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agronémicas em soja associados ao tipo de crescimento das plantas. 2013. 62f.
Tese (Doutorado em Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina, PR.

RESUMO

O tipo de crescimento da haste da soja € caracteristica diferenciadora de cultivares. Os
genes, Dtl e Dt2, afetam a terminagdo da haste, visto que os tipos de crescimento sao
classificados em determinado, semideterminado e indeterminado. O tipo de crescimento
determinado predominou no Brasil até o inicio dos anos 2000, ao passo que, na
contemporaneidade, ha preferéncia pelo tipo de crescimento indeterminado,
principalmente na regido centro sul do Brasil. No entanto, a dificuldade de selegéo e a
tendéncia de se utiizar com maior frequéncia cultivares indeterminadas e
semideterminadas, nos programas de melhoramento, tém provocado a caracterizagao
fenotipica errbnea dos gendtipos. Nesse sentido, o presente trabalho teve como
objetivos: (a) mapear e validar marcadores moleculares para classificar a soja quanto ao
tipo de crescimento, buscando facilitar a descricdo de cultivares e a selecao genotipica;
(b) avaliar caracteristicas agronédmicas de progénies e suas linhas irmas contrastantes
para o gene Dtl identificadas pelo fendtipo dos respectivos tipos de crescimento. Para
mapeamento e validacdo dos marcadores moleculares, foram utilizadas duas populagdes
Fo3: T 117 (tipo de crescimento semideterminado) x Igra RA 518 RR (tipo de crescimento
indeterminado) e CD 235RR (tipo de crescimento determinado) x Igra RA 518 RR. O
estudo evidenciou que a associagdo do marcador molecular ao gene GmTFL1b foi
eficiente na classificagdo dos tipos de crescimento em soja. O marcador sat_064 esta
ligado ao gene Dt2, localizado no Grupo de Ligagao G do mapa consenso da soja, com
frequéncia de recombinacao de 19,4%. Os marcadores moleculares para os genes Dtl e
Dt2 sdo eficientes na descricdo de gendtipos quanto ao tipo de crescimento da haste da
soja bem como para serem utilizados na sele¢cdo em programa de melhoramento. Na
avaliagédo das caracteristicas de trés progénies F6.9 de soja, cada uma com trés linhas
irmas as quais contrastam para o gene Dtl, utilizando para diferenciagéo dos tipos de
crescimento o fendtipo. Nas progénies avaliadas, ndo houve diferengas entre os tipos de
crescimento indeterminado (Dt1Dt1) e determinado (dtldtl) na massa de planta, didmetro
da haste e massa total de grédos. Quanto as linhas com tipo de crescimento
semideterminado (Dt1dtl), apresentaram massa de planta, didmetro da haste, numero de
vagens, numero de ramos € massa total de grdos maiores que as linhas com tipo de
crescimento indeterminado, e altura de plantas foram maiores que linhas com tipo de
crescimento determinado. Além disso, comprimento do racemo da haste € maior nas
plantas com tipo de crescimento determinado que em plantas com tipo de crescimento
semideterminado. Entre as progénies avaliadas, as do tipo de crescimento determinado
apresentam racemos apicais nos ramos nas plantas e as com tipos de crescimento
semideterminado e indeterminado ndo apresentam racemos apicais nos ramos. Nessas
linhagens avaliadas, havia um nivel de homozigose de 98,4375%, a segregacao foi
basicamente para o gene Dtl de modo a facilitar a classificagéo de tipos de crescimento.

Palavras-chave Glycine max. Crescimento determinado. Crescimento semideterminado.
Crescimento indeterminado. SAM. Racemo apical.
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ABSTRACT

The type of stem growth of soybean is a distinguishing feature of cultivars. The
genes Dtl and Dt2 affect termination of the stem, and the types of growth are
classified in determinate, semi-determinate and indeterminate. The predominant type
of determinate growth in Brazil until the early 2000’s. Nowadays preference for type
of indeterminate growth is mainly in the central southern Brazil. The difficulty of a
precise indication for the growth type in cultivars of soybean is offently present in
breeding programs. Phenotypic characterization is sometimes erroneously described.
This study aimed to: (a) map and validate molecular markers to classify the type of
soybean growth, seeking to facilitate the description of cultivars and genotypic
selection, (b) evaluate agronomic characteristics and their sisters contrasting
progeny lines for sisters Dtl gene identified by the phenotype of the respective types
of growth. For mapping and validation of molecular markers were used two
populations Fz3: T 117 (semi-determinate growth type) x Igra RA 518 RR (sort of
indeterminate growth) and CD 235RR (determinate growth type) x Igra RA 518 RR.
The study revealed that the association of the molecular marker to the gene
GmTFL1b was efficient in the classification of types of growth in soybean. The
marker sat_064 was connected to Dt2 gene which is located in the Liaison Group G
of the consensus map of soybeans with recombination frequency of 19.4%.The
Molecular markers for genes dtl and dt2 were efficient in describing the genotypes
for of soybean stem growth, as well as, for use in selection of a breeding program.
The characteristics of three soybean progeny Fis9, €ach one with three sisters
contrasting lines for gene Dtl, using for differentiation of phenotype growth type have
been evaluated. Results indicated that there were no differences between
indeterminate (Dt1Dtl) and determinate (dtldtl) growth types when the mass of
plant, stem diameter and total mass of grains. On the other side, semi-determinate
growth type lines (Dt1dtl) has shown mass of plant, stem diameter, number of pods,
number of branches and the total mass of grains larger than of indeterminate
soybean growing type. The height of plants were greater on plants of semi
determinate growth type. The length of the stem raceme was greater on determinate
than plants of semi determinate growth type. The three evaluated progenies
exhibited apical racemes on the branches of determinate with semi-determinate.
Indeterminate growth types did not show apical racemes in the branches. These
strains reached a level of homozygosis of 98.4375%. Segregation was basically for
gene Dtl which facilitated the classification in soybean of different growth type.

Key Words Glycine max. Determinate growth. Semi-determinate growth.
Indeterminate growth. SAM. Apical raceme.
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1 INTRODUCAO

Os tipos de crescimento da haste da cultura da soja [Glycine max
(L.) Merr.] influencia varias caracteristicas agrondmicas. Plantas com tipo de
crescimento determinado, geralmente, atingem alturas menores, sendo mais
resistentes ao acamamento, menor altura e insergdo da primeira vagem e maior
numero de ramos por planta, quando comparado a cultivares de tipo de crescimento
indeterminado de grupo de maturidade semelhante. Além disso, genotipos com tipo
de crescimento determinado também apresentam menor periodo de floragado do que
gendtipos de tipo indeterminado (BERNARD, 1972; KILGORE-NORQUEST &
SNELLER, 2000).

Dois genes, Dtl e Dt2, afetam a terminacdo da haste em soja
(BERNARD, 1972). Um alelo recessivo, dtl, e um alelo dominante, Dt2, apressam o
término do crescimento apical da haste, o que diminui a altura da planta e numero
de nos. Desses, dtl tem um efeito muito maior. BERNARD (1972) observou um
fendtipo, intermediario, semideterminado, distinto dos fendtipos indeterminado e
determinado. Essas plantas semideterminadas segregaram para tipos indeterminado
e determinado, indicando que Dtl comportou-se como um gene parcialmente
dominante. Plantas com os dois genes Dtl e Dt2, em homozigose, apresentam
fendtipo similar ao tipo de crescimento semideterminado heterozigoto (Dtxdt;).

Plantas com tipo de crescimento determinado sempre foram muito
distintas, porém, os testes de progénie, ocasionalmente, mostraram que plantas
semideterminadas ou indeterminadas foram classificadas erroneamente (BERNARD,
1972).

No inicio do século XXI, 93% das cultivares de soja protegidas no
Brasil eram de tipo de crescimento determinado (BRASIL, 2002). No ano agricola de
2010/2011, entre as dez cultivares de soja mais semeada, metade apresentou o tipo
de crescimento indeterminado e a outra metade determinado, como se identifica na
regido Sul do pais: entre as cinco cultivares mais semeadas, foram as cultivares de
tipo de crescimento indeterminado (KLEFFMANN & PARTNER, 2011). Os
agricultores brasileiros estdo mudando sua preferéncia de tipo de crescimento. Os
programas de melhoramento, visando atender a demanda, enfrentam a necessidade
de selecdo, descricdo e distincdo dos tipos de crescimento determinado,

semideterminado e indeterminado.
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O tipo de crescimento € uma caracteristica diferenciadora de
cultivares de soja e faz parte das exigéncias minimas da UPOV (Uniao Internacional
para a Protegdo de Novas Variedades de Plantas) como descritor das cultivares
para fins de protecao da propriedade intelectual. Nesse sentido, consideram-se os
tipos de crescimento determinado, semideterminado e indeterminado (SNPC, 2012).

A caracterizagdo — assistida por marcadores moleculares —
apresenta-se como uma ferramenta de grande auxilio para identificar com preciséo
os tipos de crescimento da haste da soja.

A base molecular do tipo de crescimento foi dissecada por Liu et al.,
2010. A partir do genoma da soja e analise de mapeamento, sugeriram que 0 gene
Dt; codifica a proteina GmTFL1b e que o tipo de crescimento da haste da soja é
determinado pela variagdo deste gene.

Apesar da importancia agronémica do tipo de crescimento da haste
na producao de soja, o conhecimento acerca da influéncia do tipo de crescimento da
haste, sobre outras caracteristicas de importancia agronébmica em soja cultivada nos
tropicos, € limitado. Diante dessa circunstancia, houve a necessidade de se
investigar se o tipo de crescimento tem relagdo com produtividade e caracteristicas
relacionadas.

O presente trabalho tem como objetivos: (a) mapear e validar
marcadores moleculares para classificar a soja quanto ao tipo de crescimento, na
tentativa de facilitar a descricdo de cultivares e a selegdo genotipica; (b) avaliar
caracteristicas agronémicas de progénies e suas linhas irmas contrastantes para o

gene Dtl identificadas pelo fenotipo dos respectivos tipos de crescimento da haste.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CULTURA DA SOJA

Evidéncias histéricas e geograficas indicam que o centro primario de
diversidade genética da soja esta localizado na regigo leste da Asia, provavelmente
na regiao Centro-Sul da Republica Popular da China. A regido chinesa da Manchuria
foi onde a soja foi domesticada e constitui o centro secundario de diversidade
genética (XU et al., 1989). Atualmente, 23.587 etnovariedades de soja — coletadas
de 29 provincias da China — estdo depositadas no banco genético chinés, o que
representa o maior reservatorio mundial de diversidade genética de soja (Li, 2008).
Algumas das etnovariedades ainda sdao semeadas para producdo em varias
provincias do sul da China, e algumas sdo usadas em todo o mundo para
desenvolver cultivares de soja modernas (CARTER et al., 2004; LI, 2008). O
conhecimento do centro de origem primario e secundario e banco de germoplasma
de etnovariedades de uma espécie cultivada sao importantes para o sucesso de
programas de melhoramento. Frequentemente, ha necessidade de buscar
variabilidade genética para desenvolver cultivares que atendam as demandas de
novos idedtipos de plantas e tolerancia a novas doengas e pragas, o que deve ser
encontrado no banco de germoplasma.

A soja [Glycine max (L.) Merr] é um dos mais importantes
fornecedores de proteinas derivadas de vegetais, estando presente em mais de um
quarto dos alimentos e da ragdo animal no mundo (GRAHAM & VACE, 2003).
Sugere-se, portanto, que a soja foi domesticada do seu parental selvagem G. soja
Sieb e Zucc, na China cerca de 5.000 anos atras, resultando em uma infinidade de
variedades crioulas de soja que foram adaptadas a ambientes climaticos diversos
(CARTER et al., 2004).

2.1.1 Taxionomia, Genética e Morfologia
A soja cultivada (Glycine max) € uma planta anual e herbacea,

pertencente a familia Fabaceae, divisdo Magnoliophyla, classe Magnoliopsida,
subclasse Rosidae e ordem Fabales (CAPELLARI Jr. et al., 1999).
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O género Glycine é formado por dois subgéneros: Glycine e Soja. O
subgénero Glycine inclui as espécies anuais: a soja cultivada G. max e a soja
selvagem G. soja. Essas duas espécies s&o alotetraploides (2n = 40), com
comportamento meidtico de um diploide normal, e sdo faciimente cruzadas,
constituindo efetivamente uma espécie simples (PROBST & JUDD, 1973; SINGH &
HYMOWITZ, 1988). Estas apresentam alto grau de autopolinizagdo e sao
consideradas como linhagens endogamicas. Além dessas, existem outras 22
espécies perenes reconhecidas dentro do género Glycine, das quais Glycine
tabacina e Glycine tomentella sao neopolipléides (2n=78, 80) (HYMOWITZ, 2004).

O genoma da soja possui tamanho médio, comparado com muitas
outras plantas, compreendendo 1.115 milhdes de pares de bases por genoma
haploide (SHOEMAKER et al., 2003). Mais de 35% do genoma € constituido de
heterocromatina, com o brago curto de seis dos 20 cromossomos bivalentes
completamente heterocromaticos (SING & HYMOWITZ, 1988). Apresenta ainda
entre 40 a 60% de sequéncias de DNA repetitivo e, das sondas RFLP testadas,
aproximadamente 90% detectaram locos duplicados (SHOEMAKER et al., 1996) e
cerca de 60% detectaram trés ou mais locos. Considera-se que sua histéria de
poliploidia seja a razdo de genes duplicados (dois genes independentes controlando
a mesma caracteristica) (PALMER & KILEN, 1987).

Durante o desenvolvimento de uma planta de soja, aparecem quatro
tipos distintos de folhas: (a) dois cotilédones, que constituem o primeiro par; (b) um
par de folhas simples, unifolioladas, as primarias, que se sucedem aos cotilédones;
(c) as folhas trifolioladas que seguem as primarias e constituem todas as demais
folnas da planta, inclusive nas ramificacbes e na regido floral; (d) os pré-filos,
pequenos e pouco diferenciados, e que se encontram nas bases dos ramos laterais
(MULLER, 1981).

2.1.2 Tipo de Crescimento da Haste

Para a espécie Glycine soja, o tipo de crescimento determinado da
haste € inexistente ou rara. Para a G. max, o tipo de crescimento determinado esta
associado com sua domesticacao (LIU et al., 2007; TIAN et al., 2010).

O tipo de crescimento da haste, na soja, depende da inflorescéncia,

se axilar ou se axilar e terminal. Existem trés tipos de crescimento: determinado,
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semideterminado e indeterminado. O tipo de crescimento determinado termina com
um racemo terminal na haste. Por ocasido da floragcéo, a planta ja atingiu cerca de
87 — 90% de sua altura e matéria seca final. Pode-se afirmar que € melhor definida a
fase reprodutiva da vegetativa. O tipo de crescimento indeterminado ndo apresenta
racemo terminal, mesmo assim, a gema terminal continua sua atividade vegetativa e
as inflorescéncias sdo apenas axilares. Neste caso, no inicio do florescimento, a
planta apresenta apenas 50 — 60% da altura final. O tipo semideterminado € um
intermediario em relagao aos tipos determinado e indeterminado. Apresenta racemo
terminal, porém, por ocasido do inicio do florescimento, possui apenas 60- 70% da
altura final (SEDIYAMA, 1985).

Os dois genes Dtl e Dt2, que afetam a terminagdo da haste, foram
descritos por BERNARD (1972). Tendo como base este estudo, VERNETTI (1983)
detalhou o fendtipo correspondente a cada gendtipo possivel em uma geragao Fo,

pela combinagao dos quatro alelos, dois a dois (Quadro 1).

Tabelal Proporgédo de gendtipos e fendtipos em uma geragéo F», pela hibridagéao
de planta de soja com tipo de crescimento semideterminado
(Dt1Dt1Dt2Dt2) x tipo de crescimento determinado (dtldtldt2dt2).

Proporcéo Gendtipo F» Fendtipo F»
1 Dt1 Dt1 dt2 dt2 Indeterminado”’
1 Dt1 Dt1 Dt2 Dt2 Semideterminado?
2 Dt1 Dt1 Dt2 dt2 Semideterminado?
2 Dt1 dtl Dt2 Dt2 Semideterminado?
4 Dt1 dtl Dt2 dt2 Semideterminado?
2 Dt1 dtl dt2 dt2 Semideterminado®
1 dt1 dtl Dt2 Dt2 Determinado®
2 dt1 dtl Dt2 dt2 Determinado®
1 dtl dtl dt2 dt2 Determinado®”
K Dtldt2 Causam tipo indeterminado
2l Dt2 Acelera a finalizagao do crescimento apical
3 Dtl Apresenta dominancia parcial sobre dtl
Y dt1 E epistatico sobre Dt2, dt2

Outro alelo recessivo, dtl-t, também afeta o fendtipo da planta.
Embora plantas com gendtipo dtl-tdtl-t e Dt2Dt2 apresentem fendtipo semelhantes

para altura da planta, dtl-tdtl-t € mais semelhante ao dtldtl quando se considera
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folhas e tragos estaminais no apice da haste de plantas de soja (THOMPSON et al.,
1997).

A disponibilidade da sequéncia do genoma, além de varias
ferramentas e abordagens para espécies modelo, como Arabidopsis thaliana, tem
ajudado as analises funcionais de um numero crescente de genes e rotas genéticas
(SWARBRECK et al., 2008).

O gene Dtl foi mapeado com marcadores moleculares no GL L
(TIAN et al.,, 2010; CREGAN et. al.,, 1999; LIU et al., 2007), e o gene Dt2 foi
mapeado no GL G (MUEHLBAUER et al., 1989; CREGAN et al., 1999), que agora
sao designados cromossomo 19 e 18, respectivamente (SCHMUTZ et al., 2010).

LIU et al. (2010) confirmaram que Dtl codifica a proteina GmTFL1b
e que o tipo de crescimento em soja € determinado pela variagdo deste gene. A
partir de sequenciamento, os autores encontraram quinze polimorfismos na
sequéncia génica constituida por 4216pb. Dos quinze, trés foram observados
consistentemente diferenciados entre linhagens determinadas e indeterminadas,
sendo dois SNPs — Polimorfismo de Unica Base, um no promotor e outro no éxon 4,
e uma substituicdo no intron 1 (posigao 279).

Analises de associacdo dos trés polimorfismos para tipo de
crescimento em 16 cultivares sugerem que a substituicdo no éxon 4 foi a mais
consistente, com a diferenga no numero de nds produzidos depois do estagio R1. O
SNP causa a substituicdo de uma Arginina no alelo Dtl por um triptofano no alelo
dtl (LIU et al., 2010).

Os dois SNPs, da regido promotora e do éxon 4, estdo
representados na Tabela 2, na qual os numeros -1487 e 1283 representam a
posicao na linhagem referéncia em pb (pares de bases) (GenBank: AB511820.1), a
partir da Adenina no cddon de iniciagdo. As linhagens de tipo de crescimento
determinado possuem o nucleotideo destacado em vermelho, o qual € substituido
pelo nucleotideo em azul nas linhagens com tipo de crescimento indeterminado.
Estas duas mutagdes foram observadas entre linhagens determinadas (TK, M,
Hdt1) e linhagens indeterminadas (MO, HA, H4) (LIU et al.,2010).
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Tabela 2 Posicao de sitios polimorficos informativos (SNPs) na sequéncia genémica
de GmTFL1b (LIU et al.,2010).

Linhagem de Linhagem de
tipo determinado tipo indeterminado
Posicdao Seq (5- 3) Base trocada
-1487 CATATACCACA G
1283 CACAGTGGGAA A

2.1.3Histérico da Mudancga de Tipos de Crescimento em Soja

Cultivares da soja, no nordeste da China, apresentam todos os tipos
de crescimento. Cultivares com tipo de crescimento indeterminado representavam
60-70% da area total de soja semeada antes de 1950, enquanto que as cultivares
determinadas desempenharam um papel importante entre de 1960 a 1980 (WANG,
1996). Em ambientes favoraveis, cultivares com tipo de crescimento determinado
apresentam melhor rendimento do que cultivares com tipo de crescimento
indeterminado e rendimento semelhante quando ocorreu estresse durante as fases
vegetativas tardias e reprodutivas. Cultivares semideterminadas dominava toda a
area cultivada com soja no nordeste da China, no inicio do século XXI (DU, 1987;
XUE et al., 2006).

No Brasil, até o ano de 2002, foram protegidas 124 cultivares de
soja. Destas, 93% foram descritas com tipo de crescimento determinado; 6%, com o
tipo de crescimento indeterminado e duas cultivares estavam descritas com tipo de
crescimento semideterminado (BRASIL, 2002). Em relagdo a cultivares de tipo
semideterminado, uma delas estad descrita, pelo obtentor, apresentando tipo de
crescimento determinado.

A predominancia de cultivares, de tipo de crescimento determinado
no Brasil, foi alterada pela demanda dos agricultores de semeaduras de cultivares
da soja em épocas antecipadas para o cultivo de milho (Zea mays) no mesmo ano
agricola (STULP et al., 2009; BRANCCINI et al., 2010). Também o aparecimento da
ferrugem da soja (Phakopsora pachyrhisi), na safra 2001/2002, houve necessidade
da adocgao das cultivares precoce e semeaduras no inicio da época recomendada
para o cultivo da soja (YORINORI et al., 2003). As cultivares de tipo de crescimento
indeterminado apresentaram maior adaptacdo a época de semeadura antecipada e

precocidade.
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No pais, no ano agricola de 2010/2011 entre as dez cultivares de
soja mais semeada, metade apresentou o tipo de crescimento indeterminado e a
outra metade determinado, uma vez que, na regido Sul, as cinco cultivares mais
semeadas foram as cultivares de tipo de crescimento indeterminado (KLEFFMANN
& PARTNER, 2011). Por esse motivo, estd havendo mudangas na preferéncia de
tipo crescimento da haste pelos agricultores brasileiros, para plantas de soja com
tipo de crescimento indeterminado. Quanto a plantas com tipo de crescimento
semideterminado, ha poucas cultivares disponiveis no Brasil e este descritor pode

nao coincidir com o gendtipo.

2.2 MARCADORES MOLECULARES

A natureza hereditaria de todo o organismo vivo € definida por seu
genoma que, ao consistir em uma longa sequéncia de acido nucléico, fornece a
informagdo necessaria para construir o organismo. Assim, um gene € uma
sequéncia de DNA que codifica um RNA. Em genes que codificam proteinas, o RNA,
por sua vez, codifica a proteina (LEWIN, 2009).

Os marcadores morfologicos sao conhecidos pelos melhoristas de
plantas e ja muito utilizados para estudos genéticos — como ligagdo génica — e
para construgdes de mapas genéticos. No entanto, a probabilidade de associagdes
significativas entre marcadores morfolégicos e caracteres agronomicamente
importantes era reduzida, devido ao pequeno numero desses marcadores em uma
mesma linhagem, tornando este uso limitado (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998;
GUIMARAES & MOREIRA, 1999).

Os marcadores morfolégicos e bioquimicos foram extensamente
estudados até o advento das técnicas de manipulagcdo de DNA. Estas possibilitaram
gue um numero quase ilimitado de novos marcadores genéticos fosse detectado no
genoma (VIEIRA et al., 2004).

Nesse aspecto, a utilizagdo de marcadores moleculares em
programas de melhoramento de plantas possibilita analises genéticas mais
detalhadas, principalmente na introgressao de caracteristicas de heranca simples,
pelas quais tém demonstrado varios resultados positivos. Ja em relagdo a selecao
assistida por marcadores, que envolvem caracteristicas quantitativas, pouco tem

sido feito em termos de aplicagao pratica (YOUNG, 1999).
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Com o surgimento das tecnologias modernas da Genética e da
Biologia Molecular, surgiram diversos tipos de marcadores que detectam o
polimorfismo genético diretamente no DNA (FALEIRO, 2007). Por marcador
molecular, define-se todo e qualquer fendtipo molecular oriundo de um gene
expresso, como no caso de isoenzimas, ou de um segmento especifico de DNA,
correspondente a uma regiao expressa ou ndo do genoma. O principio da utilizacao
destes marcadores é baseado no dogma central da biologia molecular e na
pressuposi¢cao de que diferengas genéticas no DNA significam, na maioria das
vezes, diferengas fenotipicas (BORBA, 2002; FALEIRO, 2007).

O exemplo mais concreto de melhoramento genético assistido por
marcadores é a introgressao de genes por retrocruzamento. Germoplasmas, nao
adaptados, tém sido utilizados em programas de melhoramento com o objetivo de
introduzir caracteristicas de heranga simples, como resisténcia a patégenos e
pragas. O uso de marcadores moleculares, ligados a esses genes, € de grande
importancia na selegdo de gendtipos resistentes, principalmente quando o programa
de melhoramento tem como objetivo a introducdo de dois ou mais genes de
resisténcia — quando o fendtipo é de determinacdo complexa; ou quando o
processo de avaliagao requer a destruicao da planta. A progénie de cada ciclo de
cruzamento é avaliada com base na presenga de uma marca associada a
caracteristica de interesse. Este procedimento ndo apenas mascara o efeito de
alelos dominantes como também elimina a variabilidade devido a efeitos ambientais,
de modo a simplificar padrées de heranga para caracteristicas complexas
(RAFALSKI e SCOTT, 1993).

MICHELMORE et al. (1991) desenvolveram a técnica de bulks
segregantes - BSA (Bulked Segregant Analysis), que tem revolucionado a
identificacdo de regides genbmicas associadas a caracteres de heranga simples.
Essa metodologia se baseia na construgcéo de dois bulks de DNA contrastantes para
uma caracteristica fenotipica entre os individuos de uma populacdo segregante.
Cada bulk & constituido de uma mistura de DNAs de individuos de uma populagao
segregante com fendtipo semelhante para a caracteristica de interesse. Desta
forma, todos os individuos que compdem um bulk compartilham uma mesma regiao
gendmica, que contém o gene de interesse, e segregam para as demais regioes.
Assim, o marcador que co-segregar com os bulks tem uma grande probabilidade de

estar ligado a caracteristica avaliada, sem necessitar da genotipagem de um grande
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numero de individuos nem da construcdo de um mapa genético saturado
(MICHELMORE et al., 1991).

De acordo com LANZA et al. (2000), a aplicagdo das técnicas que
fazem uso dos marcadores moleculares de DNA — para acelerar e monitorar os
programas de melhoramento genético — tem, como consequéncia, grandes avangos

no desenvolvimento de variedades melhoradas.

2.2.1Tipos de Marcadores Moleculares

Dentre as variagdes da técnica de analise de polimorfismo no DNA,
as mais utilizadas, tanto por motivo de maior confiabilidade quanto por um menor
custo, tempo reduzido dentre outras particularidades, estdo: Microssatélites (SSR) e
Polimorfismo de Unica Base (SNPs) (SEIXAS, 2011).

2.2.1.1 Microssatélites (SSR)

No genoma dos organismos eucariontes, existem muitas sequéncias
repetitivas de DNA que se localizam em regides de micro e mini-satélites. Nas
drosdfilas, por exemplo, 30% do genoma é formado por este tipo de sequéncia; no
arroz, 50%, e no tabaco chega a 70% (LEWIN, 2009). Marcadores Microssatélites,
também denominadas SSR (Simple Sequence Repeats ou Sequéncia Simples
Repetidas ou Sequéncias de DNA Microssatélites), tém sido um dos mais utilizados
nos programas de melhoramento de plantas e s&do baseados na técnica de PCR. Os
microssatélites consistem-se de unidades nucleo de 2-5 nucleotideos tais como
(CA), (ATT) ou (ATGT) que sao repetidas em tandem no genoma (LITT & LUTY,
1989). As repeticdes em tandem destas pequenas sequéncias podem ocorrer de
dezenas a centenas de vezes. As regides que flanqueiam um microssatélite séo
geralmente Unicas e conservadas entre gendétipos da mesma espécie e primers sao
construidos para estas regides e utilizados para amplificar fragmentos de DNA
contendo o microssatélite. Polimorfismo de comprimento € criado quando produtos
de PCR de diferentes alelos variam no comprimento, como resultado da variagao do
numero de unidades repetidas no microssatélite, podendo entdo ser analisados por
eletroforese em gel de acrilamida ou gel de agarose. O alto nivel de informacao e a

codominancia de marcadores microssatélites, sua grande ocorréncia em genomas
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eucarioticos e sua facil amplificacdo via tecnologia padrdao de PCR, tornou os
microssatélites marcadores preferidos para varias espécies (LANZA et al., 2000;
FALEIRO, 2007). Marcadores microssatélites tém sido amplamente utilizados em
estudos de heranga, mapeamento molecular de locos para caracteres quantitativos
(QTLs) e genes de resisténcia e sele¢ao assistida de linhagens e cultivares de trigo
com resisténcia a giberela (ANDERSON, 2007; BUERSTMAYR et al., 1999).

Em soja, mais de 1000 microssatélites ja foram identificados e estdo
disponiveis comercialmente. MORGANTE et al. (2002) e CARDLE et al. (2000) (em
SONG et al, 2004) sugeriram que microssatélites estdo, significativamente,
associados a fracao do genoma de plantas de baixo niumero de cépias, baseado na
estimativa da densidade de microssatélites em Arabidopsis thaliana, arroz, soja,
milho e trigo. Os marcadores microssatélites em soja tém sido muito utilizados para
0 mapeamento de genes especificos que determinam caracteristicas importantes e,
também, para a identificacdo de QTLs de importancia econbémica envolvidos na
produtividade de grdos e na resisténcia genética a pragas e doengas, que sao
caracteristicas de heranca complexa (WEBB et al., 1995; CHANG et al.,, 1996;
MANSUR et al., 1996; CONCIBIDO et al., 1997; NJIT et al., 1997; MEKSEM et al.,
1999; MIAN et al, 1999; ARAHANA et al.,, 2001; BACHMAN et al.,, 2001;
SCHUSTER et al., 2001; YANG et al., 2001; YUAN et al., 2002).

2.2.1.2 Polimorfismo de Unica Base (SNPs)

Polimorfismo de unica base ou Single Nucleotide Polymorphism
(SNPs) sdo marcadores moleculares de DNA utilizados para identificar mutacdes e
polimorfismos, baseados na posi¢ao de um unico nucleotideo (FALEIRO, 2007). Os
SNPs sao fontes abundantes de variagao genética, gerados por substituicao de uma
unica base ou pequenos eventos de insergcdo ou delegdo. As mutagdes mais
comuns sao as chamadas transi¢cdes, nas quais ocorrem trocas de uma purina por
outra purina (A — G), ou de uma pirimidina por outra pirimidina (C — T). Mutagdes
menos frequentes — chamadas de transversdées — ocorrem quando existe a troca
de pirimidina por uma purina ou vice-versa (A-C,A-T,G-Ce G-T) (CAETANO,
2009). SNP’s sdao marcadores bi alélicos, ou seja, normalmente sdo detectados

apenas duas variantes. Dessa maneira, o conteudo de polimorfismo detectado é
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menor, quando comparado com o polimorfismo detectado por marcadores
microssatélite (SSR), que sao multialélicos (CAETANO, 2009).

A disponibilidade e facilidade de buscar sequéncias de genes, nos
bancos de dados, fez com que uma grande quantidade de marcadores SNP’s
pudesse ser desenvolvida. Os marcadores SNP’s sdo uma fonte inesgotavel de
marcadores polimoérficos para estudo de associacdo baseados em genes
candidatos. Tal polimorfismo pode ser usado para o desenho de marcadores
proximos ou até mesmo dentro do proprio gene de interesse (FALEIRO, 2007;
GUIMARAES et al., 2007).

A frequéncia de SNPs no genoma soja € considerada baixa, de
aproximadamente 1,98/kbp e 4,68/kbp em regides codantes e n&o codantes,

respectivamente, estimado em 25 gendétipos (ZHU et al., 2003).

2.3 SELECAO ASSISTIDA POR MARCADORES MOLECULARES

Para que os marcadores moleculares sejam utilizados nos
programas de melhoramento, eles devem ser eficientes e econdmicos. Na maior
parte das vezes, em que o0s marcadores moleculares sao utilizados no
melhoramento de plantas, eles complementam os métodos tradicionais de
melhoramento, dando-lhes um refinamento, e aumentando as chances de sucesso.
A selegao assistida por marcadores moleculares (SAM) deve ser vista, entdo, como
um suplemento aos métodos convencionais de melhoramento (SCHUSTER &
OLIVEIRA, 2006).

A partir disso, devem-se considerar critérios praticos para
efetivamente programar a utilizagdo de SAM num programa de melhoramento,
como: eficiéncia ou ganho comparado a selecdo fenotipica, utilidade dos
marcadores em populacdes relevantes e o custo, o rendimento e a experiéncia
requerida (ANDERSON et al., 2007).

2.4 MAPA CONSENSO DA SOJA
Os mapas genéticos (ou de ligagao) identificam a distancia entre as

mutacdes em termos de frequéncias de recombinagdo. Um mapa de ligacao pode

também ser construido medindo-se a recombinagao entre sitios de DNA gendémico.
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Dentre varios mapas genéticos publicados para a soja (KEIN et al., 1997;
SHOEMAKER & SPECHT, 1995), uma grande contribuicdo foi a construgdo de um
mapa genético consenso, que integrou cinco populagbes de mapeamento. Este
mapa integrado € constituido de 20 grupos de ligagdo, com mais de 1000
marcadores SSR e com saturagdo média de 2,5 cM entre marcadores (CREGAN et
al., 1999; SONG et al., 2004). Nesse sentido, marcadores, associados a um QTL de
interesse, podem ser usados dentro do mapa de ligacdo em outra populagao
(SCHUSTER, 2001).
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4 ARTIGO1

MAPEAMENTO E VALIDACAO DE MARCADORES MOLECULARES PARA
SELECAO DOS GENES Dt1 E Dt2 QUE DETERMINAM TIPO DE
CRESCIMENTO DA HASTE DA SOJA

Resumo: O tipo de crescimento da haste da soja é caracteristica diferenciadora de
cultivares. Os genes Dtl e Dt2 afetam a terminacdo da haste, haja vista que os tipos
de crescimento s&o classificados em determinado, semideterminado e
indeterminado. Até o final do século XX, predominavam cultivares de soja de tipo de
crescimento determinado. Atualmente, ha preferéncia por tipo de crescimento
indeterminado, principalmente na regido centro sul do Brasil. A caracterizagao
fenotipica do tipo de crescimento é complexa e, ocasionalmente, é descrito
erroneamente. O objetivo deste trabalho foi mapear e validar marcadores
moleculares microssatélite para classificar a soja quanto ao tipo de crescimento,
buscando facilitar a descrigdo de cultivares e a selegdo genotipica. Para
mapeamento e validacdo dos marcadores moleculares, foram utilizadas 2
populagdes F,.3: T 117 ( tipo de crescimento semideterminado) x Igra RA 518 RR
(tipo de crescimento indeterminado) e CD 235RR (tipo de crescimento determinado)
x Igra RA 518 RR. Como o estudo evidenciou, a associacdo do marcador molecular
ao gene GmTFL1b foi eficiente na classificacdo dos tipos de crescimento em soja. O
marcador sat_064 esta ligado ao gene Dt2, localizado no Grupo de Ligagdo G do
mapa consenso da soja, com frequéncia de recombinagdo de 19,4%. Os
marcadores moleculares, para os genes Dtl e Dt2, sdo eficientes na descricdo de
genotipos quanto ao tipo de crescimento da haste da soja, bem como para serem
utilizados na selegdo em programa de melhoramento.

Palavras-chave Glycine max. Crescimento determinado. Crescimento
semideterminado. Crescimento indeterminado. SAM.
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MAPPING AND VALIDATION OF MOLECULAR MARKERS FOR SELECTION OF
GENES Dt1 AND Dt2 TO DETERMINE TYPE OF STEM GROWTH OF SOYBEAN

Abstract: The type of stem growth of soybean is a distinguishing feature of cultivars.
The genes, Dtl and Dt2 affect the termination of the stem, and the types of growth
are classified in determinate, semi-determinate and indeterminate. Until the end of
the twentieth century predominated soybean of determinate growth type. Currently
there are preferences for indeterminate type of growth mainly in the central southern
Brazil. Phenotypic characterization of the type of growth is complex and is sometimes
erroneously described. The objective of this study was to map and validate molecular
markers to classify the type of soybean growth, seeking to facilitate the description of
cultivars and genotypic selection. For mapping and validation of molecular markers
used were two populations F2.3: T 117 (semi-determinate growth type) x Igra RA 518
RR (indeterminate growth type) and CD 235RR (determinate growth type) x Igra RA
518 RR. The study has shown that the association of the molecular marker to the
gene GmTFL1b was efficient in the classification of growth types in soybean. The
marker sat_064 is connected to the Dt2 gene, which is located in the Liaison Group
G of the consensus map of soybeans with recombination frequency of 19.4%.
Molecular markers for genes Dtl and Dt2 were efficient in describing the genotypes
of soybean stem growth, as well as, for the use in the selection of a breeding
program.

Key Words Glycine max. Determinate growth. Semi-determinate growth.
Indeterminate growth. SAM.

4.1 INTRODUCAO

O tipo de crescimento da haste da soja [Glycine max (L.) Merr.]
influencia varias caracteristicas agrondmicas. Plantas com tipo de crescimento
determinado, geralmente atingem alturas menores com maior resisténcia ao
acamamento, menores alturas da inser¢gdo da primeira vagem e maior numero de
ramos por planta do que cultivares de tipo de crescimento indeterminado de grupo
de maturidade semelhante. Linhagens de tipo determinado também apresentam
menor periodo de floragdo do que linhagens de tipo indeterminado (BERNARD,
1972; KILGORE-NORQUEST & SNELLER, 2000).

Dois genes, Dtl e Dt2, afetam a terminacdo da haste em soja
(BERNARD, 1972). Um alelo recessivo, dtl, e um alelo dominante, Dt2, apressam o
término do crescimento apical da haste, o que diminui a altura da planta e numero
de noés. Desses, dtl tem um efeito muito maior. BERNARD (1972) observou um
fendtipo, intermediario semideterminado, distinto dos fendtipos indeterminado e
determinado em populagdes hibridas entre as linhas indeterminadas e

determinadas. Essas plantas semideterminadas segregaram para tipos
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indeterminado e determinado, indicando que Dtl se comportou como um gene
parcialmente dominante na base genética testada.

O tipo de crescimento, ocasionalmente, foi classificado
erroneamente (BERNARD, 1972). Essa dificuldade de selegdo — descrigdo e a
tendéncia de se utilizar com maior frequéncia cultivares indeterminadas e
semideterminadas nos programas de melhoramento — amplia de forma progressiva.
O tipo de crescimento € uma caracteristica diferenciadora de cultivares de soja e faz
parte das exigéncias minimas da UPOV (Unido Internacional para a Protegdo de
Novas Variedades de Plantas) como descritor das cultivares para fins de protegao
da propriedade intelectual. Nesse aspecto, consideram-se os tipos de crescimento
determinado, semideterminado e indeterminado. (SNPC, 2012).

Ademais, a caracterizacdo assistida por marcadores moleculares
(SAM) apresenta-se como uma ferramenta de grande auxilio no desenvolvimento
rapido e eficiente de cultivares (SCHUSTER et al., 2006). Enquanto que a base
molecular do tipo de crescimento foi dissecada por LIU et al., 2010. A partir do
genoma da soja e analise de mapeamento, sugeriram que o gene Dt; codifica a
proteina GmTFL1b e que o tipo de crescimento da haste da soja € determinado pela
variagédo deste gene. O gene Dtl foi mapeado com marcadores moleculares no GL L
(TIAN et al.,, 2010; CREGAN et. al., 1999; LIU et. al., 2007), e o gene Dt2 foi
mapeado no GL G (MUEHLBAUER et al., 1989; CREGAN et. al., 1999), que agora
sao designados cromossomo 19 e 18, respectivamente (SCHMUTZ et al., 2010).

No inicio do século XXI, 93% das cultivares de soja protegidas no
Brasil eram de tipo de crescimento determinado (BRASIL, 2002). No ano agricola de
2010/2011, entre as dez cultivares de soja mais semeadas, metade apresentou o
tipo de crescimento indeterminado; e outra metade, determinado, visto que, na
regido Sul do pais, as cinco cultivares mais semeadas foram as cultivares de tipo de
crescimento indeterminado (KLEFFMANN & PARTNER, 2011). Diante dessa
realidade, os agricultores brasileiros estdo mudando sua preferéncia de tipo de
crescimento, além de programas de melhoramento visando atender a demanda
enfrentam a necessidade de selecdo, descricdo e distingdo dos tipos de crescimento
determinado, semideterminado e indeterminado. No entanto, durante o processo de
separacao dos trés fendtipos, ha dificuldade na selegao e na descricao.

Em virtude dessa impossibilidade, o presente trabalho objetiva

mapear e validar marcadores moleculares para classificar a soja quanto ao tipo de
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crescimento, buscando facilitar a descricao de cultivares e a selegao dentro de um

programa de melhoramento genético.

4 2 MATERIAL E METODOS

4.2 1Material Genético

Para mapeamento e validacdo dos marcadores moleculares, foram
obtidas duas populagdes F».3, conforme descrigdo abaixo.

- Populagao 1: Como parental feminino, foi utilizada a cultivar T 117
(Bernard, 1972) que possui o gendtipo Dt1Dt1Dt2Dt2 (fendtipo com tipo de
crescimento semideterminado). O parental masculino foi cultivar Igra RA 518 RR
(Igra, 2011) que possui o gendtipo Dt1Dtldt2dt2 (fendtipo com tipo de crescimento
indeterminado).

Populagdo 2: Como parental feminino foi utilizada a cultivar CD
235RR que possui 0 gendtipo dtldtldt2dt2 (fendtipo com tipo de crescimento
determinado). Como parental masculino, foi utilizada a cultivar Igra RA 518RR que
possui 0 gendtipo Dt1Dt1dt2dt2 (fendtipo com tipo de crescimento indeterminado).

As hibridagdes foram realizadas em casa de vegetagcdo no veréo
2008/2009. Porém, o avango de geragao das plantas F¢ foi realizado em casa de
vegetacado no outono e inverno do ano de 2009 e as plantas F, foram conduzidas a
campo no verdao 2009/2010. As plantas F, foram colhidas e trilhadas
individualmente, obtendo-se sementes (F..3). As sementes de cada planta F;
compuseram uma familia F2.3 Estas foram identificadas com o numero de origem da
planta F,. Para a semeadura das familias F,.3 de cada populacéo, foram preparadas
60 sementes para cada linha, o restante das sementes foi utilizado nas analises

moleculares.

4.2.2Avaliacao Fenotipica

O experimento foi semeado na safra 2010/2011, no centro de
pesquisa da COODETEC - Cooperativa Central de Pesquisa Agricola, em
Cascavel/PR (Latitude S 24° 52’ 56,9”; Longitude W 53° 32’ 00,4” e altitude 690m) e

tipo de solo Latossolo Roxo Distroférrico. As linhas F».3, e cultivares foram semeadas



35

em linhas individualizadas de 4 metros de comprimento, no espagamento de 0,45 m
entre linhas. Para um melhor resultado, a adubacdo e o controle de plantas
daninhas, pragas e doencgas foram efetuados conforme as exigéncias técnicas para
a cultura. Ja a avaliagao fenotipica do tipo de crescimento da haste das populacdes
de estudo e testemunha foi realizada quando as plantas estavam em maturagao
(estadio R8; FERHR et al., 1971).

4.2.3Extragao de DNA

Para o estudo, utilizaram-se dez sementes de cada familia F,.3 para
extragdo de DNA e, em seguida, moidas para obtengc&o de um po fino.

A extracdo de DNA das sementes de cada cultivar e familia F,.; foi
realizada conforme o protocolo descrito por MCDONALD et al. (1994), com algumas
modificagdes (SCHUSTER et al.,, 2004). Cerca de 50 mg de sementes foram
colocadas em micro tubos com capacidade para 1,5 mL. Posteriormente,
adicionaram-se 500 pyL de tampao de extragdo contendo 200mM de Tris HCI (pH
7,5), 25mM de EDTA, 288 mM de NaCl e 0,5% de SDS . Para uma maceragao mais
precisa, uma esfera de vidro de 3 mm de didmetro foi adicionada em cada tudo, e,
entdo, agitados em um grinder para macerar o tecido vegetal. Apos trés minutos de
agitacdo, acrescentaram-se 500 pL do tampdo de extragcdo, seguido de
centrifugagcéo a 14.000 rpm, por 10 minutos. Depois desse processo, transferiu-se o
sobrenadante para um novo tubo e 10 pyL de proteinase K (10 mg mL-1) foi
adicionado para remocao das proteinas. As amostras foram colocadas em banho-
maria a 37 °C por 30 minutos. Para precipitar o DNA, adicionaram-se 500 pL de
isopropanol gelado e, apds dois minutos de repouso, as amostras foram
centrifugadas por 15 minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado deixado em temperatura ambiente por 15 minutos para secagem. Para a
eliminacdo do RNA, o precipitado foi ressuspendido com 300 uL de TE (Tris HCI pH
7,5 e 5 M EDTA) contendo 40 ug. uL-1 de RNAse A (10 mg.mL-1). Colocadas as
amostras em banho-maria a 37 °C por 30 minutos, o DNA foi novamente precipitado
pela adicdo de 500 pL de isopropanol gelado, e, apds dois minutos, os tubos foram
centrifugados por 15 minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado deixado por 15 minutos em temperatura ambiente para secagem. Apds

esse periodo, 300 puL de TE foram adicionados para ressuspender o precipitado.
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Diante disso, a concentracdo de DNA de cada amostra foi estimada
em espectrofotdbmetro Nanodrop1000 por absorbancia a 260 nm, uma vez que cada
unidade de absorbancia correspondente a concentracdo de 50 yg mL-1 de DNA de
fita dupla (SAMBROCOK et al., 1989). O DNA foi diluido em TE para a concentragéo
de trabalho de 6 ng uL-1, a partir da solugdo concentrada de cada amostra.

A qualidade do DNA foi avaliada em gel de agarose 0,8% contendo
0,02 pL mL-1 de brometo de etidio.

4.2.4 Amplificacao do Gene Dtl

Para a amplificacdo especifica do gene Dtl foram utilizados os
primers TFL1b-pro-F: 5-CCATGCTTAATCGGCATCACT-3" e TFL1b-pro-R: 5'-
GGTGGTGGCATAGTTTAATT-3" que geram um fragmento de 410 pb (pares de
bases), desenhados para SNP no promotor do gene Dtl (LIU et al.,, 2010). Para
validar a eficiéncia deste marcador, foram utilizadas testemunhas com tipo de
crescimento determinado e indeterminado. Posteriormente, o marcador foi aplicado
nas duas populagdes CD 235RR x Igra RA 518 RR (145 linhas F,.3) e T117 x Igra
RA 518RR (90 linhas F3:3).

Nas reacdes de PCR, adicionaram-se 2 mM de MgCI2, tampao 1x
(50 yM Tris, 10 pyM HCI), 300 pM de dNTPs, 0,2 uM de cada primer (senso e
antisenso), 1 unidade de Taq DNA Polimerase, 50 ng de DNA em um volume final
de 20 pL. As reagdes de PCR foram realizadas em termociclador Veriti (Applied
Biosystems), programado a 94 °C por 5 min, seguido por 45 ciclos a 94 °C por 1
min., 55°C por 1 min., 72 °C por 1 min. e extensdo final a 72 °C por 10 min. Os
produtos da amplificagcdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%
corado com brometo de etideo e revelado sob luz ultravioleta em aparelho de foto
documentacéo Vilber Lourmat (Marne La Valle, FR).

Em seguida, 10uL dos produtos obtidos da PCR foram submetidos a
digestdo com a enzima Ndel (New England), conforme as instru¢cdes do fabricante. A
reacao foi mantida no banho-maria a 37°C por 3 horas e 50 min e, em seguida,

submetida a eletroforese em gel de agarose 2%.
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4.2.5Mapeamento do Gene Dt2

O DNA foi extraido de dez amostras com tipo de crescimento
semideterminado e dez amostras de tipo indeterminado, derivadas da hibridagao
entre T117 e Igra RA518 RR, todas contendo o gene Dtl. A amostra era composta
de 10 sementes de cada linha F,.3. De cada tipo de crescimento, foram feitos dois
bulks de DNA, com cinco amostras cada, e utilizados como padrbdes as cultivares
T117 (semideterminada Dt2Dt2) e Igra RA518 RR (indeterminada dt2dt2).

Para obtengdo de marcadores candidatos para sele¢cao do gene Dt2,
utilizaram-se dez primers microssatélites do grupo de ligacdo G da soja
(cromossomo 18) (Sat_038, Sat_064, Sat_168, Sat_358, Satt070, Satt115, Satt130,
Satt288, Satt340, Satt372) (CREGAN, et al., 1999). As amostras de DNA foram
amplificadas nas condi¢gées de PCR, ja descritas anteriormente e visualizadas em
gel de agarose 2%.

Os primers que apresentaram polimorfismo entre os bulks de DNA
de tipo de crescimento contrastantes foram considerados candidatos, e utilizados
para amplificacdo das dez amostras de cada tipo de crescimento que formaram os
bulks, individualmente.

As reacdes de PCR realizaram-se em termociclador Veriti (Applied
Biosystems), programado a 94 °C por 3 min, seguido por 35 ciclos a 94 °C por 30
seg., 55°C por 30 seg., 72 °C por 45 seg. e extenséo final a 72 °C por 20 min. Os
produtos da amplificacdo foram corados com tampao de carregamento (azul de
bromofenol) e submetidos a desnaturagédo a 95° por 4 minutos. Os fragmentos foram
separados por eletroforese em gel de poliacrilamida 6% desnaturante e corados com

Nitrato de prata 0,1% para visualizagao dos fragmentos.

4.2.6 Avaliacido da Eficiéncia da Selecdo com Marcador Molecular para Tipo de

Crescimento em Soja

Para validacdo do marcador candidato, este foi aplicado nas
populagdes derivadas dos cruzamentos entre CD 235RR x Igra RA 518 RR e T117 x
Igra RA 518 RR. Como avaliagédo, 145 e 90 linhas F23 de cada cruzamento,

respectivamente. A associagdo do marcador com o fenétipo foi avaliado através do
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teste de y’ a partir de tabelas de contingéncia, contendo dados fenotipicos e
moleculares. A analise ocorreu por meio do Programa Genes (CRUZ, 2006).

Na populagao derivada do cruzamento CD 235RR x Igra RA 518 RR,
avaliou-se a eficiéncia da selegcdo com marcador para o gene Dtl, ja que houve
segregacao apenas para este gene. Na populagao obtida do cruzamento T117 x Igra
RA 518 RR, foi avaliada eficiéncia para o marcador do gene Dt2, pois esta
populagéo segregou apenas para este gene.

Com os dados obtidos a partir do cruzamento T117 x Igra RA 518
RR, calculou-se a frequéncia de recombinagdo do marcador utilizando o Programa
GQMOL (CRUZ & SCHUSTER, 2006). Foram utilizados os parametros de populagao
F, com marcadores codominantes e método de estimagdo da maxima
verossimilhanga analitico com LOD escore minimo de 3.0 para a significancia de

recombinacao.

4.2.7Avaliacado de Cultivares com Marcadores para Genes Dtl e Dt2

O DNA de 22 cultivares de soja foi extraido de acordo com
McDONALD et al., 1994 com modificacbes (SCHUSTER el al., 2004). Também foi
extraido DNA de amostra de sementes de quatro plantas individuais de cada cultivar
que apresentou mais que uma vagem no apice da haste, com a hipotese de que
estas plantas poderiam ter o gene Dt2 ou ser heterozigotas para o gene Dtl. No
total, foram 36 amostras, que estdo identificadas na tabela 3, amplificadas com
marcadores para os genes Dtl e Dt2. As informagbes fenotipicas do tipo de
crescimento da haste, contidas na tabela 3, sdo as descritas pelos obtentores das
respectivas cultivares. As amostras foram amplificadas com os marcadores para o

gene Dtl e Dt2, conforme descrito anteriormente.
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Tabela 3 Cultivares de soja e seus respectivos fendtipos de tipo de crescimento da

haste descritos pelos obtentores.

Fenotipo

Gendtipo Tipo de Crescimento Fonte
CD 201 determinado COODETEC, 2006
TP 50981 (T117 x Igra RA
518 RR)’ semideterminado Germoplasma COODETEC
NK412113 indeterminado RPSRCB, 2003
BRS 283 indeterminado EMBRAPA, 2010).
CD 207 determinado COODETEC, 2006
CD 2630RR indeterminado COODETEC, 2013
CD 204 determinado COODETEC, 2006

FTS CAMPO MOURAO RR
CD 202

BMX Apolo RR
CD 203

ANTA 82

NK 7059RR
CD 219RR
BMX Ativa RR
GB 874RR

CD 211

CD 206RR

NK 7059RR
NK 7059RR
NK 7059RR
NK 7059RR
BMX Apolo RR
BMX Apolo RR
BMX Apolo RR
BMX Apolo RR
NA 5909RR
NA 5909RR
NA 5909RR

NA 5909RR

BMX POTENCIA RR
BMX POTENCIA RR
BMX POTENCIA RR
BMX POTENCIA RR
T117

Igra 518 RR

semideterminado
determinado
indeterminado
determinado
semideterminado
indeterminado
determinado
determinado
determinado
determinado
determinado
indeterminado®
indeterminado?
indeterminado?
indeterminado®
indeterminado?
indeterminado®
indeterminado?
indeterminado®
indeterminado?
indeterminado?
indeterminado®

Indeterminado®
Indeterminado®
Indeterminado®
Indeterminado”
Indeterminado®
semideterminado
Indeterminado

FTS Sementes, 2013
COODEC, 2006
BRASMAX, 2013
COODETEC, 2006
TMG, 2013

Sygenta Seeds, 2013
COODETEC, 2006
BRASMAX, 2013
Girassol Agricola, 2013
COODETEC, 2006
COODETEC, 2011
Sygenta Seeds, 2013
Sygenta Seeds, 2013
Sygenta Seeds, 2013
Sygenta Seeds, 2013
BRASMAX, 2013
BRASMAX, 2013
BRASMAX, 2013
BRASMAX, 2013
Nideira Sementes, 2013
Nideira Sementes, 2013
Nideira Sementes, 2013

Nideira Sementes, 2013
BRASMAX, 2013
BRASMAX, 2013
BRASMAX, 2013
BRASMAX, 2013
BERNARD, 1972

Igra, 2013

" Linhagem experimental

2 Planta com mais de uma vagem no apice da haste

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para validar a selegdo com marcador molecular para o gene Dtl em

soja, utilizaram-se os primers TFL1b-pro-F e TFL1b-pro-R (Liu, et. al., 2010). Estes

primers amplificam um fragmento de 410 pb de DNA genbémico de linhas

determinadas e indeterminadas. Somente os fragmentos que amplificam o alelo Dtl

sao digeridos em fragmentos de 217 e 193 pb com enzima Ndel.

Constatou-se, portanto, que as plantas avaliadas

(Figura 1)

apresentaram o perfil de DNA esperado, ja que é conhecido que as cultivares T117,
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Igra RA 518 RR, BMX Apolo RR, NK 7059RR e as plantas 1 a 6 apresentam o
gendtipo DtlDtl, e as cultivares CD 214RR, CD 206RR apresentam tipo de
crescimento determinado e genatipo dtldtl.

Figura 1 Amplificagcdo da amplificagdo com marcador GmTFL1b-pro e digestdo com
enzima Ndel. Planta com tipo de crescimento semideterminado T117 e
plantas com tipo de crescimento indeterminado: Igra RA 518 RR, BMX
Apolo RR, NK 7059 RR; Plantas com tipo de crescimento determinado: CD
214RR, CD 206RR; 1 a 6 sido plantas da populacdo obtida a partir do
cruzamento T117 x Igra RA 518 RR cujo fendtipo € indeterminado; M:
Marcador de peso molecular de 100 pb.

IGRA RASTS RR

APOLLORR
NEFOS9RR
CO214RR
CO20GRR

=
—
—
il

410 pb —
217 pb~—
193 pb—

A base molecular do tipo de crescimento foi determinada por Liu et
al. (2010). Os autores isolaram dois ortélogos de ervilha (Pisum sativum), GmTFL1a
e GmTFL1b, e, a partir do genoma da soja e analise de mapeamento, sugeriram que
o gene Dtl codifica a proteina GmTFL1b e que o tipo de crescimento da haste da
soja € determinado pela variagao deste gene.

O gendtipo dtldtl ¢é responsavel pelo tipo de crescimento
determinado, e o gendtipo Dt1Dt1 pelo tipo de crescimento indeterminado, enquanto
Dtl1dtl expressa fendtipo semideterminado (BERNARD, 1972).

Os bulks contrastantes foram amplificados e o marcador —
considerado candidato — foi o sat_064, que apresentou polimorfismo entre os bulks
e consisténcia com os resultados dos parentais.

O marcador sat_064 foi utilizado para amplificar todas as plantas
que formavam os bulks, individualmente (figura 2). Por meio desse processo,

observou-se uma possivel segregagdo entre as amostras.
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Figura 2 Amplificagdo com marcador sat_064. M: Marcador de peso molecular de
100 pb; T1: Testemunha 1 - Cultivar T117 que apresenta tipo de
crescimento semideterminado, conferido pelo gene Dt2; T2: Testemunha 2
- Cultivar Igra RA 518 RR, que apresenta tipo de crescimento
indeterminado, ndo possui o0 gene Dt2; A: Plantas com tipo de crescimento
semideterminado, derivadas do cruzamento T117 x Igra RA 518 RR; B:
Plantas com tipo de crescimento indeterminado, derivadas do cruzamento
T117 x Igra RA 518 RR.

MTIT21 2 3 4 36 T8 Q10 TIT21 2 3 435 6 78 210M

Semideterminado Indeterminado

Todas as plantas, derivadas dos cruzamentos CD 235RR x Igra RA
518 RR e T117 x Igra RA 518 RR, foram analisadas com marcador molecular para
genes Dtl e Dt2.

O teste de associacao, entre os dados fenotipicos e moleculares
obtidos da populagdo CD 235RR x Igra RA 518 RR, foi significativo, ou seja, os
dados fenotipicos e moleculares ndo sado independentes (Tabela 4). Contudo,
analisaram-se alguns resultados diferentes entre a avaliagédo fenotipica e molecular.
Tal fato ndo era esperado, uma vez que o marcador utilizado esta dentro do gene,
na regiao promotora, e, por isso, ndo haveria risco algum de recombinag&o genética.
Nas avaliagbes de campo, houve certa dificuldade, em alguns casos, em distinguir
as plantas quanto ao tipo de crescimento a partir do fendtipo, e isso tem ocorrido,
como resultado, classificagdes errbneas. Neste caso, atribuimos as inconsisténcias
observadas aos erros na determinagdo do fendtipo e podemos considerar o

marcador utilizado uma ferramenta muito eficiente para evitar estes erros.
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Tabela 4 Tabela de contingéncia com dados moleculares e fenotipicos obtidos nas
analises realizadas na populagao F;.3 da populagdo CD 235RR e Igra RA

518 RR.

Andalise Molecular

CD 235RR x Igra
RA 518 RR Determinado  Segregando Dtl1  Indeterminado | Total
Analise | peterminado 23 3 0 26
fenotipica | Segregando Dt1 5 52 5 62
Indeterminado 5 16 36 57
Total 33 71 41 145

(’= 128,88; GL=4; P(%)=0,001)

O obtentor da cultivar CD 235RR descreveu seu tipo de crescimento
da haste como semideterminado (COODETEC, 2011). Neste caso, esta cultivar
deveria ter o gendtipo Dt1Dt1l Dt2Dt2, e no cruzamento com ‘Igra RA 518 RR’ néo
deveria segregar para o gene Dt1. Como resultado, ndo deveriam ser observadas
linhagens determinadas na descendéncia deste cruzamento. Os resultados da
avaliacdo dos descendentes da hibridagdo CD 235RR x Igra RA 518 RR resultaram
em plantas F, determinadas, indeterminadas e semideterminadas (que segregaram
na geragcao F3). Com estes resultados, concluimos que a cultivar CD 235RR
apresenta genotipo dtldtl, e tipo de crescimento determinado.

Na descendéncia do cruzamento T117 x Igra RA 518 RR,
esperamos encontrar 100% das plantas homozigotas para o gene Dtl, ja que os
dois parentais (T117 e Igra RA 518 RR) apresentam este gene. Todas as plantas
analisadas apresentaram o gene Dtl na avaliagdo molecular, o que confirma a
eficiéncia do marcador molecular utilizado. Ainda, nenhuma planta foi classificada
como tipo determinado, na analise fenotipica.

Dois tipos de crescimento eram esperados na descendéncia do
cruzamento T117 x Igra RA 518 RR: indeterminado e semideterminado. A cultivar
T117 apresenta o gene Dt2, e tipo de crescimento semideterminado e a cultivar Igra
RA 518 RR, tipo indeterminado.

Para cultivares de crescimento determinado e semideterminado, a
gema terminal transforma-se em uma inflorescéncia terminal; enquanto, para
cultivares de crescimento indeterminado, esta ndo se forma, e o caule continua a se
desenvolver, mesmo apds o inicio do florescimento (MULLER, 1981). De modo
geral, as cultivares sdo caracterizadas como do tipo determinado e, raramente,

como semideterminado.



43

A anadlise de associacao entre os dados fenotipicos e moleculares,
obtidos da populacdo T117 x Igra RA 518 RR, também foi altamente significativa e a
distribuicdo entre dados fenotipicos e moleculares n&o foi independente (Tabela 5).

Isso significa que o marcador sat_064 esta ligado ao gene Dt2.

Tabela5 Tabela de contingéncia com dados moleculares e fenotipicos obtidos nas
analises realizadas na populacéo F».3 do cruzamento T117 e Igra RA 518

RR.
Andlise Molecular
T117 x Igra RA 518 | Semidetermina Segregando
RR do Indeterminado Dt2 Total

Andlise | semideterminado 13 2 8 23
fenotipica | Indeterminado 0 12 4 16
Segregando Dt2 7 8 36 51
Total 20 22 48 90

(x’= 44,79; GL=4; P(%)=0,001)

A frequéncia de recombinagao obtida entre o marcador sat 064 e o
gene Dt2 foi de 19,4%, com LOD escore 8,19. Possivelmente, esta estimativa foi
mais alta do que a real frequéncia de recombinagdo entre o gene e o marcador,
devido a dificuldade em classificar as plantas fenotipicamente como tipo
semideterminado. De acordo com o trabalho de BERNARD (1972), os testes de
progénie, ocasionalmente, mostraram que plantas semideterminadas ou
indeterminadas foram classificadas erroneamente. Constata-se na tabela 3, o maior
numero de erros entre dados moleculares e fenotipicos nas classes em que temos
classificagao fenotipica, tipo semideterminado e segregando.

Para avaliar a eficiéncia dos marcadores, foram avaliadas 22
variedades de soja com os marcadores para o gene Dtl e Dt2.

Pode ser identificado, na figura 3, que todos os materiais
corresponderam com o descrito pelos obtentores (Tabela 3) em relagdo ao gendtipo
presencga ou auséncia do gene Dtl, exceto a cultivar FTS Campo Mourdo RR, a qual
o obtentor descreve como de tipo de crescimento semideterminado, porém, o gene

Dtl ndo esta presente neste gendtipo.
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Figura 3 Amplificagdo do DNA de cultivares de soja, utilizando o marcador
GmTFL1b-pro e digestdo com enzima Ndel. M: Marcador de peso
molecular de 100 pb.
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Na figura 4, observa-se que todos os gendtipos corresponderam
com o descrito pelos obtentores (Tabela 3), exceto as cultivares FTS Campo Mouréo
RR o qual o obtentor descreve como de tipo de crescimento semideterminado e,
neste caso, o gene Dt2 nao esta presente. Também a cultivar Anta 82, na analise
molecular, ndo apresentou o gene Dt2, divergindo do descrito pelo obtentor que
classifica esta cultivar como de tipo semideterminado e, para isto, o genétipo deveria
ter o gene Dt2. Em relagdo aos cultivares NK 7059RR, BMX Apolo RR, BMX
Potencia RR e NA 5909RR que apresentavam planta com mais de uma vagem no
apice da haste. Nas quatro analises de planta individual de cada cultivar, nao
confirmou a presenga do gene Dt2, validando e confirmando as informagbes dos
obtentores em que estas cultivares sdo homogéneas em relagdo a auséncia do gene
Dt2.

A cultivar FTS Campo Mourdo RR, pelos resultados obtidos, tem o

genotipo dtldt1ldt2dt2, ou seja, € de tipo de crescimento determinado, divergindo do
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descrito pelo obtentor como de tipo de crescimento semideterminado, ou seja,
genotipo Dt1Dt1Dt2Dt2.

‘Anta 82’, descrita como de tipo de crescimento semideterminado,
evidenciou pelas analises, utilizando os marcadores moleculares para os genes Dtl
e Dt2, presengca do gene Dtl e auséncia do gene Dt2, ou seja, esta cultivar
apresenta gendtipo que confere fendtipo tipo de crescimento indeterminado. Isso é
corroborado com informagdes obtidas no ano de 2011 e nao publicadas pela
COODETEC: hibridagdes da cultivar Anta 82 — como parental feminino e parentais
masculinos CD 216 e M-SOY 6101 com tipo de crescimento indeterminado —
originaram populagbes F,, nas quais todas as plantas apresentavam tipo de
crescimento indeterminado, demonstrando que, de fato, ‘Anta 82’ é de tipo de

crescimento indeterminada.

Figura 4 Amplificagdo do DNA de cultivares de soja com marcador sat _064. M:
Marcador de peso molecular de 100 pb.
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As cultivares CD 201 e CD 219RR apresentaram auséncia do gene
Dtl e presencga do gene Dt2. Este gendtipo confere tipo de crescimento determinado
e confirma a descrigao do obtentor. A CD 201 tem como parentais OC 4-lguagu*5; e
W20. A ‘CD 219RR’, como parentais ‘OC 94-2062’ e ‘CO 2131’. O progenitor CO
2131 tem o gene CP4-EPSPS, que da tolerancia ao glifosato (RPRCB, 2005). Isso &
corroborado com informagdes ndo publicadas pela COODETEC, a linhagem OC 94-

2062 foi a que deu origem a cultivar CD 211 e esta, na analise, mostrou o gendtipo
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como dtldtldt2dt2. A origem provavel do gene Dt2, na cultivar CD 219RR, foi do
‘CO 2131’ que se configura um cruzamento entre [OC 95-3585 X OC 95(4)-3355 X H
5566RR], baseado nestas genealogias, em que OC 95-3585 e OC 95(4)-3355 séo
linhagens irméas da OC 95(4)-2422, responsavel pela origem da cultivar CD 201.
Provavelmente, a origem do gene Dt2, nas cultivares CD 201 e CD 219RR, seja o

ancestral comum Ocepar 4- Iguagu.

4.4 CONCLUSOES

A associacdo do marcador molecular ao gene GmTFL1b foi
altamente eficiente na classificagdo dos tipos de crescimento em soja.

O marcador sat_064 esta ligado ao gene Dt2, localizado no Grupo
de Ligacdo G do mapa consenso da soja, com frequéncia de recombinagdo de
19,4%.

Os marcadores moleculares, para os genes Dtl e Dt2, sio eficientes
na descricdo de gendtipos quanto ao tipo de crescimento da haste da soja, para

serem utilizados na selegdo em programa de melhoramento.
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S5 ARTIGO 2

CARACTERISTICAS AGRONOMICAS EM SOJA ASSOCIADOS AO TIPO DE
CRESCIMENTO DAS PLANTAS

Resumo: O tipo de crescimento determinado da haste da soja [Glycine max (L.)
Merr.] € controlado pelo alelo recessivo (dtldtl); ja o indeterminado é controlado
pelo alelo semidominante (Dtl1Dtl), visto que, em populacbes segregantes, o
genotipo heterozigoto (Dtldtl) resulta em fenotipo semideterminado. Neste estudo,
o objetivo foi avaliar caracteristicas de trés progénies de soja, cada uma com trés
linhas irm&s, contrastando para o gene Dtl. Os experimentos foram conduzidos na
latitude 24°57°21”S. Nas progénies avaliadas, ndo houve diferengas entre os tipos
de crescimento indeterminado e determinado na massa de planta, didmetro da haste
e massa total de graos. Sob outra acepgdo, linhas com tipo de crescimento
semideterminado apresentaram massa de planta, didametro da haste, numero de
vagens, numero de ramos e massa total de graos maiores que as linhas com tipo de
crescimento indeterminado, e altura de plantas maior que linhas com tipo de
crescimento determinado. Além dessas caracteristicas, o comprimento do racemo da
haste é maior nas plantas com tipo de crescimento determinado que em plantas com
tipo de crescimento semideterminado. As trés progénies avaliadas apresentam
racemos apicais nos ramos nas plantas com tipo de crescimento determinado e as
com tipos de crescimento semideterminado e indeterminado ndo apresentam
racemos apicais nos ramos.

Palavras-chave Glycine max. Crescimento  determinado. Crescimento
semideterminado. Crescimento indeterminado. Racemo apical.
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AGRONOMIC IN SOYBEANS CHACTERISTICS ASSOCIATED TO PLANT
GROWTH TYPE

Abstract: Determinate type of stem growth of soybean [Glycine max (L.) Merr.] is
controlled by the recessive allele (dtldtl) The indeterminate type is controlled by
semi-dominant allele (DtlDtl) and in segregating populations the heterozygous
genotype (Dtldtl) results in semi-determinate phenotype. The objective of this study
was to evaluate three characteristics of soybean progenies, each one with three
sisters lines contrasting for gene Dtl. The experiments were conducted at latitude
24°57'21" S. Results indicated that there were no differences between of
indeterminate and determinate growth type when the mass of the plant, stem
diameter and total mass of grains were evaluated. However lines of semi-
determinate growth type showed mass of plant, stem diameter, number of pods,
number of branches and the total mass of grains larger than the lines of
indeterminate growth. Shorter plants of soybeans were always characterized on the
determinate genotypes. The length of the stem raceme was heigher in plants of
determinate when compared to plants of semi-determinate growth type. All progenies
exhibited branches with apical racemes on determinate and semi-determinate growth
type of growth did not present apical racemes in the branches.

Key Words Glycine max. Determinate growth. Semi-determinate growth.
Indeterminate growth. Apical raceme.

5.1 INTRODUCAO

O tipo de crescimento da haste da soja influencia varias
caracteristicas agrondémicas. As plantas, com tipo de crescimento determinado,
geralmente atingem alturas menores com maior resisténcia ao acamamento,
menores alturas da inser¢do da primeira vagem e mais ramos por planta do que
cultivares de tipo de crescimento indeterminado de grupo de maturidade
semelhante. Linhagens de tipo determinado também possuem menor periodo de
floracdo do que linhagens de tipo indeterminado (BERNARD, 1972; KILGORE-
NORQUEST & SNELLER, 2000).

Dois genes, Dtl e Dt2, afetam a terminagcdo da haste em soja
(BERNARD, 1972). Um alelo recessivo, dtl, e um alelo dominante, Dt2, apressam o
término do crescimento apical da haste, o que diminui a altura da planta e numero
de nés. Desses, dtl tem um efeito maior. BERNARD (1972) observou um fenétipo,
intermediario semideterminado, distinto dos fenoétipos indeterminado e determinado.
Essas plantas semideterminadas segregaram para tipos indeterminado e
determinado, indicando que Dtl se comportou como um gene parcialmente

dominante na base genética testada.
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Outro alelo recessivo, dtl-t, também afeta o fendtipo da planta.
Embora plantas com genétipo dtl-tdtl-t e Dt2Dt2 apresentem fendtipo semelhantes
para altura da planta, dtl1-tdtl-t, € mais semelhante ao dtldtl quando se considera
folhas e tragos estaminais no apice da haste de plantas de soja (THOMPSON et al.,
1997).

Plantas, com tipo de crescimento determinado, sempre foram muito
distintas, no entanto, os testes de progénie, ocasionalmente, mostraram que plantas
semideterminadas ou indeterminadas foram classificadas erroneamente (BERNARD,
1972).

BERNARD (1972) observou que plantas, com os dois genes Dtl e
Dt2 em homozigose, apresentam fendtipo similar ao tipo de crescimento
semideterminado heterozigoto (Dt1dt1).

HEATHERLY & SMITH (2004), na latitude 33°26’ N, observaram em
sistema de producéo de soja antecipada nas cultivares testadas, aumento de altura
e numero de nos entre o comego da floragdo (R1) e a terminagéo do crescimento da
haste. Os aumentos foram maiores para as cultivares de grupo de maturidade
relativa IV e tipo de crescimento indeterminado, quando comparado com cultivares
de grupo de maturidade relativa V e tipo de crescimento determinado.

Cultivares de soja, com tipo de crescimento indeterminado, permite a
semeadura antecipada. Ja a antecipagdo da semeadura da soja nao so favorece o
melhor manejo de pragas e doengas como também possibilita, em algumas regides
do Brasil, o cultivo de milho (Zea mays), no mesmo ano agricola. No controle da
ferrugem da soja (Phakopsora pachyrhizi), segundo YORINORI et al. (2003), devem
ser adotadas estratégias como semear preferencialmente cultivares precoces no
inicio da época recomendada para cada regiao. O objetivo é escapar do periodo de
maior risco de ocorréncia da doenga. BRACCINI et al. (2010) constataram que a
antecipagado da semeadura da safrinha € uma estratégia valida para obtencédo de
bom desempenho agrondmico e de maiores produtividades na semeadura da
segunda safra de milho. A sucessao soja-milho em safrinha € uma alternativa viavel
para a regiao Oeste do Estado do Parana, desde que a semeadura da soja seja
realizada na primeira quinzena de outubro e a do milho safrinha na primeira
quinzena de fevereiro. STULP et al. (2009) também constataram que a antecipagéo
na semeadura da soja pode ser uma alternativa viavel para a regido Oeste do

estado do Parana.
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No Brasil, no ano agricola de 2010/2011 entre as dez cultivares de
soja mais semeada, metade apresentou o tipo de crescimento indeterminado e a
outra metade determinado, uma vez que, na regido Sul do pais, as cinco cultivares
mais semeadas foram as cultivares de tipo de crescimento indeterminado
(KLEFFMANN & PARTNER, 2011).

O objetivo desse estudo foi avaliar caracteristicas agronémicas de
trés progénies de soja, cada uma formada por trés linhas irmé&s contrastantes para o
gene Dtl, identificadas pelo fendtipo dos respectivos tipos de crescimento da haste

da soja.

5.2MATERIAL E METODOS

Estudos de campo no ano agricola 2011/2012 foram conduzidos na
Cooperativa Central de Pesquisa Agricola-COODETEC, no municipio de Cascavel,
Parand, Brasil, na latitude 24°57'21”S e altitude de 781 m. Foram avaliadas trés
progénies, cada uma composta por trés linhas que contrastavam para o tipo de
crescimento, totalizando nove linhas. Em todos os cruzamentos, foram utilizados
como parental masculino a linhagem (A19459 x A19778) que possui o genotipo
Dt1Dt1 (fendtipo com tipo de crescimento indeterminado) e, como parental feminino,
as linhagens OC 95-3006, OC 95-3312 e OC 92-128 que possuem o gendtipo dtldtl
(fendtipo com tipo de crescimento determinado).

As progénies avaliadas foram CD 10-71690 com a genealogia OC
95-3006 x (A19459 x A19778), CD 10-71822 com a genealogia OC 95-3312 x
(A19459 x A19778) e CD 10-71463 com a genealogia OC 92-128 x (A19459 x
A19778). As trés progénies pertencem ao grupo de maturacédo relativa VI. As
progénies foram desenvolvidas por meio do método genealdgico modificado até a
geragcédo F4. Nesta geragado, foram selecionadas plantas com tipo de crescimento
semideterminado, ou seja, heterozigotas para o gene Dtl. Na geracdo Fa4.5, foram
conduzidas as familias sem selegao para tipo de crescimento. Na geragdo Fys,
foram selecionadas plantas com tipo de crescimento semideterminado, apds 6
geragodes € esperado um nivel de homozigose de 98,4375%. As linhas irmas tiveram
mais trés geragdes para produgao de sementes, visto que, na geragao Fa.69, €m que
se esperam 12,5% de plantas heterozigotas (Dtldtl), ou seja, tipo de crescimento

semideterminado; 43,75% de plantas com tipo de crescimento determinado (dt1dtl)
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e 43,75% de plantas com tipo de crescimento indeterminado (D1Dt1). Neste nivel de
segregacao, foram instalados os experimentos, semeados em 07 de dezembro de
2011 e as plantas colhidas em 09 de abril de 2012.

Para a analise, foram conduzidos trés experimentos, cada um com
uma progénie segregando para tipo de crescimento. As parcelas tinham 10 linhas de
5 metros, com espagcamento de 0,45 metros e 15 plantas por metro linear. O
delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com sete repeticoes e
trés tratamentos. Estes se delinearam para retiradas de plantas pelo fen6tipo com
tipos de crescimento determinado, semideterminado e indeterminado. Para cada tipo
de crescimento, retiraram oito plantas por parcela. As plantas com tipo de
crescimento determinado, foram selecionadas pela menor altura e presenca de
racemo apical na haste. Para a selegdao de plantas com tipo de crescimento
semideterminado, ou seja, plantas altas e com presenga de racemo apical na haste.
As plantas, com tipo de crescimento indeterminado, foram selecionadas plantas
altas e com auséncia de racemo apical na haste.

A massa de planta foi obtida de plantas com seu sistema radicular
residual, antes da trilha para obtencao de graos. Para identificar a altura das plantas,
mediu-se da base até o apice da haste, cujo didmetro foi obtido na altura do primeiro
no e, para precisar o numero, procedeu-se a contagem de todos os nds da haste. O
numero de vagens foi obtido pela contagem de todas as vagens de cada planta. O
numero de graos por vagem foi obtido pela divisdo do numero total de gréos de cada
planta pelo numero de vagens da planta. Totalizou-se a massa de gréos apds a
homogeneizagdo de umidade para 13%. A massa de 1000 grédos foi obtida pela
massa de 100 graos e multiplicado por 10. O numero de nos férteis ocorreu pela
contagem dos nés que tinham pelo menos uma vagem. O comprimento do racemo
da haste foi obtido medindo com paquimetro eletrénico a distancia da base do
racemo até seu apice. O numero de vagens no racemo foi obtido pela contagem de
todas as vagens presentes no racemo. O numero de ramos foi obtido pela contagem
de todos os ramos da planta. A identificagdo de racemo apical em ramos foi obtida
pela observacdo em todos os apices dos ramos da planta. O grau de acamamento
das plantas foi avaliado, no momento da colheita das plantas, utilizando-se da
escala de 0 a 100, em que O significa planta ereta, ou seja, resistente ao
acamamento e 100 significa planta totalmente inclinada ou altamente suscetivel ao

acamamento.
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Caracterizacdes e quantificacdes foram feitas em plantas individuais
e, posteriormente, deu-se a média das oito plantas de cada repeticéo.

Foram feitas analises estatisticas de variédncia em blocos ao acaso e
teste Tukey a 5% de probabilidade para o comparativo de médias. Procederam-se
as analises estatisticas com os dados originais, exceto para a caracteristica niumero

de ramos, para a qual foi aplicada a transformac&o de dados para Vx+0,5.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da quantificacdo das caracteristicas massa total,
altura, didmetro da haste, numero de nds na haste principal, numero de vagens,
numero de grdos por vagem, massa de 1000 grdos e massa total de grdos de
plantas das progénies CD 10-71690, CD 10-71822 e CD 10-71463, e suas
respectivas linhas irmas expressando os tipos de crescimento determinado,
semideterminado e indeterminado, apresentados na tabela 1. Pode-se observar que
a massa total de plantas de soja foi maior nas plantas com tipo de crescimento
semideterminado. As plantas com os tipos de crescimento determinado (dtldtl) e
indeterminado (Dt1Dtl) apresentaram massa total semelhante entre as progénies
avaliadas. Pelos resultados obtidos nas trés progénies avaliadas, observa-se que as
plantas de tipo de crescimento semideterminado (Dtldtl) foram mais eficientes na
producido de massa total.

A altura de planta foi menor nas plantas com tipo de crescimento
determinado. BERNARD (1972), KILGORE-NORQUEST & SNELLER (2000) e LIU
et al. (2010) obtiveram resultados semelhantes. Plantas, com tipo de crescimento
indeterminado, apresentaram maiores altura nas progénies CD 10-71690 e CD 10-
71822. Na progénie CD 10-71463, a maior altura de planta foi obtida nas plantas
com tipo de crescimento semideterminado. BERNARD (1972) identificou linhas
isogénicas para os locus Dtl e Dt2, visto que a altura de planta para o tipo de
crescimento semideterminado foi intermediaria entre plantas de tipo de crescimento
determinado e indeterminado. LIU et al. (2010) também obteve altura intermediaria
em plantas heterozigotas (Dtldtl), quando comparado com homozigotas dtldtl e
Dt1Dtl. A progénie CD 10-71463, com tipo de crescimento semideterminado, foi

uma excecao em relacdo a altura de plantas, pois superou a altura de plantas com
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tipo de crescimento indeterminado, indicando que o background genético também
influencia na altura da planta de soja.

O diametro da haste de plantas, com tipo de crescimento
semideterminado, foi maior do que as plantas com tipo de crescimento
indeterminado nas trés progénies e em duas progénies em relagcdo ao tipo de
crescimento determinado. Na progénie CD 10-71690, o didmetro da haste de plantas
com tipo de crescimento semideterminado foi semelhante as plantas com tipo de
crescimento determinado. Segundo MIYASAKA et al. (1981), didmetro da haste de
plantas de soja correlaciona-se positivamente com o rendimento de graos.

As plantas, com tipo de crescimento determinado, apresentaram
menor numero de nds na haste principal, acarretando uma redug¢ao na altura de
planta das progénies. Resultados semelhantes foram obtidos por HEATHERLY &
SMITH (2004) e BERNARD (1972). As plantas, de tipo de crescimento
semideterminado, apresentaram maior numero de nés na haste principal que as
plantas com tipo de crescimento indeterminado, exceto na progénie CD 10-71822
que foi semelhante.

O numero de vagens foi menor nas plantas com tipo de crescimento
indeterminado. Para as plantas, com tipo de crescimento determinado, somente a
progénie CD 10-71463 apresentou menor numero de vagens que as plantas de tipo
de crescimento semideterminado.

Nas progénies CD 10-71822 e CD 10-71463, o numero de graos por
vagem foi maior nas plantas com tipo de crescimento indeterminado e
semideterminado, e, na progénie CD 10-71690, ndo houve diferengas no numero de
graos por vagem.

A massa de 1000 graos foi menor nas plantas com tipo de
crescimento determinado e maior nas plantas com tipo de crescimento
indeterminado. Na progénie CD 10-71822, a massa de 1000 grdos nao diferiu entre
plantas com tipo de crescimento semideterminado e indeterminado. Nas progénies
CD 10-71690 e CD 10-71463 e suas respectivas linhas irmas de tipo de crescimento
semideterminado, a massa de 1000 graos ficou intermediaria entre os tipos
determinado e indeterminado. A massa de 1000 gréos, maior nas plantas com tipo
indeterminado, foi inversa ao menor numero de vagens, nesse tipo de crescimento.

A massa total de graos obtida evidenciou que nao houve diferenca

entre os tipos de crescimento determinado e indeterminado nas trés progénies
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avaliadas. Plantas com tipo de crescimento semideterminado apresentaram maior

massa total de graos nas trés progénies, exceto na progénie CD 10-71690, que nao

diferiu do tipo de crescimento determinado.

Tabela 6 Média da quantificagdo de caracteristicas de planta de soja (massa de
planta, altura de planta, didmetro da haste, numero de ndés na haste
principal, numero de vagens, numero de graos por vagem, massa de
1000 graos e massa total de gréos) das progénies CD 10-71690, CD 10-

71822 e CD 10-71463, expressando os tipos de crescimento
determinado, semideterminado e indeterminado.
dtidtl  Determinado 38,7 77,3 7,3 16,9 72,1 19b 131,2 17,9
Dtldtl Semideterminado b c b c a 2,3a b b
Dt1Dt1  Indeterminado 55,1 114,6 83 2272 78,6 22a 139,9 24,9
CDh 10- a b a a a a a
71822 433 1280 74 227 58,0 1442 18,6
b a b a b a b
DMS-Tukey (5%) 7,43 5,86 0,70 9,32 0,14 8,20 2,91
0,67
dtidtl 30,1 59,4 72 148 542b 22b 126,9
Dtldtl b [ b c 66,0a 24a c¢ 15,0
Dt1Dt1 47,6  105,3 81 214 432c 25a 1514 b
. a a a a b
cD 10- Determinado 344 969 74 202 1616 242
Semideterminado
71463 ; b b b b a a
Indeterminado
17,4
b
DMS-Tukey (5%) 6,71 5,49 0,58 0,75 10,07 0,13 5,99 3,91
Numero Numer  Massa Massa
Pro Mass Altura Didmet de nés Nomer o de de total
._. Tipo de crescimento a de de ro da na -
geni Genotipo Fenotipo planta  planta haste haste o de graos 1000 de
e P p ©) (cm) (mm) principa vagens  por graos graos
| vagem () (9)
dtldtl Determinado 776b 80,2¢c 9,7 16,7 c 1421 1,8a 1481c¢ 37,3
CD Dtldtl Semidetermin  96,7a 1249b ab 24,6 a a 1,9a 161,2 ab
10- Dt1Dt1 ado 652b 128,1a 10,5a 231b 141,8 2,0a b 44,0 a
716 Indeterminado 9,0b a 168,1 28,4b
90 83,3 a
N b
DMS-Tukey (5%) 22,74 2,55 1,05 0,99 37,94 0,34 5,95 10,06

Na tabela 7, pode-se observar grau de acamamento, numero de nos

férteis, comprimento do racemo da haste, numero de vagens no racemo da haste e
numero de ramos das progénies CD 10-71690, CD 10-71822 e CD 10-71463. O

grau de acamamento foi muito baixo e ndo houve diferenga entre as linhas irmas
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para os tipos de crescimento. WILCOX & SEDIYAMA (1981) compararam linhas com
tipos de crescimento determinado e indeterminado, na geragdo Fg de um mesmo
cruzamento, visto que as plantas com tipo de crescimento indeterminado foram
muito suscetiveis ao acamamento. A caracteristica acamamento de plantas de soja
€ conferida por varios genes, sendo influenciada pelo ambiente (VERNETTI, 1981).
As cinco cultivares mais semeadas na safra 2010/2011, na regiao sul do Brasil, sdo
com tipo de crescimento indeterminado e apresentam a caracteristica de resisténcia
ao acamamento (KLEFFMANN & PARTNER, 2011). O acamamento, além de ser
influenciado pelo ambiente e background genético, pode ser influenciado pelo tipo
de crescimento. Neste estudo, como o acamamento de plantas foi muito baixo, ndo
interferiu nas outras caracteristicas avaliadas.

O numero de nés férteis foi menor nas plantas com tipo de
crescimento determinado. Plantas, com tipo de crescimento semideterminado,
apresentaram maior numero de nos férteis nas progénies CD 10-71690 e CD 10-
71463. Na progénie CD 10-71822, o numero de nos férteis foi semelhante nos tipos
de crescimento semideterminado e indeterminado.

O comprimento do racemo da haste foi maior nas plantas com tipo
de crescimento determinado do que em plantas com tipo de crescimento
semideterminado. Plantas, com tipo de crescimento indeterminado, nao
apresentaram racemo na haste. Por esse motivo, torna-se um bom diferenciador de
tipo de crescimento.

Os numeros de vagens, no racemo da haste, foram similares nas
progénies CD 10-71690 e CD 10-71822. Na progénie CD 10-71463, plantas, com
tipo de crescimento determinado, apresentaram maior numero de vagens no
racemo. Plantas, com tipo de crescimento indeterminado, ndo apresentaram racemo
terminal na haste.

Dessa analise, considera-se 0 numero de ramos maior nas plantas
com tipo de crescimento determinado. As plantas, com tipo de crescimento
indeterminado, apresentaram menor niumero de ramos. O numero de ramos das
plantas, com tipo de crescimento semideterminado, foi intermediario aos tipos de

crescimento determinado e indeterminado.
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Tabela 7 Média da quantificagdo de caracteristicas de planta de soja (grau de
acamamento, numero de nos férteis, comprimento do racemo da haste,
numero de vagens no racemo da haste e numero de ramos) das progénies
CD 10-71690, CD 10-71822 e CD 10-71463, expressando os tipos de
crescimento determinado, semideterminado e indeterminado.

Compri  Numer

Tipo de G(;au Ndamer mgnto o de N
Progé crescimento © ode ° vagens umer
nie Gendtipo acama n6s racemo no ode
Fenétipo mento férteis da racemo ramos
* haste da

(mm) haste
dtl Determin 4,8a 14,0c 40,8 a 35a 6,9 a
dtl ado 6,3a 21,0a 226Db 34a 51b

CD

10- Dtl Semidet 5,6 a 18,9 b 0 c 0 43c
dtl erminad b
7169
0 Dtl o]
Dtl Indeterm
inado
DMS-Tukey (5%) 4,21 1,37 6,20 0,74 0,64
dtldtl Determinado 59a 149 250 53a 20a
cD Dtldtl Semideterminado 6,6 a b a 54a 13b
10- Dt1Dt1 Indeterminado 6,4a 19,7 221 0,7c
a b 0 b
71822 20.1
a 0 c
DMS-Tukey (5%) 394 0,79 289 1,08 0,27
dtldtl 55a 10,0 555 6,8a 2,3a
Dtldtl 6,1a c a 52b 09b
cD Dt1Dt1 Determinado 6,9 a ‘64 3%9 0 ¢ 03c
10- Semideterminado a ’ 0
71463 Indeterminado c
14,3
b
DMS-Tukey (5%) 3,39 8,84 1,31 0,18
1,05

*Escala de 0 a 100, onde 0 significa planta ereta, ou seja, resistente ao acamamento e 100 significa
planta totalmente inclinada ou altamente suscetivel ao acamamento.

Na tabela 8, pode-se observar que as trés progénies apresentaram

racemos apicais nos ramos das plantas, com tipo de crescimento determinado. As

plantas, com tipos de crescimento semideterminado e indeterminado, nao

apresentaram racemos terminais nos ramos.
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Tabela 8 ldentificacdo de racemo apical em ramos, em plantas de soja com tipos de
crescimento determinado, semideterminado e indeterminado.

. Tipo de crescimento Racemo apical em
Progénie T oY

Genotipo Fendtipo ramos
dtldtl Determinado Presenca
Dtldtl Semideterminado Auséncia

CD 10-71690 Dt1Dt1 Indeterminado Auséncia
dtldtl Determinado Presenca
Dtldtl Semideterminado Auséncia

CD 10-71822 Dt1Dt1 Indeterminado Auséncia
dtldtl Determinado Presenca

CD 10-71463 Dtldtl Semideterminado Auséncia
Dt1Dtl Indeterminado Auséncia

As trés progénies testadas evidenciaram que as suas linhas irmas,
para os tipos de crescimento indeterminado e determinado, nao diferiram na massa
total de planta, didmetro do caule e massa total de grdos, o que n&o evidenciou
mérito maior para um desses tipos de crescimento. As plantas, com tipo de
crescimento indeterminado, apresentaram maior numero de nds na haste principal e
maior altura — fatores que possibilitam a semeadura antecipada. Estas
caracteristicas contribuiram para que agricultores do Sul do Brasil preferissem
cultivares de tipo de crescimento indeterminado em detrimento das cultivares de tipo
de crescimento determinado (KLEFFMANN & PARTNER, 2011).

Baseado nas condi¢gdes em que foram obtidos os resultados nas trés
progénies e suas linhas irmas avaliadas, as plantas de tipo de crescimento
semideterminado apresentaram massa total de planta, diametro da haste, numero
de vagens, numero de ramos e massa total de grdos maiores que as plantas com
tipo de crescimento indeterminado; e a altura das plantas maior que as plantas com
tipo de crescimento determinado. BERNARD (1972) observou resultados
semelhantes em plantas com tipo de crescimento semideterminado, contendo os
dois genes Dtl e Dt2 em homozigose. Plantas homozigotas, para os genes Dtl e
Dt2, apresentam fendtipo similar ao tipo de crescimento semideterminado
heterozigoto (Dt1dtl). A superioridade do tipo de crescimento semideterminado, em
algumas caracteristicas avaliadas em relagao aos outros tipos de crescimento, deve-
se provavelmente a morfologia das plantas. Estes resultados permitem depreender
que plantas, com tipo de crescimento semideterminado contendo os genes Dtl e Dt2

em homozigose, podem proporcionar ganhos de rendimentos e podem adaptar-se a
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semeaduras antecipadas, quando comparado com linhas irmas de tipo de

crescimento indeterminado e determinado.

5.4 CONCLUSOES

Plantas, com tipo de crescimento semideterminado, apresentam
massa de planta, diametro da haste, numero de vagens, numero de ramos e massa
total de grdos maiores que as plantas de tipo de crescimento indeterminado e
também a altura de plantas foi maior do que as plantas com tipo de crescimento
determinado.

O comprimento do racemo da haste € maior nas plantas com tipo de
crescimento determinado do que em plantas com tipo de crescimento
semideterminado.

As trés progénies avaliadas apresentam racemos apicais nos ramos
das plantas com tipo de crescimento determinado, e as de tipos de crescimento

semideterminado e indeterminado n&o apresentam racemos terminais nos ramos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As conclusdes — obtidas neste trabalho — permitem a utilizagao de
marcadores moleculares na selegdo de plantas e linhagens de soja, viabilizando a
caracterizagao com maior assertividade no tipo de crescimento da haste da soja.
Também evidencia o potencial de ganho de rendimento com plantas de tipo de
crescimento semideterminado. O tipo de crescimento é a caracteristica que contribui
na adaptagao e estabilidade de cultivares de soja, assumindo elevada importancia
quando ocorrem mudangas de épocas preferencias de semeadura. A demanda
pelos agricultores tem sido de semeadura de culturas como o milho na sequéncia da
cultura da soja e também pela maior necessidade de precocidade para o escape do
ataque de pragas e doengas, mas com cultivares altamente eficientes em
produtividade de graos. Estudos comparativos dos trés tipos de crescimento,
utilizando-se de linhagens isogénicas, podem levar a demonstracdo de ganhos
genéticos, principalmente com o tipo de crescimento semideterminado, pois este tipo

ainda é pouco explorado nos programas de melhoramento.



