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RESUMO

SILVA, Jéssica Nayara Basilio, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2019.
Validacao de marcadores SNP associados ao contetido de 6leo em Soja [Glycine max (L.)
Merr.] Orientador: Maximiller Dal-Bianco Lamas Costa. Coorientadores: Rafael Delmond
Bueno e Luiz Claddio Costa Silva.

Os objetivos deste estudo foram identificar e estimar o efeito de marcadores moleculares SNP
sobre o contetido de 6leo em soja, estimar a herdabilidade e a correlacdo entre os contetdos
de proteina e dleo, e identificar genes na regido do marcador associado a caracteristica de
interesse. Para isso, 476 RILs derivadas de F4 foram avaliadas em ensaios de campo em
quatro diferentes ambientes, sendo Vigosa/2017, Vicosa/2018, Capindpolis/2018 e
Vicosa/2019. A populacdo F4 foi genotipada pela metodologia KASP e fenotipada para
conteddo de proteina e 6leo por espectrometria de infravermelho préximo (NIR). Além disso,
foi realizada uma andlise de RNASeq com os genitores para gerar uma lista de genes
diferencialmente expressos (DEGs) presentes na regiao alvo deste estudo. Observou-se efeito
significativo de genétipos para conteido de dleo e proteina nos dois ambientes avaliados. O
conteido de proteina foi maior nas RI/Ls no ambiente de Vicosa/2018 (48,50%) e menor em
Capin6polis/2018 (42,55%). J4 o contetido de 6leo foi maior nas RILs no ambiente de
Capin6polis/2018 (23,72%) e menor em Vigosa/2018 (15,23%). A herdabilidade assumiu
valores de 71,02% e 71,75% para o contetdo de 6leo e 73,51% e 80,12% para o conteido de
proteina, para Vicosa/2018 e Capindpolis/2018, respectivamente. Foi encontrada uma forte
correlacdo negativa significativa (p<0,01) entre os teores de proteina e 6leo, com um
coeficiente de correlacdo de Pearson variando de -0483 a -0,730. Dos marcadores
moleculares avaliados, ss61, ss73, ss134 e ss185 associaram para o conteido de proteina em
um dos ambientes. O marcador ss115 associou tanto para o conteiudo de 6leo, quanto para
proteina em todas as localidades, com provéavel efeito pleiotropico. O marcador teve efeito
aditivo e R? variando de 0,4081 a 1,285 e 1,7882 a 17,3147, respectivamente. Ap0s filtragem
dos genes mapeados no cromossomo 15 da soja por estudos de RNASeq, 35 genes
diferencialmente expressos (p<0,05) foram analisados. A aplicagdo de um limiar de FDR
(g<0,01) e FC>1.5 reduziu o ndmero para quatro genes candidatos (Glyma.15g057700,
Glyma.15g063000, Glyma.15g064100 e Glyma.15g068700). Os dados de nosso trabalho
validaram a utilizagdo do marcador ss115 em programa de melhoramento de soja para o
conteudo de 6leo e proteina assim como identificou genes que podem estar associados com

estas caracteristicas.



ABSTRACT

SILVA, Jéssica Nayara Basilio, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2019. SNP
Validation for markers associated with oil content in soybean [Glycine max (L.) Merr.].
Adviser: Maximiller Dal-Bianco Lamas Costa. Co-advisers: Rafael Delmond Bueno and Luiz
Claddio Costa Silva.

The main goal of the present study was to identify and estimate the effect of SNP molecular
markers on soybean oil content, determine heritability, correlation of protein and oil contents
and identify genes around the marker region associated with the characteristic of interest. 476
F4-derived RILs were submitted to field trials in four different environments, Vigosa/2017,
Vicosa/2018, Capindpolis/2018, and Vigosa/2019. The F4 population was genotyped by the
KASP methodology and phenotyped for protein and oil content using Near Infrared
Spectrometry (NIR). Besides, it was conducted an RNASeq of the parentals to generate a list
of differentially expressed genes (DEGs). The genotypes presented significant differences
among them and along with the environments. The mean of protein content was higher in
RILs of Vigosa/2018 (48,49%) and lower in Capin6polis/2018 (42,54%). The oil content was
higher in Capinépolis/2018 (23,72%) and lower in Vicosa/2018 (15,23%). The heritability
assumed values of 71,02% and 71,75% for the oil content and 73,51% and 80,12% for the
protein content, for Vicosa/2018 and Capindpolis/2018, respectively. A strong negative
correlation (p<0,01) between protein and oil contents was found, with a Pearson correlation
coefficient ranging from -0,483 to -0,730. The ss61, ss73, ss134 and ss185 molecular markers
were associated with the protein content in just one tested environment. The marker ss115
was associated with both oil and protein content in all localities with a probable pleiotropic
effect. The marker had an additive effect and R ranging from 0.4081 to 1.285 and 1.7882 to
17.3147, respectively. After filtering the genes mapped in the soybean chromosome 15 using
RNASeq studies, 35 differentially expressed genes (p<0,05) were analyzed. The application
of an FDR threshold (q<0,01) and FC>1.5 reduced the number of genes to four
(Glyma.15g057700, Glyma.15g063000, Glyma.15g064100, and Glyma.15g06870). Our study
validated the use of ss115 marker on a breeding program with a focus in development
varieties for oil and protein content as well as identifying genes that are probably associated

with these characteristics.
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1. Introducio

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é a mais importante leguminosa cultivada no
mundo devido ao seu alto conteido de proteina (40%) e oOleo (20%), além da alta
produtividade e baixo custo de producdo (Clemente e Cahoon, 2009). No Brasil, o complexo
soja tem destaque expressivo na pauta de exportacdes sob a forma de farelo, 6leo e grios, e
também para o suprimento do mercado interno de 6leos comestiveis, alimentacdo animal,
demais derivados proteicos e producao de Biodiesel.

A cultura da soja € responsavel por cerca de metade da producao de graos do Brasil,
o que corresponde a um ter¢o de toda a producdo mundial (Conab, 2019). Os Estados Unidos
da América (EUA) permanecem como principal produtor, seguido por Brasil e Argentina.
Entretanto, a producdo e exportacdo do Brasil cresce rapidamente nos ultimos anos e a
perspectiva € de que esse se torne o principal produtor, devido aos aumentos de produtividade
e a expansao da sojicultora para novas dreas (Soystats, 2019; Zafalon, 2019).

Um importante produto que advém dessa cultura é o 6leo de soja, usado para
consumo humano, bem como matéria-prima renovavel para varios produtos industriais. A
composi¢do desse produto pode variar em funcdo do gendtipo e do ambiente de cultivo,
sendo formado em média por 13% de dcido palmitico (16:0), 4% de 4cido estedrico (18:0),
20% de acido oleico (18:1), 55% de acido linoleico (18:2) e 8% de acido linolénico (18:3)
(Pham et al. 2010; Goettel et al. 2014). Recentemente, tanto o contetido quanto a qualidade do
6leo chamaram a atencdo dos programas de melhoramento da soja, devido ao aumento da
demanda por 6leos vegetais de melhor qualidade (Clemente e Cahoon, 2009; Silva et al.
2018).

Do ponto de vista econdmico, o 6leo de soja é o segundo 6leo vegetal mais
consumido no mundo, representando quase um ter¢o do mercado mundial (Conab, 2019). No
Brasil, sua importancia € ainda maior, correspondendo a mais de 80% do mercado de 6leos
vegetais na industria alimenticia e mais de 80% da demanda total da fabricacdo de biodiesel
(Aprosoja, 2019).

Nos udltimos anos, os programas de melhoramento da soja tém enfatizado o
desenvolvimento de cultivares produtivas com maior contetido de proteina e 6leo (Li et al.
2018; Van et al. 2017; Mahmoud et al. 2006; Tripathi e Khare, 2016). Ambos os contetido sdo
determinados em parte por genes com predominéncia de efeitos aditivos, em que os valores de
herdabilidade variam de médio a alto (Jaureguy et al. 2011), com estimativas variando de 0,57

a 0,99 para proteina e 0,51 a 0,99 para 6leo (Chung et al. 2003; Panthee et al. 2005).



O contetdo de 6leo correlaciona-se negativamente com o conteido de proteinas,
rendimento e tamanho de sementes (Chung et al. 2003; Wilcox et al. 2001; Hyten et al. 2004;
Clemente e Cahoon, 2009; Bandillo et al. 2015), o que dificulta a obtencdo de linhagens com
alto conteido de 6leo. Como a associacdo entre essas caracteristicas € dificil, os programas de
melhoramento estdo buscando formas de aumentar uma caracteristica, sem que ocorra
diminui¢do em outras, e ainda levando em considera¢dao o aumento de produtividade (Akond
et al. 2013).

Diferentes trabalhos vém tentando identificar QTLs (Quantitative trait loci) que
regem o acimulo de proteina e 6leo nas sementes de soja. Com essa finalidade, muitas
populagdes foram mapeadas para duas principais regides gendmicas, consideradas hotspots
para soja. Estudos conduzidos por Diers et al. (1992), Sebolt et al. (2010), Chung et al. (2003)
e Bandillo et al. (2015) detectaram efeitos importantes nos cromossomos 20 (Gm20) e
cromossomo 15 (Gm15), ambos exibindo correlacdo negativa para estas duas caracteristicas.
Observou-se que o cromossomo 20 tem efeito mais significativo, conforme destacado por Lee
et al. (2019). Neste contexto, a crescente demanda por cultivares de soja superiores criou
maior interesse em explorar seus mecanismos genéticos (Zhang et al. 2018). Embora tenha
havido ganhos no rendimento da soja, mecanismos genéticos moleculares que controlam o
rendimento e conteido de proteina e 6leo sdo ainda desconhecidos e uma maior elucidagdo
dessas caracteristicas pode ajudar a identificar estratégias para o melhoramento (Patil et al.
2017).

Considerando o que foi anteriormente mencionado, a identificacdo de locus genéticos
que governem essas caracteristicas facilitariam estudos nesta drea, assim como no
desenvolvimento de linhagens (Chung et al. 2003; Eskandari et al. 2013; Phansak et al. 2016).
Neste sentido, o emprego de marcadores moleculares é de grande importincia, uma vez que
possibilita a utilizagdo da variabilidade genética para identificar genes responsaveis pelas
caracteristicas de interesse (Chung et al. 2003; Eskandari et al. 2013). De acordo com Kim et
al. (2016) um total de aproximadamente 145 associagdes de marcadores significativos para
concentragdo de proteina e 179 para concentracdo de Oleo foram catalogadas no Soybase.
Entretanto, desse total, apenas quatro QTL para 6leo e dois para proteina foram confirmados
baseadas nas regras estabelecidas pelo Comité de Genética da Soja. Dentre esses estudos
estdo os de Fasoula et al. (2004), Nichols et al. (2006), Qi et al. (2011) e Pathan et al. (2013).
Da mesma forma que esses dados revelam um futuro promissor no desenvolvimento desta
area, também ressaltam a caréncia de informagdo para os programas de melhoramento

desenvolverem cultivares para as caracteristicas mencionadas.



Entre as classes de marcadores mais usadas atualmente estdo os SNPs (Simple
Nucleotide Polymorphism). Sdao conhecidos como variagdes de nucleotideos ou pequenas
insercoes/delecoes (indels) em sequéncias de DNA homdlogas (Collins et al. 1998) e
ganharam interesse da comunidade cientifica por serem a forma de polimorfismo mais
abundante em genomas (Zhu et al. 2003), além de grande facilidade de automatizacdo e
variedade de tecnologias atualmente disponiveis (Fan et al. 2006). Tornaram-se uma
ferramenta potencial nos programas de melhoramento e é considerado o marcador ideal para o
estudo do genoma da soja (Song et al. 2013). Neste contexto, os SNPs permitem melhorar as
chances de sucesso em uma diversidade de aplicagdes em programas de melhoramento de
soja, incluindo identificacdo de genes candidatos, clonagem posicional, anélise de associacio,
mapeamento de Q7L e a determinacdo de relagdes genéticas entre individuos (Choi et al.
2007; Patil et al. 2016).

Em soja, a frequéncia de SNPs € relativamente mais baixa em relagdo a outras espécies
agricolas cultivadas (Zhu et al. 2003; Hyten et al. 2006). Isso se deve provavelmente a estreita
base genética dos gendtipos utilizados para a obten¢do das primeiras cultivares, da baixa
variabilidade do ancestral selvagem Glycine soja, além do processo de selecdo ao longo dos
anos (Choi et al. 2007; Hyten et al. 2006). Ainda assim, ja foram encontradas mais de 200
mil SNPs em soja, a partir de andlises de quase 500 milhdes de reads de 35-45 pb, em
comparacdo com o genoma de referéncia Williams 82 (Song et al. 2013).

No presente estudo, um total de 476 RILs foram desenvolvidas e avaliadas em quatro
diferentes ambientes. Os dados fenotipicos foram associados com a genotipagem de seis
marcadores SNP com o objetivo de estimar os efeitos destes marcadores para aplicacdo em
programa de melhoramento voltado para o conteido de 6leo em soja e identificar genes

candidatos presentes na regido proximal ao marcador utilizado.

2. Material e Métodos

2.1 Material vegetal

A partir de dois acessos do banco de germoplasma do Programa de Melhoramento da
Qualidade da Soja (BIOAGRO/DBB/UFV) foi realizado um cruzamento dos genitores
PMQS-SUPR (36,32% de proteina e 24,54% de 6leo) e PMQS-08 (45,08% de proteina e
21,21% de 6leo). As plantas F1 foram autofecundadas gerando 476 sementes F2, que foram

conduzidas pelo método SSD (Single Seed Descendent) até F4 em casa de vegetacdo. Os
3



individuos F4 tiveram irrigacdo, fertilizacdo e ilumina¢do suplementar de forma com que cada
planta proporcionasse quantidade elevada de sementes para serem posteriormente submetidas

a ensaios de campo em anos consecutivos.

2.2 Ensaios: locais, épocas e tratos culturais

Os ensaios foram conduzidos em duas localidades, Vigosa-MG (20° 45' 14" S 42° 52'
55" O) e Capindpolis-MG (18° 40" 55" S 49° 34' 12" O). Em Vicosa, o plantio foi realizado
na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo (UEPE) do Departamento de Fitotecnia, em duas
diferentes épocas de semeadura, sendo elas novembro/2017 (geracdo F4) e abril/2018
(geracao Fus), correspondentes as safras de verdo e inverno, respectivamente. Em
janeiro/2019 foi conduzido em casa de vegetagdo (geracdo Fi.¢). Em Capindpolis, o plantio foi
realizado na Central de Experimentacio, Pesquisa e Extensao do Triangulo Mineiro (CEPET),
em novembro/2018 (geracdo Fi). Dessa forma, os genétipos foram avaliados em quatro
ambientes distintos. Os tratos culturais seguiram as recomendagdes para a cultura da soja,
incluindo fertilizacdo do solo no momento do plantio, controle quimico de plantas daninhas,
insetos-praga e fitopatdogenos. Irrigacdo via aspersdo foi administrada de acordo com a
demanda até o momento em que os graos atingiram o ponto de maturacdo fisioldgica. A
colheita das plantas foi realizada manualmente e o material armazenado em casa de vegetacao
por uma semana. Posteriormente, foi devidamente trilhado e organizado para andlises de

fenotipagem.

2.3 Delineamento experimental

O delineamento adotado foi o de blocos casualizados a exemplo de Zhang et al.
(2015). A dimensdo das parcelas foi de 1 m de comprimento, 0,5 m entre de largura entre
parcelas e 1 m de intervalo entre blocos subsequentes. Foram semeadas 20 sementes por
metro, com posterior desbaste pos-emergéncia para uma populagcdo de 12 plantas por metro.
Apoés a maturidade fisiologica (R8), cada parcela foi colhida separadamente em bulk de
sementes e amostradas para fenotipagem.

O modelo da abordagem foi Yijk = u + Gi + (B/A)jk + Aj + GAij + €ijk, onde Yy € a
observacgdo no k-ésimo bloco, avaliada no i-ésimo gendtipo e j-ésimo ambiente; u € a média

geral do ensaio; G; € o efeito aleatério do gendtipo 1; (BA)jk € o efeito aleatdrio do bloco k



dentro do ambiente j; A; é o efeito aleatério do ambiente j; GA; € o efeito aleatério da

interacdo entre o gendtipo i e o ambiente j; e € 0 erro aleatdrio associado a observagdo Y.

2.4 Genotipagem

2.4.1 Extracao de DNA

Folhas jovens e sadias foram coletadas em estadio V4, em janeiro de 2018 das plantas
F4. A extracao de DNA foi feita de acordo com o protocolo de Dellaporta et al. (1983).Cada
amostra foi quantificada por meio do espectrofotdmetro NanoDrop (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, EUA). A verificacio da qualidade do DNA foi realizada através de
eletroforese em gel de agarose 0,8%. Posteriormente foi realizada diluicio para a

concentragdo de trabalho de 10 ng.uL" para a genotipagem.

2.4.2 Selecao de marcadores

Trabalhos anteriores do Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja
(PMQS/BIOAGRO/DBB/UFV) selecionaram 269 SNPs na literatura e na plataforma online
Soybase (https://www.soybase.org/). A selecdo foi realizada com base em SNPs publicados
em estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS) e SNPs proximos a microssatélites com
associacao ao contetido de proteina, 6leo e resisténcia a nematoides, principais linhas de
pesquisa desenvolvidas pelo grupo de pesquisa. Posteriormente, foi realizada genotipagem
dos SNPs selecionados em 34 genétipos utilizados no programa de melhoramento do
BIOAGRO/UFV. Esta genotipagem foi realizada pela empresa LGC Genomics.

A fenotipagem dos 34 genétipos para proteinas foi realizada a partir do método de
KJELDAHL, que determina o nitrogénio total em amostras. O teor de 6leo foi analisado por
espectrometria de infravermelho préoximo (NIR), utilizando o equipamento Antaris II FT-NIR
analyzer (Thermo Fisher Scientific Brasil Instrumentos de Processo Ltda., Sdo Paulo, SP,
Brasil). Esses dados de fenotipagem e genotipagem foram utilizados para a associagcdo nos
programas GQMOL (como marca simples) e TASSEL (como estudo de selecdo gendmica
ampla-GWAS). A partir disso foram selecionados SNPs para serem utilizadas como possiveis
marcadores para proteina e uma nova lista de SNPs obtida para contetudo de 6leo. Dentre estes
marcadores para 6leo, foram selecionados e analisados aqueles polimorficos entre PMQS-

SUPR e PMQS-08.



2.4.3 Metodologia de Genotipagem

Para a validacdo dos marcadores, foi utilizada a populacdo do cruzamento entre 0s
dois genitores selecionados (PMQS-SUPR e PMQS-08). A genotipagem dos marcadores SNP
selecionados seguiu a metodologia de genotipagem KASP (LGC Genomic, 2003), executada
no equipamento Real Time PCR 7500 Systems (Applied Biosciences). A reacdo de
amplificacdo compreendeu 1 ciclo de 94°C por 15 minutos; 10 ciclos de 94°C por 20
segundos, com gradiente de 61-55°C, decaindo 0,6°C a cada 60 segundos; 30 ciclos de 94°C
por 20 segundos e 55°C por 60 segundos; e um ciclo de 37°C por 60 segundos. Cada reacdo
consistiu em 2,5 uL de DNA a 10 ng.uL'l, 2,5 uLL de 2x Master Mix e 0,07 uL de Primer Mix.

A discriminacio alélica foi executada no programa computacional AB 7500 Software v.2.3.

2.5 Fenotipagem

Ap6s colheita manual das plantas nos ensaios de campo, uma quantidade minima de
30 graos por parcela foi moida em um moinho industrial modelo MA020 (Marconi
Equipamentos para Laboratdrio, Piracicaba, SP, Brasil), de forma a gerar granulometria
adequada. O farelo obtido foi analisado para o contetido de proteina e 6leo por espectrometria
de infravermelho préximo (NIR), utilizando-se o equipamento Antaris II FT-NIR analyzer
(Thermo Fisher Scientific Brasil Instrumentos de Processo ILtda., Sdo Paulo, SP, Brasil). Os

valores obtidos foram convertidos para percentuais em base seca, por meio das formulas:

%Prot 10023 Prot ara proteina
b = - 5 )
baseseca ™ 100_ymidadedofarelo para p

%Oleo 100x%0leo ara 6leo
) = - s *
baseseca ™ 100_ymidadedofarelo p

2.6 Analises genético-estatisticas

2.6.1 Estudo de associacao marcador-caracteristica

O estudo de associagdo marcador-caracteristica ocorreu pela analise de marca simples

(Schuster; Cruz 2008), por meio de regressao linear, utilizando-se o seguinte modelo:



Yj=po+piXij+eg

em que:

Y; = é o valor fenotipico da caracteristica quantitativa avaliada no j-ésimo individuo da
populagdo;

Xj =€ o c6digo do marcador (AA =2, Aa=1eaa=0);

po = intercepto da regressdo (média da caracteristica);

[ = inclinacdo da reta para efeito aditivo;

¢j = erro aleatorio manifestado na caracteristica no j-ésimo individuo.

Assim, na avaliacdo de N individuos em cada geracdo os dados foram codificados

conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Codificacdo de acordo com os gendtipos dos marcadores.

Genotipo do Niimero de Valores da Codigo de X
marcador individuos caracteristica
AA ny Vi Voi,..¥ani 2
Aa ny Vi2,¥Y22,.. Y22 1
aa n3 Vi3,¥23,...Vn3.3 0

As matrizes utilizadas no modelo Y; = fy + f:X;; + ¢jsdo descritas a seguir:

[ V11 7 1 ; [ €11 7
)/21 see see 821
s
Y =1 712 X = 1 1 p = Ol e ¢=| €12
)/22 cee cee ﬁl eZZ
L Vn3,3- | 1 8 ] 1€n3,3]
em que:
B=&X)TNX'Y);
pr=Y;
—~ _cov(Xy,Y)
v



O valor do coeficiente de determinacdo da regressao (12) € a proporcao da variacido dos
valores fenotipicos explicados pelo marcador. Assim, a contribui¢do de cada locus é estimada

pelo valor de r* da anlise de regressio.
2.6.2 Estimativa da herdabilidade

Como proposto por Zhang et al. (2015), a herdabilidade (h?) para o cardter teor de

proteina e 6leo no grao foi estimada por:

2

ag . . .. .
h? = - ggz, para ambientes individualizados;
gi+—
9" r

em que:
0; € o componente de variancia do efeito aleatério dos gendétipos;
02 é o componente de variancia associado ao erro;

r é o nimero de repeti¢cdes.
2.6.3 Correlacio entre conteiido de proteina e éleo

Para determinar a magnitude e dire¢do de respostas a selecao simultanea (Falconer e
Mackay, 1996), foi feito um estudo de correlacao fenotipica, genotipica e entre os caracteres
teor de proteina e 6leo, e de correlacio ambiental, por meio da estimag¢do do coeficiente de
correlacdo (r) entre as duas varidveis aleatérias X (teor de proteina) e Y (teor de 6leo). A

metodologia de obten¢@o pode ser verificada em Cruz et al. (2012), em que:

cov(X,Y) Y Xy
rTE—_—= ;
WOOVM) s xp 2

xi =X —X;

yi =Y, —-Y;
cov(X,Y) = %
P(x) = 2,
P(y) =Tz



2.6.4 Analises Estatisticas

As andlises estatisticas realizadas foram realizadas com auxilio dos aplicativos
computacionais GENES (Cruz, 2013), GQMOL (Cruz, C.D; Schuster, 2004) e TASSEL
(Bradbury et al. 2007).

2.7 Mapeamento dos reads e Analise de expressao diferencial

Trabalhos anteriores desenvolvidos pelo grupo de pesquisa PMQS/UFV realizou uma
comparagdo do perfil transcricional de trés variedades contendo alta proteina e baixo 6leo
com trés variedades contendo baixa proteina e baixo 6leo no estddio de desenvolvimento RS
(Silva, 2018). Com o intuito de identificar genes diferencialmente expressos dentro da
possivel regido ancorando um importante QTL no Gm15 para o aumento do contetido de 6leo
em sementes de soja, foram analisados os dados de RNASeq para as duas variedades
utilizadas neste estudo (Sequence Read Archive (SRA) nimero SRP155599).

Os reads dos genitores PMQS-SUPR e PMQS-08 foram mapeados com base no
genoma de referéncias da soja Williams 82 na regido do cromossomo 15 utilizando o software
STAR (Dobin et al. 2013). A contagem dos reads mapeados e andlise de expressao diferencial
foi realizada com o software R a partir das contagens de alinhamento com o genoma de
referéncia. Foi utilizada uma comparagao contrastando a linhagens de alto conteido de 6leo
(PMQS-SUPR) e baixo contetdo de 6leo (PMQS-08). Os genes diferencialmente expressos
(DEGs) encontrados na regido selecionada foram anotados e investigados nas plataformas

Soybase, Phytozoma e PUBMED para a identificagdo dos provaveis candidatos.

3. Resultados

3.1 Parametros genéticos e fenotipicos

Observou-se diferencas significativas (p<0,01) entre gendtipos para os contetudos de
proteina e 6leo nos dois ambientes. A interagdo genotipo x ambiente (G x A) foi altamente
significativa (p<0,01), indicando comportamento diferenciado nos ambientes avaliados. A
herdabilidade assumiu valores entre 71,02% e 71,75% para o conteido de 6leo e 73,51% e
80,12% para o conteudo de proteina, para Vicosa/2018 e Capindpolis/2018, respectivamente.

Além dos resultados da andlise de varidncia, observa-se valores acima de 1 para a razdo
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CVg/CVe para os dois ambientes. Os coeficientes de variacdo (CV) foram abaixo de 4% para
os contetidos de proteina e entre 5 e 8% para os conteidos de 6leo. Da mesma forma, baixos
valores da relacdo >QMR/<QMR foram observados, sendo 2,289 para proteina e 1,06 para
6leo. Foi encontrada uma forte correlagdo negativa significativa (p<0,01) entre os teores de
proteina e 6leo nos graos, com um coeficiente de correlacdo de Pearson variando de -0,483 a

-0,730 para os quatro ambientes analisados. O resumo das andlises € apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Resumo da andlise individual e conjunta, e estimativas de parametros genéticos para
conteddo de proteina e 6leo. Componentes de varidncia, herdabilidade no sentido amplo (%?),

. - - .. N . ) cv,
coeficiente de variacdo (CV %) e razdo entre coeficiente de variacdo genético e ambiental (ﬁ) para
e

teor de proteina e 6leo em dois dos quatro ambientes avaliados.

Conjunta Individual
Caracteristica Ambientes Genotipo GxA Genotipo h? Cv v,
cv,
Vigosa/2018 4,71%* 73,51 3,8 1,17
Protefna (%) Capin./2018 1,76 2,08%* 2,995 80,12 28 1,41
Vigosa/2018 1,90%* 71,02 8,1 1,10
Oleo (%) Capin./2018 1,497 1,50%* 1,84 71,75 5,0 1,12

** significativo a p<0,01

3.2 Caracteristicas gerais da populacao

O contetdo de proteina foi maior nas R/Ls no ambiente Vicosa/2018, apresentando um
valor de 48,50% e menor em Capin6polis/2018, com um valor de 42,55%. Nos outros dois
ambientes a média foi de 44%. Ja o contetido de 6leo foi maior nas RILs no ambiente de
Capindpolis/2018, apresentando valor de 23,72% e menor em Vigosa/2018, com 15,23%. Nos
outros dois ambientes a média foi de 22%. A Tabela 3 e a Figura 1 ilustram o desempenho

dos genitores e da populagdo para os conteudos de proteina e 6leo nos quatro ambientes.
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Tabela 3. Médias fenotipicas dos conteidos de proteina e 6leo (%) da populacdo de RILs e
genitores nos quatro ambientes avaliados.

Caracteristica = Ambientes Num. de (PQMS-SUPR) (PMQS-08) RILs
RILs
Vigosa/2017 459 - - 44,01 £
1,96
Vicosa/2018 452 43,93 + 50,54 + 48,50 +
Proteina (%) 3,28 1,43 2,34
Capin./2018 451 36,12 + 46,95 + 42,55 +
1,41 1,18 1,86
Vigosa/2019 403 42,50 + 47,86 + 44,52 +
0,07 0,14 2,32
Vigosa/2017 459 - - 22,62 +
1,51
Vigosa/2018 452 17,23 + 12,85 + 15,23 +
Oleo (%) 1,70 1,03 1,55
Capin./2018 451 26,62 + 20,40 + 23,72 +
1,62 1,24 1,53
Vigosa/2019 403 24,62 + 20,75 + 22,02 +
0,02 0,13 1,78

Contetido de Proteina e Oleo
60

50

Iﬂ Iﬂ Iﬂ IH

Vigosa/2017 Vigosa/2018 Capin./2018 Vigosa/2019

(=}

(=)

(=)

m Proteina (%) DO Oleo (%)

Figura 1. Contetido de proteina e 6leo da populacdo RILs nos quatro ambientes avaliados.
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3.3 Associaciao de marcadores moleculares as caracteristicas avaliadas

Em trabalho anterior desenvolvido pelo programa de melhoramento (PMQS), 269
marcadores SNPs foram selecionados na literatura e utilizados para genotipar 34 acessos de
soja (Dados ndo publicados). Estes genitores foram fenotipados para o contetido de proteina e
os dados utilizados para a associacdo nos programas GQMOL e TASSEL. A partir desses
dados foram selecionados 24 SNPs para serem utilizadas como possiveis marcadores, ja
disponiveis e em andlise em projetos paralelos.

Entre os objetivos deste estudo, em concordancia com o PMQS, estd a obtencdo de
novos marcadores associados com o conteido de 6leo. Com o intuito de atender a este
objetivo, os 34 acessos mencionados anteriormente foram fenotipados para o conteido de
6leo e os dados utilizados para associacdo utilizando os programas GQMOL e TASSEL.
Foram identificados um total de dezoito SNPs associadas por marca simples com um p-valor
menor do que 5% (47, 61, 73, 115, 129, 134, 153, 164, 184, 185, 187, 190, 220, 221, 223,
245,250 e 251) e sete SNPs identificadas por estudo de associacdo gendmica ampla (99, 115,
134, 146, 161, 190 e 245).

Dentre os marcadores SNPs associados para 6leo, nove se encontravam disponiveis no
laboratdrio, entretanto apenas sete se apresentaram polimorficos para a populacdo trabalhada
(Tabela 4). Devido a aproximacdo dos marcadores ss61 e ss164, ambos localizados no
cromossomo 20 da soja, o ss61 foi escolhido em decorréncia de melhores dados de
associacdo. Sendo assim, seis marcadores (ss61, ss73, ss115, ss129, ss134 e ss185) foram
utilizados para genotipar a populagdo F4 (Vigosa/2017) e esses dados utilizados juntamente
com dados de fenotipagem para a realizagdo das andlises de associac¢do (Tabela 5).

Apenas um marcador apresentou associagdo significativa para o conteido de 6leo nos
quatro ambientes avaliados, sendo este o ssl15, localizado na posi¢ao 3,828,587 pb do
cromossomo 15 (Gml35). O efeito aditivo deste gene para a caracteristica de 6leo variou de
0,4081 a 1,285 nos quatro ambientes. Para os ambientes Vigosa/2017, Capindpolis/2018 e
Vicosa/2019 a variacao foi de 0,9958 a 1,285. O alelo favordvel do SNP em questado foi doado
pelo genitor PQMS-SUPR.

A andlise de dados para o conteido de proteina, também revela associagdo do
marcador ss115 para os quatro ambientes avaliados. No entanto, o alelo favoravel é doado
pelo genitor PMQS-08 e tem efeito aditivo variando de 1,0761 a 1,5276. Além disto, os SNPs
ss61, ss73, ss134 e ss185 associaram em uma localidade de ensaio cada e o alelo favoravel foi

doado pelo genitor PMQS-08 (Dados ndo mostrados).
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Tabela 4. Dados genotipicos dos genitores PMQS-08 e PMQS-SUPR para 24 SNPs utilizadas no PMQS.

(1) A primeira linha corresponde ao cromossomo e grupo de ligacao.

(2) A segunda linha o nimero do marcador. 0: alelo mais abundante. 2: alelo em menor abundancia.

(3) “GQMOL PTN” ou “GQMOL Oil” correspondem a analise da associacdo como marca simples utilizando p-value menor do que 0,05.

(4) “TASSEL PTN” ou “TASSEL Oil” correspondem a analise da associagdo como GWAS utilizando p-value menor do que 0,05 para MLM
(Modelo Linear Misto) ou 0,01 para GLM (Modelos Linear Generalizados).

1/D1a |2/D1b|5/A1| 8/A2 |8/A2|10/0 [11/B1| 13/F |14/B2| 15/E | 15/E |18/G| 19/L | 20/ | 20/1| 20/ | 20/T | 20/T | 20/T |20/T|20/1|20/1|20/1|20/1
46 | 134 | 44 | 10 | 94 | 19 | 129 | 153 | 73 | 115 | 116 | 56 | 100 | 62 | 61 | 164|176 | 41 | 185 /190|106 (108|111 114
PMQS-08 2 2 2 2 2 2 0 2 0 0 2 2 2 2 2 | 2 2 2 2 2 1212122
PMQS-SUPR 0 0 2 0 2 0 2 2 2 2 0 0 2 2 0] 0 2 2 0 212121212
GQMOL PTN - pvalue | 0,03 [0,013]0,01 0 10,02]0,046]/0,014]0,061| O |0,010,05|0,02/002] 0 |01 0,04 0 100|100
GQMOL PTN -R2 -2,01 | 4,77 2,36 2,1 2,072,077|2,333]1,755|433 | 24 |1,83|-293] - | -2 |-19 22135 2,5[26
TASSEL PTN - MLM 0.05 0,03 0,01
TASSEL PTN - GLM 0.01 0,002 0 10,01 0
GQMOL Oil - pvalue 0,008 0,007 | 0,00410,039| 0 0] 0 0 0
GQMOL Oil-R2 3,327 -1,79 | -1,8 |-1,26 | 2,12 1,7 1,6 2,08 -3
TASSEL Oil - MLLM 0.05 0
TASSEL Oil - GLM 0.01 0,005 0 0
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Tabela 5. Associacdo dos marcadores selecionados para o contetido de 6leo nos quatro ambientes avaliados, realizada no programa GQMOL.

SNP ID Chr/LG | Prob(F) - PTN | Prob(t) - PTN | R2(%) - PTN | EA Ptn | Genitor Ptn| Prob(F) - Oil | Prob(t) - Oil | R2(%) - Oil| EA Qil | Genitor Oil

61 20/1 1 0,9229 0,0024 1 0,6066 0,2078
73 14/B2 1 0,5676 0,908 1 0,6837 0,0453

Vicosa/2017 115 15/E 0,0 ** 0,0 ** 9 1,1828 | PMQS-08 0,0 ** 0,0 ** 10,7271 | 0,9958 | PMQS-SUPR
129 11/B1 1 0,9189 0,025 1 0,5283 0,1091
134 2/D1b 0,0734 0,0697 0,883 1 0,7173 0,0365
185 20/1 1 0,6289 0,0661 1 0,6845 0,461
61 20/1 0,0582 0,0551 10 0,1611 0,1571 0,5495
73 14/B2 1 0,573 0,0883 1 0,6059 0,0739

Vicosa/2018 115 15/E 0,0 ** 0,0 ** 5,4038 1,0761 | PMQS-08 0,01 0,0098** 1,7882 0,4081 | PMQS-SUPR
129 11/B1 1 0,5874 0,081 1 0,6586 0,531
134 2/D1b 1 0,7569 0,261 0,1278 0,1234 0,6396
185 20/1 0,0417* 0,0394* 1,1282 0,0607 0,575 0,9576
61 20/1 0,0434 * 0,041 * 0,1382 1 0,5341 0,1535
73 14/B2 1 0,6838 0,0453 1 0,6103 0,0721

Capin,/2018 115 15/E 0,0 ** 0,0 ** 16,6953 1,5276 | PMQS-08 0,0 ** 0,0 ** 17,3147 1,285 | PMQS-SUPR
129 11/B1 1 0,7902 0,018 1 0,7813 0,0198
134 2/D1b 0,0098 ** 0,0095%** 18 0,2303 0,2281 0,3973
185 20/1 0,2919 0,2922 0,3034 1 0,9273 0,0021
61 20/1 1 0,593 0,1966 1 0,5004 0,1321
73 14/B2 0,0169* 0,0162* 15 1 0,6086 0,2

Vicosa/2019 115 15/E 0,0 ** 0,0 ** 7,8343 1,3062 | PMQS-08 0,0 ** 0,0 ** 10,51 1,1378 | PMQS-SUPR
129 11/B1 0,2066 0,2037 04216 1 0,6488 0,0566
134 2/D1b 0,267 0,2663 0,3402 1 0,6424 0,0615
185 20/1 1 0,545 0,1569 1 0,9822 0,0001
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3.4 Genes diferencialmente expressos no cromossomo 15

O mapeamento dos reads foram analisados diretamente no cromossomo 15 do genoma
de soja (Williams 82 Assembly 2), gerando ao final uma lista de 2.022 genes diferencialmente
expressos (DEGs- Differencial Expressed Genes). Deste total, foram selecionados aqueles
localizados em um intervalo de 3,050,845 a 4,829,074 pb no cromossomo 15 da soja.

Ao nivel nominal de significancia (p<0,05) foram detectados 35 genes, sendo destes
16 up-regulados, mais expressos na variedade de alto conteido de 6leo PMQS-SUPR e 19
down-regulados, menos expressos nesta mesma variedade (Tabela 6). A partir de uma
segunda andlise mais rigorosa (FDR q<0,05 e FC >1.5) apenas nove genes passaram a ser
considerados (Glyma.15g050900, Glyma.15g053700, Glyma.15g055700, Glyma.15g057700,
Glyma.15g059900, Glyma.15g063000, Glyma.15g064100, Glyma.15g065600,
Glyma.15g068700), sendo o primeiro mais proximo da regido de interesse. Exigéncias
maiores (FDR g<0.01 FC >1.5) restringe ainda mais o nimero de genes (Glyma.15g057700,
Glyma.15g063000, Glyma.15g064100 e Glyma.15g068700).

A partir dos dados de contagem do mapeamento das variedades, foi gerada uma
andlise de componentes principais (PCA - principal component analysis) para determinar
como as variedades se agrupavam quanto a seus perfis gerais de expressao génica (Figura 2).
Apesar de ser observado uma maior varia¢do entre as repeticoes da variedade PMQS-08, foi
possivel diferencid-las no componente PCA2, de modo a distingui-las em 2 grupos distintos
com explicagdo de 33% da variacdo. Foi gerado ainda um grafico do tipo heatmap, que
descreve os dados de expressdo génica das replicatas em um esquema de cores. O ideal é que
o mesmo grupo de amostras apresente cores semelhantes, conforme observado. Além disso,
ha um perfil de expressdo distinto entre as diferentes condi¢cdes além de um correto
agrupamento entre as repeticdes bioldgicas das variedades (Figura 3). Também exibimos um

grafico MAplot que revela nivel de expressao vs. variagdo de log Fold Change (Figura 4).
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Tabela 6. Genes diferencialmente expressos na regido proximal ao SNP ss115.

Genes log2 FC | FC | pvalue | qvalue | UP/DOWN Funcao
Glyma.15g038400 -1.7 0.3 0.03 0.31 DOWN NA
Glyma.15g039100 -0.5 0.7 0.00 0.03 DOWN Metabolismo proteico
Glyma.15g039300 -0.9 0.5 0.00 0.07 DOWN Regulacdo da transcricdo
Glyma.15g040000 -0.2 0.9 0.04 0.36 DOWN Biossintese de carboidrato
Glyma.15g041500 -0.3 0.8 0.00 0.09 DOWN Metabolismo proteico
Glyma.15g043000 1.9 3.7 0.04 0.35 UpP Sinalizag@o;

desenvolvimento
Glyma.15g043400 0.2 1.1 0.01 0.18 UpP Transporte
Glyma.15g048200 -0.3 0.8 0.05 0.42 DOWN Metabolismo proteico
Glyma.15g049200 -0.5 0.7 0.00 0.00 DOWN Transporte de carboidrato
Glyma.15g050900 1.6 3.0 0.00 0.01 UpP Transporte
Glyma.15g051000 -0.2 0.9 0.03 0.34 DOWN Metabolismo proteico;
resposta a estresse

Glyma.15g051400 1.6 3.0 0.02 0.29 UP Biossintese de carboidrato
Glyma.15g053700 0.8 1.7 0.00 0.01 UpP Sinalizagdo
Glyma.15g054700 -0.4 0.8 0.02 0.22 DOWN Biossintese de aminoacidos

aromdticos
Glyma.15g055400 1.9 3.8 0.01 0.14 UpP Defesa
Glyma.15g055500 -0.4 0.8 0.02 0.27 DOWN Metabolismo
Glyma.15g055700 0.8 1.8 0.00 0.01 UP Biossintese de riboflavina
Glyma.15g056400 -1.2 0.4 0.03 0.29 DOWN Metabolismo de

carboidratos
Glyma.15g057700 0.9 1.8 0.00 0.01 UP Metabolismo
Glyma.15g058000 -1.0 0.5 0.04 0.35 DOWN Regulacdo da transcri¢do
Glyma.15g058500 0.7 1.6 0.05 0.42 UP NA
Glyma.15g059900 0.4 1.3 0.00 0.05 UP Dobramento proteico
Glyma.15g060000 0.6 1.5 0.01 0.21 UP Transporte
Glyma.15g060200 -0.4 0.8 0.04 0.38 DOWN Regulacdo da transcri¢do
Glyma.15g061400 -1.3 0.4 0.01 0.17 DOWN Biossintese de colesterol
Glyma.15g061600 0.6 1.5 0.02 0.21 UP Metabolismo de proteinas
Glyma.15g063000 6.4 83.3 0.00 0.01 UP Regulacio da transcrigdo
Glyma.15g063800 -2.6 0.2 0.01 0.18 DOWN Sinalizagao celular
Glyma.15g064000 1.2 2.2 0.01 0.18 UP Regulacio da transcrigdo
Glyma.15g064100 0.8 1.7 0.00 0.01 UP Resposta a estresse
Glyma.15g065600 0.9 1.8 0.00 0.03 UP Biossintese de terpendides
Glyma.15g067100 -1.1 0.5 0.01 0.16 DOWN Transporte
Glyma.15g276500 -1.6 0.3 0.02 0.22 DOWN Resposta a estresse
Glyma.15g068500 -0.8 0.6 0.03 0.32 DOWN Tradugdo
Glyma.15g068700 0.7 1.6 0.00 0.00 UP Transporte de aminodcidos
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Figura 2. Andlise de componentes principais (PCA) dos perfis gerais de expressdo das 2
réplicas das variedades selecionadas para o estudo. Variancia no PC1 (36%) e PC2 (33%).
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Figura 3. Heatmap mostrando a diferenca no perfil das amostras nas condi¢des de alto 6leo
(PQMS-SUPR) e baixo 6leo (PMQS-08). Brilho de cor mais alto indica uma maior magnitude
da expressao diferencial e vice-versa.
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Figura 4. MAplot, mostrando nivel de expressao vs. variagao de log Fold Change. Pontos em
vermelho sdo significativos.
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4. Discussao

4.1 Parametros genéticos e fenotipicos

A obtencdo de estimativas de parametros genéticos e fenotipicos tém grande
importancia em programas de melhoramento genético, uma vez que permite conhecer a
estrutura genética de populacdes e auxilia na escolha do método mais apropriado para a
selecdo e o peso que deve ser atribuido a cada cardter (Vasconcelos et al. 2010; Rossmann,
2001).

O coeficiente de variagdo (CV) € utilizado para indicar o grau de precisdao do
experimento e um valor acima de 30% € considerado alto (Espindola et al. 2012; Nogueira et
al. 2012). Nesse estudo foram obtidos valores baixos e isso demonstra boa precisdao
experimental de acordo com Naoe et al. (2004), estando préximo de valores obtidos por seu
trabalho e por Melo Filho (2002). Da mesma forma, o coeficiente de variacdo genético (CVg)
€ um parametro importante que permite inferir a variabilidade genética presente na populagdo,
interferindo diretamente no ganho por selecdo (Ferrdo et al. 2008). A razao CVg/CVe pode
ser empregada como indice indicativo do grau de eficiéncia seletiva das progénies (Leite et al.
2016). Quando essa razao for igual ou maior que a unidade (>1), indica uma situacdo
favoravel a selecdo (Gelape Faleiro et al. 2002; Yokomizo et al. 2003). Complementando
esses dados, baixos valores da relagdo >QMR<QMR foram observados e revelam boa precisao
e homogeneidade dos dados fenotipicos e das variancias residuais, assim como no trabalho de
(Rodrigues et al. 2014).

O coeficiente de herdabilidade (h?) é um dos pardmetros genéticos mais Uteis para o
trabalho dos melhoristas (Ramalho et al. 2012; Falconer, 1996) e é muito importante para o
desenvolvimento de estratégias de melhoramento a serem adotadas. Estd fortemente
relacionado aos ganhos de selecdo, sendo que quanto maior a herdabilidade de um caréter,
maior a chance de sucesso na selecdo. Estes valores de herdabilidade podem variar de zero a
um, e estimativas acima de 0,70 s3o consideradas altas em espécies vegetais (Cruz et al. 2012;
Ramalho et al. 2012). Os valores de herdabilidade obtidos nesse estudo, bem como os valores
das relacdes entre os coeficientes de variagdo genética e ambiental refletem uma situagdo
favoravel para um maior ganho de selecdo. Valores de herdabilidade semelhantes foram
observados nos trabalhos de Zhang et al. (2015) e Hwang et al. (2014) para os conteudos de

6leo e proteina de soja.
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Foi encontrada uma forte correlacdo negativa entre os conteidos de proteina e Sleo,
conforme relatado em trabalhos anteriores (Burton, 1987; Li et al. 2018). Essa estimativa €
importante pois mostra como a selecdo de um carater pode influenciar a expressdo de outros
caracteres. Além de visar o aprimoramento de uma caracteristica principal, hd forte interesse
também em manter ou melhorar a expressdo de outros caracteres e essa correlacio tem
dificultado esse processo (Eskandari et al. 2013). Tal associa¢do pode representar a presenca
de efeitos pleiotropicos ou de ligacdo, dificultando a melhoria em ambas as caracteristicas
simultaneamente (Chung et al. 2003).

O resumo dos dados fenotipicos apresentados neste trabalho evidencia o fato de que o
conteido de proteina e 6leo é muito afetado por condi¢cdes ambientais. Todas estas
informacdes obtidas podem ser complementadas ao uso de marcadores moleculares para

aumentar a eficiéncia de sele¢do de progénies.

4.2 Associaciao de marcadores moleculares as caracteristicas avaliadas

Dentre os marcadores apontados nesse estudo, os SNPs ss61, ss73, ss134 e ss185 se
mostraram associados para proteina em uma localidade. Nestes casos, o alelo favoravel
exerceu pouco efeito e ndao se mostrou estdvel ao longo dos ambientes testados,
provavelmente pelo fato de que caracteristicas de heranca quantitativa, como no caso de
proteina, estarem envolvidas com multiplos genes com pequeno efeito e que podem ser
sensiveis a mudangas ambientais. A interacdo entre gendtipos e ambientes também pode
explicar a baixa consisténcia dos locus identificados, como aponta Contreras-Soto et al.
(2017).

Em nosso trabalho ressaltamos a importancia do SNP ssl15, localizado no
cromossomo 15 (Gm15). O marcador em questdo se mostrou comum tanto para contetido de
6leo quanto para conteudo de proteina na semente e apresenta valores significativos. Essa
forte associagdo indica um possivel efeito pleiotropico dos genes proximos a esta marca ou
QTLs fortemente ligados. O efeito pleiotropico é mais provavel, pois essas caracteristicas
quase sempre co-segregam € a tentativa de separd-las ainda ndo obteve éxito (Wang et al.
2014). Outro ponto relevante € a forte estabilidade encontrada ao longo dos quatro ambientes
testados, apresentando um valor menor de associacdo no ambiente de Vigosa/2018, que
revelou menor efeito aditivo e R para conteudo de 6leo, por isso a interacdo tende a ser
pequena e consequentemente, a associacdo também. Além disso, estudos anteriores mostram

que o efeito dos loci no cromossomo 15 € ambientalmente dependente (Pathan et al. 2013;
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Tajuddin et al. 2003). Dessa forma, esse loci representa uma fonte potencial de marcadores
para quebrar, pelo menos parcialmente, a correlagdo negativa existente entre proteina e 6leo,
fundamental para desenvolvimento de linhagens de soja.

Kim et al. (2016) avaliou uma populacdo de linhagens puras para proteina e dleo e
através de mapeamento fino do cromossomo 15 encontrou uma regidao de 535kb no intervalo
entre BARCSOYSSR_15_0161 e BARCSOYSSR_15_0194, que se sobrepde parcialmente a
faixa determinada por ss715622170 e 115. Zhang et al. (2018) encontrou um QTL de grande
efeito identificado em 3,8-4,8 Mb no cromossomo 15, sendo liderado por ss715622170 e
ss115. Este locus foi associado simultaneamente com o conteido de proteina, 6leo, acido
linolénico e diversos aminodcidos, explicando 22% e 14% da variacdo genética para teor de
proteina e O6leo, respectivamente. Lee et al. (2019) aponta para quatro marcadores no
cromossomo 15, dentre eles ss115, posicionados dentro de um intervalo de 139 kb. Essas
informacdes revelam o efeito e estabilidade do loco estudado e s@o extremamente tteis na
selecdo assistida por marcadores. Todos estes dados juntamente com os obtidos neste projeto

corroboram para a aplicabilidade do marcador ss115 para programas de selecao assistida.

4.3 Genes diferencialmente expressos no cromossomo 15

O marcador SNP ss115 (Gml5) se mostrou significativo e estdvel no aumento do
conteido de 6leo nos graos de soja. Com o objetivo de investigar 0s genes expressos
préximos a essa regido de interesse, foi gerada uma lista de DEGs a partir de experimentos de
RNASeq para os genitores utilizados neste projeto. Para isto, foi aplicada uma selecdo a partir
de p-value ajustado ou False Discovery Rate (FDR) e Fold Change (FC) para uma
interpretacdo de dados mais confidvel. O valor de FC>2 e uma corre¢ao de FDR com q<0,05
sao comuns. No entanto, FC de 1,3 ou 1,5 e FDR com g<0,1 e q<0,2 podem ser encontrados
na literatura (Zhu et al. 2005; Booth et al. 2004; Han et al. 2006; Hartmann et al. 2009). Os
critérios para determinar qual nivel de FC e FDR deve ser usado como limite dependem da
finalidade do experimento e da especificidade desejada (Pawitan et al. 2005; Hartmann et al.
2009).

O ndmero de genes identificados como diferencialmente expressos sem o uso de
quaisquer limiares, exceto p<0,05, foi de 35 genes, envolvidos em vdrios aspectos do
metabolismo de proteinas, carboidratos e lipideos, regulagdo da transcri¢do, traducdo,
mecanismos de defesa das plantas, sinalizacio e transporte celular, incluindo um

transportador de aminodacidos.
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A aplicacdo de um limiar de FDR com um nivel de significAncia amplamente utilizado
FDR g<0,05 e FC>1.5 em nosso conjunto de dados reduziu o nimero de genes para nove.
Dentre eles, Glyma.15g053700 estd descrito como pertencente a familia de proteinas
fosfatases do tipo 2C (PP2C). Estudos em Arabidopsis thaliana realizados por Rodriguez
(1998) identificaram as PP2C como principais intervenientes nos processos de transducdo de
sinal das plantas. Fuchs et al. (2003) descreve que esse grupo funciona como um regulador
negativo na transducdo de sinal do dcido abscisico. Além disso, interrompe a sinalizacdo do
dcido abscisico em Striga, resultando em alta transpiracdo e absor¢do eficiente de nutrientes
sob condig¢des de seca (Fujioka et al. 2009).

O gene Glyma.15g050900 corresponde a familia de proteinas adaptadoras
ENTH/ANTH/VHS. Essas proteinas sdao responsaveis pelo trafico de membranas, envolvendo
a regulacdo da localizac@o intracelular de proteinas e lipidios e é necessario para absorcao
metabdlica, crescimento e desenvolvimento celular (De Craene et al. 2012).
Glyma.15g055700 esté relacionado a sintese de riboflavina, em estreita concordancia com o
estudo de Waters et al. (2018), que também aponta o gene. Glyma.15g05770 corresponde a
atividades de anidrases carboOnicas, enzimas que catalisam a hidratacdo reversivel do CO,,
importante componente da maioria dos tecidos vegetais superiores (DiMario et al. 2017).
Glyma.15g059900 pertence a familia de chaperonas moleculares, também conhecidas como
proteinas de choque térmico, auxiliam proteinas mal dobradas e ajudam outras a alcangcarem
sua conformag¢do nativa, implicado em multiplas fun¢des, variando de resposta ao estresse,
trafego intracelular, processamento de antigeno, controle da proliferacdo cellular e
diferenciagdo (Aguilar-Rodriguez et al. 2016). Glyma.15g063000 corresponde ao fator de
transcricdo ILR3. Em Arabidopsis thaliana, ILR3 regula a resposta de deficiéncia de ferro, a
biossintese de glucosinolato alifitico (GLS) e a resposta do patégeno (Samira et al. 2018).
Glyma.15g064100 corresponde ao gene DUF538. Estudos mostram que a expressao do gene
DUF538 leva a degradacao das moléculas de clorofila e aumento de compostos antioxidantes
para defender as plantas contra condicdes de estresse (Gholizadeh, 2016). Glyma.15g065600
estd envolvido na biossintese de terpendide. Glyma.15g068700 € responsédvel por transporte
de aminodcidos, pertence a familia Lysine histidine transporter-like 8. Transportadores de
aminodcidos sdo os principais mediadores de distribuicio de nitrogénio, importantes na
alocagdo de recursos em plantas (Sheng et al. 2014).

Destes genes citados acima, Glyma.15g057700, Glyma.15g063000, Glyma.15g064100
e Glyma.15g068700 sdo mais significativos ao se utilizar FDR q<0,01, apesar de se

encontrarem mais distantes da regido de interesse.
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O fato dos genes encontrados estarem ligados ao desenvolvimento e crescimento da
planta pode ser devido a fase em que foram realizadas as andlises, j4 que o estddio RS
corresponde a fase inicial do enchimento dos gridos e desenvolvimento da planta. Funcdes
relacionadas ao metabolismo e transporte de proteinas também foram encontradas, apontando
para uma regido favordvel a essa caracteristica. Maiores estudos sdo necessdrios para

investigar a ocorréncia destes genes.

5. Conclusao

Este trabalho validou o efeito do marcador SNP ss115 sobre o aumento do conteido
de 6leo e proteina em graos de soja, apresentando uma alternativa vidvel para o desafio da
correlacdo negativa existente entre essas caracteristicas. As informa¢des com base em quatro
ambientes distintos revelam o efeito e a estabilidade do marcador, muito util na selecdo
assistida por marcadores.

Genes diferencialmente expressos nesta regido foram apresentados para maior
compreensao dos efeitos observados, revelando fungdes relacionadas a transporte, sinalizago,
resposta ao estresse e metabolismo, abrindo caminhos para futuros estudos. O conhecimento
sobre esses materiais e genes serd util para futuras pesquisas no programa de melhoramento

da soja.
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