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RESUMO

O nitrogénio (N) necessario para a soja [Glycine max (L.) Merril] pode ser suprido pelo
processo de fixacdo biologica do nitrogénio (FBN) com estirpes de Bradyrhizobium
japonicum/ B. elkanii, de tal forma que, hoje, ndo se recomenda o uso de fertilizantes
nitrogenados para essa cultura no Brasil. Contudo, nos Ultimos anos, os pardmetros de FBN
nao vém sendo avaliados nos programas de melhoramento, que priorizam o rendimento de
grao e a resiténcia a doencas. O objetivo deste estudo foi identificar QTL (Quantitative Trait
Loci), utilizando marcadores microssatélites (SSR), relacionados com a FBN em uma
populacao FZ7 de 157 linhagens endogamicas recombinantes derivadas do cruzamento entre

as cultivares contrastantes quanto as caracteristicas de nodulagdo e crescimento de plantas,
relacionadas com a FBN, Bossier (alta) x Embrapa 20 (média). As linhagens foram avaliadas
em casa de vegetacdo quanto as caracteristicas relacionadas com o crescimento da planta
(massa da parte aérea seca, MPAS) e nodulacdo (massa de nédulos secos, MNS; nimero de
nédulos, NN e massa média de nodulos secos, MNS/NN). Todas as caracteristicas avaliadas
apresentaram diferencas significativas (p < 0,05), indicando a existéncia de variabilidade
genética entre as linhagens. A cultivar Bossier apresentou as maiores médias para todas as
caracteristicas avaliadas. Foram mapeados 16 marcadores distribuidos em seis dos vinte
grupos de ligacdo, cobrindo uma regido de 5% do genoma da soja (151,6 cM). A analise de
regressao identificou doze associagdes significativas em quatro grupos de ligagdo (B1, C2,
D1b, e H): trés para a massa da parte aérea, quatro para nimero de nddulos, duas para massa
de nédulos e trés para a massa média de nodulos. Todos os QTL detectados foram de efeitos

menores (R variando de 2,5% a 8,0%), semelhante ao encontrado na populacao in3 de

Embrapa 20 (média) x BRS 133 (baixa) ( Nicolas et al., 2005). Contudo, sete marcadores
foram confirmados nas duas populagdes, indicativo de uso potencial em programas de
melhoramento visando a FBN.

Palavras-chaves: Soja. Simbiose. Microbiologia.



ABSTRACT

Nitrogen (N) demand of soybean [Glycine max (L.) Merrill] can be supplied via biological
nitrogen fixation (BNF) through the inoculation with selected Bradyrhizobium japonicum/B.
elkanii strains, such that today no N-fertilizer is recommended for the crop in Brazil.
However, traits related to BNF have not been lately evaluated in soybean breeding programs,
with priority given to yield and resistance to diseases. The objective of this study was the
identification of QTL (Quantitative Trait Loci) related to BNF using microsatellites (SSR)
markers, in an F2~7 population of 157 Recombinant Imbred Lines (RILs), derived from the

cross between parental cultivars with contrasting capacities of BNF, Bossier (high) and
Embrapa 20 (medium). Soybean lines were grown under greenhouse conditions for the
evaluation of the parameters of plant growth (shoot dry weight, SDW), and nodulation
(nodule number, NN; nodule dry weight, NDW and the relation nodule dry weight/nodule
number, NDW/NN). All parameters evaluated showed statistical differences (P< 0.05),
indicating genetic variability among soybean lines. Sixteen markers located in six out of the
twenty soybean linkage groups have been mapped, covering about 5% of the genome (151.6
cM). The regression analysis identified twelve significant associations in four linkage groups
(B1, C2, D1b and H): three for shoot weight, four for nodule number, four for nodule weight

2
and three for the medium value of nodule weight. All QTL had minor effects (R = 2,5 to
8,0%) similar to previous reports in an F2-3 of BRS 133 (low) x Embrapa 20 (medium)

(Nicolas et al., 2005). However, seven QTL were confirmed in both populations, indicating
that they might be effective in increasing BNF in soybean breeding programs.

Key words: Soybean. Symbiosis. Microbiology.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 A Soja

A soja [Glycine Max (L) Merril] é uma das principais fontes de 6leo vegetal
do mundo (48%) e também ¢é uma importante fonte de proteinas para o homem e outros
animais (Zhang et al., 2004). E considerada uma das plantas cultivadas mais antigas, pois os
relatos da literatura chinesa sobre a cultura datam de 2.500 anos a.C. A regido central da
China seria o provavel centro genético primario da soja e, com a movimentagao da populagao
para a Manchuria, esta regido tornou-se o centro genético secundario (Vargas e Hungria,
1997). A cultura da soja foi introduzida no Brasil em 1882 na Bahia, mas somente em 1940 o
cultivo comercial do grao se estabeleceu na regido sul do Pais, com consideravel expansao das
areas de cultivo depois de 1960 (Hungria et al., 2001).

Atualmente o Brasil ocupa o segundo lugar na produ¢do mundial, sendo que,
a cada safra s3o registrados incrementos, tanto em area plantada, quanto em toneladas
produzidas. O levantamento da Companhia Nacional de Agricultura e Abastecimento, na safra
2004/2005, indicou um incremento na area plantada de 4,9%, comparativamente a safra
anterior. Em termos nacionais, houve um incremento na producao de 23,4%, atingindo um

volume de 61,4% milhdes de toneladas, enquanto o aumento na produtividade foi estimado

-1
em 17,6%, resultando em uma média nacional de 2.751 Kg ha (CONAB, 2005). Desse modo
constitui-se como a mais importante oleaginosa em produg@o sob cultivo extensivo no Brasil,

bem como, a que produz mais proteinas por hectare e a que rende mais divisas para o Pais.
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1.2 Fixacédo Bioldgica de Nitrogénio

O nitrogénio (N) ¢ um nutriente essencial para o crescimento e reprodugao
das plantas. A falta de N no solo freqiientemente limita a producdo agricola. No solo, as
principais fontes fornecedoras de N s3o: 1) N proveniente principalmente da decomposicao da
matéria organica; 2) N fornecido por fertilizantes; 3) N fornecido pelo processo de fixacao

biologica do nitrogénio atmosférico (N2) (Hungria, 1994).

Cerca de 78% da constituicao gasosa da atmosfera ¢ formada por nitrogénio

molecular (Nz). No entanto, as plantas e os demais organismos eucariontes sao incapazes de
absorver o N2 e converté-lo a uma forma assimilavel. Devido a estabilidade da molécula de N2
atmosférico ¢ necessario o fornecimento de temperatura e pressdo muito elevadas (fixagao

industrial), ou a presenca de um sistema enzimatico apropriado no caso da fixagdo biologica.
Os microrganismos desempenham um papel importante no ciclo do N. A

fixagdo biologica de N2 (FBN) ¢ mediada por uma parcela dos procariotos chamados de

fixadores de nitrogénio ou diazotroficos, que possuem a enzima nitrogenase capaz de reduzir

N
0 N2 para a forma inorganica NH3, e, pelo ambiente protonado da célula, em NH4 . Essa

forma nitrogenada pode, entdo, tornar-se disponivel para as plantas e, caso seja excretada,
para outros organismos do solo. Além disso, indiretamente, os produtos da FBN podem ser
assimilados por outros organismos, inclusive o homem. A maioria das espécies de
diazotroficos € de vida livre ocorrendo em todos os tipos de solo, na rizosfera e filosfera de
plantas, em aguas doces e salgadas e no trato intestinal de certos animais como os cupins.
Alguns diazotroficos sdo encontrados em simbiose com fungos, diatoméceas e/ou com varias
espécies de vegetais, enquanto outros estabelecem relacdes menos especializadas com plantas

denominadas, de modo geral, como associacdes (Moreira e Siqueira, 2002).
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A simbiose entre bactérias da ordem Rhizobiales, géneros (Rhizobium,
Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium e Azorhizobium) e plantas leguminosas ¢é a
mais estudada. Durante esta interacdo, as bactérias induzem nodulos nas raizes das

leguminosas convertendo o N2 a NH3, através do complexo enzimatico da nitrogenase. A

planta fornece as bactérias os compostos de carbono (C) e outros nutrientes para sustentar o

crescimento bacteriano, a fixacao de N2 e incorporar o NH3 em compostos organicos, como

aminoacidos, amidas ¢ ureidos (Moat e Foster, 1996).

1.3 Interacéo Planta Bactéria

A interagdo simbiotica entre as bactérias diazotroficas pertencentes a ordem
Rizobiales e as plantas leguminosas ¢ complexa, compreendendo diversos estagios,
envolvendo a expressdo de genes tanto do hospedeiro, como do microssimbionte (Hungria,
1994; Schultze ¢ Kondorosi, 1998). A interacao inicia-se com a troca de sinais moleculares
entre a raiz da planta e os rizobios estabelecidos no solo. A seguir ocorre a colonizagdo dos
pélos radiculares das plantas, a invasdo de tecidos da raiz via uma invaginacdo dos pélos
formando o corddo de infec¢do, com posterior invasdo das células do cortex radicular e o
desenvolvimento do nodulo (Stougaard, 2000; Trevaskis et al., 2002; Buendia-Claveria et al.,
2003).

Cada espécie de leguminosa libera um grupo de sinais, que foram
identificados como compostos fenodlicos, os flavonodides. Essas moléculas se ligam a proteina
regulatoria Nod D, ativando-a através de uma mudanca na conformagdo da proteina. A

proteina NodD ativada se liga a seqiiéncias de nucleotideos que precedem os genes estruturais
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comuns NOJABC e os transcritos desses genes induzem as bactérias a sintetizar sinais
moleculares, denominados fatores Nod, e identificados como lipooligossacarideos quitinicos.
Com adicdo de radicais diferentes, o fator Nod se torna especifico para cada hospedeiro,
induzindo os fendtipos radiculares associados com a infec¢do pelo rizobio, tais como
deformacdo dos pélos radiculares, divisdo das células do cortex e formacdo do meristema do

nédulo (Hungria, 1994; Haeze e Holsters, 2002).

Muitos genes da planta sdo expressos somente nos nédulos e em tecidos de
raizes inoculadas. Esses genes sdo chamados de nodulinas e codificam proteinas que sdo
requeridas ao desenvolvimento ¢ manutencdo do processo de FBN pelos noédulos. As
nodulinas podem ser divididas em duas classes, com base nos padroes de expressdo dos
genes. As nodulinas iniciais que sdo expressas imediatamente apds o contato com o rizdbio,
sendo necessarias para a infeccdo e estdgios iniciais de desenvolvimento do noédulo. As
nodulinas tardias sdo expressas em nddulos maduros e devem ter um papel importante no
metabolismo, manutencdo e senescéncia dos nddulos (Stougaard, 2000; Geurts ¢ Bisseling,
2002).

Exemplos de nodulinas iniciais incluem as nodulinas Enod2, Enod12 que sdo
proteinas de parede celular ricas em prolina, o aumento na expressao destas proteinas produz
modifica¢des na estrutura da parede celular, ressaltando o papel da constitui¢do bioquimica da
parede durante a infeccdo e desenvolvimento do nédulo, e a nodulina Enod40 que estimula a
divisdo de células corticais, (Schultze ¢ Kondorosi, 1998). Exemplos de genes de nodulinas
tardias sdo os genes que codificam leghemoglobina encontrada em grandes concentragdes no
citoplasma de células infectadas, é reponsavel pelo transporte de oxigé€nio para os bacterdides
e tampao do oxigénio livre, contribuindo para manter ativo o complexo da nitrogenase, que ¢
extremamente sensivel ao oxigénio (Papadopoulou et al. 1995). A nodulina Uricasell localiza-

se nos peroxissomos de células ndo infectadas de ndodulos maduros e tem um papel essencial
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na biosintese de ureidos que ¢ uma das principais formas de transporte do nitrogénio fixado
nos nodulos de algumas leguminosas que formam noédulos determinados (Trevaskis et al.,

2002) .

1.4 Bactérias que nodulam a soja

Dois géneros de rizobios, Bradyrhizobium e Sinorhizobium, formam nédulos
e fixam nitrogé€nio em raizes de soja (Jiang e Krishnan, 2000).

As bactérias dos géneros Bradyrhizobium e Rhizobium sao bastonetes Gram
negativos com 0,5 um a 3,0 um por 1,2 a 3,0 um, movem-se através de flagelos e utilizam
oxigénio como receptor final de elétrons na cadeia respiratéria. A temperatura adequada para
seu crescimento oscila entre 25 a 30 °C e o pH entre 6 ¢ 7 (Urenha et al., 1994).

O género Bradyrhizobium (B. japonicum ¢ B. elkanii) tem crescimento lento
e reagdo alcalina em meio de cultura contendo manitol como fonte de carbono. As
velocidades especificas maximas de crescimento desta bactéria oscilam em torno de 0,07/h,
com tempo de geracao de, aproximadamente, 10 horas. (Urenha et al., 1994).

A soja também pode ser nodulada por rizobios de crescimento rapido
capazes de acidificar o meio de cultura contendo manitol como fonte de carbono, isolados
primeiramente na China (Keyser et al., 1982), inicialmente classificadas como Rhizobium
fredii (Scholla e Elkan, 1984) e reclassificados como Sinorhizobium fredii e S. xinjiangensis
(Chen et al., 1988). No Brasil, as bactérias do género Bradyrhizobium véem sendo utilizadas
em inoculantes comerciais desde a expansdo da cultura no Pais em inoculantes comerciais.

Como resultado da inoculacdo intensiva com algumas bactérias, existe um predominio nos
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solos brasileiros, de estirpes dos sorogrupos SEMIA 566, SEMIA 5019 (29W) e SEMIA 587,

(Hungria et al., 1994).

1.5 Mapeamento de Caracteristicas Quantitativas

1.5.1 Caracteristicas quantitativas

Mendel, em 1896, estabeleceu as bases dos estudos genéticos, analisando a
segregacdo de caracteristicas que dividiam as ervilhas em categorias fenotipicas claramente
distintas, como sementes enrugadas ou lisas, flores vermelhas ou brancas, vagens verdes ou
amarelas. Estes fendtipos sdo exemplos de variagdo descontinua, em que existem categorias
fenotipicas discretas, estas caracteristicas sdo chamadas de qualitativas. (Mather e Jinks,
1984; Klug e Gummings, 1999).

No entanto, nem todas as caracteristicas apresentam segregacao descontinua.
Muitas caracteristicas de importancia economica, como a producao de sementes em plantas, a
concentragdo de proteinas nos grios, producdo de leite em bovinos, etc., apresentam
segregacdo continua, isto €, entre os tipos mais extremos aparecem inumeros fenotipos
intermediarios. Estes fenotipos podem ser descritos em termos quantitativos, e as
caracteristicas sdo conhecidas como caracteristicas poligénicas ou quantitativas. Um loco
individual controlando uma caracteristica quantitativa tem sido referenciado como poligénico
ou locos de caracteristica quantitativa (QTL), (Tanksley, 1993).

As diferencas basicas entre as caracteristicas qualitativas e quantitativas
englobam o nimero de genes que contribuem para a variabilidade fenotipica de um carater e

em que grau o fenotipo pode ser modificado por fatores do ambiente. As caracteristicas
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quantitativas sdo, geralmente, controladas por muitos genes, também chamados de poligenes,
cada um contribuindo com uma diminuta parcela para o fen6tipo. A variagdo continua ocorre
devido a segregacdo destes genes, aos efeitos do ambiente e a interagdo gendtipo X ambiente
(Klug e Cummings, 1999). Em fun¢do disso, os efeitos individuais desses poligenes nao
podem ser identificados pelos métodos mendelianos, sendo caracterizados pela soma de seus
efeitos, por meio de procedimentos biométricos.

As abordagens estatisticas tradicionais permitem estabelecer um perfil da
heranca de uma dada caracteristica, como o nimero aproximado de locos afetando o carater
em um cruzamento, o tipo de a¢do gé€nica (dominancia, aditiva), € o grau com que varios
poligenes interagem entre eles e com o ambiente na determinagdo de um fenotipo, essas
abordagens sdo uteis para a compreensao dos componentes da variacao e a resposta a selecao.
No entanto, a falta de conhecimento sobre a identidade especifica dos genes envolvidos
dificulta o estudo de detalhes da heranga poligénica. Andlises que permitam determinar a
magnitude do efeito, a heranca ¢ a agdo génica de um loco espcifico afetando o carater,

envolvem ferramentas estatisticas mais complexas (Tanksley, 1993).

1.5.2 Mapeamento genético

A troca de segmentos entre cromatides homoélogas, que ocorre durante a
meiose, permite que genes ligados, isto €, presos entre si por estarem no mesmo cromossomo,
se recombinem com seus alelos no cromossomo homoélogo. A freqiiéncia com que esta
recombinagdo ocorre estd relacionada com a distancia entre dois locos ligados, ou seja,
conhecendo-se a freqiiéncia de recombinagao entre dois locos ligados € possivel calcular a

distancia entre ecles. Uma unidade arbitraria chamada centimorgan (cM) ¢ usada para
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descrever a distancia entre genes ligados, um centimorgan representa a distancia linear para a
qual um por cento de permuta é observada (Guerra, 1988; Ramalho et al., 1989). A
localizagdo de genes em cromossomos especificos ¢ denominada de mapeamento génico.
Mapas de ligagdo constituem ferramentas importantes para os geneticistas, tanto na selecao
assistida por marcadores, como na clonagem baseada em mapeamento em biologia molecular.

Recentes avangos em técnicas de biologia molecular e de ferramentas
estatisticas tém possibilitado aos geneticistas fazerem a conexao entre fenotipos quantitativos
e genes especificos influenciando esses fendtipos. Quando segmentos importantes do genoma
podem ser identificados e correlacionados com a variagdo fenotipica, tem-se a identificagdo
de um loco de caracteristica quantitativa (QTL — Quantitative Trait Loci). A abordagem
basica para a identificagdo de QTL ¢ possivel com a utilizagdo de técnicas de mapeamento
baseadas em marcadores (Quijada et al., 2004).

A segregacdo de um gene marcador pode ser usada para detectar e estimar os
efeitos de poligenes ligados ao gene marcador. A determinacdo da ligagdo genética entre
marcadores ¢ QTLs depende da existéncia de desequilibrio de ligagao entre os alelos no loco
marcador e os alelos do QTL. Esse desequilibrio gera efeitos quantitativos associados ao
marcador, que podem ser detectados e estimados através de andlises estatisticas adequadas.
Em experimentos de mapeamento, uma associacdo significativa entre marcador e gene &,
invariavelmente, interpretada como sendo evidéncia de ligacao fisica (Ferreira e Grattapaglia,
1995).

Sax, em 1993 foi o primeiro a relatar uma associagdo entre um marcador de
heranga simples com um cardter quantitativo em plantas, observando a segregagdo do
tamanho da semente associado com a segregacao para um marcador da cor do tegumento da

semente de feijao (Phaseolus vulgaris L. (citado por Tanksley, 1993).
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No entanto, a constru¢do de mapas genéticos com marcadores morfologicos
¢ limitada, pela existéncia de poucos marcadores morfolégicos disponiveis e pelos efeitos
indesejaveis nos fendtipos, que sdo afetados pelas condi¢cdes ambientais. Outros problemas
com os genes marcadores sdo, a dominancia, a epistasia, ¢ a falta de polimorfismo na
populagao.

O emprego de isoenzimas como ferramenta no mapeamento de poligenes
possibilitou um avango na identificagcdo de caracteres de importancia agronomica. Marcadores
isoenzimaticos foram utilizados para identificar QTL em milho (Zea mays), tomate
(Lycoperssicum spp), aveia (Avena fatua L.) e soja (revisado em Stuber, 1992).

Com o uso de marcadores morfolégicos e isoenzimaticos, pouco foi feito
com soja, pois os estudos de ligagdo génica envolvendo essa cultura também envolvem,
freqiientemente, cruzamentos em que poucos marcadores estdo segregando, o que torna
ineficiente a detecgdo de ligagdo (Keim at al., 1989). Com a utilizagdo desses marcadores, um
mapa classico de ligagdo de soja foi construido, contendo 49 marcadores ligados e uma
cobertura de 530 cM em 17 grupos de ligagao (Palmer e Kiang, 1990).

Um avango maior ocorreu com a introdu¢do de marcadores genéticos
baseados no DNA. O primeiro marcador utilizado foi o polimorfismo no comprimento de
fragmentos de restri¢do (RFLP - Restriction Fragment Lenght Polymorphism). Em soja, Keim
et al., (1990) construiram um dos primeiros mapas genéticos de ligagdo com 150 marcadores
RFLP, em conjun¢do com varios marcadores morfologicos classicos estendendo-se em 1200
cM. Entretanto, a técnica de RFLP esbarra em problemas técnicos que dificultam a eficiéncia
na produgdo de dados, como a necessidade de pessoal habilitado e de instalagdes adequadas
para o manuseio de material radioativo. Esses aspectos tém tornado dificil a transferéncia da
tecnologia para estacdes experimentais (Ferreirra e Grattapaglia, 1995). A soja apresenta

ainda, um agravante, que ¢ o baixo polimorfismo por loco RFLP (medida pela diversidade



20

génica), uma vez que em 90% dos locos analisados, somente dois alelos diferentes foram
encontrados (Lorenzem et al., 1995).

Em virtude disso, o uso de marcadores bascados na técnica da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR — Polymerase Chain Reaction), usando oligonucleotideos
iniciadores (primers) para detectar polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD —
Random Aplified Polymorphic DNA) e microssatélites, ou seqii€ncias simples repetidas (SSR
— Simple Sequence Repeats). Assim como as isoenzimas a variacdo alélica dos marcadores
baseados no DNA usualmente ndo apresentam efeitos fenotipicos detectaveis. Contudo ao
contrario das isoenzimas a variagdo genética ¢ observada diretamente no DNA e, assim, pode
revelar mais polimorfismo (Tanksley, 1993). Desta forma, o uso de marcadores baseados em
PCR tem sido crescente em programas de melhoramento genético de plantas. A tecnologia de
RAPD, que envolve a amplificagdo simultdnea de varios locos andnimos no genoma
utilizando “primers” mais curtos de seqii€ncia arbitraria para dirigir a reacao de amplificacao,
eliminando, assim, a necessidade do conhecimento prévio da seqiiéncia.

A técnica de RAPD teve grande aceitagdo e aplicagdo para analises genéticas
em varios sistemas biologicos, uma vez que ¢ uma tecnologia bastante acessivel e que pode
ser transferida diretamente para estacdes experimentais de melhoramento. No entanto, o
RAPD pode apresentar sérios problemas de reprodutibilidade, que dificultam a sua aplicacao
em larga escala, bem como o baixo conteido de informagdo genética por loco. Apenas um
alelo ¢ detectado, o segmento amplificado. Ao se observar uma banda RAPD no gel, ndo ¢
possivel distinguir se aquele seguimento se originou a partir de uma ou de duas copias da
seqiiéncia amplificada. Ou seja, um individuo dipléide homozigoto para aquele loco RAPD
possui dois “alelos” RAPD idénticos (AA) a partir das quais a amplifica¢dao ocorre. Por outro
lado um individuo heterozigoto (Aa) para o mesmo loco RAPD possui um alelo (A) que ¢

amplificado e o outro (a) que ndo o €. Por isso, enquanto o geno6tipo homozigoto “recessivo”
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(aa) ¢ identificado pela auséncia da banda no gel (fenotipo nulo), os gendtipos homozigoto
“dominante” (AA) e heterozigoto (Aa) sdo colocados juntos na mesma classe fenotipica, isto
¢ a presenga da banda no gel. A técnica RAPD detecta, assim, apenas um alelo em cada loco,
enquanto que as demais variagdes alélicas sdo classificadas conjuntamente como um alelo
nulo. Esta limitagdo ¢ descrita como “domindncia” dos marcadores RAPD (Ferreira e
Grattapaglia, 1995).

Em relagdo as complicagdes no uso de RFLP e RAPD, surgiram outros
sistemas de marcadores de DNA. Um deles foi o uso de marcadores do tipo microssatélites.
Esses marcadores sdo compostos de pequenas seqii€éncias de dois a cinco nucleotideos de
comprimento, tais como (CA), (ATT), ou (AGAT), repetidas em tandem, ou seja, uma
pequena seqiiéncia (“sequence motif”’) que se repete varias vezes sucessivamente. A variacao
do niimero de repeti¢cdes dessas seqiiéncias gera uma grande quantidade de polimorfismos.
Cada segmento amplificado de tamanho diferente (geralmente de varias dezenas até algumas
centenas de pares de bases) representa um alelo diferente do mesmo loco. A detecgdo de
seqiiéncias microssatélites ¢ feita via PCR a partir de “primers” especificos (20 a 30 bases)
complementares as extremidades que flanqueiam o microssatélite, seguido por fracionamento
em gel de agarose ou poliacrilamida, dependendo do tamanho do fragmento amplificado
(Ferreira e Grattapaglia, 1995; Senior et al., 1998).

Cada loco de microssatélite ¢ analisado individualmente ao se utilizar o par
de “primers” especificos. Locos microssatélites possuem expressao co-dominante, ou seja,
ambos os alelos de um individuo heterozigoto sdo visualizados e sdo altamente multialélicos,
numa populagdo onde potencialmente todos os alelos daquele loco podem ser detectados e
discriminados. Devido a isto, toda e qualquer populagdo segregante pode ser utilizada como
populacdo referéncia para estudos de ligagdo e mapeamento genético. Assim, a escolha da

populacdo para mapeamento nao precisa mais ser feita com base na maximizagdo da distancia
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genética, e sim visando a populacao mais informativa do ponto de vista das caracteristicas
bioldgicas ou agrondmicas de interesse (Ferreira e Grattapaglia, 1995; Senior et al., 1998; He
et al., 2003).

Cregan et al., (1999) desenvolveram um mapa genético de ligacdo do
genoma da soja com marcadores SSR integrado com outros marcadores moleculares (RAPD,
RAPD e AFLP) e marcadores classicos (morfoldgicos e isoenzimaticos). Um total de 606
locos SSR foram mapeados em um ou em trés populagdes: uma populagdo de linhagens puras

recombinantes do cruzamento Minsoy X Noir (Univ. of Utah) e uma populagdo F2 do

cruzamento Clark X Harasoy (Univ. of Nebraska). Muitos locos SSR segregam em uma ou
nas trés populagdes. Foi possivel alinhar os marcadores em 20 grupos de ligacdo que,
possivelmente, correspondem a 20 pares de cromossomos da soja.

O avango das técnicas moleculares permitiu o desenvolvimento de mapas
genéticos detalhados de varias culturas de importdncia agrondmica, revelando novas
possibilidades para o estudo da heranca quantitativa e aplicacdo no melhoramento genético
destas culturas, como o mapeamento de QTL para o monitoramento da resposta a selecdo e
identificagdo de germoplasma com alelos superiores. Com isso, € possivel determinar os QTL
relacionados com producdo de sementes, peso de plantas, tempo de florescimento,
maturidade, qualidade, resisténcia a estresses bidticos e abioticos.

Meksem et al., (2001) identificaram regides gendmicas da soja relacionadas
com a produ¢do de isoflavonodides. Marcadores RFLP e SSR foram utilizados para mapear
QTLs envolvidos com o aumento da concentragdo de proteinas em graos de soja (Sebolt et al,
2000). Maughan et al., (2000) identificaram um QTL controlando o conteudo de sacarose em
soja. Schuster et al., (2001) identificaram e mapearam quatro marcadores SSR ligados ao

QTL 10
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do cruzamento entre a cultivar resistente Hatwing com a linhagem brasileira
BR- 92 — 1983. QTLs relacionados com resisténcia a nematdides de galha também foram
mapeados através de marcadores SSR em uma populagdo de 96 Fassociado com a resisténcia

ao nematoide do cisto (Heterodera glycine) em soja em populagdes BC3F2.3 e Fz.3 ,s linhagens

do cruzamento entre a P196354 resistente e a cultivar Bossier suscetivel ao nematdide de
galha (Meloidogyne incognita), por Li et al. (2001).

Estudos de mapeamento também tém sido empregados no estudo de
caracteristicas envolvidas com desenvolvimento de variedades precoces de trigo (habito de
crescimento, dias para a maturidade, peso de plantas) utilizando marcadores SSR ¢ RFLP
(Kulwal et al., 2003).

Com relacdo a FBN, Nodari et al., (1993) detectaram quatro QTLs afetando
o nimero de nodulos em feijao (Phaseolus vulgaris L.). Nicolas et al.; (2002), estudaram a
heranca de caracteristicas quantitativas de FBN em cultivares brasileiras de soja com
diferentes capacidades de FBN, e identificaram dois cruzamentos de parentais contrastantes
quanto a capacidade de FBN: Bossier (alta) X Embrapa 20 (média) e BRS 133 (baixa) X
Embrapa 20 (média), que se apresentaram adequados para o uso em estudos sobre QTL
controlando a nodulacdo ¢ a FBN. Um estudo de mapeamento de 160 plantas de uma

populacao F2 derivadas do cruzamento Embrapa 20 X BRS 1333 com 45 marcadores SSR,
avaliando-se os fenotipos para nodulacdo e FBN nas progénies F2.3, foi realizado por Nicolas

et al., (2005). Foram mapeados 21 locos SSR, distribuidos em nove grupos de ligagdo, em
uma regido de 251,2 cM. Foram detectadas regides gendomicas associadas com o crescimento
da planta (massa da parte aérea seca, MPAS) e nodulagdo (nimero de nddulos, NN; massa de
nodulos secos, MNS e a massa média de nddulos secos, MNS/NN). Através deste trabalho,
foi possivel construir um mapa genético nao saturado, estabelecendo um estagio inicial para o

uso potencial desses marcadores em programas de melhoramento genético da soja.
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Em caracteristicas quantitativas, sdo avaliados muitos individuos, para se
detectar aqueles que possuem o maximo de alelos favordveis ¢ o minimo de alelos
desfavoraveis. Nesse contexto, marcadores moleculares ligados a QTL com influéncia para
uma caracteristica podem aumentar a precisdo e reduzir o nimero de avaliagdes necessarias
para se detectar individuos com combinagdes superiores de genes. Estes estudos se embasam
na premissa de que, a identificagdo de QTL para caracteristicas complexas pode aumentar a
eficiéncia no melhoramento de plantas por meio da selecdo assistida por marcadores e,
eventualmente, a clonagem destes QTL. Entretanto, a identificagdo inicial dos efeitos de um
QTL pode ndo ser verdadeira, tornando-se necessaria a confirmacdo de QTL antes da sua
utilizagdo em programas de melhoramento ou clonagem. (Quijada et al., 2004).

Diferentes abordagens tém sido usadas para confirmar QTL. Para
caracteristicas de efeitos maiores, a abordagem mais comum ¢ a introgressao dos alelos de um
QTL individual em um material genético homozigoto, através de multiplas geracdes de
retrocruzamento. Isto pode levar a segregagdo qualitativa dos efeitos fenotipicos que podem
ser usados para um mapeamento fino e a clonagem do QTL. Para QTL de pequeno efeito esta
abordagem ndo leva a um mapeamento preciso, a transferéncia de alelos do QTL em
diferentes materiais genéticos pode ser usado para a confirmacdo de QTL. Fasoula et al.,
(2004) utilizaram duas populagdes para confirmar QTL relacionados com o peso de sementes,
teor de proteina e 6leo em soja.

O desenvolvimento de bases de dados com seqiiéncias expressas (EST-
Expressed Sequence Tags), para algumas culturas de interesse como a soja, tem permitido o
uso destas ESTs como marcadores. A associagdo de marcadores EST com caracteristicas
quantitativas pode permitir uma maior compreensdo sobre as vias bioquimicas € o0s
mecanismos que afetam caracteristicas de interesse, uma vez que ESTs propiciam maior

informagao sobre a fungdo génica do que outros marcadores moleculares. Algumas ESTs tém
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sido encontradas associadas a QTL para tempo de florescimento e area foliar em soja (Zhang
et al., 2004).

A construcdo de mapas de ligacdo e os projetos de sequenciamento de
genomas de Létus japonicum e Medicago truncatula duas espécies modelos para estudos
sobre fixacdo, tem possibilitado a identificagdo e a clonagem de genes simbidticos (Udvardi,
2002; Stougaard, 2001; Thouquet et al., 2002). Desta forma, a interacdo entre genética
classica e genética molecular tém contribuido para a descoberta de genes da planta envolvidos

com a FBN.
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi confirmar QTL ligados a marcadores

microssatélites, ja detectados previamente numa populagao de 160 linhagens F2-3 oriundas do

cruzamento BRS133 x Embrapa20 por Nicolas et. al., 200... e identificar novos QTLs, em outra
populacdo de 157 linhagens endogamicas recombinantes (RILs) do cruzamento Bossier x

Embrapa 20.

2.1 Objetivos Especificos

a) Analisar 24 marcadores microssatélites em plantas de soja de uma populacdo de
mapeamento formada por 157 linhagens endogdmicas recombinantes
derivadas do cruzamento entre as cultivares Bossier e Embrapa 20.

b) Avaliar as caracteristicas de nodula¢ao: nimero de ndédulos (NN), massa de nodulos
secos (MNS), relagdo entre massa de nodulos secos e o nimero de nddulos
(MNS/NN) e crescimento de plantas: a massa da parte aérea seca (MPAS) nas

157 linhagens do cruzamento Bossier x Embrapa 20.
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Identificacdo de QTL associados a simbiose entre Bradyrhizobium
japonicum/B. elkanii e a soja [Glycine max (L.) Merr?

Maria Aparecida dos Santos® > Marisa F. Nicolas* Mariangela Hungri>

Resumo - Dentre os principais fatores bidticos que contribuem para o sucesso da cultura da
soja [Glycine max (L.) Merr.] no Brasil, destaca-se a fixagdo bioldgica do nitrogénio (FBN),
pois a simbiose com bactérias do género Bradyrhizobium consegue suprir a demanda de N das
plantas. Contudo, os parametros de FBN ndao vém sendo avaliados nos programas de
melhoramento, que priorizam o rendimento de graos e a resisténcia a doengas. O objetivo
deste estudo foi identificar QTL (Quantitative Trait Loci), utilizando marcadores do tipo

microssatélites (SSR), relacionados a FBN em uma populacio qu de cultivares com

diferentes capacidades de FBN, Bossier (alta) ¢ Embrapa 20 (média). Nesta etapa inicial,
foram mapeados 16 marcadores distribuidos em seis grupos de ligacdo, cobrindo uma regiao
de 5% do genoma (151,6 cM). A analise de regressao dentificou 12 associacdes significativas
em quatro grupos de ligagdo (B1, C2, D1b e H): trés para a massa da parte aérea, quatro para
nimero de nodulos, duas para a massa de nodulos e trés para a massa média de nddulos.
Todos os QTL detectados foram de efeitos menores, semelhante ao encontrado na populagao

th3 de BRS 133 (baixa) x Embrapa 20 (média) (Nicolas et al., 2005).

Contudo, sete marcadores foram confirmados nas duas populacdes, indicativo de uso
potencial em programas de melhoramento visando a FBN.
Termos para indexagdo: Fixa¢do biologica do nitrogénio, marcadores moleculares, mapa

genético, microssatélites, nodulagdo, SSR.
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Identification of QTL associated with the symbiosis of Bradyrhizobium japonicum/B.

elkanii and soybean [Glycine max (L.) Merr.]

Abstract - The success of the soybean [Glycine max (L.) Merr.] crop in Brazil is greatly
supported by the biological nitrogen fixation (BNF) process, as the symbiosis with
Bradyrhizobium bacteria can supply the plant’s N needs. However, traits related to BNF have
not been evaluated in soybean breeding programs, with priority given to yield and resistance
to diseases. The objective of this study was the identification of QTL (Quantitative Trait Loci)

related to BNF using microsatellites (SSR) markers, in an F2-7 population derived from a

crossing between cultivars with contrasting capacities of BNF, Bossier (high) and Embrapa 20
(medium). At this point, 16 markers located in six linkage groups have been mapped,
covering about 5% of the genome (151.6 cM). The regression analysis identified 12
significant associations in four linkage groups (B1, C2, D1b and H): three for shoot weight,
four for nodule number, four for nodule weight and three for the medium value of nodule

weight. All QTL had minor effects, similar to previous reports in an F2‘3 of BRS 133 (low) x

Embrapa 20 (medium) (Nicolas et al., 2005). However, seven QTL were confirmed in both
populations, indicating that they might be effective in increasing BNF in soybean breeding
programs.

Index terms: Biological nitrogen fixation, molecular markers, genetic map, microsatellites,
nodulation, SSR.
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INTRODUCAO

O Brasil ¢ o segundo maior produtor mundial de soja [Glycine max (L.)
Merr.]. O levantamento da Companhia Nacional de Agricultura e Abastecimento, na safra
2004/2005, indicou um incremento na area plantada de 4,9%, comparativamente a safra
anterior. Em termos nacionais, houve um incremento na produ¢do de 23,4%, atingindo um

volume de 61,4 milhdes de toneladas, enquanto o aumento na produtividade foi estimado em

17,6%, resultando em uma média nacional de 2.751 kg ha-1 (CONAB, 2005).

Dentre os principais fatores bidticos que contribuem para essa elevada
producdo de soja destaca-se a fixacdo biologica do nitrogénio (FBN), uma vez que a
demanda de nitrogénio (N) das cultivares brasileiras pode ser suprida totalmente pelo
processo biologico, através da inoculagdo com estirpes selecionadas de Bradyrhizobium

japonicum/B. elkanii. Estudos de quantificagdo da FBN no pais indicam que esta pode suprir

a soja em até 300 kg de N ha-l, conseqiientemente, nao se recomenda a utilizagao de
fertilizantes nitrogenados, resultando em uma economia estimada em US$ 3 bilhdes por safra
(Hungria et al., 2005). O sucesso da FBN no Brasil resulta de pesquisas e selecdo de estirpes
compativeis com as cultivares brasileiras, com alta eficiéncia de FBN e adaptadas as
diferentes condigdes ambientais em que a soja ¢ cultivada no pais. Contudo, particularmente
na ultima década, os caracteres da FBN ndo t€ém sido contemplados diretamente nos
programas de melhoramento genético da soja, que priorizam caracteristicas relacionadas com
a producdo e com a resisténcia as doengas. Diferengas quanto a eficiéncia no processo de
FBN entre gendtipos comerciais de soja utilizados atualmente foram relatadas por Bohrer &
Hungria (1998) e Hungria & Bohrer (2000), havendo indicagdes de perdas de até 30% na
contribui¢do da FBN para as plantas, em comparacdo com as cultivares parentais.

O conhecimento sobre genes nos rizobios envolvidos na nodulagdo (nod,

nol e noe) e no processo de FBN (nif e fix) sao elevados (Stougaard, 2000). Entretanto,
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pouco se sabe sobre os genes das leguminosas hospedeiras que estdo relacionados a
simbiose. Alguns estudos sobre nodulagdo em soja descrevem mutantes simbidticos
tolerantes ao nitrato (nts) (Gremaud & Harper, 1989; Akao & Kouchi, 1992), ou com
restri¢do a nodulagdo por determinados sorogrupos de Bradyrhizobium, incluindo genotipos
nao-nodulantes (Caldwell, 1966; Vest et al., 1972; Devine, 1976). Recentemente, foi obtido
um mapa integrado de ligacdo do genoma da soja (Cregan et al., 1999; Song et al., 2004) ¢
alguns locos relacionados com restri¢do a nodulagdo (Rj1l e Rj2) e tolerancia a nitrato (nts)
foram incluidos.

Alguns marcadores moleculares disponiveis no mapa do genoma da soja
(Cregan et al., 1999) vém sendo utilizados para a identificagdo de QTL (quantitative trait
loci, locos de carater quantitativo), visando o seu emprego na seleg¢do assistida em programas
de melhoramento de soja. Meksem et al. (2001), por exemplo, identificaram regides
genOmicas relacionadas com a producgdo de isoflavonoides utilizando marcadores do tipo
microssatélites (simple sequence repeat, SSR). Marcadores RFLP (restriction fragment
lenght polymorphism, polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo) e SSR
também foram utilizados para mapear QTL envolvidos com o incremento no teor de
proteinas nos graos (Sebolt et al., 2000). Schuster et al. (2001) mapearam quatro marcadores
SSR ligados ao QTL associado com a resisténcia ao nematdide do cisto (Heterodera
glycine). QTL relacionados com resisténcia a nematoides de galha também foram mapeados

através de marcadores SSR em uma populagdo de 96 F2-3 linhagens do cruzamento entre a

P196354, resistente e a cultivar Bossier, suscetivel ao nematdide de galha (Meloidogyne
incognita) (Li et al., 2001). Diversos QTL para caracteristicas relacionadas com o
rendimento de graos também foram descritos (Orf et al., 1999a; Orf et al., 1999b; Chung et

al., 2003).
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Com relagdo a FBN, Nodari et al. (1993) detectaram quatro QTL afetando o
niumero de nodulos em feijociro (Phaseolus vulgaris L.). Na soja, Nicolas et al. (2005)

identificaram, em uma populacdo de 160 familias F2.3.do cruzamento BRS 133 (baixa

capacidade de FBN) X Embrapa 20 (média capacidade de FBN), 16 associagdes
significativas entre marcadores SSR e QTL para parametros de crescimento e nodulacao das
plantas.

Com a finalidade de verificar os QTL descritos previamente por Nicolas et.
al. (2005) e de identificar novos QTL foi desenvolvida uma populagdo de mapeamento de

157 linhagens le7 entre cultivares de soja com diferentes capacidades de FBN, Bossier (alta)

e Embrapa 20 (média). As avaliagdes quantitativas e o mapeamento desses QTL sdo

apresentados neste estudo.
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MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

As andlises foram conduzidas em uma populagdo de mapeamento composta
por 157 linhagens endogamicas recombinantes derivadas do cruzamento de duas cultivares
previamente identificadas como tendo distintas capacidades de FBN, Bossier (alta) X
Embrapa 20 (média) e com potencial genético de gerar linhas superiores (Nicolas et al.,

2002). Uma amostra de 157 sementes F2 foi avangada até a geragdo F7 através do método do
descendente de uma unica semente (SSD, single seed descent). As linhagens Fz_7 foram

avaliadas em casa de vegetacdo quanto as caracteristicas relacionadas com o crescimento da
planta (massa da parte aérea seca, MPAS) e nodulacdo (massa de nodulos secos, MNS;
numero de nédulos, NN e massa média de nodulos secos, MNS/NN). O N total acumulado
nos tecidos nao foi analisado porque, em estudos prévios com 152 cultivares de soja, Bohrer
& Hungria (1998) e Hungria & Bohrer (2000) constataram alta correlagdo entre os
parametros de MPAS e N total acumulado pelas plantas (r=0,87** e 1=0,92%*%),

respectivamente, dispensando a necessidade de andlise do teor de N nos tecidos.
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Anélise das caracteristicas de fixacao biologica de nitrogénio e herdabilidade

O experimento para avaliagdo das caracteristicas de FBN (MNS, NN,
MNS/NN, MPAS) foi conduzido em casa de vegetacdo, em vasos de plastico contendo 4 kg
de solo ndo esterilizado e areia. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado

com oito repeticdes, com uma planta por repeticdo de cada uma das 157 linhagens F2‘7

(totalizando 1256 plantas) e 15 repeti¢des de cada gendtipo parental. Para garantir uma boa

nodulagdo as plantas receberam 1 mL de inoculo misto (v:v 1:1) de Bradyrhizobium
japonicum SEMIA 5079 e B. elkanii SEMIA 587. As estirpes foram crescidas em meio YM

(yeast-mannitol, extrato-de-levedura e manitol; Vincent, 1970) por sete dias, as duas culturas

foram ajustadas para uma concentracdo de 109 células mL-1 e, depois, misturadas. A
inoculacdo foi realizada quando as plantas atingiram o estadio V2 (primeira folha trifoliada
estendida e a segunda folha suficientemente aberta) (Fehr & Caviness, 1977). Trinta dias
apods a inoculagdo, as plantas foram coletadas individualmente. O sistema radicular e a parte
aérea foram separados e mantidos em estufa com circulagdo forcada de ar, a 65°C, por quatro
dias. A seguir, avaliaram-se os parametros de MPAS, NN, MNS e a relagdo MNS/NN foi
calculada. Os dados coletados foram submetidos a analise de varidncia, usando o

procedimento PROC GLM do SAS (SAS, 1989). A herdabilidade para cada caracteristica foi

2 2 2 2 2 2
obtida através da féormula: h =6 /[ 6 +( 6 /r)], onde 6 = varidncia genotipica, ¢ =
g g e g e

variancia do erro, r = repeti¢cdes. (Wricke & Weber, 1986).
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Obtengédo dos marcadores moleculares

As amostras de DNA foram extraidas a partir de duas a trés folhas

(primeiras folhas trifoliadas) de cada uma das 157 linhagens F2~7 e dos parentais Bossier e

Embrapa 20 pelo método descrito por Keim et al. (1988). A seguir, cada amostra de DNA
genomico total foi amplificada com 24 pares de primers microssatélites escolhidos a partir
do mapa do genoma da soja (Cregan et al., 1999). O volume total das reagdes de PCR foi
modificado para 10 pL, contendo: tampao de PCR 1X (2,5 mM Tris-HCL pH 8,3 e 62,5 mM

de KCl); 2,5 mM de MgClz; 125 uM de cada dNTP; 0,2 uM de cada oligonucleotideo

(“primer”) (“forward” e “reverse”), uma unidade de Taq DNA polimerase e 20 ng de DNA
gendmico. As amplificagdes foram realizadas em um termociclador (MJ Research modelo
PT — 200), com um programa iniciado com 7 min a 94°C, seguidos de 30 ciclos de 1 min a
94°C, 1 min a 50°C e 2 min a 72 °C e finalizando com uma etapa de 7 min a 72°C para a
extensdo da fita. Os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose a 3% em
tampao TBE 0,5X (Tris-Borato 0,09 M e EDTA 0,002 M) por, aproximadamente, 4 h de
corrida a 90 V, ou em gel de poliacrilamida (29:1, acrilamida:bis-acrilamida) a 40%, quando

ndo foi possivel visualizar o polimorfismo em gel de agarose. Os géis foram corados em uma

-1
solugdo de brometo de etidio (0,5 pg ml ) por 30 min e fotografados sob luz UV com
camera digital Kodak DC 120 e o sofware para PC Kodak Digital Science 1D (Eastman
Kodak Company). A partir do perfil das bandas nos géis, foi construida uma matriz de dados

numéricos para cada marcador, considerando-se 1 (presenca de banda da parental Bossier) e

2
2 (presenca da banda da parental Embrapa 20). Testes de X foram usados para confirmar a

heranga monogénica dos marcadores moleculares.
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Identificacdo e mapeamento de QTL

O mapa genético foi construido com base nos marcadores moleculares que
segregaram de acordo com a propor¢ao esperada de heranga monogénica em cada linhagem,
ou seja, 1:1. Os calculos da freqiiéncia de recombinacdo, da distancia genética entre os
diferentes marcadores genéticos ¢ da determinagdo do posicionamento dos marcadores foram
feitos com o auxilio do programa MAPMAKER/EXP (Lander et al., 1987). O agrupamento
dos marcadores foi feito adotando um valor limite de detec¢do (LOD) de 3,0 e a conversdo
da freqiiéncia de recombinagdo para centimorgans (cM) foi feita utilizando a distancia de
mapeamento de Haldane (r= 0,50). A identificacdo de marcadores moleculares associados as
caracteristicas MPAS, MNS, NN, MNS/NN foi determinada pela analise de regressdo
simples. As linhagens heterozigotas para os marcadores foram incluidas nas andlises, mas
suas médias ndo foram apresentadas. A existéncia de ligacdo entre um loco marcador ¢ um
carater quantitativo foi admitida quando houve uma diferenga significativa (P<0,05) entre o

valor fenotipico médio da linhagem F ,, €0 marcador. A proporcao da variagdao fenotipica
explicada pela associagdo carater-marcador foi estimada pelo coeficiente de determinacdo

2
(R ), (Edwards et al., 1987). Todas as analises foram feitas com o procedimento PROC GLM

(SAS, 1989).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Analise das Caracteristicas de Nodulacéo e Crescimento da Planta

A distribuigdo de freqiiéncia das caracteristicas relacionadas com o
crescimento da planta (MPAS) e nodulagdo (MNS, NN ¢ MNS/NN) para as 157 linhagens
ndo apresentou desvios significativamente diferentes da normalidade, confirmando que as

caracteristicas fenotipicas sdo quantitativas (Figura 1). A cultivar parental Bossier apresentou
as maiores médias para todas as caracteristicas avaliadas, MPAS (10,19 2,35 g pl_l), MNS
(699,93 + 331,77 mg pl_]), NN (206,40 + 86,96 nddulos pl_]), MNS/NN (4,04 + 2,28) em
relacdio a Embrapa 20 (MPAS, 9,11 + 4,02 g pl_]; MNS, 529,96 + 347,30 mg pl_l; NN,

183,57 £ 95,81 nodulos pl-1 e MNS/NN, 2,75 + 1,28). O comportamento dos parentais foi
semelhante ao verificado por Nicolas et al. (2002).

Na andlise de variancia, foram observadas diferengas significativas
(P<0,05) entre as linhagens para todas as caracteristicas avaliadas (Tabela 1), indicando a
existéncia de variabilidade genética entre as linhagens. Os coeficientes de variagao (CV)
para MPAS, MNS, NN, MNS/NN foram de 25,6%, 49,5%, 50,1%, 45,6%, mas valores
superiores a 30% sdo comumente relatados para os parametros de nodulacdo (Bohrer &
Hungria, 1998; Hungria & Bohrer, 2000; Nicolés et al., 2002). A importancia de avaliagao
dos parametros de MNS foi salientada nos estudos de Bohrer & Hungria (1998) e Hungria &
Bohrer (2000), na avaliagao de 152 cultivares de soja, em que foi demonstrado que a MNS
estava altamente correlacionada tanto com a MPAS (valores entre r=0,68** e r=0,80**),
como com o N total acumulado na planta (valores entre r=0,65** e r=0,74**). As linhagens
apresentaram segregacgao transgressiva, semelhante aos resultados previamente descritos por

Nicolas et al. (2002) para o cruzamento Embrapa 20 X BRS 133.



41

Os valores de herdabilidade estimados foram de 49% para MPAS, 30% para

NN, 33% para MNS e 27% para MNS/NN (dados ndo mostrados). Estes valores estdo de

2
acordo com os coeficientes de determinacdo (R ) (tabela 1), denotando a natureza complexa
dos caracteres relacionados ao crescimento e nodulacdo que estdo sujeitos a interagdo com o

ambiente.

Polimorfismo dos Marcadores Microssatélites e Construcdo do Mapa de Ligacéo

Ao todo, 136 marcadores microssatélites (SSR) foram testados quanto ao
polimorfismo, sendo 66 polimorficos entre as parentais Bossier e Embrapa 20. Até o
presente momento, foram avaliados 24 desses marcadores polimorficos nas 157 linhagens.

Todos os marcadores segregaram de acordo com a propor¢ao esperada (1:1), segundo o teste

do X2 (P<0,05). Foi possivel mapear 16 marcadores em seis grupos de ligacdo (LG, linkage
group), correspondendo aos grupos B1, C2,

D1b, H, N e B2 do mapa de Cregan et al. (1999). Em alguns casos, foram
constatadas diferencas em relacdo as distancias entre os marcadores SSR neste trabalho e as
populacdes descritas por Cregan et al., (1999) e Nicolés et al. (2005) (figura 2), que podem
ser devidas a diferengas entre os parentais e/ou fatores ndo controldveis. Resultados
semelhantes foram relatados por Ghassemi & Gresshoff (1998) e Chung et al. (2003). Os
locos mapeados no presente trabalho cobrem uma regido de 5% do genoma da soja (151,6
cM), desse modo, outros marcadores estdo sendo utilizados para se conseguir uma maior

cobertura do genoma e saturar as regides mapeadas.
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Marcadores associados com o crescimento da planta e a nodulagéo.

Os resultados da analise de regressdo com os locos marcadores como
variaveis independentes e os fendtipos (MPAS, NN, MNS, MNS/NN) como variaveis
dependentes identificaram 12 associacgdes significativas (P<0,05) entre locos marcadores e
locos de QTL devido a efeitos aditivos (Tabela 2). Os marcadores que apresentaram
associagOes significativas com QTL para crescimento e nodulacdo foram mapeados em
quatro grupos de ligagdo: B1 (Satt509, Satt197, Satt332), C2 (Satt307, Satt202), DIb
(Satt296), H (Satt192, Satt434) (Figura 2). Dois marcadores Satt232 e Satt325 que também
apresentaram associagdes significativas para as caracteristicas fenotipicas niao foram
agrupados.

Para a caracteristica MPAS, trés marcadores foram significativamente
associados: Satt332 (P<0,01), Satt 434 (P<0,03) e Satt232 (P<0,005). Para o NN, quatro
associacoes foram significativas: Satt509 (P<0,04), Satt197 (P<0,05), Satt307 (P<0,0025) e
Satt325 (P<0,016). Para a MNS, duas associagdes foram significativas: Satt307 (P<0,0005) e

Satt202 (P<0,016). Na relagdo MNS/NN, trés associagdes foram significativas: Satt296

2
(P<0,03), Satt509 (P<0, 05) e Satt192 (P<0,03). O percentual de variagdo fenotipica (R )
explicado pelas associagdes loco marcador e loco QTL variou de 3,7% a 5% para MPAS, de

2,5% a 5,25% para NN, de 3% a 8% para MNS e de 2,5% a 3,9% para MNS/NN (Tabela 2).

Todos os QTL detectados foram de efeitos menores, sendo este similar ao

encontrado na populacio FZ3 BRS 133 x Embrapa 20 (Nicolas et al., 2005). A baixa

magnitude dos efeitos dos QTL detectados coincide com os baixos valores de herdabilidade
das caracteristicas avaliadas. Resultados semelhantes tém sido relatados em véarios estudos de
QTL para caracteristicas com moderada ou baixa herdabilidade. Loudet et al. (2003)

identificaram 57 QTL relacionados com a eficiéncia no uso do N em linhagens
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2
recombinantes de Arabidopsis thaliana com efeitos pequenos (R variando de 2 a 21). Em
soja, QTL de efeitos menores também foram relatados para caracteristicas relacionadas com
o rendimento de graos (Orf et al., 1999a; Orf et al., 1999b; Yuan et al., 2002), bem como

QTL relacionados com a concentragdo de proteinas e 6leo na semente (Sebolt et al., 2000).

Por outro lado, os marcadores Satt509 e Satt307 foram associados com mais
de uma caracteristica fenotipica (figura 2b e 2c¢). Marcadores associados a mais de uma

caracteristica também foram identificados na populagdo Fz.3 BRS 133 x Embrapa 20 (figura

2a, 2b e 2d). Isso pode sugerir que essas caracteristicas fenotipicas sdo controladas por QTL
estreitamente ligados, ou pela acdo de um tinico QTL com efeito pleitropico (Lebreton et al.,
1995; Loudet et al., 2003). QTL com efeitos pleiotropicos t€ém sido observados para varios
caracteres morfolégicos e de desenvolvimento na soja e no feijoeiro (Keim et al., 1990;
Mansur et al., 1993; Nodari et al. 1993, Souza et al., 2000, Nicolas et al., 2005). A maior
dificuldade que se apresenta frente a esse tipo de interagdes consiste em distinguir QTL
fortemente ligados que afetam vdrias caracteristicas, de um Unico QTL com efeitos

pleiotropicos.

Verificacdo de QTL mapeados nas familias FZ.3 do cruzamento BRS 133 x Embrapa 20

Entre os marcadores utilizados na populacao F2~7 Bossier x Embrapa 20, oito
haviam sido mapeados anteriormente na populacio F2-3 BRS 133 x Embrapa 20, estando

associados significativamente as caracteristicas de crescimento e nodulagdo (figura 2). Os
marcadores Satt296, Satt232 e Satt197, que foram associados com a MPAS na populacdo

BRS 133 x Embrapa 20 (Nicolas et al., 2005), foram utilizados para verificar MPAS na
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populagdo Bossier x Embrapa 20. A associagdo com o Satt232 (P<0,005) foi confirmada,
mas ainda ndo foi ancorada com outro marcador no grupo L, razdo pela qual ndo esta
representada na figura 1. Para seis marcadores (Sat296, Satt509, Satt197, Satt332, Sat307 e
Satt192) associados com pardmetros de nodulagdo (MNS, NN ou MNS/NN) na populagdo
Embrapa 20 x BRS 133 (Nicolas et al., 2005), foi confirmada a associagdo a QTL na
populacdo Bossier x Embrapa 20 (figura 2). Além disso, o Satt232 foi associado 8 MPAS nas
duas populagdes e, como as plantas cresceram em condigdes de maximizagao de FBN, onde
existe alta correlagdo entre a massa nodular e a biomassa das plantas (Bohrer & Hungria,

1998; Hungria & Bohrer, 2000), esse marcador também deve estar associado a FBN.

Alguns QTL encontrados em Embrapa 20 x BRS 133 (Nicolas et al., 2005),
porém, nao foram confirmados em Bossier x Embrapa 20, e vice-versa. Uma hipotese
provavel da ndo confirmacdo de alguns QTL poderia ser a de que os alelos no loco QTL
estejam fixados na populagdo (ambos parentais possuem os mesmos alelos para esse QTL) e,
nesse caso, os eventos de segregacdo ndo podem ser detectados (Mian et al., 1998). E

possivel, também, que marcadores detectados em F2-3 BRS 133 x Embrapa 20 nao fossem

confirmados em uma populacdo mais avangada, como a deste estudo. Avaliando a ocorréncia
de QTL para caracteristicas relacionadas com a produ¢do em soja, em trés diferentes
populacdes de linhagens recombinantes, Orf et al., (1999) verificaram que alguns QTL eram
identificados nas trés populagdes, outros em duas, bem como constataram a ocorréncia QTL
identificados em apenas uma populacdo. Nesse contexto, a base genética também pode
contribuir para a identificagdo de QTL. Entretanto, a auséncia de um QTL ndo pode ser
simplesmente atribuida a falta de oportunidade de estabelecimento de ligacdo entre o loco
marcador e o loco QTL. Em muitos casos, a associacdo entre um marcador e o0 QTL pode ser
uma associacao falso-positiva, ou erro tipo 1 (Dudley, 1993). Os estudos sobre confirmagdo

de QTL detectados em soja sdo limitados e conflitantes, sendo necessaria a avaliacdo da
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consisténcia dos mesmos em diferentes populacdes e em diferentes ambientes, para o

posterior uso desses QTL nos programas de melhoramento (Fasoula et al., 2004).

Os marcadores Satt251, Satt373 (Figura 2b e 2e) que apresentaram
associa¢do significativa para MNS e MPAS, respectivamente e Satt066 (Figura 2f),
associado aos parametros MNS ¢ MNS/NN na populagdo BRS 133 x Embrapa 20, ainda nao
foram avaliados na populacao deste estudo. Contudo, ja se constatou polimorfismo entre os
genotipos parentais, desse modo, novas andlises estdo sendo realizadas. Para o marcador
Sat 123 associado a MNS e MNS/NN (figura 2b), serd verificada a existéncia de
polimorfismo entre as cultivares parentais Bossier ¢ Embrapa 20. Além disso, outros
marcadores deverdo ser testados quanto ao polimorfismo e analisados nesta populagdo, para

saturar as regioes ja mapeadas e identificar novas associagdes.

Este estudo representa a etapa inicial para a identificacdo e confirmagdo de
QTL associados com a FBN em cultivares brasileiras de soja. Sete marcadores previamente

identificados na populagao F2-3 do cruzamento BRS 133 x Embrapa 20 foram confirmados
neste trabalho, na populagdo F2-7 de Bossier X Embrapa 20. Esses microssatélites

representam a primeira indicacdo para utilizacdo de marcadores moleculares em programas

de melhoramento, visando incrementar a contribuicdo da FBN em soja.
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CONCLUSOES

Foram identificados seis marcadores moleculares do tipo microssatélite
(Sat296, Satt509, Satt197, Satt332, Sat307 e Satt192) relacionados a nodulagdo e um

marcador (Satt232) relacionado a produ¢ao de biomassa em soja.

Os marcadores podem ser utilizados em programas de melhoramento

visando o incremento na contribui¢do da fixagdo bioldgica do nitrogénio em soja.
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Tabela 1. Resumo da analise de varidncia para massa da parte aérea seca (MPAS), niimero
de nédulos (NN), massa de noédulos secos (MNS) e relagdo MNS/NN nas linhagens F - do

cruzamento Bossier x Embrapa 20.

Variével QM GL F P R’ cV (%)
MPAS 17.1176 156 1,98 0.0001  0,2280 25,60

NN 16.831.6510 156 1.44 0.0008  0,1768 50,12446
MNS 210.980.8000 156 1,49 0,0002  0,1822 40,85
MNS/NN  4.1040 156 1,37 0.0034  0.16095 45,604

Tabela 2. Distribui¢do da ligagdo de marcadores SSR mostrando associagdes significativas com
as diferengas fenotipicas para massa da parte aérea seca (MPAS), nimero de nddulos (NN),
massa de noédulos secos (MNS) e relacio MNS/NN, como resultado da analise de regressao.

Caracteristica Marcador  Grupo de Nivel de R’ Alﬁqm Agﬁqm
Quantitativa Li ga;ﬁom sigmificancia (%)
do teste F
MPAS Satt332 LGBI1 0,01 3.7 11.19b 11.76a
111g.p1'1 Sattd34 LGH 0,03 3.1 11.18b 11.72a
Satt232 LGL 0005 5.0 11.84a 11.20b
NN Satt197 LGBl 0,05 2.5 207 47a 222276
nédulo.pl'l Satt509 LGBl 0,004 5.25 203,190 224 .93a
Satt307 LGC2 00025 6.2 228.58a 205.28b
Satt325 LGF 0.016 3.8 220 88a 209.67b
MNS mg planta’  Satt202 LGC2 0,022 3.3 783.00a 718.30b
Satt307 LGC2 0.0005 8.0 802.51a 706.90b
Satt296 LGDI1b 0,03 3.0 3.71b 3.98a
MNSINN Satt192  LGH 0.03 3.8 3.93a 3.68b
Satt509 LGBI1 0,05 2.5 3.93a 3.6%9a

0 Grupe de ligagio como descrito em Cregan et al. (1999).

@) Medias alélicas do marcador associadas aos parentais Bossier (AAy) e Embrapa 20 (A2A7). Valores segnidos pela

mesma letra ndo diferem significativamente, de acorde com o teste de Tukey F=0.05.
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