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RESUMO

Duas pesquisas foram realizadas neste trabalho com a intencdo de ampliar o
conhecimento da cultura da soja para producdo e qualidade de sementes. No
primeiro trabalho objetivou-se avaliar a adaptabilidade e estabilidade de
cultivares de soja considerando os caracteres agrondémicos, a produtividade dos
grdos e qualidade fisiolégica das sementes adotando abordagem uni e
multivariada. Os experimentos foram realizados em delineamento de blocos
casualizados em dois anos agricolas e trés ambientes. Foram avaliadas 17
cultivares comerciais de soja. Para a avaliacdo da adaptabilidade e estabilidade
foram empregados o Método Gréfico e do GGE biplot. Anteriormente foi
realizado um indice de selecdo baseado no somatdrio de Zj;, obteve-se o indice
de selecdo para as quatro caracteristicas avaliadas conjuntamente. Na avaliagdo
do Método Gréfico, as cultivares NA 7200 RR e CD 2737 RR apresentaram 0s
maiores valores do indice de selecdo Z. Por meio do Método do GGE biplot
observou-se que a cultivar NA 7200 RR apresentou maior estabilidade tanto na
avaliacdo univariada, de produtividade bem como no indice de selecdo Z. No
segundo trabalho objetivou-se identificar QTL associados a caracteristicas
relacionadas a qualidade fisiol6gica de sementes de soja, tais como vigor e
germinacdo. Os experimentos utilizados para determinar as caracteristicas
genéticas para vigor de sementes foram a porcentagem de plantulas emergidas e
a germinacdo de sementes. O experimento avaliou linhagens recombinantes
(RIL) do cruzamento dos parentais Conrad e Sloan, geracfes Foi0 € Fous,
provenientes do ano de 2012 e 2014, respectivamente. Diferencas significativas
para o vigor de sementes foram observadas entre os parentais e as populactes
RILs para as analises fenotipicas. Um total de nove QTL para vigor de sementes
foram identificados por mapeamento de intervalo composto inclusivo (MICI)
utilizando o software IciMapping. Muitos QTL governam outras importantes
caracteristicas agronémicas, 0 conhecimento destes contribui para o
desenvolvimento de cultivares de alto rendimento associada a cultivares com
elevada qualidade, resisténcia a patégenos e doengas.

Palavras-chave: Glycine max (L.) Merrill. Andlise multivariada. Biologia
molecular.



ABSTRACT

Two surveys were conducted in this work with the intention to expand the
knowledge of the soybean crop to grain yield and seed quality. In the first
study the objective was to evaluate the adaptability and stability of soybean
cultivars, considering the agronomic traits, grain yield and seed quality,
adopting a univariate and multivariate approach. The experiments were
conducted in a randomized block design in two crop years and three crop
seasons. 17 commercial soybean cultivars were evaluated. For the evaluation
of adaptability and stability, the Graphic Method and GGE biplot Method
were employed. Previously, a selection index was conducted based on the
sum of the standardized variables (Z;;) obtained the selection index for the
four traits evaluated together. In the Graphic Method, cultivars NA 7200 RR
and CD 2737 RR showed the highest values of Z index. By the GGE biplot
Method, were observed that cultivar NA 7200 RR presented greater stability
in the univariate evaluation for grain yield as well as the selection Z index.
In the second study aimed to identify QTL associated with traits related to
physiological soybean seeds quality, such as vigor and germination. The
experiments used to determine the genetic characteristics of seed vigor,
including the percentage of seedling and percentage of germination seeds.
The experiments evaluated RILs derived from the cross between Conrad and
Sloan, generation lines Fo.10 and Foa1, from 2012 and 2014, respectively.
Significant differences of seed vigor were observed among the parents and
RIL population from phenotypic analysis. A total of nine additive
quantitative trait loci (QTL) for seed vigor were identified by Inclusive
Composite Interval Mapping (ICIM) using IciMapping V4 software. Many
QTL govern other important agronomic traits, the knowledge of these
contributes to the development of high-yielding cultivars associated with
high quality, disease and pathogens resistance.

Keywords: Glycine max (L.) Merrill. Multivariate analysis. Molecular
biology.
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1 INTRODUGAO GERAL

Cultivo de soja nas diferentes condi¢cdes do Brasil demanda que as
cultivares sejam adaptaveis e estdveis para as regibes produtoras
apresentando produtividades elevadas e qualidade das sementes.

Quando se avalia diferentes genotipos em distintos ambientes é
possivel estimar a interacdo gendtipos x ambientes (G X A). Isto é o
comportamento ndo consistente dos genétipos frente aos diferentes
ambientes estudados. A interagdo € um dos grandes problemas nos
programas de melhoramento de plantas de qualquer espécie, tanto na fase de
sele¢do ou na recomendacao de cultivares.

Neste contexto, isto é, a existéncia de interacdo, a identificacdo de
cultivares com maior estabilidade fenotipica é uma estratégia utilizada para
atenuar essa interacdo de G X A, sendo possivel através do estudo de
adaptabilidade e estabilidade. A adaptabilidade é a capacidade potencial do
genotipo para assimilar vantajosamente o estimulo ambiental (RAMALHO
et al., 2012), semelhante a teoria de Darwin, em que, 0 mais adaptado seria o
individuo que deixasse um maior nimero de descendentes, no caso das
espécies 0 que tem maior produtividade de grdos. Ja a estabilidade se refere
a maior ou menor habilidade do gendtipo de se adaptar as flutuacGes
climéaticas no decorrer dos anos agricolas, dentro de um dado local
(RAMALHO et al., 2012).

A producdo de sementes de espécies cultivadas é um importante
setor do agronegdcio que se baseia no desenvolvimento de cultivares que
atendam caracteristicas para os agricultores, para os produtores de sementes
e para a indastria. Os programas de melhoramento sdo uma grande
ferramenta na obtencdo de cultivares de soja mais produtivas com sementes
com potencial genético e qualidade fisiol6gica que irdo garantir o vigor das
sementes em diferentes condi¢Ges edafoclimaticas.

A qualidade fisiolégica de sementes é usualmente avaliada por meio

de teste de vigor e germinacdo. Porém, novas tecnologias advindas da
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biologia molecular vem permitindo estudos diferenciados como a
identificacdo de marcadores moleculares bem como o mapeamento genético
e de QTL que podem auxiliar na selecdo para a qualidade fisioldgica das
sementes (MORENO, 2016).

Sendo assim, foram realizados dois estudos, o primeiro cujo objetivo
é avaliar a plasticidade fenotipica de cultivares de soja considerando os
caracteres agronémicos, a produtividade dos grdos e qualidade fisiol6gica
das sementes adotando abordagem uni e multivariada. O segundo onde
objetivou-se identificar QTL associados a caracteristicas relacionadas a

qualidade fisioldgica de sementes de soja, tais como vigor e germinag&o.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cultura da Soja

A soja Glycine max (L.) Merrill é nativa da China e originaria de
clima temperado, mas com ampla adaptacdo nos climas subtropicais e
tropicais. E uma planta pertencente a familia Leguminosae, subfamilia
Papilionoideae. E uma espécie autbgama, ou seja, apresenta frequéncia de
polinizacdo cruzada inferior a 5%, sendo a cleistogamia a responsavel pela
baixa taxa de alogamia nesta espécie (BOREM, 1999).

E uma planta anual, geralmente de porte ereto, ramificada
esparsamente, com um tipo de crescimento arbustivo e com as folhas
trifoliadas alternas, diferindo em muito de seus ancestrais, que eram plantas
rasteiras provenientes de cruzamentos naturais de soja selvagem (BOREM,
1999). As flores séo roxas ou brancas, apresentando diversas tonalidades. As
vagens sdo retas ou ligeiramente curvadas, contendo, cada uma, de uma a
quatro sementes. O tegumento da semente pode ser amarelo-claro, verde-
oliva ou marrom a preto-avermelhado.

A mais antiga referéncia sobre a soja na literatura é a que consta no
herbario de Pen T’s ao Kang Mu, escrita pelo Imperador ShenNung
(BOREM, 1999). No entanto, esta planta poderia ter aparecido na literatura
sem citagdes. O processo de domesticacdo desta cultura teve inicio no século
IX a. C. Na China, com o crescimento do comércio, a soja foi levada para os
paises da Coréia, Japdo e Sudeste da Asia (BONETTI, 1981). Em seguida
ela foi levada ao continente europeu pela primeira vez a partir do Japdo, em
1712, sendo cultivada na Inglaterra em 1790.

Na América do Norte, a primeira mencdo desta leguminosa na
literatura data de 1804, cultivada na Pensilvania, EUA. No Brasil, as mais
antigas citacbes encontradas na literatura sobre soja se referem a
experiéncias feitas na Bahia por Gustavo Dutra em 1882 avaliando a

adaptacdo de algumas cultivares. Em Campinas no IAC por Daffert em
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1892, iniciaram-se outros estudos que resultaram para os produtores do
estado de S&o Paulo e do Rio Grande do Sul a distribuicdo de sementes de
soja para serem cultivadas, fato este inédito (LEAL, 1967). No Rio Grande
do Sul a soja teria sido cultivada pela primeira vez em D. Pedrito em 1900.
Em 1901 teria sido publicado o primeiro trabalho com soja no estado, pelo
Professor do Liceu Rio-Grandense de Agronomia Guilherme Minssen
(COSTA, 1996). Em 1914 F.C. Craig professor norte-americano lecionou e
realizou atividades de pesquisa com a cultura na Escola Superior de
Agronomia e Veterinaria da entdo Universidade Técnica de Porto Alegre
(CEPAN).

Embora a introdugdo da soja no Brasil date do século XIX, foi a
partir de 1970 que ocorreu a expansao desta cultura devido a abertura de
novas areas para a agricultura nas Regides Sul e Centro-Oeste (BOREM,
1999). Em um periodo relativamente curto, cerca de 10 anos a producéo de
soja no Brasil passou de 1,5 milhGes de toneladas para mais de 15 milhdes
de toneladas. Isto se deve ao aumento da area cultivada com a associa¢ao de
tecnologias provenientes da pesquisa com a cultura no pais. Por outro lado,
as Regibes Norte e Nordeste, veem apresentando as maiores taxas em
crescimento por area nas Ultimas décadas, este processo foi possivel devido
as cultivares selecionadas e adaptadas para estas regides.

Entre 1970 a 2003, o crescimento da soja foi de 333%, superando
todas as outras culturas produtoras de grdos do mundo. Atualmente, a soja é
considerada uma das mais importantes oleaginosas, sendo o Brasil 0 segundo
maior produtor mundial. No pais a cultura da soja é responsavel por mais de
56% da area cultivada (CONAB, 2016). E cultivada como monocultura em
grandes areas do agronegocio em Regides do Centro-Oeste, Nordeste e Sul
do pais (BERGMANN et al., 2013).

A é&rea plantada de soja atingiu na safra de 2014/2015 o recorde em
area de 32.092,9 mil hectares, com produtividade média de 2,998 kg ha™.
Segundo o oitavo levantamento da Companhia Nacional de Abastecimento —

CONAB houve um incremento em area cultivada com esta oleaginosa para a
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safra de 2015/2016 de 3,2% em comparagdo a safra anterior (CONAB,
2016). Segundo o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA) a producdo de soja brasileira para a safra de 2015/16 foi de 100
milhGes de toneladas, incremento de 0,8% na producdo em relacdo a safra
2014/15 (CONAB, 2016).

A Regido Centro-Oeste, principal regido produtora, cultivou
14.616,1 mil hectares em 2014/15 e para a safra 2015/16 a area de cultivo
totalizou em 14.925,1 mil hectares, incremento de 2,1%, com produtividade
de 2,998 kg hal. Em Mato Grosso, os niveis de produtividade foram
inferiores ao esperado, devido a escassez e a irregularidade das chuvas, que
oscilaram durante todo o desenvolvimento da safra. O rendimento médio do
estado foi de 2,956 kg ha™ este é o menor valor desde a safra de 2006/07. A
produtividade média também apresentou reducédo em Mato Grosso do Sul de
4,2% em comparacdo a safra anterior, isto ocorreu também devido a
instabilidade do clima e ao excesso de chuvas (CONAB, 2016).

Os maiores estados produtores deste grdo no Brasil estdo localizados
nas Regides Centro-Oeste e Sul, que respondem por cerca de 81,04% da area
nacional de soja (EMBRAPA, 2014), sendo os cinco grandes produtores 0s
estados de Mato Grosso, Parand, Rio Grande do Sul, Goids e Mato Grosso
do Sul. Por outro lado, as Regides Norte e Nordeste, apresentaram as
maiores taxas anuais de crescimento em area nas Ultimas décadas, 16,4% ao
ano (a.a.) e 6,9% a.a. respectivamente (EMBRAPA, 2014). Na safra de
2014/15 a area plantada para as regides Norte e Nordeste foi 10,3%, superior
ao periodo anterior (CONAB, 2015). Ademais, a safra para este ano 2015/16
apresentou aumento de 6,9% em area, porém houve redugdo de 20% da
producdo em relacdo a safra passada em decorréncia do veranico prolongado
(CONAB, 2016).

Este avanco relatado, sobretudo, na Regido conhecida como
Matopiba, esta regido compreende os estados do Maranhéo, Tocantins, Piaui
e Bahia, a sigla Matopiba representa as iniciais dos estados pertencentes a

regido. Esta regido apresenta boas condigdes para a expansdo da fronteira
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agricola, em especial em areas de pastagens degradadas. Além destes
estados, a cultura da soja também tem sido cultivada na regido Norte no
estado de Rondénia e no Pard. (EMBRAPA, 2014).

Na regido Sudeste do Brasil, o estado de Minas Gerais nas ultimas
safras vem apresentando crescimento em area plantada de soja. Para a safra
2015/16 o plantio estd estimado em 1.469,3 mil hectares, 11,4% acima da
safra anterior, que totalizou 1.319,4 mil hectares. Este resultado é em
decorréncia do avango dessa leguminosa em area de milho (CONAB, 2016).
Este crescimento da cultura no estado estd associado ao incremento de
tecnologia e selecdo de cultivares adaptadas para o estado, sendo a
perspectiva de produtividade para a safra 2015/16 é de 3.200 kg ha* 20,4%
acima da safra passada. Esta sofreu com perdas devido a estiagem,
notadamente nas areas de plantio de soja precoce (CONAB, 2016). Em razéo
do exposto, a safra brasileira, que apresenta um continuo crescimento em
producgéo, para 0 ano 2015/16 apresenta incremento de 2,9% em comparagao
a safra anterior com produtividade média de 2,988 quilos por hectare e
producéo de 98.981,6 mil toneladas (CONAB, 2016).

Os maiores produtores de soja no cendrio internacional sdo os
mesmos ha alguns anos, Estados Unidos em primeiro, seguido pelo Brasil,
Argentina e China. O Departamento de Agricultora dos Estados Unidos
(USDA) divulgou que a producédo de soja em 2015/16 sera 106,93 milhdes
de toneladas. A produgdo da Argentina em 58,5 milhdes de toneladas e da
China de 12 milhdes. O USDA em seu relatério assegura que o Brasil é o
maior exportador mundial, esta expectativa para as exportacdes da safra
2015/16, elevando, inclusive, as exportacOes brasileiras de 57 milhdes de
toneladas para 58 milhdes de toneladas (CONAB, 2016).

O aumento na producdo de soja no Brasil estd diretamente
relacionado com o aumento do nimero de animais, pois a soja, farelo, é o
principal ingrediente na alimentagdo do gado no Brasil. Na agroindustria os
grdos também sdo utilizados na producdo de 6leos destinados a alimentagdo

humana. Esta cultura ndo é importante apenas como fonte de alimento, mas
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também como fonte de energia renovavel através da producdo de biodiesel
(GAVIOLL, 2013).

A razdo do desenvolvimento e o crescimento da soja no Brasil se
deve aos investimentos em tecnologia no setor de producdo associada aos
avancos da pesquisa cientifica. O progresso e 0 aprimoramentos em estudos
relacionados ao manejo de solo, adubacdo e calagem, as exigéncias
nutricionais da planta, o manejo de pragas e doencas, bem como no processo
de plantio e colheita, sdo fatores promotores deste grande avanco. Ademais,
0 melhoramento genético é outro componente de grande importancia no
progresso com a criacdo de cultivares altamente produtivas e adaptadas aos
mais diversos ambientes, minimizando assim a interacdo gendtipos por
ambientes.

Para a obtencdo de elevada producdo associada a altas
produtividades um dos aspectos importantes é a utilizacdo de sementes com
elevada qualidade, que proporcionam uma emergéncia homogénea ao nivel
de campo (SILVA; LAZARINI; SA, 2010). O desenvolvimento da cultura
na lavoura é reflexo da qualidade das sementes, sementes de elevada
qualidade originaram plantas de alto vigor, uniformidade da populacéo,
auséncia de doencas que possam ser transmitidas por sementes e com maior
capacidade competitiva. Por outro lado, sementes com baixa qualidade
apresentam baixa germinacdo e emergéncia e podem apresentar doengas que
resultam em reduzida taxa de crescimento de plantulas (GOMES et al.,
2012).

2.2 Interagdo GenoOtipos X Ambientes na cultura da soja para

caracteristicas agronémicas e producéo de sementes

Segundo Ramalho et al. (2012) o conjunto de informagdes
bioldgicas que identifica um individuo é denominado de carater e as
diferentes manifestacdes de um dado carater definem o fenétipo. Este é

influenciado pelo gendtipo, que é a constituicdo genética de um individuo.
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Além disso, o fendtipo também € influenciado pelo ambiente que pode ser
definido como o conjunto das condi¢fes que afetam o crescimento e
desenvolvimento do organismo (RAMALHO et al., 2012). Assim, se
avaliarmos em um determinado ambiente um carater, por exemplo,
produtividade de gréos ou teor de 6leo, o fendtipo (F) a ser obtido sera o
resultado da ac¢do do genétipo (G) e do ambiente (A) em questdo, ou seja, F
= G+A.

No entanto, ao se fazer uma analise do genétipo em mais de um
ambiente, a manifestacdo fenotipica serd influenciada por outro componente
resultante da interagdo dos gendtipos por ambientes (G x A). Esta interacdo
de G x A é resultado da variagdo de desempenho particular de cada genotipo
nos diferentes ambientes, tendo assim: F = G + A + (G x A) (RAMALHO et
al., 2012).

Neste contexto, existem meios de atenuar o efeito da interacdo
genétipo por ambiente. O zoneamento ecoldgico ou estratificacdo de
ambientes ¢ uma estratégia em que grupos sdo formados em ambientes
ecologicamente semelhantes, dentro dos quais a interacdo passa a ndo ser
significativa. Porém, esse agrupamento sé é possivel com base em diferengas
macro ambientais, tornando esta estratégia vulneravel as variaces
imprevisiveis que possam ocorrer no ambiente (RAMALHO et al., 2012).
Outra questdo, no zoneamento ecoldgico é que a interacdo por anos nao pode
ser controlada. Battisti et al. (2012) revelam que dentre os fatores que
contribuiram para a aumento da eficiéncia agricola (EA) na cultura da soja
no Estado do Rio Grande do Sul (1980 — 2008) esta 0o zoneamento agricola
de risco climatico e o melhoramento genético.

Para formar uma estratificagdo ambiental consistente com a
finalidade de recomendar e avaliar linhagens experimentais e cultivares de
soja para a regido do Cerrado brasileiro foram implantados 559 ensaios de
competicdo em 57 localidades, durante sete safras agricolas (2002/2003 a
2008/2009). Avaliou-se a interacdo entre gendtipos e ambientes (G x A)

quanto a produtividade de grdos, como também a atual rede de ensaios de
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valor de cultivo e uso (VCU) para sua otimizagdo. Como resultado os
autores observaram que a interacdo G x A foi sempre significativa, como
resultado da resposta diferencial dos genotipos a variagdo ambiental. Os
locais de teste se agruparam de modo diferente de acordo com os grupos de
maturacao. A regido avaliada deve receber estratificacfes distintas, segundo
cada grupo de maturacdo, e pode ser dividida em 22 (ciclo precoce), 23
(ciclo médio) e 21 (ciclo tardio) estratos ambientais (BRANQUINHO et al.,
2014).

Segundo Evangelista et al. (2013), o zoneamento agricola tem sido
utilizado como um instrumento de politica agricola e gestdo de riscos na
agricultura e veem contribuindo de forma significativa no aumento da
producdo agricola nacional e ainda reduzindo as perdas de rendimento
devido a variabilidade do clima. O sucesso atingido em cada safra com a
cultura da soja no Brasil sem ddvida, é resultado da tecnologia aplicada a
esta cultura em diversas areas do processo de producdo e uma ou a mais
importante delas é o uso de sementes de alta qualidade, produzindo, plantas
vigorosas, com desempenho superior em campo (FRANCA-NETO et al.,
2014). Assim, o uso de sementes de elevada qualidade possibilita acesso aos
avancos genéticos, com garantia de qualidade e tecnologias de localizacdo
em diferentes regides, garantindo maior produtividade (PADUA et al.,
2014).

O Estado de Minas Gerais ¢é atualmente o maior produtor de soja na
regido Sudeste do Brasil, este crescente avango principalmente nas ultimas
décadas ¢ resultando de investimentos e pesquisas direcionadas ao estado.
Os primeiros levantamentos para identificar as areas mais favoraveis para a
producdo de sementes de soja no Estado foram realizados por Paolinelli et al.
(1984) com a avaliagdo da qualidade fisiologica. Tanaka et al. (1984)
realizaram avaliagdo da qualidade sanitaria em cinco diferentes regides e
micro-regides do estado: Pontal e Vale do Rio Grande (Tridngulo Mineiro);
Alto Paranaiba; Regido Metaltrgica (Central) e na regido de Paracatu

(Noroeste). Posteriormente, Costa et al. (2003) realizaram um estudo para
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avaliar a qualidade fisiologica de 16 genotipos em trés regides: Triangulo
Mineiro, Paracatu e Alto Paranaiba. Em 2000, Santos et al. (2000) avaliaram
a qualidade fisioldgica e sanitaria de cultivares e linhagens de soja em trés
regides: Capinodpolis (Tridngulo Mineiro), Rio Paranaiba (Alto Paranaiba) e
Florestal (Central).

A estratégia do zoneamento agricola foi empregada em um trabalho
onde se objetivou realizar um levantamento no estado de Minas Gerais com
coleta de informagdes com a finalidade de estabelecer um zoneamento
agroclimatico para a producdo de sementes de soja de elevada qualidade
fisica e fisiologica (PADUA et al., 2014). Os autores fizeram um mapa no
qual estdo representadas as melhores regifes para semeadura da cultura no
Estado, estes seguiram critérios nos quais as regides de maior ou menor risco
climatico foi relacionada a ocorréncia de temperaturas médias na fase de
maturacdo da soja, fase de méaximo potencial fisiolégico da semente, e da
altitude dos municipios, estes associada a época normal de semeadura da
cultura. Padua et al. (2014) estabeleceram trés classes de regides: Favoravel
— temperatura média menor ou igual 23,5 °C; Medianamente Favoravel -
temperatura média entre 23,6 °C a 24,9 °C e Pouco Favoravel - temperatura
média maior que 25,0 °C.

Uma outra estratégia é a de identificacdo de cultivares especificas
para cada ambiente. Nesta a aplicacdo so é possivel em certas circunstancias.
Por exemplo, uma empresa de reflorestamento pode selecionar familias
especificas para as suas propriedades, porém esta estratégia dificilmente
pode ser empregada em espécies anuais, pois o controle do que deve ser
semeado em cada regido é muito dificil (RAMALHO et al., 2012).

A alternativa mais utilizada para atenuar o efeito da interacdo
genotipo por ambientes é a de identificagdo de cultivares com maior
adaptabilidade e estabilidade fenotipica. Para tal, inicialmente é necessario a
conceituacdo e diferenciacdo entre estabilidade e adaptabilidade. Segundo
Mariotti et al. (1976) o termo adaptabilidade é utilizado para designar a

capacidade potencial de genétipos para assimilarem vantajosamente o
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estimulo ambiental. Por outro lado, estabilidade é considerada como a
capacidade dos gendtipos exibirem um desempenho mais constante possivel,
em funcdo das varia¢Oes da qualidade ambiental (RAMALHO et al., 2012).

Para se fazer a investigacdo da interacdo G X A, muitas alternativas
foram e estdo sendo propostas, por exemplo, a andlise de estabilidade e
adaptabilidade fenotipica linear usando modelos de regressdo (EBERHART
e RUSSELL, 1966; SILVA e BARRETO, 1986; CRUZ et al., 1989). Estas
analises foram utilizadas para avaliar o rendimento, adaptabilidade e
estabilidade de culturas diferentes em varios ambientes (SILVA e DUARTE,
2006; MAIA et al., 2006, BARROS et al., 2008). Véarios métodos de analise
da interacdo G x A e de adaptabilidade e estabilidade, ndo fazem uso de
regressao linear, como o método de Lin e Binns (1988), Annicchiarico
(1992) e 0 método para a andlise de adaptabilidade Centréide (ROCHA et
al., 2005), entre outros. Estes métodos sdo também utilizados para anélise de
interagdo G x A em diferentes culturas (CARVALHO et al., 2002b.;
VICENTE et al., 2004).

Métodos para a analise de estabilidade com a utilizacdo de anélise
multivariada estdo sendo propostas, e a AMMI tem se destacado. AMMI é a
abreviatura em inglés para Additive Main Effects and Multiplicative
Interactions, ou AMMI (KANG e GAUCH JR., 1996). Que associa um
modelo interativo e multiplicativo para explicar a interagdo G x A
(RAMALHO et al., 2012). Mesmo sendo considerado um carater na andlise,
em grande parte dos casos a produtividade de grdos é vista com abordagem
de multivariada, pois estdo envolvidas duas variaveis de interesse: genotipos
e ambientes.

O método AMMI integra ANAVA e a técnica estatistica
multivariada denominada de andlise de componentes principais (ACP)
(RAMALHO et al., 2012). Na aplicacéo deste método, primeiro é realizada a
andlise de variancia de modo convencional. Posteriormente, é estimado o
efeito da interacdo para cada genétipo em cada ambiente. Pela técnica dos

componentes principais sera feito o desdobramento da interacdo G x A. O



22

objetivo com essa decomposicdo é captar por meio de alguns poucos
componentes (até trés) grande parte do padrdo de variacdo, causada pela
interacdo G x A facilitando a visualiza¢do e interpretacdo dos resultados
(RAMALHO et al., 2012).

Nesta analise 0 modelo a ser utilizado sdo os efeitos aditivos dos
genotipos e ambientes (efeitos principais) e multiplicativo da interagdo
gendtipos x ambientes, seguindo 0 modelo: § = P + g i+ a j+ Yo, VAC aic y
jct dij+ € ij em que: yij: média observada do genotipo i no ambiente j; p:
média geral; gi: efeito do gendtipo i, i= 1,2,..., t; a: efeito do ambiente j, j=
1,2,..., k; A autovalor do c-ésimo componente principal relacionado a
interacdo G X A; aic: autovetor do c-ésimo componente principal relacionado
ao genotipo i; yje: autovetor do c-ésimo componente principal relacionado ao
ambiente j. O indice ¢ varia de 1 a ¢, sendo g = minimo (t — 1; k -1). O valor
de q corresponde ao posto da matriz de interacdo G x A, djj: residuo ou ruido
ndo explicado pelos componentes principais; &jj: erro experimental médio
(RAMALHO et al., 2012).

Estudo que utilizou 0 modelo AMMI concluiu que o rendimento de
grdo de soja foi de 150% em comparagdo com 0s menores rendimentos
obtidos por muitos agricultores de pequena escala nos trépicos (FAO, 2004;
TUKAMUHABWA, et al., 2012). Em outro trabalho também utilizando o
AMMI, observou-se variacdo total da produtividade de grdos de soja pelo
desdobramento dos efeitos principais de genotipo, ambiente e da interagdo
entre ambos (MEOTTI et al., 2012).

No estado de Tocantins avaliou-se 11 genétipos de soja em oito
ensaios de competicdo em dois municipios aplicando as metodologias de
analise de estabilidade de Eberhart e Russell (1966), Lin e Binns (1988)
modificado por Carneiro (1998), e Annicchiarico (1992) e também, as de Lin
(1988) e Cruz e Castoldi (1991) nas analises de estratificacdo e
dissimilaridade ambiental com o objetivo de estudar a estabilidade

fenotipica. Os autores concluiram que a utilizacdo destas metodologias em
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conjunto pode aumentar a confianca quanto a classifica¢do e indicacdo de
cultivares de soja para determinados ambientes e que o genétipo TMG 131
RR apresentou melhor comportamento tanto nos ambientes favoraveis
guanto nos desfavoraveis (DE CARVALHO et al., 2013).

A “estabilidade no sentido agronomico” segundo Becker (1981)
ocorre em situacBes em que a cultivar mostra interacbes minimas com o
ambiente, ou seja, ela acompanha o desempenho médio obtido nos
ambientes. No entanto, autores contradizem que este tipo de estabilidade é
uma medida restrita e relativa as cultivares que foram avaliadas, nédo
podendo generalizar (LIN et al., 1986). Uma metodologia para este Gltimo
caso é a de Wricke (WRICKE e WEBER, 1986) na qual se estima uma
medida denominada de “ecovaléncia” (W?).

A Ecovaléncia (W?) estima a contribuicdo de cada linhagem para a
interacdo G x A. (WRICKE, 1965), esta é determinada pela seguinte

expressdo W.* = Z(Yij ~Yi =Y j+Y.)? em que: W,? :Ecovaléncia, Y, :

observagdo referente a linhagem i no ambiente j, \? média da linhagem

I, Y;: média do ambiente j e Y_ média geral. Este método de analise

vem sendo empregado na cultura da soja em estudos para identificacdo de
gendtipos mais tolerantes a patdgenos e na estabilidade de cultivares
(PRADO et al., 2001).

Segundo Jarvie e Shanahan (2009) esta metodologia contribuiu para
a identificacdio com éxito de gendtipos mais produtivos, mais
consistentemente estaveis, na presenca de moderados niveis de ferrugem na
soja. Trabalho realizado por Gongalves et al. (2007) avaliando a estabilidade
e adaptabilidade de genoétipos de soja utilizando a metodologia de Wricke
(1965) e a de Eberhart e Russell (1966) concluiram que as metodologias
testadas apresentaram resultados concordantes quanto a estabilidade. A
metodologia de ecovaléncia (Wricke, 1965) é uma das ferramentas para a

avaliagdo e seu emprego tem gerado resultados muito satisfatorios.
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Segundo os autores Miranda (1999), Unéda-Trevisoli (1999),
Yokomizo (1999) o método da ecovaléncia se mostrou bastante pratico na
avaliacdo da estabilidade fenotipica para a cultura da soja, por outro lado
estes mesmos autores ressaltam que esse método se mostrou mais eficiente
guando combinado com o desempenho médio dos genétipos (PRADO et al.,
2001; VICENTE et al.,, 2004; SILVA& DUARTE, 2006). Trabalho
conduzido em 12 ambientes com o objetivo de avaliar a estabilidade e
adaptabilidade da produtividade de grdos de 38 linhagens de soja de ciclo
médio concluiu que houve linhagens que apresentaram melhor
adaptabilidade para a produtividade de grdos as quais foram USP 93-2316 e
USP 93-1106. A linhagem USP 93-2680 é altamente instavel, porém
aproveita vantajosamente os efeitos do ambiente e que as linhagens USP 93-
1119 e USP 93-2306 reunem alelos para adaptabilidade e estabilidade, sendo
a ultima altamente previsivel (ROCHA et al., 2009).

As diversas metodologias para a analise da adaptabilidade e
estabilidade sdo procedimentos estatisticos os quais tem como objetivo
identificar gendtipos que apresentem comportamento mais estavel e que
respondem previsivelmente as variacdes ambientais (SILVA; DUARTE,
2006). Sendo assim a aplicabilidade desta metodologia em diversas regides e
municipios contribui de forma significativa para os programas de
melhoramento de plantas.

Estudo conduzido no estado do Mato Grosso, objetivou avaliar a
adaptabilidade e estabilidade fenotipica em gendtipos de soja de ciclo
semiprecoce/médio, empregando diferentes metodologias, os autores
observaram que as metodologias de Plaisted e Peterson, Annicchiaricho e
Lin e Binns sdo concordantes para o estudo de adaptabilidade e estabilidade
e que estas sdo complementadas pelos métodos de Wricke, Eberhart e
Russel, Cruz, Torres e Vencovsky e AMMI, fazendo-se assim recomendavel
a escolha do método que apresente facilidade de execucdo e interpretacdo
dos resultados. Nos ambientes avaliados a linhagem UFU 23 apresentou alta

adaptabilidade e estabilidade fenotipica em todas as metodologias estudadas
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empregadas no estudo (POLIZEL et al., 2013).

Utilizando os métodos de Annicchiarico e Centrdide para analise da
adaptabilidade e estabilidade fenotipica Vasconcelos et al. (2015)
conduziram ensaios em Vicosa, Florestal, Sdo Gotardo e Rio Paranaiba, no
Estado de Minas Gerais, em dois anos agricolas utilizando cultivares e
linhagens de soja de ciclos precoce e médio foram utilizadas. Esses autores
verificaram que a interacdo gendtipos x locais x anos (G x L x A) para
produtividade de grdos foi significativa, e, utilizando como base o R?
detectou-se que o comportamento entre genétipos em relacdo aos locais (R?
= 50,17%) foi mais pronunciado do que em relacéo aos anos agricolas (R? =
13,81%) e que a linhagem CS 801 apresentou adaptabilidade a ambientes de
alta tecnologia, superando inclusive a produtividade dos cultivares padrdes
utilizados.

Yan et al. (2000) propuseram uma modificacdo da analise AMMI
padronizada denominada de GGE biplot (Genotype and Genotypes by
Environments Interaction) com a finalidade do estudo da interacdo G x A.
Nesta anélise 0 GGE incorpora o efeito de gendtipos, que na analise AMMI
tem efeito de aditivo, com a interacdo G x A efeito multiplicativo. Estes
efeitos serdo submetidos a uma analise que utiliza 0 modelo SREG (Sites
Regression). Este modelo, 0 SREG, é multiplicativo de regressao para locais
e sitios, assim este modelo é denominado de GGE biplot, segundo descrito
por Yan et al. (2000) (OLIVEIRA, 2013).

O método GGE biplot apresenta como principal vantagem em
analogia a analise AMMI, o fato de que o GGE biplot sempre explica uma
parcela intermediéria da soma de quadrados de gendtipos (G) + a interacéo
(G x A) em comparagdo aos modelos AMMI1 e AMMI2.

Na avaliagdo de um modelo AMMI2, tornando assim possivel a
andlise de adaptabilidade e estabilidade no mesmo biplot, como utilizado no
método do GGE biplot, pesquisadores desenvolveram um gréafico 3D, cujo o
efeito de gendtipo é a terceira dimensdo perpendicular ao plano IPCA1

(primeiro componente principal da interacdo) versus IPCA2 (segundo
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componente principal da interacdo) (GAUCH, 1992). Embora haja uma
captacdo de uma proporcdo maior da interacdo em relacdo ao grafico
AMMIL, a interpretacdo grafica de AMMI2 é complexa e pouca préatica
(Yan et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2010).

O GGE biplot adiciona outro beneficio em relacdo ao gréafico
AMMIL que é ter ambos 0s eixos na mesma escala, pois em AMMIL, os
eixos se apresentam em unidades diferentes (abscissa — produtividade média
e ordenada — IPCA1). Assim, a performance de um genétipo em um
determinado ambiente ndo pode ser visualizada com preciséo, isto também
ocorre no grafico AMMI2 3D. Contudo, no grafico do GGE biplot pode se
visualizar ndo apenas a performance médica e a estabilidade de cada
genotipo, como também a performance relativa de cada genétipo em cada
ambiente (OLIVEIRA et al., 2010).

Gomez et al. (2014) avaliando 45 gendtipos de soja com os objetivos
de selecionar variedades para recomendacdo para o estado de S&o Paulo,
determinar a adaptabilidade e estabilidade destes gendtipos, como também
comparar o desempenho e a precisao dos métodos da ecovaléncia de Wricke,
principais efeitos aditivos e andlise da interacdo multiplicativa (AMMI),
GGEbiplot e a média harmonica da performance relativa dos valores
genotipicos (MHPRVG). A interacdo G x A também foi outro objetivo.
Assim os autores concluiram que 21 gendtipos apresentaram alta
produtividade média de grdos, estas representam diferentes grupos de
maturacgdo. As observacdes referentes aos metodos possibilitaram inferir que
a ecovaléncia, métodos AMMI e GGE-biplot foram mais semelhantes do que
0s do método MHPRVG. Atribui-se a isto que as propriedades do método,
pois ha mais peso para producdo de graos e pouco peso para 0s parametros
de adaptabilidade e estabilidade (GOMEZ et al., 2014).

Outra alternativa grafica foi proposta por Nunes et al. (2005) que
constitui no emprego de graficos que utilizam estimativas de estabilidade
para classificar linhagens e ou cultivares para decidir quais recomendar. Os

fenotipos inerentes a cada varidvel de interesse para um dado genotipo sdao
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plotados em um gréfico polar, com formato “bola cheia” ou “bola murcha”.
Quando o formato ¢ de “bola cheia” significa que a
linhagem/cultivar tem comportamento acima da média para todas ou quase
todas as variaveis. Por outro lado, “bola murcha” remete a linhagem que se
apresenta deficiente, ou seja, desempenho abaixo da média, para alguma das
variaveis. Assim, o Método Grafico (NUNES et al., 2005) consiste na
padronizacdo das médias avaliadas em experimentos conduzidos em varios
ambientes pela expressdo: Z;;— (¥i; - ¥.;) /'S j, em que, Z; é o valor da
variavel padronizada correspondente a linhagens/cultivares i no ambiente j,
sendoi =1, ..,te j=1, .., n; yjéa média da linhagem/cultivar i no
ambiente j; ¥ € a média do ambiente j; S;é o desvio padréo fenotipico entre

as médias das linhagens/cultivares no ambiente j dado por: S; =

EP— . _ N
\/2&1% . A variavel padronizada Z; assume valores positivos e

negativos, isto para facilitar a visualizagdo gréafica, uma constante é somada
de modo a tornar os valores de Zj sempre positivos. Portanto, a média dos
valores de Z; para a linhagem/cultivar i nos k ambientes (Zi.), ser4 uma
medida da adaptacdo da linhagem/cultivar i e o coeficiente de variacdo dos
Zj; para a linhagem/cultivar i nos diferentes ambientes sera uma medida da
estabilidade da linhagem/cultivar i. Os valores padronizados (Z;) serdo
utilizados para construir um grafico para cada linhagem/cultivar, sendo as
dimensGes dos eixos (ambientes) equivalente aos valores de Zj da
linhagem/cultivar i no ambiente j (RAMALHO et al., 2012).

2.3 Producdo e Qualidade Fisioldgica de sementes de soja

Para producdo de semente de soja em qualquer ambiente, seja em
regides temperadas ou tropicais, se faz necessaria a utilizacdo de tecnologias
de producdo que tendem garantir as altas qualidades fisica, fisiologica,

genética e sanitaria. O emprego dessa semente que possui a mais alta
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qualidade certifica um adequamento do estande onde as plantas terdo alto
desempenho assim contribuindo para o aumento da produtividade da lavoura
(EMBRAPA, 2015).

Ha distingdo na producéo de soja gréo e soja semente e a semeadura
influencia sobremaneira, a primeira. A data de semeadura leva em
consideracdo a aquisicdo de maximas produtividades. Por outro lado, a
producdo de sementes a qualidade sobressai a produtividade (FRANCA-
NETO et al., 2010). Diversos aspectos interferem na produgdo de sementes
de soja com alta qualidade fisiol6gica entre os principais estdo: a
determinagdo da época de semeadura, utilizacdo de sementes com melhor
gualidade na semeadura, auséncia de danos mecanicos, microrganismos
patogénicos, ataque de percevejos, colheita no periodo adequado e boas
condicdes de armazenamento (MOTTA et al., 2002).

Nos estados com maior producdo de grdos de soja no Brasil, de
maneira geral, as maiores produtividades obtidas ocorrem quando a
semeadura é no periodo entre o final de outubro e a primeira quinzena de
novembro. Por outro lado, para se produzir sementes de soja com elevada
qualidade, a melhor época de semeadura meados de novembro a meados de
dezembro. Se esta € realizada fora do periodo mencionado, o que ira ocorrer
é que a fase de maturacdo pode coincidir com periodos de alta umidade, que
associados a elevadas temperaturas, ocasionaram baixa taxa de germinacao,
maior porcentagem de sementes deterioradas por umidade assim como maior
incidéncia de patogenos (FRANCA-NETO et al., 2010).

Durante os estagios de maturacdo e colheita, é recomendavel que a
temperatura seja igual ou inferior a 22 °C (EMBRAPA, 2015). Condi¢es
estas dificilmente encontradas nas regibes tropicais, inclusive no Brasil,
porém, podem ser encontradas em &reas acima de 700 m de altitude como
também realizando um planejamento de semeadura com ajustes para a época
de semear (PADUA et al., 2014). Esta dificuldade segundo Costa et al.
(2003; 2005), se faz devido as oscilagdes climaticas frequentimente

encontradas nestas regiGes que afetam a producdo de sementes com alta
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qualidade. Dentre as principais causas de sementes com reduzida qualidade
sd0 as constantes flutuagdes de temperatura e precipitagio (PADUA et al.,
2014). Em se tratando de producdo de sementes de soja a fase de colheita
requer muito cuidado pois, podem ocorrer danos mecanicos como também a
mistura mecanica de sementes de outras cultivares, comprometendo a pureza
varietal do lote.

A utilizacdo de sementes de elevada qualidade é o alicerse da
producdo agricola no pais, o termo qualidade engloba as caracteristicas
relacionadas as propriedades genéticas, fisicas, sanitarias e fisioldgicas.
Segundo Kolchinsky et al. (2006) as sementes que apresentam alto vigor ddo
origem a plantas com maior indice de area foliar, maior producao de matéria
seca e consequentemente maior produtividade no que diz respeito as
sementes de baixo vigor. Fatores genéticos como também adversidades
durante o desenvolvimento da semente e processos fisioldgicos ocorridos no
periodo anterior ou apés a colheia comprometem a qualidade fisiolégica das
sementes.

Frandoloso et al. (2015) avaliaram a qualidade fisioldgica de
sementes de soja provenientes de diferentes empresas do Estado de Santa
Catarina, estado este reconhecido pela alta qualidade de sementes soja, pois
apresentam condicdes favoraveis como também produtores e cooperativas
com alta tecnologia. A conclusdo dos autores foi que as sementes dessa
cultura tém qualidade adequada para semeadura e germinagdo para 0S
padrBes de comercializacdo, exceto as cultivares BRS 295 e Don Mario 7.0i
produzida na regido de Campos Novos.

A gualidade fisiologica da semente, que envolve o metabolismo para
expressar 0 seu potencial, pode ser caracterizado pelo vigor e pela
germinacdo. O vigor é definido como sendo a capacidade da semente em ter
um adequado desempenho em quaisquer condi¢fes ambientais (da SILVA et
al., 2016). Para Hofs et al. (2004), o vigor da semente € a soma de atributos
que possibilitam a semente o potencial para germinar, emergir e tornar-se

plantula normal em diferentes condi¢des ambientais.
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Em um experimento cujo objetivo foi avaliar o comportamento
agrondmico de plantas provenientes de sementes de soja condicionadas em
diferentes potenciais osmoticos, em funcdo dos niveis de vigor com
diferentes técnicas, observou-se que o condicionamento fisiolégico em
sementes de médio vigor influéncia de maneira positiva nos seguintes
componentes, emergéncia de plantulas, altura de insercdo de primeira
vagem, nlimero de vagens/planta, nimero de sementes/planta, nimero de
sementes/vagem e ainda na produtividade. Os autores complementam que 0s
diferentes niveis de vigor das sementes proporcionam diferencas no nimero
de vagens/planta (da SILVA et al., 2016). A técnica do condicionamento
fisiologico estabelece que sementes em estddio avangado de deterioracéo
apresenta detrimento na qualidade fisiol6gica, com efeito no vigor
(LANTERI et al., 1996).

O Brasil apresenta uma ampla diversidade climatica em suas regides
de cultivo de soja, além disso, anualmente grande nimero de cultivares sdo
langadas, apresentando diferengas de sensibilidade aos fatores ambientes,
sendo assim a avaliagdo do potencial fisioldgico nestas diferentes condi¢des
edafocliméticas se faz importante.

Pesquisadores avaliaram a qualidade fisica e fisioldgica de sementes
de nove cultivares de soja, cultivadas em diferentes regides dos estados do
Parana e Sdo Paulo. A conclusdo da pesquisa foi que a qualidade fisioldgica
de sementes de soja foi influenciada pelo ambiente de cultivo, danos
mecénicos e por humidade foram responsaveis pela diminuicdo da
germinacg&o, vigor e viabilidade em todos os locais avaliados. As cultivares
CD 214 RR, BRS 246 RR e BRS 255 obtiveram rendimento e qualidade
fisioldgica elevados (GOMES et al., 2012).

2.4 Mapeamento e Identificacdo de QTL

Inicialmente os mapas genéticos se fundamentavam em marcadores

morfoldgicos e citoldgicos. Eram originados de estoques cromossomicos
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com aberragbes, como por exemplo, aneuploidias, translocacGes, delecdes e
inversdes, em especial em culturas do milho, tomate e ervilha (COE et al.,
1988). Os estudos com marcadores morfoldgicos contribuiram sobremaneira
para a elucidacdo do fundamento tedrico da analise de ligacdo génica e
também para a construcdo das primeiras versdes de mapas genéticos
(KNAPP, 1991). Caracteres de heranca simples, facilmente distinguiveis,
sdo bons marcadores morfolégicos ou fenotipicos. Entretanto, apresentam
restricdo devido a poucas espécies vegetais terem disponibilidade de
marcadores morfoldgicos para as quais 0 nimero de informagdes genéticas é
maior.

Na década de 60, as isoenzimas foram descobertas e passaram a ser
usadas como marcadores bioquimicos, como mencionado no tépico anterior,
possibilitando assim a construgcdo de mapas genéticos em todas as espécies
de plantas (GARVIN & WEEDEN, 1994). Por exibirem um controle
genético simples, em que a acéo é alélica, os marcadores isoenzimaticos, em
sua maioria sdo codominantes. Com o advento dos marcadores de DNA, o
mapeamento genético pode ser atribuido a todas as espécies. Os marcadores
isoenzimaticos apresentam a desvantagem no numero de marcadores
previsto pelos ensaios pois € limitado, em torno de 10 a 20 por espécie.
Embora o nimero total de locos detectados pode vir a ser maior que 100, os
marcadores isoenzimaticos ndo faz a cobertura completa do genoma, o que
limita por exemplo a construgdo de mapas genéticos.

Para a construcdo de mapas de ligacéo utiliza-se como base a anélise
de segregacgdo de centenas de marcadores sendo isto efetuado em programas
computacionais. Estes programas como “Mapmaker” (LANDER et al.,
1987), “Linkage 1” (SUITER et al., 1983), “Gmendel” (LIU & KNAPP,
1992) foram desenvolvidos para auxiliar na andlise genética dos dados
visando & construcdo de mapas genéticos e estdo disponiveis na internet

(http://linkage.rockefeller.edu/). Ao construir um mapa genético alguns

pontos sdo importantes devem ser considerados. Entre estes esta a selecéo da

populacdo para mapeamento, onde se escolhe os genitores e também a
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determinagéo do tipo de cruzamento (F», retrocruzamento, populagéo RIL,
etc). Esta é considerada uma etapa singular para o sucesso da construgdo do
mapa (STAUB et al., 1996).

Por outro lado, independentemente dessa escolha, duas outras
condicBes devem ser atendidas, a primeira delas é que se tenha 0 maximo de
polimorfismo entre o0s genitores. Posteriormente, que sejam produzidas
geracBes em que os locos estejam em desequilibrio de ligacdo (TANKSLEY,
1993). Os genitores escolhidos para gerar a populagdo de mapeamento
devem ser contrastantes (até mesmo quanto a expressdo fenotipica para
caracteres de interesse agronémico), j& que o numero de marcas ho mapa
representa o nimero de caracteres contrastantes nos genitores. Em casos cujo
polimorfismo é baixo, podem-se realizar cruzamentos interespecificos para
obter maior nimero de locos informativos (CARNEIRO & VIEIRA, 2002).

O primeiro a demonstrar a ligacdo entre um marcador genético e um
QTL foi Sax (1923). No entanto, os fundamentos da teoria do mapeamento
de QTL foram elucidados a partir do trabalho de Thoday (1961). Esse autor
menciona que se um oligogene (heranca complexa) estiver ligado a um
monogene (heranga simples), os efeitos fenotipicos do oligogene podem ser
indiretamente estudados com base nos efeitos do gene vizinho (CARNEIRO
& VIEIRA, 2002). O numero enorme de marcadores distribuidos pelo
genoma permite que se faca amostragem mais completa na busca de ligagdo
génica com o loco de interesse. O mapeamento de QTL permite mensurar o
nimero de locos quantitativos envolvidos na heranga complexa, como
também suas localizagbes cromossdmicas, modo de agdo génica
(aditividade, dominéncia, heterose e epistasia). Ademais, viabiliza a
possibilidade de decompor a interacdo genotipos por ambientes em nivel de
cada QTL (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1996; AUSTIN & LEE,
1998).

A habilidade de identificacdo de um QTL é em fun¢do da magnitude
do seu efeito sobre a caracteristica, bem como do tamanho da populacdo

segregante avaliada, da frequéncia de recombinacdo entre o marcador e o
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QTL, como também da herdabilidade da caracteristica (TANKSLEY, 1993).
Essa abordagem é conhecida como selecdo assistida por marcadores (MAS).
E importante, principalmente, nos casos em que a caracteristica de interesse
é de avaliacdo dificil e cara, nos estudos de espécies perenes de ciclo longo,
e para caracteristicas fenotipicas de baixa herdabilidade, o que pode
significar reducdo no tempo e nos custos de programas de melhoramento
(SOUZA, 2001).

Para a localizagdo de QTL podem-se utilizar os modelos lineares
(Anova e regressao linear), mapeamento por intervalo (“interval mapping”
ou “flanking-marker analysis”), mapeamento por intervalo composto
(“composite interval mapping”) (ZENG, 1993; 1994; JANSEN, 1993) e
mapeamento multiponto (“multipoint mapping”) (KEARSEY & HYNE,
1994). Os modelos lineares apresentam os procedimentos mais simples para
deteccdo de QTL que analisam, separadamente, a diferenca entre os valores
fenotipicos médios para cada marcador (EDWARDS et al., 1987), ndo sendo
necessaria a construcao de mapas de ligacdo. Por outro lado, apresenta como
limitacdo que quanto maior for a distancia entre 0 QTL e o marcador, menor
sera a probabilidade de identifica-lo, pois eleva a possibilidade de
recombinagéo entre o gene marcador e 0 QTL.

Além disso, a magnitude do QTL, pelo mesmo motivo, ¢é
normalmente subestimada. Outro inconveniente é que ndo é possivel
determinar a posi¢do do QTL no genoma (CARNEIRO & VIEIRA, 2002).
Lander e Botstein (1989) prepuseram a metodologia de mapeamento com
base em intervalo (“interval mapping”), esta proposta tem sido uma
alternativa para aumentar o poder de detec¢do das associagdes, permitindo
estimar o efeito e a posicdo dos QTL’s. Esse método utiliza informagdes de
segregacdo de pares de marcadores adjacentes como unidades de andlise,
empregando o método de maxima verossimilhanga para estimar a frequéncia
de recombinantes e a magnitude do efeito do QTL no intervalo entre dois
marcadores ligados (LYNCH & WALSH, 1998). Porém, 0 mapeamento

fundamentado em intervalo ignora outros QTL’s que estdo fora dos
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intervalos. Sendo assim, como consequéncia toda a variacao genética devido
a esses outros QTL’s ¢é residual, ou ainda pode diminuir a precisdo das
estimativas e o poder dos testes. Além disso, eventuais QTL’s que estejam
ligados ao intervalo em questdo interferem no processo de estimacéo,
fazendo com que, se atribua a existéncia de um QTL no intervalo quando na
realidade ndo ha nenhum (BEARZOT], 2000).

Com o intuito de solucionar estas questdes, Jansen (1993) e Zeng
(1993, 1994) propuseram o0 mapeamento por intervalo composto, método em
que se consideram os QTL’s localizados fora do intervalo em questdo por
um modelo de regressdo linear maltipla. Assim proporciona maior resolucéo
no mapeamento, permite o uso de dados obtidos em varios ambientes, para
avaliar os efeitos da interacdo QTL versus ambientes. Outra abordagem é o
mapeamento por intervalo multiplo, proposto por Kao et al. (1999), que
trouxe consideravel aprimoramento no mapeamento de QTL, pois incorpora
pard@metros de epistasia a0 modelo, contrariando outros modelos, pode
aumentar a eficiéncia da selecdo assistida, considerando os efeitos
epistaticos (BEARZOT], 2000).

A clonagem de genes com base em mapas genéticos (map-based
cloning e positional cloning) prediz que, o efeito fenotipico do gene é
verificado anteriormente avaliando-se a caracteristica de interesse na
progénie, e sua posi¢cdo cromossdmica aproximada é determinada pelo
mapeamento. Nesse mapeamento detalhado, de alta resolucéo, consegue-se
identificar marcadores proximos a um gene, sendo essa resolucéo
dependente do nimero de marcadores e da disponibilidade de grande
nimero de individuos na progénie (CARNEIRO & VIEIRA, 2002). Além
disso, os fragmentos mapeados em cada um dos grupos de ligagdo podem
servir como sondas em ensaios de hibridagdo in situ contra metéfases
mitéticas, possibilitando a atribuicdo dos grupos de ligacdo aos
cromossomos das espécies em estudo.

A disponibilidade de marcadores moleculares tem facilitado a

identificacdo, localizacdo e analise genética de locos que controlam
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quantitativamente tragos herdados, como caracteres de rendimento
(TANKSLEY,1993). Varios QTL’s que associam caracteristicas as sementes
e vagens da cultura da soja ja foram mapeados, tais como 0 comprimento das
sementes, largura da semente, espessura da semente e rendimento de
sementes (XU et al., 2011), nimero de vagens por planta, nimero de
sementes por vagem (RAGIN et al., 2012).

Com o avanco das técnicas de marcadores moleculares, genética
cromossdmica e mapas fisico é permitido a estimativa do nimero de QTLs,
a sua posicdo gendmica e os efeitos genéticos de QTL que os
controlam. Usando esses mapas, métodos de mapeamento de QTL em
populagbes experimentais tornaram-se onipresente (LANDER &
BOTSTEIN, 1989; HALEY & KNOTT, 1992; JANSEN, 1993; ZENG,
1993, 1994). Mapas de ligacdo molecular tornaram possiveis as
identificagdes, os efeitos dos locos individuais que controlam uma
caracteristica quantitativa herdada (ZHE et al., 2013). Assim a utilizacdo de
marcadores moleculares para a selecdo indireta de caracteristicas
agronémicas importantes, (MAS) busca-se melhorar a eficiéncia para o
melhoramento de plantas.

Na cultura da soja, mais de 80 QTL associados ao rendimento foram
identificados, distribuidos em 18 grupos de ligacdo, principalmente nos
grupos de ligagcdo C2, M, K e G, de acordo com as informagbes contidas

SoyBase ( http://www.soybase.org/search/qtllist. php). Todos os QTL foram

mapeados a partir de mais de 20 populagdes independentes (MANSUR et al.,
1996; HNETKOVSKY et al., 1996; TRIGIZANO & CAETANO-
ANOLLES, 1998; SPECHt et al., 2001; YUAN et al., 2001; CHUNG et al.,
2003; CONCIBIDO et al., 2003; WANG et al., 2004; SONG et al., 2004;
KABELKA et al., 2006; GUZMAN et al.,, 2007; RAINER et al.,
2009). QTL’s associados as caracteristicas de sementes e vagens sdo
geralmente mais Uteis para os produtores quando foram comprovados em
mais de um ambiente (FASOULA et al., 2004).


http://www.soybase.org/search/qtllist.%20php
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A nova geracdo de tecnologia de sequenciamento possibilita obter
milhares de SNPs em todo o genoma que sdo potenciais marcadores de
mapas genéticos de alta densidade. Sendo assim, métodos eficazes para a
descoberta de SNP com alto rendimento de genotipagem foram
desenvolvidos, como RADseq (MILLER et al., 2007) (restricdo associada do
local de sequenciamento), dupla digestio RADseq (PETERSON et al.,
2012), e de dupla enzima genotipagem-sequenciamento (GBS) (POLAND et
al., 2012). Hyten et al. (2004) construiram dois mapas integrados de alta
densidade de ligagdo genética da soja com base no sequenciamento do
genoma e de alto rendimento da genotipagem de SNP.

A técnica de comprimento especifico fragmento amplificado (SLAF)
foi desenvolvida por Sun et al. (2013), desenvolveram também o
sequenciamento (SLAF-seq) como uma estratégia de alta resolucdo para a
genotipagem de novos SNP. Zhaoming et al (2014) detectaram 164,197
SLAFs de alta qualidade, destes 12,577 SLAFs foram polimorficos, e 5,308
dos marcadores polimdrficos apresentaram condi¢fes necessarias para a
utilizacdo na construcdo de um mapa genético. Ressalta-se que este mapa
tem a menor distancia média de marcadores adjacentes para a cultura da
soja. Esse possibilitou a construcdo de um mapa usando uma populacéo de
linhagem recombinante e a abordagem SLAF-SEQ, que permitiram o
desenvolvimento eficiente de um grande ndmero de marcadores
polimdrficos em um curto espaco de tempo. Os resultados deste estudo
permitirdo fornecer uma plataforma para gene traco/mapeamento
guantitativo de locos assim como também vai possibilitar como referéncia
para melhoramento molecular de soja.

Vaérios trabalhos atribuidos a identificacdo e analise de QTL na
cultura da soja sdo associados ao surgimento de novos patdgenos e pragas,
ferrugem da soja (Phakopsora pachyrhizi Syd. & P.Syd), o virus da necrose
da soja na América do Norte (SCHNEIDER et al., 2005), identificacdo de
novos genes que permitem aos produtores atender a crescente demanda por

soja em face da mudanca de estresses bidticos e abidticos (CHANG et al.,
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2014). Pesquisas também tem sido executadas com espécies do género
Glycine sp para identificar genes com caracteristicas agronomicamente
importantes, assim estudo realizado com G. latifolia (Benth.) Newell &
Hymowitz, nativas da Australia e ilhas vizinhas, identificou genes de
resisténcia para Heterodera glycines e tolerancia a Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) De Bary (LIM & HYMOWITZ, 1987; JONES, BROWN & COOTE,
1996).

Uma grande parte dos estudos também esta relacionada ao
mapeamento de QTL’s relacionados a concentragdo de 6leo e proteina em
grdos de soja como também a interacdo de QTL com o ambiente (Q X E),
gue pode ser uma importante ferramenta para a genética quantitativa. Alguns
estudos foram realizados para identificar os efeitos de QTL-ambiente em
culturas como, arroz (LIU et al., 2008), soja (KOVIR et al., 2011), trigo
(MOHAN et al., 2009) e amendoim (RAVI et al. 2011). Estes estudos
elucidaram que os QTL’s sdo afetados significativamente pelo ambiente.
Zhaoming et al. (2014) realizaram a recombinagdo de duas linhagens
derivadas de um cruzamento entre "Charleston" e "Dongnong594 '. A
linhagens foram plantadas em trés ambientes por quatro anos na China. Os
autores observaram que quarenta e trés locos de QTL quantitativos foram
identificados em 17 de 20 cromossomas da soja excluindo Ch 7, Ch 8 e Ch
17. Dois QTL’s apresentaram uma boa estabilidade em vérios ambientes,
gPRO20-1 foi detectado em quatro ambientes, o alelo era de "Charleston™
entre quatro ambientes. O gPRO7-5 foi detectado em trés ambientes, o alelo
foi de 'Dongnong 594 ', trés genes da via de biossintese de proteinas foram
detectados no intervalo de qPRO7-5. Os autores concluiram que é viavel
através de selegdo assistida por marcadores melhorar a concentracdo de
proteina em soja.

Pesquisas com as cultivares de soja plantadas no Brasil sdo
incipientes para o controle genético dos teores de proteina e 6leo. Locos
quantitativos associados ao contetdo de proteina no grdo foram mapeados

em cultivares brasileiras por Soares et al. (2008), onde foram avaliadas 118
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linhagens endogamicas recombinantes (RIL), obtidas do cruzamento entre as
cultivares BARC-8 e Garimpo, em dois locais nas regides Sul e Sudeste do
pais. Utilizando como base na média dos ambientes, dois QTL’s, mapeados
nos grupos Ee L, explicaram 9,9 e 7,11% da variacdo do fendtipo,
respectivamente. A caracterizacdo precisa dos QTL’s e sua validagdo em
diferentes populacdes € imprescindivel para que se possa empregar
marcadores moleculares no melhoramento da qualidade da soja. Pesquisa
com o objetivo de detectar e mapear locos de QTL que afetam os conteidos
de proteina e 6leo em soja (Glycine max L. Merrll.) utilizou plantas em F
provenientes do cruzamento entre a linhagem CS3032PTA276 e a variedade
UFVS2012, utilizando-se quarenta e oito marcadores microssatélites (SSR)
polimérficos, o resultado foi a detec¢do de quatro QTL’s associados ao
contetido de proteina, nos grupos de ligacdo Dla, G, Al, e I, e trés QTL’s
associados ao conteido de 6leo, nos grupos Al, |1 e O (Rodrigues et al.,
2010).

Estudo conduzido por Lee et al. (2001) para identificacdo de QTL
associados a caracteristicas relacionadas com a brotacdo/germinacédo de soja
em 100 linhas F; derivadas do cruzamento de ' Pureunkong " Jinpumkong 2’
concluiram que QTL’s condicionados a brotacdo estavam nas mesmas
posi¢des gendmicas que os QTL’s para peso de sementes, identificados
nestas popula¢fes. Uma pesquisa cujo objetivo foi definir a base genética
para a produgdo de sementes, utilizou trés populacdes RILs e a frequéncia
média de aborto nas trés populagbes variou de 10 a 29%. Neste estudo os
QTL’s encontrados foram atribuidos aos grupos de ligagdo U11, U13, U22.
O grupo U13, esta ligado a genes atribuidos a esterilidade masculina e
feminina (MS1, MS6, ST5) (TISCHNER et al., 2003).

Gutierrez-Gonzales et al. (2011) realizaram uma pesquisa para
construcdo de um mapa de ligacdo ndo redundante, altamente saturado que
abrangeu 451 marcadores SNP e SSR para localizar regifes gendbmicas que
reagem a acumulacdo de isoflavonas em sementes de soja identificou cinco

QTL’s que contribuem para a concentragdo de isoflavonas, estas sdo
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importantes componentes da semente que neutralizam os efeitos de varios
estresses abidtico e bioticos.

Um estudo com o objetivo de identificar QTL’s associados a
variabilidade de polissacarideos da parede celular das sementes (CWPs),
estes sdo componentes significativos da parede celular das sementes de soja,
e também de investigar as relacbes entre CWP sementes, proteinas e teor de
6leo em soja, concluiram que trés QTL’s foram observados em grupos de
ligagdo U3 (ISU A2), U7 (ISU Al), e U24 (ISU K), que representaram a
maior parte da variabilidade no conteido de CWP expresso na matéria seca
total de sementes de soja. O estudo ainda acrescentou que a diminuigdo do
conteldo CWP na semente ird melhorar a qualidade destas (STOMBAUGH
et al., 2004).

Pesquisa ressalta que no melhoramento da soja, ja foram
identificados e liberados para uso geral 131 QTL’s, destes 31 sdo associados
a caracteres de resisténcia a patogenos; 19 a caracteres de qualidade de
sementes, em especial a acidos graxos; 44 sobre caracteristicas agronémicas
e 3 sobre brotos de soja (VERNETTI & VERNETT]I, 2009). Ainda assim, a
identificacdo de QTL’s se encontra como um estudo de relevada importancia
no intuito de contribuir para o processo de producédo e qualidade de sementes
de soja.

Em pesquisa realizada com o objetivo de realizar 0 mapeamento
associativo para tamanho e forma de sementes de soja foram utilizadas 257
cultivares e informacBes de 135 microssatélites SSR (simple sequence
repeat), foram avaliados comprimento, largura, espessura e forma. Foram
identificados QTL com interacbes com o ambiente (Q x E) e interacdes
QTL-QTL (Q x Q), os pesquisadores dissertam que a partir destes QTL
encontrados, alelos de elite podem ser usados para projetar combinagdes
parentais para melhoria de cultivares (NIU YUAN et al., 2013).

Em soja o peso individual de sementes é um componente
determinante para o rendimento e a qualidade, esse sofre grande variacéo.

Sabe-se que 0 peso individual de sementes esta sobre controle genético,
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porém o0s mecanismos moleculares para o controle ainda ndo foram
esclarecidos. Com o objetivo de investigar QTL para o peso individual de
sementes em diferentes ambientes duas populagdes com 225 e 250
respectivamente de linhagens recombinantes provenientes do cruzamento de
cultivares japonesas e norte-americanas foram avaliadas. Foram
identificados 15 QTL significativos para o peso individual de sementes
dispersos entre 11 cromossomos has duas populacdes (SHIN KATO et al.,
2014).

Apbs dois anos de pesquisa em soja com 0 objetivo de mapear e
identificar QTL para caracteristicas de maturidade, altura, né da haste
principal, ramo principal do caule, peso de grdos, Yao et al. (2015)
encontram um total de 30 QTL que foram detectados e distribuidos em
grupos, sete pares de QTL de interacOes epistaticas para maturidade e altura
de planta foram encontrados para soja.
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ABSTRACT. This work aimed at verifying the adaptability and stability of
soybean cultivars, considering the grain yield and quality of seeds, adopting
an univariate and multivariate approach. The experiments were conducted in
two crop years, three environments, in the 2013/2014 and 2014/2015 crop
seasons, in the county of Inconfidentes, Lavras and Patos de Minas, in the
Minas Gerais State, Brazil. We evaluated 17 commercial soybean cultivars.
For adaptability and stability evaluations, the Graphic Method and the GGE
biplot Method were employed. Previously, a selection index was estimated
based on the sum of the standardized variables (Z index). The data relative to
grain yield, mass of one thousand grain, uniformity test (sieve retention) and
germination test were standardized (Z;;) per cultivar. With the sum of Z;, we
obtained the selection index for the four traits evaluated together. In the
Graphic Method evaluation, cultivars NA 7200 RR and CD 2737 RR
presented the highest values for selection index Z. By the GGE biplot
method, we verified that cultivar NA 7200 RR presented greater stability in
both univariate evaluation, for grain yield, and for selection index Z.

Keywords: GGE Biplot; Graphic Method; Glycine max L. Merrill; Selection

Index.

INTRODUCTION

Soybean grain yield in Brazil, in 2015/16, presented a growth area
encompassed 33,176.9 thousand ha, with average grain yield of 2.882 kg/ha
(Conab, 2016). The Minas Gerais State has been prominent in the soybean
crop production. It is the largest producer of the southeastern region. The
2015/16 crop season estimates an increment of 20.6% in a grain yield when
compared to the previous one, reaching an average of 3.206 kg/ha (Conab,
2016).

However, adverse weather, as temperature or irregularity in rain
distribution, causing the so-called “short mini-droughts,” are factors that
compromise the good development of soybean culture. These factors,

together with the intrinsic characteristics of genotype/environment
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interaction (G x E) culminate in phenotype expression. Breeders through
plant breeding seek to mitigate the effect of this interaction in the
development of adapted and stable cultivars for various regions and climate
conditions (Amira et al., 2013).

Seed quality is one of the important aspects in the search for an
elevated grain or seed production, given that quality directly interferes over
culture development. Therefore, seeds with an elevated degree of quality
provide uniform stands, with the absence of seed transmitted diseases,
resulting in high vigor plants (Franca-Neto et al., 2014). Soybean seeds are
very sensitive to environmental factors. It is known that the region of
cultivation influences the physiological quality of the seed due to oscillations
in temperature and moisture conditions during plant maturation (Gomes et
al., 2012). These environmental variations trigger distinct interactions
between the cultivars and the cultivation environment (Meotti et al., 2012).
The selection of more adapted cultivars, with good stability, quality
assurance and technologies for different regions and edaphoclimatic
conditions provide production and grain yield gain for the crop. Research
associate production and seeds quality to soybean represent important gain
for the cultivars selection and recommendation, however, there are few
studies about it and not there reports of research for the Minas Gerais state.

The objective of this work was to verify the adaptability and stability

of soybean cultivars considering the production and seeds quality.

MATERIALAND METHODS

The experiments were carried out in two crop years, in the 2013-
2014 and 2014-2015 crop seasons, in three distinct locations in the Minas
Gerais State. a) At the Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia
de Minas Gerais, Inconfidentes campus, in experimental farm located at 869
m of altitude, 22°19°01” latitude south and 46°19°40” longitude west. The
soil was classified as Eutrophic Red-Yellow Oxisol, of clayey texture. b) At

the experimental farm situated in the Centro de Desenvolvimento Cientifico
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e Tecnoldgico em Agropecudria — Muquém, of the Universidade Federal de

Lavras — UFLA, located in the county of Lavras, at an altitude of 918 m,

21°12°11” latitude south and 44°58°47” longitude west, in soil classified as

typical Distroferric Red Oxisol — fRO, with clayey texture. c) At the

EPAMIG experimental farm in Patos de Minas, located at 1074 m of
altitude, 18°29°70” latitude south and 46°26°55” longitude west.

Table 1, and the weather data are in Figure 1.

The results of the soil analysis per environment are presented in

Table 1. Chemical characteristics of the soils in the studied environments,

2013/2014 e 2014/2015 crop seasons.

Environments

Inconfidentes Lavras Patos de Minas
Chemical properties
Env.1 Env.2 Env.3 Env. 4 Env.5 Env. 6
pH H>0 5.7 5.98 6.4 5.7 5.4 5.8
Ca?* 6.1 2.98 5.0 3.3 1.3 2.0
Mg?* 1.4 0.67 1.4 0.6 0.5 0.9
cmol,
AR* 0 0 0 0.2 0.5 0.1
/dm?
H+AI3* 4.3 2.86 2.9 4.0 7.9 4.0
SB 7.7 3.96 6.7 4.2 1.9 3.0
P 20.3 41.84 11.4 24.6 16.0 43.8
K 70.1 121.6 118.0 116.0 56.0 36.0
mg/dm?
Zn% 3.17 5.62 49 2.6 3.18 2.2
Mn2* 5.9 8.4 31.7 20.6 3.99 3.1
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Table 1, conclusion.

o 034 001 1.4 0.08 11 0.8
B 0.001 0 0.17 0.2 0.19 0.1
Fe2* 208 256 348 543 33.3 35.0
S - - 4.7 9.0 1505  10.1
MO dag/kg 414  3.45 3.4 2.2 4.14 3.0
v (%) 642 5803 69.8 835 19.8 42.8

Env. 1: 2013/14 crop season; Env. 2: 2014/15 crop season; Env. 3: 2013/14
crop season; Env. 4: 2014/15 crop season; Env. 5: 2013/14 crop season; Env.
6: 2014/15 crop season.

C—3Rainfall - 2013/14 C—=3Rainfall - 2014/15
—O— TAverage - 2013/14 ---A--- TAverage - 2014/15

400 26
_ 350 u A 25 (8),
E 300 ' 24 2
= 250 - 23 ®
) ()
£ 200 22 &
= £
& 150 21 8
100 20 &
50 - I:Ij 19 §
>
0 - ; ; - 18 <
Oct. Nov. Dec. Jan. Feb. Mar. Apr.
Months
Inconfidentes

Figure 1: Monthly variations of precipitation and temperature in the period
from October to April, under the experimental conditions in the evaluated
counties. Source: Instituto Nacional de Meteorologia — INMET (2016).
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Figure 1, coclusion.
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from October to April, under the experimental conditions in the evaluated
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In each environment, i.e., crop seasons and locations, 17 commercial

soybean cultivars from different companies were evaluated (Table 2).

Table 2: Cultivars used in the experiments in the 2013/2014 and 2014/2015

Crop seasons.

Cultivar Origin *R.M. *G.H. Information
1- TMG 123 ) Resistance: to rain at
7.4 Determined
RR harvest,to Cyst
2- TMG 1176 ] Resistance: to Cyst
RR Tropical 7.6 Determined
Melhoramento
3- TMG 1179 Ati Resistance: to Cyst
& Genética 7.9 Determined Y
RR
4- TMG 1181 ] Resistance: to Cyst
8.1 Determined
RR
Resistance: stem
5- BRSMG 760 . canker, bacterial
7.6 Indeterminate
SRR pustule, frogeye leaf
EMBRAPA spot.
6- BRSMG ) Resistance: moderate
7.8 Determined )
780F RR to Asian rust.
Resistance: stem
. canker, bacterial
7-CD 250 RR 55 Indeterminate
pustule, frogeye leaf
COODETEC spot.
Resistance: cyst
8- CD 2737 RR 7.3 Indeterminate nematodes, races 3

and 14.
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Table 2, conclusion.

Resistance: gall
9-CD 237 RR 8.1 Determined forming  nematodes
andrace 3 cyst.
Resistance: Root
10- BMX )
o 7.0 Indeterminate  rotofPhytophthora,
Poténcia
races 1 and 4.
BRASMAX
Resistance: Root
11- BMX Forga 6.2 Indeterminate  rotofPhytophthora,
races 1 and 3.
12- NA 5909 . -
6.1 Indeterminate
RG
13- NA 7200 -
Nidera 7.2 Indeterminate
RR
14- NS 7100 Resistance: moderate
7.1 Indeterminate o
RR to water deficit.
15-  V-MAX ) Resistance: to Cyst,
Syngenta 6.2 Indeterminate
RR race 1 and 3.
16- P 98Y11 Du Pont Resistance: to Cyst,
8.1 Determined
RR Pioneer race 1 and 3.
17- Monsoy ) Resistance: lodging
1011 Monsoy 7.2 Indeterminate

*R.M.: relative maturity. *G.H.: growth habit.

A completely randomized block experimental design was adopted,

with three replicates. Each experimental plots consisted of four 5.0-m length
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rows, spaced at 0.50 m, using the two center rows as a useful area, with
elimination of 0.50 m at their extremities.

The experiments were set up in an area under a no-tillage system
(NT), for 10 years in a soybean/maize rotation. Desiccation was performed
ten days before sowing. Fertilization followed the recommendations of
Souza & Lobato (2014), performed at the planting groove, with 350 kg/ha of
the commercial formula N-P,O0s-K,O (02-30-20) being applied in the
planting furrow. Inoculation was performed in the groove after sowing,
using the Nitral peat-based inoculant (Bradyrhizobium japonucum), with the
aid of a motorized pulverizer, applying six times the recommended dose, in
the proportion of 1,200,000 bacteria per seed, in the dose of 4 mL/kg seeds.

Sowing was conducted manually with a density of 12 seeds m*, and
the thinning was performed at 25 days after germination. The other crop
treatments were employed according to the premises for cultures in the
region.

For the purposes of evaluation, data were obtained of grain yield in
kg/ha, and at the time of harvest, the following were assessed: lodging rate,
evaluated according to Bernard et al. (1965) with the following scores: 1 for
all upright plants, 2 for some plants leaning or slightly lodged, 3 for all
plants moderately leaning or 25-50% lodged, 4 for all the plants severely
leaning or 50-80% lodged, and 5 for more than 80% lodged plants; plant
height (distance from the root collar up to the extremity of the main stem, in
centimeters, measured in 5 random plants); and height of the lowest pod
(distance from the root collar of the plant up to the node of the first pod, in
centimeters, of 5 random plants). Subsequently, we conducted the Mass of
One Thousand Grain test, with eight replicates of 100 grain, calculating
according to Brasil (2009), with result obtained in grams; Uniformity test
(sieve retention), in which the sieve indicated for the cultivar was
determined by means of percentage of seeds retained in the sieve (Brasil,
2009); and the Germination test in Germitest paper, conducted according to

criteria established in the Rules for Seed Analysis (Brasil, 2009).
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Individual analyses of variance evaluated per trait were carried out
adopting a procedure similar to that presented by Ramalho et al. (2012).
Before the joint analyses, the error variance homogeneity test was performed
(Hartley Test). Subsequently, the R? calculation was obtained by means of
the difference between the square sum of the interactions and the difference
of the total square sum of the residue, to evaluate the contribution of the
factor for total variance (Ramalho et al., 2012). With the phenotypic
measurements, the joint analyses were carried out per location, also adopting
the procedure developed by Ramalho et al. (2012). All statistical analyses
were carried out through the R program (R Development Core Team, 2012).
The phenotypic mean values were clustered using the Scott and Knott (1974)
procedure at 5% probability.

Once determined the presence of the G x E interaction (Significant F
test), we proceeded to the calculation of Z index, denominated the sum of
standardized variables (Mendes et al., 2009).

The observations relative to grain yield, Mass of One Thousand
Grain, Uniformity test (sieve retention) and Germination test were
standardized by cultivar, aiming at making them directly comparable.
Standardized variable Z;; was obtained by the following estimator: Zj= (yj -
$.j)Is;, in which Zjj is the value of the standardized variable of cultivars i (i =
1,2,...,17),in replicate j j = 1, 2, 3); yjj is the observation of the variable of
cultivar i in replicate j; ¥.j is the general mean of the variable of the 17
cultivars, in replicate j, and s; is the phenotypic standard deviation of the

variable of replicate j. After standardization of the variables, the sum Z;

i _1Z; ) Was obtained, corresponding to the sum of the four standardized
variables. Variable Efc_lZU was used as selection index (Z index), in which

the values correspond to the index favorable to selection. Since Z index was
obtained for each cultivar, it was possible to perform the analysis of variance
for the remaining evaluated traits. Then, the following methods were

employeed: Graphic Method (Nunes et al., 2005), for adaptability and
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stability study of the cultivars, and the GGE biplot Method, which evaluates
the effect of the genotype and of the genotype x environment interaction
(Yan et al., 2000).

The Graphic Method was employed, given that it is an analysis of
easy visualization and data interpretation in experiments conducted in
different environments. This method is based on the standardization of the
means evaluated in the experiments conducted in different environments,
according to the expression z; = (x;; — x;)/s;. In this work, z; is Z
index, i.e., the sum of the standardized variables. Standardization of

variables z;; can assume positive and negative values, making for an easy
graphic visualization with the addition of a constant. Thus, the values of z;;

because always positive. The standardization of the values for Z index was
used for constructing a diagram for each cultivar. The dimensions of the axis
(environments) are equivalent to the values of Z index for cultivar i (1, 2, ...,
17) in environment j (1, 2, 3) (Nunes et al., 2005).

The presentation of the inter-relation between environments and
genotypes was done by means of the GGE biplot method (Genotype and
Genotypes by Environment Interaction) developed by Yan et al. (2000). The
analysis was performed according to that presented by Oliveira et al. (2010),
considering the simplified model of two main components (Equation 1):

Vi — 1 = hvaa + vias; + pj + € 1

In which: A;y:1a5;, is the first main component (PCAL), of the effect of
genotypes (G) + interaction (GXE); A;yi2j- is the second main component
(PCAZ2), of the effect of genotype (G) + interaction (GXE); A; and 4, are the
eigenvalues associated to PCA1 and PCAZ2; y;1 and ¥z are the scores of
PCAL and PCA2, respectively, for genotypes; a;j; and a;, are scores of the
PCA1 and PCA2, concomitantly, for environments; p;; is the residue of the

genotype x environment interaction, correspondent to the main components

not retained in the model; and €;; is the residual of the model with normal
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distribution, with mean zero and variance ¢ ?/r (in which ¢?2 is the variance

of the error between plots for each environment, and r is the number of

replicates).

RESULTS AND DISCUSSION

The accuracy estimates reflect the precision with which the
experiments were conducted, as well as the existence of variability and if its
value were above 70%, it is considered of great magnitude (Resende and
Duarte, 2007). In this research, all evaluated characters presented values
superior to 70% (Table 3).

From the combined analysis of variance presented in Table 3, it can
be observed that, in all three environments studied, there was significant
difference (P> Fc¢) for the characteristics of grain yield, lodging, plant height
and height of the lowest pod. Thus, these results show that, there is wide
variability between the cultivars.

The interaction between treatments and locations (TxL) was
significant for grain yield and for the remaining production components
evaluated. This corroborates that the performance of the cultivars was not
coincident in the different locations, i.e., the genotypes used in this research
presented inconsistent behavior in each environment, and presented variation
in the magnitude of the responses for each grain yield traits, as well as for
the production components in virtue of environmental variation (Table 3).
The remaining interactions of treatment x year (TxY) and location x year
(LxY) were also significant for the evaluated characteristics, confirming that
the behavior of the evaluated genotypes differ in relation to the year of
experiment implementation, and that there is variation in the magnitude of
the responses of the evaluation of the location x year interaction. This draws
us to the need of experimenting in different location, crop years and

ecological zoning for recommendation cultivars.
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Table 3. Joint analysis of variance in the traits evaluated in field.

Pr> FC(RZ) Pr> FC(RZ Pr> FC(R2 Pr> FC(RZ
SV DF Yield )Lodg. )Hei. )Pod
Treatment 0.0000** 0.0000** 0.0000** 0.0000**
(M 16 - - - -
0.0000** 0.0414** 0.0000** 0.0066**
Replicate 12 - - - -
Location 0.0000** 0.0000** 0.0000** 0.0000**
L) 2 - - - -
0.0000** 0.0000** 0.0000** 0.0000**
Year (Y) 1 - - - -
0.0003** 0.0003** 0.0006** 0.0000**
TxL 32 (21%) (10%) (18%) (12%)
0.0025** 0.0000** 0.0177* 0.0017**
TXY 16  (9,3%) (11%) (25%) (6%)
0.0000** 0.0000** 0.0000** 0.0000**
LxY 2 (30%) (15%) (41%) (13%)
0.2150 0.0000** 0.1062 0.0083**
TxLxY 32 (30%) (18%) (42%) (6%)
Error 192 - - - - - -
General
mean: - 47 bag’s.ha? 1.37 85.88 13.94
Acuracy
(%) - 9294 89.92 97.3 89.9
VC (%) - 2151 37.11 9.01 21.66

** Significant at 1% of probability, * significant at 5% of probability by the
F test. SV: Source Variation. DF: Degree of Freedom. P; > F¢: Correction
factor. Lodg.: Lodging (score 1 to 5). Hei.: Height (cm). Pod: height of the
lowest pod (cm). VC: variation coefficient.
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In relation to the interaction magnitudes for grain yield, it can be
observed that the interaction between treatment and location (TxL) was
superior to that between treatment and year (TxY). Vasconcelos et al.
(2015), aiming at evaluating grain yield, adaptability and phenotypic
stability of soybean cultivars and lines of precocious and intermediate
cycles, verified that the differential behavior of the genotypes in relation to
the locations was also more pronounced than in relation to the crop years. In
research focusing on the characterization of soybean genotypes resistant to
red root rot disease, a significant difference of the TxL interaction in relation
to TxY was verified (Farias Neto et al.,, 2013). Rocha & Vello (1999)
detected effect of the interaction TxL in study with soybean lines of four
cycles of maturation. In literature, this fact can also be verified for other
cultures, such as common bean (Phaseolus vulgaris) (Ribeiro et al., 2014,
Pereira et al., 2010), rice (Oryza sativa) (Neto et al., 2013; Borges et al.,
2010) and wheat (Triticum aestivum) (Yan et al., 2002). However, this was
not expected, given that the fluctuations that occurred from one year to the
other are, in their majority, is caused by unpredictable environmental factors
(Allard & Bradshaw, 1964).

On the other hand, when considering lodging and plant height, we
observe a higher magnitude of TxY interaction when compared to the TxL
interaction. Table 4 presents the phenotypic means of the cultivars. There
was ample variation in average grain yield. The amplitude of the variation
was of 25 bags/ha. This can be considered quite expressive. For Lodging,
however, according to the classification adopted (Bernard et. al., 1965) the
cultivars framed in the same phenotype, not lodged plants.

Concerning plant height, we also detected significant variation of 44
cm. The same was observed for the height of the lowest pod, with variation
from 19.5 to 10.3 cm. Researches have been conducted in the region with the
objective of selecting cultivars with good adaptability and stability, allied to
good productive performance and agronomic characteristics (Silva et al.,
2015; Soares et al., 2015; Carvalho et al., 2010; Rezende & Carvalho, 2007;
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Carvalho et al., 2004). The present work is in accordance to literature.
Furthermore, it associates the study in seed quality.

Table 4: Phenotypic means of the cultivars for the traits of grain yield (bags
of 60 kg/ha), lodging (score 1 to 5), plant height (cm) and height of the
lowest pod (cm).

. Grain yield Lodging .

Cultivars (bag’s/ha) (score) Height (cm) Pod (cm)
TMG 1179 58 a 12¢c 81.8d 119c
RR
NA 7200 RR 56 a 12¢c 85.7¢c 13.2¢
CD 2737 53 a 11lc 99.4b 12.8¢
CD 237 52 a 16b 80.6 d 134c
P98Y11 RR 51b 15b 81.1d 159b
BRSMG 760 50 b 12¢ 1049a 152D
RR
BMX 49D lilc 85.1c 13¢
Poténcia
BMX Forga 48 b 12c 86 ¢ 136¢c
Monsoy 7211 48 b 18b 107.3a 159b
TMG 1176 48 b 1.7b 88.4c 159b
RR
V-MAX RR 47b 12¢ 78.9d 12.7¢
BRSMG 780 46 b 16b 97.2b 195a
RR
NA 5909RG 44 b 10¢c 63.3f 12.8¢
TMG 1181 43¢ 1.8b 83.3¢C 129c
RR

TMG 123 38¢c 2.3a 84.2c 16.2b
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Table 4, conclusion.

CD 250 38¢c 10c 74e 10.2c

NS 7100 RR 33¢ 10c 78.6d 118c

*Mean values followed by the same letters belong to the same group by the
Scott and Knott test at 5% probability.

We verified that, for the tests Mass of One Thousand Grain and
Germination test, the experimental precision, estimated by the variation
coefficient (VC), was good. The same occurred for accuracy. These
parameters evaluate the degree of precision of the experiments (Pimentel-
Gomes, 2009; Resende and Duarte, 2007). In Table 5, a significant
difference was detected for the sources of variation (SV), treatments (T),
location (L) and year (Y) for all tests (p<0.01). For treatments, this
difference was expected, given that, as mentioned, the cultivars are from
different origins, thus the variation for agronomic traits (Soares et al., 2015)
and soybean seed quality.

When analyzing interactions TxL and LxY (Table 5), it can be
verified that, for sieve yield (6.5 mm), all interactions presented significance
lower than 1%. For the Mass of One Thousand Grain, these interactions
presented significance of 5%. For the Germination test, all interactions
presented statistical significance (Table 5). Gomes et al. (2012), when
evaluating the physiological quality and yield of seeds of different soybean
cultivars, concluded that the physiological quality and grain yield of the

seeds were influenced by the growing environment.
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Table 5: Analysis of joint variance for Sieve Yield (SY), Mass of One

Thousand Grain and Germination test.

SV DF Pr>Fc (R?)SY Pr>Fc (R?) Pr>Fc (R?)

6,5 mm MTG Germination
Treatment 16  0.0000** 0.0000** 0.0000** -
(M -
Replicate 12 0.0017** 0.2537 0.0877 -
Location 2 0.0000** 0.0000** 0.0000** -
(L) -
Year (Y) 1 0.0100** 0.0514* 0.0000** -
TxL 32  0.0000** 0.0448* 0.0000**

(18%) (11%) (11%)
TxY 16  0.0000** 0.1169 0.0000**

(5%) (5%) (6%)
LxY 2  0.0000** 0.0213* 0.0000**

(5%) (6%) (20%)
TxLxY 32  0.0000** 0.4561 0.0000**

(19%) (10%) (13%)
Error 192 - - -
General - 345
mean: 144.26 75.71
Acuracy - 9% 85%
(%) 94.17 %
VC (%) - 2171 11.67 11.00

** Significant at 1% of probability, * significant at 5% of probability by the
F test. SV: Source Variation. DF: Degree of Freedom. P, > Fc: correction
factor. SY: sieve yield (6.5 mm). MTG: Mass of One Thousand Grain. VC:
variation coefficient.
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The results indicate a statistical difference for the evaluated locations
in all studied traits (Table 5). Furthermore, the effect of the environment
over quality expression is also constantly verified in literature (Gomes et al.,
2012; Carvalho et al., 2013; Padua et al., 2014; Frandoloso et al., 2015). The
interaction TxL, for the test of the Mass of One Thousand Grain, indicated
that the responses regarding environmental variations were not coincident
for the evaluated cultivars. This result was expected in virtue of the
distinction of the locations in relation to the characteristics of latitude,
longitude and altitude. In addition, the characteristics of natural fertility and
soil physics were also diverging, observed a significant difference in soil
base saturation (V%), this characteristic is directly related to the natural
fertility of the soil that influence on the nutrition of plants and in production
consequently. This difference occurred between the county and the crops
seasons (Table 1).

The test of Mass of One Thousand Grain is used to calculate sowing
density and, then, estimate how much seeds will be used in function of
density. In addition, we can infer over the size of the grain, as well as over
its maturity and sanity (Brasil, 2009). In literature, it is reported that the
specific mass of the seeds is strongly influenced by the edaphoclimatic
conditions and chemical management of the soils (Peixoto et al., 2000;
Batistella Filho et al., 2013).
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Table 6: Average of Sieve Yield 6.5 mm % (SY), Mass of One Thousand
Grain — MTG (g) and Germination test (%).

Cultivars SY (%) 6.5 mm MTG (9) Germination (%)
V-MAX RR 5la 170.8 a 74c
BMX Forca 48 a 152.8b 72¢
NA 7200 RR 41b 149.7 ¢ T4c
BMX Poténcia 41b 154.2b 79D
NA 5909 RG 40 b 1576 b 78b
Monsoy 7211 40 b 154.7b 76¢
BRSMG 780 RR 40 b 152.2b 63d
BRSMG 760 RR 37hb 156.4 b 73¢
CD 2737 37b 1419¢ 89a
P98Y11 RR 34b 155.6 b 75¢
CD 250 32¢c 148.6 ¢ 75¢
TMG 1176 RR 32¢ 123.2d 74 c
NS 7100 RR 31c 1404 c 73c
TMG 1181 RR 28¢ 129 d 74c
CD 237 24d 139.6 ¢ 77c
TMG 123 21d 119.3d 78b
TMG 1179 RR e 105.2e 81b

*Mean values followed by the same letters belong to the same group by the
Scott and Knott test at 5% probability.

For the phenotypic means of the trait sieve yield (6.5 mm), there was
ample variation. Observe that cultivar V-MAX RR and BMX Forca
presented 50% of production in this class. On the other hand, cultivar TMG

1179 RR presented the worst performance. These results are directly with
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the mass of one thousand grain, since the greater the sieve yield (6.5 mm) is,
the greater the mass of one thousand grain will be (Table 6).

In the germination test, only two genotypes obtained the minimum
response demanded by MAPA (Ministry of Agriculture, Livestock and
Supply) for the commercialization of soybean seeds, and for the
commercialization of seed in Brazil, is of 80%, according to regulations of
the State Secretary of Agriculture and Supply, in resolution n. 051 of 1986
(Carraro et al., 2005), although a low variation has been verified for this
characteristic for other cultivars. Soybean is a culture highly prone to
deterioration, and is sensitive to environmental adversities, inadequate
management at harvest, processing and storage during maturation (Marcos-
Filho, 2013).

The occurrence of intermediate or low germination results in
seedling weakened that hardly present field competitiveness. In a work with
the objective of evaluating seed quality from soybean genotypes at different
harvested periods, Xavier et al. (2015) concluded that the delay in harvest
progressively reduces germination in all evaluated cultivars. One research,
conducted with the objective of evaluating the variability between soybean
plants within a population of seeds with different levels of physiologic
quality, identified that seeds with low physiologic quality diminish the
survival of plants in the field and increase the variability between plants in
the community (Cantarelli et al., 2014). The alternate exposure to dry and
humid environmental conditions at the post-maturation phase can cause
damage by moisture, and can aggravate when under tropical conditions,
since the climate is predominantly warm and humid, contributing to the
acceleration of seed deterioration (Castro et al., 2016).

In plant breeding, it is common to work with many traits. In this
work, we evaluated those attributed in the field and in the laboratory. In
studies such as this, in soybean breeder is searching for lines which present
the best attributes under both conditions. Thus, the use of selection indexes

has been a good option for this type of research.
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In this sense, the sum of the standardized variable method, Z index
(Mendes et al., 2009) and the Graphic Method (Nunes et al., 2005) were
applied. In Figure 2, it is possible to observe that cultivars NA 7200 RR, V-
MAX RR, CD 2737 RR, BMX Potécia and BMX For¢a presented good
grain yield, uniformity (sieve yield — 6.5 mm), mass of one thousand grain
and germination test. Cultivars NA 7200 RR and CD 2737 RR are within the
group of highest grain yield cultivars evaluated in this study, in both crop
seasons evaluated, according to Table 4. This strategy allows the
identification of cultivars with good yield and physiological quality.

Literature presents many works with different cultures based on
selection index. For eucalyptus, this Z index allowed to graphically observe
in which characteristics the progeny presented any deficiency (Reis et al.,
2011). Also with eucalyptus, Reis et al. (2015) concluded that the sum of Z
of the standardized variables is a good alternative for simultaneous selection
of many characteristics in the forestry sector. For the common bean, elevated
selection indices were found for attributes erect plants and smaller lodging
(Mendes et al., 2009). Lima et al. (2012), using Z index for the common
bean, observed that this index contributed, outstandingly, allowing the
simultaneous identification of grain yield, architecture and GXE interaction.

This also occurred in the corn culture, when selecting corn specific
for popcorn and baby corn (DoVale et al., 2011), with sweet potato,
associating attributes for human consumption, production of ethanol and
animal feeding, reminding that the selection index is efficient in identifying
aptitude in sweet potato genotypes (Neto et al., 2011), and with physic nut
(Jatropha curcas), for grain quality (Rocha ei al., 2012).

In soybean crop, especially for breeding, different selection index
are used. Costa et al. (2004) concluded that the gains obtained with the
indexes were more adequate for the selection of superior genotypes for
registering higher total gains of the evaluated characteristics. For soybean
populations, evaluated seeking genetic gain for eleven traits of economic

interest, higher selection gain was observed by the selection indexes, with
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advantages for the index based on sum of ranks (Béarbaro et al., 2007). It
must be highlighted that literature lacks information that associate selection
index Z for seed quality, there is no recent reports in the literature with this
purpose. Thus, researches that associate seed quality to agronomic attribute
are of maximum relevance, so the information involving the agronomic
characteristics with the seeds quality it will assist the selection processes and

recommendation soybean cultivars.
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TMG 1176 RR TMG 1179 RR

Figure 2. Graphic representation by the Graphic Method. The line represents
the sum of the standardized grain yield, Mass of One Thousand Grain,
Germination test, Uniformity test (sieve retention — 6.5 mm), the numbers
are each environment (1: 2013/14 Inconfidentes; 2: 2014/15 Inconfidentes;
3: 2013/14 Lavras; 4: 2014/15 Lavras; 5: 2013/14 Patos de Minas; 6:
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2014/15 Patos de Minas, associated to variable Z, and axis of each evaluated

environment.

The analysis of the GGE biplot was conducted in order to evaluate
the adaptability and stability of the cultivars regarding grain yield and the
sum of Z index. The partition of the interaction of genotypes and
environment (IGE) revealed that the main components (PCA1 and PCA2)
represent 80.1% and 51.9% of the squares sum of the IGE of the grain yield
mean and the sum of index Z, respectively. The values presented high to
moderate reliability attribute to the explanation of total variation for the
performance of the genotypes and its interaction with the environment (G +
GXE). The first main component (PCAL) indicates the adaptability of the
genotypes, thus being highly correlated with grain yield (Yan et al., 2000).
In this sense, we can verify in the Which won Where approach, that cultivar
13 was the most adapted to the evaluation environments, followed by
cultivars 3, 7, 11 and 8 (Figure 2-A) for yield. On the other hand, when
observing the Z index graphic, we verify that the most adapted cultivar
would be cultivar 8, followed by cultivars 14 and 11. The second main
component (PCA2), closest to zero, would be the more stable genotypes
(Yan et al., 2000). Therefore, cultivars 16, 4, 9 and 13, for grain vyield,
present higher stability (Figure 2-A), and, for constant Z, the cultivars with
highest stability are 7, 1, 17, 10 and 13 (Figure 2-B). Analyzing both
components of the graphic, we can infer that the best genotype for grain
yield would be cultivar 13, considering adaptability and stability, given that
it was most adapted and was among the most stable cultivars. Furthermore,
verifying both components of the graphic for Z index, cultivar 13 stands out

once more, being among the most adapted and stable cultivars.
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Figure 2. Diagram of GGE biplot. A — mean grain yield (kg ha') and B -Z
Index, Env 1: 2013/14 Inconfidentes; Env. 2: 2014/15 Inconfidentes; Env. 3:
2013/14 Lavras; Env. 4: 2014/15 Lavras; Env. 5: 2013/14 Patos de Minas;
Env. 6: 2014/15 Patos de Minas.

The GGE biplot also presents an environmental stratification based
on the winning genotypes. Observing Figures 3 and 4 (A and B), we can see
the formation of two environmental groups (denominated mega-
environments). For grain yield (Figures 3 and 4-A), mega-environment |
constitutes of locations 1, 2, 3, 4 and 6 (Inconfidentes crop season 13-14,
Lavras crop season 13-14, Patos de Minas crop season 13-14, Inconfidentes
crop season 14-15 and Patos de Minas crop season 14-15), and mega-
environment Il constitutes location 5 (Lavras crop season 14-15). It can be
verified that, in mega-environment I, the cultivars with highest grain yield
are 7, 3, 2 and 5, and in mega-environment I, cultivars 14, 8, 12 and 11 for
PCAL. On the other hand, when evaluating PCAZ2, the cultivars with highest
grain yield, allied to stability, were 13 and 16. Index Z revealed that, in the
Mean vc Stability approach, for PCA2, cultivars 11, 13 and 7 stood out.

In Figure 3 and 4-B there are three mega-environments. Mega-
environment | consisted of locations 3, 4 and 5, mega-environment Il, of
locations 2 and 6, and mega-environment 11, of location 1. Cultivars 14, 8, 5
and 15 were prominent in mega-environment I, as cultivars 3 and 4 was in

mega-environment Il, in PCAL. In mega-environment I1l, cultivars 9 and 6,
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were prominent, in PCAL. For PCAZ2, cultivars 11, 13, 12 and 7 presented

higher stability in index Z.
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Figure 3. Diagram of GGE biplot, A — mean grain yield (kg ha) and B -Z
Index, Env 1: 2013/14 Inconfidentes; Env. 2: 2014/15 Inconfidentes; Env. 3:
2013/14 Lavras; Env. 4: 2014/15 Lavras; Env. 5: 2013/14 Patos de Minas;

Env. 6: 2014/15 Patos de Minas.
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Figure 4. Diagram of GGE biplot, A — mean grain yield (kg ha') and B -Z
Index, Env 1: 2013/14 Inconfidentes; Env. 2: 2014/15 Inconfidentes; Env. 3:
2013/14 Lavras; Env. 4: 2014/15 Lavras; Env. 5: 2013/14 Patos de Minas;

Env. 6: 2014/15 Patos de Minas.
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Therefore, it is evident that there is no association between the
results, considering the univariate approach (grain yield), when evaluating
the selection index Z, applied to the GGE biplot method in the analysis of
PCAL, approaching Mean vc Stability (Figure 3 — A and B) and GGE biplot
(Figure 3—- A and B).

When analyzing Figure 2 — A and B, using the Which won Where
approach, cultivar 13 (NA 7200) is highlighted in both the univariate
analysis (grain yield) and the index Z. In addition, in the Mean vs Stability
approach and GGE biplot method for PCA2, which reveals that the more
stable genotypes are closer to zero, cultivar 13 (NA 7200) is once more

pronounced.

CONCLUSIONS

Cultivars NA 7200 RR and CD 2737 RR presented the highest values for the
selection index Z in the Graphic Method evaluation, considering,
simultaneously, the traits of grain yield, uniformity (sieve yield), mass of
one thousand grain, and germination test.

Cultivar NA 7200 was prominent based on univariate analysis (grain yield)
and Z index, in the GGE Biplot Method, constituting the cultivar with

greater adaptability stability, considering production and seed quality
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Abstract

In this study, one soybean population of recombinant inbred lines (RILS)
was used to identify QTL associated with traits related to physiological of
soybean seeds quality, such as vigor and germination. The experiments were
used to determine the genetic characteristics of seed vigor, including the
percentage of seedling and percentage of germination seeds. This
experiments evaluated RILs from two different crop season and generations,
seeds Fg.10 from 2012 and Fe:1; from 2014, derived from the cross between
Conrad and Sloan lines. Significant differences of seed vigor were observed
among the parents and RIL population from phenotypic analysis. A total of
nine additive quantitative trait loci (QTL) for seed vigor were identified by
Inclusive Composite Interval Mapping(ICIM) using IciMapping V4
software. So it is possible to identified regions where you can identify QTL
for soybean seeds vigor.

Keywords Recombinant inbred lines, seed quality, phenotypic analyses.

Introduction

Improved seeds are a key input to achieve higher grain yield in any
crop. The physiological seed quality is a factor that will influence decisively
the success of the tillage. The analysis of physiological seed quality is being
carried out preferably by means of germination and vigor. The germination
and vigor seed are quantitative characteristics that are determined by plant
genetics constitution, the effect of the environment and the interaction
between genotype and environment (Wang et al. 2010). Thereafter, it is
evident the importance of studying the genetic architecture of these traits.
Some QTL related to the seeds vigor such as dry weight, biochemical
features of the seed, the germinating time and seed weight that is a physicist
test, evaluate aspects morphological and physical characteristics of the seeds

possibly associated with vigor are reported in the literature (Watanabe et al.,
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2004). According Lee et al. (2001) the linkage of Bng119 on the Linkage
Group (LG) is B1, K455n on LG C2 and K418n on LG N to QTLs
conditioning the percent of abnormal seedlings, the variation of 45%, 28%
and 32%, respectively. As an example Ragin et al. (2012) found QTL's for
days of germination (qDG001-gDG003) identified on chromosomes 5, the b
linkage group, 6, and 13, b linkage group. Liu et al. (2011) reported several
QTL for day flowering, maturity, plant height, pod number.

While these reports of success of QTL identification for seeds
physiological quality has been reported, there is not available search in
which the experiments evaluated the percentage of seedling emergence,
germination percentage and sheets dry matter.

The purpose of this study was to identify QTL associated with traits related
to physiological soybean seeds quality, such as vigor and germination.

Material and Methods

Plant Materials

The experiments were carried out using a population derived from
the cross between Conrad and Sloan lines (Wang et al., 2012b). The cultivar
Conrad (Fehr et al., 1989) was identified as a soybean cultivar resistant to P.
soja and F. graminearum (Burnham et al. 2003; Li et al., 2010; Ellis et al,
2012; Wang et al., 2010, 2012a, 2012b) while Sloan (Bhrenfus & Fehr,
1980) has moderate to high susceptibility to these pathogens. A total of 315
lines (RILS) of Fq.10 generations were harvested and in 2012 and Fg.11 were
harvested in 2014. Seed from this harvest were used in the emergence and

germination assays.

SNP Genotyping and Genetic Mapping

The genotyping and genetic mapping are following Song et al.
(2013).
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Phenotypic Analyses and Data Record

Emergence Test

Twenty-five seeds, per replication, per seed lot (harvest year) of
each RIL were sown in plastic trays containing a soil substrate mixture
Fafard 3B (Sun Gro Horticulture, Agawam, MA). The seeds within each row
were spaced 5¢cm apart, with line spacing of 10cm and sowing depth of 3cm.
Trays were watered daily. The number of emerged seedlings with fully
expanded cotyledons, were recorded daily until the 20th day after sowing.
The total percentage of emerged seedlings, which reached the V2 stage, i. e.,
where it is observed the second node, first open trefoil was recorded. The
emergency percentage was calculated with daily data of seedlings number
after the twentieth day of sowing. The calculation of the emergence

percentage was an adaptation of Maguire (1962) according;
PI1 PI2 Pin
emeryg.= H+E+ -t E
where:
emerg. = emergence individual of seedlings
Ply, Ply, Pln = number of normal seedlings counted in the first count, the
second count and at last.
N1, N2, N = number of days from sowing, first day, second and last count.
The emergence percentage of the sample was the arithmetic mean of the four
replications of 25 seeds, in percentage (%).
% emerg. = (R1+ R2+ Rs + Rs) / 4 x 100
% emerg. = percentage of seedlings

R1, Rz, Rs, R4 = represent each repetition

Seedling dry matter
Twenty days after seeds were sown for the emergence test, four

plants were harvested per RIL, per replicate, per seed lot. The plants were



90

dried using a forced air circulation oven at 60 °C for 72 hours to constant
weight, with subsequent weighing of dry matter in grams (g).

Germination test

Three replicates of 50 seeds per RIL, per seed lot were sown
between germination paper moistened with distilled water at a ratio of 2.5
times the paper of the weight. The seeds were stored in the germination
chamber with controlled temperature to 25 °C + 1 °C. Evaluation for
germination were performed at five and eight days, recording the percentage
of normal seedlings, which are those that show potential to continue
development and give rise to normal plants, when grown under favorable
conditions (Brasil, 2009). Dead seeds were analyzed following the criteria
set out in the Rules for Seed Analysis, where dead seeds are those who are
not hard, are not dormant, and usually present themselves loose, attacked by
microorganisms and not show any early sign of germination (Brasil, 2009).

Statistical Analysis

The experimental design used in both the emergence and
germination tests were in a randomized complete block design. The
emergence test was carried out with four replications and the germination
with three replications. After conducting the tests, analyses were performed
per seed lot and joint variance for each test site, according to a similar
procedure provided by Ramalho et al. (2012). All statistical analyzes were
performed by the R software (R Development Core Team, 2012). The
phenotypic means were grouped using the Scott Knott procedure (1974) with
a 5% threshold.
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QTL Analysis

The average of phenotypic tests data was used in the map
construction. QTL analysis was Performed by Inclusive Composite Interval
Mapping is additive and dominance effects (ICIM) (Li et al., 2007) using
IciMapping V4 software. ICIM method is based on mapping interval
compost (CIM (Li et al, 2008b.); Zeng 1993) for QTL with additive effect in
ICIM, the selection marker was performed only once through regression,
considering all the markers of information simultaneously (Li et al, 2008b).
The experiment wise LOD threshold was determined by permutation
analysis with 1,000 repetitions. The LOD value corresponding to an
experiment-wise threshold of a = 0.05 was used to declare the QTL
significant. The estimate of the QTL position was the point of maximum
LOD score in the region under consideration.

Results
Phenotype Results

The results of tests performed in this study with the parental are presented on
the table 1.

Table 1: Phenotypic means for Emergency (%) and Germination test (%).

Parental Year % Emergency % Germination % Dead
Sloan 2011 2 0 18
Sloan 2014 15 21 0.3

Conrad 2011 19 10 2

Conrad 2014 16 8 0
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The seedling emergence test showed that the seeds of the F g.10 RIL
population harvested in 2012 had a significantly lower emergence
percentage than the F g11 RIL population harvested in 2014 (p <0.0001,
significant at 5% of probability by the F test). The average percentage of
RIL from 2012 seeds had a higher frequency of lines averaging 84% as
showed in histogram (Figure 1-A). On the other hand, the seeds of Fg.11 RIL
population got most of lines with an average emergence, 97.9% (Figure 1-
B). There was a significant interaction between RILs and year (p <0.0001,
by the F test) with a variation coefficient (VC) of 9.97%, which
demonstrates that the seedling emergence percentage lines were different in

each generation F g.10 and F ¢.11 RIL.

Histogram Histogram
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% EMERGENCY SEEDLING 2012 % EMERGENCY SEEDLING 2014

Figure 1: Average percentage of emerged seedlings with populations of 2012
seeds F g:10 RIL (A) and F .10 RIL populations seeds with 2014 seeds (B).

The germination test revealed that the 2012 F g0 Seeds showed
significantly lower average percentage germination (p <0.0001), being that
the most of the lines had an average of 2.3% (Figure 2-A). On the other
hand, 2014 seeds Fq.11 lines, displayed a higher germination percentage, with
the largest number of lines had a mean of 42% and 49% (Figure 2-B).
However, this is not considered ideal percentage for a seed lot for
commercialization. The Anova test showed a significant effect on

germination for harvest year (p <0.0001) with VC of 18%. The Anova found
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a significant effect from the interaction of RILs populations and harvest
year.

Histogram Histogram

Frequency

u u
5 9 14 19 23 28 32 37 42 49 57 65 73

% GERMINATION 2012 % GERMINATION 2014

Figure 2: Average percentage (%) of seed germination with F ¢.10 RIL
populations of 2012 (A) and seeds Fq.11 RIL populations with 2014 seed (B).

The percentage of dead seeds was obtained in the germination test,
these are the seeds that did not germinate. The population of F g.1 lines with
seeds of 2012, showed a higher percentage of dead seeds than the F ¢.11 2014
seeds (Figure 3 A and B). The VC was 32%, the analysis showed a
significant effect on percentage of dead seed for RIL and harvest year, as

well as the interaction between these effects.
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Figure 3: Average percentage (%) of dead seeds Fg.10 RIL populations of
2012 (A) and F ¢.11 RIL populations with 2014 seeds (B).
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The dry matter from the emergency test seedlings, after 20 days of
sowing on stage V2. It was observed that in both treatments the largest

number of lines had weight 0.3 grams are presented on the figure 4.

Histogram Histogram

01 02 04 05 06 07 09 10
Dry matter weight (g) population from 2012

04 05 06 07 08 09 10 11

Dry matter weight (g) population from 2014

Figure 4: Average weight of dry matter of seedlings emerged in grams (g), F
o10 RIL populations of the 2012 year (A) and F ¢11 RIL seeds populations,
2014 seeds (B).

Linkage Map Construction

The linkage map construction is following Stasko et al. (year).

QTL Mapping

Emergence test on seed from 2012: One QTL was found for soybean
seed vigor, has been mapped to linkage group ch19-b. The LOD score was
3.951. The identified QTL explained 5.7% of the phenotypic variation
(PV%) (Table 2, Figure 5). It was flanked by marker Glymal9g41210 left
and the right Glymal9g41390. This QTL was centered around 60 cM and

possessed an additive effect of 5.869.
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Figure 5: Identifications of QTL conferring seeds vigor on chromosome 19,
b linkage group. Mapped in Conrad x Sloan Fe. 10 RIL population. The red
horizontal line represents LOD threshold of significance of 5%, the blue line
represents the peak LOD interval for each QTL, LOD of 3.951. The chart's

upper range are the markers near the QTL.

Emergence test on seed from 2014: Three QTL associated with
soybean seeds vigor were identified (Table 2). Two QTL found on
chromosome 2 were flanked by markers Gm02_43725963 _A_G (left) and
Gm02_43952429 A_G (right) and centered at 103 cM with a LOD score of
797 and also by markers GmO02_45805567 A G (left) and
Gmo02_47528737_C_T (right) at 114 cM with a LOD score of 4.405. These
QTL explained 6.668% and 3.436% PV with additive effects of 1.973 and -
1.416, respectively (Figure 6). The third QTL was found on chromosome 14
at 50 cM. This third QTL was flanked by markers Gm14 6554406 T C
(left) and Gm14 6770667 _T_C (right) with a LOD score of 3.201, PV
2:51% and additive effect 1.209.
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Figure 6: Identifications of a QTL conferring seed vigor on chromosome 2.
Mapped in Conrad x Sloan Fo. 11 RIL population. The red horizontal line
represents LOD threshold of significance of 5%, the blue line represents the
peak LOD interval for each QTL, LOD of 7.97 and 4.405. The chart's upper
range are the markers near the QTL.
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Figure 7: Identifications of QTL conferring seed vigor on chromosome 14.
Mapped in Conrad x Sloan Fo. 11 RIL population. The red horizontal line
represents LOD threshold of significance of 5%, the blue line represents the
peak LOD interval for each QTL, LOD of 3.2. The chart's upper range are
the markers near the QTL.

Germination test 2012, percentage normal seedlings: Two QTL were
found for germination test, percentage of normal seedlings (Table 2). The
first found on chromosome 7, b linkage group, was flanked by markers
GmO07_3281799 T_G (left) and GmO07_1630335_G_A (right) and centered
at 57 cM position with a LOD score of 4.609, PV of 5.942% and additive
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effect of -2.012 (Figure 8). The second QTL whose LOD score was 3.306,
PV 4.378% additive effect 1.745, was found in chromosome 19, b linkage
group, 64.000 position. This was flanked by Gm19 47662191 T_C left and
Glymal9g41870 right (Figure 9).
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Position - cM
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Figure 8: Identifications of QTL conferring germination on chromosome 7, b
linkage group. Mapped in Conrad x Sloan Fg. 10 RIL population. The red
horizontal line represents LOD threshold of significance of 5%, the blue line
represents the peak LOD interval for each QTL, LOD of 4.6. The chart's
upper range are the markers near the QTL.
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Figure 9: Identifications of QTL conferring germination on chromosome 19,
b linkage group. Mapped in Conrad x Sloan Fg. 10 RIL population. The red
horizontal line represents LOD threshold of significance of 5%, the blue line
represents the peak LOD interval for each QTL, LOD of 3.3. The chart's
upper range are the markers near the QTL.

Germination test 2014 percentage normal seedlings: A QTL was

located on the germination test with seeds of 2014, percentage of normal
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seedlings, on chromosome 13, b linkage group, centered 7cM position. This
QTL was flanked Gm13_28206014_A_C (left) and Gm13_28437643 G_A
(right), LOD score of 3.514, PV and 4.482% additive effect -2.753 (Table 2,
Figure 10).
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Position - cM
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Figure 10: Identifications of QTL conferring germination on chromosome
13, b linkage group. Mapped in Conrad x Sloan Fe. 11 RIL population. The
red horizontal line represents LOD threshold of significance of 5%, the blue
line represents the peak LOD interval for each QTL, LOD of 3.51. The
chart's upper range are the markers near the QTL.

Germination test 2012, percentage dead seeds. Two QTL identified
in the percentage of dead seeds using 2012 seeds data (Table 2), the first on
chromosome 7, b linkage group, centered at 52 ¢cM position. This flanked by
markers GmO07_3281799 T _G (left) and Gm07_1630335_G_A (right) with
a LOD score of 4.106, additive effect and 3.666 PV 5.135% (Figure 11). The
second QTL on chromosome 19, in b linkage group, centered at 60 cM
position. Flanked by marker Glymal19g41210 (left) and by Glyma19g41390
(right) with LOD score 13.730. The additive effect was -6.003 and 13.514%
PV (Figure 12).



99

0335_G_A

[~ Om07_3281788_T_G
831

|

LOD score
~N

L L L L O
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60

Position - cM
Chromosome 7 - linkage group b

Figure 11: Identifications of QTL conferring dead seeds on chromosome 7, b
linkage group. Mapped in Conrad x Sloan Fg. 10 RIL population. The red
horizontal line represents LOD threshold of significance of 5%, the blue line
represents the peak LOD interval for each QTL, LOD of 4.1. The chart's

upper range are the markers near the QTL.
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Figure 12: Identifications of QTL conferring dead seeds on chromosome 19,
b linkage group. Mapped in Conrad x Sloan Fg. 10 RIL population. The red
horizontal line represents LOD threshold of significance of 5%, the blue line
represents the peak LOD interval for each QTL, LOD of 13.7. The chart's
upper range are the markers near the QTL.

No QTL were identified from germination test percent dead seeds
from 2014. Similarly, no QTL were identified for dry matter data from the

emergence test.
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Table 2: Quantitative trait loci (QTL) for vigor seedling the soybean emergency and germination test to identified by Inclusive Composite Interval Mapping
(ICIM) using 315 F 9:11 recombinant inbredlines (RILs) of Conrad x Sloan.
LG: linkage group; PV (%): percentage variance; LeftCl: left QTL confidence interval; RightCl: right QTL confidence interval.

Trait LG Left marker Right marker Position LOD Additive  PV(%) LeftCl RightCl

%‘1129 for Chio-b  Glymal9g41210 Glymal9g41390 60000 39511 58693 57083 585000  62.5000
Ch2 for 2014 Ch2 GmM02_ 43725063 A G GmO2 43952429 A G 103000 7.9702 19733  6.6688 1025000  103.5000
Ch2 for 2014 Ch2 GM02_ 45805567 A G GMO2 47528737 C.T 114000 44051 -14169 34368  113.5000  119.5000
%‘11;‘ for Ch14 Gm14 6554406 T C  Gml4 6770667 T C 50000 32018 12096 25100 495000 515000
Ch7for2012 Ch7-b  GmO7 3281799 T G Gmo07 1630335 G_A  57.000 46095 -2.0125 59425 465000  58.5000
%‘11; for Chio-b  Gm19 47662191 T C  Glymal9g41870 64000 33069 17452 43787 625000 655000
ggllf for Chi3-b  Gm13 28206014 A C  Gm13 28437643 G_A 7.000 35148 -27539 44827 65000  75.000

%127 for Ch7b  Gm07 3281799 T G GmO7 1630335 G A 52000 41068 3.6664 51351 405000  58.5000
200229 for  chigh  Glymal9ga1210 Glymal19g41390 60000 137307 -6.033 135147 595000  61.5000

Ch19 for 2012: is the trait of emergence test, the normal seedlings evaluated in the germination test and dead seeds, did not germinate with the seeds of the
2012 RILs population;

Ch2 for 2014: is the trait of emergence test with the seeds of the 2014 RILs population.
Ch14 for 2014: is the trait of emergence test with the seeds of the 2014 RILs population.
Ch7 for 2012: represents the normal seedlings evaluated in the germination test and dead seeds, did not germinate with the seeds of the 2012 RILs population.

Ch13 for 2014: represents the normal seedlings evaluated in the germination test with the seeds of the 2014 RILs population.
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Discussion

The concept of seed vigor is directly related to the deterioration,
since that the greater the vigor, the less the deterioration of seed
(Krzyzanowski & Franca-Neto, 2001). According to The International Seed
Testing Association (ISTA) and the Association of Official Seed Analysts
(AOSA) the effect is defined as the potential of seeds to germinate rapidly
and uniformly under adverse and optimum conditions, therefore, the strong
seed set booths earlier in the field by providing competitive advantage
against weeds and microflora (Miller B., McDonald, Jr., 1975). The
literature reports specific studies for QTL identification for seeds vigor and
soybean seed germination. Several QTL for different traits in soybean are
studied: flowering and maturity (Tasma et al. 2001; Zhang et al. 2004;
Yamanaka et al. 2005; Zhang et al. 2013), soybean seed hardness (Orazaly et
al., 2015), soybean protein concentration (Sebolt et al., 2000; Chapman et
al., 2003; Chung et al., 2003; Fasoula et al., 2004; Hyten et al., 2004;
Panthee et al., 2005; Nichols et al., 2006; Jun et al., 2008; Long Yan et al.,
2014). Concentration of oil in seeds (Specht et al. 2001; Chung et al. 2003;
Kabelka et al. 2004; Reinprecht et al. 2006; Palomeque et al. 2009b; Qi et al.
2011; Eskandari et al., 2013). Resistance and or control the pathogens and
diseases (Hoffmann-Campo et al. 2006; Komatsu et al. 2004; Li et al. 2008;
Silva et al. 2013; Ortega et al. 2016; Lee et al. 2014; Acharya et al. 2015).

In the present study, QTL found are present in chromosomes 2, 7, 13
and 19, associated with soybean seeds quality. Orazaly et al. (2014) found
that QTL on chromosome 7 in the region associated marker Satt677 for
hardness of soybean seeds. In a recent survey of the rice crop, Lai et al.
(2016) concluded that the establishment of seed vigor during maturity is a
complex quantitative trait controlled by the interaction between genetic and
environmental factors. In soybean, the literature points out that the
evaluation of germination and seedling emergence are features with high

heritability and variability (Vasconcelos et al., 2012; Martins et al., 2016.).
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Therefore, selection of genotypes for improving the quality of seeds
is an important feature in conventional breeding programs or by molecular
techniques, and thus the identification of QTL for these characteristics result
in relevant information.

In this study were identified QTL for soybean seeds quality,

however, the %PV explained for each trait was very low.
QTL identified from 2012 and 2014 harvested seed were unique to each year
and possibly reflective of the significant RIL by harvest year interaction.
QTL for the three traits (emergence, percent dead, and percent normal) were
occasionally overlapping. For seeds harvested in 2012, QTL for seedling
emergence was found on the same chromosome region for dead seeds, it was
on chromosome 19, b linkage group flanked by Glymal9g41210 and
Glymal9g41390 markers, showing that this is a possible area where you can
identify QTL for soybean seeds quality. QTL for soybean abortion were
mapped in the same position QTL associated with seed yield and oil content,
both in gDG003 and gDF002 positions (Tischner et al., 2003).

In addition, many QTL govern other important agronomic traits, the
knowledge of these contributes to the development of high-yielding cultivars

associated with high quality, disease and pathogens resistance.
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