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RESUMO

FERREIRA, Dalton de Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2022.
Prospeccao de genes candidatos ao deficit hidrico em soja. Orientador: Felipe Lopes da
Silva.

A soja ¢ a principal oleaginosa cultivada mundialmente, e contribui tanto para a alimentacao
humana quanto para a animal. Devido essa grande importancia, grandes esfor¢os sao realizados
para o desenvolvimento de novas cultivares. Contudo, condi¢des adversas, como periodos de
escassez hidrica, tem se tornado cada vez mais frequentes com o avanco das mudangas das
condicdes climaticas. Esses periodos causam grandes perdas nas culturas, na soja perdas de 24
- 50% tém sido registrados. Assim, muitos estudos tém focado nas fases criticas da soja, no
entanto, o periodo de estiagem pode ocorrer durante qualquer fase da cultura. Assim no intuito
de ajudar a compreender esse processo complexo e auxiliar no desenvolvimento de cultivares
mais tolerantes, esse estudo tem os seguintes objetivos: (i) identificar os marcadores
moleculares e os genes candidatos associados a estes marcadores no processo de tolerancia ao
déficit hidrico em soja durante o estddio de germinacdo; (ii) identificar os marcadores
moleculares e os genes candidatos associados a estes marcadores no processo de tolerancia ao
déficit hidrico em soja durante o estddio vegetativo. Em cada estddio foram realizados dois
experimentos em delineamento em blocos casualizados em esquema fatorial 100 x 2 (Genotipos
x Disponibilidade hidrica) com 3 repeti¢cdes. Os cultivares utilizados, foram provenientes de
diversas empresas comerciais a fim de representar um painel de diversidade de soja no pais. As
disponibilidades hidricas foram: a condi¢do controle (Capacidade de campo) e a condi¢ao
estresse ( -0,2 MPa (germinacao) ou -1,2 MPa (estadio vegetativo)) com duragdo de 20 dias. A
parcela experimental no estadio de germinagao foi uma linha contendo dez sementes tratadas e
no estadio vegetativo foi uma planta em um vaso de 3 litros de substrato (solo:areia). O inicio
do periodo de estresse na germinagao foi no ato do plantio das sementes, enquanto no vegetativo
foi quando as plantas entraram no estadio vegetativo 2 (V2). Para cada caracteristica foram
obtidos os valores genotipicos (gBLUP) utilizando duas abordagens para o conceito de
tolerancia. Na primeira abordagem utilizou-se a diferenga entre a condigao estresse e a controle
para obter o valor genotipico. Na segunda abordagem os gBLUPs foram obtidos utilizando os
dados da condicao estresse e controle como tratamentos. Os valores de gBLUP foram entao
utilizados no estudo de associagdo genOmica ampla para a obtencdo dos marcadores

significativos. No estadio vegetativo foram identificados 25 marcadores do tipo SNP utilizando



a primeira abordagem e 18 marcadores utilizando a segunda. Dentre esses, 3 marcadores
estavam presentes em ambas as abordagens. Foram encontrados 5 genes na regido proxima a
esses marcadores em que: um relacionado a parede celular, dois relacionados a transporte de
proteinas e dois fatores de transcricdo. No estddio vegetativo, foram encontrados 114
marcadores na primeira abordagem e 68 na segunda. Em ambas as abordagens foram
encontrados 18 marcadores moleculares. Na regido proxima a esses marcadores foram
encontrados 15 genes: um fator de transcri¢do, quatro que ja sao relacionados a tolerancia ao
déficit hidrico, trés relacionados ao crescimento de raizes e seis que sdo relacionados a outros

tipos de estresse.

Palavras-chave: Glycine max. Estresse abidtico. GWAS. Germinagdo. Estadio vegetativo.

Melhoramento de plantas.



ABSTRACT

FERREIRA, Dalton de Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August 2022.
Prospection of candidate genes for drought in soybean. Adviser: Felipe Lopes da Silva.

Soybean is the major oilseed crop grown worldwide and contributes to both human and animal
nutrition. Due to its great importance, great efforts are made to develop new productive
cultivars. However, though conditions, such as drought, have become more frequent with the
climatic changes. These periods have caused great losses in crops, in soybean losses of 24 -
50% had recorded. Thus, many studies have focused on the critical phases of soybeans,
however, the dry period can occur during any phase of the crop. Thus, for understanding this
complex process and assist the development of tolerant cultivars, this study aims: (i) identify
molecular markers and candidate genes associated with these markers in the process of
tolerance to water deficit in soybean during the germination stage; (ii) identify molecular
markers and candidate genes associated with these markers in the process of tolerance to water
deficit in soybean during the vegetative stage. At each stage, it carried out two experiments in
a randomized block design with 3 replications in a 100 x 2 factorial (Genotypes x Water
availability). The cultivars, became from different companies, representing country's soybean
diversity panel. The water availability was: the control condition (Field capacity) and the stress
condition (-0.2 MPa (germination) and -1.2 MPa (vegetative stage)) with a duration of 20 days.
The experimental plot at the germination stage was a row containing ten treated seeds and at
the vegetative stage, it was a plant in a 3-liter pot of substrate. The substrate used in germination
was sand, and in the vegetative stage, it was a mixture of soil and sand. For the germination
stage, the stress period began at the time of planting the seeds, while the vegetative period was
when the plants entered the vegetative stage 2 (V2). For each trait, genotypic values (gBLUP)
were obtained using two approaches to the concept of tolerance. The first approach used the
difference between the stress condition and the control to obtain the genotypic value. In the
second approach, gBLUP values were obtained using data from stress and control conditions
as treatments. The gBLUP values were then used in genome-wide association studies to obtain
significant markers. At the germination stage, 25 SNP-type markers were significant using the
first approach and 18 markers using the second. Among these, three markers were present in
both approaches. In the region close to those three markers, are five genes: one related to the

cell wall, two related to protein transport, and two transcription factors. At the vegetative stage,



114 markers were significant in the first approach and 68 in the second approach. In both
approaches, it found 18 molecular markers in common. In the region close to these markers are
15 genes: one transcription factor, four that have been reported in other studies of tolerance to

water deficit, three related to root growth, and six that have been reported in the literature related

to other types of stress.

Keywords: Glycine max. Abiotic stress. GWAS. Germination. Vegetative stage. Plant

breeding.
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INTRODUCAO GERAL

A soja (Glycine max (L) Merrill) é uma planta herbacea, da classe Rosideae, ordem
Fabales, familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae, tribo Phaseoleae, género Glycine L.,
epiteto max. Ela ¢ uma planta autdgama e possui o fruto tipo legume onde se encontram os
graos. Atualmente, a soja ¢ um dos principais graos produzidos no pais e constitui a principal
fonte de renda de muitas propriedades brasileiras. Essa importdncia se da pelo retorno
econdmico e versatilidade do grao, que pode ser utilizado pela industria, como fonte de proteina
para producdo animal, producdo de 6leo vegetal e producdo de biocombustiveis, entre outras
utilidades (Borém et al., 2022). Por esses motivos e dentre outros, fazem com que a soja seja
uma cultura amplamente difundida, responséavel por alavancar o PIB do pais, juntamente com
as demais cadeias do agronegocio.

Além da importancia econdmica, a cadeia produtiva da soja tem um papel social
essencial, pois emprega, direta ou indiretamente, milhares de pessoas. A cadeia produtiva da
soja reune no pais cerca de 243 mil produtores e um mercado de 1,4 milhdes de empregos
(Aprosoja Brasil, 2022). O papel economico da soja para o pais fica ainda mais pronunciado
quando se verifica que, de quatro ddlares exportados pelo complexo agroindustrial brasileiro,
um dolar provém do complexo da soja (Embrapa, 2022a). Essa cultura é responsavel por
alavancar o PIB do pais, principalmente devido as grandes adversidades vindas com a pandemia
global.

A cultura ¢ tradicionalmente cultivada no verdo devido a suas caracteristicas fisiologicas
e exigéncias climaticas, sendo a principal cultura de verdo e ganhando mais espago a cada ano.
Na safra 2021/2022, a oleaginosa ocupou uma area (40,8 milhdes ha) 4,1% maior que safra
anterior. Apesar do aumento na area plantada, a recente onda de eventos climaticos, com
destaque para o deficit hidrico no Rio Grande do Sul, Parana e Mato Grosso do Sul, fez com
que a produgdo tivesse redugdo de 11,4% em relagdo a safra anterior (Conab, 2022).

O estresse por déficit hidrico em plantas ¢ caraterizado pela redugdo do potencial de
agua e a pressao de turgor na folha, fechamento estomatico e reducao do crescimento e
expansao celular (Farooq et al., 2009). A redugao do crescimento ¢ um reflexo da influéncia de
varios fatores tanto fisiologicos e bioquimicos como fotossintese, sintese de clorofila,
metabolismo de nutriente, translocacdo e absorcdo de ions, respiragdo e¢ metabolismo de
carboidratos (Jaleel et al., 2008; Farooq et al., 2009; Li et al., 2011).

Estudos com a cultura da soja tém demonstrado que o impacto do déficit hidrico tem

levado a redugdo da produtividade (24 - 50%) tanto em ambientes controlados quanto em
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campo (Frederick et al., 2001; Sadeghipour & Abbasi 2012). A compreensao de respostas das
plantas em face aos estresses ambientais ¢ fundamental para o desenvolvimento das plantas em
condi¢des de campo (Pandley et al., 2015).

Os prejuizos causados pelo deficit hidrico na cultura se inicia desde a primeira fase de
implantacdo da cultura, o plantio. Durante a germinacao a falta de 4gua ira impactar no nimero
de plantas germinadas e consequentemente no estande final de plantas. Isto pois cada semente
requer uma quantidade de 4gua para que indugdo do processo de germinagdo. Além disso, a
limitacdo de dgua no solo reduz também o vigor da semente (Kaya et al., 2006; Farooq et al.,
2009). Dentre os processos envolvidos, podemos citar a formag¢do de espécies reativas de
oxigénio (ROS) que causam alteragdes no DNA, RNA, estruturas das proteinas, danos na
membrana, e reducdo da respirag¢do e produgdo de ATP (Priestley, 1986).

Durante a fase vegetativa, o deficit hidrico causa a redugdo de altura de planta, area
foliar, didmetro de hipocétilo e matéria seca em diversas culturas (Apel & Hirt, 2004; Farooq
et al., 2009; Zheng et al., 2016). O crescimento foliar ¢ basicamente reduzido por causa da
reducdo do potencial hidrico foliar (Hsiao & Xu, 2000). Nesse caso, ocorre a interrup¢ao de
agua no xilema para os tecidos levando a reducdo da pressdo de turgor e consequentemente a
reducdo do enlogamento celular e a redugdo do tamanho das plantas (Nonami, 1998; Schuppler
et al., 1998; Taiz & Zeiger, 2006). No entanto, algumas cultivares, em condi¢des de estresse
menos severo, utilizam como estratégia a manutencdo da area foliar. Dessa forma, quando a
condicdo 6tima ¢é retomada, fim do estresse, elas reestabelecem o crescimento. Logo, cultivares
que possuem uma manutencao de area foliar, em condi¢des de estresse sdao favorecidas, quando
o estresse ¢ brando ou t€ém duragdo curta (Stolf-Moreira et al., 2010; Benjamin & Nielsen,
2006). Tal estratégia ¢ associada com a redugdo da condutancia estomatica e por consequéncia
na taxa fotossintética (Stolf-Moreira et al., 2010), resultando assim em uma redugdo da perda
de agua e minimizando o custo da reducao da fotossintese.

Dentre os ajustes morfologicos para a tolerancia ao déficit hidrico, uma série de
caracteristicas relacionadas as raizes tém sido propostas (Jia et al., 2006; Liu et al., 2005; Wang
et al., 2004; Lu, 2000; Garay & Wilhelm, 1983). A distribui¢ao das raizes no perfil do solo, em
relagdo a comprimento e/ou matéria seca ira diferir em cultivares de soja mais tolerantes em
face ao deficit hidrico (Benjamin & Nielsen, 2006; Tzenova et al., 2008). Em condigdo de seca,
as raizes tendem a aprofundar no solo, aumentando a densidade nas camadas mais profundas e
apresentando baixa densidade nas camadas superficiais, onde o teor de agua ¢ menor (Garay &

Wilhelm, 1983). Cultivares tolerantes apresentam uma correlagdo positiva entre a tolerancia e
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as razdes: peso seco da raiz/peso da planta, comprimento total da raiz/peso da planta e volume
da raiz/peso da planta (Liu et al., 2005).

A relacdo raiz-parte area aumenta em condi¢des de deficit hidrico (Wu & Cosgrove,
2000). O maior crescimento da raiz em detrimento da parte area tem sido proposto por essa
ultima ser mais sensivel a condicao de seca (Wu & Cosgrove, 2000). Esse crescimento esta
intimamente relacionado a mudangas na composicdo da parede celular, que envolve o
espessamento da parede celular da parte aérea e o relaxamento da expansao da parede celular
radicular por enzimas especificas (Wu & Cosgrove, 2000). Estudo da proteina GmRD22
sugeriu uma relagdo entre estresse osmotico e metabolismo da parede celular (Wang et al.,
2012). Ela ¢ uma proteina contendo um dominio BURP localizada no apoplasto, que pode
desempenhar um papel na tolerancia ao estresse, regulando o contetido de lignina da parede
celular sob estresse.

O deficit hidrico afeta drasticamente os componentes de produtividade: reduzindo a
producdo de flores e vagens, aumentando o aborto de flores e vagens, e reduzindo o tamanho e
nimero de sementes em leguminosas, limitando significativamente a produgao (Davies et al.,
1999; Fang et al., 2010). Na cultura da soja, além desses componentes, o deficit hidrico pode
reduzir o engalhamento da planta afetando diretamente no numero de ramos da planta, divido
a paralisacdo do crescimento e expansao celular (Frederick et al., 2001).

Atualmente, somente a tecnologia HB4, esta licenciada para ser cultivada pelos
sojicultores e apresenta tolerancia ao déficit hidrico. Esse gene descoberto em girassol e
inserido em diversas culturas como soja e trigo confere essa tolerdncia e mantem um alto teto
produtivo (Ribichich et al., 2020; Gonzaléz et al., 2019; Gago et al., 2002). Outra tecnologia
que vem sendo desenvolvida pela Embrapa ¢ através da inser¢ao de um gene de Arabidopsis
thaliana, o gene Y, que ¢ patenteado pelo Japan International Research Center for Agricultural
Sciences (Jircas) (Embrapa, 2022b). A chaperona molecular BiP (soyBiPD) em soja ¢ outro
gene que em condigdes de casa de vegetagdo demonstrou conferir tolerancia a soja (Valente et
al., 2009). Outros genes como GmSYP24 (Chen et al., 2019), GmFDLI19 (Li et al., 2017) e
GmMYB84 (Wang et al., 2017) também demonstraram conferir tolerdncia em plantas
transformadas em ambientes controlados. Assim a inser¢ao de genes que conferem resisténcia
ao déficit hidrico nos programas de melhoramento da soja, se torna essencial para a manutengao
das altas produtividades da cultura.

Apesar desses esforcos, o desenvolvimento de cultivares tolerantes ¢ complexo por
envolver uma caracteristica quantitativa. Estudos tem se concentrado nas fases criticas de

demanda de dgua da soja, no entanto o deficit hidrico pode ocorrer em qualquer fase do ciclo
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da cultura. Além disso, se faz necessario identificar e entender os genes envolvidos nesse
processo de tolerancia e suas interagdes. Neste trabalho para acessar os genes que conferem
resisténcia ao deficit hidrico, iremos utilizar duas abordagens para o conceito de tolerancia. Na
primeira abordagem as plantas que tiverem menor reducdo da caracteristica em relacdo ao
controle sdo consideradas as mais tolerantes. Na segunda abordagem as plantas que possuem
maior média na condi¢do estresse serdo as plantas consideradas mais tolerantes.

O estudo associagdo gendmica ampla (GWAS) ¢ uma ferramenta primordial nesse
processo pois ela permite que as caracteristicas fenotipicas sejam associadas as regides no
genoma responsaveis pela variagdo observada. Nessas regides genomicas ¢ possivel verificar
quais genes estdo proximos a elas e se estes possuem envolvimento no processo de tolerancia.
Somente apos a identificagdo desses fatores essenciais, podemos através do processo de sele¢ao
ou mesmo de técnicas modernas como CRISPR-Cas9 utilizé-los para o desenvolvimento de
cultivares mais tolerantes.

Assim o objetivo desse trabalho foi: Identificar os marcadores SNPs e os genes
candidatos associados a estes marcadores no processo de tolerancia ao deficit hidrico na cultura
da soja. Com os objetivos especificos: (1) identificar os marcadores SNPs e os genes candidatos
associados a estes marcadores no processo de tolerdncia ao deficit hidrico na cultura da soja
durante o estddio de germinacdo e (ii) identificar os marcadores SNPs e os possiveis genes
candidatos associados a estes marcadores no processo tolerancia ao deficit hidrico na cultura

da soja durante o estadio vegetativo.
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CAPITULO 1 — ESTUDO DE ASSOCIACAO GENOMICA AMPLA EM SOJA NO
ESTADIO DE GERMINACAO REVELA NOVOS GENES PARA A TOLERANCIA A
SECA

RESUMO
A soja ¢ uma das culturas mais importantes mundialmente, em que os dois maiores produtores
contribuem com mais de 60% da produgdo. Dentre estes paises, se encontra o Brasil, como
maior produtor mundial do grdo. A produgdo desse grao tem crescido anualmente, com o
aumento da produtividade e as areas plantadas. No entanto, com o aumento da frequéncia de
eventos climaticos como a seca, grandes perdas tém se tornado frequentes. Na busca de novas
tecnologias para escape dessa condigdo e para um uso mais racional e produtivo das areas
agricolas, a importancia da época do plantio tem se destacado. A umidade das sementes €
crucial para o processo de germinacdo, a falta de 4gua no inicio da germinagdo compromete a
planta morfologicamente, molecularmente e bioquimicamente, levando assim, a uma menor
taxa de germinacao e reducdo do vigor das plantas. Assim, cultivares tolerantes a seca durante
o periodo de germinacdo tem se tornado cada vez mais importante. Dessa forma, este estudo
tem o objetivo identificar os marcadores SNPs e os genes candidatos associados a estes
marcadores no processo de tolerancia ao deficit hidrico na cultura da soja durante o estadio de
germinagdo. Foram conduzidos dois experimentos em delineamento em blocos casualizados
em esquema fatorial 100 x 2 (genétipos x disponibilidade hidrica) com trés repeti¢cdes. Os
cultivares utilizados sdo provenientes de diversas empresas representando um painel de
diversidade. Os regimes hidricos foram a condi¢do controle (-0,01 MPa) e a condicdo Estresse
(-0,2 MPa). A parcela experimental constitui de uma linha de 10 sementes semeadas em areia,
onde na condi¢do controle utilizou-se apenas dgua e na condigdo estresse uma solugdo de
polietilenoglicol para atingir o potencial desejado. A agua evapotranspirada foi reposta
diariamente ¢ o nimero de plantas emergidas foi computado. Apos 20 dias, as caracteristicas
fenotipicas desses cultivares foram avaliadas. Durante a analise dos dados foram consideradas
duas abordagens para o conceito de cultivares tolerantes. Na primeira abordagem, a planta que
teve menor reducao da sua carateristica na condi¢ao de estresse em relagao a condi¢ao controle
foi considerada a mais tolerante. Na segunda abordagem, a planta mais tolrente foi aquela que
teve maior produgdo levando em conta as condigdes estresse e controle. Foi realizado uma
analise de PCA-biplot com a O valor genotipico para cada caracteristica foi estimado via
modelos mistos REML/gBLUP e realizado a correlagdo entre eles. Em ambas abordagens,

foram selecionadas as caracteristicas: conteudo de agua na folha (wc), taxa de emergéncia de
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plantas (emer) e indice de velocidade de germinagdo (gsi). Essas caracteristicas foram
selecionadas para a realizacdo do GWAS, onde se utilizou a abordagem baysiana (Blink) e
foram identificados ao total 25 marcadores moleculares do tipo SNP associados a tolerancia ao
déficit hidrico na primeira abordagem e 18 na segunda abordagem. Dentre esses, trés
marcadores apresentaram significancia em ambas as abordagens e na regido proxima a esses
foram encontrados cinco genes. Destes genes, um estd envolvido na constitui¢do da parede
celular, dois genes codificam para proteinas transportadoras entre membranas e os outros dois

sdo fatores de transcrigao.

Palavras-chave: Glycine max. Deficit hidrico. Melhoramento de plantas
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1. Introducao

A soja ¢ uma das principais culturas plantadas atualmente, trata-se de um cultivo de
verdo independentemente da regido cultivada no mundo. A produgdo mundial desse grao ¢ de
cerca de 395.370.000 toneladas por ano (USDA, 2022). Os dois maiores paises produtores sao
o Brasil e Estados Unidos, que contribuem juntos com cerca de 60% da producao mundial.

Com o avango da tecnologia, o uso racional das areas e busca por alternativas mais
lucrativas nos cultivos, o plantio cada vez mais cedo tem sido preconizado tanto nas regides
temperadas quanto nas tropicais (Maury et al., 2015). Contudo, devido a mudangas climéticas
que vem ocorrendo nos ultimos anos, periodos de seca tem sido cada vez comum, com previsao
de aumento da ocorréncia em 29% (UNCCD, 2022).

O deficit hidrico pode ocorrer em qualquer fase da cultura e afeta em diferente escala
dependendo do estadio da planta: germinacao, vegetativo ou reprodutivo (Anjum et al., 2017).
Durante a germinacdo, o deficit hidrico afeta os atributos morfologicos (tamanho e biomassa
de plantas) e moleculares (proteinas do estresse, aquaporinas e deheidrinas) e bioquimicos
(atividade da amilase, protease e lipase) (Yigit et al., 2016). Além disso, esse estresse leva a
reducdo da taxa de vigor e do indice de germinacdo (Tang et al., 2019), assim como alteragao
de caracteristicas associadas ao desenvolvimento de raizes (Toscano et al., 2017).

Durante a germinagao, os principais hormdnios envolvidos sdo o 4cido giberélico (GA),
responsavel pela ativagdo de enzimas, e o 4cido abscisico (ABA) que ¢ antagdnico ao anterior.
No periodo de deficit hidrico, os niveis de ABA s3o afetados e alteram o processo de
germinagdo (Liu et al., 2019). Dentre os efeitos desse estresse, a produgdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) ¢ um dos primeiros processos afetados, e estes alteram as proteinas e os
acidos nucleicos por modificagdes por oxidagdo (Lofti et al., 2019). Para lidar com tais
processos, as plantas possuem mecanismos antioxidantes enzimaticos € nao enzimaticos. Outro
processo comum durante o estresse € a produgdo de produtos osmoprotetores como prolina,
glicina betaina, agucar soliveis que ajudam na estabilizacdo da estrutura celular, ajustes
osmoticos e protecao contra danos oxidativos (Blum, 2017).

Em nivel molecular, durante o processo de germinacdo sdo induzidos a sintese de
proteinas MYB, fatores de transcri¢ao responsivos a GA. Os fatores de transcricdo MYB, NAC,
MADS, WRKY, ZFHD, MYC e DREB induzem a producao de proteinas LEA (“Late
Embryogenesis Abundant”), HSP (“Heat Shock Protein”), DHN (“Deheidrinas”) juntamente

com o acumulo de genes antioxidantes: superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
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peroxidase (POX), malondialdeido (MDA), polifenol oxidase (PPO), glutationa redutase (GR)
e ascorbato peroxidase (APX) (Saha et al., 2022).

A regulagdo ocorre também nas proteinas que controlam a condutividade hidraulica
como ¢ o caso das aquaporinas (PIP). Os genes PIP aumentam sua expressao em condigdes de
seca e controlam a condutividade de 4gua nas raizes de forma a aumentar a absor¢ao de dgua
(Mukarram et al., 2021).

O processo de tolerancia ao deficit hidrico é complexo controlado por diversos genes e
envolve diversas caracteristicas comuns (Fukao & Xiong, 2013). Para estudos de caracteristicas
complexas, uma ferramenta amplamente utilizada para identificar regides e posteriormente os
genes candidatos ¢ o estudo de associagdo genomica ampla (GWAS) (Rathan et al., 2022; Cano-
Gamez & Trynka, 2020; Korte & Farlow, 2013).

Outra questdo relacionada a tolerancia durante a germinagdo ¢ que muitos estudos vém
sendo realizados em condi¢des mais distantes das que ocorrem em campo. Por exemplo, em
estudos de selecdo de genotipos tolerantes, durante a fase de germinacdo, muitas vezes siao
realizados testes em laboratério com uso de papel germitest embebido com solucdo de
Polietilenoglicol para simular as tensdes desejadas (Kpoghomou et al. 1990; Khan et al., 2018;
Liu et al., 2020; Begum et al., 2022). A utilizagdo de areia tem sido preterida para estudos de
germinagdo por proporciona resisténcia ao processo de germinagdo simulando condi¢des mais
proximas as encontradas no campo.

Assim esse presente trabalho tem como objetivo identificar os marcadores SNPs e os
genes candidatos associados a estes marcadores no processo de tolerancia ao deficit hidrico na

cultura da soja durante o estddio de germinacao.
2. Material e Métodos
2.1. Conduciao dos experimentos

Foram conduzidos dois experimentos em casa de vegetagdao na Universidade Federal de
Vigosa, Vigosa, Minas Gerais, Brasil (latitude 20°45'17" S, longitude 42°52'57" O). O
experimento 1 foi conduzido em abril de 2021 e o experimento 2 em junho de 2021.

O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados em esquema fatorial 100 x 2
(genotipos x disponibilidade hidrica) com trés repeticdoes. Os genotipos utilizados foram
oriundos de diversas empresas com ampla variabilidade com o objetivo de representar um
painel de diversidade (Tabela S1). As disponibilidades hidricas utilizadas foram a condicao
estresse em que as plantas foram germinadas em uma tensao de -0,2 MPa e a condi¢ao controle

em que as plantas foram germinadas na capacidade de campo para o material inerte (areia), ou



22

seja, na tensao de -0,01 MPa (Bernardo et al., 2019). A parcela experimental foi composta por
dez sementes dispostas em uma linha continua em bandejas de plastico (42x28x8 cm)
preenchidas com areia.

As sementes foram tratadas com as doses recomendadas pelo fabricante com o fungicida
fludioxonil (200 mL/100Kg de sementes) (MAXIM®) ¢ o inseticida Imidacloprido + Tiodicarbe
(CROPSTAR®) (300 mL/100 Kg de sementes). ApOs a secagem, as sementes foram inoculadas
com uma solugdo de Bradyrhizobium japonicum (RIZOKOP®) (100 mL/50 Kg de sementes) e
semeadas.

Para a condicdo controle, foi utilizado apenas agua destilada. Na condicao estresse foi
utilizado uma solucdo de Polietilenoglicol (PEG 6000) de acordo com Villela et al. (1991) para
atingir a tensao de (-0,2 MPa). Para determinar o volume de solugdo utilizado em cada bandeja,
foi adotado o método gravimétrico para determinacdo da capacidade de campo. Nesse método
uma quantidade conhecida de areia (g) ¢ umedecida até a sua saturacdo total com uma
quantidade conhecida de 4gua (mL). Apds essa mistura € colocada em um funil de vidro com
um tecido de organza, para impedir a passagem da areia. A 4gua que ndo ocupa 0s macros €
microporos da areia ¢ totalmente drenada. O volume de dgua que ficou retida, representa a
quantidade de solug¢do ou dgua por grama de areia que deve ser adicionada. As bandejas foram
preenchidas com uma quantidade conhecida de areia (kg) e adicionado a solugdo ou agua
dependendo do tratamento.

O sistema entdo foi aferido com auxilio de uma balanca e o peso inicial anotado e
utilizado para a corre¢do didria do volume de 4gua perdido. Diariamente cada bandeja foi

pesada e o seu volume de agua perdido reposto de acordo com o seu respectivo peso inicial.

2.2. Caracterizacao fenotipica

Para a determinacao dos parametros relacionados a emergéncia de plantas, o nimero de
plantas emergidas foi anotado diariamente e no dia 20, correspondente ao final do experimento,
foi contabilizado o nimero total de plantas emergidas. A planta foi considerada emergida a
partir do momento em que o cotilédone nao tocava mais o substrato. Os dados diarios de
emergéncia foram submetidos ao programa SeedCalc (Silva et al., 2019) e assim foi obtido o
indice de velocidade de emergéncia (gsi). Apos, a contagem final de plantas foi convertida em
porcentagem de plantas emergidas para cada parcela (emer).

Na determinagdo do contetdo de dgua nas folhas, foram coletados trés discos foliares
de 1 cm de diametro, sendo cada disco proveniente de uma planta diferente dentro da parcela

experimental. Esses discos foram pesados em uma balanca de precisao e depois colocados para
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secar em estufa a uma temperatura de 65°C por 48 horas. Os discos secos foram pesados
novamente e o conteudo de agua foi determinado por diferenca. O contetido de 4gua nas folhas
(we) (%) foi determinado pela divisdo do contetido de agua pela massa de matéria seca dos
discos e, esse resultado, multiplicado por 100.

Para as caracteristicas da altura de plantas, massa seca da parte aérea e da raiz foram
utilizadas apenas as quatro plantas centrais da parcela por representarem uma boa medida de
repetibilidade (Duarte et al., 2022). As plantas foram coletadas e a sua parte area separada da
parte radicular. Na parte area foi medido a altura (cm) e ap6s foi avaliado o conteudo de massa
seca (g) em estufa (65°C por 48h). Ja as raizes foram lavadas em 4gua para remocao de qualquer
material inerte aderido e entdo levadas a estufa (65°C por 48h) para remog¢ao do contetido de
agua e posterior afericio da massa seca das raizes (g). O valor médio de cada parcela foi
utilizado para as caracteristicas de altura (ph), massa seca da parte aérea (sdw) e massa seca das
raizes (rdw).

Para as outras caracteristicas relacionadas as raizes foram utilizadas apenas uma planta
central por parcela. Essa planta removida do centro da parcela foi armazenada em alcool 70%
e armazenada em 4 °C até o momento da avaliacdo. As raizes foram escaneadas isoladamente
e a imagem obtida foi submetida ao software WinRHIZO® 2009. Assim foram obtidas as
varidveis: comprimento total (cm) (Ipvr), area superficial projetada (cm?) (apr), area superficial
(cm?) (sar), volume (cm?) (rv), didmetro médio (mm) (adr), comprimento da raiz por classes
de didmetros (cm) (rcl) e volume da raiz por classes de didmetros (cm?) (rcv). As classes de
diametro (D) foram: classe 1 (0< D < 0.50), classe 2 (0.50 < D < 1.00), classe 3 (1.00 <D <
1.50), classe 4 (1.50 <D <2.00), classe 5 (2.00 < D < 2.50), classe 6 (2.50 <D < 3.00), classe
7 (3.00 <D <3.50), classe 8 (3.50 <D <4.00), classe 9 (4.00 <D <4.50), e classe 10 (D >4.50).

2.3. Analise dos dados

Os valores para as caracteristicas taxa de emergéncia e indice de velocidade de
germinagdo, foram plotados em boxplot para cada condi¢ao de regime hidrico dentro de cada
experimento. As médias foram comparadas com o teste t, p < 0,01. Foi reaizado o teste de
ANOVA para cada caracteristica avaliada.

Foram utilizadas duas abordagens para o conceito de tolerancia. Na primeira abordagem
foi considerado que um genétipo € mais tolerante se na condigdo estresse a redugdo da
caracteristica em relacdo a condigdo controle ¢ menor que de outro gendtipo. Para isso, o valor
de cada caracteristica na condicao estresse dentro de cada bloco foi subtraido pelo valor da

caracteristica na condi¢do controle. Na segunda abordagem, uma planta foi considerada mais
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tolerante se tiver um maior desempenho da caracteristica tanto na condicao estresse quanto na
condicdo controle. Assim aquele gen6tipo que tiver melhor desempenho na condig¢do controle
e tiver melhor desempenho na condigdo estresse sera selecionado.

Todas as analises foram realizadas no software R (R CORE TEAM, 2016) por meio dos
pacotes especificos relacionados a cada andlise realizada como se segue.

Os dados foram corrigidos a partir de modelos lineares mistos, via REML/gBLUP para
cada caracteristica utilizando o pacote “sommer” (Covarrubias-Pazaran, 2016). Para a
determinagdo da matriz de parentesco foi utilizado a matriz dos marcadores utilizando o método
proposto por Zhang et al. (2007). Neste modelo, cada experimento foi considerado uma época,
e foi inserido como um fator aleatdrio. O modelo utilizado para cada abordagem se encontra
representado abaixo:

1* Abordagem:

y=p+Xr+Zg+Wp-+e
2* Abordagem:
y=p+Xr+Ti+Zg+Wp+e

6 9

onde “y” ¢ o vetor de dados fenotipicos, “p” é a média geral, “r”” € o vetor dos efeitos de repeticao

113+

(assumidos como fixos) dentro de cada €poca, “i” € o vetor dos efeitos de tratamento (assumidos como
fixos), “g” € o vetor dos efeitos do i-ésimo genotipo (assumidos como aleatdrios), “p” € o vetor dos
efeitos de época (assumidos como aleatorios), e “e” ¢ o vetor de erros ou residuos (aleatérios) que segue

N (0, 02). As letras maiusculas representam as matrizes de incidéncia para os referidos efeitos.
As caracteristicas que apresentaram valores de herdabilidade menor que 1 % (h?<0,01)

foram descartadas dentro de cada abordagem. Para inferir as caracteristicas mais relevantes ao
processo de tolerancia ao deficit hidrico foi realizado o PCA biplot das caracteristcas, utilizando
o pacote ggbiplot (Vu et al., 2015) dentro de cada abordagem. As caracteristicas que se
orientaram no setindo da separacdo dos grupos estresse e controle foram selecionadas para
analises posteriores.

Foi verificado a correlacao entre os valores de gBLUP das caracteristicas selecionadas
para cada abordagem por meio de uma analise de correlagdo de Pearson, utilizando o pacote
“corrplot” (Wei & Simko, 2021). As caracteristicas que ndo tiveram correlagdo com as
caracteristicas principais para essa fase, emergéncia e indice de velocidade de emergéncia,

foram descartadas.
2.4. Genotipagem com marcadores SNP
A genotipagem com marcadores SNP nessas cultivares foi realizada previamente por

Contreras-Soto et al. (2017a). Essa genotipagem foi realizada na Deoxi Biotecnologia Ltda®

(Aragatuba, SP, Brazil) utilizando o “Infinium iSelect HD Custom Genotyping BARC-Soy
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SNP6k” da plataforma iScan [llumina (Illumina, Inc., San Diego, CA, USA) customizada para
soja. Marcadores SNP com mais de 10% de perda de dados e “minor allele frequency” menor

que 1% foram descartados.

2.5. Estrutura de populacoes

Para evitar a identificacdo de associagdes falso-positivas entre os dados fenotipicos e
moleculares, foi realizado uma andlise prévia da estrutura de populagdes. Assim, a andlise da
estrutura genética da populacdo (matriz Q), foi realizada por meio da Anélise Discriminante de
Componentes Principais (DPCA) da matriz de marcadores moleculares. Para isso, foi utilizado

o pacote “adegenet” (Jombart & Ahmed, 2011) no software R (R CORE TEAM, 2016).

2.6. Analise de associacio genomica (GWANS)

Os valores de gBLUP das caracteristicas selecionadas para cada abordagem apos a
estapas descritas acima foram utilizados no estudo de associagdo gendmica ampla (GWAS). A
analise GWAS foi realizada utilizando o pacote GAPIT versdao 3.0 (Wang & Zhang, 2021).
Para andlise foi considerado o modelo “Bayesian-information and Linkage-disequilibrium
Iteratively Nested Keyway” (Blink) (Huang et al., 2019). Esse modelo conduz dois modelos de
efeito fixos (FEM) e um processo de filtragem que seleciona um conjunto de pseudo QTNs que
ndo estdo em LD entre si como covaridveis. No primeiro modelo FEM, os marcadores sdo
testados, um de cada vez , e pseudo QTNs sdo incluidos como covariaveis para controlar os
falsos negativos e positivos:

yi =Sitb1 +Si2bz +...+Sikbk +S;id; +ei

onde y; ¢ a observacao no i-€simo individuo; Sii, Si, ..., Sik s20 0s genotipos de k pseudo QTNss, iniciados
como um conjunto vazio; by, ba, ..., bk sdo os efeitos correspondentes dos pseudo QTNs; S;; € o gendtipo
do i-ésimo individuo e j-ésimo marcador genético; d; € o efeito correspondente do j-ésimo marcador
genético; e e; é o residuo com distribui¢do com média zero e variancia c.”.

O segundo modelo FEM, ¢ utilizado para otimizar a sele¢ao de pseudo QTNs:

yi =Si1tb1 +Siob2 +...+Sikbik +ei

onde y; ¢ a observacdo no i-€simo individuo; Sii, Si, ..., Sik s20 0s genotipos de k pseudo QTNs, iniciados
como um conjunto vazio; by, bo, ..., bx sdo os efeitos correspondentes dos pseudo QTNs; S;; € o gendtipo
do i-ésimo individuo; e e; é o residuo com distribuicdo com média zero e varidncia 6.’

No segundo modelo, o termo marcador teste ¢ removido e o numero de pseudo QTNs

covariaveis ¢ variado, a fim de selecionar o conjunto 6timo do primeiro k de t pseudo QTNs. A
otimizacao ¢ realizada usando BIC, que ¢ o dobro da probabilidade logaritmica negativa mais
a penalidade no numero de parametros, como segue:

BIC = —2LL + 2kLn (n)

onde LL ¢é o log da probabilidade, k é o nimero de pseudo QTNs, Ln é o logaritmo natural e n ¢ o
namero de individuos. Os pseudo QTNs disponiveis, t, sdo classificados com o mais significativo no
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inicio e o menos significativo no final. Os primeiros k pseudo QTNs sdo selecionados para exame, com
k variando de 1 a t.
No segundo modelo, os marcadores sdo filtrados com dois critérios: P-valor e

correlacdo. Primeiramente, todos os marcadores do primeiro modelo sdo filtrados com correcao
de Bonferroni (o = 0,01). Apds os marcadores com correlagdo (correlacdo de Pearson) maior
que 0,7 sdo eliminados. Entdo os primeiros conjuntos de k marcadores foram ajustados e os
demais foram variados até que todas as possibilidades tenham sido examinadas. Oconjunto de
K marcadores com melhor BIC ¢ usado como o conjunto de pseudo QTNs na primeira equagao.
O processo ¢ repetido até que os pseudo QTNs permanecam os mesmos. Ao final, os
marcadores que apresentaram valores de p <0,01 ap6s a corre¢ao pela FDR foram considerados

significativos.

2.7. Busca dos genes candidatos

A busca dos genes associados foi realizada na regido genémica de 2000 bp a montante
(“up”) e a jusante (“down”) de cada marcador significativo. A busca nessa regido foi realizada
através do “Genome Data Viewer” do NCBI utilizando o genoma da soja na versdo 4.1 (Glycine
max Wm82.a4.vl). Os genes encontrados dentro dessa regido foram selecionados. Os
marcadores que foram encontrados dentro da regido codificadora do gene foram verificados

para possiveis modificagdes na estrutura do gene via substituigao alélica.

3. Resultados

A taxa de emergéncia de plantas na condi¢ao controle foi de 98,91% com erro padrdo
de 3,32 para o primeiro experimento e 98,31% com erro padrdo de 3,75 para o segundo
experimento (Figuras 1a e 1b). Nenhuma parcela no controle teve germinagao menor que 80%.
Na condigao estresse, que diferiu significativamente da condigao controle pelo teste t (p<0,01),
foram de 64,57 ¢ 69,93 % para o primeiro e segundo experimento, respectivamente. As taxas
de emergéncia na condi¢do estresse variaram de 0 a 100% com desvio padrdo da média de 22,89
nos dois experimentos. O indice de velocidade de emergéncia também diferiu
significativamente entre os tratamentos em ambos os experimentos pelo teste t (p<0,01)

(Figuras 1c e 1d).
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Figura 1 — Taxa de emergéncia e indice de velocidade de emergéncia nos dois experimentos. Média e
dispersdo dos dados de taxa de emergéncia no experimento 1 (A) e no experimento 2 (B). Média e
dispersao do indice de velocidade de emergéncia no experimento 1 (C) e no experimento 2 (D).

As médias foram significativamente diferentes pelo teste t (p < 0,001).

Considerando a primeira abordagem, em que ¢ contabilizada a diferenga entre
tratamentos, apenas as variaveis: conteido de agua nas folhas (wc), taxa de emergéncia de
plantas (emer), indice de velocidade de emergéncia (gsi), comprimento da raiz por classes de
diametros 2 (rcl2), comprimento da raiz por classes de diametros 5 (rcl5), volume da raiz por
classes de diametros 2 (rcv2), volume da raiz por classes de didmetros 5 (rcv5), nao
apresentaram herdabilidade menor que 1% (Tabela S2). A andlise dos dados fenotipicos
obtidos via PCA biplot, onde os dados brutos foram plotados junto com a andlise dos

componentes principais gerou dois grupos distintos (estresse e controle) demonstrando a

eficacia dos experimentos (Figura 2).

Na andlise de PCA, o primeiro componente explicou 43,6 % e o segundo 26,3 % da

varidncia. Dentre os autovetores plotados, somente os correspondentes a comprimento por
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classe de diametro 5 (rcl5) e o volume por classe de didmetro 5 (rcv5) ndo se orientam na
dire¢do a nenhum grupo formado (controle ou estresse). Assim essas caracteristicas foram

descartadas para as proximas analises.
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PC2 (26.3% explained var.)
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B 0 ]
PC1 (43.6% explained var.)
Figura 2 — PCA-biplot das varidveis selecionadas para a abordagem 1, que possuem herdabilidade maior
que 1 %.
wc: Conteudo de 4gua nas folhas, emer: taxa de emergéncia de plantas, gsi: indice de velocidade de
emergéncia, rcl2:comprimento da raiz por classes de didmetros 2, rcl5S:comprimento da raiz por classes
de diametros 5, rcv2: volume da raiz por classes de didmetros 2, rcv5: volume da raiz por classes de
didmetros 5.

Ao realizar a correlacdo dos valores de gBLUP das caracteristicas selecionadas,
verificou-se que a correlagao foi alta e positiva (0,86) entre a taxa de emergéncia (emer) € o
indice de velocidade de germinacao (gsi) (Figura 3). A caracteristica conteudo de agua foliar
(wc) apresentou uma correlagdo moderada e negativa com emer (-0,47) e gsi (-0,41). As
caracteristicas comprimento por classe de diametro 2 (rcl2) e volume por classe de didmetro 2
(rcv2) apresentaram correlacdo muito alta e positiva entre si (0,99) e ndo apresentaram

correlagdo com as demais avaliadas.
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Figura 3 - Coeficientes da andlise de correlagdo de Pearson entre os valores genotipicos preditos
(BLUP) para a abordagem 1.

wc: Contetido de agua nas folhas, emer: taxa de emergéncia de plantas, gsi: indice de velocidade de emergéncia,
rcl2:comprimento da raiz por classes de didmetros 2, rcv2: volume da raiz por classes de didmetros 2.

Ao utilizar a segunda abordagem para o conceito de tolerdncia somente as varidveis taxa
de emergéncia de plantas (emer), contetido de dgua nas folhas (wc), indice de velocidade de
germinagdo (gsi), massa seca da raiz (rdw), comprimento por classe de diametro 2, 3,4 ¢ 5
(rcl2, rcl3, rcl4 e rclS) e volume por classe de diametro 2, 3, 4 e 5 (rcv2, rcv3, rev4 e revs)
apresentaram herdabilidade maior que 1% (Tabela S3). Os tratamentos estresse e controle
formaram grupos distintos ao realizar a analise de PCA-biplot com as varidveis selecionadas
(Figura 4). O primeiro componente explicou 45,9 % da variancia e o segundo explicou 17,5%
da variancia total. Dentre as variaveis utilizadas apenas as variaveis comprimento ¢ volume por
classe de diametro 5 (rcl5 e rcv5) ndo se orientaram em oposi¢do aos grupos formados e assim
nao possuem grande contribui¢dao para a separagdo dos grupos estresse e controle. Assim elas

foram descartadas para a proxima analise.
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Figura 4 — PCA-biplot das variadveis selecionadas para a abordagem 2, que possuem herdabilidade maior
que 1 %.
wc: Contetido de dgua nas folhas, rdw: massa seca da raiz, emer: taxa de emergéncia de plantas, gsi:
indice de velocidade de emergéncia, rcl2:comprimento da raiz por classes de didmetros 2,
rcl3:comprimento da raiz por classes de didmetros 3, rcl4:comprimento da raiz por classes de didmetros
4, rcl5:comprimento da raiz por classes de didmetros 5, rcv2: volume da raiz por classes de didmetros
2, rcv3: volume da raiz por classes de didmetros 3, rcv4: volume da raiz por classes de didmetros 4,
rcv5: volume da raiz por classes de diametros 5.
A correlagdo entre os valores de gBLUP das caracteristicas apresentou valor alto e

positivo (0,88) entre taxa de emergéncia (emer) e indice de velocidade de germinacdo (gsi)
(Figura 5). Essas caracteristicas correlacionaram negativamente com os valores de conteudo de
agua nas folhas (wc) (-0,43 e -0,27). As caracteristicas relacionadas a parte radicular
correlacionaram positivamente entre si com valores variando de moderado a alto. A
caracteristica conteudo de agua nas folhas correlacionou de maneira positiva e baixa com massa
seca da raiz (rdw), comprimento ¢ volume por classe de didmetro 3 (rcl3 e rcv3). A partir disso
as caracteristicas wc, emer e gsi foram selecionadas para a realizagao do estudo de associagao

gendmica ampla.
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Figura 5 - Coeficientes da andlise de correlagdo de Pearson entre os valores genotipicos preditos
(gBLUP) para a abordagem 2.

wc: Contetudo de agua nas folhas, rdw: massa seca da raiz, emer: taxa de emergéncia de plantas, gsi: indice de
velocidade de emergéncia, rcl2:comprimento da raiz por classes de didmetros 2, rcl3:comprimento da raiz por
classes de diametros 3, rcl4:comprimento da raiz por classes de didmetros 4, rcv2: volume da raiz por classes de
diametros 2, rcv3: volume da raiz por classes de didmetros 3, rcv4: volume da raiz por classes de didmetros 4.

O processamento dos marcadores SNPs com MAF > 0,01 e call ratio > 0,90, gerou 4.835
marcadores do tipo SNP utilizaveis. Assim procedeu-se a andlise de estrutura de populacoes.

Na andlise discriminante por PCA os grupos sao encontrados maximizando a diferenca
entre os clusters mais minimizando a variagao dentro do grupo. Para diferenciar este conjunto
de cultivares, optou-se por manter todos os PCAs na andlise, devido a variancia acumulativa
explicada pelo PCA apresentar uma curva em que nao se atinge um platoé € ndo ser um numero

muito alto de PCAs (Figura Sl1a). Os valores de BIC ndo apresentaram uma curvatura do tipo
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“cotovelo” entdo quaisquer valores de clusters menores que 10 satisfariam esse critério entao
optou-se também por reter esse valor (Figura S1b). Foram consideradas 5x10% interagdes e
todos os autovalores foram retidos por se tratar de um ntimero pequeno de clusteres e assim as
funcdes discriminantes foram avaliadas sem dificuldades (Figura S1c). Entdo esse conjunto de
cultivares se agruparam em cinco grupos distintos (Figura 6a). Ao analisar os individuos

observa-se que eles ndo possuem variacao dentro do grupo como preconiza esse método (Figura
6b).
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Figura 6 — Estrutura de populacdo dos cultivares utilizados. Grupos formados pelo agrupamento em
PCA dos cultivares (A) e Constituicdo dos individuos considerando os cinco grupos formados.
No estudo de associacdo gendmica ampla para a abordagem 1 detectou 25 marcadores

do tipo SNP significativamente associados com as caracteristicas selecionadas (Figura 7 e
Tabela S4). Para a caracteristica wc foram encontrados 11 marcadores significativamente
associados. Nas caracteristicas emer e gsi foram encontrados 7 e 10 marcadores SNP
associados, respectivamente. Os marcadores Gm10 39086213 C A e Gm10 40258740 G A
foram significativamente associados a emer e a gsi. Ja o marcador Gm17 36602853 A G foi

significativamente associado a emer € a0 wc.
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Figura 7 - Manhattan plot utilizando a abordagem 1.

SNPs acima da linha horizontal verde sdo significativos pela corre¢do FDR.
emer: taxa de emergéncia de plantas, gsi: indice de velocidade de germinagdo, wc: conteudo de agua nas folhas.
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A andlise de associa¢dao gendmica ampla utilizando a segunda abordagem encontrou um
total de 18 marcadores do tipo SNPs significativamente associados com as caracteristicas
selecionadas (Figura 8 e Tabela S4). Dentre esses 13 marcadores foram significativamente
associados com a caracteristica we. Outros cinco marcadores foram associados com a emer e
dois com o gsi. Os marcadores Gm07 5989451 C T e Gml0 39086213 C A foram
associados a emer e gsi simultaneamente.

O modelo utilizado nos dois estudos de associacdo gendmica ampla, Blink, se ajustou
nas duas abordagens com a maior parte dos marcadores do valor observado dentro da curva do

modelo esperado (Figura S2).
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Figura 8 - Manhattan plot utilizando a abordagem 2.
SNPs acima da linha horizontal verde sdo significativos pela corre¢do FDR.
emer: taxa de emergéncia de plantas, gsi: indice de velocidade de germinagdo, wc:
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Ao comparar os marcadores encontrados nas duas abordagens, apenas trés deles estdo
presentes em ambas e foram entdo selecionados para a etapa de estudo pos-GWAS, sendo eles:
GmO07 5989451 C T,Gml10 39086213 C A e Gml5 4613500 G_A (Tabela S4) .

Na regido que compreende o marcador GmO07 5989451 foi encontrado o gene
GLYMA 07G066900, uma Probable polygalacturonase, em que o marcador se encontra
localizado na regido do intron desse gene (Tabela 1). A regido do segundo marcador
Gm10 39086213 C A contém dois genes: GLYMA 10G162100 (bZIP transcription factor
protein SBZ1) e GLYMA 10G162200 (mttA/Hcf106 domain-containing protein). Em relagdo
ao gene “bZIP transcription factor protein SBZ1” o marcador se encontra na regido codante
desse gene. A substituicdo alélica por esse marcador na posi¢do 1082 modifica uma citosina
para uma adenina, tal modificagdo leva a substituicio do aminoacido prolina para uma
glutamina na posi¢ao 361 da proteina (Tabela 1). J4 em relagdao ao gene GLYMA 10G162200,
o marcador se encontra na regido intergénica. O terceiro marcador Gm15 4613500 G A,
também possui dois genes na regido selecionada: GLYMA 15G059800 (LOW QUALITY
PROTEIN: oligopeptide transporter 4) e GLYMA 15G059900 (Heat shock 70 kDa protein,

Hsp70) em que o marcador se encontra na regido intergénica em relacdo a ambos os genes.
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Tabela 1 — Genes localizados em regides proximas aos marcadores SNPs associados significativamente com a tolerancia ao defict hidrico. Localizagdo dos
marcadores em relacdo ao gene e seus efeitos na substituicdo alélica.

Position . . b . e
SNP (WM82.a4)" Gene annotation SNP Location Gene description
GmO07 5989451 C T chr7:5879104  GLYMA 07G066900 intronic Probable polygalacturonase
CDS
Gm10 39086213 C A chr10:39781572 GLYMA 10G162100 CCG > CAG bZIP transcription factor protein SBZ1
Pro -> GIn (P361Q)
Gm10 39086213 C A chrl10:39781572 GLYMA 10G162200 intergenic mttA/Hcf106 domain-containing protein
Gml5 4613500 G A chrl5:4617772 GLYMA_ 15G059800 intergenic LOW QUALITY PROTEIN: oligopeptide transporter 4
Gml5 4613500 G A chrl5:4617772 GLYMA 15G059900 intergenic Heat shock 70 kDa protein, Hsp70

a: posicdo do SNP no Genoma da soja versdo 4 (Glycine max Wm82.a4.v1), b: posi¢do onde se encontra o SNP em relagdo ao gene e a modificagdo levada pela substitui¢do
alélica para os marcadores dentro da regido codante do gene
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4. Discussao

A legislagdo brasileira de sementes e mudas estabelece pela Instrug¢do Normativa
MAPA 45/2013 que para fins de comercializagdo a germinagdo das sementes de soja devem
estar acima de no minimo 80% (MAPA, 2013). Dentre as sementes utilizadas todas atenderam
a este requisito nos dois experimentos com germina¢do média de 96% na condi¢do controle,
demonstrando a alta qualidade das sementes utilizadas. Na condigao estresse, essa germinacao
ja& reduziu bastante para cerca de 64 e 70 % no primeiro e segundo experimento
respectivamente. A germinagdo das parcelas na condicdo estresse se demonstraram também
bem dispersas, com parcelas atingindo proximo a 100 e outras préximo a zero. Isso demonstra
que existe cultivares mais € menos tolerantes a dessecacdo nesse estadio e isto deve ser
explorado.

O indice de velocidade de emergéncia de plantas (gsi) também foi grandemente afetado
pelo tratamento. Na condic¢do controle o gsi foi de cerca de 2,05 e 1,73 para o experimento 1
e 2 e na condicao estresse foi de 0,55 e 0,65. Assim, o tratamento afetou também o vigor das
plantas, apresentando valores mais dispersos na condigao estresse. A velocidade de germinacdo
das plantas ¢ um fator crucial para a sobrevivéncia e estabelecimento da cultura, pois quanto
mais cedo ocorre a germinacdo maior ¢ a chance de iniciar a exploragdo de recursos do
ambiente (Wijewardana et al., 2019; Singh et al., 2018; Reddy et al., 2017).

A indugdo de déficit hidrico em um sistema hidropdnico, com a areia como o material
inerte para a fixacdo das raizes, contribuiu para a discriminacdo dos gendtipos entre os
tratamentos controle e estresse. Esse sistema em bandejas contendo areia ainda proporcionou
que a avaliacdo durante o estadio de germinagao pudesse ocorrer durante um periodo maior
que em outros sistemas como no papel germitest.

Em ambas as abordagens, a separacao de dois grupos ao plotar os valores absolutos dos
fenotipos de cada individuo no PCA-biplot demonstrou a eficacia do tratamento. Observa-se
também em ambas as abordagens que os dados do grupo da condigao estresse, apresentam-se
mais dispersos, demonstrando a variabilidade entre os cultivares dentro dessa condigdo. Os
autovetores apresentaram direcionamento para a condicao controle demonstrando que aquela
condigdo contribui para o aumento das caracteristicas. Em ambas as abordagens nao ocorreu
nenhuma caracteristica se orientando em direcdo a condi¢do estresse. Alguns estudos
demonstram que algumas caracteristicas relacionadas ao desenvolvimento de raizes podem ser
favorecidas em condigdes de estresse moderado quando aplicado em estadio mais avangado da

cultura, com o aumento de raizes finas para absorcao e exploracdo do perfil do solo (Turner et
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al., 2001; Dayoub et al., 2021). No entanto, neste estudo foi adotado o estresse durante a
germinacdo, e a planta necessitava ainda estabelecer o sistema radicular. Assim, as
caracteristicas que em outros estadios apresentam aumento com deficit hidrico, como raizes
finas, ndo obedeceram a esse padrdo. Tal fato pode ter contribuido para que nenhum valor
genotipico (gBLUP) das caracteristicas relacionadas a parte radicular correlacionasse com o
valor genotipico das caracteristicas taxa de emergéncia de plantas e indice de velocidade de
germinacao.

A analise de estrutura de populacdes favoreceu o agrupamento das cultivares em cinco
grupos. As cinco populagdes encontradas no estudo se aproximam do nimero de populagdes
que foram encontradas em estudos anteriores, quando utilizaram um numero de cultivares
maior (169 cultivares) que continham o painel de cultivares utilizado no presente estudo.
Conteras-Soto et al. (2017b) utilizaram as 169 cultivares e identificaram nove grupos, em que
utilizaram um MAF de 0,05. Outro fator que contribui para o baixo numero de grupos ¢ que a
soja cultivada nao possui uma diversidade tdo ampla como em outras culturas (Conteras-Soto
et al., 2017a). Tal fato pode ser percebido na Figura 1b, em que ndo se encontra individuo com
dois ou mais fragmentos de populacdes distintas pela metodologia utilizada. A metodologia
utilizada aqui pode ter contribuido para um menor nimero de populagdes ja que ela tende a
reduzir a diferenga dentro dos grupos, mas possui a vantagem de ndo necessitar definir grupos
a priori (Jombart & Collins, 2015; Jombart et al., 2010).

O processo de tolerancia ao déficit hidrico, se trata de um processo complexo em que
varias vias moleculares e genes estdo envolvidos, assim a combina¢do de estratégias para a
selecao de cultivares tolerantes ¢ a mais indicada (Fritsche-Neto & Borém, 2012). Nesse
sentido, foi verificado que trés marcadores foram significativos em ambas as estratégias
adotadas no presente estudo e estes foram selecionados para a etapa de p6s-GWAS. As regides
gendmicas contendo esses marcadores estao inseridas nos cromossomos 7, 10 e 15 da soja. Os
principais genes presentes nestas sao: GLYMA 07G066900 (cromossomo 7),
GLYMA 10G162100 (cromossomo 10), GLYMA 10G162200 (cromossomo 10),
GLYMA 15G059800 (cromossomo 15) e GLYMA 15G059900 (cromossomo 15).

O gene GLYMA 07G066900 uma ‘“Probable polygalacturonase” que pertence a
superfamilia das “Pectin lyase-like”. Essa familia de proteinas desempenha papel fundamental
na composicao da parede celular em plantas (Zhang et al., 2020). A parede celular desempenha
fungdes tanto no estresse bidtico quanto abidtico (Zhu, 2016). A sua integridade esta
intimamente associada ao estresse abiotico e a sua degradagdo pode funcionar como sinalizagao

para condicdes adversas (Zhang et al., 2020).
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A menor adesdo de células por meio da redu¢dao de conteudo de pectina na parede
celular torna as plantas mais sensiveis as condi¢des de estresse (Liu et al., 2014). Essa reducao
contribui para uma defesa das plantas através do enrolamento foliar (Zhang et al., 2020). Desse
modo, a planta consegue reduzir a taxa de fotossintese, a taxa de transpiragdo e perda de agua,
aumentando a eficiéncia do uso da agua. Outra questdo ¢ que taxa de expansdo celular ¢
reduzida durante o estresse, assim a deposicao de pectina menor na parede celular ira contribuir
para que, quando houver a 4gua suficiente, irrigagdo ou chuva, a célula consiga se expandir por
ndo ter uma parede muito rigida (Clauw et al., 2015). Em estudos, a transformacdo de plantas
de arroz com um gene pertencente a essa familia levou a plantas mais sensiveis ao enrolamento
foliar e consequentemente mais tolerante ao estresse hidrico (Zhang et al., 2020).

O gene GLYMA 10G162100 ¢ um fator de transcricao da familia bZIP (SBZ1) e seu
homologo em arabidopsis € o bZIP63 (At5g28770). Os fatores de transcri¢do bZIP fazem parte
de uma grande familia de fatores de transcri¢do em plantas e sdo reconhecidos por possuirem
um sitio de ligagdo ao DNA e outro chamado de ziper de leucina para a dimerizacdo
(Deppmann et al., 2006; Reinke et al., 2013). Esses fatores de transcri¢do estdo envolvidos em
diversos processos como proliferacdo e diferenciagao celular, metabolismo, respostas a estresse
e apoptose (Mayr & Montminy, 2001; Jakoby et al., 2002; Motohashi et al., 2002; Rodrigues-
Pousada et al., 2010; Tsukada et al., 2011).

O fator de transcricdo bZIP63 ¢ conhecido por desempenhar papel importante no
metabolismo de energia, maturacdo de sementes, senescéncia induzida, e germinacdo sobre
estresse osmatico (Mair et al., 2015; Jakoby et al., 2002; Correa et al., 2008; Veerabagu et al.,
2014). Esse fator de transcricao atua principalmente em respostas de “fome” das plantas, mas
entre os seus inibidores se encontra o acido abscisico (ABA), um dos principais hormdnios
envolvidos no deficit hidrico (Matiolli et al., 2011; Kunz et al., 2014). Assim, esse fator de
transcri¢do pode estar atuando no deficit hidrico pela situa¢ao de privacao de carbono que as
plantas se encontram, pois, ao sofrer com esse estresse, as plantas reduziram o crescimento e
acumularam menor matéria seca na parte area e radicular. No caso desse gene a substitui¢ao
alélica leva a uma modifica¢do na proteina na posi¢ao 361 em que uma prolina (aminoacido
alifatico, ndo polar e hidrofobico) ¢ substituida por uma glutamina (aminoacido polar, nao
carregado e hidrofilico). Dessa forma, essa parte da proteina que ndo faz interagdes com as
moléculas de agua e possivelmente estd localizada no interior da proteina agora € capaz de
fazer interagdes e estar localizada mais ao exterior da molécula de proteina. Isso pode causar
modificagdes na estrutura da proteina impactando na sua funcdo e interacdo com outras

moléculas (Teng et al., 2010).



41

O gene GLYMA 10G162200 pertence a familia de TatA/E (“twin-arginine protein
translocase”) essa proteina transloca proteinas dobradas que possuem no peptideo sinal um
“twin-arginine” motif via membranas (Rollauer et al., 2012). Dentre as proteinas que possuem
esse motif se encontra as proteinas “late embryogenesis abundant” (LEA) (Singh et al., 2020).
As proteinas LEA sdo fatores de transcricdo altamente expressos em sementes durante a
germinacdo, mas também possuem papel importante em tecidos vegetativos em processos de
tolerancia a desidratacdo, baixa temperatura e estresse osmoético (Rodriguez-Salazar et al.
2017; Hundertmark & Hincha, 2008; Bies-Ethéve et al., 2002). Diversos estudos tém
comprovado a importancia das proteinas LEA durante o déficit hidrico em plantas (Magwanga
et al., 2018; Wang et al., 2014; Zhao et al. 2011; Xiao et al. 2007; Babu et al. 2004). Com isso,
diversas propostas tém sido formuladas para explicar o papel crucial dessas proteinas como
protecdo enzimatica (Hand et al. 2011), prote¢do molecular (Furuki et al. 2011), efeito tampao
(Hundertmark et al. 2012), e interagdo de membrana (Olvera-Carrillo et al. 2011).

A “Oligopeptide transporter 4” (GLYMA 15G059800) ¢ uma proteina envolvida com
o transporte de peptideos entre membranas celulares, e nesse caso estd relacionada ao
carregamento direto nos tecidos vasculares (Koh et al., 2002; Stacey et al., 2006). A sinalizacao
em plantas através de oligopeptideos esta relacionada a diversos processos bioquimicos,
fisioldgicos e de desenvolvimento (Matsubayashi, 2014; Oh et al., 2018; Fletcher, 2020; Jeon
et al., 2021; Kim et al., 2021). Durante o déficit hidrico, alguns peptideos tém papel crucial de
sinalizacdo na tolerancia como CLAVATA3(CLV)/EMBRYO-SURROUNDING REGION-
RELATED 9 e 25 (CLE9 e CLE25) (Takahashi et al., 2018; Zhang et al., 2019),
INFLORESCENCE DEFICIENT IN ABSCISSION (IDA) (Patharkar & Walker, 2016) e
Phytosulfokine-a (PSK-a) (Stiihrwohldt et al., 2021).

O GLYMA 15G059900 ¢ uma “Heat shock 70 kDa protein” (Hsp70). As proteinas de
heat-shock estdo dentre os componentes moleculares mais comumentes envolvidos em todos
os tipos de estresse em plantas (Wahid et al. 2007; Priya et al. 2019). As Hsp70 sdo chaperonas
moleculares que desempenham papel crucial em plantas como no dobramento correto de
peptideos, translocando proteinas através de membranas de organelas, montando ou
desmontando complexo de proteinas, controlando a atividade de proteinas regulatérias e
auxiliando na degradacao de proteinas (Bukau & Horwich 1998; Leborgne-Castel et al. 1999;
Sable & Agarwal 2018). Na tolerancia ao deficit hidrico, as Hsp70 tem sido reportada em
diversas culturas: cana-de-agucar (Augustine et al. 2015), Arabidopsis thaliana, trigo (Duan et

al. 2011) e tomate (Aghaie & Tafreshi, 2020).
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A maior parte dos marcadores encontrados aqui se localizam fora da regido codificadora
dos genes. No entanto, ndo pode ser descarta a influéncia da substituicdo génica na expressao
desses genes. Regides distantes do gene podem exercer grande influéncia por meio dos cis-
elementos regulatorios conhecidos como enhancers (Ong & Corces, 2011). Esses sdo pequenas
regides de geralmente 20 a 400 bp que influenciam na velocidade da taxa de transcricdo e

pouco se sabe sobre essas regides.
5. Conclusdes

Neste trabalho, foram encontrados trés marcadores nas duas abordagens
comitantemente, GmO07_ 5989451 C T, Gml10 39086213 C A e Gml5 4613500 G _A.
Esses marcadores podem ser utilizados por programas de melhoramento para o
desenvolvimento de cultivares mais tolerantes.

Nas regides proximas a esses marcadores, foram encontrados cinco genes utilizando
essas abordagens que estdo envolvidos com o processo de tolerancia ao deficit hidrico. O gene
GLYMA 07G066900 estd envolvido com a composi¢do da parede celular, e os genes
GLYMA 10G162200 e GLYMA 15G059800 sdo transportadores via membranas de
proteinas e oligopeptideos, respectivamente. J4 o gene GLYMA 10G162100 (bZIP63) ¢ um
fator de transcricdo e 0o GLYMA 15G059900 (Hsp70) ¢ uma chaperona molecular que estao
envolvidos em diversos processos bioldgicos.

Os genes encontrados nesse trabalho sdo excelentes candidatos a serem testados in vivo
para verificar o papel no processo de tolerancia. Assim, cultivares mais tolerante a este tipo de
estresse podem ser engenheiradas para sobrepor essa condi¢do aversa e negativa para as

culturas.
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7. Material Suplementar

Tabela S1. Cultivares de soja a serem utilizados nos experimentos e seus respectivos grupos de
maturidade e a empresa detentora do registro da cultivar.
ID Cultivar Grupo Maturidade Companhia

1 NA4990 4.9 Nidera
2 CD216 5.5 Coodetec
3 CD215 59 Coodetec
4 BMXENERGIARR 5 GDM
5

6

BMXTitanRR 5.3 GDM
NS4823 4.8 Nidera
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7 BMXTURBORR 5.8 GDM

8 NK3358 6.4 Syngenta
9 CD250RRSTS 5.5 Coodetec
10 NIDERAA4725RG 4.7 Nidera
11 CD225RR 5.8 Coodetec
12 M-S0Y6101 6.1 Monsanto
13 Bragg 6.6 Embrapa
14 CD5807 6 Coodetec
15 EMGOPA304 7.3 Embrapa
16 BRSMGRenascenca 7.9 Embrapa
17 OCEPAR3-PRIMAVERA 6.5 Embrapa
18 A8000 8 -

19 MERCEDES70A 6.6 -
20 A6001RR 6 -
21 CD224 6.9 Coodetec
22 BRS245RR 7.3 Embrapa
23 CD208 6.9 Coodetec
24 BRS282 6.5 Embrapa
25 BRS185 6.6 Embrapa
26 BRS133 6.6 Embrapa
27 CD206 6.8 Coodetec
28 TMGI1067RR 6.7 ™G
29 EMBRAPAA48 6.5 Embrapa
30 CD217 7.3 Coodetec
31 BRS257 6.4 Embrapa
32 CD229RR 7.3 Coodetec
33 Fundacep56RR 6.5 Bayer
34 ANTAS2 7.4 ™G
35 BRS232 6.5 Embrapa
36 BRS283 6.5 Embrapa
37 SD711RR 7.1 DowAgroscience
38 BRS243RR 6.6 Embrapa
39 FUNDACEP57RR 6.2 Bayer
40 SD690RR 6.9 DowAgroscience
41 BMXPOTENCIARR 6.7 GDM
42 BRS246RR 7.3 Embrapa
43 SD660RR 6.6 DowAgroscience
44 FUNDACEPS58RR 6.8 Bayer
45 FUNDACEPS53RR 6.4 Bayer
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46 CD231RR 7.3 Coodetec
47 CD232 7.3 Coodetec
48 M7211RR 7.2 Monsanto
49 BRS268 7.2 Embrapa
50 TMGI1066RR 6.6 ™G
51 M6707RR 6.7 Monsanto
52 BMXMAGNARR 6.2 GDM
53 CD226RR 6.6 Coodetec
54 CD201 6.7 Coodetec
55 CD242RR 7.9 Coodetec
56 CD240RR 6.9 Coodetec
57 NK7059 7 Syngenta
58 BRS284 6.4 Embrapa
59 CD236RR 6.2 Coodetec
60 CD2630RR 6.3 Coodetec
61 CD202 6.4 Coodetec
62 IGRARAG628RR 6.4 Igra
63 CD248RR 6.4 Coodetec
64 CD235RR 6.4 Coodetec
65 NAS5909RR 5.9 Nidera
66 CD233RR 6.4 Coodetec
67 CD2721RR 7.2 Coodetec
68 CD2737RR 7.3 Coodetec
69 IASS 6.4 Embrapa
70 CDFAPA 7.3 Coodetec
71 R7 7 -

72 FT-GUAIRA 6.4 Embrapa
73 GARIMPO 7.8 Embrapa
74 EMBRAPAS59 6.5 Embrapa
75 5G770RR 7.7 DowAgroscience
76 BRS213 6.5 Embrapa
77 Fundacep33 8 Bayer
78 CD254RR 8.4 Coodetec
78 CD254RR 8.4 Coodetec
79 IGRARAS518RR 6 Igra
80 OCEPAR14 5.8 Embrapa
81 MG/BR 46 Conquista 8.2 Embrapa
82 CD2840 8.4 Coodetec
83 CD2800 8 Coodetec
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84 POg8YS51 8.5 Pioneer
85 P98Y70 8.7 Pioneer
86 CD246 8.1 Coodetec
87 CD237RR 7.3 Coodetec
88 Po98Y11 8.1 Pioneer
89 CD243RR 8 Coodetec
90 CD244RR 8 Coodetec
91 M-SOY7901 7.9 Monsanto
92 TMGI115RR 8.6 ™G
93 M-SOY8001 8 Monsanto
94 MO9144RR 9.1 Monsanto
95 CD234RR 8 Coodetec
96 BMXAPOLLORR 5.5 GDM
97 CD2792RR 7.9 Coodetec
98 M6009RR 6 Monsanto
99 CD253 8.7 Coodetec
100 BRSMTPintado 8.5 Embrapa
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Figura S1. Critérios para clusterizag@o dos cultivares. Variancia acumulativa dos marcadores explicada
pelos PCA (A), Valores de Critério de informagao Bayesiana (BIC) versus o numero de clusters (B), e

os autovalores com sua respectiva significancia (C).

Tabela S2 — Variancias e herdabilidade das caracteristicas fenotipicas utilizando a abordagem 1.

Variavel %A o’F h?

wce 1.14E+00 1.64E+01 6.97E-02
rdw 5.83E-06 7.12E-04 8.20E-03
sdw 1.65E-05 2.98E-03 5.53E-03
ph 0.00E+00 5.34E+01 0.00E+00
emer 8.16E+01 4.84E+02 1.68E-01
gsi 1.19E-02 1.59E-01 7.46E-02
lpvr 0.00E+00 6.65E+03 0.00E+00
apr 0.00E+00 3.22E+01 0.00E+00
sar 0.00E+00 3.18E+02 0.00E+00
adr 0.00E+00 2.40E-02 0.00E+00
v 0.00E+00 1.43E-01 0.00E+00
rcll 0.00E+00 2.51E+03 0.00E+00
rcl2 8.88E+00 8.44E+02 1.05E-02
rcl3 0.00E+00 5.46E+01 0.00E+00
rcl4 0.00E+00 1.25E+01 0.00E+00
rcl5 1.91E-01 1.41E+01 1.35E-02
rcl6 0.00E+00 1.23E+01 0.00E+00
rcl7 0.00E+00 1.05E+01 0.00E+00
rcl8 9.68E-03 5.60E+00 1.73E-03
rcl9 6.81E-03 1.50E+00 4.53E-03
rcll0 1.77E-03 6.80E-01 2.60E-03
revl 0.00E+00 5.94E-04 0.00E+00
rcv2 2.06E-04 1.06E-02 1.95E-02
rcv3 0.00E+00 6.98E-03 0.00E+00
rcv4 0.00E+00 7.04E-03 0.00E+00
rcvS 3.57E-04 2.28E-02 1.57E-02
rcv6 0.00E+00 4.44E-02 0.00E+00
rcv7 0.00E+00 6.92E-02 0.00E+00
rcv8 1.60E-04 7.00E-02 2.28E-03
rcv9 1.30E-04 2.91E-02 4.46E-03
rcv10 0.00E+00 3.87E-02 0.00E+00

*G25 — Variancia aditiva, o’r — Variancia fenotipica, h? — herdabilidade no sentido restrito
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wec: contetido de agua nas folhas, rdw: massa seca da raiz, sdw: massa seca da parte aérea, ph: altura de plantas,
emer: taxa de emergencia de plantas, gsi: indice de velocidade de germinagao, lpvr: comprimento total da raiz,
apr: area projetada da raiz, sar: area superficial da raiz, rv: volume da raiz, rcl1: comprimento da raiz por classes
de didmetros 1, rcl2: comprimento da raiz por classes de diametros 2, rcl3: comprimento da raiz por classes de
diametros 3, rcl4: comprimento da raiz por classes de diametros 4, rcl5: comprimento da raiz por classes de
diametros 5, rcl6: comprimento da raiz por classes de diametros 6, rcl7: comprimento da raiz por classes de
diametros 7, rcl8: comprimento da raiz por classes de diametros 8, rcl9: comprimento da raiz por classes de
diametros 9, rcl10: comprimento da raiz por classes de didmetros 10, rcvl: volume da raiz por classes de
diametros 1, rcv2: volume da raiz por classes de diametros 2, rcv3: volume da raiz por classes de didmetros 3,
rcv4: volume da raiz por classes de didmetros 4, rcv5: volume da raiz por classes de didmetros 5, rcv6: volume
da raiz por classes de didmetros 6, rcv7: volume da raiz por classes de didmetros 7, rcv8: volume da raiz por
classes de didmetros 8, rcv9: volume da raiz por classes de diametros 9, rcv10: volume da raiz por classes de

diametros 10.

Tabela S3 — Variancias e herdabilidade das caracteristicas fenotipicas considerando a abordagem 2.

Variavel oA o’F h?

wce 1.22E-01 9.54E+00 1.28E-02
rdw 1.00E-05 3.49E-04 2.87E-02
sdw 8.78E-06 2.26E-03 3.88E-03

ph 0.00E-+00 1.43E+01 0.00E+00
emer 1.56E+01 2.57E+02 6.06E-02

gsi 1.67E-03 5.94E-02 2.81E-02
lpvr 2.74E+01 5.08E+03 5.39E-03

apr 2.43E-01 3.18E+01 7.63E-03

sar 2.40E+00 3.14E+02 7.63E-03

adr 1.04E-05 1.56E-02 6.66E-04

v 1.00E-03 1.57E-01 6.37E-03
rcll 0.00E+00 1.61E+03 0.00E+00
rcl2 1.12E+01 6.93E+02 1.61E-02
rcl3 6.51E-01 3.06E+01 2.12E-02
rcl4 1.93E-01 6.90E+00 2.80E-02
rcl5 8.31E-02 7.90E+00 1.05E-02
rcl6 0.00E+00 7.54E+00 0.00E+00
rcl7 0.00E+00 8.91E+00 0.00E+00
rcl8 6.99E-03 3.26E+00 2.14E-03
rcl9 0.00E+00 8.73E-01 0.00E+00
rcll0 1.24E-03 4.44E-01 2.78E-03
revl 1.75E-06 4.24E-04 4.11E-03
rcv2 1.48E-04 8.12E-03 1.82E-02
rcv3 8.56E-05 3.89E-03 2.20E-02
rcv4 1.12E-04 3.90E-03 2.88E-02
rcvs 1.36E-04 1.29E-02 1.06E-02
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rcvo 0.00E+00 2.775E-02 0.00E+00
rcv7 0.00E+00 5.90E-02 0.00E+00
rcvg 7.91E-05 4.03E-02 1.96E-03
rcv9 0.00E+00 1.70E-02 0.00E+00
rcv10 2.23E-05 2.38E-02 9.36E-04

*G2A — Varidncia aditiva, o?r — Varidncia fenotipica, h? — herdabilidade no sentido restrito
wec: conteudo de agua nas folhas, rdw: massa seca da raiz, sdw: massa seca da parte aérea, ph: altura de plantas,
emer: taxa de emergencia de plantas, gsi: indice de velocidade de germinagao, lpvr: comprimento total da raiz,
apr: area projetada da raiz, sar: area superficial da raiz, rv: volume da raiz, rcl1: comprimento da raiz por classes
de didmetros 1, rcl2: comprimento da raiz por classes de diametros 2, rcl3: comprimento da raiz por classes de
diametros 3, rcl4: comprimento da raiz por classes de diametros 4, rcl5: comprimento da raiz por classes de
diametros 5, rcl6: comprimento da raiz por classes de diametros 6, rcl7: comprimento da raiz por classes de
diametros 7, rcl8: comprimento da raiz por classes de diametros 8, rcl9: comprimento da raiz por classes de
diametros 9, rcl10: comprimento da raiz por classes de didmetros 10, rcvl: volume da raiz por classes de
diametros 1, rcv2: volume da raiz por classes de diametros 2, rcv3: volume da raiz por classes de didmetros 3,
rcv4: volume da raiz por classes de didmetros 4, rcvS: volume da raiz por classes de didmetros 5, rcvo: volume
da raiz por classes de didmetros 6, rcv7: volume da raiz por classes de didmetros 7, rcv8: volume da raiz por
classes de diametros 8, rcv9: volume da raiz por classes de diametros 9, rcv10: volume da raiz por classes de
diametros 10
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Figura S2 — Quantile-quantile (QQ) -plot dos P-valores esperado e observado utilizado na primeira
abordagem (A) e na segunda abordagem (B) para as caracteristicas fenotipicas selecionadas em cada
situacdo.

wec: conteudo de agua na folha, emer: taxa de emergencia de plantas, gsi: indice de velocidade de germinagio.

Tabela S4 — Marcadores SNPs significativamente associados a caracteristicas em cada uma

das duas abordagens utilizadas.

Approach associated SNP Associated Trait
1&2 GmO07 5989451 C T emer & gsi
1&2 Gml10 39086213 C A emer & gsi

1&2 Gml5 4613500 G A emer
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Gm01_50423856 A _C
Gm02 46023727 T C
Gm03_46998040 A _G
Gm05 39021151 C A
Gm05_39054172_A_G
Gm06_16315206 A_G
Gm08_43345646 C_T
Gm09 611923 A G

Gm10 40258740 G _A
Gmll 36931482 C T
Gmll 8363320 T C
Gml13_ 28957669 T C
Gml15 15896387 C T
Gm17 36602853 A G
Gml17 36610073 C T
Gml18_ 12406839 A G
Gm19 1489018 G _A
Gml19 33380479 G T
Gml19 34472334 A C
Gm20 208975 C_T

Gm20 2372509 T C
Gm20 45953874 G_A
Gmo01 53365928 A G
Gmo01 55060537 G_T
Gm03_ 35516341 C T
Gm04 47092275 T C
Gm04 47957714 A _C
Gm06 36128279 T C
Gm07_ 14862607 C T
Gm07_7618698 T _C
Gmo08_ 11073425 T G
GmO08_45270892 A G
Gm10 40077126 A G
Gmll 30114058 A G
Gml15 46014592 T C
Gml16 30991544 A G
Gml19 50322283 T G

gsi
gsi & emer
gsi
emer
gsi
Wce
emer & wc
gsi
gsi
gsi
Wce

emer

gsi

wec: conteudo de agua na folha, emer: taxa de emergencia de plantas, gsi: indice de

velocidade de germinag@o.
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CAPITULO 2 - ESTUDO DE ASSOCIACAO GENOMICA AMPLA (GWAS) PARA A
SOJA DURANTE O ESTADIO VEGETATIVO REVELA NOVOS GENES
ENVOLVIDOS NA TOLERANCIA AO DEFICIT HIDRICO

RESUMO
A cultura da soja ¢ a principal oleaginosa produzida mundialmente devido a sua gama de
utilizagdo pela industria. No entanto, nos tltimos anos, devido as mudancas climaticas, eventos
adversos como a seca estdo cada vez mais frequente. Esse periodo pode ocorrer em qualquer
estddio desenvolvimento da cultura e seu entendimento ¢ dificultado pela complexidade dos
fatores envolvidos. Assim, o objetivo desse trabalho ¢ encontrar marcadores moleculares e os
possiveis genes associados a estes marcadores na cultura da soja durante o déficit hidrico
durante o estadio vegetativo. Foram conduzidos dois experimentos em casa de vegetacdo na
Universidade Federal de Vicosa. Estes foram realizados em blocos casualizados em fatorial
100 x 2 (Genotipos x disponibilidade hidrica) com trés repeticdes. A parcela experimental
constituiu de uma planta em um vaso de 3 litros. As plantas foram mantidas na condi¢do
proximo a capacidade de campo até atingirem o estadio vegetativo 2 (V2), e a partir desse
momento foi iniciado o periodo de estresse, que perdurou por 20 dias. A dgua evapotranspirada,
foi reposta diariamente de acordo com cada condi¢do (Controle (-0,01 MPa) ou estresse (-1,2
MPa)). Ao término do periodo de estresse foram obtidas as seguintes varidveis: massa seca da
parte aérea (sdw), massa seca das raizes (rdw), didmetro do hipocétilo (dhip), nimero de nos
(nnos), altura de planta (ph), comprimento total da raiz (Ipvr), area superficial da raiz (apr),
comprimento da raiz por classes de diametros 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 (rcll, rcl2, rcl3, rcl4,
rcl5, rcl6, rcl7, rcl8, rcl9, rcl10) e volume da raiz por classes de diametros 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,
9, 10 (rcvl, rev2, rev3, rev4, revs, revo, rev7, revs, rev9, rcvl0). Para a andlise foram
consideradas duas abordagens para o conceito de tolerancia. Na primeira, um genotipo ¢
considerado mais tolerante se a diferenga entre estresse e controle for menor que de outro
genotipo. Na segunda, um gendtipo € considerado tolerante se possui uma alta produtividade
em ambas condi¢des. Os dados entdo foram corrigidos a partir de modelos lineares mistos, via
REML/BLUP para cada caracteristica, sendo descartadas as com herdabilidade menor que 1%.
Realizou-se uma analise de PCA-biplot com as caracteristicas selecionadas dentro de cada
abordagem, e as variaveis que nao contribuiram muito para a diferenciagdo entre 0s grupos
(estresse e controle) foram descartadas. Foi realizado também uma analise de correlagdo com
os valores de gBLUP em cada uma das abordagens. Os valores de gBLUP das caracteristicas

foram utilizados para a andlise de estudo de associagdo gendmica ampla (GWAS) dentro de
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cada abordagem. Foram encontrados 18 marcadores significativos simultdneos a ambas as
abordagens, e nas regides proximas a esses marcadores foram encontrados 15 genes candidatos.
Dentre esses genes, encontra-se uma proteina chaperona Hsp40s, uma proteina “Ring finger”,
quatro que sdo conhecidas em atuar em estresse hidrico, trés que atuam no desenvolvimento
das plantas, principalmente em raizes e outros seis que atuam na tolerancia a outros tipos de
estresse.

Palavras-chave: Glycine max. Seca. Melhoramento de plantas. Heranga quantitativa.
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1. Introducao

Dentre as culturas oleaginosas do mundo, a soja pode ser considerada a principal,
fornecendo 6leo e proteina para o consumo humano e animal, além de diversos usos na
industria (Graham & Vance, 2003). No entanto, inumeras condi¢des ambientais adversas
restringem a produtividade agricola global (Eftekhari et al., 2017; Muscolo et al., 2014). O
déficit hidrico ¢ uma dessas condi¢cdes que restringem severamente o desenvolvimento e a
producdo das culturas, e que deve se tornar ainda mais intenso com as mudancas climaticas
atuais (Shin et al., 2015). Na cultura da soja, segundo estimativas, essas condi¢cdes podem
comprometer a produtividade em cerca de 40% (Specht et al., 1999).

Estudos em plantas tém sido realizados para tentar entender o processo de tolerancia ao
déficit hidrico (Meeks et al., 2019; Jumrani & Bhatia, 2018; Wei et al., 2018; Gallardo et al.,
2006; Goldhamer et al., 2001). Contudo, esse processo ¢ muito complexo porque envolve
adaptacdes morfologicas, fisiologicas, bioquimicas e metabolicas especificas que afetam tanto
o crescimento quanto o desenvolvimento das plantas (Luo et al., 2020; Joshi et al., 2016;
Easwar et al., 2016; Wang et al., 2015). Isso se deve fundamentalmente pela caracteristica
multigénica e quantitativa do processo de tolerancia, e com isso a utilizacdo de métodos
convencionais para o melhoramento de plantas tem sido um desafio (Sun et al., 2022).

Em relacdo ao déficit hidrico, os estudos concentram-se principalmente em
caracteristicas ligadas a produtividade (Du et al., 2009), raizes fibrosas (Abdel-Haleem et al.,
2011) e atributos relacionados as folhas (Hwang et al., 2016; Specht et al., 2001; Mian et al.,
1998) nas fases de germinagdo e na fase reprodutiva. Porém, o déficit hidrico pode ocorrer em
qualquer uma das fases de desenvolvimento da cultura. Quando, esse estresse ocorre nas fases
de crescimento irdo afetar o acimulo de matéria seca e consequentemente afetar negativamente
a producdo (Jumrani & Bhatia, 2018; Wei et al., 2018).

Sabe-se que as plantas frente ao déficit hidrico ativam seus mecanismos de respostas
como as mudancas morfoldgicas e estruturais, sintese de hormoénios e producao de produtos
osmorreguladores através da expressao de genes de tolerancia (Luo et al., 2020). As plantas
produzem moléculas sinalizadoras como acido absicisico (ABA), Ca2+, Inositol-1,2,5-
trifosfato (IP3), adenosina 5’-difosfato ribose ciclica (cADP), NO, em resposta a sinais de
estresse hidrico sob condi¢des de seca. Como resposta a producdo dessas moléculas alguns
genes sao ativados gerando respostas a essas moléculas. Assim, alguns produtos génicos
funcionais como prolina, glicina betaina, agucar soluvel, proteinas LEA e aquaporinas sao

produzidos, e influenciam no processo de defesa da planta. (Yang et al. 2021). Outros produtos
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atuam controlando as vias de transdu¢do de sinal ou funcionam como fatores de transcrigao,
como as proteinas quinases dependentes de calcio (CDPKs), proteinas quinases ativadas por
mitégeno (MAPKs), HD-zip/bZIP, AP2/ERF, NAC, MYB e WRKY alterando a morfologia
ou fisiologia das plantas induzindo o processo de tolerancia (Yang et al. 2021).

Conhecer e entender a relacdo dos genes que atuam nesse processo ¢ de fundamental
importancia. Dentre as ferramentas utilizadas para a busca de genes relacionados a fenotipos,
principalmente de caracteristica quantitativa, o estudo de associagdo gendmica ampla tem
auxiliado ao detectar regides gendmicas associadas a estas caracteristicas (Uffelmann et al.,
2021). Desssa forma, esse trabalho tem como objetivo encontrar os marcadores moleculares e
os possiveis genes associados a estes marcadores na cultura da soja durante o déficit hidrico

imposto no estadio vegetativo.
2. Material e Métodos
2.1. Conducio dos experimentos

Foram conduzidos dois experimentos em casa de vegetacdo na Universidade Federal
de Vicosa, Vigosa — Minas Gerais (20°45'17" S, 42°52'57" O). O experimento 1 foi realizado
entre outubro e dezembro de 2019. Ja o experimento 2, foi realizado entre setembro e novembro
de 2021.

O delineamento utilizado foi em blocos casualizados com trés repeticdes em um fatorial
100 x 2 (gendtipos x disponibilidade hidrica. Os gendtipos utilizados foram cultivares oriundas
de diferentes empresas e com ampla varia¢ao nas caracteristicas, a fim de representar um painel
de diversidade da cultura (Tabela S1). Os regimes de disponibilidade hidrica foram a condicao
controle ¢ a condi¢ao estresse.

Na condig¢do controle, o solo foi mantido proximo a capacidade de campo, de acordo
com a tensdo para um solo franco-arenoso (-10 kPa), em todo o periodo do experimento
(Bernardo et al., 2019). J& na condigao estresse, o solo foi mantido na capacidade de campo até
que as plantas atingissem o estadio vegetativo V2 (Fehr & Caviness, 1977), ap6s esse periodo
foram mantidas em uma tensao de -1.200 kPa por 20 dias. A metodologia para a inducao do
estresse foi de acordo com Nascimento et al. (2021), utilizando as pesagens didrias para
reposicdo do volume de agua evapotranspirado. No quinto dia, apds o inicio do periodo de
estresse, o potencial hidrico do solo foi verificado de maneira indireta com a bomba de pressao
do tipo Scholander na antemanha, na terceira folha completamente expandida (Scholander et

al., 1965).
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A parcela experimental constituiu de um vaso contendo uma planta cultivada em um
substrato contendo uma mistura de solo e areia na propor¢do respectiva de 3:2 para o
experimento 1 e uma mistura de solo e areia na proporcao respectiva de 2:1 no experimento 2.
Esses substratos foram classificados com uma textura franco-arenosa nos dois experimentos.
A adubacio utilizada foi de acordo com a corre¢do da andlise quimica para uma produgdo de
3.000 kg/ha (Ribeiro et al., 1999).

As sementes foram tratadas com o fungicida MAXIM® XL com a dose recomendada
pelo fabricante. No sulco de plantio foi aplicado uma dose de Bradyrhizobium japonicum cepas
SEMIA 5079 e 5080 da RIZOKOP®, utilizando a dose recomendada pelo fabricante. Os
demais tratos culturais realizados foram de acordo com a cultura da soja (Silva et al., 2022). A
temperatura e a umidade de todo o ambiente foram aferidas diariamente com auxilio de um
termo-higrometro digital durante todo o periodo em que as plantas se encontravam em periodo

de estresse (Figura S1).

2.2. Avaliagao dos caracteres da parte aérea

Apods o término do periodo de estresse as plantas foram avaliadas para obter os
caracteres agrondmicos da parte aérea e da parte radicular.

Na parte area, os caracteres avaliados foram: altura das plantas (ph) em centimetros,
medida com o auxilio de uma régua; e, didmetro do hipocétilo (dhip) em milimetros, medido
com o auxilio de um paquimetro digital modelo 316119 - MTX. Apds as medi¢des a parte
aérea foi colocada em estufa a 65°C por um periodo de 48 horas e a sua massa seca (sdw) foi
aferida em gramas com auxilio de uma balanga de precisao.

As raizes foram removidas e lavadas para remog¢ao do material inerte (areia e solo).
Apos a lavagem cada raiz foi armazenada separadamente em um pote contendo alcool 70% e
mantidas em temperatura de 4°C até a sua avaliagdo. Para a avaliacdo as raizes foram
escaneadas e a imagem submetida ao software WinRHIZOPro® 2009, para a obtengao das
seguintes caracteristicas: comprimento total (cm) (Ipvr), area superficial projetada (cm?2), area
superficial (cm2) (sar), volume (cm3) (rv), didmetro médio (mm) (adr), comprimento da raiz
por classes de diametros (cm) (rcl) e volume da raiz por classes de diametros (cm3) (rcv). As
classes de diametro (D) foram: classe 1 (0< D<0.50), classe 2 (0.50 <D < 1.00), classe 3 (1.00
<D <1.50), classe 4 (1.50 <D <2.00), classe 5 (2.00 <D <2.50), classe 6 (2.50 <D < 3.00),
classe 7 (3.00 < D < 3.50), classe 8 (3.50 <D <4.00), classe 9 (4.00 <D <4.50), e classe 10
(D >4.50).
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Apos serem escaneadas, as raizes foram acondicionadas em estufa de ar for¢ado por 48
h a 65 °C. As raizes secas foram pesadas em balanca analitica digital de precisdo, obtendo a

massa seca das raizes em gramas (rdw).

2.3. Estimacao dos valores genotipicos

Inicialmente, foi realizado uma analise de boxplot para as caracteristicas de massa seca
da parte aérea e da raiz, considerando somente o tratamento dentro de cada experimento e
desconsiderando o efeito dos gendtipos. As médias foram comparadas com o teste t, P < 0,01.

Para considerar uma planta mais tolerante, consideramos duas abordagens. Na primeira
abordagem, foi considerado a diferenga entre estresse e controle pois utilizamos o conceito de
que uma planta pode ser mais tolerante, se a reducdo da sua caracteristica na condicao estresse
em relagdo a controle for menor que de outro gendtipo (Miti et al., 2010). Na segunda
abordagem, utilizamos uma abordagem em que a planta tolerante ¢ aquela que possui uma
producdo elevada nas duas condi¢des. Assim, nessa segunda abordagem o genotipo mais
tolerante seria aquele que sobre a condi¢do de estresse conseguir ter a maior produtividade.
Contudo, a sua producao dentro da condi¢do controle também foi contabilizada.

Na primeira abordagem, os dados das plantas dentro de cada bloco em cada ano, da
condigdo estresse foram subtraidos da condi¢do controle. Assim obtemos o valor que aquela
planta aumentou ou reduziu em relagdo a condi¢do controle. Na segunda abordagem foram
utilizados os dados brutos contabilizando os tratamentos, os experimentos (épocas) e os blocos
dentro de cada época.

Utilizou-se a metodologia de modelos lineares mistos, via REML/BLUP em cada
caracteristica visando a estimativa de valores genotipicos e dos pardmetros genéticos. Para
tanto foi utilizado o pacote “sommer” (Covarrubias-Pazaran, 2016) no software R (R CORE
TEAM, 2016). A matriz de parentesco utilizada nesse modelo foi calculada a partir da matriz
numérica dos marcadores utilizados nesse trabalho (informagdes sobre os marcadores serao
detalhadas posteriormente) usando a metodologia de Zhang et al. (2007). Neste modelo, cada
época (experimento) foi inserida como um fator aleatdrio, assim como o fator bloco. O modelo
utilizado para cada abordagem se encontra representado abaixo:

1* Abordagem:

y=pu+Xr+Zg+Wp+e

2* Abordagem:

y=pu+Xr+Ti+Zg+Wp+e



64

e 9

onde “y” € o vetor de dados fenotipicos, “p” ¢ a média geral, “r” € o vetor dos efeitos

31
1

de repeti¢ao (assumidos como fixos), “i” € o vetor dos efeitos de tratamento (assumidos como

fixos), “g” € o vetor dos efeitos do i-ésimo gendtipo (assumidos como aleatorios), “p” € o vetor
dos efeitos de época (assumidos como aleatorios), e “e” € o vetor de erros ou residuos
(aleatdrios) que segue N (0, 62). As letras maitisculas representam as matrizes de incidéncia
para os referidos efeitos.

As caracteristicas que apresentaram valores de herdabilidade menores que 1% foram
descartadas para as proximas andlises. A fim de selecionar as caracteristicas mais importantes
para o déficit hidrico, apds selecionar as caracteristicas através da herdabilidade, foi realizado
uma analise com o pacote ggbiplot (Vu et al., 2015), em que foi plotado a andlise de
componentes principais € os valores de para cada parcela dentro de cada tratamento em cada
uma das abordagens. As variaveis que se orientaram no sentido de separacdo dos grupos em
estresse e controle foram selecionadas. Apos essa selecdo de caracteristicas, foram realizadas
as analises de correlagdo de Pearson, utilizando os valores de gBLUP, via o pacote “corrplot”
(Wei & Simko, 2021). Os valores de gBLUP das caracteristicas que correlacionaram com os
valores de BLUP da massa seca de raiz e/ou massa seca da parte area, nas diferentes
abordagens, foram selecionadas para a realizacdo da associacdo gendmica ampla. Todas as

analises foram realizadas no software R (R CORE TEAM, 2016).

2.4. Genotipagem com marcadores SNP, associacio gendomica ampla e pos-GWAS

Os marcadores SNPs foram genotipados previamente por Contreras-Soto et al. (2017).
Para essa genotipagem foi utilizado a plataforma iScan Illumina (Illumina, Inc., San Diego,
CA, USA) customizada para soja, utilizando o “Infinium iSelect HD Custom Genotyping
BARC-Soy SNP6k” na Deoxi Biotecnologia Ltda® (Aragatuba, SP, Brasil). A filtragem dos
SNP foi realizada com um “call rate” > 90 e um MAF (“Minor Allele Frequency”) > 0,01.

Os valores de gBLUP das caracteristicas selecionadas para cada abordagem apos a
estapas descritas acima foram utilizados no estudo de associagdo gendmica ampla (GWAS). A
analise GWAS foi realizada utilizando o pacote GAPIT versao 3.0 (Wang & Zhang, 2021).
Para analise foi considerado o modelo “Bayesian-information and Linkage-disequilibrium
Iteratively Nested Keyway” (Blink) (Huang et al., 2019). Esse modelo conduz dois modelos
de efeito fixos (FEM) e um processo de filtragem que seleciona um conjunto de pseudo QTNs
que nao estao em LD entre si como covaridveis. No primeiro modelo FEM, os marcadores sao
testados, um de cada vez , e pseudo QTNs sdo incluidos como covariaveis para controlar os

falsos negativos e positivos:
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yi =Si1ib1 +Si2bz +...+Sikbk +S;;d; +ei

onde yi ¢ a observagdo no i-ésimo individuo; Sii, Si, ..., Sik sdo os genotipos de k pseudo QTNs,
iniciados como um conjunto vazio; b, b, ..., bk sdo os efeitos correspondentes dos pseudo QTNs; S;; &
o gendtipo do i-ésimo individuo e j-ésimo marcador genético; d; é o efeito correspondente do j-ésimo
marcador genético; e e; é o residuo com distribuigdo com média zero e varidncia c¢’.

O segundo modelo FEM, ¢ utilizado para otimizar a selecdo de pseudo QTNss:

yi =Si1b1 +Sizba +...+Sibk +e;

onde y;i € a observagdo no i-ésimo individuo; Sii, S, ..., Sik sd0 os genotipos de k pseudo QTNs,
iniciados como um conjunto vazio; by, ba, ..., bk sdo os efeitos correspondentes dos pseudo QTNs; S;; €
0 gendtipo do i-ésimo individuo; e e; é o residuo com distribui¢io com média zero e variancia ..

No segundo modelo, o termo marcador teste ¢ removido e o numero de pseudo QTNs

covaridveis € variado, a fim de selecionar o conjunto 6timo do primeiro k de t pseudo QTNs.
A otimizagdo ¢ realizada usando BIC, que ¢ o dobro da probabilidade logaritmica negativa
mais a penalidade no nimero de pardmetros, como segue:

BIC = —2LL + 2kLn (n)

onde LL ¢ o log da probabilidade, k ¢ o nimero de pseudo QTNs, Ln ¢ o logaritmo natural e n € o
nimero de individuos. Os pseudo QTNs disponiveis, t, sdo classificados com o mais significativo no
inicio e 0 menos significativo no final. Os primeiros k pseudo QTNs sdo selecionados para exame, com
k variandode 1 a't.

No segundo modelo, os marcadores sdo filtrados com dois critérios: P-valor e

correlagdo. Primeiramente, todos os marcadores do primeiro modelo sdo filtrados com corregdo
de Bonferroni (o = 0,01). Apds os marcadores com correlagdo (correlagdo de Pearson) maior
que 0,7 sdo eliminados. Entdo os primeiros conjuntos de k marcadores foram ajustados e os
demais foram variados até que todas as possibilidades tenham sido examinadas. Oconjunto de
K marcadores com melhor BIC ¢ usado como o conjunto de pseudo QTNs na primeira equagao.
O processo ¢ repetido até que os pseudo QTNs permanecam os mesmos. Ao final, os
marcadores que apresentaram valores de p < 0,01 apds a corregdo pela FDR foram
considerados significativos.

Os marcadores que foram significativos nas duas abordagens simultaneamente foram
selecionados para o estudo de p6s-GWAS. Foi realizado uma busca dos genes associados aos
marcadores, utilizando uma regido de 2000 pares de bases (bp) a montante (“up”) e a jusante
(“down”) de cada marcador. Para realizar essa busca foi usou-se o “Genome Data Viewer” do
NCBI utilizando a versao mais recente do genoma da soja (Glycine max Wm82.a4.v1). Nos
genes em que os marcadores se encontravam na regido codante da proteina foi verificado o

efeito da substituicao alélica na codificagao dos aminoacidos.

3. Resultados
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A imposi¢ao de déficit hidrico se demonstrou eficiente nos dois anos. Na comparagao
do acimulo da matéria seca, tanto na parte area quanto na parte radicular, verificou-se que os
valores obtidos para os genotipos nos diferentes tratamentos de disponibilidade hidrica foram
diferentes para os dois experimentos conduzidos (Figura 1).

A média da massa seca da parte aérea (sdw) de todos os genotipos na condi¢ao controle
no experimento 1 foi 1,9 vezes maior que na condicao estresse (t(451,17)= 23,54; p < 0,001)
(Figura 1A). J4 no experimento 2, a média na condi¢do controle foi de 5,4 vezes maior que na
condicao estresse (t(290,85)=27,46; p <0.001) (Figura 1B). A média da massa seca das raizes
(rdw) também diferiu significativamente entre a condi¢do estresse e controle dentro dos
experimentos. A média da massa seca das raizes (rdw) de todos os genotipos, no experimento
1, foi 1,6 vezes maior na condigdo controle em relacao a condigao estresse (t(430,26)= 18,28;
p<0,001) (Figura 1C). No experimento 2, a média de todos os gen6tipos foi de 4,1 vezes maior

na condi¢do controle do que na condicao estresse (t(301,08)=22,13; p <0,001) (Figura 1D).
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Figura 1 — Contetudo de matéria seca das raizes e da parte aérea na condi¢ao controle (1) e na condi¢ao
estresse (2) nos dois experimentos. Média e dispersdao dos dados de Massa seca da parte aérea no
experimento 1 (A) e no experimento 2 (B). Média e dispersdo Massa seca das raizes no experimento 1
(C) e no experimento 2 (D).

As médias foram significativamente diferentes pelo teste t (p < 0,001).
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Os valores genotipicos dos genotipos e os parametros genéticos € ambientais em cada
abordagem para as caracteristicas avaliadas se encontram nas Tabelas S2 e S3. As varidveis
que apresentaram herdabilidade menor que 1% (h2 < 0,01) foram descartadas das proximas
analises. Na primeira abordagem foram descartadas as variaveis nimero de nos (nnos), massa
seca da parte aérea (sdw), diametro médio das raizes (adr), comprimento da raiz por classes de
diametros 9 (rcl9), e volume da raiz por classes de didmetros 9 (rcv9). Na segunda abordagem
foram descartadas as variaveis nimero de nods (nnos), didmetro médio das raizes (adr),
comprimento da raiz por classes de didmetros 7, 8, 9 e 10 (rcl7, rcl8, rcl9 e rcl10), e volume da
raiz por classes de diametros7, 8, 9 € 10 (rcv7, rcv8, rcv9 e rev10).

Ao realizar a analise de PCA biplot para a abordagem 1, observa-se que os dados do
tratamento controle e estresse formam grupos distintos (Figura 2). O primeiro componente
contribuiu com 62,9% e o segundo com 13,7%. A maior parte das varidveis contribuem para

essa separa¢do. Apenas a variaveis comprimento da raiz por classes de didmetros 7 e 8 (rcl7 e
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rcl8), e volume da raiz por classes de diametros 7 € 8 (rcv7 e rcv8) nao se orientam na dire¢ao
da separagao dos grupos e foram eliminadas das proximas analises (Figura 2).

Figura 2 — Relacdo entre as variaveis e sua contribui¢ao para diferenciagdo entre os grupos de
estresse e controle na abordagem 1. PCA biplot, plotando as varidveis de acordo com os dois

primeiros componentes principais ¢ os dados de estresse e controle (A).

ph: altura de planta, dhip: didmetro do hipocétilo, rdw: massa seca da raiz, apr: area projetada da raiz, sar: area
superficial da raiz, rv: volume da raiz, Ipvr: comprimento total da raiz, rcll: comprimento da raiz por classes de
diametros 1, rcl2: comprimento da raiz por classes de didmetros 2, rcl3: comprimento da raiz por classes de
diametros 3, rcl4: comprimento da raiz por classes de didmetros 4, rcl5: comprimento da raiz por classes de
diametros 5, rcl6: comprimento da raiz por classes de didmetros 6, rcl7: comprimento da raiz por classes de
diametros 7, rcl8: comprimento da raiz por classes de diametros 8, rcl10: comprimento da raiz por classes de
diametros 10, rcvl: volume da raiz por classes de didmetros 1, rcv2: volume da raiz por classes de didmetros 2,
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rcv3: volume da raiz por classes de didmetros 3, rcv4: volume da raiz por classes de didmetros 4, rcvS: volume da
raiz por classes de didmetros 5, rcv6: volume da raiz por classes de diametros 6, rcv7: volume da raiz por classes
de diametros 7, rcv8: volume da raiz por classes de didmetros 8, rcv10: volume da raiz por classes de didmetros
10.

Ao realizar uma analise de correlagdo de Pearson com os valores de gBLUP das
variaveis restantes da abordagem 1, verifica-se que todas as caracteristicas possuem correlaciao
positiva entre si (Figura3). A varidvel massa seca da raiz (rdw), apresenta uma correlacio
moderada e positiva com as variaveis altura de planta (0,36) (ph) e comprimento da raiz por
classes de diametros 10 (0,68) (rcl10) e apresenta uma correlagdo forte e positiva com as
demais varidveis. A partir disso todas as variaveis foram selecionadas para participar do estudo

de associa¢do gendmica ampla na abordagem 1.
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Figura 3 - Coeficientes da analise de correlagdo de Pearson entre os valores genotipicos preditos
(BLUP) das variaveis avaliados para a abordagem 1.

ph: altura de planta, dhip: didmetro do hipocétilo, rdw: massa seca da raiz, apr: area projetada da raiz, sar: area
superficial da raiz, rv: volume da raiz, Ipvr: comprimento total da raiz, rcll: comprimento da raiz por classes de
diametros 1, rcl2: comprimento da raiz por classes de didmetros 2, rcl3: comprimento da raiz por classes de
diametros 3, rcl4: comprimento da raiz por classes de didmetros 4, rcl5: comprimento da raiz por classes de
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diametros 5, rcl6: comprimento da raiz por classes de didmetros 6, rcl10: comprimento da raiz por classes de
diametros 10, rcvl: volume da raiz por classes de didmetros 1, rcv2: volume da raiz por classes de didmetros 2,
rcv3: volume da raiz por classes de didmetros 3, rcv4: volume da raiz por classes de didmetros 4, rcvS: volume da
raiz por classes de diametros 5, rcv6: volume da raiz por classes de didmetros 6, rcv10: volume da raiz por classes
de diametros 10.

Na segunda abordagem os tratamentos, estresse e controle também formaram grupos
que se distanciam entre si ao realizarmos o PCA biplot (Figura 4). Os dados do tratamento
estresse apresentaram uma dispersdo mais ampla que os do tratamento controle. O primeiro
componente explicou 78,2% da variancia e o segundo 7,8%. Entre as caracteristicas utilizadas
apenas as variaveis comprimento da raiz por classes de didmetros 6 (rcl6), e volume da raiz por
classes de diametros 6 (rcv6) ndo se orientaram na dire¢do da separagdo dos grupos e foram

descartadas para as proximas analise.
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Figura 4 - Relacdo entre as variaveis e sua contribuicdo para diferenciag@o entre os grupos de estresse
e controle na abordagem 2. PCA biplot, plotando as varidveis de acordo com os dois primeiros
componentes principais e os dados de estresse e controle.

ph: altura de planta, dhip: didmetro do hipocétilo, rdw: massa seca da raiz, sdw: massa seca da parte aérea, apr:
area projetada da raiz, sar: area superficial da raiz, rv: volume da raiz, lpvr: comprimento total da raiz, rcll:
comprimento da raiz por classes de diametros 1, rcl2: comprimento da raiz por classes de didmetros 2, rcl3:
comprimento da raiz por classes de diametros 3, rcl4: comprimento da raiz por classes de didmetros 4, rcl5:
comprimento da raiz por classes de didmetros 5, rcl6: comprimento da raiz por classes de didmetros 6, rcvl:
volume da raiz por classes de diametros 1, rcv2: volume da raiz por classes de didmetros 2, rcv3: volume da raiz
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por classes de diametros 3, rcv4: volume da raiz por classes de didmetros 4, rcv5: volume da raiz por classes de
diametros 5, rcv6: volume da raiz por classes de didmetros 6

Ao se realizar a correlagdo entre os valores genotipicos preditos dos genotipos para as
variaveis, a maior parte das variaveis apresentaram correlagcdo positiva entre si (Figura 5).
Apenas a varidvel altura de planta (ph) ndo apresentou correlagdo com a massa seca da raiz
(rdw) e apresentou correlacdo moderada e positiva com a massa seca da parte aérea (sdw). As
demais varidveis apresentaram uma correlagdo forte e positiva com sdw e rdw. Assim, todas

essas caracteristicas foram selecionadas para a etapa de GWAS.
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Figura 5 - Coeficientes da analise de correlagdo de Pearson entre os valores genotipicos preditos
(BLUP) das variaveis avaliados para a abordagem 2.

ph: altura de planta, dhip: didmetro do hipocétilo, rdw: massa seca da raiz, sdw: massa seca da parte aérea, apr:
area projetada da raiz, sar: area superficial da raiz, rv: volume da raiz, lpvr: comprimento total da raiz, rcll:
comprimento da raiz por classes de diametros 1, rcl2: comprimento da raiz por classes de didmetros 2, rcl3:
comprimento da raiz por classes de diametros 3, rcl4: comprimento da raiz por classes de didmetros 4, rcl5:
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comprimento da raiz por classes de didmetros 5, rcvl: volume da raiz por classes de diametros 1, rcv2: volume
da raiz por classes de diametros 2, rcv3: volume da raiz por classes de didmetros 3, rcv4: volume da raiz por
classes de didmetros 4, rcv5: volume da raiz por classes de didmetros 5.

No estudo de associagdo gendmica utilizando o modelo Blink, foram encontrados 114
SNPs significativos unindo todas as caracteristicas utilizadas (Figura 6). O modelo utilizado se
ajustou bem para todas as variaveis (Figura S3). As linhas verticais no manhattan plot indicam
que o SNP foi significativamente em mais de uma caracteristica. No total foram 29 SNPs que
apresentaram  significativos em mais de uma caracteristica, como o SNP

GmO09 34354926 C T que foi significativo em 11 caracteristicas diferentes.
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Figura 6 — Manhattan plot utilizando a abordagem 1. SNPs acima da linha horizontal verde sio significativos pela corre¢io FDR.

ph: altura de planta, dhip: diametro do hipocoétilo, rdw: massa seca da raiz, apr: area projetada da raiz, sar: area superficial da raiz, rv: volume da raiz, lpvr: comprimento total
da raiz, rcll: comprimento da raiz por classes de didmetros 1, rcl2: comprimento da raiz por classes de didmetros 2, rcl3: comprimento da raiz por classes de didmetros 3, rcl4:
comprimento da raiz por classes de diametros 4, rclS: comprimento da raiz por classes de didmetros 5, rcl6: comprimento da raiz por classes de diametros 6, rcl10: comprimento
da raiz por classes de didmetros 10, rcvl: volume da raiz por classes de diametros 1, rcv2: volume da raiz por classes de didmetros 2, rcv3: volume da raiz por classes de
diametros 3, rcv4: volume da raiz por classes de didmetros 4, rcvS: volume da raiz por classes de diametros 5, rcv6: volume da raiz por classes de didmetros 6, rcv10: volume
da raiz por classes de diametros 10.
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Ap6s realizou-se o estudo de associacdo gendmica para a abordagem 2, o modelo
utilizado se ajustou para todas as caracteristicas utilizadas (Figura S4). Nessa abordagem foram
identificados 68 SNPs significativos (Figura 7). Dos quais, 29 deles apresentaram

significativos em mais de uma caracteristica.
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Figura 7 — Manhattan plot utilizando a abordagem 2.

SNPs acima da linha horizontal verde sdo significativos pela corre¢do FDR.

ph: altura de planta, dhip: didametro do hipocotilo, rdw: massa seca da raiz, sdw: massa seca da parte aérea, apr: area projetada da raiz, sar: area superficial da raiz, rv: volume
da raiz, Ipvr: comprimento total da raiz, rcll: comprimento da raiz por classes de diametros 1, rcl2: comprimento da raiz por classes de didmetros 2, rcl3: comprimento da raiz
por classes de didmetros 3, rcl4: comprimento da raiz por classes de diametros 4, rcl5: comprimento da raiz por classes de didmetros 5, rcvl: volume da raiz por classes de
diametros 1, rcv2: volume da raiz por classes de didmetros 2, rcv3: volume da raiz por classes de didmetros 3, rcv4: volume da raiz por classes de didmetros 4, rcv5: volume da
raiz por classes de didmetros 5.
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Apo6s foi verificado dentre os SNPs significativos, quais estdo presentes nas duas
abordagens. Foram encontrados 18 SNPs significativos a ambas as abordagens (Figura 8).
Assim 96 foram significativos apenas na abordagem 1 e 50 foram significativos na abordagem

2 (Tabela S4). Esses 18 SNPs entdo foram selecionados para um estudo de P6s-GWAS.

Abordagem 1

Abordagem 2

Figura 8 — Diagrama de Venn para os SNPs significativos nas duas abordagens utilizadas.

Ao utilizar a versdo mais recente do genoma da soja, versao 4 (Wm82.a4), apenas para
0 SNP Gm12 4363882 T C ndo foi encontrada uma regido que possuisse similaridade. Assim
esse SNP foi descartado para a busca génica (Tabela 1). Dentre os outros 17 SNPs restantes,
apenas seis ndo apresentaram genes na regido. Entre os 11 SNPs restantes, quatro deles
apresentaram dois genes na regido de busca, o que totalizou 15 genes encontrados. Em sete
desses genes, o marcador SNP apresenta-se localizado na regido intergénica. Enquanto cinco
genes apresentam o marcador dentro da regido codificadora para a proteina (CDS). E outros
trés genes apresentam o marcador em regides do transcrito primario desses genes, mas nao em
regido codante, em que dois estdo localizados em regido intronica e um na regido 3’UTR.

Ao se testar o efeito da substituicdo genica, causada pelo marcador SNP, dentre os cinco
genes que apresentam marcadores na regido CDS, apenas um, GLYMA 07G245400, apresenta

uma mudanga no aminoacido codificado pelo cédon.
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Tabela 1 - Genes localizados em regides proximas aos marcadores SNPs associados significativamente com a tolerancia ao defict hidrico. Localizagdo dos
marcadores em relacdo ao gene e seus efeitos na substituicdo alélica.

SNP Position (Wm82.a4)* Gene annotation SNP location® Gene description

GmO05 40528969 T G chr5:39858251 GLYMA 05G218100 intergenic Transcriptional coactivator PC4/P15 protein KELP-like protein
GmO05 40528969 T G chr5:39858251 GLYMA 05G218200 intergenic Dnal homolog subfamily B member 1-like

GmO05 40919406 C T chr5:39467821 GLYMA 05G212700 GAC > G AC[? (S Asp = Asp) Probable membrane-associated kinase regulator 2
GmO07 35547398 T C chr7:35769123 GLYMA 07G186600 intergenic Sulfite exporter TauE/SafE family protein
GmO07 35547398 T C chr7:35769123 GLYMA 07G186700 intronic Kinesin-like protein KIN-14C
Gm07_42514160 T G chr7:42780085 GLYMA 07G245400 AAC > A CC (]:) (SAsn > Thr) RING-H2 finger protein ATL2

GmO08 13782412 C T chr8:13798142 Not found
GmO08 13914377 A G chr8:13935746 Not found

GmO08 4667338 C T chr8:4671165 GLYMA 08G060600 GUC > GL(]jll? ?Val > Val) Pentatricopeptide repeat-containing protein At2g17140
GmO09 34354926 C T chr9:37821865 GLYMA 09G149300 intergenic Carboxylesterase 1-like

Gm09 36844563 T C chr9:40332402 GLYMA 09G169500 3'UTR Serine/Threonine Kinase-Related

Gml2 4363882 T C  Not similarity found
Gml13 35909612 G_A chr13:36449668 GLYMA 13G267851 intronic Gamma-glutamyl hydrolase precursor
Gml13 35909612 G_A chr13:36449668 GLYMA 13G268000 intergenic Gamma-glutamyl hydrolase 2

Gml14 34265654 T C chr14:34395136 Not found

Gml4 5908034 T C chr14:5915210 GLYMA 14G071600 UUU > UL(Jj(Ii) (SPhe > Phe) Alcohol acyltransferase 9
Gml6 24389823 A C chrl6: 24938583 Not found
Gml17 39891056 A G chrl17: 39717783 GLYMA 17G240700 intergenic NAC domain-containing protein 71
Gml18 56486524 T C chr18:52491885 Not found
Gml18 57446256 C T chr18:53450519 GLYMA 18G243800 GUC > GL(J:[IJ) ?Val > Val) Protein TIC 20-II, chloroplastic
Gml8 57446256 C T chr18:53450519 GLYMA 18G243900 intergenic Putative RNA-binding protein Luc7-like 2-like

Gml19 36313784 T C chr19:36969747 Not found

a: posicdo do SNP no Genoma da soja versdo 4 (Glycine max Wm82.a4.v1), b: posi¢do onde se encontra o SNP em relag@o ao gene e a modificagdo levada pela substituicdo
alélica para os marcadores dentro da regido codante do gene.




717

4. Discussao

O periodo de estresse severo de 20 dias causou a redugdo do incremento da matéria seca
nas plantas da condicdo estresse em relacdo a condi¢do controle, em ambos os experimentos,
como ja bem conhecido na literatura (Jumrani & Bahatia, 2018). Essa reducdo demonstra a
eficiéncia da imposi¢ao das diferentes disponibilidades hidricas, como relatado por Nascimento
et al.,, (2021).

No segundo ano, a média da matéria seca em ambas as partes da planta foram menores
que o primeiro ano, isto pode ser explicado pelas temperaturas do ambiente que no segundo
ano foram mais elevadas (Figura S1). A combinagdo de temperaturas mais altas e o déficit
hidrico afeta mais severamente as plantas levando a redug¢des mais drasticas de suas
caracteristicas como maior redu¢do acimulo de massa seca (Dreesen et al., 2012).

A separagdo dos grupos estresse e controle quando plotados em um PCA biplot, nos
dois experimentos, demonstra clara diferenga entre plantas estressadas e plantas em condigdes
ideais. No grupo formado por plantas da condicdo controle, os dados se apresentam mais
agregados demonstrando que a diferenca entre as caracteristicas mensuradas na condigdo
controle diferem entre os cultivares, mas ndo de maneira tdo ampla, essas pequenas diferencas
vem das caracteristicas intrinsecas de cada cultivar. Em contrapartida, no grupo da condicao
estresse, os dados apresentam mais esparsados, isto demonstra que os gendtipos se comportam
de maneira diferente nessa condi¢do. Existindo plantas mais e menos tolerante nessa condicao.

A correlacdo na maior parte entre os valores genéticos foi forte e positiva,
principalmente com as caracteristicas de acimulo de matéria seca que em outros trabalhos
correlacionam com produtividade final esperada (Koutroubas et al., 1998). Isso refor¢a que as
caracteristicas selecionadas no presente estudo para associacdo gendmica ampla foram as
melhores dentro de cada abordagem.

A natureza quantitativa da tolerancia ao déficit hidrico pode explicar o grande niimero
de SNPs significativos encontrados nesse estudo, 114 na primeira abordagem e 68 na segunda
abordagem. Essa diferenca no nimero de marcadores significativos se deve ao fato de que na
segunda abordagem existe a eficiéncia agrondOmica em que o objetivo ¢ selecionar um gendtipo
que seja bom nos dois ambientes. Nessa abordagem o gendtipo considerado tolerante € aquele
que possui um bom desempenho nas duas condi¢des. Assim a combinagdo dessas estratégias
ird fornecer genes que contribuem para tolerancia para o deficit hidrico e que possuem pouco

ou nenhum efeito negativo no desempenho dos genotipos em condigdo controle.
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O gene GLYMA 05G218100, “Transcriptional coactivator PC4/P15 protein KELP-like
protein”, estd envolvido diretamente com atividades de regulagdo de transcritos. Os genes
KELP j4 foram reportados com envolvimento de interagdo planta-patdgeno atuando contra
virus e bactérias em, principalmente, movimento de proteinas (Mukherjee et al., 2009; Sasaki
et al., 2009, Matsushita et al., 2001). Em condicao de estresse, algumas proteinas sinalizadoras
necessitam se movimentar nos sistemas de endomembranas como a carbonic anhydrase 1 que
se movimenta do cloraoplastto para o citosol (Li et al., 2020).

O “Dnal homolog subfamily B member 1-like”, GLYMA 05G218200 também
conhecidos como proteinas do tipo Hsp40s sdo essenciais para a atuagdo das proteinas Hsp70
(Kampinga & Craig, 2010; Kampinga et al., 2019). As proteinas Hsp70 sdo chaperonas
responsaveis pelo correto dobramento das proteinas, previnem o dobramento incorreto € o
enovelamento, auxiliam no transporte de proteinas através das membranas, mediando
interagdes proteina-proteina e removem agregados de proteinas citotoxicas, sequestrando os
agregados ou direcionando-os para vias de degradagdo (Verma et al., 2019). Entdo a fun¢ado das
proteinas DnalJ € entregar alvos especificos ou recrutar alvos para uma localizagdo celular
especifica para agdo da chaperona Hsp70 (Verma et al., 2019). As proteinas DnalJ em soja sdo
induzidas por uma variedade de estresses como injuria mecénica, calor, desidratagdo e alta
salinidade (So et al., 2013). Vale ressaltar que algumas proteinas chaperonas ja foram
identificadas como responsaveis pela tolerancia ao déficit hidrico em soja (Valente et al., 2009).

Em Arabidopsis o homologo do gene GLYMA 05G212700, “Probable membrane-
associated kinase regulator 27, ¢ o AT1G64080 (MPK2). Esse gene possui um padrdo de
expressao nas células da epiderme e no cortex do meristema da raiz (Novikova et al., 2022;
Marques-Bueno et al., 2021). Ele € responsavel por regular respostas para o gravitropismo, as
plantas com perda de funcdo para esse gene respondem muito mais rapido ao estimulo de
gravitropismo (Novikova et al., 2022; Armengot et al., 2016). Uma das primeiras repostas ao
déficit hidrico em plantas ¢ o crescimento da parte radicular, a fim de explorar mais solo para
encontrar agua (Souza et al., 2021). A substitui¢do alélica nesse caso, pode levar a uma menor
traducao da proteina, ja que existem codons que sao mais preferidos que outros e impactam
assim na estabilidade do transcrito (Oliveira et al., 2021; Duret, 2002; Chen et al. 2004).

O gene GLYMA 07G186600 ¢ um “Sulfite exporter TauE/SafE family protein” que
possui papel no metabolismo de taurina e na exportagdo de anions através da membrana. Em
estudos de associacdo gendmica, o homologo desse gene ja foi reportado para tolerancia ao

déficit hidrico em trigo (Shokat et al., 2020). J4 o seu homologo em arabidopsis AT1G61740
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foi identificado dentre os 20 genes mais expressos para estresses com metais pesados como As,
Au, Cd, Pb e Cu (Niu et al., 2019).

O “Kinesin-like protein KIN-14C”, GLYMA 07G186700, pertence a familia das
Cinesinas 14. Essa familia ¢ responsavel pela montagem dos fusos meioticos e mitoticos (Quan
et al., 2008; Chen et al., 2002; Marcus et al., 2002, 2003). Em arroz o homologo desse gene,
LOC 0s04g53760 tem papel na tolerancia ao estresse salino (Saha et al., 2020). Nesse caso o
marcador se encontra na regido do intrén, essa regido apesar de ser descartada no processamento
do mRNA, possui importantes pontos de regulagdo. A substitui¢do genica causada pelo SNP,
pode modificar esses pontos o que ira impactar diretamente na proteina codificada (Szczésniak
etal., 2013).

O gene GLYMA 07G245400, “RING-H2 finger protein ATL2”, ¢ um tipo especial de
proteina de dedos de zinco. Estudos demonstram que essas proteinas possuem uma ampla gama
de fungdes em varios processos bioldgicos incluindo a transdugdo de sinais, replicagdo viral e
desenvolvimento (Tian et al., 2015). As proteinas do tipo RING fingers tém sido amplamente
encontradas entre as plantas (Yuan et al., 2013). Dentre as diversas fungdes que essas proteinas
atuam no reino vegetal, elas tém sido encontradas na tolerancia ao déficit hidrico de diversas
espécies (Song et al., 2016; Park et al., 2015; Ning et al., 2011; Ko et al., 2006). A substituicao
alélica nesse caso leva a substitui¢do de um aminodcido na proteina. Nessa substituicdo a
Arginina, um amino4cido polar e carregado positivamente ¢ substituido por uma treonina, um
aminoacido levemente polar e ndo carregado. As asparaginas preferem a superficie das
proteinas e frequentemente participam de sitios de reconhecimento ou de atividade das
proteinas (Betts & Russel, 2003).

A proteina “pentatricopeptide repeat-containing protein At2gl17140-like”, codificada
pelo gene GLYMA 08G060600, ¢ altamente expressa nos nédulos das raizes, nas folhas e na
raiz principal em soja (Mandozai et al., 2021; Libault et al., 2010; Severin et al., 2010). A
familia dessa proteina tem papel fundamental no crescimento e desenvolvimento e nos estresses
bioticos e abiodticos (Saidi & Hajibarat, 2020). A substituicao alélica nesse caso leva apenas a
mudanga de coédons, contudo a preferéncia de cddons pode levar também a uma maior taxa de
transcrigdo, o que contribuiria para uma maior expressao desse gene.

O homologo do gene “Carboxylesterase 1-like” (GLYMA 09G149300) em
Arabidopisis AtCXE20 (At5g62180), possui agdo de inibicao as estrigolactonas (Roesler et al.,
2021). As estrigolactonas sdo hormonios vegetais que influenciam a arquitetura da parte area
inibindo ramificagdes, e influéncia no crescimento radicular (Kapulnik et al., 2011; Gomez-

Roldan et al., 2008; Umehara et al., 2008). Esses hormonios tém papel na tolerancia ao estresse
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abiotico, sendo que durante o deficit hidrico, hd aumento da concentragdo desses nas raizes (Bu
et al., 2014; Ha et al., 2014; Haider et al., 2018).

O gene GLYMA 09G169500 ¢ uma proteina ndo caracterizada que pertence a familia
das Serine/Threonine Kinases. Essa familia desempenha papéis cruciais de transdugao de sinais
em diversos processos biologicos em plantas (Hardie, 1999). Dentre os diversos processos
bioldgicos se encontram a tolerancia ao deficit hidrico (Lim et al., 2020; Kulik et al., 2011).
Nesse caso, o marcador SNP, que modifica na codificagdo do RNA de uma Uracila para uma
Citosina, se encontra na regido 3’UTR, essa regido ¢ importante para a regulagdo da proteina.
Ela possui fungdo de regular a estabilidade do mRNA via regides ricas em AU, regula a
localizagdo do mRNA, regula a tradugdo, apresenta sitios de ligagao de ribossomos, sdo regides
ativadas por tecido especifico e a sua composicdo influencia na interagdo proteina-proteina
nessa regido (Mayr, 2019).

Os genes “Gamma-glutamyl hydrolase precursor” (GLYMA 13G267851) e “Gamma-
glutamyl hydrolase 2” (GLYMA_ 13G268000) estdo envolvidos na sintese de novo de folatos
(Akhatar et al., 2010). Os folatos sdo cofatores indispensdveis no metabolismo de um carbono.
Eles fornecem carbono para diversos tipos de oxida¢do (metil, metileno ou formil) em
moléculas alvo na sintese de purinas, pantotenato, metionina, timidilato e formil-metionil tRNA
(Scott et al., 2000). O gene GLYMA 13G268000 interage com GmMMK1, uma GmMAPK
responsavel pela sinalizacdo durante o estresse salino (Liao et al., 2021). E em arroz, o
homologo do GLYMA 13G267851, LOC 0Os05g44130, possui papel na tolerncia ao déficit
hidrico (Shaar-Moshe et al., 2015).

O “Alcohol acyltransferase 9” (GLYMA 14G071600) ¢ uma Alcool aciltransferase,
que sdo responsaveis pela producao de ésteres. Assim essa superfamilia contribui na biossintese
de varios terpenoides, ésteres, alcaldides e flavonoides (Zhou et al., 2021; Kruse et al., 2020).
Assim esse gene esta envolvido com a arquitetura das plantas e com resisténcia a insetos (Porth
etal., 2012).

O gene GLYMA 17G240700 ¢ uma NAC domain-containing protein 71 ou
GmNACI135 (Melo et al., 2018). Esse gene ¢ classificado como relacionado a senescéncia
(GmNAC-SAGQG) (Fraga et al., 2021). O seu homologo em arabidopsis AT1G32510 (ANACI1)
¢ conhecido como responsivo ao dano mecanico (Matsuoka et al., 2021). Apesar disso, a super
expressao de ANACI11 mostrou ser um gene que confere a tolerancia ao deficit hidrico e as

baixas temperaturas (Pang et al., 2019).
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A “Protein TIC 20-II, chloroplastic” (GLYMA 18G243800) ¢ um componente do
translocon do envelope interno do cloroplasto funcionando como um canal de translocagdo
(Machettira et al., 2011).

A “Putative RNA-binding protein Luc7-like 2-like” (GLYMA 18G243900) ¢ um uma
proteina acessoria para o processo de splicing. Essa proteina, LUC7, em arabidopsis
desempenha papel no desenvolvimento das plantas, gerando plantas com diversos defeitos
quando realizado o seu “knockout”, como por exemplo o nanismo, € possui papel na sinalizagdo
de acido abscisico e na tolerancia ao frio e a salinizacdo (Amorim et al., 2018). O acido
abscisico € o principal hormdnio envolvido com a tolerancia ao deficit hidrico em plantas (Zhou
et al., 2019; Boominathan et al., 2004).

A maior parte dos marcadores moleculares se localizaram fora da regido codificada do
gene, na regido entre genes. No entanto ndo pode ser totalmente desconsiderado o efeito da
substitui¢do génica nesses casos. Essas podem ser regides cis regulatorias de genes que

influenciam na transcricdo dos mesmos (Ong & Corces, 2011).
5. Conclusao

O estresse hidrico reduziu significativamente o acimulo de matéria seca da parte aérea
e da parte radicular das plantas. A sele¢do das caracteristicas com base nas suas contribui¢des
para diferenciar os grupos estresse e controle contribuiu para encontrar marcadores SNPs
associados a tolerancia ao deficit hidrico.

A utilizacdo de duas abordagens empregadas para a tolerancia ao deficit hidrico
contribuiram para acessar de forma mais precisa genes que contribuem para ela. Dentre os 18
SNPs que apresentaram significativamente associados a tolerancia nas duas abordagens, 11
deles apresentaram genes proximos.

Relata-se os genes encontrados: o gene GLYMA 05G218200 ¢ uma chaperona
molecular do tipo Hsp40s que auxilia a chaperona Hsp70, que ao serem superexpressadas
conferem tolerancia ao déficit hidrico; o gene GLYMA 07G245400 ¢ um tipo especial de dedo
de zinco responsavel pela transducdo de sinais. os genes GLYMA 09G169500,
GLYMA 13G267851, GLYMA 17G240700, GLYMA 18G243900 sao correlacionados com
tolerancia ao déficit hidrico; os genes GLYMA 05G212700, GLYMA 08G060600 e
GLYMA 09G149300 estao envolvidos também com a regulagdo do crescimento das raizes; e,
0s genes GLYMA 05G218100, GLYMA 07G186600, GLYMA 07G186700,
GLYMA 13268000, GLYMA 14G071600 e GLYMA 18G243800 estdao envolvidos em pelo

menos um tipo de tolerincia aos estresses bidticos e abiodticos conhecidos.
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7. Material Suplementar

Tabela S1. Cultivares de soja a serem utilizados nos experimentos e seus respectivos grupos de
maturidade e a empresa detentora do registro da cultivar.

ID Cultivar Grupo Maturidade Companhia
1 NA4990 4.9 Nidera
2 CD216 5.5 Coodetec
3 CD215 59 Coodetec
4 BMXENERGIARR 5 GDM
5 BMXTitanRR 53 GDM
6 NS4823 4.8 Nidera
7 BMXTURBORR 5.8 GDM
8 NK3358 6.4 Syngenta
9 CD250RRSTS 5.5 Coodetec
10 NIDERAA4725RG 4.7 Nidera
11 CD225RR 5.8 Coodetec
12 M-SOY6101 6.1 Monsanto
13 Bragg 6.6 Embrapa
14 CD5807 6 Coodetec
15 EMGOPA304 7.3 Embrapa
16 BRSMGRenascenca 7.9 Embrapa
17 OCEPAR3-PRIMAVERA 6.5 Embrapa
18 A8000 8 -

19 MERCEDES70A 6.6 -

20 A6001RR 6 -

21 CD224 6.9 Coodetec

22 BRS245RR 7.3 Embrapa

23 CD208 6.9 Coodetec

24 BRS282 6.5 Embrapa

25 BRS185 6.6 Embrapa

26 BRS133 6.6 Embrapa

27 CD206 6.8 Coodetec

28 TMG1067RR 6.7 T™MG

29 EMBRAPA48 6.5 Embrapa
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30 CD217 7.3 Coodetec
31 BRS257 6.4 Embrapa
32 CD229RR 7.3 Coodetec
33 Fundacep56RR 6.5 Bayer
34 ANTAS2 7.4 ™G
35 BRS232 6.5 Embrapa
36 BRS283 6.5 Embrapa
37 5D711RR 7.1 DowAgroscience
38 BRS243RR 6.6 Embrapa
39 FUNDACEPS7RR 6.2 Bayer
40 5D690RR 6.9 DowAgroscience
41 BMXPOTENCIARR 6.7 GDM
42 BRS246RR 7.3 Embrapa
43 5D660RR 6.6 DowAgroscience
44 FUNDACEPS8RR 6.8 Bayer
45 FUNDACEPS3RR 6.4 Bayer
46 CD231RR 7.3 Coodetec
47 CD232 7.3 Coodetec
48 M7211RR 7.2 Monsanto
49 BRS268 7.2 Embrapa
50 TMG1066RR 6.6 T™MG
51 M6707RR 6.7 Monsanto
52 BMXMAGNARR 6.2 GDM
53 CD226RR 6.6 Coodetec
54 CD201 6.7 Coodetec
55 CD242RR 7.9 Coodetec
56 CD240RR 6.9 Coodetec
57 NK7059 7 Syngenta
58 BRS284 6.4 Embrapa
59 CD236RR 6.2 Coodetec
60 CD2630RR 6.3 Coodetec
61 CD202 6.4 Coodetec
62 IGRARAG628RR 6.4 Igra

63 CD248RR 6.4 Coodetec
64 CD235RR 6.4 Coodetec
65 NAS5909RR 59 Nidera
66 CD233RR 6.4 Coodetec
67 CD2721RR 7.2 Coodetec
68 CD2737RR 7.3 Coodetec
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69 IAS5 6.4 Embrapa
70 CDFAPA 7.3 Coodetec
71 R7 7 -

72 FT-GUAIRA 6.4 Embrapa
73 GARIMPO 7.8 Embrapa
74 EMBRAPAS59 6.5 Embrapa
75 5G770RR 7.7 DowAgroscience
76 BRS213 6.5 Embrapa
77 Fundacep33 8 Bayer
78 CD254RR 8.4 Coodetec
78 CD254RR 8.4 Coodetec
79 IGRARASI8RR 6 Igra

80 OCEPAR14 5.8 Embrapa
81 MG/BR 46 Conquista 8.2 Embrapa
82 CD2840 8.4 Coodetec
83 CD2800 8 Coodetec
84 PI8YS51 8.5 Pioneer
85 P98Y70 8.7 Pioneer
86 CD246 8.1 Coodetec
87 CD237RR 7.3 Coodetec
88 PogY11 8.1 Pioneer
89 CD243RR 8 Coodetec
90 CD244RR 8 Coodetec
91 M-SOY 7901 7.9 Monsanto
92 TMGI115RR 8.6 T™MG
93 M-SOY 8001 8 Monsanto
94 M9144RR 9.1 Monsanto
95 CD234RR 8 Coodetec
96 BMXAPOLLORR 5.5 GDM
97 CD2792RR 7.9 Coodetec
98 M6009RR 6 Monsanto
99 CD253 8.7 Coodetec
100 BRSMTPintado 8.5 Embrapa

(-) Mantenedor desconhecido
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Figura S1 — Monitoramento da Temperatura e Umidade relativa do ambiente durante o periodo em que
as plantas estavam no déficit hidrico. Monitoramento da Temperatura durante o periodo de estresse no
experimento 1 (safra 2019/2020) (A) e no experimento 2 (safra 2021/2022) (B). Monitoramento da
Umidade relativa durante. O periodo de estresse do experimento 1 (C) e no experimento 2 (D).

T° Méax: Temperatura maxima, T® Min: Temperatura minima, T°® Med: Temperatura média, U
Max: Umidade relativa maxima, U Min: Umidade relativa minima, ¢ U med: Umidade relativa
média.

Tabela S2 — Variancias e herdabilidade das caracteristicas fenotipicas utilizando a abordagem 1.

Variavel oA o’F h?
ph 7.56E+00 1.62E+02 4.65E-02
dhip 2.16E-02 8.65E-01 2.49E-02
nnos 1.89E-02 4.70E+00 4.02E-03
sdw 8.15E-03 9.21E-01 8.85E-03
rdw 1.02E-02 7.94E-02 1.28E-01
Ipvr 1.91E+05 3.20E+06 5.97E-02
apr 7.39E+02 8.94E+03 8.27E-02
sar 7.30E+03 8.82E+04 8.27E-02
adr 0.00E+00 6.44E-02 0.00E+00
v 2.01E+00 2.46E+01 8.14E-02
rell 8.62E+04 1.78E+06 4.85E-02
rcl2 6.62E+03 1.06E+05 6.24E-02
rcl3 1.60E+03 1.09E+04 1.47E-01
rcl4 1.81E+02 1.34E+03 1.35E-01
rcl5 2.63E+01 3.06E+02 8.59E-02

rcl6 4.54E+00 8.94E+01 5.07E-02



rcl7 1.82E+00
rcl8 3.17E-01
rcl9 0.00E+00
rcl10 1.43E+00
revl 1.70E-02
rcv2 9.48E-02
rcv3 2.07E-01
rcv4 1.04E-01
rcvs 4.14E-02
rcvé 1.53E-02
rev’7 1.37E-02
rcv8 3.65E-03
rcv9 0.00E+00
rcv10 1.31E-01
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4.51E+01 4.02E-02
2.22E+01 1.43E-02
9.84E+00 0.00E+00
4.77E+01 3.00E-02
3.19E-01 5.34E-02
1.27E+00 7.48E-02
1.41E+00 1.47E-01
7.50E-01 1.39E-01
4.83E-01 8.57E-02
3.12E-01 4.89E-02
2.96E-01 4.65E-02
2.65E-01 1.37E-02
1.98E-01 0.00E+00
4.37E+00 3.00E-02

*o2A — Varidncia aditiva, o?r — Varidncia fenotipica, h? — herdabilidade no sentido restrito
ph: altura de planta, dhip: didmetro do hipocotilo, rdw: massa seca da raiz, sdw: massa seca da parte aérea, apr:
area projetada da raiz, sar: area superficial da raiz, rv: volume da raiz, lpvr: comprimento total da raiz, rcll:

comprimento da raiz por classes de didmetros 1, rcl2:
comprimento da raiz por classes de didmetros 3, rcl4:
comprimento da raiz por classes de didmetros 5, rcl6:
comprimento da raiz por classes de didmetros 7, rcl8:
comprimento da raiz por classes de diametros 9, rcl10:

comprimento da raiz por classes de didmetros 2, rcl3:
comprimento da raiz por classes de didmetros 4, rcl5:
comprimento da raiz por classes de didmetros 6, rcl7:
comprimento da raiz por classes de didmetros 8, rcl9:
comprimento da raiz por classes de diametros 10, rcvl:

volume da raiz por classes de didmetros 1, rcv2: volume da raiz por classes de didmetros 2, rcv3: volume da raiz
por classes de didmetros 3, rcv4: volume da raiz por classes de didmetros 4, rcv5: volume da raiz por classes de
didmetros 5, rcv6: volume da raiz por classes de didmetros 6, rcv7: volume da raiz por classes de didmetros 7,
rcv8: volume da raiz por classes de diametros 8, rcv9: volume da raiz por classes de didmetros 9, rcv10: volume

da raiz por classes de didmetros 10.

Tabela S3 — Variancias e herdabilidade das caracteristicas fenotipicas utilizando a abordagem 2.

Variavel oA o’F h?
ph 8.88E+00 8.60E+01 1.03E-01
dhip 4.35E-02 8.45E-01 5.15E-02
nnos 1.19E-02 1.96E+00 6.05E-03
sdw 2.39E-02 5.41E-01 4.41E-02
rdw 6.00E-03 4.58E-02 1.31E-01
lpvr 8.90E+04 1.48E+06 6.01E-02
apr 2.63E+02 4.02E+03 6.54E-02
sar 2.60E+03 3.97E+04 6.54E-02
adr 0.00E+00 3.22E-02 0.00E+00
v 5.31E-01 1.13E+01 4.71E-02
rcll 4.37E+04 7.97E+05 5.49E-02
rcl2 4.59E+03 5.80E+04 7.92E-02



rcl3
rcl4
rcl5
rcl6
rcl7
rcl8
rcl9
rcl10
revl
rcv2
rcv3
rcv4
rcvs
rcvo
rev’7
rcv8
rcv9

rcv10

4.85E+02
4.33E+01
7.07E+00
9.89E-01
1.36E-01
1.17E-01
1.97E-02
2.49E-02
9.78E-03
5.76E-02
6.17E-02
2.41E-02
1.10E-02
3.40E-03
1.64E-03
1.32E-03
3.74E-04
6.66E-03

5.36E+03
6.48E+02
1.53E+02
4.36E+01
2.59E+01
1.18E+01
6.02E+00
2.64E+01
1.54E-01
6.81E-01
6.97E-01
3.63E-01
2.42E-01
1.51E-01
1.70E-01
1.42E-01
1.21E-01
2.21E+00

9.03E-02
6.68E-02
4.61E-02
2.27E-02
5.25E-03
9.95E-03
3.27E-03
9.43E-04
6.34E-02
8.45E-02
8.86E-02
6.64E-02
4.56E-02
2.25E-02
9.62E-03
9.29E-03
3.09E-03
3.01E-03
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*G624 — Varidncia aditiva, % — Variancia fenotipica, h?> — herdabilidade no sentido restrito
ph: altura de planta, dhip: didmetro do hipocotilo, rdw: massa seca da raiz, sdw: massa seca da parte aérea, apr:
area projetada da raiz, sar: area superficial da raiz, rv: volume da raiz, lpvr: comprimento total da raiz, rcll:
comprimento da raiz por classes de didmetros 2, rcl3:
comprimento da raiz por classes de didmetros 4, rcl5:
comprimento da raiz por classes de didmetros 6, rcl7:
comprimento da raiz por classes de didmetros 8, rcl9:
comprimento da raiz por classes de didmetros 10, rcv1:
volume da raiz por classes de didmetros 1, rcv2: volume da raiz por classes de diametros 2, rcv3: volume da raiz
por classes de didmetros 3, rcv4: volume da raiz por classes de didmetros 4, rcv5: volume da raiz por classes de
diametros 5, rcv6: volume da raiz por classes de didmetros 6, rcv7: volume da raiz por classes de didmetros 7,
rcv8: volume da raiz por classes de diametros 8, rcv9: volume da raiz por classes de diametros 9, rcv10: volume

comprimento da raiz por classes de didmetros 1, rcl2:
comprimento da raiz por classes de didmetros 3, rcl4:
comprimento da raiz por classes de didmetros 5, rcl6:
comprimento da raiz por classes de didmetros 7, rcl8:
comprimento da raiz por classes de didmetros 9, rcl10:

da raiz por classes de didmetros 10.
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Figura S3- Quantile-quantile (QQ) -plot dos P-valores esperado e observado das caracteristicas
selecionadas utilizando na primeira abordagem.
ph: altura de planta, dhip: didmetro do hipocétilo, rdw: massa seca da raiz, sdw: massa seca da parte aérea, apr:
area projetada da raiz, sar: area superficial da raiz, rv: volume da raiz, lpvr: comprimento total da raiz, rcll:
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comprimento da raiz por classes de didmetros 1, rcl2: comprimento da raiz por classes de didmetros 2, rcl3:
comprimento da raiz por classes de didmetros 3, rcl4: comprimento da raiz por classes de didmetros 4, rcl5:
comprimento da raiz por classes de diametros 5, rcl6: comprimento da raiz por classes de diametros 6, rcl10:
comprimento da raiz por classes de didmetros 10, rcvl: volume da raiz por classes de diametros 1, rcv2: volume
daraiz por classes de didmetros 2, rcv3: volume da raiz por classes de didmetros 3, rcv4: volume da raiz por classes
de diametros 4, rcv5: volume da raiz por classes de didmetros 5, rcv6: volume da raiz por classes de didametros 6,
rcv10: volume da raiz por classes de diametros 10.
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Figura S4- Quantile-quantile (QQ) -plot dos P-valores esperado e observado das caracteristicas
selecionadas utilizando a segunda abordagem.

ph: altura de planta, dhip: didmetro do hipocétilo, rdw: massa seca da raiz, sdw: massa seca da parte aérea, apr:
area projetada da raiz, sar: area superficial da raiz, rv: volume da raiz, lpvr: comprimento total da raiz, rcll:
comprimento da raiz por classes de diametros 1, rcl2: comprimento da raiz por classes de didmetros 2, rcl3:
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comprimento da raiz por classes de didmetros 3, rcl4: comprimento da raiz por classes de didmetros 4, rcl5:
comprimento da raiz por classes de didmetros 5, rcl6: comprimento da raiz por classes de didmetros 6, rcv1: volume
da raiz por classes de diametros 1, rcv2: volume da raiz por classes de diametros 2, rcv3: volume da raiz por classes
de diametros 3, rcv4: volume da raiz por classes de didmetros 4, rcv5: volume da raiz por classes de didmetros 5,
rcv6: volume da raiz por classes de didmetros 6.

Tabela S4 - Marcadores SNP significativos em cada abordagem utilizada e na iteragdo entre as
abordagens.
Nomes Total

SNPs significativos

Gml17 11359322 G T
GmO08_18443609 T C
Gm19 39686084 T C
Gm07 675190 G A
Gml5 5522858 T C
Gm19 48707459 C T
Gm10 36651216 A C
Gm02_46855228 G_A
Gmll 36518427 A C
Gm10 42296579 T G
Gm02_30250662 T C
Gml4 41890154 T C
Gm10 33347216 A G
Gm01_ 50262496 T C
Gm02_49776196 A _G
Gm17 37843080 C_A
Gm08_18379278 T C
Gm10 41445184 T C
Gml4 8918021 T G
Gm07 43182856 G_A

Abordagem 1 e 18 | Gm09 36844563 T C Gmo08_ 13914377 A G
Abordagem 2 Gm05_40528969 T G Gm08_ 4667338 C_T
Gm18_ 56486524 T C Gmo08_ 13782412 C T
Gml13_ 35909612 G _A Gm07 42514160 T G
Gml4 5908034 T C Gm07 35547398 T C
Gm19 36313784 T C Gm05_40919406 C T
Gml4 34265654 T C Gml12 4363882 T C
Gml16 24389823 A C Gml17 39891056 A G
Gml18_ 57446256 C T Gm09 34354926 C T
Abordagem 1 96 | Gm06_ 14138713 C_A Gml4 6770667 T C

Gm05_ 39273308 T G
Gm10 2714130 C T
Gm02_ 3954305 C_T

Gm09 42452071 T G
Gm06 6914278 T C

GmO01 39803394 C A
Gml18_ 7149340 A G
Gml17_4789679 C_A

Gml2 34217043 C T

Gm07 43189903 A G
Gml4 6829154 T C

Gm05_10273133 T C

Gml4 43270248 C T
Gm07_5490895 G T

Gm08_18550866 C T
Gmo03_1077329 C T

Gml18_ 54390711 G T
Gml17 9749711 A_G

Gm07_ 36875730 T C

Gm05 33501321 C_ T
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Gml4 47081002 T C
Gm19 1420943 T C

Gml18 55580646 T C
Gmo08_17399376_A_G
Gmo08_42793022 A G
GmoO1_ 55789200 A C
Gm05_ 33472263 A _C
Gm08_45541906 A _C
GmoO8 13959439 T C
Gml3 7559523 G_A

Gmo07 11153441 A G
Gm08_ 45888869 C A
Gm05_ 41658399 C T
Gml17 37769727 A G
Gml18 7573213 G A

Gml4 1657815 T G

Gmo08_13040141 A G
Gml16 37209075 T G
Gm03_43707104 A G
Gml17 14781024 A C
Gm07_ 16438076 A G
Gm19 30103637 T C
Gm02 3644248 T C

GmO04 48198636 G _A
Gm06 21567013 G_A
GmO01 54123492 T C
Gm20 33676755 C_ T

Gm02_48583877 A _C

Gm05_1062563 A _G
Gm02 43952429 A G

Gml4 1723025 T C

Gml8 7895324 G _A
Gm08_19189540 G _A
Gm10 26188429 A G
Gm04 43390997 A _C
Gmo03 36018412 T C
GmO08_43146859 G T
Gm03_38976026 C T
Gm09 33894091 A C
Gm19 40508288 C T

Gmo06_ 8338093 G_A
GmO08_ 42937574 T C
Gmo08_ 45981724 G_A

GmO06 3335673 A_G
Gm20 34626867 A_G
Gmo03 31711487 A G
Gm19 43117852 A _C
Gm05_ 40299923 A G
Gmo01 48119773 C T
Gml1 38136659 T C
Gm09 26158568 A G
Gmll 37710966 A G

Gm05_2708074 T C

Gm03_4901669 A G

Abordagem 2

50

Gm20 1577990 G T
Gml4 13119138 G A
Gml18_ 6840290 T C
Gml2 1761905 G T
Gml19 3458700 A G
Gml17 41481512 T C
Gm06 47631544 T C
Gmll 4345198 G A
Gm07 8327392 G A

Gml4 2311158 G A
Gml16 4950614 T C
Gm05_ 888436 A G
GmO05 26685967 G_A
Gm19 36505181 A G
Gm06 16372276 T C
Gm20 44585208 A G
Gm05 394764 T C
Gmo03 35330372 G T
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Gml4 3042771 T C
Gml4 226921 G A
Gml19 2372133 C_T
Gml5 35867161 C A
GmoO5 39643904 T C
Gml18 55167509 A_G
Gml15 9164446 A G
Gml1 4329480 T C
GmoO1 49987647 C_T
Gm08_40012659 C T
Gml17 3252095 T C
Gm09 32096458 C T
Gmll 9176042 A G
Gm20 33770596 G _A
Gmo01 32070134 C T
Gm02 2246479 A G

Gm13 35854636 _G_A
Gm02 14817982 A _C
Gm02 41931129 T G
Gm19 5195925 C_T
Gml3_ 26749514 T C
Gml18 13676905 G_A
Gml5 6925513 T C
Gml4 30760829 T C
Gm06 49343224 G T
Gm07 10967802 C T
Gml4 86112 G A
Gml13_40715679 A _G
Gm10 37298266 A G
Gml7 4312738 C_ T
Gm19 34687566 A G
Gmo05 31160955 A G

CONCLUSAO GERAL

A restri¢do hidrica na cultura da soja afeta negativamente as plantas independentemente
se ocorre na fase de germinacdo ou durante o estaddio vegetativo. Na germinagdo, as
caracteristicas taxa de germinagdo de plantas e indice de velocidade de emergéncia de plantas
sdo severamente afetadas. No estddio vegetativo a restrigdo hidrica afeta grandemente o
acimulo de matéria seca nas plantas tanto da parte aera quanto da parte vegetativa.

Durante a germinagdo foram selecionados trés marcadores moleculares SNPs que estao
associados com a tolerancia ao déficit hidrico e no estadio vegetativo foram selecionados 18
marcadores. Esses marcadores podem ser utilizados em programas de melhoramento para a
selecdo de cultivares mais tolerantes a seca.

Na germinagdo foram encontrados cinco genes putativos associados a tolerancia ao
déficit hidrico em que um esta envolvido com a constitui¢ao da parede celular, dois estao
envolvidos em transporte de proteinas via membranas e os outros dois sdo fatores de
transcrigdo. No estadio vegetativo foram encontrados 15 genes putativos. Dentre desses quatro
estdo relacionados a tolerancia ao déficit hidrico, trés relacionados ao crescimento de raizes,

um fator de transcri¢ao e outros seis relacionados a outros estresses bidticos e abioticos.
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Os genes aqui encontrados s3o possiveis fontes de resisténcia ao déficit hidrico em soja
e necessitam estudos mais aprofundados para verificar o estudo funcional desses genes. O
incremento aos programas de melhoramento para estresse hidrico € crucial para uma agricultura
sustentavel frente as mudancas climaticas e os marcadores aqui encontrados contribuem

efetivamente para esse papel.



