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RESUMO

FURTADO, Maria Fernanda Attademo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2022.
Introgredindo e Verificando Alelos para Alto Oleico na Qualidade do Grao de Soja e sua
Influéncia nas Vias Dependentes de Acido Jasménico. Orientador: Maximiller Dal Bianco
Lamas Costa. Coorientador: Cleberson Ribeiro.

O Brasil possui a maior producdo de soja (Glycine max) do mundo, e seus atrativos como alto
teor de 6leo e proteina fazem do grao um dos produtos de maior interesse comercial. O grdo de
soja é composto de cerca de 20% de lipideos — sendo 13% &cido palmitico, 4% écido estedrico,
20% é&cido oleico, 55% de écido linoleico e 8% de éacido linolénico. A composi¢io de acidos
graxos do grao determina a qualidade do 6leo além de determinar caracteristicas como: sabor,
odor e valor nutricional. A principal meta no melhoramento da qualidade do 6leo de soja tem
sido o aumento de sua estabilidade oxidativa, reduzindo o teor de acido linolénico e aumentando
o teor de acido oleico e isso pode ser feito utilizando metodologias de melhoramento genético
e biologia molecular. Os genes FAD2-1A e FAD2-1B codificam as enzimas que controlam os
niveis de 4cido oleico no grdo de soja, com isso, o presente trabalho tem como objetivo
desenvolver variedades de soja com alto oleico através de retrocruzamentos de linhagens
melhoradas pelo Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja (PQMS) com variedades
promissoras comercialmente. Outro objetivo desse estudo foi verificar a relacdo entre os teores
de acido oleico na resposta a estresses nas vias de dcido jasmonico. Apds confirmacdo da
presenca dos genes FAD2-1A e FAD2-1B nas linhagens do PQMS, foi selecionada variedade
SUPREMA, com cerca de 85% de acido oleico em sua composi¢do para dar inicio aos
cruzamentos e retrocruzamentos e avangando até a geracdo RC1 com resultados promissores €
projecdo de continuidade da introgressdo completa dos alelos de alto oleico nesta variedade.
Quanto a influéncia do teor de 4cido oleico nas vias de jasmonato, foram analisados valores de
expressdo génica dos genes OPR3 — especifico na via do acido jasmonico e HS1PRO1 —ligado
a resisténcia de nematoide e usado para submeter a planta a condi¢des de estresse. O
experimento foi realizado no tempo de 1, 5 e 10 dias em plantas convencionais e plantas alto
oleico e como resultado foi possivel observar no gene OPR3, que as plantas alto oleico tem uma
ativacdo maior no primeiro dia de experimento enquanto que a planta convencional apresenta
uma ativacao mais tardia, indicando que a baixa disponibilidade de 4cido linol€nico na planta
alto oleico altera a quantidade de 4cido jasmonico produzida naturalmente pela planta em

condicdes de estresse. O gene HS1PRO1 na planta alto oleico teve uma expressao cerca de 15



vezes maior em condi¢des de estresse. Em ambos os genes se observou que a nivel
transcricional hda uma diferenca entre as plantas convencionais e alto oleico, porém, sdo

necessarios outros experimentos para confirmar o resultado esperado.

Palavras-chave: Cruzamento. Expressao génica. Jasmonato.



ABSTRACT

FURTADO, Maria Fernanda Attademo, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, June 2022
Introgressing and Checking Alleles for High Oleic on Soybean Quality and Its Influence
on Jasmonic Acid Dependent Pathways. Advisor: Maximiller Dal Bianco Lamas Costa. Co-
advisor: Cleberson Ribeiro.

Brazil has the world’s largest soybean production (Glycine max), and its high oil and protein
content make the grain products of greatest commercial interest. Soybean is composed of about
20% lipids — 13% palmitic acid, 4% stearic acid, 20% oleic acid, 55% linoleic acid, and 8%
linolenic acid. The fatty acid composition of the grain determines the quality of the oil in
addition to determining characteristics such as taste, odor, and nutritional value. The main goal
in improving the quality of soybean oil has been to increase its oxidative stability, reduce the
linolenic acid content, and increase the oleic acid content and this can be done using genetic
improvement and molecular biology methodologies. The FAD2-1A and FAD2-1B genes
encode enzymes that control the levels of oleic acid in the soybean grain, and the present work
aims to develop soybean varieties with high oleic through backcrosses of improved lines by the
Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja (PQMS) with commercially promising
varieties. Another objective was to verify the relationship between the levels of oleic acid in
the stress response in the jasmonic acid pathways. After confirming the presence of FAD2-1A
and FAD2-1B genes in the PQMS lines, the SUPREMA variety was selected, with about 85%
of oleic acid in its composition to start the crosses and advance to the RC1 generation.
Regarding the influence of oleic acid content on jasmonate pathways, gene expression values
of genes OPR3 — specific in the jasmonic acid pathway and HS1PRO1 — linked to nematode
resistance and used to subject the plant to stress conditions were analyzed. The experiment was
carried out at 1, 5, and 10 days in conventional plants and high oleic plants, and as a result, it
was possible to observe in the OPR3 gene that the high oleic plants have a greater activation on
the first day of the experiment while the conventional plant presents a later activation, indicating
that the low availability of linolenic acid in the high oleic plant alters the amount of jasmonic
acid naturally produced by the plant under stress conditions. The HS1PRO1 gene in the high
oleic plant had an expression about 15 times higher under stress conditions. In both genes it
was observed that at the transcriptional level there is a difference between conventional and

high oleic plants, however, other experiments are necessary to confirm the observed result.



Keywords: Crossing. Gene expression. Jasmonate.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max) é uma das principais culturas brasileiras e sua produgdo tém
aumentado ao longo dos anos. Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB), estima-se que a safra de graos 2021/22 poderé atingir um total de 269,3 milhdes de
toneladas, o que representa 5,4% ou 13,8 milhdes de toneladas superior a obtida na safra
2020/21 (CONAB, 2022).

O farelo e o dleo de soja sdo os principais subprodutos da soja, sendo o farelo altamente
proteico e utilizado para diversos fins, dentre eles, alimentacdo animal. A exportacdo de dleo
de soja do Brasil em 2022 foi estimada em 1,8 milhdo de toneladas no més de maio, 100 mil
acima da previsdo dada em abril do mesmo ano, sendo esse o maior nivel desde 2008 (ABIOVE
2022).

Os principais atrativos para a producao de soja sdo seus altos teores de 6leo e proteina,
além de ser considerada uma boa fonte de minerais como ferro, potdssio, magnésio, zinco,
cobre, fosforo, manganés e vitaminas do complexo B, além de conter isoflavonas, saponinas,
fitatos, fitoesterdis, peptideos de baixo peso molecular, sacarose e dcidos graxos poliinsaturados
(CARRAO-PANIZZI et al., 2009).

O dleo de soja € composto basicamente por triglicerideos dos seguintes dcidos graxos:
13% de 4cido palmitico (16:0); 4% de 4cido estedrico (18:0); 20% de 4cido oleico (18:1 A?);
55% de acido linoleico (18:2 A*'?); 8% de acido linolénico (18:3 A*!>!15) (GOETTEL et al.,
2014; ZHANG et al., 2018)

A proporcdo de dcidos graxos e suas caracteristicas fisico-quimicas, como ponto de
fusdo e estabilidade oxidativa sdo fatores determinantes para avaliagdo da qualidade do 6leo de
soja (FEHR, 2007). Teores elevados de dcidos poli-insaturados (4cidos linoleico e linolénico)
sdo responsdveis pela alta instabilidade oxidativa do 6leo de soja, pois podem sofrer
rancificacdo e assim alterar o sabor, odor e diminuir o tempo de armazenamento do produto
final (WARNER; FEHR, 2008).

Para reduzir os teores de 4cidos graxos poli-insaturados, o 6leo de soja passa por um
processo de hidrogenagdo quimica, porém, este processo leva a formagao de 10-40% de 4cidos
graxos trans, moléculas cujo consumo tem sido associado ao aumento do risco de diabetes e
doencas corondrias (MOZAFFARIAN et al., 2006; ZALOGA et al., 2006). Devido a este fator,
um dos objetivos dos programas de melhoramento de soja é o aumento da estabilidade oxidativa

do 6leo por meio da redugdo do teor de acido linolénico e aumento do &4cido oleico, uma
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alternativa mais sauddvel a hidrogenacao (PHAM et al., 2010; PHAM; SHANNON; BILYEU,
2012)

A biossintese de dcidos graxos poli-insaturados em sementes de soja envolve as enzimas
dcido graxo dessaturases (no inglés fatty acid desaturases — FAD), principalmente as do reticulo
endoplasmatico (microssoma). A enzima w6-dessaturase converte oleoil em linoleoil, enquanto
a w3-dessaturase € responsdvel pela conversdo de linoleoil em linolenil (ZHANG et al., 2018).

Os genes GmFAD2-1A (Glyma.10g278000) e GmFAD2-1B (Glyma.20g111000) sao
expressos em sementes de soja no processo de desenvolvimento do grao, e codificam as ®6-
dessaturases que controlam os niveis de dcido oleico, enquanto os trés genes GmFAD3
[GmFAD3A (Glyma.14g194300), GmFAD3B (Glyma.02g227200) e GmFAD3C
(Glyma.18g062000)] contribuem para o conteido de acido linolénico, e sdo expressos em
varios tecidos, incluindo sementes em desenvolvimento (BILYEU et al., 2003).

Os retrocruzamentos permitem a transferéncia de um ou poucos genes de um doador
para o genitor recorrente, que geralmente € um cultivar ou material elite de grande interesse.
Por meio desta técnica € possivel desenvolver uma nova planta, semelhante ao genitor
recorrente na maioria das caracteristicas, mas com fenétipo melhorado para a caracteristica alvo
(SILVA, 2017).

A introgressdo de genes feita apenas por retrocruzamentos € baseado em caracteristicas
fenotipicas da planta, que podem ser facilmente influenciadas por condi¢cdes ambientais. Como
alternativa para otimizar esse processo, sdo utilizados marcadores moleculares de DNA, que
sdo quais fenotipos moleculares advindos de um gene/segmento especifico que estejam ligados
aos genes envolvidos no fendtipo de interesse (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Existem diversos tipos de marcadores para realizacdo da técnica, tais como Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Poliformismo de Comprimento de Fragmento de
Restricdo (RFLP), Microssatélites (SSR) e Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNP), que tem
sido utilizado em maior escala nos ultimos anos (SOUZA, 2019).

Os marcadores do tipo SNP sao caracterizados pela presenca de um tnico par de base
nitrogenada diferente em um fragmento de DNA homologo entre os individuos. Existe um
grande ndmero desse tipo de marcador empregados em soja e eles podem ser identificados de
diferentes formas, como hibridizacdo, sequenciamento direto com comparacao de fragmentos
das moléculas de DNA e via Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (BARROS e SOUZA,
2012).

Os SNPs sdao geralmente identificados por comparacdo de DNA mutado com regides

conhecidas ou DNA de tipo selvagem, e a andlise de sequéncia é realizada pela amplificacdo
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de regides do tipo selvagem conhecidas do DNA que afetam caracteristicas de interesse (DARR
et al., 2020).

A combinacdo de mutacdes nos genes GmFAD2-1 e GmFAD3 possibilita o
desenvolvimento de soja com altos teores de 4cido oleico (acima de 80%) e baixos teores de
acidos graxos poli-insaturados, valores compardveis ao azeite de oliva, considerado o d6leo
vegetal mais sauddvel (PHAM et al., 2010; PHAM; SHANNON; BILYEU, 2012; ROSS et al.,
2000).

O melhoramento genético é uma alternativa para a producdo de 6leo com maior
estabilidade oxidativa e qualidade nutricional, tendo aplicacdo direta nas inddstrias de
alimentos e combustivel. Empresas como Monsanto e Dupont Pioneer desenvolveram as
variedades Vistive ® Gold e Plenish®, respectivamente, com alto teor de dcido oleico e baixo
teor de acido linolénico utilizando biotecnologia, e elas ja estdo liberadas para cultivo e
importacdo em alguns paises.

O mercado interno brasileiro apresenta grande defasagem em variedades que
apresentem estas caracteristicas desenvolvidas por métodos convencionais de melhoramento.
Para tal, o método dos retrocruzamentos assistidos por marcadores (RAM), t€ém-se apresentado
como estratégia promissora para produzir novas cultivares de soja, introgredindo as
caracteristicas de interesse que vem ganhando destaque comercial nos dltimos anos.

O 4cido jasmonico (AJ) pertence a uma classe de substincias naturais, classificadas
como fito-hormonios. Tanto ele quanto seus derivados — jasmonatos — estio relacionados a
mecanismos de defesa vegetal, dentre eles inducao de genes relacionados a defesa ao ataque de
herbivoros e injurias. O 4cido jasmonico € formado através da rota octadecandide no
peroxissomo, e quando liberado no citoplasma forma o metil jasmonato, que age como
sinalizador, ativando a transcri¢do de genes de defesa no nucleo da célula e de células vizinhas
(WEBER, 2002).

A biossintese do dcido jasmoOnico € um processo complexo e requer trés compartimentos
celulares e diversos intermedidrios, conforme mostra a Figura 1. O primeiro passo ocorre no
cloroplasto, onde o acido linolénico (C18:3) € libertado a partir dos lipideos da membrana
através da atividade da fosfolipase A1 (PLA1). Em seguida, a enzima 13-lipoxigenase (13-
LOXs5s) € responsavel pela oxidacdo do é4cido linolénico e sintetiza o primeiro intermedidrio, o
acido 13-hidroperéxido linolénico. Posteriormente hd uma acao sequencial das enzimas 6xido
sintase de aleno (AOS) e 6xido ciclase de aleno (AOC) onde € sintetizado a molécula 4cido cis-
12-oxo-fitodiendico (OPDA). Por fim, o OPDA ¢€ transportado para o peroxissoma, onde sofre

reducdo pela 12-oxofitodietonato redutase 3 (OPR3) e posteriormente, o intermedidrio formado
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sofre beta-oxidagdes, reduzindo a cadeia para obtencio do dcido jasmonico. Apds a sintese do
JA, este metabolito é exportado para o citoplasma para ser conjugado com o aminodcido
isoleucina por acdo da enzima jasmonato amino sintetase (JAR1), resultando na forma bioativa

dcido jasmonico com isoleucina (JA-Ile) (MARQUES, 2015; SECATTO, 2013).

b
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Figura 1: Biossintese de 4cido jasmonico. As caixas de texto indicam os intermedidrios de cada etapa. Esquema
adaptado de: (ACOSTA et al., 2009)

Para que haja sintese de dcido jasmonico € essencial a presenga de dcido linolénico e,
por esta razdo, plantas com maior concentracdo desta substincia podem apresentar maior
eficiéncia no sistema sinalizador com JA, aumentando a tolerdncia aos estresses (HOWE et al.,
2000).

O aumento de 4cido oleico e redugdo de dcido linolénico abre vertentes para diversas
discussdes, dentre elas a relacdao na sintese de dcido jasmoOnico nas plantas, visto que o dcido
jasmonico € formado a partir do 4cido linolénico. Ndo se tem evidéncia na literatura da relagdao
de alto oleico e baixo linolénico com a reducao da sintese de jasmonato ou de alteragdes nos
mecanismos de defesa da planta. Portanto, o objetivo deste trabalho € introgredir alelos para
alto oleico em variedades que vém ganhando destaque comercial no Brasil nos tltimos anos,
além de analisar a influéncia desta caracteristica nas vias de sinaliza¢do dependentes de acido
jasmonico.

2 OBIJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
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Desenvolver variedades de soja de interesse comercial com alto teor de 4cido oleico e
verificar se isto influencia na resposta a estresses nas vias de sinaliza¢do dependentes do acido

jasmonico.

2.2 Objetivos Especificos

e Validar os marcadores associados ao alto teor de oleico, presentes na literatura;

e Verificar a presenca de genes transgénicos nas variedades desenvolvidas pelo Programa
de Melhoramento da Qualidade da Soja (BIOAGRO/DBB/UFV);

e Prosseguir com programas de retrocruzamentos para a introgressao dos alelos — para
alto teor de oleico — em variedades promissoras;

e Avaliar expressdo de genes de resisténcia a nematoide e genes presentes na via de acido

jasmonico comparativamente em variedades comerciais e alto oleico;

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cruzamentos e Retrocruzamentos

3.1.1 Material Vegetal

Os materiais utilizados sdo provenientes de retrocruzamentos feitos anteriormente
utilizando o acesso PLO4 (cerca de 80% de acido oleico) e diferentes variedades de soja que
foram utilizadas como genitores recorrentes: CS303TNKCA (BIOAGRO/DBB/UFV), M7110
IPRO (Monsanto), NA5909 (Nidera) e TMG 4182 (Tropical Melhoramento e Genética).

3.1.2  Extracdo de DNA

Folhas jovens e sadias de soja em estdgio vegetativo (V2) foram coletadas e
armazenadas em freezer -80°C; a extracdo de DNA foi realizada utilizando protocolos Doyle e
Doyle (1990) ou King e colaboradores (2014). As amostras extraidas foram quantificadas por
meio do espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE,
EUA). A qualidade do DNA foi atestada através de eletroforese em gel de agarose 0,8%.
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Posteriormente foi realizada diluicdo para a concentracdo de trabalho de 15 puguL™! para a

genotipagem.

3.1.3 Selec@o de Marcadores e Genotipagem

O processo de introgressdo dos genes GmFAD2-1A e GmFAD2-1B nas variedades
descritas na sessao “Materiais Vegetais™ a partir da PL04 foi realizada utilizando marcadores
HRM (SILVA,2017). Estes marcadores tém grau de confianca mais baixo quando comparado
com outras metodologias, como Tagman e KASP. Entretanto, ja ha descrito na literatura o uso
de metodologia KASP para estes genes, portanto foi escolhido este sistema para introgressao
nos novos cultivares (PATIL et al., 2017).

A genotipagem seguiu a metodologia KASP™ (LGC Genomic, 2003), executada no
equipamento Real Time PCR 7500 Systems (Applied Biosciences). A reacdo de amplificacao
compreendeu 1 ciclo de 94°C por 15 minutos; 10 ciclos de 94°C por 20 segundos, com gradiente
de 61-55°C, decaindo 0,6°C a cada 60 segundos; 30 ciclos de 94°C por 20 segundos e 55°C por
60 segundos; e um ciclo de 37°C por 60 segundos. Cada reagao consistiu em 2,5uL de DNA a
15pgul!, 2,5uL de 2x Master Mix e 0,07uL de Primer Mix. A discriminagio alélica foi

executada no software AB 7500 Software v.2.3.

3.1.4 Fenotipagem

O teor de 4cidos graxos das sementes de soja foi avaliado seguindo a metodologia
adaptada de Gesteira et al. (2003). O protocolo consiste nas etapas: 15mg de sementes trituradas
em nitrogénio liquido sdo colocadas em tubos de vidro de tampa rosquedvel juntamente com
ImL de hexano. Posteriormente, as amostras sao borbulhadas usando nitrogénio, agitadas em
vortex e acondicionadas a 4°C por 16 horas. Apds este intervalo, a solugdo € transferida para
um novo tubo, evaporada com nitrogénio liquido e em seguida adiciona-se 0,4mL de metéxido
de sédio 1M; submete-se a solucdo a agitagdo em vortex seguido de banho-maria a 30°C por
1h. Passado este tempo, adiciona-se 1mL de 4gua mili-Q® e 1mL de hexano, agita-se a solu¢ao
em vortex e acondiciona a temperatura ambiente por 1h. Por fim, a fase orgénica (sobrenadante)
€ coletada para novo tubo, adicionada a sulfato de sédio anidro, e transferida para tubos de
injecdo.

A composi¢do de dcidos graxos foi realizada por cromatografia gasosa no equipamento

Shimadzu GC-2010 Plus, conforme descrito por Burkey et al. (2007). O contetido de 4cidos
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graxos nas amostras foi determinado como uma propor¢do do total de &4cidos graxos,

representado em % de 6leo.

3.1.5 Avaliacdo de Organismos Geneticamente Modificados

Para avaliacdo do DNA dos materiais quanto a presenca de transgenes € realizada PCR
em volume de 15uL, sendo 2,0nL de DNA diluido na concentragdo 15 pguL™!, 1,5 pL de 10x
PCR Rnx Buffer (Invitrogen), 1,5uL de dANTP 2,5mM, 1,0uL de cada primer 10mM e
quantidade variavel entre 6,0uL e 6,2ul. de 4gua mili-Q® (de acordo com o primer) e entre
0,7uL e 0,9uL de MgCl 50mM (de acordo com o primer). Por fim, adiciona-se 0,1uL de
Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen). As condi¢Oes de reagdo sdao: 94 °C por 3 minutos;
40 ciclos iniciados a 94 °C por 30 segundos, temperatura especifica de anelamento do primer
por 30 segundos, e 72 °C por 1 minuto. Por fim, os produtos passam por um gradiente de
temperatura de 72°C por 10 minutos até atingir a temperatura final de 4°C.

Na Tabela 1 estio dispostos os genes transgénicos analisados e o trio de primers, assim
como a temperatura de anelamento (Tm).

A verificacdo dos individuos convencionais e/ou transgénicos € feito por padrao em gel

de agarose 1,2%.

Tabela 1: Primers utilizados para detec¢do de genes transgé€nicos de soja e suas respectivas temperaturas de
anelamento

Genes Transgénicos Primers Tm (°C)
RR1 RR1Rv 60°C
FwRR1-1
RR1-F
RR2 Fw89 New 66°C

Trans 89Rv New
Codo 8 Rv New
Bt MON 87Fw 60°C
MON 87Rv
MON 87701-primerl

3.1.6  Selecao dos recorrentes e avaliagao dos descendentes
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Foi realizado um levantamento das linhagens em desenvolvimento do nosso programa
de melhoramento com melhor desempenho e ciclo precoces em campo nos ultimos anos e
buscou-se aquelas com caracteristicas complementares as linhagens alto oleico desenvolvidas
pelo Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja (BIOAGRO/DBB/UFV), conforme

mostrado na Tabela 2.

Tabela 2: Variedades e linhagens desenvolvidas pelo Programa de Melhoramento da Soja com caracteristicas
ideais para inicio do programa de retrocruzamentos

Variedades Cor de Flor
5027 x TMG 4182.3 Branca
5027 x TMG4182.4 Branca

RC4-Cs-07-27 Roxa
5035 x Supremal Branca/Roxa
UFV — MB Roxa
UFVS77C10 Branca

A variedade UFVS77C10 é uma variedade registrada resultado do melhoramento ao
longo dos anos pelo programa e tem como principal caracteristica, ciclo precoce, auséncia de
gene transgénico e alta produtividade no estado de Mato Grosso. J4 a linhagem UFV-MB ainda
estd em desenvolvimento pelo programa, mas com alto potencial produtivo, maior teor proteico
e resisténcia a nematoides. Dessa forma, os cruzamentos foram definidos utilizando cor de flor
para facilitar a selecdo. Para o presente trabalho foi definido o cruzamento entre a linhagem alto
oleico 5035xSuprema 1 (flor roxa) com a variedade UFVS77C10 (flor branca), conforme

ilustrado na Figura 2.
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5035 x Suprema 1 2

(alto oleico) UFVS77C10

Fl

RC

RC1

RC2

RC2F2

}

UFVS77C10 Alto Oleico

Figura 2: Esquema do programa de retrocruzamento assistido da variedade (5035xSuprema 1) x UFVS77C10.

3.2 Avaliacao de Expressao Génica

3.2.1 Material Vegetal

Foi selecionada a variedade SUPREMA e a linhagem 6027 (RC5:F2 de SUPREMA),
que possui alto teor de acido oleico para comparagao do perfil transcricional. A escolha destes
materiais se deu por ndo possuir resisténcia ao nematoide de cisto da soja (NCS) e pela linhagem

6027 possuir 86,26% de 4cido oleico em sua composi¢ao.

3.2.2 Delineamento Experimental

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos inteiramente casualizado,
avaliando quatro tratamentos — inoculado e ndo inoculado/convencional e alto oleico, trés
repeti¢des bioldgicas e intervalos de 1, 5 e 10 dias de inoculacdo, totalizando 36 ensaios,

conforme mostrado na Tabela 3.
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Tabela 3: Esquema delineamento experimental blocos inteiramente casualizados, totalizando 36 tratamentos,
sendo 6027 variedade alto oleico.

6027 SUPREMA

Controle Inéculo Controle Inoéculo

lda  EE  FE Y OFY

& & z &
L -
dias ¥ ¥ = =4
0 F¥E EgF FE EF
dias = =4 =4 =4

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo num intervalo total de 20 dias. As
sementes foram germinadas em bandejas, utilizando o substrato comercial Plantmax® e apds 9
dias foram plantadas individualmente em vasos pldsticos com capacidade de 500mL
previamente higienizados. Os materiais controle foram plantados utilizando solo autoclavado e
os materiais inoculados foram plantados em mistura de 2:1 de solo autoclavado e solo
contaminado com nematoide de cisto da soja (NCS) - Heterodera glycines.

Nos tempos 1, 5 e 10 dias, foram coletados raiz e folha dos materiais e armazenados em

freezer -80°C para posterior extragdo de RNA.

3.2.3 Extracdo de RNA

Foi realizada a extracdo do RNA de raiz utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen)
seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Apds a extra¢do, a quantificacdo foi
realizada em espectrofotdometro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington,
DE, EUA). A qualidade do RNA fo1 verificada pela integridade de bandas em gel de agarose
1,7%.

Posteriormente as amostras de RNA foram submetidas a tratamento com DNAse I
Amplification Grade (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e posterior reacdo com Transcriptase
Reversa MMLV (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) utilizando primer Oligo (dT)12-18 (Sigma
Aldrich, Sao Paulo, SP) para a sintese da fita de cDNA, que corresponde ao DNA complementar

ao RNA mensageiro.
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3.2.4 Analise de genes para qRT-PCR

Os genes de controle endégeno CYP e UKN2 foram selecionados de acordo com os
resultados obtidos e validados em Silva e colaboradores (2022). Os genes OPR3 e JAR1 foram
avaliados devido sua presenca na via de sintese do dcido jasmodnico, e o gene HS1PROI1 foi
avaliado devido sua relagdao com resisténcia a nematoides. Os genes e primers escolhidos sdao

utilizados e validados em soja e estdo dispostos na Tabela 4.

Tabela 4: Primers utilizados para andlise de expressdo génica

Glyma Gene Primer Referéncia

Glyma.12g024700 CYP F: ACGACGAAGACGGAGTGG (LIetal., 2012)
R: CGACGACGACAGGCTTGG

Glyma.06g038500 UKN2 F: GCCTCTGGATACCTGCTCAAG (HU et al., 2009)
R: ACCTCCTCCTCAAACTCCTCTG

Glyma.13g109700 OPR3 F: AGTGAGCAAAGGAGCCAAGG (SELIG et al,
R: CAGCTTGCAGGCAATATAGATGA 2016)

Glyma.16g03010.1 JAR1 F: ACACCAAGATTCTCCTAGCTGC (SELIG et al,
R: AGGATCCGTCCTCCCATTCA 2016)

Glyma.02g25540  HSIPRO1 F: TCACGCCGCACCTTCTGT (Morales, 2009)
R:

TGAGTTGAGGAAGACGGAGATAGTAG

As reagdes de PCR em tempo real foram realizadas em equipamento 7500 Real Time
PCR Systems (Applied Biosystems), utilizando 1uL. do cDNA sintetizado diluido 1:10, 4uL do
primer Foward misturado com o primer Reverse na concentragdo de 1,5uM (cada primer) e 6uL
de SYBR Green PCR Master Mix, sendo trés réplicas biologicas de cada gendtipo e duas
réplicas técnicas para cada réplica bioldgica. O ciclo para as reacdes de PCR em tempo real foi:
95°C por 10 min e 40 ciclos de: desnaturagao 95°C por 15s, seguido de anelamento e extensao
a 60°C por 1 min. A especificidade dos produtos amplificados foi analisada pelas curvas de
dissociacdo geradas pelo equipamento. Foram utilizados controles negativos sem a adicdo de
cDNA sintetizado e/ou primers para confirmar a auséncia de qualquer tipo de contaminante no

meio reacional (No Template Control, NTC).
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Os resultados obtidos foram analisados seguindo modelo descrito por Hellemans e
colaboradores (2007). Foi realizada uma andlise de varidncia ANOVA, teste de comparacdo

das médias Tukey e Teste t de Student no software GraphPad Prism 8.0.1.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Cruzamentos e Retrocruzamentos

Sementes dos materiais provenientes dos retrocruzamentos feitos anteriormente por
Silva (2017), utilizando o acesso PL04 e as variedades de soja CS303TNKCA, M7110 IPRO,
NA5909, SUPREMA e TMG 4182, foram germinadas em casa de vegetacdo. Amostras de folha
foram coletadas para extracdo de DNA e posterior genotipagem para os marcadores GmFAD2-
1A e GmFAD?2-1B. Os genes FAD2-1A e FAD2-1B sao recessivos na heranga e o resultado da

genotipagem € apresentado na Figura 3.
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Figura 3: Genotipagem para os materiais alto oleico introgredidos em CS303TNKCA, M7110 IPRO, NA5909,
SUPREMA e TMG4182. A - Genotipagem para o gene FAD2-1A, sendo possivel identificar em verde,
individuos heterozigotos e em vermelho, os individuos mutados. B - Genotipagem para o gene FAD2-1B, sendo
destacado em verde os individuos mutados.

Analisando os resultados das genotipagens, apenas os individuos heterozigotos ou
homozigotos recessivos para FAD2-1A e FAD2-1B sdo de interesse para iniciar um programa
de retrocruzamento para aumentar o conteido de oleico. Por este motivo, descartou-se os
individuos homozigotos dominantes (AA) e selecionou-se os individuos homozigotos
recessivos (aa) e heterozigotos (Aa) para o marcador GmFAD2-1A. Para o marcador GmFAD2-
1B, selecionou-se apenas os individuos homozigotos recessivos (bb).

O presente trabalho tem como foco o desenvolvimento de materiais comerciais a partir

da linhagem SUPREMA, e por este motivo foi selecionado como doador a linhagem
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5035xSuprema 1, que € heterozigoto para o marcador GmFAD2-1A e mutado para o marcador
GmFAD2-1B (Aabb).

Conforme citado por Willete et al (2021), o efeito aditivo dos alelos mutados FAD2-1A
e FAD2-1B é maior que o efeito de cada alelo individual, com a mutacao de FAD2-1A
contribuindo com maior efeito na quantidade de 4cido oleico. Portanto, a linhagem selecionada
passard por um ndmero de retrocruzamentos para a introgressdo do fendtipo na cultivar
UFVS77C10, e posterior autofecundagao para fixar a mutagdo e assim, alcancar o efeito aditivo
dos dois alelos.

Para avaliar o efeito da mutagdo e comprovar o teor de acido oleico (18:1 A%), o genétipo
5035 x Suprema 1 foi submetido a anédlise de 4cidos graxos, e o resultado da anélise pode ser

verificado na Tabela 5 e na Figura 4.

Tabela 5: Teor de dcidos graxos analisados por cromatografia gasosa para os individuos selecionados ap6s

genotipagem ]
Individuos Teor de Acidos Graxos (%)
Palmitic Estedrico  Oleico Linoleico Linolénico
o (16:0) (18:0)  (18:1 A%  (18:2A>2)  (18:3 A*1215)
5035 x Suprema 1 6,72 3,09 85,95 2,44 1,77
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Figura 4: Anilise de 4cidos graxos por cromatografia gasosa. Amostra 5035 x Suprema 1, onde:1: Inicio da
corrida; 2: acido palmitico; 3: dcido estedrico; 4: 4cido oleico; 5: dcido linoleico e 6: 4cido linolénico.
Embora ndo exista um padrao oficial de perfil de 4cidos graxos para soja alto oleico, os
6leos de soja alto oleico comercializados nos Estados Unidos possuem cerca de 75% ou mais

de 4cido oleico. Outras alteracdes também estao presentes, tais como redugio significativa dos
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acidos linoleico e linolénico a um teor menor que 3%, além da reducdo também do &cido
palmitico (U.S. SOYBEAN EXPORT COUNCIL, 2021)

O individuo 5035 x Suprema 1 apresentou um percentual elevado para acido oleico, de
85,95%, resultado encontrado quando se ha mutacao nos dois alelos FAD2-1A e FAD2-1B. O
teor de acido oleico no grao de soja é uma caracteristica em que a influéncia do ambiente e
outros genes envolvidos no controle da caracteristica justifica em parte o teor encontrado
(BACHLAVA et al., 2009). Além disso, ha a possibilidade de erro na identificacdo dos
gendtipos.

Devido ao ndmero insuficiente de sementes do gendétipo 5035 x Suprema 1 para
prosseguir com os cruzamentos previstos, foi realizada multiplicacdo em casa de vegetacgao,
resultando em 17 novos individuos. Otimizando esta etapa, foi feito o controle de florescimento
— cor de flor e dias para florescimento, além de adotar nova nomenclatura destes individuos em
uma sequéncia numérica, visando melhor identificacdo. O controle de florescimento e a nova

identificacdo dos individuos podem ser vistos na Tabela 6.

Tabela 6: Nova nomenclatura adotada pelos individuos multiplicados e controle de florescimento — cor de flor e
tempo médio para florescimento.

Individuos Nova Identificacao Cor de Flor Tempo médio de
florescimento
5035 x Suprema 1.1 a 6019 a 6035 Branca e Roxa* 47 dias

5035 x Suprema 1.17

* Foi feita a identificacao individual por cor de flor, sendo cinco de flor branca e doze de flor roxa.

Os novos individuos, ao passarem pela etapa de multiplicacdo, foram submetidas a

autofecundacao, alterando a proporg¢do estatistica dos genes, mostrado na Tabela 7.

Tabela 7: Genétipos possiveis entre o grupo de individuos e sua devida proporcao estatistica

Individuos Genotipos possiveis Proporcao estatistica
6019 a 6035 AAbb 1:2:1

Aabb

aabb

Visando preservar caracteristicas adotadas no mercado, foi realizada a extracdo de DNA
desses materiais € PCR para confirmar a auséncia de gene transgénico utilizando os primers

RR1, RR2 e Bt. A Figura 5 € resultado do primer RR1, os demais primers apresentaram mesmo
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padrdo de banda, comprovando que todos os individuos de 6019 a 6035 sdo convencionais e

com auséncia de genes transgénicos.

——----

M ¢r cr cc cCc cH

Figura 5: Gel de agarose 1,2% para verificacdo de individuos transgé€nicos/convencionais. Primer RR1.
M:marcador molecular; CT: controle transgénico; CC: controle convencional; CH: controle heterozigoto

Ap6s confirmacido de que todos os individuos ndo contém transgenia, conforme ja
esperado para os individuos derivados de SUPREMA, se deu inicio a etapa de cruzamento
utilizando como recorrente a linhagem UFVS77C10 (6035 x UFVS77C10), dando origem a F1.

A obtengdo de soja alto oleico por métodos convencionais é uma iniciativa pouco
empregada no mercado atualmente, sendo este, um diferencial. Nos dltimos anos, hd uma
grande procura por farelo de soja com alto teor de oleico e ndo transgénico para alimentacao
animal nos Estados Unidos, e ha uma tendéncia para que o mercado brasileiro siga as mesmas
orientagdes nos préoximos anos (U.S. SOYBEAN EXPORT COUNCIL, 2021)

Para otimizar a identificacdo e o niimero de cruzamentos e retrocruzamentos, 0s
individuos, apds obtengdo de F1, foram nomeados seguindo o usual pelo PMQS conforme

mostrado na Tabela 8.

Tabela 8: Nomenclatura adotada para os cruzamentos apds obtencdo de F1.
Cruzamento Nomenclatura Numero de Sementes

6035 x UFVS77C10 DSF65 —F1 22

Os individuos da geragdo F1 foram retrocruzados com as variedades recorrentes
UFVS77C10. Sabe-se que o diagnostico de F1 € uma etapa limitante para a continuidade nos
retrocruzamentos, neste momento a busca pelos individuos heterozigotos é a chave para a
introgressao dos alelos de alto oleico.

A estimativa dos retrocruzamentos da linhagem 6035 (alto oleico) com a variedade

UFVS77CI10 € chegar a geracdo RC2 e em seguida uma ou duas geracdes de autofecundagdo
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para conseguir individuos homozigotos mutados para os dois marcadores, tendo em vista que

ambos os individuos envolvidos no processo sdo convencionais.
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4.2 Avaliagdo de Expressdo Génica

Para avaliar a relacdo entre a soja com alto teor de dcido oleico nas vias dependentes de
jasmonato foram selecionadas as linhagens 6027 (RC5:F2 de SUPREMA) e a variedade
SUPREMA convencional como controle desta varidvel. A escolha dos genes avaliados foi
baseada na etapa de biossintese de dcido jasmonico, as enzimas 12-oxofitodietonato sintetase
(OPR3) e jasmonato amino sintetase (JAR1) participam ativamente na obten¢do do 4cido
jasmonico em sua forma ativa.

Para que ocorra a sintese de 4cido jasmonico, a planta deve ser submetida a algum
estresse, tal como estresse hidrico, ataque de insetos ou injurias. Portanto, parte dos materiais
foi inoculado em solo contaminado com o nematoide de cisto da soja Heterodora glycines. Os
nematoides do cisto de soja sdo vermes parasitas que infectam a raiz da planta e podem
acumular no solo por anos, portanto, foram escolhidos por fornecerem estresse a planta.

Além dos genes OPR3 e JARI, presentes ativamente na sintese de dcido jasmonico, foi
avaliado o gene HS1PROI, pois ele esta relacionado com a resposta da planta ao ataque de
nematoide, e os genotipos avaliados sdo suscetiveis ao ataque destes parasitas.

O resultado de expressdo génica de JARI pode ser visto no grifico da Figura 6 e
observa-se que, com excec¢do do material SUPREMA tratado com nematoide (I) no tempo de
10 dias, ndo houve variacdo nos valores de expressdo ao longo dos dias e nos diferentes

tratamentos submetidos.
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Figura 6: Gréafico de expressdo génica para o gene JAR1. Onde SUPREMA sdo plantas convencionais e 6027:
plantas com alto teor de acido oleico; Tempos de experimento: 1, 5 e 10 dias. As amostras nao foram avaliadas
estatisticamente para este primer.
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Ao analisar este resultado e compard-lo com outros desenvolvidos pelo grupo de
pesquisa, foi detectado a baixa viabilidade deste primer, visto que é um primer de grande
amplicon (208pb) e pouca especificidade, e apesar de ser um primer bastante difundido na
literatura nao teve o desempenho esperado.

Os genes de biossintese de dcido jasmonico sdo membros de familias gé€nicas e existe
uma especificidade entre um gene especifico e a sua sintese. Para o gene 12-oxofitodietonato
redutase (OPR), existem a OPR1, OPR2 e OPR3, sendo o gene OPR3 o mais especifico para a
via de biossintese de jasmonato e responsdvel pela reducdo do 4cido oxo-fitodiendico (OPDA)
(MATSUI et al., 2004). O gréfico de expressdo génica para o gene OPR3 pode ser verificado

na Figura 7.
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Figura 7: Grafico de expressdo génica para o gene OPR3, onde SUPREMA sao plantas convencionais e 6027 sdo
plantas com alto teor de 4cido oleico. Tempos de experimento: 1, 5 e 10 dias. As amostras ndo apresentaram
significancia estatistica para teste de Tukey. Marcado com * os tratamentos que apresentaram significancia
estatistica entre si apds realizacdo do teste T.

No grafico da Figura 7, € possivel verificar que todos os materiais inoculados com
nematoide apresentaram valores relativos a expressao de OPR3 maiores quando comparados
com 0s materiais que ndo tiveram contato com nematoide, com excecdo da planta SUPREMA
no primeiro dia de tratamento, onde tanto a planta inoculada quanto a nao inoculada
apresentaram valores iguais.

Comparando as plantas alto oleico (6027) com as convencionais (SUPREMA) € visto
no tempo de 1 dia que a planta 6027 controle teve uma expressdo cerca de 9 vezes menor do
que a sua correspondente convencional. Os valores de expressao mais alto no primeiro dia pode

indicar uma inducdo rdpida da via pelo nematoide ou até mesmo uma sinalizag¢do por conta do
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estresse sofrido pela planta durante o transplante das mudas da bandeja para os vasos.
Entretanto, temos que considerar a diferenca de expressdo entre as plantas ndo inoculadas,
indicando que a planta alto oleico tem uma menor expressao de OPR3 provavelmente devido a
apresentar menor quantidade de 4cido linolénico.

Ainda no tempo de 1 dia, nas amostras tratadas com nematoide, hd uma maior inducao
na planta alto oleico em relacdo a planta normal, onde os valores de expressdo sio 1,4 vezes
maiores. Esta maior indu¢do poderia ser uma forma de compensar a baixa quantidade de
transcritos de OPR3 pré-indugao do estresse.

Em cinco dias de experimento, é possivel notar uma redu¢do bastante expressiva nas
amostras ndo tratadas com nematoide, tanto nas amostras alto oleico quanto nas convencionais.
Focando nas amostras inoculadas com nematoide, a planta alto oleico (6027) permaneceu com
maior indu¢do do que a planta normal (SUPREMA) do gene OPR3, embora teve uma reducao
de inducdo do gene quando comparado com o encontrado no intervalo de 1 dia.

Comportamento semelhante de expressdo de OPR3 foi observado no estudo de Junior
(2009), onde foi avaliada a expressdo génica de OPR3 em cacaueiro sob efeito de
Moniliophtora perniciosa, fungo responsavel pela doencga vassoura-de-bruxa. Neste estudo o
gene OPR3 apresentou tendéncia de reducdo no nivel do transcrito durante os periodos de
coleta, e um nivel de repressao maior no tempo médio, no caso, de 24h.

Em dez dias, as plantas ndo inoculadas com nematoide voltaram a aumentar o valor de
expressdo. Para a variedade SUPREMA, comparando os valores de expressdo de 10 dias e 1
dia, hd uma reducao de 2,8 vezes. Entretanto, em 6027 no tempo 10 dias houve um aumento de
1,92 vezes na expressdo. Vale ressaltar que para a amostra alto oleico controle (6027 10D) s6
¢ apresentado valor de uma repeticdo bioldgica, o que impossibilita a andlise precisa dos
resultados.

Analisando ainda o tempo de 10 dias, ao contrario nos tempos anteriores, nas amostras
submetidas ao ataque de nematoide, aparentemente a variedade convencional (SUPREMA)
teve uma maior resposta quando comparada com a variedade alto oleico (6027).

Analisando os valores de expressao entre as amostras ndo tratadas com nematoide vimos
que ndo ha significancia estatistica entre elas (Teste de Tukey, p > 0,05), ou seja, as amostras
de alto teor de 4cido oleico e amostras convencionais nio apresentam diferenca estatistica entre
si. Embora hd uma expressao 7,5 vezes maior em SUPREMA quando comparado com 6027 no
tempo de 1 dia.

Ao analisar as plantas inoculadas com nematoide, também nao hé diferenca estatistica

entre as amostras alto oleico e convencionais (Teste de Tukey, p > 0,05). Embora nio tenha
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dado diferenca estatistica, quando comparamos os valores absolutos de expressdo de OPR3, no
tempo de 5 dias, a planta alto oleico expressou 4,5 vezes mais do que a planta convencional. J&
no tempo de 10 dias, foi observado comportamento inverso, onde a planta SUPREMA
expressou 4 vezes mais do que a planta 6027.

Foi realizado teste T afim de comparar estatisticamente os niveis de expressao entre as
amostras tratadas com nematoide e ndo tratadas. No grafico da Figura 7, somente as amostras
alto oleico (6027) no tempo de 1 dia apresentaram relevancia estatistica, onde a amostra em
contato com nematoide obteve valores 10,8 vezes maior. Apesar de apresentarem valor p > 0,05
no tempo de 5 dias, é notdvel que hd um valor de expressdo de OPR3 maior nas amostras em
contato com nematoide tanto nas plantas alto oleico quanto nas plantas normais, sendo cerca de
10 vezes maior na 6027 e 7 vezes na planta SUPREMA.

No tempo de 10 dias apesar de também nao apresentar significincia estatistica (p >
0,05), a planta convencional expressou 2,7 vezes mais na amostra tratada com nematoide
quando comparada com a planta ndo tratada. A planta alto oleico controle ndo pdde ser
analisada estatisticamente, pois nao hd repeticdo biolégica deste material, portanto ndo é
possivel calcular os desvios padrio dessas amostras.

Analisando a cinética de expressao de OPR3 observamos que a planta alto oleico tem
uma ativacdo de expressdo génica (valores inoculados menos valores controle) em 1 dia
decaindo ao longo de 5 e 10 dias. J4 a planta convencional possui uma ativa¢do mais tardia,
comecando em 5 dias e continuando praticamente estavel até 10 dias. Para a biossintese de
acido jasmonico € necessario o acido linolénico como precursor. Na planta 6027 hd uma maior
disponibilidade de &cido oleico em sua composi¢do, consequentemente, hd uma menor
disposi¢do de dcido linolénico. A baixa disponibilidade de 4cido linolénico na planta alto oleico
6027 pode ter alterado a quantidade de acido jasmoOnico que naturalmente € produzido em
homeostase, de forma que a planta precisa aumentar a expressao de genes da via para acelerar
a sinaliza¢do quando em condicdo de estresse. Nossos dados ndo nos permitem expandir sobre
esta hipétese, mas uma dosagem de 4cido jasmonico poderia sanar este questionamento. Da
mesma forma, seria importante verificar se a planta alto oleico possui um grau de
susceptibilidade ainda maior quando comparada com a planta normal. Pode ser que apesar de
toda a modificacdo observada, haja um efeito compensatério evitando que a planta seja mais
susceptivel. Portanto, um experimento verificando o grau de susceptibilidade destes dois

materiais estdo em nossos planos.
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Figura 8: Grifico de expressao génica para o gene HS1PRO1. Onde SUPREMA s@o plantas convencionais e 6027
sdo plantas com alto teor de dcido oleico. Tempos de experimento: 1, 5 e 10 dias. As amostras que apresentaram
significancia estatistica no teste de Tukey sdo legendadas com a e b, e médias significativas ndo compartilham
mesma letra. Marcado com * os tratamentos que apresentaram significincia estatistica entre si ap6s realizacdo do
teste T.

O gene HS1PROI1 € um gene de resisténcia especifico ao nematoide de cisto Heterodora
schachtii encontrado em beterraba e acredita-se que ele pertence a uma classe de genes de
resisténcia, chamados genes R. Dados preliminares encontrados por McLean e colaboradores
(2007) sugeriram que a expressio de HS1PRO1 aumenta a resisténcia de da soja contra
nematoide de cisto da soja (NCS), sendo este gene um candidato promissor para a engenharia
genética de resisténcia a nematoides. Dados de expressao de HS1PRO1 sdao mostrados na Figura
8.

Ao analisar o gréfico, é possivel verificar que as amostras tratadas com nematoide
apresentaram valores de expressdo maiores quando comparadas com as amostras controle
durante todo o intervalo do experimento, com exce¢ao da amostra alto oleico no tempo de 10
dias, onde foi feita a andlise de somente uma repeticdo bioldgica, impossibilitando a analise
precisa dos dados. Este comportamento observado indica que houve a¢do do nematoide e
estresse causado as plantas, requisito necessdrio para ativagdo da biossintese de &acido
jasmonico.

No tempo de experimento de 1 dia € possivel verificar que tanto a amostra alto oleico
(6027), quanto a convencional (SUPREMA) tiveram valores de expressao semelhantes nas

amostras inoculadas. Apesar disto, a ativacao transcricional em SUPREMA € maior do que em
6027.
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No tempo de cinco dias, a planta 6027 inoculada com nematoide expressou mais o gene
HS1PROI1 do que a planta SUPREMA inoculada, mostrando que neste intervalo, a planta alto
oleico tem o nivel de transcritos levemente maior e uma ativacao transcricional maior. Porém,
ao analisar o tempo de dez dias, t€m-se uma resposta inversa, onde a amostra SUPREMA
tratada com nematoide apresentou valores de expressdo 23 vezes maior quando comparada com
a amostra alto oleico (6027) na mesma condi¢do. Com isso € possivel observar que a cinética
de expressao na planta 6027 tem pico de ativacdo em 5 dias, enquanto a planta SUPREMA tem
uma ativa¢do maxima em 10 dias.

Foi realizado teste estatistico entre as plantas controle e o p valor encontrado foi superior
ao valor de 0,05 (teste de Tukey), indicando que ndo h4 significancia estatistica entre as plantas
alto oleico e convencionais para o gene HS1PRO1 durante todo o intervalo experimental. Este
valor indica que tanto as plantas 6027 quanto as SUPREMA respondem de maneira semelhante
quanto a expressao de HS1PRO1 quando ndo ha o contato com o nematoide de cisto da soja
(NCS).

Resultado diferente foi encontrado ao analisar as plantas que sofreram com o ataque dos
nematoides, onde no tempo de 10 dias, a planta SUPREMA apresentou significancia estatistica
dentre as demais. Observando o gréifico da Figura 8 é possivel é possivel inferir que quanto
maior o tempo de exposicdo da planta ao ataque dos nematoides, maior é a expressdo desse
gene.

Ao verificar o resultado do teste T, foi encontrada significancia estatistica (p < 0,05)
entre as amostras 6027 controle e tratadas com nematoide no tempo de 5 dias e na planta
SUPREMA controle e tratada com nematoide no tempo de 10 dias apenas. No tempo de 5 dias,
a planta 6027 inoculada com nematoide teve uma expressao cerca de 15 vezes maior do que a
planta controle, ao passo que para 10 dias, SUPREMA obteve um valor 7 vezes maior
comparando a planta inoculada com a controle. Este resultado nos informa que as plantas alto
oleico tem uma ativacdo da transcri¢do estatisticamente significativa em 5 dias, enquanto as
plantas convencionais apresentam ativacao da transcri¢do significativa em 10 dias. Entretanto,
a quantidade de transcritos encontrados em SUPREMA em 10 dias na amostra inoculada é bem
maior quando comparado aos demais tempos.

Com os resultados encontrados, ndo € possivel excluir a hipétese de que o aumento de
acido oleico na planta e consequente redugdo de 4cido linolénico pode afetar a via de sinalizacdo
de 4cido jasmoOnico. S@o necessdrios outros experimentos chave, como dosagem de jasmonato

e avaliacdo de resisténcia a nematoide, entretanto, conseguimos evidenciar que a transcricao de
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genes importantes dessas vias € diferente nos dois materiais indicando que pelo menos a nivel

de transcri¢do existe diferenca entre plantas alto oleico e convencionais.
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CONCLUSOES

e Os marcadores FAD2-1A e FAD2-1B foram eficientes na determinagao dos alelos para
alto oleico. Através do uso desses marcadores foi possivel selecionar um individuo com

potencial para o programa de retrocruzamentos e avancar algumas geragdes.

e Foi confirmada a auséncia de gene transgénico nas variedades desenvolvidas pelo Pro-
grama de Melhoramento da Qualidade da Soja (PQMS). O melhoramento genético por
métodos convencionais € uma premissa importante para o lancamento de novas culti-

vares com caracteristicas esperadas por parte do mercado internacional.

e Parte dos retrocruzamentos previstos foi executado e os alelos para alto oleico esta
sendo introgredindo na linhagem UFVS77C10. Esté planejado o avango dos retrocru-

zamentos e serd dada continuidade pelo PQMS.

e A transcricdo do gene OPR3 e HS1PROI1 apresentam diferencas, porém, os resultados
indicam, que a nivel de transcri¢cdo, existe diferencas entre as plantas com alto teor de

oleico e as plantas convencionais.
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