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RESUMO

SOUZA, Franciele Barros de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro de
2013. Selegéo de genes candidatos, identificacdo e validacdo de marcadores
SNPs para conteiudo de dleo em soja. Orientador: Maurilio Alves Moreira.
Coorientadores: Everaldo Gongalves de Barros e Newton Deniz Piovesan.

A soja é uma cultura agricola amplamente distribuida por quase todas as
regides do mundo. E uma das principais oleaginosas produzidas e tornou-se uma
espécie de grande interesse, devido aos teores elevados de proteina e Oleo, a
produtividade dos grdos e a possibilidade de sua adaptacdo a ambientes diversos.
Tem sido muito visada como matéria prima renovavel, principalmente na producédo
de biodiesel, sendo uma alternativa para diminuicdo da dependéncia dos derivados de
petroleo. Diferentes marcadores moleculares séo utilizados como ferramentas para a
compreensdo de heranca, relacdes entre individuos e populacGes e para auxiliar no
processo de selecdo de caracteres quantitativos. Os marcadores SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism) tém sido usados em estudos de associacdo baseados em
genes candidatos. Para isto, tecnologias de genotipagem para identificacdo de SNPs,
tém apresentado grandes avancos, como a andalise de dissociacdo em alta resolugéo
(High Resolution Melting analysis Analysis - HRMA), que € um método pés-PCR,
para identificar alteracbes no DNA através da observacao da distor¢do que ocorre na
curva de dissociacdo das amostras. Baseado nestas descricdes objetivou-se neste
trabalho, selecionar genes candidatos para contetdo de 6leo em soja, identificar
SNPs e validad-los em uma populacdo de RILs (linhagens recombinantes
endogamicas), oriundas do cruzamento entre gendtipos parentais Suprema e
CDO01RR8384. Foi possivel selecionar 25 genes relacionados a biossintese de
lipideos no soybase e, através do Northen eletrdnico, pode-se observar que 14 destes
genes foram expressos. Na andlise de polimorfismos dos 14 genes, foram
encontrados 52 SNPs, e com a genotipagem HRM na populacdo de RILs, verificou-
se o perfil de homozigoze e heterozigoze, havendo eficiéncia na identificacdo dos
SNPs. Realizando-se a validacdo dos SNPs na populacdo, observou-se que ndo foi
possivel associar os polimorfismos com as variagdes fenotipicas. Os SNPs
distribuiram-se aleatoriamente, independente do conteddo de Oleo. Esta ndo
correlagdo pode ser devido ao uso de uma populacdo de RILs cultivada em um Gnico

ambiente e a possibilidade de ter sido selecionado QTLs de pequeno efeito.
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ABSTRACT

SOUZA, Franciele Barros de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2013. Candidate genes selection, identification and validation of SNPs markers
for oil content in soybean. Adviser: Maurilio Alves Moreira. Co-advisers: Everaldo
Gongalves de Barros and Newton Deniz Piovesan.

Soybean is a crop widely distributed in almost all regions of the world. It is a major
oilseed produced and become a species of great interest, due to the high content of
protein and oil, productivity and the possibility of adaptation to different
environments. It has been widely targeted as a renewable raw material, mainly for
the production of biodiesel. Different molecular markers are used as tools for
understanding the inheritance of quantitative traits and to assist in the selection
process. SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) markers have been used in
association studies based on candidate genes. For that, genotyping technologies for
SNP identifying, have shown great advances, as the HRMA (High Resolution
Melting analysis), which is a post-PCR method, to identify changes in DNA by
observing the distortion that occurs in the samples melting curves. Based on these
descriptions the aim of this study was to select candidate genes for soybean oil
content, identify SNPs and validate them in one population of RILs (Recombinant
Inbred Lines), originated from crosses between parental genotypes Supreme and
CDO0O1RR8384. It was selected 25 genes related to lipid biosynthesis in the soybase
and, through electronic Northen, it can be seen that these, 14 genes were expressed.
In the polymorphisms analysis of the 14 genes, 52 SNPs were found, and with
HRMA genotyping on the RIL population, it was observed the homozygous and
heterozygous profile, with efficient SNPs identification. Performing the validation of
SNPs in the population, we observed that it was not possible to associate them with
phenotypic variation. SNPs were distributed randomly, independent of oil content.

This lack of correlation may be due to the use of RIL population cultivated in a

single environment and the possibility of being selected QTLs small effect.
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1. INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L).Merrill], € uma das principais culturas agricolas
cultivadas praticamente em todo territério mundial e possui destaque no cenario
mercadoldgico de exportacdo nacional (PAIVA et al., 2006, EMBRAPA, 2004).

O grande interesse no seu cultivo deve-se a composic¢do tipica do gréo, que
apresenta em média de 40% de proteina e 20% de 6leo, além da alta produtividade de
seus cultivares.

Além disso, dentre as diferentes fontes de biomassa, o0 éleo de soja constitue
uma potencial fonte de recurso renovavel para a producdo de combustiveis,
transformando-se em uma alternativa viavel comparada ao diesel (CAVALCANTE
etal., 2011).

O Oleo de soja é composto por triacilglicerdis (TAGs), tendo como
precussores 0s acidos graxos e glicerol 3-fosfato. Dos acidos graxos sdo contituidos
por 12% de acido palmitico (16:0), 4% de &cido estearico (18:0), 23% de acido
oléico (18:1)*°, 53% de acido linoléico (18:2) “°° e 8% de &cido linolénico
(18:3)*3%° (BAUD et al., 2010). A biossintese destes acidos graxos é catalisada por
conjuntos diferentes de enzimas, sendo que a enzima acetil-CoA carboxilase
converte acetil-CoA e CO; a malonil-CoA, em uma reacdo dependente de ATP. O
malonil-CoA produzido pela acdo da acetil-CoA carboxilase € transferido para a
proteina carreadora de grupos acil (ACP) e sdo alongados com adicéo sequencial de
outras unidades de C, para formacéo de acido graxo comum com 16 ou 18 carbonos
(DURRET et al., 2008; ANTHONY et al., 2000).

O controle genético das caracteristicas de interesse em soja envolve
geralmente varios genes e tem interacdo significativa com o ambiente. A utilizacédo
de marcadores moleculares tem levado a identificacdo de inimeros locos para tais
caracteristicas. Neste sentido, os marcadores moleculares apresentam-se como uma
poderosa ferramenta para 0 melhoramento de plantas, aumentando potencialmente
sua eficiéncia por meio de estratégias de selecdo assistida por marcadores (SAM)
(HALLAUER e MIRANDA, 1988).

Existem varios tipos de marcadores moleculares que foram sendo
desenvolvidos ao longo dos anos. Os SNPs sdo baseados em variagdes de

nucleotideos ou pequenas insercdes/delecbes nas sequéncias de bases em fragmentos



homdlogos de DNA, ocorrendo com grande frequéncia em todos os genomas
(COLLINS, 1998; BOTSTEIN e RISCH, 2003), e por isso tem sido foco de pesquisa
de diversos grupos, para o desenvolvimento de marcadores polimérficos e estudos de
associacéo baseados em genes candidatos (RAFALKI, 2002).

O conhecimento das fungdes dos genes envolvidos diretamente na biossintese
de lipidios e a identificacdo de SNPs nestas regides gendmicas, podem possibilitar a
identificacdo de genes candidatos e o desenvolvimento de marcadores alelo
especificos relacionados a expressdo da caracteristica contetdo do dleo em grdos de
soja (MEHRZAD et al., 2013).

Plataformas de sequenciamento e ferramentas de bioinformética, tém
permitido a descoberta mais rapida de polimorfismos, levando para uma visdo muito
mais abrangente do genoma ou transcriptoma, possibilitado o desenvolvimento de
marcadores baseados em um dnico par de bases (SNP) (DESCHAMP e
CAMPBELL, 2009).

Ao longo dos dltimos anos um grande esfor¢co tem sido dedicado ao
desenvolvimento de tecnologias de genotipagem mais precisas, rapidas, e de baixo
custo para identificacdo de SNPs (SOBIN, K. & ASHISH M., 2007). A analise de
dissociacdo em alta resolucdo (High Resolution Melting analysis - HRMA) é um
método poOs-PCR, realizado no aparelho PCR em tempo real, que identifica
alteracbes no DNA através da observacdo da distorcdo que ocorre na curva de
dissociacdo das amostras (WITTWER et al.; 2003; GRAHAM et al., 2005). Para isto
um fluoréforo capaz de se intercalar ao DNA de dupla fita é adicionado na reacdo de
amplificacdo e a amostra é aquecida ao longo de um gradiente de temperatura,
enquanto a fluorescéncia é continuamente coletada para gerar a curva de dissociacao
(VANDERSTEEN et al., 2007; ERALLI, et al.; 2008).

Objetivou-se neste trabalho selecionar genes candidatos no banco de dados da
soja (soybase) relacionados ao contetdo de 6leo a partir de informacdes dos QTLs
para teor de Oleo. A seguir, identificar SNPs nos genes selecionados e valida-los,
utilizando a metodologia de HRM, em uma popula¢do de RILs do programa de

melhoramento da qualidade da soja em desenvolvimento no BIOAGRO/UFV.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Importancia Socioecondmica da Soja

A soja é uma cultura agricola amplamente distribuida por quase todas as
regies do mundo, devido a facilidade do seu cultivo, da aplicabilidade de seus
produtos e derivados, e por apresentar grande importancia socioecondmica (PAIVA
et al. 2006; EMBRAPA, 2004). Possui grande destaque no mercado internacional,
por fornecer matéria-prima para a industria de Gleos vegetais, proteina e farelo
(consumo animal). E uma das principais oleaginosas produzidas e consumidas
mundialmente e tornou-se uma espécie de grande interesse, devido aos teores
elevados de proteina e Oleo, a produtividade dos gréos e a possibilidade de sua
adaptacdo a ambientes diversos (SILVA et al., 2010; DYER et al., 2008).

A soja é constituida, em média, por 40% de proteina, 20% de 6leo, 35% de
carboidratos e 5% de cinzas com base no peso seco da semente. Cada componente é
afetado pelas condi¢cbes ambientais na fase de enchimento dos gréos e varia de
acordo com os diferentes gendtipos (LEE et al., 2007).

O cultivo e producédo da soja vém aumentando a cada ano, sendo que na safra
2011/2012, a area mundial cultivada foi de aproximadamente 100 milhGes de
hectares e a producdo superior a 250 milhdes de toneladas. No Brasil, a area semeada
nesta mesma safra foi superior a 25 milhGes de hectares, com producdo de 66.383
milhdes de toneladas (USDA, 2011; CONAB, 2011).

Segundo a Conab a previsdo da area a ser cultivada para o ano de 2012/2013
esta entre 26,43 e 27,38 milhGes de hectares correspondendo a um crescimento entre
55 e 9,3% com uma producdo aproximada de 82 milhGes de toneladas,
representando um acréscimo de, aproximadamente, 23 milhdes de toneladas
(CONAB, 2012).

Neste cenério, 0 Brasil € o segundo maior produtor, processador e exportador
mundial de soja, farelo e 6leo (SOYSTAT, 2012), com areas disponiveis, condicdes
climéticas e tecnologias para ser, em curto prazo, 0 maior produtor mundial, para
atender a crescente demanda, principalmente da comunidade Européia e Asia
(EMBRAPA, 2011).



2.2. Cenario Mundial e Importancia do Oleo de Soja

O Oleo de soja é o segundo Gleo vegetal mais consumido do mundo,
correspondendo a 28% do total, representando 56% da producdo de oleaginosas
(SOYSTATS, 2012). Os principais paises produtores sdao Estados Unidos, China,
Argentina e Brasil, representando respectivamente cerca de 25%, 19%, 18% e 16%
da produgéo mundial (ICEX, 2011).

Além disso, € muito versatil quanto ao seu processamento e sua formulagéo,
refina a baixo custo, possui pigmentos sensiveis ao calor que sdo removidos por
desodorizacdo, contém elevado teor de iodo, elevado teor de tocoferdis e de acidos
graxos essenciais (ERICKSON, 2001).

Também tem sido muito visado como matéria prima renovavel para uma
grande variedade de produtos industriais, incluindo biodiesel, sendo uma alternativa
para diminuicdo da dependéncia dos derivados de petréleo, abrindo um novo
mercado para essa oleaginosa, com excelentes perspectivas econdmicas e amplos
beneficios ambientais (LEE et al., 2007; CLEMENTE e CAHOON, 2009).

Atualmente, a producdo de biodiesel vem crescendo no mundo todo, com
destaque para a Unido Européia, que lidera a producdo mundial, seguida pelos
Estados Unidos e pelo Brasil. Estima-se que a soja seja responsavel por 70% a 80%
do biodiesel produzido no pais e para atender a demanda cada vez mais crescente de
biodiesel pode-se aumentar a area cultivada (ainda disponivel no Brasil) e, também,
aumentar a produtividade de 6leo via melhoramento genético (ARAUJO, 2006).

A substituicdo de 6leo diesel importado e a necessidade de se utilizar fontes
renovaveis e sustentaveis tornam-se premente a necessidade de se desenvolver novas
cultivares produtivas de soja com teores elevados de Oleo nos graos
(CAVALCANTE et al., 2011).

2.3. Caracterizacdo Quimica dos Oleos Vegetais

As propriedades fisicas e quimicas dos éleos vegetais sdo determinadas pelo
seu conteudo em 4cidos graxos e das suas posicbes dentro da molécula de
triacilglicerol. Quimicamente, todos 0s Gleos sdo compostos por ésteres de glicerol e

por acidos graxos, no entanto, as suas propriedades fisicas sdo muito diferentes,



devido as diferentes propor¢des dos acidos graxos e as diversas estruturas de
triacilglicerois existentes em cada 6leo (DURRETT et al., 2008).

As cadeias dos &cidos graxos variam entre 4 e 24 atomos de carbonos,
podendo ter até 3 ligacBes duplas. Dado ao elevado conjunto de possibilidades no
que se refere ao nimero total de atomos de carbono, grau de insaturacdo, geometria e
posicao das ligacdes duplas, ocorréncia de grupos substituintes e as suas respectivas
posicdes na cadeia carbonada, existe uma grande diversidade de &cidos graxos na
natureza. No entanto, os mais abundantes sdo os de cadeia linear e com nimero par
na sua cadeia carbonada. Assim, os &cidos graxos podem ser classificados como
saturados, monoinsaturados e polinsaturados (LEE et al., 2007).

Oleo da semente da soja é composto por 12% de &cido palmitico (16:0), 4%
de 4cido estearico (18:0), 23% de 4cido oléico (18:1)*°, 53% de 4cido linoléico
(18:2)*°°, e 8% de 4cido linolénico (18:3)*%°. As fragbes 16:0 e 18:0 sdo &cidos
graxos saturados que constituem 15% do Oleo de soja, os 85% restantes séo
compostos de acidos graxos insaturados 18:1, 18:2 e 18:3 (BAUD e LEPINIEC,
2010).

Devido aos efeitos benéficos para a saude, tém sido estimulado o
desenvolvimento de variedades de soja com menor teor de gorduras saturadas,
diminuindo o teor dos acidos graxos 16:0 e 18:0 de 15% para 7%, com maior teor de
acido oléico (18:1) para aumentar a estabilidade oxidativa e extensdo da utilidade de
0leo de soja, a temperaturas de cozimento elevadas. Uma dieta em que o consumo de
Oleo € elevado em 18:1 esta associada com reducdo de colesterol, arteriosclerose e
doencas do coracdo (GRUNDY, 1986; WARDLAW e SNOOK 1990; CHANG e
HUANG, 1998). Além disso, pesquisas também tém focado na reducdo dos acidos
graxos poliinsaturados linoléico (18:2) e linolénico (18:3), devido a susceptibilidade
de oxidacdo, resultando em reducdo da vida de prateleira, baixa estabilidade a

elevadas temperaturas de cozimento e sabores desagradaveis (LEE et al., 2007).

2.4, Biossintese de Acidos Graxos

A Dbiossintese de &cidos graxos é catalisada por conjuntos diferentes de
enzimas e ocorre em compartimentos distintos da célula. A etapa inicial ocorre no
cloroplasto, em que a enzima acetil-CoA carboxilase converte acetil-CoA e CO, a

malonil-CoA, em uma reacdo dependente de ATP. O malonil-CoA produzido pela



acdo da acetil-CoA carboxilase é transferido para a proteina carreadora de grupos
acil (ACP) e sédo alongados com adicdo sequencial de outras unidades de C, para
formacéo de &cido graxo comum com 16 ou 18 carbonos que serdo transportados
para o citoplasma ou seguirdo a via plastidial do glicerol-3-fosfato (DURRET et al.,
2008; ANTHONY et al., 2000).

Apds a transferéncia do malonil-CoA ao ACP, inicia-se uma etapa de
condensagdo dos grupos acetil e malonil, catalisada pela enzima B-cetoacil-ACP
sintase, para formar acetoacetil-ACP. Posteriormente ocorre uma etapa de reducgéo
do grupo carbonila, produzindo hidroxibutiril-ACP, catalisada pela cetoacil-ACP
redutase e tendo o NADPH como doador de elétrons. A reacdo seguinte € a
desidratacdo pela hidroxibutiril-ACP desidratase para formar duplas ligagdes no
produto, trans-butenoil-ACP. Finalmente ocorre a reducao da dupla ligacéo pela acao
da enoil-ACP redutase para produzir butiril-ACP. A acdo combinada destas rea¢des
promove o alongamento do precursor de acido graxo em dois carbonos por ciclo
(BAUD et al., 2008; KINNEY, 1994).

Sete ciclos de condensacdo e reducdo produzem o grupo palmitoil saturado
com 16 carbonos, neste ponto o alongamento da cadeia geralmente cessa e o
palmitato livre é separado da molécula de ACP pela acdo de uma atividade
hidrolitica existente no complexo sintase. O palmitato € o precussor do estearato
(18:0), dos é&cidos graxos saturados com cadeia ainda mais longa e, também dos
acidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados (DAVID e MICHAEL, 2010).

No reticulo endoplasmatico ocorre a formacdo de triacilglicerdis (TAGS),
tendo como precussores 0s acidos graxos e glicerol 3-fosfato. O primeiro estagio na
biossintese dos TAGs, a glicerol-3-fosfato aciltransferase transfere o grupo acetil do
acetil-Coa para a posicdo sn-1 do glicerol-3-fosfato produzindo acido lisofosfatidico,
em seguida, a l-aciltransferase acil-glicerol-3-fosfato transfere outro grupo acil do
acil-Coa para a posicao Sn-2 do acido lisofosfatidico, formando o &cido fosfatidico.
A defosforilacdo do acido fosfatidico por fosfatases de acido fosfatidico leva a
formacdo do diacilglicerol (DAG) que pode ser acetilado pela diacilglicerol
aciltransferase na posicdo Sn-3 para a producdo dos triacilglicerdis.
Alternativamente, o acido fosfatidico e o diacilglicerdis podem ser utilizados como
precursores dos principais glicerolipideos de membranas (ANTHONY et al., 2000,
DYER et al., 2008).



Dado o valor elevado e demanda global de 6leos, hd& um interesse
considerdvel no aumento da producéo de 6leo por engenharia genética. Para isto, é
muito importante uma melhor compreenséo da biossintese de &cido graxo e da sua
regulacdo (BAUD et al., 2008; DURRETT et al., 2008; DYER et al., 2008).

2.5. Marcadores Moleculares e Locos com Caracteristicas Quantitativas

Diferentes marcadores tém sido utilizados como ferramentas para a
compreensdo de heranca e relagdes entre individuos e populagdes. Durante as Gltimas
trés décadas de desenvolvimento nas areas de bioquimica e biologia molecular,
muitos sistemas de manipulacdo do DNA foram surgindo, contribuindo para um
melhor entendimento das relagdes de diferentes espécies (BENGTSSON, 2009).

O desenvolvimento de técnicas passaram a fornecer um numero ilimitado de
marcadores altamente polimérfico para qualquer organismo vivo, possibilitando a
amplificacdo de fragmentos de DNA in vitro, através de PCR (Polymerase Chain
Reaction), utilizando oligonucleotideo iniciadores ou primers de sequéncias
conhecidas e complementares as extremidades dos segmentos a serem amplificados,
direcionando a sintese de DNA alvo em ciclos repetidos (MULLIS et al., 1986).

A caracterizacdo de gendtipos por meio de marcadores moleculares tem-se
tornado cada vez maior e tém auxiliado no mapeamento genético, separacdo entre
espécies de plantas, no estudo da quantidade de variacdo no germoplasma de plantas,
comparacgdes entre diferentes acessos e selecdo de individuos no melhoramento
genético (FORT-LLOYD et al., 1994).

A natureza poligénica dos caracteres de importancia agronémica e a interacao
gendtipo-ambiente constituem um dos maiores desafios para o processo de selecao
de plantas em programas de melhoramento (BOREM e CAIXETA, 2006). Sendo
assim, a utilizacdo de marcadores moleculares permite a identificacdo e selecdo de
individuos baseada diretamente no gendtipo, o que resulta em maior eficiéncia nos
ganhos genéticos (LOPES, 2007).

As caracteristicas de importancia agronémica geralmente sdo de heranca
quantitativa, e sua manipulacdo é complexa em relagdo as caracteristicas de heranca
simples. O controle genético da variagcdo quantitativa envolve geralmente muitos
locos, de efeito e magnitude na maioria das vezes desconhecida. Estes locos,

chamados de QTLs (Quantitative Trait Loci), tem sido muito estudados por



marcadores moleculares, levando a identificacdo das principais caracteristicas de
interesse (BOUCHEZ, et al., 2002), principalmente relacionados com a concentracéo
de 6leo em sementes na cultura da soja, o que pode facilitar no desenvolvimento de
genotipos com alto teor de dleo (DIERS et al., 1992; LEE et al., 1996; CANAKCI e
GERPEN, 2001; HYTEN et al., 2004; PANTHEE et al., 2005; QI et al., 2011).

No melhoramento, os marcadores moleculares podem ser empregados para
auxiliar no processo de selecdo de caracteres quantitativos. Fatores de qualidade do
grdo, como conteddo de proteina e Oleo, tém recebido grande atengdo dos
melhoristas nos ultimos tempos (NICHOLS et al., 2006).

Existem muitos tipos de marcadores moleculares que foram sendo
desenvolvidos ao longo de muitos anos, com intuito de aprimorar a identificacado de
diversas caracteristicas. Os principais podem ser classificados em dois grupos,
conforme a metodologia utilizada para identifica-los: hibridizacdo ou amplificagdo
de DNA via PCR. Entre os identificados por hibridizagcdo estdo os marcadores RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) (BOTSTEIN et al, 1980) e
minissatélites ou locos VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) (JEFFREYS et
al., 1985). Ja aqueles revelados por amplificagdo incluem os marcadores do tipo
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (WILLIAMS et al., 1990); SCAR
(Sequence Characterized Amplified Regions) (PARAN e MICHELMORE, 1993);
Microssatélite (LITT e LUTY, 1989); AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) (ZABEAU, 1993); ISSR (Inter Simple Sequence Repeat)
(ZIETKIEWICZ et al., 1994) e SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) (KWOK,
1996).

2.5.1. Polimorfismos de Base Unica (SNPs)

SNPs séo variacfes de nucleotideos ou pequenas insercdes/delecbes nas
sequéncias de bases em fragmentos homdlogos de DNA, sendo estes as mais
frequentes formas de polimorfismo observado no genoma (COLLINS, 1998).
Ocorrem com grande frequéncia em todos os genomas, e provavelmente sdo
responsdveis pela maioria das contribuicbes em variacfes alélicas do gendtipo,
resultando na variacao do fenotipica (BOTSTEIN e RISCH, 2003).

Estes polimorfismos ocorrem tanto em regides codificadoras (éxons), ndo

codificadoras (introns), regifes transcritas e ndo traduzidas quanto em regibes
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promotoras dos genomas (RAFALSKI, 2002). Podem também afetar o splicing
alternativo, quando se encontram nas juncdes intron-éxon; gerar alteragdes no padrdo
de expressdo de genes quando ocorrem em regides promotoras; gerar ou suprimir
cédons de terminacdo ou poliadenilagdo na molécula de RNA mensageiro; e alterar
cddons de iniciacao de traducgdo e, consequentemente afetar a quantidade de proteina
produzida (KWOK e GU, 1999).

SNPs em regibes cis-regulatdrias podem ter um impacto consideravel em um
fendtipo, uma vez que, podem alterar a afinidade de fatores de transcricdo por estas
regides, alterando o nivel de transcricdo e, podendo levar a uma mudanca na
disponibilidade de uma determinada proteina. Acredita-se que tenham um papel
importante na evolucdo das espécies por levarem a uma modulacdo leve de
determinados tragos fenotipicos (WRAY, 2007).

No genoma de soja, a frequiéncia de ocorréncia de SNPs tem sido o objetivo
de estudo de diversos grupos de pesquisa, para o desenvolvimento de marcadores
polimdrficos para uso no mapeamento genético de alta resolucdo, assim como para
estudos de associacdo baseados em genes candidatos (RAFALKI, 2002).

O conhecimento das funcbes dos genes envolvidos diretamente na biossintese
de lipidios e a identificacdo de SNPs nestas regides gendmicas, podem possibilitar a
identificacdo de genes candidatos e o desenvolvimento de marcadores alelo
especificos relacionados a expressdo da caracteristica contetdo do 6leo em grdos de
soja (MEHRZAD. et al; 2013).

2.5.2. ldentificacdo de SNPs e Técnicas de Genotipagem

Deteccdo de variantes no genoma dentro de uma espécie € 0 primeiro passo
para relacionar as variacdes genotipicas e fenotipicas. A conversdo destas variantes
genéticas em marcadores moleculares € muito importante em espécies de culturas
agrondmicas, pois permite uma efetiva estratégia de sele¢do assistida com
marcadores, fingerprinting do genoma inteiro, estudos de associacdo, mapa de genes
baseado em clonagem e analises de base populacional (ANSORGE, 2009).

Para esses objetivos, plataformas de sequenciamento de Ultima geracdo tém
permitido a descoberta de polimorfismos mais rapidos, levando para uma visao

muito mais abrangente do genoma ou transcriptoma, possibilitando o



desenvolvimento de marcadores baseados em um Uunico par de bases (SNP)
(DESCHAMPS e CAMPBELL, 2009).

Com o uso de ferramentas de bioinformatica, tem sido possivel gerar e
analisar um grande numero de dados de sequéncias de DNA e dessa forma identificar
SNPs (WANG et al., 1998). Além disso, também sdo Uteis na construcdo e
manutencéo de bancos de dados que podem ser acessados pela internet e que atuam
como sedes de referéncia para deposicio de SNPs (GUIMARAES e COSTA, 2002).

Ao longo dos ultimos anos um grande esforco tem sido dedicado ao
desenvolvimento de tecnologias de genotipagem mais precisas, rapidas, e de baixo
custo para a analise de SNPs (SOBIN e ASHISH, 2007). O rapido progresso
tecnologico faz com que seja dificil escolher meétodos apropriados para uma
determinada aplicacdo (CHEN e SULLIVAN, 2003).

A maioria dos métodos utilizados para genotipagem de SNPs se baseia na
obtencdo e na separacdo de produtos de PCR. Nesse processo geralmente ocorre a
formacdo do produto alelo-especifico para o0 SNP de interesse, por meio de reacgdes
bioguimicas e posteriormente ocorre a deteccdo do genoétipo. Segundo Sobin e
Ashish (2007), os métodos de extensdo do primer, hibridizacéo, ligacdo e clivagem
enzimatica sdo os mais utilizados para deteccdo alélica e os genotipos podem ser
identificados com base em sua massa, fluorescéncia ou quimiluminescéncia.

O método basico de genotipagem é baseado na técnica de PCR-RFLP
(VARSHNEY et al., 2007). O fragmento contendo o SNP de interesse é amplificado
com iniciadores especificos, purificado e submetido a um tratamento com uma
enzima de restricio que reconheca apenas um dos alelos. Posteriormente, 0s
fragmentos sdo separados por eletroforese em gel de poliacrilamida ou agarose para
diferenciacdo dos alelos por tamanho. Além de extremamente trabalhoso, para o
emprego desse método, é necessario que haja uma enzima de restricdo que diferencie
os dois alelos, o que nem sempre € possivel.

Um grande avanco na genotipagem de SNPs surge com metodologias que
utilizam sequenciadores automaticos para a realizacdo de uma eletroforese com
produtos de PCR marcados com corantes fluorescentes (CAETANO, 2009).

Além disso, existe a metodologia de NUDGE (Nucleotide Depletion
Genotyping), que utiliza espectrometria de massa (MALDI-TOF). Esta utiliza uma
mistura de dideoxinucleotideos faltando um dos nucleotideos do sitio polimorfico

para a reacdo. Durante a extensdo dos primers a enzima DNA polimerase se dissocia

10



do molde de DNA na posicdo onde o nucleotideo deletado for requerido, o que
possibilita a determinacdo do polimorfismo, através da analise no espectrdmetro
MALDI-TOF, que detecta com exatiddo os valores das massas nas reagdes
(BLONDAL et al., 2003).

As metodologias de genotipagem utilizando equipamentos de PCR em
Tempo Real (Real Time PCR), com a andlise de dissociacdo em alta resolucéo
(HRMA), também tém sido muito importantes (WITTWER et al.; 2003).

2.5.2.1.  Andlise de Dissociacdo em Alta Resolu¢do (HRMA)

A anélise de dissociacdo em alta resolugdo (High Resolution Melting analysis
- HRMA) é um método p6s-PCR bastante recente, homogéneo, rapido e simples. Foi
introduzido em 2002 através da colaboracéo entre a academia (Universidade de Utah,
UT, EUA) e a industria (Idaho Technology, UT, EUA) para deteccdo de alteragdes
na sequéncia do DNA (REED et al., 2007).

Esta técnica ndo necessita de processamento, adicdo de reagentes ou
separacdo das amostras apds a PCR, visto que um fluoréforo capaz de se intercalar
ao DNA de dupla fita € adicionado na reacdo de amplificacdo gerando uma curva de
dissociacdo. Para isso, a amostra é aquecida ao longo de um gradiente de
temperatura, enquanto a fluorescéncia é continuamente coletada. Conforme a
temperatura é elevada, a fluorescéncia decresce, refletindo a desnaturacdo do DNA
em fita simples. A partir da curva de dissociacdo, a temperatura de dissociacdo (Tm)
da amostra pode ser obtida, a qual é definida como a temperatura em que 50% de
cada molécula de DNA esta desnaturada (VANDERSTEEN et al., 2007; ERALI et
al., 2008).

A obtencdo das curvas com alta resolucdo é possivel devido a utilizacdo de
fluoré6foros, que apresentam baixa toxicidade para a reacdo e ndo inibem a PCR
mesmo presentes em altas concentragBes. Isso significa que o0s sinais de
fluorescéncia medidos tém maior fidelidade (sensibilidade e resolucédo),
aparentemente devido a menor proporcdo de redistribuicdo de corante das regibes
desnaturadas para aquelas ainda em dupla cadeia (REED et al., 2004; KRYPUY et
al., 2006; HERRMANN et al., 2007; VILLELA et al., 2010).

A identificacdo de alteraces no DNA por HRMA ¢ realizada através da

observacédo da distorgdo que ocorre na curva de dissociacdo de amostras na forma de
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heterodUplices, quando comparadas a amostras controle de homozigotas. As regifes
de Tm das sequéncias de DNA sdo medidas adequadas para analise da curva de
dissociacdo, sendo possivel observar o formato da curva para cada individuo, com
diferentes formas alélicas (WITTWER et al., 2003; GRAHAM et al., 2005).

Para eficicia dos ensaios HRMA é necessario a utilizagdo de equipamentos
com elevada intensidade e sensibilidade Optica; captura de dados com rapidez;
controlo rigoroso e muito preciso; analise de fragmentos de DNA até 250 pb
(produtos maiores podem ter menor resolucdo); utilizacdo de amostra suficiente;
manutencdo das concentracbes das amostras similares; uniformidade no volume
entre as amostras e contetido CG (ERALI et al., 2008; SMITH et al., 2009).

Para cada sequéncia de DNA existe uma curva e temperatura de dissociacdes
especificas, o que demonstra uma ampla aplicacdo para a metodologia como:
deteccdo de mutacgdes, triagem de heterozigotos, genotipagem, caracterizacdo de
blocos de haplétipos, andlise de metilagio de DNA, mapeamento de DNA,
prevaléncias alélicas numa populacéo e identificacdo de espécies (HERRMAN et al.,
2007; VILLELA et al., 2010).
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

Selecionar genes candidatos para contetdo de dleo em soja, identificar SNPs nestes
genes e valida-los como marcadores associados ao contetdo de 6leo.

3.2. Etapas

e Pesquisar genes candidatos no banco de dados da soja (soybase) relacionados
ao conteudo de Oleo a partir de informagOes de QTLs pré-existentes para teor
0leo;

e Analisar as possiveis copias dos genes, no programa phytozome, observando
todas as caracteristicas possiveis;

e Alinhar sequéncias peptidicas entre as copias de genes, utilizando o programa
clustalWw;

e Analisar a expressdo (Northem eletrénico) dos genes candidatos para
conteudo de dleo, utilizando a ferramenta blast local baixada do NCBI;

e Construir primers a partir dos genes expressos, observados no Northem
eletronico;

e Amplificar os primers em DNA de individuos contrastantes para o teor de
Oleo;

e Purificar e sequenciar os produtos dos PCRs;

e Analisar polimorfismos (SNPs) entre individuos contrastantes para teor de
Oleo;

e Validar os primers, utilizando a metodologia de HRM, em uma populacgéo de
RILs do programa de melhoramento da qualidade da soja em
desenvolvimento no BIOAGRO/UFV.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Selegéo de Genes Candidatos e ldentificagdo de Polimorfismos

Para a identificacdo de SNPs foram efetuadas pesquisas in silico com o
intuito de identificar sequéncias codificadoras de genes envolvidos na via de
biossintese de &cidos graxos, denominados de genes candidatos, para isso foi

executado 0s seguintes passos.

4.1.1. Pesquisa no banco de dados da soja (soybase)

Foi realizada uma busca no banco de dados da soja por QTLs associados ao
contetdo de 6leo. Pesquisaram-se informagdes completas dos QTLs, como: o loco,
marcadores moleculares associados ao loco, marcadores flanqueadores do loco,
grupo de ligacdo e posicdo do QTL no genoma. A partir destas informacdes, foi
possivel uma busca no genoma da soja para encontrar genes flanqueadores do
marcador molecular, e em seguida foi realizado uma pesquisa na literatura para
encontrar os genes relacionados com a biossintese de acidos graxos. Para 0s genes
envolvidos na via metabolica dos acidos graxos, as sequéncias gendmicas

disponiveis no soybase foram selecionadas.

4.1.2. Anélise no Phytozome

O programa phytozome foi utilizado para verificar em quais grupos de
ligacdo o gene de interesse, selecionado no soybase, esta presente. Sequéncias com o
valor de e-value até -80 foram selecionadas, atentando-se para analisar todas as
caracteristicas disponiveis para cada gene, como: sequéncia genémica, transcrita,
traduzida (ESTs) e peptidica.

4.1.3. Alinhamento no ClustalwW

Foi realizado um alinhamento a nivel peptidico na ferramenta clustalW das

cdpias de cada gene para verificar o nivel de identidade entre as sequéncias.
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4.1.4. Anélise in silico

Obteve-se 0 pacote de instalacdo do programa Blast local do NCBI e
bibliotecas de cDNA da soja no soybase, para realizar um Northen eletronico com as
sequéncias selecionadas do alinhamento com o clustalW. Para esta andlise, foi
utilizado sequéncias expressas (ESTs) para cada gene. As bibliotecas utilizadas para
realizar o blast foram selecionadas, nas que possivelmente conteriam sequéncias
relacionadas a via de biossintese de &cidos graxos, como as bibliotecas de semente,
vagem, cotilédone e folha.

4.1.5. Desenho dos Primers

Baseado no resultado do Northem eletrénico foram selecionados apenas as
sequéncias expressas para realizar o desenho dos primers. Para isto foram utilizadas
sequéncias regulatorias 5' UTR e 3' UTR para cada gene com base nos dados de
sequéncias das regides pré-selecionadas disponiveis no phytozome. Foi utilizado o
programa ‘“Primer3 Input Program” para desenhar primers objetivando amplificar
fragmentos de DNA de aproximadamente 800 a 900 pb (pares de bases). Para cada
primer desenhado foi realizado testes in silico com o programa primer select e o

programa iPCR, para testar a viabilidade destes.

4.1.6. Material Genético

Foram utilizados seis gendtipos parentais de soja com diferentes contetdos de
6leo na identificacdo dos SNPs: A7002, Suprema, CD219, P1371611, CD01RR8384
e CD222.

No processo de validagdo dos SNPs foi utilizada uma populac¢do de RILs na
geracdo F7. Para a obtencdo da populacdo de RILs os gendtipos Suprema e
CDO01RR8384 foram cruzados. Sementes F1 deste cruzamento foram autofecundadas
e desenvolvidas até a geracdo F7 por meio de SSD (single seed descendent). A
populacdo de RILs utilizada para genotipagem e fenotipagem era constituida de 232

individuos deste cruzamento.
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4.1.7. Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada pelo método CTAB, descrito por Doyle e
Doyle (1990), a partir de tecidos de folhas.

O tampéo de extracdo de DNA foi preparado, contendo 2% v/v de CTAB, 1,4
mol/L de NaCl, 20 mmol/L de EDTA, 100 mmol/L de Tris-HCIl a pH 8,0; 2% m/v de
Polivinilpirrolidona sélido e 0,2% (v/v) de B-mercaptoetanol.

Cerca de 200 a 300 mg de folhas foram trituradas na presenca de N2 liquido,
sendo o poé resultante transferido para microtubos, aos quais foram adicionados 700
uL do tampdo de extracdo. Os tubos foram agitados no vortex por aproximadamente
20 segundos e incubados em banho-maria a 65° C por aproximadamente 30 minutos.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por cinco minutos a 14.000 rpm em
microcentrifuga e o sobrenadante transferido para novos tubos.

Ao sobrenadante adicionou-se 700uL de cloroformio-alcool isoamilico (24:1)
e 0s tubos foram invertidos suavemente e novamente centrifugados por 5 min a
14.000 rpm. Em seguida a fase aquosa foi transferida para novos tubos, realizando
uma segunda desproteinizacdo com cloroférmio-alcool isoamilico (24:1),
transferindo novamente a fase aquosa para novos tubos. Em seguida, foi adicionado
isopropanol gelado (proporcdo de 1:1) e incubados -20° C por uma noite. Apos
centrifugacdo por 10 min a 14.000 rpm, o precipitado resultante foi lavado uma vez
com etanol 70%, e uma vez com etanol 95% e secou-se a temperatura ambiente por
15 a 20 minutos. O DNA foi ressuspendido em TE (10 mmol/L de Tris-HCI, 1
mmol/L de EDTA, pH 8,0), contendo RNAse na concentracéo final de 60 pg/mL e

incubado em banho-maria a 37 °C por uma hora e meia.

4.1.8. Reacdo de PCR

Todos os primers obtidos foram utilizados inicialmente para amplificar DNA
gendmico dos genotipos selecionados para teor de 6leo.

As reacdes de PCR foram realizadas em termociclador (Eppendorf) com um
volume total de 30 pL, contendo, Tris/KCl pH 8,3 (0,25 mM), MgCl, (50 puM),
dNTPs (2,5 mM), 5 uM do primer, 30 ng de DNA e uma unidade de Taqg DNA

polimerase platinun.
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O processo de amplificagcdo foi realizado com um ciclo de desnaturacdo
inicial a 94°C por 2 minutos e posteriormente seguiu um programa de 35 ciclos,
sendo que em cada ciclo ocorre: desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a
57°C por 30 segundos, elongacéo a 72°C por 30 segundos e a extens&o final a 72°C
por 7 minutos.

Os produtos da reacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose
1,7% imersos em tampdo TBE 1x (Tris-base, acido bérico e EDTA), a 100 volts
durante 2 horas. Primers que geraram apenas um produto de amplificagdo foram
selecionados para as analises de polimorfismos.

4.1.9. Purificacdo da reacdo de PCR e Sequenciamento de DNA

Para a purificacdo do produto da reacdo de PCR, foi utilizado 7,2 ul da
enzima ExXoSAP IT para 18 pl do produto da reacdo de PCR, posteriormente, foi
incubado a 37°C durante 15 minutos (para ocorrer a degradacdo do excesso de
primers e nucleotideos) e a 80°C por 15 minutos (para a inativacdo da enzima).

Em seguida os fragmentos foram encaminhados para sequenciamento na
Macrogen - Korea. As reacGes de sequenciamento foram baseadas na técnica de
terminacdo em cadeia por dideoxinucleotideos (ddNTPs), descrita por SANGER et
al. (1977).

As sequéncias forward e reverse, para cada genotipo, foram montadas usando
0 programa sequencher 4.1.4 (Gene Codes Corporation) e a seqtiéncia consenso foi
utilizada no alinhamento com programa clustal W para verificar as base

polimérificas entre os individuous parentais contrastantes para contetdo de éleo.

4.2. Processo de Validacdo dos SNPs

4.2.1. Processo de Genotipagem

Foi utilizado a metodologia HRM com o uso do aparelho PCR em tempo real
da Qiagen (RotorGene) e Kit HRM desenvolvido pela Qiagen com corante
EVAGreen. Para esta técnica, primers especificos foram sintetizados no programa

“Primer3 Input Program”, seguindo os padrfes descritos na literatura para HRM,
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com Tm acima de 56°C, tamanho do produto de amplificacdo entre 80 a 220 pares de
bases (abrangendo apenas a area polimorfica) e contetdo de G/C acima de 40%.

As reagdes do PCR para HRM foram realizadas com um volume total de 25
uL, contendo 2x HRM PCR, 10 uM de primer, 30 ng de DNA e agua livre de
RNAse.

O processo de amplificagdo foi realizado com um ciclo de desnaturacgéo
inicial a 95°C por 5 minutos e, posteriormente, seguiu um programa de 40 ciclos,
sendo que em cada ciclo ocorre desnaturacao a 95° C por 30 segundos, anelamento a
60° C por 30 segundos e elongacéo a 72 ° C por 30 segundos.

Ao final da reacdo foi gerada uma curva de dissociacdo para cada genotipo,

baseado na Tm de cada sequéncia génica com os respectivos polimorfismos.

4.2.2. Processo de Fenotipagem

As determinagdes dos teores de proteina e 6leo da populacdo de RILs foram
feitas no Laboratorio de Analises Bioguimicas /BIOAGRO/UFV. Sendo coletados 10
g de sementes de cada progénie. As sementes foram trituradas em um moinho de
forma a gerar granulometria adequada para leitura em espectrémetro do

infravermelho proximo (FT-NIR, equipamento Thermo Scientific, modelo Antaris

).

4.2.3. Analises estatisticas

Foi realizado a analise de segregacédo de cada marcador por meio do teste qui-
quadrado (P < 0,05) utilizando o critério de Protecdo Bonferroni.

Para avaliar se os dados fenotipicos apresentavam distribuicdo normal, foi
utilizado o teste de normalidade, empregando teste de assimetria (s), teste de curtose
e teste de Lilliefors.

As analises dos dados moleculares de associacdo com caracteres quantitativos
na populacdo de RILs em busca de QTL foram realizadas por meio de mapeamento
por marcas simples, empregando a analise de variancia (ANOVA).

Todas as analises estatisticas apresentadas neste trabalho foram avaliadas por
meio do aplicativo computacional GQMOL (SCHUSTER e CRUZ, 2004)

desenvolvido na Universidade Federal de Vigosa.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3. Selegédo de Genes Candidatos e Identificagdo de Polimorfismos

Foram selecionados oito QTLs no banco de dados da soja (soybase)
relacionados ao conteudo de 6leo, baseado nos maiores valores do coeficiente de
determinagédo (R,%) (Tabela 1). Segundo Shoemaker et al. (2008) existem mais de
mil locos de caracteristicas quantitativas (QTL) mapeados em soja e mais de 120
para conteido de 6leo reportados em todos os 20 grupos de ligacdo (Qi et al., 2011;
Soybase, 2012).

Tabelal: Caracteristicas genéticas de QTLs para conteddo de 6leo no mapa
gendmico da soja.

QTL Loco Marcadores flanqgueadores LG Cr R, % Posicao
Oil 2-7 A023_1  Satt613 - Satt284 L 19 22 36.70
Oil9-3 A489 1  Satt229 - BARC-021321-04035 L 19 19 9537
Oil2-6 A242_1  Sat 287 - BARC-015539-01995 B2 14 20 33.13
Oil2-5 SAC7_1 BARC-031269-07029 - BARC-042629-08331 E 15 23 06.30
Oil 2-3 GENE_Pb Satt411 - BARC-008231-00112 E 15 27  13.60
Oil2-8 K229 1  BARC-020075-04435 - BARC-014819-01679 E 15 22 28.27
Oil2-4 A454 1 BARC-014819-01679 - Satt651 E 15 23 30.89
Oill3-1 B170 1  Satt511 - Satt225 Al 5 18 94.92

*LG - grupo de ligacdo; Cr - cromossomo

A Cada QTL estdo associadas informac6es que facilitam a busca no genoma
por genes relacionados ao contetido de 6leo. Como, por exemplo, 0s locos génicos
com as informacdes quantitativas, os marcadores moleculares que estdo flanqueando
cada loco, o grupo de ligacdo e o cromossomo em que o QTL esta presente, com uma
possivel posicdo no genoma. David et al. (2010) apresentaram a importancia do
soybase, demonstraram todos o0s caminhos para seu uso, explicaram que as
informacBes genéticas contidas no soybase sdo importantes para realizar varios
estudos com G. max, confirmando as escolhas para o direcionamento das pesquisas
deste trabalho.

A partir das informag¢6es mencionadas na Tabela 1 foi possivel realizar uma
busca no genoma da soja para genes relacionados a biossintese de acidos graxos

(Tabela 2). Foram encontrados 25 genes, tendo alguns QTLS com maiores
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quantidades de informagdes génicas para biossintese de lipideos, como por exemplo,

0 0il2-5 que esta presente no cromossomo 15, com 6 genes.

Tabela 2: Genes relacionados a via de biossintese de acidos graxos préximos a QTLS

para conteido de 6leo em soja.

QTLs  Genes selecionados

oil 2-7  Dominio AP2; Dominio B3

0il 9-3  Dominio WRKY; Dominio Myb

oil 2-6  Acil transferase, WD40

oil 2-5  Oxoacil; Dominio WRKY; Dominio AP2
Dominio MYC; WDA40; Acetil CoA carboxilase

0il2-3  Acilglicerol; Dof mMRNA,; Oxisterol; Oxoacil

0il2-8  WDA40; Proteina carreadora de Acil

0il2-4 MADS; GDSL; Fator bZIP73B

0il 13-1 N-MYC; Dominio Myb; Acetil-CoA carboxilase
Carboxilase:Piruvate/ Acetil-Coa/Propionil-Coa

Muitos estudos descreveram o envolvimento de genes na acumulagdo de 6leo
em plantas, como os trabalhos de Mihalik et al. (2002); Hader et al. (2003); Oswald
et al. (2004); Mendoza et al. (2005); Wang et al. (2007); Durret et al. (2008); Dyer et
al. (2008); Mendonza et al. (2008); Baud e Lepiniec (2010); Morrish et al. (2010);
NGO et al. (2010); Shi et al. (2011). Estas pesquisas foram importantes para selecéo
dos genes estudados no presente experimento.

A partir das sequéncias gendmicas dos 25 genes foram realizadas analises no
Phytozome para verificar quantas copias existiam para cada gene no genoma. Foi
encontrado mais de uma coOpia para cada um dos genes e com a andlise do
alinhamento de cada conjunto de cdpias pelo programa ClustalW foi selecionada
apenas a sequéncia originalmente obtida no soybase e também aquela que apresentou
uma alta identidade na sequéncia peptidica com a mesma.

O site Phytozome é um banco de dados que oferece acesso a familias de
genes individuais de 18 genomas de plantas. Similaridade de sequéncia e busca
baseada em palavras-chave podem ajudar a identificar genes e familias de genes de
interesse e facilitar varios estudos (PHYTOZOME WORKSHOP, 2010).

Para a maioria dos 25 genes foram selecionadas duas sequéncias, com
excec¢do de trés dos genes (Acil Glicerol 3-fosfato aciltransferase, WRKY e WDA40),
pois para estes todas as cdpias apresentaram menor que 50% de identidade no

alinhamento peptidico. Os 25 genes foram analisados por northern eletrbnico, e
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destes, apenas 14 foram expressos (Tabela 3). Dez deles codificam fatores de
transcricdo ou dominios génicos que participam da via de biossintese de &cidos
graxos e quatro sdao genes envolvidos diretamente na biossintese (Oxoacil, Acetil
CoA carboxilase, carboxilase e proteina carreadora de acil).

Segundo Durret et al. (2008) a identificagdo de fatores de transcricdo e a
compreensdo dos mecanismos que controlam a biossintese de 6leo em plantas é a
base do sucesso na engenharia genética para teor de éleo, em tecidos de plantas.
Mendoza et al. (2008), relatam que as principais vias metabdlicas da biossintese de
acidos graxos, estdo bem caracterizadas, entretanto, a sua regulacdo, envolvendo 0s
fatores de transcricdo e dominios genéticos, ainda ndo estdo claros. Diversos fatores
de transcricdo, suas interagdes e seus genes-alvo continuam a ser caracterizados.
Estes estudos sdo muito importantes, uma vez que analises na sequéncia gendmica
dos genes envolvidos na biossintese podem fornecer informagdes necessarias para
compreensdo dos mecanismos envolvidos no aumento do teor de Oleo, como a

descoberta de alteracdes nucleotidicas (SNPs).

Tabela 3: Genes expressos em diferentes bibliotecas utilizando a ferramenta Blast
local.

Genes Expressos Transcritos dos genes Cddigo
Oxoacil Glymal5g00550 e Glyma09g41380 4e5
Acetil CoA carboxilase Glyma05¢g36450 e Glyma08g03120 8e9
Carboxilase Glyma05¢g36450 e Glyma08g03120 14 e 15
Dof Glymal5g04430 16
Dominio MYC Glymal5g00750 e Glymal3g44570 26 e 27
Dominio WRKY Glymal5g00570 e Glymal3g44730 28 ¢ 29
Dominio WRKY Glymal9g37570 30
GDSL Glymal5g09520 e Glymal3g29500 31¢e 32
Dominio Myb Glyma05¢g36290 e Glyma08g03330 35¢ 36
NMYC Glyma05g36270 e Glyma08g03360 37 e 38
Oxisterol Glymallgl4770 40
WD40 Glymal5g00880 41
WD40 Glymal5g10650 e Glymal3g28430 44 e 45

Proteina carreadora de acil Glymal5g10520 e Glymal3g28590 46 e 47

A Tabela 4 mostra os resultados do Northern eletrénico de acordo com as
bibliotecas de cDNA utilizadas. Verifica-se que poucos genes foram expressos nas
bibliotecas de cDNA de vagem e semente e que muitos tiveram expressao nas

bibliotecas de cotilédone e folha, sendo o padrdo de expressao bastante variavel.
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Tabela 4: Expresséo dos genes de acordo com as bibliotecas de cDNA.
GENES/

cDNA 4589 14 15 16 26 27 28 29 30 31 32 35 36 37 38 40 41 44 45 46 47
Vageme A
Semente B

C

D

E

F ]

G
Cotilédone H

|

J

K

L

M

N

0]

P | |

Q

R L]
Folha S

T

U

\%

X

VA

W

*NUmeros 4 - 47: cddigo dado aos genes; Letras A-W: codigo dado as bibliotecas de cDNA.

A maioria dos genes foi detectada apenas uma vez de acordo com as
bibliotecas utilizadas para analise do Northern eletrénico (Figura 1). Entretanto,
verificou-se que algumas sequéncias foram detectadas mais de uma vez, como na
biblioteca J (cotilédone), em que o gene GDSL (32) foi detectado quatro vezes, assim
como o gene WRKY (28 e 29) na biblioteca de folha (V) e 0 gene WD40 (44 e 45)
na biblioteca de folha (W). Alguns genes também foram detectados duas vezes,
como 0s genes 46 e 47 da biblioteca H, o gene 41 nas bibliotecas K, M, T e U, o
gene 35 na biblioteca P e o gene 28 nas bibliotecas N e Z (Figura 1).
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Figura 1: Detecgdo das sequéncias dos genes relacionados a biossintese de &cido
graxo em numero de hits nas bibliotecas de cDNA da soja.

Em concordancia com as andlises de expressao realizadas neste trabalho,
Rafalski et al. (1998) descreveram que estas permitem avaliar a abundancia das
sequéncias ESTs em cada uma das bibliotecas de cDNA, verificando quantas vezes
cada tipo de cDNA ¢ detectado. Hufford et al. (2007), analisando genes de milho de
cultura selvagem e melhoradas, através do northern eletrdnico, constataram que 0s
genes das culturas melhoradas tiveram maior expressao nas espigas de milho do que
em relacédo a folha e raiz, com isso demonstraram que caracteristicas alvo de selecéo
no melhoramento sdo mais propensos a ser expressos em tecidos. Lima et al. (2011)
fizeram uma busca no banco de dados do café (CAFEST) por sequéncias expressas
relacionadas com os elementos conhecidos da via de sinalizacdo de etileno e com a
analise no northern eletrénico,verificaram a expressao dos genes em varios tecidos,
fases do desenvolvimento e em condicdes de stress.

Os resultados obtidos neste trabalho foram importantes para dar
prosseguimento aos experimentos subsequentes, uma vez que apenas 0S genes
detectados nas bibliotecas de cDNA (Tabela 3), foram selecionados para a analise de

polimorfismo (SNPSs) entre 0s gendtipos contrastantes para teor de 6leo (Tabela 5).
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Tabela 5: Nmero de polimorfismos entre os genes

Genes Polimorfismo Genes Polimorfismo
accC2-8-3 2 Myc-15-3 1
carboxylase-8-3 2 NMyc-5-3 2
GDSL-15-3 5 Oxoacyl-13-3 1
GDSL-15-5 6 WD40R-15-3 8
Myb-5-3 1 WD40R-15-5 4
Myb-5-5 2 WRKY-19-3 9
Myc-13-3 1 WRKY-19-5 7
Myc-13-5 1

Soma 52

Foram observados um total de 52 alelos polimorficos, tendo destaque para 0s
genes WRKY-19-3 e WD40R-15-3, com 9 e 8 bases polimorficas respectivamente.
Shu et al. (2010), com intuito de descobrir SNPs em soja, utilizaram sequéncias EST
do genoma inteiro e através da técnica de pirosequenciamento, identificaram 3899
SNPs amplamente distribuidos no genoma da soja, sendo a maioria distribuidos em
genes envolvidos em processos fisiologicos e bioquimicos, influenciando em
importantes caracteristicas agronémicas. Wirschum et al. (2012) detectaram 253
SNPs em diversos QTLs, incluindo tempo de florescimento, altura da planta, teor de
proteina, teor de Oleo, teor de glucosinolatos e rendimento de grdos em Brassica
napus. Wang et al. (2012) trabalhando com Phytophthora sojae, analisaram 153
genes e identificaram 1025 SNPs.

4.4. Genotipagem, Fenotipagem e Validacdo dos genes polimorficos na

populacdo de RILs

Os genes polimorficos, entre 0s genotipos parentais Suprema e
CDO01RR8384, foram selecionados para analises e baseando-se na metodologia de
genotipagem HRMA, os primers nestes foram desenhados (Tabela 6). Verificou-se
que a maioria dos SNPs € do tipo transversdo (substituicdo das bases de purina por
pirimidina), havendo alguns genes do tipo transicdo, com substituicdo de base do tipo
purina por purina, como 0s genes GDSL-15-33, Myb-5-3 e WRKY-19-5 e também
um gene com delecdo (GDSL-15-33) (Tabela 6). Os genétipos parentais que
apresentaram essas variagdes de nucleotideos nas sequéncias de bases foram
utilizados como controle para realizagcdo da genotipagem HRMA e os primers foram

utilizados na populagéo de RILs derivada do cruzamento Suprema x CD01RR8384.
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Tabela 6: Primers sintetizados para genotipagem HRMA.

Primer SNP Sequéncia do primer F/R Tamanho PCR (ph) % G/C  Tm °C

GDSL-15-31 T/G TCATGGAATGCAGGGACAAT 143 45 60
ATGGCAGATGCTGTTTTTCA 40

GDSL-15-33 C/G; G/A; -/A TCAAGGGAATATGGACCACAA 216 42.86 60
CACAACCCATCGTTGAAACA 45

Myb-5-3 G/A GGAATGATCAGATCCCTTCAA 165 42.86 60
CTGGAATTTGGATCCCACAG 50

Myc-15-3 TIA CTTCCCCTTTGAAATACATCAC 191 40.91 57
GTGCATTAAAGTGTGTTCTTGG 40.91

WRKY-19-5 A/T; G/A TTTCACTGCTATGGTCTGTTTA 200 36.36 55
CAAAAACTCATCCTGTTATTTTCA 29.17

NMyc-5-3 GI/T; AIC GATCCCATTTGCAGCTGACT 124 50 58
GCGTGTTTACTTGCTTTGGA 45

Apos a amplificacdo do DNA por PCR em tempo real e com a geracdo da
curva de dissociacdo, foi possivel analisar o padrdo de bases polimérficas na

populacdo baseando-se nos controles utilizados em cada reagdo (Figura 2).
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Figura 2: Curva HRMA para o primer GDSL-15-31 com polimorfismos T e G. Cada
linha representa um individuo, com CD01RR8384 (base T) e Suprema (base G).

Os individuos que apresentam apenas a base nitrogenada A ou G, sdo
homozigotos e 0s que apresentam A/G sdo heterozigotos.

Wittwer et al. (2003) descreveram que diferentes homozigotos apresentam a
mesma forma da curva de dissociagdo, porém a Tm é diferente e que 0s heterozigotos
possuem formas diferentes e a Tm é verificada na regido de transicdo entre os

homozigotos. Este padrdo pode ser observado na Figura 2, com a base T e G

25



homozigotas e a curva T/G heterozigota, demonstrando com exatiddo o perfil
descrito na literatura para a metodologia HRMA e a eficiéncia na distingdo dos
SNPs. Considerando que esta técnica ainda ndo foi reportada na literatura para a soja,
salienta a importéncia deste experimento na genotipagem de soja.

Até mesmo para o gene Myc-15-3, com SNP do tipo A e T, que possuem uma
pequena diferenca na Tm, aproximadamente 0.2°C, a metodologia foi eficiente. Liew
et al. (2004) explica que a separacdo da curva nesta situacdo é dificultada, mas o
aparelho Rotor-Gene, que foi utilizado neste trabalho, é sensivel para identificacdo

desse Tm (Figura 3).
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Figura 3: Curva HRMA para o primer Myc-15-3 com polimorfismo A/T. Cada linha
representa um individuo, com CD01RR8384 (base A) e Suprema (base T).

Foi observado também que para uma separacdo eficaz com um padrdo de
curva nitido, as condicdes de amplificacdo dos primers descritos na metodologia
HRMA sdo bastante significativas. Como por exemplo, para o gene WRKY-19-5 s6
foi possivel desenhar primers com Tm de 55°C e %G/C de 29% e 36% (Tabela 6),
sendo o ideal Tm acima de 56°C e %G/C acima de 40%. Como resultado, obteve-se
curvas mais espacadas, sem um padrdo no formato da curva para distinguir as bases

nitrogenadas A e G dos SNPs (Figura 4).
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Figura 4: Curva HRMA para o primer WRKY-19-5 com polimorfismo A/G. Cada
linha representa um individuo, com CD01RR8384 (base A) e Suprema (base G).

Erali et al. (2010) demonstraram que baixo contetdo de G/C pode gerar curva
de dissociacdo em mdaltiplos estagios, uma vez que a desnaturacdo da dupla fita €
facilitada em regibes ricas em A/T, devido a facilidade do rompimento das ligacdes
de hidrogénio entre as bases nitrogenadas, e isso pode gerar padrdes diferenciados da
curva, como verificado na Figura 4.

Com a genotipagem, foi possivel mensurar a frequéncia dos SNPs na
populacdo, determinando o perfil de homozigoze e heterozigoze. Para isto foi
utilizado o teste de segregacdo de cada marcador por meio do teste qui-quadrado
(P < 0,05) utilizando o critério de Protecdo Bonferroni. Todos os marcadores
genotipados na populacdo de mapeamento seguiram o padrdo esperado de

segregacdo 1:1 (Tabela 7).
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Tabela 7: Teste de segregacdo dos marcadores moleculares genotipados na
populacdo de RILs. Classes genotipicas, hipotese, valor do teste de Qui-quadrado e
probabilidade para os marcadores

Populacéo de RILs Suprema x Cd01RR8384

Classes Genotipicas

Marcador 0 1 2 Hipobteses Qui-quadrado Probabilidade (%)
GDSL-15-31 109 13 110 1:1 0.005 94.6125™
GDSL-15-33 32 4 33 1:1 0.015 90.1288"™

myb-5-3 32 5 31 1:1 0.016 89.9741™

Nmyc-5-3 28 7 33 1:1 0.410 52.2053"™

Myc-15-3 34 2 30 1:1 0.250 61.7075™

Nivel critico : 10% Critério : Protecdo Bonferroni
NUmero total de testes : 5 NUmero de distorgdes : 0

Segundo Rocha et al. (2003), os testes de qui-quadrado séo importantes para
confirmar a segregacdo mendeliana das marcas e para confirmar a existéncia ou nao
de ligacéo génica.

Estas analises de propor¢des genotipicas em populacbes de autofecundacéo,
oriundas de individuos contrastantes, estdo de acordo com as descricdes
mendelianas. O processo de hibridacdo é importante no melhoramento genético para
obter individuos heterozigotos e, posteriormente, com sucessivas geracfes de
autofecundacdo, gerar homozigotos, com objetivo de selecionar caracteristicas
desejaveis de ambos os genitores.

Além do teste de segregacdo, foram mensurados os valores de contetdo de
Oleo e proteina nos individuos da populacdo de RILs (Anexo 1). A amplitude
variacdo para teor de 6leo foi de 19,86% a 25,31% (diferenca de 5,45%) e 33,22% a
39,88% (diferenca de 6,66%) para teor de proteina. Zhang et al. (2004) obtiveram
uma populacdo de RILs com 16,7% e 24,8% de 0Oleo (variacdo de 8,1%). Rodrigues
et al. (2010) com o trabalho de mapeamento de QTL para conteudos de proteina e
6leo em soja, obtiveram uma populacdo em F2, com amplitude de variacdo de
17,26% a 25,93% para teor de 6leo (diferenca de 8,67%). Mehrzad et al. (2013) com
objetivo de descobrir e validar QTL em soja para conteudo de 6leo, observaram uma
variacdo fenotipica maxima de 11% entre os individuos.

Foi realizado também o teste de normalidade para teor de dleo e proteina na
populagdo de RIL. Estes apresentaram distribuicdo aproximadamente normal
(P < 0,01), como pode ser observado na Tabela 8, com a confirmagdo pelas
estimativas ndo significativas para maioria dos testes realizados, havendo

significancia apenas na analise de curtose para contetido de 6leo. Este fato indica a
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existéncia de variacdo continua e a possibilidade de que varios genes estejam
envolvidos no controle destas caracteristicas nestas populacdes, possibilitando o
emprego de métodos de estimacdo de QTLs e testes estatisticos de significAncia que

pressupde uma distribui¢cdo normal dos dados.

Tabela 8: Estimativas dos valores de curtose, simetria e D para a distribuicdo dos
caracteres teor de 6leo e proteina da populagdo de RILs.
Populacdo de RIL ~ Suprema X CD01RR8384
Teor de proteina

Curtose Simetria DY
Estimativa 3.813 0.1812 0.05996 ™
Variancia 0.025 0.0251 -
Valor de t 2.577 1.144 -
Probabilidade (%) 0.983 25.18 >1.00%
<5.00%
Teor de 6leo
Estimativa 3.44* -0.386 0.576 ™
Variancia 0.025 0.025 -
Valor de t 141 -2.44 -
Probabilidade (%) 15.49 1.44 >1.00%
<5.00%

(1) Estatistica D para o Teste de Lilliefors.
(*) Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t; (ns) — N&o significativo pelo teste t.

Apos analise da populacdo baseada na genotipagem e fenotipagem (contetdo
de Oleo e proteina), foi realizado teste associativo marcador e caracteristica para
verificar se as variacbes genotipicas (polimorfismos) (Tabela 5) dos genes
envolvidos na biossintese de acidos graxos estariam associadas a variagdo no
contedo de 6leo. Como resultados, para todos os genes estudados, a analise
estatistica foi ndo significativa, tanto para conteudo de 6leo quanto para contetdo de

proteina (Tabelas 9 e 10).

Tabela 9: Analises de associacdo de SNP com contetdo de 6leo na populacdo de
RILs por meio de mapeamento por marcas simples, empregando a analise de
variancia (ANOVA).
QTL  primers Fcalculado Média (2) Meédia (0)
oil2-4 GDSL-15-31 0.4019"™ 22.5675% 22.6415%
GDSL-15-33 0.4564 ™ 22.6945% 22.3922°%
0il13-1 N-Myc-5-3 0.7898 ™ 22.4658°% 22.7579%

0il2-5 Myc-15-3 0.1541"™ 21.5228°% 21.6017°

0il9-3  Myb-5-3 0.3772"™ 22,5694 % 22.5384°
*ns: ndo significativo; a: demonstra a igualdade entre as médias.
** O numero 2 corresponde ao alelo do individuo parental Suprema e O corresponde ao alelo do
individuo parental CDO1RR8384.
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Tabela 10: Anélises de associacdo de SNP com conteido de proteina na populacéo
de RILs por meio de mapeamento por marcas simples, empregando a andlise de
variancia (ANOVA).
QTL  primers F calculado Meédia (2) Média (0)
oil2-4  GDSL-15-31 0.0422™ 36.0844°% 36.0483°

GDSL-15-33 0.0830™ 36.4233°% 36.4559 °
0il13-1 N-Myc-5-3 0.0977 ™ 36.4576 % 36.2336 °

0il2-5  Myc-15-3 0.4085"™ 37.1192* 36.8962°
0il9-3  Myb-5-3 0.07105"™ 36.3794% 36.4594°

*ns: ndo significativo; a: demonstra a igualdade entre as médias.
** O nlmero 2 corresponde ao alelo do individuo parental Suprema e O corresponde ao alelo do
individuo parental CDO1RR8384.

Como pode ser observado nas Tabelas 9 e 10, as médias entre as marcas
polimorficas foram muito semelhantes, ndo houve uma relagdo de SNP com
individuos de maior ou menor porcentagem fenotipica, as marcas distribuiram-se
aleatoriamente na populacéo, independente do conteudo de 0leo e proteina.

Outros pesquisadores conseguiram relacionar polimorfismos SNPs com a
analise fenotipica. Gupta et al. (2004), com a identificacdo dos SNPs foi possivel
realizar o mapeamento dos genes candidatos para &cidos graxos em Brassica juncea
em populacbes contrastantes para identificacdo de QTLs. Xueyi et al. (2006)
comparando alelos dos genes das dessaturases FAD2 e FAD3C entre individuos
selvagens e mutantes de canola, encontraram um SNP em cada sequéncia, que foram
responsaveis pelo aumento do teor de acido oléico e a diminuicdo do teor em acido
linolénico na linhagem mutante. Liu et al. (2011), desenvolveram marcadores SNPs
para 3 genes de oleosina em Jatropha (pinhdao manso), que controlam o contetudo dos
acido graxos oléico e estearico e mapearam QTLs em mapas de ligacao.

Né&o foi identificado na literatura pesquisas associando marcadores SNPs com
teor de 6leo e proteina em soja, entretanto existem muitos estudos publicados, com
este objetivo, utilizando marcadores RFLP e SSR.

Hyten et al. (2004), com objetivos de identificar QTLs representativos para
contetdo de bleo, proteina e tamanho da semente de soja, utilizaram uma populagéo
de RILs em Fg, com 131 individuos, cultivada em seis ambientes diferentes, oriunda
do cruzamento entre 'Essex’ e 'Williams'. Analisaram 100 marcadores moleculares
microssatélites (SSR) e identificaram quatro QTLs para proteina, seis para 6leo e sete
para tamanho da semente. Mahmood et al. (2006), utilizando marcadores RFLP,
identificaram seis QTLs para conteido de Gleo e cinco para conteddo de proteina em

canola. Han et al. (2011), testaram QTLSs versus variacdo ambiental em populagéo de

30



RILs em Fs.g e Fs.9, com 125 individuos, derivadas do cruzamento de 'Hefeng 25' e
'Dongnong L5' para &cido linolénico, verificaram que os efeitos da interacdo
ambiental influenciam na identificacho de QTLs em diferentes fases de
desenvolvimento da soja. Mehrzad et al. (2013), utilizaram duas populagdes de RILs
de soja, derivadas de cruzamentos entre trés cultivares com teor de Oleo
moderadamente alto (OAC Wallace, OAC Glencoe, e RCAT Angora). As
populacdes de RILs foram cultivadas em ambientes diversos ao longo de 2 anos, em
Ontério e Canada. Para associar as caracteristicas genotipicas com as fenotipicas,
utilizaram 555 pares de primers microssatélites (SSR) e descobriram um total de 11
regides gendmicas em nove diferentes cromossomos com associacdo ao contetido de
Oleo.

Analisando os trabalhos descritos acima, verifica-se que para associar marcas
genéticas com caracteristicas fenotipicas, a maioria das pesquisas utilizam
populacdes de RILs cultivadas em ambientes diversos e demonstram que 0 meio
ambiente influenciam na deteccdo dos QTLs. Estes resultados podem auxiliar no
esclarecimento da ndo existéncia da correlacdo esperada neste estudo, uma vez que
foram utilizados uma populagéo de RILs néo foi cultivada em ambientes diferentes.

Por outro lado, Fasoula et al. (2004), comprovaram existir algumas
inconsisténcias de informacGes dos QTLs relatados no soybase para proteina, 6leo e
peso da semente. Verificaram que de trés QTLs para contetdo de 6leo apenas dois
estavam associados com a caracteristica e em outra populacdo de trés QTLs apenas
um estava associado. Concluiram que existem QTLs falsos positivos depositados no
banco de dados da soja e confirmam a necessidade de valida-los.

Atentando-se que o presente experimento foi baseado em QTLs depositados
no soybase (Tabela 1), existe a possibilidade de ter sido selecionado QTLs de

pequeno efeito ou que ndo possuem influéncias quantitativas na populacéo estudada.
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. CONCLUSOES

Foi possivel selecionar 25 genes relacionados a biossintese de lipideos em
soja no soybase e através do Northen eletronico, 14 foram expressos em
bibliotecas de cDNA de folha, semente, cotilédone e vagem;

Na analise de polimorfismos para os 14 genes, foi encontrado 52 SNPs;

A genotipagem HRM foi eficiente na determinagdo dos SNPs na populagédo
de RILs, determinando o perfil de homozigoze e heterozigoze dos alelos;

O teor de 0Oleo na populacdo de RILs teve uma amplitude de variagdo
considerada alta 19,86% a 25,31% (diferenca de 5,45%);

Realizando a validacdo dos SNPs na populacdo, ndo foi possivel relacionar
polimorfismos com as variacbes fenotipicas. Os SNPs distribuiram-se
aleatoriamente, independente do contetdo de 6leo.

A ndo correlacdo verificada pode ser devido ao ndo cultivo da populagéo de
RILs em ambientes diferentes e a possibilidade de ter sido selecionado QTLs

de pequeno efeito no soybase.
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ANEXO 1

Andlise Genotipica e Fenotipica da populagdo de RILs do gene GDSL15-31. Na genctipagem, 0
corresponde ao alelo homozigoto com a base nitrogenada T, 1 alelo heterozigoto com a base
nitrogenada T/G e 2 alelo homozigoto com a base nitrogenada G. Os valores em porcentagem
correspondem a Fenotipagem.

NUmero Nome Gene
individuos amostras GDSL15-31  Teor de Oleo (%) Teor de Proteina (%)
1 2 0 2217 35.59
2 3 0 23.41 38.31
3 4 0 23.67 34.13
4 5 0 23.23 35.17
5 6 0 23.14 36.16
6 7 2 23.00 35.37
7 8 1 22.46 37.38
8 9 0 19.86 39.88
9 10 0 22.72 37.11
10 11 0 24.52 34.17
11 12 0 21.30 37.00
12 13 2 23.63 36.78
13 14 2 21.96 38.27
14 15 2 21.70 35.94
15 16 0 22.65 35.72
16 17 0 23.47 35.45
17 18 2 21.34 37.39
18 19 0 22.15 37.52
19 21 2 22.88 36.50
20 22 0 23.80 35.90
21 23 2 22.43 36.94
22 24 2 2257 36.81
23 25 0 23.24 36.07
24 27 2 22.90 37.37
25 28 2 2211 36.47
26 29 1 22.95 37.08
27 30 2 21.04 37.64
28 31 0 22.88 37.45
29 32 0 25.31 34.03
30 33 2 23.08 35.79
31 35 0 23.31 34.64
32 36 2 22.44 36.50
33 37 2 22.32 35.42
34 38 0 23.16 34.87
35 39 2 22.85 34.58
36 40 1 20.98 38.39
37 41 2 21.70 37.18
38 42 0 23.19 34.78
39 43 0 22.65 36.78
40 45 2 22.02 37.92
41 46 0 21.62 37.90
42 47 1 21.56 36.37
43 48 2 22.49 36.12
44 49 2 21.72 36.06
45 50 0 20.70 38.83
46 51 2 22.94 36.50
47 52 2 21.54 36.07
48 53 0 21.42 34.16
49 54 2 22.20 36.77
50 55 2 21.22 36.14
51 56 0 23.74 33.94
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52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
7
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111

57
58
59
60
61
62
63
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
105
106
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121

NOOOMNMNNOONOOOOOMNMNONNOMNNONONOONOOONONORPEFPNNMNNNONMNMNONONNNOONONOOO

22.36
22.94
22.75
22.18
23.07
21.86
22.20
22.15
20.50
23.51
22.92
22.86
23.61
21.42
22.99
22.82
24.19
23.98
21.25
23.95
22.44
23.11
23.37
22.39
22.95
21.87
23.97
22.90
2291
20.76
22.51
23.10
23.61
23.09
23.24
22.08
20.61
21.75
22.64
23.26
22.84
21.05
2241
23.46
2212
22.85
24.10
22.25
23.38
23.27
23.67
23.55
23.44
21.75
22.84
23.31
22.10
22.15
22.28
20.93

37.79
36.55
38.05
35.96
36.01
37.78
37.43
37.52
39.75
35.87
37.49
35.74
35.27
39.40
35.98
36.41
34.17
33.22
37.05
34.99
37.06
36.12
36.61
35.41
36.22
36.80
34.23
34.52
34.96
38.67
37.95
35.93
37.18
36.14
34.69
36.71
36.24
36.82
34.50
35.39
35.94
39.08
37.66
34.64
36.38
34.36
35.18
35.44
36.18
35.96
34.73
34.11
35.92
38.70
36.52
35.99
36.56
34.84
35.32
36.51
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112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171

122
123
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
139
140
141
142
143
144
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
185
186
187

NNONNONNOMNONMNMNOONONOOOOOORPNONDNOONONDNNMNNNNNONOOOONNDNNOOMNMNMNDNNOOO

21.20
23.25
23.31
22.08
22.83
23.46
24.18
22.87
21.72
22.40
23.12
20.72
23.24
21.15
22.29
22.10
21.75
22.26
21.58
24.04
22.42
22.16
23.47
22.97
22.99
22.67
23.12
21.04
22.20
21.77
22.80
23.35
22.35
24.58
22.44
22.17
23.54
22.58
21.80
22.63
21.88
22.98
21.79
2212
23.25
22.66
22.82
23.40
22.39
2241
23.47
22.89
23.72
23.16
22.68
23.22
23.11
23.31
22.58
22.42

36.37
36.03
36.01
36.48
35.56
34.75
35.27
35.76
36.94
35.82
36.08
36.43
36.15
37.76
35.31
36.53
35.86
36.59
35.77
34.59
36.41
35.21
36.36
35.50
37.79
38.03
36.76
37.14
36.76
35.95
36.23
35.09
36.69
35.55
34.25
37.82
34.70
36.06
35.70
36.16
36.98
36.55
36.91
37.78
35.65
36.19
36.25
35.06
34.75
35.89
36.43
36.57
34.58
35.63
33.41
36.59
34.15
35.61
36.30
36.54
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172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231

188
189
190
191
192
193
194
195
197
199
200
201
206
207
208
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
227
228
229
230
232
233
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
249
250
253
254
255
256
257
258
259
260
261

NNONNOPFPONONONORFRPOOONORPEPENOOONOMNMNOOPRPNOOONMNONPEFPONMNONMODONMDNODNMODNMNDDNDNMNDNODNDNO

21.07
23.97
23.02
22.55
22.89
22.89
22.46
22.05
23.10
22.55
22.46
22.78
22.36
22.86
22.36
22.50
22.81
23.17
23.95
20.87
22.60
22.68
22.55
23.74
22.97
23.25
23.01
22.96
20.56
22.52
22.71
24.23
21.17
22.74
23.02
23.15
21.34
21.96
22.77
22.27
21.13
21.63
22.29
20.47
23.13
23.24
22.58
22.84
22.97
21.39
22.36
21.83
22.17
21.33
22.47
23.76
23.00
22.19
23.20
23.05

36.63
34.38
35.14
35.51
33.74
36.36
35.47
37.56
35.10
35.34
34.59
34.29
36.37
35.62
36.22
35.03
36.65
38.12
34.69
36.33
34.94
35.47
35.59
35.07
34.48
35.93
34.48
36.53
40.12
35.34
31.82
32.16
36.82
34.88
35.99
34.88
38.28
36.30
34.88
35.68
36.82
37.02
37.43
38.16
35.58
35.62
35.50
35.23
34.78
36.16
34.83
35.62
34.17
37.89
37.42
34.76
37.20
36.73
35.29
35.04

44



232 262 0 22.78 35.74
233 CDO01RR8384 0 22.63 35.46
234 SUPREMA 2 22.45 35.07
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