu et al. 2011). Ja em relagdo a resisténcia a insetos, foram identificados QTLs conferindo resisténcia das plantas aos
afideos e a lagarta Helicoverpa gea (Rector et al. 1999; Terry et al. 2000; Zbang et al. 2013). No GL 1, foram identificados
QTLs associados ao numero de vagens por planta, altura da planta, quantidade de nédulos presentes na raiz e
comprimento do interné da haste (Sebolt et al. 2000; Chapman et al. 2003; Josie et al. 2007; Santos et al. 2013; Yao et
al. 2015). Também foram identificados QTLs associados a resisténcia da soja ao nematoide de cisto H. glyeines (Qiu et
al. 1999; Winter et al. 2007), a Phytophthora sojae (LTucker et al. 2010; Pathan et al. 2013), a S clerotinia sclerotiornm (Arabana et
al. 2001; Huynb et al. 2010) e a podridao vermelha da raiz (Fusarium solani) (Igbal et al. 2001; Swaminathan et al. 2016).
No GLJ, foram identificados QTLs, descritos no Soybase, associados ao nimero de vagens por planta, alturada planta
e deiscéncia da vagem (Funatsuki et al. 2006; Sun et al. 2006; Kang et al. 2009; Yamada et al. 2009; Zhang et al. 2010).
Os QTLs descritos nessa regido associados as pragas e doencas afetam a resisténcia da soja ao nematoide de cisto
Heterodera glycines (Glover et al. 2004; Guo et al. 2006; Chang et al. 2011; Ferreira et al. 2011; Jiao et al. 2015), a
Phytophthora sgjae, (Weng et al. 2007; Tucker et al. 2010), ao virus do mosaico comum (VMCS) (Yan et al. 2015) ¢ a
podridao parda-da-haste (Phialophora gregata) (Lewers et al. 1999; Patzoldt et al. 2005a; Patzoldt et al. 2005b). Em
resumo, a analise do Mu/si-2, permitiu a identificacdo de regides gendmicas, ainda nio descritas na literatura, afetando
a variavel VA, nos GLs C2,1 e J. A identificacdo de QTLs afetando outras variaveis que interferem diretamente na
variavel VA é uma evidéncia de que essa regido pode apresentar um QTL para a varidvel valor agronémico, como
identificado neste estudo.
A analise multivariada do grupo Mw/#i-3 identificou sete regides genoémicas associadas as caracteristicas
NDM e PSB, distribuidas em seis GLs da soja: A1, C1 (2 regides), C2,D2, F e M (Tabela 7). Para a variavel NDM,
foram identificados QTLs, associados a essa caracteristica, descritos no banco de dados do Soybase, em todos os GLs
citados acima, exceto para o GL F. Portanto, os resultados sugerem que o QTL identificado no presente estudo,

afetando a varidvel NDM, no GL F, corresponde a um QTL ainda ndo descrito na literatura. Foram identificados



92

QTLs associados a maturidade no banco de dados do Soybase, no GL C2 (Wang et al. 2004; Rossi et al. 2013; Sun et
al. 2013; Yao et al. 2015), um QTL no GL D2 (Kim et al. 2012), e QTLs no GL M (Specht et al. 2001; Wang et al.
2004; Zhang et al. 2004). No GL F, apesar de ja terem sido identificadas regides associadas a variavel NDM, os QTLs
descritos encontram-se a uma distancia superior a 60 cM do marcador identificado flanqueando o marcador associado
a0 QTL deste estudo. Dessa forma, o QTL identificado no presente trabalho corresponde a um QTL que ainda ndo
havia sido descrito na literatura. No GL C1, o presente estudo identificou QTLs afetando a varidvel NDM nos dois
subgrupos do mapa de ligagao obtido para a populagdo em estudo, denominados C1-1 e C1-2. Comparando-se a
posi¢ao dos marcadores flanqueando essas duas regides identificadas neste trabalho, com suas respectivas posi¢oes no
mapa genético da soja (ConsensusMap 4.0), foi possivel verificar uma distancia aproximada de 35 cM entre os QTLs
identificados. Dessa forma, as duas regides identificadas pela abordagem MT-MIM no presente estudo foram
consideradas distintas. Para ambas as regioes ha um QTL descrito no banco de dados de QTLs do Soybase, associado
a variavel NDM, tanto para a regido identificada no subgrupo C1-1 deste estudo (Keim et al. 1990; Orf et al. 1999;
Kim et al. 2012), quanto para a regido revelada no subgrupo C1-2 (Orfetal. 1999; Zhang et al. 2004; Rossi et al. 2013;
Sun et al. 2013). Nio foi identificado no banco de dados de QTLs do Soybase nenhum QTL descrito para a variavel
peso de sementes boas (PSB). Portanto, pode-se sugetir que os QTLs identificados no presente estudo para PSB
correspondem aos primeiros QTLs relatados na literatura para essa variavel. Apenas para comparac¢io com o banco
de dados de QTLs do Soybase foi feita uma busca por QTLs associados a produtividade de grios, que corresponde a
variavel que mais se aproxima da variavel PSB no banco de dados do Soybase. Além disso, a correlagio entre essas
duas variaveis é positiva e foi o maior valor observado no presente estudo (r=0,96***) (Figura 2). Os QTLs ja descritos
na literatura associados a produtividade de griaos foram identificados no GL C1 para a regiao identificada no subgrupo
C1-1 deste trabalho (Palomeque et al. 2009a; Kim et al. 2012), e também para a regido identificada no subgrupo C1-2
(Yuan et al. 2002; Palomeque et al. 2009a; Rossi et al. 2013), no GL C2 (Zhang et al. 2004; Reinprecht et al. 2006; Gai
et al. 2007; Du et al. 2009; Palomeque et al. 2009a; Rossi et al. 2013; Yao et al. 2015), no GL. D2 (Kazi et al. 2010; Qi
et al. 2014a), no GL F (Reyna and Sneller 2001; Rossi etal. 2013) e no GL M (Wang et al. 2004; Zhang et al. 2004; Du
et al. 2009; Wang et al. 2014). Dessa forma, a analise do Mu/ti-3 permitiu a identificagdo de novas regides ainda nio
descritas na literatura, afetando a variavel PSB nos GLs C1 (2), C2, D2, F ¢ M, e uma regido afetando a vatiavel NDM
no GL F.

A analise multivariada do grupo Multi4identificoutrés regides gendmicas associadas as caracteristicas APM
e NVP, distribuidas em trés GLs da soja: C2, I e J (Tabela 8). Para todos os GLs nos quais foram revelados QTLs
associados a essas duas variaveis, no presente estudo, foram identificados QTLs ja descritos no Soybase. No GL C2
os QTLs ja descritos no Soybase encontram-se associadosa alturade planta (Orfetal. 1999; Specht et al. 2001; Kabelka
et al. 2004; Wang et al. 2004; Zhang et al. 2004; Reinprecht et al. 2006; Gai et al. 2007; Palomeque et al. 2009b; Liu et
al. 2011; Rossi et al. 2013; Lee et al. 2015) e NVP (Sun et al. 2006; Palomeque et al. 2009b; Liu et al. 2011). No GL 1,
os QTLs encontrados afetam a variavel altura de planta (Sebolt et al. 2000; Chapman et al. 2003) e para NVP somente
um QTL foi encontrado descrito no Soybase na mesma regifo identificada no presente estudo (Li et al. 2010). Da
mesma forma, no GL ] foram encontrados QTLs ja descritos para altura de planta (Funatsuki et al. 2006; Sun et al.
2006) e para NVP somente um QTL foiidentificado (Zhang et al. 2010). Assim, na analise do Mu/ti-4, todas as regiGes
identificadas neste estudo apresentam QQTLs ja descritos no Soybase, afetando as variaveis desse grupo.

A analise multivariada do grupo Mu/#i-5 identificou seis regides gendmicas associadas as caracteristicas PEG,
PCS ¢ PSM, distribuidas por cinco GLs da soja: C1, E (2 QTLs), J, D2 ¢ I (Tabela9). Paraa variavel PEG, nenhum

QTL foi encontrado descrito no Soybase, considerando os GLs em que foram identificados QTLs neste estudo. Nao
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foi identificado, no banco de dados de QTLs do Soybase, nenhum QTL descrito para a variavel peso de sementes
manchadas (PSM). Da mesma forma, nenhum outro estudo foi encontrado na literatura identificando QTLs para essa
variavel. Portanto, pode-se sugerir que os dois QTLs identificados no presente estudo para PSM correspondem aos
primeiros QTLs relatados na literatura para essa variavel. Para a varidvel PCS, foram identificados QTLs descritos no
GL E, para as duas regides identificadas no presente trabalho (GL E-1 ¢ GL E-2), afetando essa variavel (Lee et al.
2001; Liu et al. 2011). Para os demais GLs, também foram encontrados QTLs associados a PCS, no GL D2 (Teng et
al. 2009; Han et al. 2012; Kuroda et al. 2013; Kato et al. 2014) e no GL I (Sebolt et al. 2000; Csanadi et al. 2001;
Reinprecht et al. 2006; Liu et al. 2011; Han et al. 2012; Kato et al. 2014). O QTL identificado por Kato et al. (2014),
afetando a variavel PCS, no GL D2, foi revelado em duas populagoes de RILs, com backgronnds genéticos distintos.
Além disso, o0 QTL se mostrou consistente em trés ambientes diferentes, o que demonstra a estabilidade do mesmo.
De acordo com o mapa da soja (ConsensusMap 4.0), o marcador Satt372, que se encontra ligado ao QTL identificado
por Kato et al. (2014), encontra-se a 6 cM de distancia do marcador SNP ss107912878, o marcador ligado ao QTL
identificado neste estudo. Os resultados sugerem que talvez haja sobreposicio no intervalo de confianca dos mesmos.
Esse QTL do GL D2 foi o que apresentou o maior valor de R? paraa varidvel PCS, na populagio F23 deste estudo,
sendo responsavel por 13,20% da variagdo fenotipica obsetvada. Dentre os QTLs identificados por Kato etal. (2014),
pata essa varidvel, o0 QTL do GL D2 também foi o que apresentou os maiores valores de R?, explicando entre 9,4 a
20,9% da variancia fenotipica observada para a caracteristica, dependendo da populagio e do local de avaliagio.
Considerando as evidéncias apresentadas acima, o QTL identificado no GL. D2, neste trabalho, deve ser considerado
em futuras investigagoes, como um importante QTL afetando a variavel PCS. Em resumo, a analise do Mu/#-5 permitiu
a identificagdo de novas regies ainda nio descritas na literatura, afetando as variaveis PEG nos GLs C1, D2, E, I e ]
e paraa variavel PSM nos GLs D2 e L

A analise multivariada do grupo Mu/ti-6 permitiua identificacio de 10 regides gendmicas, com efeito em
pelo menos uma das caracteristicas avaliadas NVP, NS, PG e VA, distribuidas por oito GLs da soja: C1, C2, D2 (3
QTLs), E, I, ], K e M) (Tabela 10). Para a variavel NS, nenhum QTL foi encontrado descrito no banco de dados de
QTLs do Soybase nos GLs C1, D2 (considerando os dois QTLs identificados), L e J. Portanto, a populacio em estudo
permitiu a identificacio de seis QTLs, afetando a variavel NS, que ndo haviam sido descritos na literatura. Para os GLs
C2 e M, foi identificada uma regido em cada GL, afetando a variavel NS (Mansur et al. 1996). Para a variavel NVP,
somente parao GL M nio foi encontrado nenhum QTL descrito no Soybase, na regido préxima ao marcador SNP
(ss107913100) flanqueando o QTL identificado neste trabalho. Foram encontrados QTLs, descritos no Soybase,
associados as variaveis NVP e PG no GL C1 (Palomeque et al. 2009a; Kim et al. 2012), no GL C2 (Zhang etal. 2004;
Reinprecht et al. 2006; Sun et al. 2006; Gai et al. 2007; Du et al. 2009; Palomeque et al. 2009a; Liu et al. 2011; Rossi et
al. 2013; Yao et al. 2015), no GL. D2 (Kabelka et al. 2004; Kazi et al. 2010; Hu et al. 2013; Kuroda et al. 2013), no GL.
I (Sebolt et al. 2000; Chung et al. 2003; Nichols et al. 2006; Reinprecht et al. 2006; Wang et al. 2014) e no GL J (Zhang
et al. 2010; Eskandari et al. 2013; Wang et al. 2014; Fox et al. 2015). Para PG, também foram identificados QTLs
descritos no GL E (Wang et al. 2004; Reinprecht et al. 2006; Zhang et al. 2010; Rossi et al. 2013; Wang et al. 2014), no
GL K (Yuan et al. 2002; Kabelka et al. 2004; Wang et al. 2004; Vieira et al. 2006; Eskandari et al. 2013; Rossi et al.
2013) e no GL M (Wang et al. 2004; Zhang et al. 2004; Du et al. 2009; Wang et al. 2014). Essa regiao identificada no
GL M encontra-se localizada a aproximadamente 7 <M do principal gene que confere resisténcia a insetos cole6pteros
e lepidopteros (Rector et al. 1998; Rector et al. 1999; Rector et al. 2000), sugerindo ser uma importante regiio
responsavel pela resisténcia a insetos. O marcador Satt389, associado ao QTL identificado por Huetal. (2014), no GL

D2, afetando a variavel NVP, encontra-se a menos de 5 cM de distancia do marcador associado ao QTL identificado
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neste estudo, ss107921284. Os resultados sugerem que o mesmo QTL identificado por Hu et al. (2014), paraa variavel
NVP, tenha sido revelado nesta populacio emestudo. A populagiao em estudo permitiua identificagdao de quatro novos
QTLs para a variavel VA. Para comparacido com os resultados obtidos no presente trabalho, uma busca por QTLs
afetando caracteristicas que podem estar associadas a variavel valor agrondmico foi realizada na regido préxima aos
marcadores flanqueando os QTLs identificados. No GL C2, foram identificados QTLs, na mesma regido identificada
neste estudo, afetando altura da planta (Orfetal. 1999; Specht et al. 2001; Kabelka et al. 2004; Wang et al. 2004; Zhang
et al. 2004; Reinprecht et al. 2006; Gai et al. 2007; Palomeque et al. 2009a; Liu et al. 2011; Rossiet al. 2013; Lee et al.
2015), acamamento (Mansur et al. 1993; Mansur et al. 1996; Specht et al. 2001; Zhang et al. 2004; Rossi et al. 2013),
numero de nédulos na raiz (Wu et al. 2004; Gai et al. 2007), comprimento do interné da haste (Alcivar et al. 2007)e
QTLs conferindo resisténcia das plantas aos afideos e a lagarta H. ez (Rector et al. 1999; Terry et al. 2000; Zhang et
al. 2013). No GL I, foram encontrados QTLs descritos afetando altura da planta(Sebolt et al. 2000; Chapman et al.
2003), numero e massa de nddulos na raiz (Santos et al. 2013; Yao et al. 2015) e comprimento do interno na haste
(Josie etal. 2007). Ja em relagdo a resisténcia a insetos, foram identificados QTLs conferindo resisténcia das plantas ao
nematoide de cisto H. ghycines (Qiu et al. 1999; Winter et al. 2007), a Phytophthora sojae, (Lee et al. 2013), a Sclerotinia
sclerotiornm (Arabhana et al. 2001; Huynb et al. 2010) e a podriddao vermelha da raiz (Fusarium solani) (Igbal et al. 2001;
Swaminathan et al. 2016). No GL J, foram identificados QTLs, descritos no Soybase, associados ao numero de vagens
por planta, altura da planta e deiscéncia da vagem (Funatsuki et al. 2006; Sun et al. 2006; Kang et al. 2009; Yamada et
al. 2009; Zhang et al. 2010). Os QTLs descritos nessa regido associados a pragas e doengas afetam a resisténcia da soja
ao nematoide de cisto H. glhycines (Glover et al. 2004; Guo et al. 2006; Chang et al. 2011; Ferreira etal. 2011; Jiao et al.
2015), a Phytophthora sgjae, (Weng et al. 2007; Tucker et al. 2010), ao virus do mosaico comum (VMCS) (Yanetal. 2015)
e a podridao parda-da-haste (Phialophora gregata) (Lewers et al. 1999; Patzoldt et al. 2005a; Patzoldt et al. 2005b). No
GL M, foram identificados QTLs, descritos no Soybase, associados a altura da planta (Wang et al. 2004; Pathan et al.
2013; Yao et al. 2015). Os QTLs descritos nessa regido, associados a pragas e doencas, afetam a resisténcia da soja a
afideos (Zhang et al. 2009),a Phytophthora sojae (Leeet al. 2013),alagarta H. zea (Narvelet al. 2001) e a S clerotinia sclerotiormm
(Kim and Diers 2000). Resumindo, a analise do Multi-6, permitiu a identificacio de novas regides ainda nao descritas na
literatura, afetando a varidvel NS nos GLs C1, D2 (2 QTLs), I e J, um QTL afetando a variavel NVP no GL M e quatro
QTLs afetando a variavel VA nos GLs C2, 1, J e M.

A analise multivariada do grupo Mu/ti-7 permitiu a identificagio de oito regides gendmicas, com efeito em
pelo menos uma das caracteristicas avaliadas NVP, PSB e PSM, distribuidas por sete GLsda soja: C2,D2, E (2 regides),
F,I, M e N) (Tabela 11). Para a variavel NVP, nenhum QTL foi encontrado, descrito no banco de dados de QTLs do
Soybase, nos GLs E, F, M e N. Portanto, a populacio em estudo permitiu a identificacio de quatro novas regides
gendmicas, afetando NVP, que nio haviam sido descritas para essa variavel. Para as outras regides identificadas nesta
analise, foram encontrados QTLs descritos no Soybase, afetando a variavel NVP, no GL C2 (Sun et al. 20006;
Palomeque et al. 2009b; Liu et al. 2011), no GL D2 (Li et al. 2010a) e no GL I (Li et al. 2010a). Como ja mencionado
anteriormente, ndo foi identificado no banco de dados de QTLs do Soybase nenhum QTL descrito patra as variaveis
PSM e PSB. Portanto, pode-se sugerit que os QTLs identificados no presente estudo, afetando as vatiaveis PSM e
PSB, correspondem aos primeiros QTLs relatados na literatura. Para comparagdo com o banco de dados de QTLs do
Soybase, foi feita uma busca por QTLs associados a produtividade de graos, que corresponde a variavel que mais se
aproximada variavel PSBno banco de dadosdo Soybase. Os QTLs ja descritos na literatura associados a produtividade
de grios, foram identificados no GL C2 (Zhang et al. 2004; Reinprecht et al. 2006; Gai et al. 2007; Du et al. 2009;
Palomeque et al. 2009a; Rossi et al. 2013; Yao et al. 2015), no GL. D2 (Kazi et al. 2010; Qi et al. 2014a), no GL E
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(Wang et al. 2004; Reinprecht et al. 2006; Rossi et al. 2013; Wang et al. 2014), no GL F (Specht et al. 2001), no GL. 1
(Sebolt et al. 2000; Nichols et al. 2006; Reinprecht et al. 2006; Wang et al. 2014), GL ] (Eskandari et al. 2013; Wang et
al. 2014; Fox et al. 2015), no GL M (Wang et al. 2004; Zhang et al. 2004; Du et al. 2009; Wang et al. 2014) e no GL N
(Kabelka et al. 2004). Em resumo, a analise do Mu/ti-7 permitiu a identificagio de QTLs, ainda ndo descritos na
literatura, afetando a variavel PSM nos GLs D2, 1 e M, a variavel PSBnos GLs C2, D2, E (2), F, I, M e N, ¢ a variavel
NVPnos GLs E,F,M e N.

A analise multivariada do grupo Mu/#-8 permitiu a identificagdo de nove regides genémicas, com efeito em
pelo menos uma das caracteristicas avaliadas IPDV, NS, PSB e PG, distribuidas por oito GLs da soja: B1, C2, D2 (2
regides), E, I, J, M e N (Tabela 12). Nio foi identificado no banco de dados de QTLs do Soybase nenhum QTL
descrito para a variavel indice percentual de dano nas vagens (IPDV). Da mesma forma, nenhum outro estudo foi
encontrado na literatura descrevendo QTLs para essa variavel. Da mesma forma, nenhum QTL para a varidavel PSB
foi encontrado no Soybase e na literatura. Portanto, pode-se sugerir que os QTLs identificados no presente estudo,
paraas variaveis IPDV e PSB, correspondem aos primeiros QTLs relatados na literatura. Para a variavel NS, nenhum
QTL foi encontrado descrito no banco de dados de QTLs do Soybase nos GLs D2, I, ] ¢ M. Portanto, a populagio
em estudo permitiu a identificacdo de quato QTLs, afetando a varidvel NS, que niao haviam sido descritos
anteriormente. No GL Bl1, foi identificado um QTL descrito para PG (Du et al 2009) e dois QTLs associados ao NS
(Lian et al 2010). No GL C2, foram encontrados QTLs descritos para PG (Zhang et al. 2004; Reinprecht et al. 2006;
Gai et al. 2007; Du et al. 2009; Palomeque et al. 2009a; Rossi et al. 2013; Yao et al. 2015) e um QTL associado ao NS
(Mansur et al. 1996). Foram encontrados QTLs descritos associados a variavel PG no GL D2 (Kabelka et al. 2004;
Kazi et al. 2010; Wang et al. 2014), no GL E (Wang et al. 2004; Reinprecht et al. 2006; Rossi et al. 2013; Wang et al.
2014), no GLI (Sebolt et al. 2000; Chung et al. 2003; Nichols et al. 2006; Reinprecht et al. 2006; Wang et al. 2014), no
GL]J (Liet al. 2008; Eskandari et al. 2013; Wang et al. 2014; Fox et al. 2015), no GL M (Wang et al. 2004; Zhang et al.
2004) e no GL N (Kabelka et al. 2004). Para comparac¢io com o banco de dados de QTLs do Soybase, foi feita uma
busca por QTLs associados a produtividade de grios, que corresponde a variavel que mais se aproxima da variavel
PSB no banco de dados do Soybase. Os QTLs ja descritos na literatura, associados a produtividade de grios, foram
identificados no GL B1 (Du et al. 2009), GL. C2 (Zhang et al. 2004; Reinprecht et al. 2006; Gai et al. 2007; Du et al.
2009; Palomeque et al. 2009a; Rossi et al. 2013; Yao et al. 2015), GL D2 (Kaziet al. 2010; Qi et al. 2014a), GL E (Wang
et al. 2004; Reinprecht et al. 2006; Rossi et al. 2013; Wang et al. 2014), GL I (Sebolt et al. 2000; Nichols et al. 20006;
Reinprecht et al. 2006; Wang et al. 2014), GL J (Eskandari et al. 2013; Wang et al. 2014; Fox etal. 2015), GL M (Wang
et al. 2004; Zhang et al. 2004; Du et al. 2009; Wang et al. 2014) e GL N (Kabelka et al. 2004). Resumindo, a analise do
Multi-8 permitiu a identificacdo de QTLs, ainda nio descritos na literatura, afetando a variavel PSB e IPDV nos GLs
B1,C2,E, I, J, M e N, um QTL para PSBno GL D2, e quatro QTLs para a variavel NS nos GLs D2, I, J e M.

A anilise multivariada do grupo Mu/ti-9 permitiua identificacio de 11 regides gendmicas, com efeito em
pelo menos uma das caracteristicas avaliadas PEG, IPDV, PG e PCS, distribuidas por nove GLs da soja: C1, C2,D2
(2 regides), E (2 regides), F, L, ], M e N (Tabela 13). Paraa variavel PEG, nenhum QTL foi encontrado descrito no
banco de dados de QTLs do Soybase nos GLs C1,D2, 1 e J. Portanto, a populagio em estudo permitiu a identificacio
de quatro QTLs, que ainda nio haviam sido descritos para a variavel PEG, nos GLs C1,D2,1 ¢ . Considerando ainda
a variavel PEG, um QTL foi encontrado descrito no Soybase no GL C2 (Mansur et al. 1993). Para IPDV, nenhum
QTL foi encontrado descrito no Soybase. Portanto, essa populacio em estudo permitiu revelar cinco QTLs afetando
a variavel IPDV. Para a variavel PG, foram encontrados QTLs, descritos no Soybase, no GL. C1 (Palomeque et al.

2009a; Kim et al. 2012), no GL C2 (Reinprecht et al. 2006; Gai et al. 2007; Du et al. 2009; Palomeque et al. 20092
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Rossi et al. 2013; Yao et al. 2015), no GL D2 para as duas regiGes identificadas neste trabalho (Kabelka et al. 2004;
Kazi et al. 2010; Wang et al. 2014), no GL E (Wang et al. 2004; Reinprecht et al. 2006; Rossi et al. 2013; Wang et al.
2014), no GL1 (Sebolt et al. 2000; Chung et al. 2003; Nichols et al. 2006; Reinprecht et al. 2006; Wang et al. 2014), no
GL ] (Eskandari et al. 2013; Wang et al. 2014; Fox et al. 2015) e no GL M (Wang et al. 2004; Zhang et al. 2004; Du et
al. 2009; Wang et al. 2014). Para PCS, foram identificados QTLs ja descritos no GL D2 (Teng et al. 2009; Han et al.
2012; Kuroda et al. 2013; Kato et al. 2014), no GL E (Liu et al. 2011), no GL F (Lee et al. 2001; Hyten et al. 2004;
Teng et al. 2009; Eskandari et al. 2013; Rossi et al. 2013; Yan et al. 2015), no GL I (Seboltet al. 2000; Csanadi et al.
2001; Nichols et al. 2006; Reinprecht et al. 2000; Liu et al. 2011; Kato et al. 2014), no GL M (Orf et al. 1999; Han et
al. 2012) e no GL N (Chen etal. 2007; Kim etal. 2010). A regido identificada no GL. M, com QTLs significativos para
IPDV, PG e PCS, se encontra localizada a aproximadamente 7 cM do principal gene que confere resisténcia a insetos
coleopteros e lepiddpteros (Rector et al. 1998; Rector et al. 1999; Rector et al. 2000), sugerindo ser uma importante
regido responsavel pela resisténcia a insetos. No GL E, foram identificadas duas posi¢Ges genémicas, neste trabalho,
afetando as variaveis PG e PCS no grupo Mu/ti-9, sendo uma em cada subgrupo obtido no mapa da populagio em
estudo (GL E-1 e GL E-2). O marcador flanqueando o QTL identificado no GL E-2 é um marcador AFLP, e nio
possui sua posicao definida no mapa da soja (ConsensusMap 4.0), como os marcadores SNP e SSR. Portanto, nio foi
possivel definir a sua posigdo correspondente no mapada soja pararealizara busca por QTLs ja descritos. No entanto,
os dois marcadores SNP mais proximos (ss107913504 e ss107924165), com distancia de aproximadamente 3 cM do
marcador AFLP, de acordo com o mapa obtido paraa popula¢ido em estudo, foram utilizados para definir a regido de
busca por QTLs no Soybase. Foi possivel verificar que o marcador ss107924165, utilizado para definir a regido de
busca por QTLs, encontra-se a menos de 0,2 cM do marcador flanqueando o QTL identificado por Kato etal. (2014),
afetando a variavel PCS, no GL E. Esse QTL foi revelado em duas populagées de RILs, com backgrounds distintos, em
dois locais de avalia¢do, explicando entre 4,8 a 13,2 % da variancia fenotipica observada, dependendo da populagio
em estudo e dolocaldeavaliacdo. Os resultados obtidos no presente estudo sao consistentes com os resultados obtidos
por Kato et al. (2014), sendo que o QTL identificado nesse GL E, para a populacio F23 em estudo, foi responsavel
por 5,34% da variancia fenotipica observada. Hu et al. (2014), utilizando mapeamento associativo, também identificou
um QTL associado a variavel PCS, nessa mesma regiao genémica do GL E. O marcador identificado associado a
variavel PCS encontra-se a aproximadamente 1,5 cM do marcador s107924165, que esta localizado préximo ao
marcador AFLP associado ao QTL identificado neste estudo. Os resultados sugerem que o QTL identificado neste
estudo corresponde ao mesmo QTL identificado por Huetal. (2014) e Kato etal. (2014). O QTL identificado no GL.
N, afetando a variavel PCS, encontra-se proximo ao QTL identificado neste mesmo GL por Hu et al. (2014). Os
matcadores flanqueando o QTL identificado neste trabalho se encontram nas posi¢oes 49,69 cM (ss107913993) e 60,67
cM (55107918394) do mapa da soja (ConsensusMap 4.0). O marcador Satt521, associado a0 QTL identificado por Hu
et al. (2014), encontra-se dentro desse intervalo, na posicao 52,41 cM do ConsensusMap 4.0. Os resultados sugerem
que o QTL identificado para PCS, no GL N, corresponde ao mesmo QTL descrito por Hu et al. (2014). Resumindo,
a analise do Mu/ti-9 permitiu a identificagdo de QTLs ainda ndo descritos na literatura, afetando a variavel PEG nos
GLs C1,D2,1 ¢ ], e afetando a variavel IPDV nos GLs F, L, J, M e N.

Cinco regides gendmicasidentificadas neste estudo apresentaram marcadores dominantes, AFLP ou TRAP,
flanqueando o QTL identificado no presente estudo. No entanto, nas regides genomicas dos subgrupos K-1 (posi¢io
27 cM), I-1 (posi¢io 40 e 70 ctM) e GL M (posicio 73 ¢cM), um dos marcadores flanqueadores corresponde a um
matcador SNP ou SSR, que possuem posi¢iao conhecidano mapada soja (ConsensusMap 4.0). Ja no casodo subgrupo

E-2 (posi¢io 65,82 cM), o QTL identificado foi associado somente a um marcador dominante AFLP (A51). Tal fato
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demonstra a vantagem do uso de marcadores ja descritos no mapa da soja, facilitando a comparagdo com o banco de
dados da soja. Além disso, os marcadores dominantes sdo menos informativos em relagio aos marcadores co-
dominantes, na construgdo de mapas genéticos, ndo permitindo distinguir o genétipo heterozigoto do homozigoto
dominante.

A busca por QTLs no banco de dados do Soybase evidenciou que muitos dos QTLs identificados neste
estudo se encontram em regides gendomicas onde ha a presenga de QTLs ja descritos para as caracteristicas analisadas.
Tal resultado possui uma grande relevancia, sugerindo que, possivelmente, QTLs ja descritos também tenham sido
revelados nessa populagdo de mapeamento em estudo. Muitas regides reveladas apresentaram até o mesmo marcador
descrito como ligado ao QTL, o que aumenta essa evidéncia. No entanto, para nove variaveis analisadas nao foram
identificados QTLs descritos para determinadas regides identificadas neste estudo. Essa constatagdo é uma evidéncia
importante que alguns dos QTLs identificados neste estudo consistem em regides ainda ndo descritas na literatura,
sendo fundamentais para auxiliar no entendimento da arquitetura genética dessas caracteristicas. Como a maioria das
regides identificadas pela abordagem MT-MIM, para os nove grupos analisados, concentra-se em algumas posi¢oes
genOmicas, foi feita uma comparagdo no caso das variaveis presentes em mais de um grupo, para definir o nimero de
QTLs revelados nessa populagio que aindanio foram descritos na literatura. No total, a populagio em estudo permitiu
revelar 51 QTLs que ainda niao foram descritos na literatura, sendo que 30 deles s6 foram revelados utilizando-se a
abordagem multivariada. Esse resultado demonstra a relevancia do uso da abordagem multivariada na identificagio de
QTLs no caso de variaveis correlacionadas, permitindo a identificagio de novos QTLs que irdo auxiliar na elucidagio
da base genética das mesmas. Como nao foram encontrados QTLs, descritos no Soybase, para as variaveis VA, IPDV,
PSM e PSB, todas as regides identificadas neste estudo, pela abordagem multivariada, foram consideradas como QTLs
ainda ndo descritos na literatura. Dessa forma, foram identificados, nessa populagdo em estudo, 16 QTLs ainda ndo
descritos na literatura, para a variavel PSB, localizados nos GLs B1, C1 (2 QTLs), C2, D2 (2 QTLs), E (2 QTLs), F (2
QTLs), I (2 QTLs), J, M e N (2 QTLs). Do total de 16 QTLs revelados para PSB, 13 QTLs nio haviam sido
identificados na andlise de fen6tipos individuais, sendo revelados somente pela abordagem MT-MIM (GLs B1, C1 (1),
D2 (2),E (2),F (2),1(2),] e N (2)). Esse resultado demonstra a relevancia da utilizacio da abordagem multivariadana
identificacio de QTLs para a varidvel PSB. Essa popula¢io em estudo permitiu identificar nove QTLs ainda nio
descritos na literatura, afetando a variavel IPDV, localizados nos GLs B1, C2, E, F, I, ], M (2 QTLs) e N. Deste total
de nove QTLs revelados para IPDV, cinco deles s6 foram revelados utilizando a abordagem MT-MIM (GLs C2, E, I,
M (1) e N. Para a variavel VA, foram identificados, neste trabalho, quatro QTLs ainda ndo descritos na literatura,
localizados nos GLs C2, 1, ] e M, sendo que o QTL do GL M s6 foi revelado utilizando a abordagem MT-MIM. Neste
estudo, quatro QTLs, ainda ndao descritos na literatura, foram revelados afetando a variavel PSM, localizados nos GLs
D2, 1 (2 QTLs) e M, sendo que nenhum desses QTLs havia sido revelado pela abordagem MIM. Para as demais
caracteristicas que apresentam QTLs descritos no Soybase, foram revelados, neste estudo, seis novos QTLs, paraa
variavel NS, localizados nos GLs C1, D2 (2 QTLs), L, ] ¢ M, sendo que os dois QTLs identificados no GL D2 s6
foram revelados com o uso da abordagem MT-MIM. Para a variavel PEG foram revelados cinco QTLs, ainda nio
descritos na literatura, afetando essa caractetistica, localizados nos GLs C1, D2, E, I e J. Esses QTLs afetando PEG
foram revelados em ambas abordagens, tanto na MIM quanto na MT-MIM. Os cinco novos QTLs identificados para
a variavel NVP localizam-se nos GLs E, F, M (2 QTLs) e N, sendo que todos eles s6 foram revelados pela abordagem
MT-MIM. Um novo QTL foi revelado, nessa populacdo em estudo, para a variavel NDF, no GL C1, e NDM, no GL
F, sendo que ambos foram identificados pelas duas abordagens, tanto MIM quanto MT-MIM.
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A maioria dos 51 novos QTLs identificados neste estudo explica até 10% da variagdo do fendtipo da
caracteristica, para essa populagiao em estudo. No entanto, alguns QTLs de maior magnitude também foramrevelados,
como ¢é o caso dos QTLs Multi2@C2-1_99,00 e Multi2@I-1_38,00, que explicam 13,10% e 14,73%, respectivamente,
da variagio fenotipica da varidavel VA (Tabela 15). Ja o QTL Multi5@I-1_40,00 foi responsével por 15,97% da vatiagio
fenotipica da varidvel PEG (Tabela 18) e o QTL Multi6@I-1_40,00 explicou 18,64% da varidvel NS (Tabela 19). Para
a varidvel IPDV, foi revelado o QTL Multi8@I-1_40,00 explicando 11,98% da varia¢io fenotipica dessa varidvel
(Tabela 21). Como ja abordado, a identificagdo de QTLs de maior magnitude afetando as caracteristicas estudadas sio
relevantes para o melhoramento da soja, pois devido ao carater quantitativo das mesmas, a maioria dos QTLs que
controlam essas caracteristicas apresenta pequeno efeito na manifestag¢do fenotipica. Portanto, os QTLs de maior
magnitude identificados podem ser tuteis na selecio de individuos superiores, contribuindo para um maior ganho de
selecdo.

No geral, o perfil de LOD do modelo MT-MIM foi consistentemente superior, no sentido de apresentar
maiores valores, em relagdo aos modelos MIM individuais para as varidveis analisadas em cada grupo. No entanto,
algumas exce¢oes foram verificadas, sendo que, em alguns GLs, a presenga de QTLs somente foi revelada com a
abordagem MIM. No total, 15 QTLs foram revelados somente coma abordagem MIM, sendo um QTL para cadauma
das varidveis APM (APM@C1-1_22,68 - Figura 9), NDM (NDM@]I-1_67,00 - Figura 8), PEG (PEG@.47_41,00 -
Figura 10 e Figura 14), PSB (PSB@C7-1_28,00 - Figura 12 e Figura 13) e IPDV (IPDV@B17-2_28,00 - Figura 14); dois
QTLs para cada uma das vatidveis APF (APF@N_5,00 ¢ APF@E-1_70,21 - Figura 7), NS (NS@C7-1_31,00 ¢
NS@L_132,00 - Figura 13) e PG (PG@C1-1_27,00 - Figura 13 ¢ PG@L._720,00 - Figura 13 e Figura 14), ¢ quatro
QTLs revelados para PCS (PCS@.A1_24,00 ¢ PCS@I-2_14,00 - Figura 10 e Figura 14, PCS@E-2_65,82 ¢
PCS@M_107,00 - Figura 10). De acordo com uma simulacio realizada por Silva et al. (2012b), os modelos MT-MIM
podemapresentar menor poder de detec¢io em regides com efeito restrito a apenas um subconjunto das caracterfsticas
avaliadas. Essa pode ser a razdo dos QTLs mencionados acima nio terem sido detectados pelo modelo MT-MIM,
sendo considerados especificos para o fen6tipo da variavel para a qual o QTL foi identificado. Os QTLs revelados
somente pela abordagem MIM explicaram de 3,05% (PCS@M_107,00) a 6,82% (PSB@C7-1_28,00) da variagio
fenotipica dessas variaveis.

Dessa forma, a estratégia adotada neste trabalho, de aliar a abordagem multivariada com a abordagem
univariada, foi satisfatéria e permitiu a identificagdo de diferentes regides contendo QTLs para as variaveis analisadas.
Para verificar se os QTLs revelados somente pela abordagem MIM se localizam em regido onde ja foram descritos
QTLs para essas variaveis, uma busca no banco de dados do Soybase foi realizada, seguindo os mesmos critérios
descritos anteriormente. No GL A1, na regido genémica onde foi identificado um QTL para a varidvel PEG, neste
estudo, nio foramencontrados QTLs descritos no Soybase paraessa variavel. Portanto, ha evidéncias de que um QTL
afetando a variavel PEG foi identificado, para essa populagido em estudo, no GL A1. Nesse mesmo GL, foi identificada
uma regido, no Soybase, contendo QTL paraa variavel PCS, proxima a regido identificada neste estudo (Kato et al.
2014). Como ja relatado anteriormente, nio foi encontrado nenhum QTL com a descri¢io da varidavel IPDV, no
Soybase, o que indica que, para essa populacio em estudo, um QTL no GL B1 foi revelado. No GL. C1 uma nova
regido foi revelada, neste estudo, afetando a variavel NS, uma vez que nenhum QTL foi encontrado, no Soybase,
associado a essa variavel nessa regido identificada nesse estudo. Nesse mesmo GL, foi identificada, no Soybase, uma
regido afetando APM (Kim et al. 2012), e duas regides afetando PG (Palomeque et al. 2009a; Kim et al. 2012). Como
nio hd um QTL com a descri¢io de PSB no Soybase, os resultados evidenciam que uma regido genémica ainda ndo

descrita na literatura foi identificada no GL C1, afetando essa variavel. No GL E, foram identificadas, no Soybase,
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duas regides afetando a variavel PCS (Teng et al. 2009; Han et al. 2012) e trés regides associadas a altura da planta (Sun
et al. 2000; Chen et al. 2007; Liu et al. 2011). No GL 1, foram identificadas duas regiées no Soybase, associadas a
varidvel NDM (Sebolt et al. 2000), e uma regido associada a variavel PCS (Hyten et al. 2004). O QTL PCS@I-2_14,00,
revelado pela abordagem MIM, encontra-se localizado préximo ao QTL identificado por Hwang (2010), que também
utilizou a abordagem MIM para identificar QTLs associados a variavel PCS. O QTL identificado neste estudo
encontra-se entre os marcadores ss107926487 e ss1079201441, que se localizam nas posi¢oes 105,11 ¢ 105,67 cM,
respectivamente, no mapa da soja (CompositeMap 4.0). Ja o QTL identificado por Hwang (2010) se encontra na
posi¢ao 95 cM, proximo ao marcado Satt581. Para o GL L, duas regides foram identificadas préximas ao QTL
identificado neste estudo, afetando a variavel PG (Orf et al. 1999; Panthee et al. 2007). E no GL N, préximo a regiio
onde foi identificado o QTL paraa variavel APF, neste estudo, foram encontradas trés regiGes, no Soybase, com QTLs
ja descritos para a variavel altura de plantas (Lark et al. 1995; Specht et al. 2001; Kabelka et al. 2004). No caso da
variavel RF, nenhum QTL foi identificado, neste estudo, utilizando-se a abordagem MIM e essa variavel ndo foi
utilizada na abordagem MT-MIM, como ja explicado anteriormente. Ja para a variavel AC, o método MIM permitiua
identificagio de duas regides indicando a presenca de QTLs (AC@G-2_68,00 ¢ AC@I-2_36,94) (Tabela 4). A
verificagdo no banco de QTLs descritos no Soybase permitiu identificar uma regido, no GL G, associada a variavel AC
(Kim et al. 2012). No entanto, no GL 1, o QTL descrito no Soybase, afetando essa variavel, se encontra muito distante
da regido identificada neste estudo (>50 cM). Portanto, ha evidéncia de que uma regido ainda nio descrita, afetando a
variavel AC, foi revelada neste estudo, no GL 1. Portanto, os resultados sugerem que, dos 17 QTLs identificados neste
estudo, somente pelo emprego daabordagem MIM, cinco ainda ndo foramdescritos na literatura, sendo um QTL para
cada uma das variaveis PEG (GL A1), IPDV (GL B1), NS (GL C1), AC (GLI) e PSB (GL C1).

A abordagem multivariada revelou QTLs que afetam um conjunto de variaveis analisadas nos nove grupos
selecionados (Multi-1 a Multi9). Verificando-se os resultados, foi possivel identificar uma alta coincidéncia de QTLs
afetando diferentes conjuntos de caracteristicas nas mesmas posices genémicas. Dessa forma, foi realizada uma
comparacio entre as mesmas posicoes gendmicas, reveladas pelos diferentes grupos analisados, para identificar as
regides que apresentam o alelo proveniente do mesmo genitor favorecendo o fenétipo de cada QTL. Como o marcador
identificado esta flanqueando o QTL, assume-se que ambos estdo segregando conjuntamente. Portanto, tanto o
marcador quanto o QTL apresentam alelos provenientes do mesmo genitor. Como nio foram estimados os efeitos de
interagdo, ndo ¢ possivel afirmar se ha a presenca de pleiotropia ou de ligacdo em cada posi¢ao gendomica. No entanto,
do ponto de vista do melhoramento, o desejavel ¢ que o alelo proveniente do mesmo genitor contribua para favorecer
o fenétipo de todas as variaveis, seja aumentando ou diminuindo os fenétipos em questao. No caso de QTLs ligados,
se o alelo responsavel pelo fenétipo de cada QTL de interesse é proveniente de genitores diferentes, seria necessario
identificar os individuos que apresentam crossing over entre as regides dos QTLs, permitindo assim que todos os QTLs
apresentem o fenoétipo desejavel. A necessidade de um evento de crossing over entre QTLs proximos interfere
diretamente no tamanho da populacio a ser avaliada, para aumentar a chance de identificagao de individuos contendo
os alelos de interesse para cada um dos QTLs. A informacio do tipo de interacio e do alelo responsavel pelo efeito
do QTL ¢ imprescindivel em um programa de melhoramento, paraa definicio da estratégia de conducio e selecio das
populagdes. Paraas caracteristicas avaliadas neste estudo, o fenétipo desejavel é uma planta que apresente maior NDF,
NDM, APF, APM, NVP, NS, VA, PG e PSB, ¢ um menor PEG, IPDV, PCS e PSM. Uma planta com maior periodo
vegetativo e reprodutivo apresenta maior capacidade de crescimento, o que resultara em uma maior quantidade de
flores que serdo posteriormente autofecundadas para a formacio das vagens. Portanto, um maior numero de vagens e

de sementes resultard em uma maior produtividade de grios. As caracteristicas de altura da planta e aspecto visual de
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produtividade de grios sdo fatores que afetam diretamente a nota de VA. Por outro lado, uma planta com menor PEG
apresenta sementes menores, com menor PCS, e fica menos exposta ao periodo critico de ataque de percevejos, o que
resulta em um menor IPDV e um menor PSM.

Para a regido identificadano GL C2-1, o alelo proveniente do genitor IAC-100 contribui para favorecer
todas as variaveis afetadas por essa regido. Os grupos de varidveis que apresentaram QTL significativo nessa regido
toram Multi-1, Multi-2, Multi-3, Multi4, Multi-6, Multi-7, Muiti-8 e Multi-9 (Tabela 14, Tabela 15, Tabela 16, Tabela 17,
Tabela 19, Tabela 20, Tabela 21 e Tabela 22). Nessa regido gendmica, o alelo proveniente do genitor IAC-100, para os
QTLs identificados nos grupos mencionados, permite a obtencao de um gendtipo com maior NDF, NDM, APM,
NVP, NS, VA, PG e PSB, e menor PEG e IPDV.

Outras regioes identificadas também apresentaram o alelo do genitor IAC-100 contribuindo com todas as
variaveis. No GL J, para os grupos Multi-1, Multi-2, Multi4, Multi-5, Multi-6, Multi-§ e Munlti-9 (Tabela 14, Tabela 15,
Tabela 17, Tabela 18, Tabela 19, Tabela 21 e Tabela 22), o alelo IAC-100 permite a obten¢do de um genétipo com
maior NDF, APF, APM, NVP, NS, VA, PSB e PG e menor PEG e IPDV. No caso do QTL identificado no GL. F-2
(posi¢do 114 cM), nos grupos Muiti-7 e Multi-9 (Tabela 20 e Tabela 22), genétipo com maior NVP, PSB e menor PCS
e IPDV pode ser obtido com a presenca do alelo proveniente do genitor IAC-100. Para o QTL Multi-3@C1-2_21, ¢
possivel obter planta com maiot NDM e PSB (Tabela 16), para o QTL Multi-5@FE-1_67,00, menot PEG e menor PCS
(Tabela 18), para o QTL Multi6@K-1_27,00, maior PG (Tabela 19) e, para o QTL Multi-7(@FE-1_43,97, maior NVP e
maior PSB (Tabela 20).

No caso doalelo proveniente do genitor CD-215,a regido identificadano GLID2-2 (posi¢do 46 cM) permite
a obtencao de genétipo com maior APF,NDM, APM,NVP,NS, PSB e PG. Os grupos de varidveis que apresentaram
QTL significativo nessa regido foram Multi-1, Multi-2, Multi-3, Multi-6 € Multi-8 (Tabela 14, Tabela 15, Tabela 16, Tabela
19 e Tabela 21). Para o QTL Multi-3@.A1_42,00, 0 alelo proveniente do genitor CD-215 permite a obtengido de planta
com maior NDM (Tabela 16), ¢ para o QTL Multi-8@B1-2_30,00, planta com maior NS, PSB e PG, e um menor
IPDV (Tabela 21).

Analisando-se esses resultados apresentados acima, foi possivel identificar que para os QTLs revelados na
analise multivariada, o alelo proveniente da cultivar IAC-100 contribui em maior propor¢ao para favorecer o fenétipo
das variaveis, seja para aumentar ou reduzir o fenétipo em questio. Para as outras regioes que nao foram discutidas,
nem sempre o alelo do mesmo genitor favorece todas as variaveis. Como o mapeamento de QTLs foi realizado em
uma dnica populagdo, para que os QTLs identificados nessa populagdo possam ser utilizados em programas de
melhoramento, é necessario que as regides genomicas de maior interesse sejam melhor investigadas. Além de confirmar
a presenca e a posicio dos QTLs em outros backgronnds genéticos, € necessario valida-los em diferentes ambientes, para
verificar sua representatividade no germoplasma da soja e estabilidade.

Como ja discutido anteriormente, a identificagao de QTLs de maior magnitude ¢ relevante, pois resulta em
uma maior eficiéncia de selecdo paraa caracteristica de interesse. Do total de 20 regies genémicas identificadas pela
abordagem MT-MIM, oito se destacaram por apresentatem QTLs de maior magnitude para a maioria das variaveis
analisadas nos diferentes grupos, sendo GLs C1-1, C2-1,D2-2 (posi¢ao 20 cM), E-1 (posic¢do 67 cM), I-1 (posicao 40
cM), J, M (posi¢ao 14 cM) e N. Como ja discutido acima, para as regides C2-1 e ], o alelo proveniente do genitor IAC-
100 contribui para favorecer todas as variaveis que sao afetadas pelos QTLs identificados nos diferentes grupos. Essas
regides devem ser melhor investigadas, pois contribuem para explicar a maior percentagem da variagio fenotipica para
a maioria das caractetisticas analisadas nos diferentes grupos (Mu/ti-1 a Multi-9). Além de um maior valor de R?, essas

regides apresentam grande interesse no caso de sele¢do simultinea de caracteristicas, pelo fato de afetarem diferentes
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variaveis. A seledo simultinea é desejavel em programas de melhoramento, pois permite uma maior eficiéncia na
selecdao, com ganhos genéticos superiores em programas de melhoramento (Bernardo 2010). A regido gendémica
identificada no GL C1-1 contribui para explicar os maiores valores da variagio fenotipica das caracteristicas avaliadas
nos grupos Multi-1, Multi-3, Multi4, Multi-5, Multi-6 ¢ Multi-9. A regido genémica identificada no GL C2-1 contribui
para explicar os maiores valores da variacdo fenotipica das caracteristicas avaliadas nos grupos Multi-1, Multi-2, Multi-
3, Multi4, Multi-6, Multi-7 e Multi-9. A regido genomicaidentificadano GL D2-2 (posi¢io 20 cM) contribui para explicar
os malores valores da variacio fenotipica das caracteristicas avaliadas nos grupos Multi-7 ¢ Muiti-9. E a regiao genémica
identificada no GL E1 (posi¢io 67 cM) contribui para explicar os maiores valores da variacdo fenotipica das
caracteristicas avaliadas nos grupos Multi-5 ¢ Multi-7. As regiGes genomicas identificadas no GL I-1 (posi¢ao 40 cM) e
no GL ] contribuem para explicar os maiores valores da variagdo fenotipica das caracteristicas avaliadas nos grupos
Multi-1, Multi-2, Multi4, Muiti-5, Multi-6, Multi-8 ¢ Multi-9. A regido genémica identificada no GL M (posi¢ao 14 cM)
contribui para explicar os maiores valores da variagio fenotipica das caracteristicas avaliadas nos grupos Multi-1, Mults-
3, Multi-7 ¢ Multi-§. Além dessas regides gendmicas identificadas explicando uma percentagem significativa das
caracteristicas avaliadas em pelo menos dois dos grupos analisados, a regido identificada no GL N, identificada somente
na abordagem multivariada, no Multi-§ e Multi-9, explica 5,19% da variagao fenotipica da variavel IPDV, sendo
considerada uma regido que também deve ser melhor investigada. Portanto, as oito regides destacadas acima,
identificadas na abordagem multivariada, representam as regides genémicas que explicam a maior parte da variagio
fenotipica das caracteristicas analisadas na popula¢do em estudo.

Para os QTLs identificados somente na analise de fenotipos individuais, e que ndo foram identificados na
analise multivariada, os que explicaram uma alta percentagem da variagdo fenotipica das variaveis analisadas e também
devem ser melhor investigados para confirmagio em outras populagoes e validagdo sdo: para a variavel APF, o QTL
APF@N_3,00 explica 5,29% da variacio fenotipica dessa vatidvel (Tabela 4), para a varidvel NDM, os QTLs
NDM@.A-1_39,00 e NDM@F-1_56,00 explicam 7,87% e 6,60%, respectivamente, da vatiacdo fenotipica dessa
vatidvel (Tabela 4). Como a varidvel AC nio foi utilizada na analise MT-MIM, o QTL AC@I-7_36,00,identificado na
analise MIM, deveria ser melhor investigado, considerando que explica 5,40% da variagao fenotipica dessa varidvel
(Tabela4). Ja o QTL NS@C2-1_99,00 explica 12,48% da vatiagio fenotipicadessa variavel e o QTL PCS@E-2_65,82
explica 6,47% da variagdo fenotipica desta variavel (Tabela 3). Considerando a importancia de um fenétipo apresentar
maior produtividade, os QTLs PG@L._720,00 ¢ PG@M_90,00 deveriam ser melhor investigados por explicarem
4,36% e 9,50%, respectivamente, da variagao fenotipica dessa variavel (Tabela 4). Assim, as oito regiGes destacadas
acima, identificadas na abordagem univariada, representam as regides gendmicas que explicam a maior parte da
variag¢io fenotipica de caracteristicas analisadas individualmente nessa populagio em estudo. Considerando que essas
regides ndo foram identificadas na abordagem multivariada, e a alta percentagem de vatiacio fenotipica explicada pelas
mesmas, setia interessante uma investigacao dessas regioes.

O emprego da abordagem multivariada ¢ inédito na espécie e os resultados da anilise de mapeamento de
QTLs nessa populagdo em estudo estdo em consondncia com o observado na literatura, de que essas caracteristicas
sdo controladas por muitos genes, sendo a maioria de pequeno efeito (Zhang et al. 2004; Hwang 2010; Han et al. 2012;
Zhang et al. 2015). A maioria dos QTLs identificados nessa populagdo em estudo, utilizando tanto a abordagem
univariada quanto a abordagem multivariada, apresentou pequenos efeitos sobre a variancia das caracteristicas. No
entanto, alguns QTLs de maior magnitude foram identificados, explicando uma maior percentagem da variagio
fenotipica das caracteristicas avaliadas. Os resultados obtidos pelo mapeamento MT-MIM, aliado a0 mapeamento

MIM, permitiramaidentificacio de 16 regiGes, que explicam uma alta percentagem da varia¢io fenotipicada populagio
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em estudo. Portanto, considerando aimportancia dessas regies, as mesmas devem ser melhor investigadas e validadas
para confirmagdo das informagGes verificadas nessa populagido em estudo.

A comparagio dos resultados obtidos com QTLs descritos na literatura sugere que, muitos dos QTLs
identificados na populagio utilizada neste trabalho, coincidem com regides onde ha QTLs descritos para as mesmas
caracteristicas, em outras populacdes de mapeamento. Apesar da abordagem de mapeamento diferir entre os estudos,
e nenhum trabalho ter sido encontrado utilizando a abordagem MT-MIM, em soja, a identificagdo de QTLs afetando
a mesma caracteristica, em posi¢oes proximas do genoma, em diferentes populagdes, pode ser uma evidéncia de que
um QTL ja descrito na literatura também foi revelado na populagio em estudo. Algumas das comparagdes realizadas
permitiram identificar o mesmo marcador molecular proximo ao QTL, o que aumenta essa evidéncia. Além disso,
alguns estudos utilizando o mapeamento associativo, para algumas das caracteristicas analisadas, também forneceram
uma evidéncia maior paraa confirmagio desses QTLs. O mapeamento associativo, ao contrario das andlises de ligagao,
utiliza individuos ndo aparentados, ou seja, populages ndo estruturadas, que apresentam menor desequilibrio de
ligagao (DL) entre alelos. Além disso, 0 mapeamento associativo tem se mostrado um método de alta resolugéo para
mapearlocos de caracteristicas quantitativas com base em DL (Yu and Buckler 2006). Considerando que a soja cultivada
(G. max L. Merrill) apresenta uma base genética estreita, ou seja, possui baixa diversidade genética, e o processo de
domesticagio da soja selvagem (G. sgja Sieb. and Zucc.) resultou em um alto desequilibrio de ligagdao na espécie, a
validagdo desses QTLs em estudos de mapeamento associativo ¢ uma estratégia importante e que vem sendo utilizada
(Huetal. 2014; Zhang et al. 2015). Sonah et al. (2015) analisaram os 20 GLs da soja e verificaram que cada cromossomo
apresenta um DL, variando de 250 kb a 2.5 Mb. Além disso, Hwang et al. (2014) identificaram valores de DL de 360
kb e 9600 kb para as regides heterocromaticas e eucromaticas, respectivamente.

Novas regides genémicas, ainda ndo descritas na literatura, também foram reveladas neste estudo, afetando
as variaveis estudadas. Apesar do banco de dados de QTLs do Soybase apresentar uma grande quantidade de QTLs ja
descritos, paradiferentes caracteristicas, adescobertade novos QTLs ¢ de grandeimportancia, tendo em vista o carater
quantitativo das caracteristicas estudadas. Além disso, considerando os diferentes backgronnds genéticos utilizados em
programas de melhoramento desoja, e a interacio QTL x ambiente, nem sempre os mesmos QTLs serdo identificados
em populacoes distintas de mapeamento. A identificacio de QTLs, em uma mesma posi¢iao gendmica, afetando mais
de uma caracteristica, como observado neste trabalho, tem sido reportada em diferentes estudos de mapeamento
(Palomeque et al. 2009a; Palomeque et al. 2009b; Niu et al. 2013; Hu et al. 2014).

A alta concentracio de QTLs descritos no Soybase, em posigdes similares, controlando diferentes
caracteristicas, demonstraarelevanciada utilizacao da abordagem de mapeamento de multiplas caracteristicas, utilizada
neste trabalho. A identificacio de regides gendmicas afetando um conjunto de caracteristicas, ¢ desejavel em programas
de melhoramento, tornando mais eficaz o processo de selecio de genétipos superiores. Dessa forma, os resultados
obtidos na abordagem MT-MIM evidenciam que essas regides devem ser melhor investigadas para auxiliarem na
elucidacio da base genéticas das mesmas. Além de fornecer maiot precisio, pelo ajuste de multiplos QTLs em um
mesmo modelo, o mapeamento de intervalos multiplos permite a obtencio de estimativas dos valores genotipicos dos
individuos, os quais podem ser diretamente utilizados em programas de melhoramento genético (Zeng 2001). A
identificacio de regiGes genomicas controlando um conjunto de varidveis é desejavel em um programa de
melhoramento e podera contribuir para a selegio simultanea desse conjunto de caracteristicas pelo uso da SAM. A pos
validagdo dessas regides gendmicas que se mostraram mais interessantes, deve-se identificar marcadores mais proximos

aos QTLs de interesse, pelo mapeamento fino, para evitar que um ¢rossing over ocorra entre o marcador e o QTL.
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A soja ¢ uma espécie que apresenta muitos genes duplicados em seu genoma. Tais caracteristicas dificultam
a elucidac¢ao dos mecanismos moleculares envolvidos no controle genético das caracteristicas. No entanto, a construgao
do mapa da soja integrando informagdes de marcadores provenientes de cinco diferentes populagdes (ConsensusMap
4.0), aliada a grande disponibilidade de marcadores SNP distribuidos pelos 20 GLs da soja, propiciam grandes
beneficios para a elucidacdo da base genética dos caracteres de importincia para a cultura. Como as sequéncias
genomicas dos marcadores SSR e SNP utilizados neste estudo encontram-se disponiveis no Soybase, uma proxima
etapa importante sera realizar o alinhamento das mesmas com dados do transcriptoma da soja para identificar genes
candidatos. A comparagio dessas sequéncias com genoma de espécies modelo, como Arabidopsis thaliana, também
permitira identificar a presenga de genes ortélogos. Watanabe et al. (2012) utilizaram 46,367 anotacGes de genes da
soja para comparag¢do com genes ja identificados em Arabidopsis thaliana responsaveis pelo florescimento. O estudo
permitiuidentificar 333 genes em soja ortélogos a 92 genes em Arabidopsis, revelando que muitos genes responsaveis
pelo florescimento em soja apresentam multiplas copias, como ja havia sido relatado na literatura (Schmutz et al. 2010).
Os autores relatam que a presenca de epistasia, intera¢do com o ambiente e o grande numero de genes duplicados no
genoma sio fatores que dificultam a elucidagio dos mecanismos moleculares das caracteristicas. Dessa forma, ¢é
importante que as informag¢des obtidas em mapeamento de QTLs sejam posteriormente validadas em diferentes
populagdes. A estratégia de mapeamento fino e a identificagdo de genes candidatos a partir dasinformages disponiveis
em espécies modelo, como Arabidopsis, sio ferramentas essenciais na elucidacdo dos mecanismos moleculares
envolvidos na determinagao das caracteristicas de importincia para o melhoramento da soja.

Estudos tem demonstrado que a utilizagio de QTLs, como efeito fixo, em modelos de sele¢do genémica
contribui para uma maior acuracia do modelo (Bernardo 2014; Spindel et al. 2015; Arruda et al. 2016). Dessa forma,
os QTLs identificados neste trabalho podem ser importantes para futuros estudos de sele¢ao genémica, contribuindo

para a identificagdo de gendtipos superiores em programas de melhoramento de soja.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

A utilizagdo da abordagem multivariada no melhoramento de plantas é recente e tem se mostrado uma
ferramenta interessante para o mapeamento de caracteristicas complexas que apresentam correlagdo. Os resultados
obtidosneste estudo permitem inferir que as abordagens MIM univariadae multivariada sio complementares na busca
por QTLs ao longo do genoma, com o objetivo de dissecar a arquitetura dos caracteres quantitativos. A abordagem
MT-MIM apresentou maior poder de deteccio de QTLs, além de uma maior precisao das estimativas dos parametros
genéticos e na localizacdo dos QTLs, em relagio as analises de fendtipos individuais. Ja a abordagem MIM permitiu
revelar alguns QTLs particulares para cada variavel analisada. Neste trabalho, a utilizacdo da abordagem multivariada,
aliada a abordagem univariada, foi satisfatéria, permitindo a identificagio de diferentes posi¢des gendmicas
controlando as caracteristicas avaliadas.

A andlise univariada permitiuidentificar 60 QTLs, sendo 29 QTLsassociadosas caracteristicas de resisténcia
aos percevejos e 31 QTLs relacionados as caracteristicas agrondmicas avaliadas neste estudo. Os QTLs identificados
encontram-se distribuidos por 13 GLs da soja, sendo GLs A1, B1, C1,C2,D2, E,F, G, L, ], L, M e N. A utiliza¢ao de
uma populacio com maior nimero de individuos, aliada a abordagem MIM, permitiram identificar um maior nimero
de QTLs, em relacdo ao mapeamento realizado por Santos (2012). Foram revelados 28 QTLs que nao haviam sido
identificados anteriormente, para as variaveis NDM (6), PCS (4), NS (3), PEG (2), NDF (2), APF (2), IPDV (2), APM
(2), PG (2), NVP (1), VA (1) e PSB (1). Esses QTLs contribuirdo para um melhor entendimento da arquitetura
genéticas dessas variaveis.

A abordagem multivariada permitiuidentificar 20 posi¢des genémicas, afetando os diferentes grupos de
variaveis analisadas (Multi-1 a Multi-9), localizadas em 12 GLs da soja, sendo GLs A1, B1, C1 (2 regides), C2,D2 (3
regioes), B (4 regides), F (2 regides), I (2 regides), ], IK, M e N. Apesar de algumas coincidéncias terem sido obsetrvadas
nas regides genomicas identificadas pelas duas abordagens, a abordagem MT-MIM forneceu estimativas de LOD
supetiores e uma maiot precisio nas estimativas das posicdes dos QTLs, quando comparados aos QTLs identificados
nos modelos MIM. Além disso, 13 regides, com efeito em pelo menos uma das variaveis analisadas, foram reveladas
somente pela abordagem MT-MIM. Portanto, os resultados corroboram a tendéncia dos modelos MT-MIM
apresentarem maior precisao e poder estatistico quando comparados aos modelos MIM.

Uma comparac¢io com o banco de dados de QTLs descritos no Soybase permitiu constatar que muitos dos
QTLs revelados na populacio em estudo coincidiram com QTLs ja descritos na literatura. Esse resultado pode ser
uma evidéncia de que QTLs ja descritos na literatura também tenham sido revelados nessa populagdo. No entanto,
considerando as posicSes genomicas reveladas nesse estudo, pela abordagem multivariada, e as caracteristicas afetadas
pelas mesmas, foram identificados 51 QTLs, que ainda nio foram descritos na literatura, afetando nove caracteristicas
avaliadas. Desse total, 30 QTLs foram revelados somente com a utilizacio da abordagem multivariada, o que
demonstra sua importancia na identificacio de QTLs para essa populacio em estudo. Os QTLs ainda ndo descritos na
literatura foram identificados afetando as variaveis NDF (1), NDM (1), PEG (5), NVP (5), IPDV (9), NS (6), VA (4),
PSB (16) ¢ PSM (4). Considerando os QTLs que s6 foram revelados pela analise univariada, a compara¢ido com o
Soybase permitiuidentificar cinco QTLs que ainda nido foram descritos na literatura, sendo um QTL afetando cada
uma das variaveis PEG, IPDV, NS, PSB e AV. Por se tratarem de caracteristicas quantitativas controladas por muitos
genes geralmente de pequeno efeito, a identificagdo desses 56 QTLs, nessa populacio em estudo, ainda nio descritos
na literatura, contribuirdo para o entendimento da arquitetura genética dessas caracteristicas. Como esses QTLs foram

revelados em uma unica populagio de mapeamento, avaliada em um unico ambiente, ¢ importante que suas posicoes
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e efeitos sejam confirmados e os QTLs validados em outras popula¢oes com diferentes backgrounds genéticos, para
verificar a representatividade dos mesmo no germoplasmada soja, e em outros ambientes, para verificar a estabilidade
dos mesmos.

A maioria das regides genémicas reveladas pela analise multivariada explica até 10% da variacio fenotipica
das caracteristicas avaliadas. No entanto, oito regides se destacaram por explicarem a maior parte da variagao fenotipica
das caracteristicas, para os diferentes grupos analisados, sendo GLs C1-1, C2-1,D2-2 (posic¢do 20 cM), E-1 (posi¢io
67 cM),I-1 (posicao 40cM), ], M (posicao 14 cM) e N. Paraas regidesidentificadas pelaabordagem univariada, também
foram identificados oito QTLs que explicam uma alta percentagem da variagao fenotipicadas variaveis APF (1), NDM
(2), AC (1), NS (1), PCS (1) e PG (2). Portanto, esses 16 QTLs destacados foram os que explicaram maiores
percentagens da variagdo dos fenétipos estudados. Assim, os mesmos poderdo contribuir na selegio gendtipos
superiores, visando acelerar o processo de sele¢io e contribuir para um maior ganho genético. Ja os QTLs identificados
na abordagem MT-MIM sio de grande relevincia paraa sele¢do simultinea de caracteristicas de interesse, tornando
mais eficaz o processo de selecdo. Sendo assim, além da confirmagio e validagio desses QTLs, é necessario realizar
um mapeamento fino nessas regioes de interesse, para identificar marcadores mais préximos aos QTLs, para que os
mesmos possam ser utilizados na SAM.

Alémdisso, apés o mapeamento fino, a comparac¢io das sequéncias dos marcadoresidentificados préximos
aos QTLs, com o banco de dados de transcriptoma da soja, bem como com o banco de dados de espécies modelo,
como Arabidopsis thaliana, permitirio a identificagdo de genes candidatos, sendo ferramentas essenciais na elucidagio
dos mecanismos moleculares envolvidos na determinagio das caracteristicas de importancia para o melhoramento da
soja.

Por se tratarem de caracteristicas quantitativas, a maioria dos QTLs identificados neste trabalho apresenta
um pequeno efeito. A utilizacdo desses QTLs para futuros estudos de selecio genémica pode ser importante para

programas de melhoramento, contribuindo para a identificagdo de gendtipos superiores.
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Marcadores SSR polimérficos entre os genitores TAC-100 e CD-215 selecionados para a
genotipagem da populagio Fo. Nome do SSR, grupo de ligagio (GL), nimero do cromossomo da soja e posiciao (cM) de

SSR GL Cromossomo  Posicdo (cM)!  SSR GL  Cromossomo  Posicdo (cM) *
Satt184 D1A 1 16,13 Satt253 H 12 63,3
Satt468 D1A 1 52,41 Satt222 H 12 63,75
AW781285 DI1A 1 56,59 Satt586 F 13 33,70
Satt147 D1A 1 92,53 Satt030 F 13 34,39
Satt129 D1A 1 93,50 Satt146 F 13 37,14
Satt387 N 3 43,69 Satt114 F 13 43,90
Satt194 Cl 4 13,37 Satt334 F 13 51,20
Satt195 Cl 4 60,39 AW756935 F 13 98,17
Satt684 Al 5 5,85 Satt318 B2 14 60,77
Satt050 Al 5 42,62 Satt474 B2 14 63,36
AWT734043 c2 6 5,85 Satt575 E 15 3,67
Satt432 c2 6 37,43 Satt699 E 15 71,85
Satt281 c2 6 38,90 Satt263 E 15 75,75
Satt557 c2 6 102,23 Satt185 E 15 76,27
Satt460 Cc2 6 106,99 Satt452 E 15 76,94
Satt307 c2 6 109,96 Satt045 E 15 77,29
Satt540 7 34,27 Satt716 E 15 79,62
Satt463 7 46,27 Satt132 J 16 43,69
Satt536 7 58,17 Satt622 J 16 46,11
Satt551 7 89,45 Satt582 D2 17 47,18
Satt480 A2 8 22,81 Satt514 D2 17 73,91
Sat_409 A2 8 32,94 Satt310 D2 17 90,28
Satt102 K 9 31,63 Satt386 D2 17 110,43
Satt001 K 9 4324 Satt038 G 18 7,89
Sat_044 K 9 53,24 Satt309 G 18 10,10
Satt196 K 9 83,24 Satt324 G 18 3543
Satt173 O 10 53,41 Satt012 G 18 63,44
Satt262 o} 10 54,06 Satt191 G 18 89,37
Satt243 o} 10 107,31 Satt523 L 19 25,57
Satt197 Bl 11 49,07 Satt166 L 19 45,99
Satt453 Bl 11 108,41 Satt156 L 19 48,86
Satt666 H 12 5,76 Satt229 L 19 78,26
Satt635 H 12 8,56 Satt571 | 20 14,97
Satt469 H 12 55,17 Satt239 | 20 29,61

Posigio do marcador SSR em centimorgan (cM ) obtidaa partir do mapada soja (ConsensusMap 4.0)



128



ANEXO A.

100 e CD-215.

ANEXOS

129

Combinagodes de primers utilizadas para os marcadores AFLP e TRAP. Os primers AFLP possuem
trés nucleotideos seletivos e a denominagdo ‘E’ indica o primer correspondente ao iniciador EcoRI e ‘M’ indica o primer
correspondente ao iniciador Msel. No caso dos primers dos marcadores TRAP, ARB representa os primers arbitrarios
obtidos na literatura e KB representam os primers fixos desenhados por Méller (2010). Na coluna tamanho dos alelos
pode-se verificar o tamanho, em pares de bases (pb), obtido para os 67 alelos dos marcadores AFLP (denominados ‘A’)
e para os 31 alelos dos marcadores TRAP (denominados ‘T°) identificados como polimérficos entre os genitores IAC-

Nome Combinagdo  Tamanho Nome Combinagio Tamanho
Marcador Primer Alelo Marcador Primer Alelo (pb)
Al 156 A50 650
A2 118 A51 E-AAG/M-CTG 646
A3 116 A52 210
A4 E-AAC/M-CAT 96 A53 450
A5 82 A54 E-ACT/M-CTG 270
A6 80 A55 140
A7 76 A56 132
A8 370 A57 340
A9 210 A58 250
A10 204 A59 E-AAG/M-CAG 220
All 194 AG60 140
Atz BACT/MCAT g NG 110
A13 188 AG62 86
Al4 186 AG63 380
Al5 110 Aca  BAAG/MCAA - Hg,
A16 92 AG65 140
A17 360 AG6 E-ACC/M-CTG 300
A18 342 AG67 110
A19 210 T1 760
A20 E-AAG/M-CTA 186 ™ ARB1/KB10 710
A21 184 T3 480
A22 182 T4 ARB1/KB16 150
A23 164 T5 120
A24 380 T6 850
A25 E-AAC/M-CTT 376 7 ARB1/KB44 550
A26 372 T8 240
A27 530 T9 800
A28 520 T10 650
A29 E-ACC/M-CTC 204 T11 ARB1/KB53 648
A30 200 T12 500
A31 110 T13 240
A32 80 T14 142
A33 380 T15 ARB1/KB65 840
A34 340 T16 760
A35 E-ACA/M-CAT 302 T17 260
A36 210 T18 ARB2/KB66 222
A37 158 T19 220
A38 150 T20 156
A39 E-AAG/M-CTC 450 T21 ARB3/KB10 500
A40 152 T22 170
A41 352 T23 ARB3/KB40 130
A42 350 T24 ARB4/KB44 260
A43 E-ACT/M-CTC 104 T25 ARB5/KB44 340
Ad4 88 T26 290
A45 80 T27 360
A46 400 T28 310
A47  EAAC/MCAG 390 29 ARB5/KB56 260
A48 350 T30 158
A49 98 T31 130
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ANEXO B.

sequéncias dos mesmos.

Sequéncias dos primers fixos e aleatérios utilizados na amplificagio dos marcadores TRAP (Target
Region Amplified Polymorphism). A denomina¢do em ambos os primers consiste no nome utilizado neste trabalho. Primers
aleatérios: GenBank consite no numero da sequéncia que foi utilizada para a sintese do primer aleatério e a palavra-chave
utilizada para a busca da sequéncia. Primers fixos: a identificagio de cada primer ¢ a referéncia onde foram obtidas as

Marcadores TRAP - Primers Aleatorios

Denominagdo GenBank Sequéncia do primer Palavras-chave
KB10 BM094898 5"GATGATTGGGTTCTGTGTCG-3' Glycine max and jasmonic acid
KB16 GR860132 5-ATCCTCTTCCCAAACAAAGC-3' Glycine max and sistenzine
KB40 GR860209 5"TCTGTCGTTTIGTICTCTIGATC-3"  Glycine max and betaine
KB44 BG882005 5"ACACTGAATGGCTGGTGAAG-3"  Glycine max and urease nbiqua
KB53 BM093720 5"CTCGTTTGGTTICCATIGTTGT-3"  Glycine max and pohphenol oxidase
KB56 BI1095220 5-CACTGAATGGCTTCTGAAGG-3' Glycine max and nrease
KB65 GR860149 5"TGTGCCACTTAGGTCACCAG-3' Glycine max and WRKYZ27
KB66 AB126934 5'"AAGCTGTAGCCCGTTCCA-3' Phytoalexcins
Marcadores TRAP - Primers Fixos
Denominagéo Identificagdo Sequéncia do primer Referéncia
ARBI1 Ga5 5-GGAACCAAACACATGAAGA-3' (Liu etal. 2005)
ARB2 0Odd-26 5-CTATCTCTCGGGACCAAAC-3' (Zhi-Wei et al. 2007)
ARB3 Arbi2 5-GACTGCGTACGAATTGAC-3' (Alwala et al. 2000)
ARB4 T04 5“CGTAGTGATCGAATTCTG-3' (Liu etal. 2005)
ARB5 T03 5-CGTAGCGCGTCAATTATG-3' (Liu etal. 2005)
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ANEXO C. Estimativas da varidncia fenotipica (61%), varidncia genotipica (CAT(%) e varidncia residual (62) das
varidveis avaliadas, obtidas por Santos (2012). Caracteres de Resisténcia: PEG: periodo de granagio, RF: retencao foliar,
NVP: nimero de vagens por planta, IPDV: indice percentual de dano nas vagens, NS: nimero de sementes, PSM: peso
de sementes manchadas, PSB: peso de sementes boas e PCS: peso de cem sementes. Caractetes Agronémicos: NDF:
numero de dias para o florescimento, APF: altura da planta no florescimento, NDM: nimero de dias para a maturidade,

APM: altura da planta na maturidade, AC: acamamento, VA: valor agronémico e PG: produtividade de grios.

Caracteres 6'127 3’% a7
Resisténcia
PEG 4,69 (3,94 - 5,68) 3,36 (2,03 - 4,44) 4,00 (5,53 - 4,57)
RF 0,009 (0,007 - 0,011) 0,002 (0,001 - 0,008) 0,021 (0,019 - 0,024)
NVP 548,60 (460,67 - 664,48) 382,81 (297,86 - 510,31) 497,36 (438,86 - 569,46)
IPDV 0,003 (0,002 - 0,004) 0,001 (0,001 - 0,002) 0,004 (0,004 - 0,005)
NS 2016,42 (1693,25 - 2442,36)  1385,66 (1074,55 - 1855,34) 1892,29 (1669,71 - 2162,79)
PSM 2,96 (2,49 - 3,59) 1,19 (0,77 - 2,09) 5,31 (4,68 - 6,00)
PSB 23,88 (20,05 - 28,92) 16,58 (12,88 - 22,13) 21,91 (19,33 - 25,04)
PCS 1,97 (1,66 - 2,39) 1,48 (1,17 - 1,93) 1,48 (1,30 - 1,69)
Agronémicos
NDF 3,36 (2,82 - 4,07) 2,80 (2,27 - 3,54) 1,67 (1,47 - 1,91)
APF 8,58 (7,20 - 10,39) 6,96 (5,61 - 8,85) 4,86 (4,32 - 5,61)
NDM 15,71 (13,20 - 19,03) 12,72 (10,26 - 16,20) 8,98 (7,92 - 10,26)
APM 21,86 (18,36 - 26,48) 19,68 (16,21 - 26,48) 6,54 (5,77 - 7,48)
AC 0,014 (0,012-0,017) 0,001 (0,000 - 1,184) 0,039 (0,034 - 0,044)
VA 0,007 (0,006 - 0,009) 0,004 (0,003 - 0,006) 0,008 (0,007 - 0,009)
PG 33,19 (27,87 - 40,20) 23,53 (18,39 - 31,20) 28,97 (25,57 - 33,12)






