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RESUMO

LOPES, Hendril da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa. Fevereiro, 2024.
Caracterizagcao de uma cultivar miniatura como modelo biolégico para soja
(Glycine max cv. MiniMax). Orientador: Prof. Agustin Zs6gon

A soja [Glycine max (L.) Merr] é a principal cultura oleaginosa do mundo e a principal
fonte de proteinas para humanos e animais. Nos ultimos anos tem-se buscado
entender a fungdo de genes de interesse agronémico. O principal modelo biolégico
para estudos fisiolégicos e moleculares nas duas ultimas décadas é Arabidopsis
thaliana. No entanto, apesar de sua importancia e contribuicdo para o que sabemos
de plantas hoje, ndo € uma espécie representativa para todos os grupos de plantas
que existem, inclusive a soja. Assim, em 2010 foi proposto um modelo biolégico para
soja: G. max cv. Williams 82 teve o seu genoma completamente sequenciado, com
um tamanho de 1,15 Gb. Mesmo assim, esta cultivar ndo possui algumas
caracteristicas cruciais para o pleno estabelecimento e adogao em diversos estudos.
Sendo assim, Matthews e colaboradores, proporam um novo potencial modelo
biolégico para leguminosas, a cultivar ana de soja G. max cv. MiniMax (P1643148),
que possui uma série de caracteristicas desejaveis, tais como tamanho compacto,
ciclo curto, prolificidade e capacidade regeneracéo in vitro. Surpreendentemente, este
material ndo foi tdo explorado até entdo. Aqui, realizamos alguns estudos basicos que
seréo cruciais para a adogao de MiniMax como modelo biolégico. A caracterizagao
morfolégica comparativa entre MiniMax e Williams 82 evidenciou caracteristicas que
tornam MiniMax potencialmente um bom modelo bioloégico para estudos com soja.
Nossos ensaios utilizando MiniMax como modelo de estudo, demonstraram a sua
versatilidade em experimentos sob cultivo em casa de vegetagdo, bem como
respostas sobre fixagao bioldgica de nitrogénio ao ser tratada com inoculantes. Além
disso, MiniMax tratada com biofertilizante demonstrou ser uma 6tima ferramenta para
validagao de produtos comerciais. Ainda, realizamos o cruzamento inédito entre
MiniMax e Williams 82 para geragdo de populacdes segregantes, e obtivemos
sementes hibridas F4, que futuramente serdo multiplicadas por autofecundagao para
o desenvolvimento de linhagens endogamicas recombinantes (RILs). Estas
populagdes serdo fundamentais para identificacao de QTLs de interesse para a cultura
da soja. Os nossos resultados vao fornecer mais informagdes do cultivo e uso de
MiniMax em ensaios experimentais, isso vai proporcionar a adesdo deste material
bioldgico cada vez mais por outros grupos de pesquisa, bem como a disponibilizagao
de uma populacdo de mapeamento para estudos moleculares em leguminosas.

Palavras-chave: soja; Glycine max cv. MiniMax; G. max cv. Williams 82; bioensaios;
modelo biolégico.



ABSTRACT

LOPES, Hendril da Silva, M.Sc., Federal University of Vigosa. February, 2024.
Characterization of a miniature cultivar as a biological model for soybean
(Glycine max cv. MiniMax). Advisor: Prof. Agustin Zs6gon

Soybean [Glycine max (L.) Merr] is the world's main oilseed crop and the main source
of protein for humans and animals. In recent years, efforts have been made to
understand the function of genes of agronomic interest. The main biological model for
physiological and molecular studies in the last two decades is Arabidopsis thaliana.
However, despite its importance and contribution to what we know about plants today,
it is not a representative species for all groups of plants that exist, including soybeans.
Thus, in 2010 a biological model for soybean was proposed: G. max cv. Williams 82
had its genome completely sequenced, measuring 1.15 GB. Even so, this cultivar does
not have some crucial characteristics for full establishment and adoption in several
studies. Therefore, Matthews and collaborators proposed a new potential biological
model for legumes, the dwarf soybean cultivar G. max cv. MiniMax (P1643148), which
has a number of desirable characteristics, such as compact size, short cycle,
prolificacy and in vitro regeneration capacity. Surprisingly, this material has not been
explored as much until now. Here, we carry out some basic studies that will be crucial
for the adoption of MiniMax as a biological model. The morphological characterization
between MiniMax and Williams 82 highlighted characteristics that make MiniMax
potentially a good biological model for studies with soybean. Our trials using MiniMax
as a study model demonstrated its versatility in experiments under greenhouse
cultivation, as well as responses on biological nitrogen fixation when treated with
inoculants. Furthermore, MiniMax treated with biofertilizer proved to be a great tool for
validating commercial products. Furthermore, we carried out the unprecedented
crossing between MiniMax and Williams 82 to generate segregating populations,
obtaining hybrid F1 seeds, which in the future will be multiplied by self-fertilization for
the development of recombinant inbred lines (RILs), these populations will be
fundamental for identifying QTLs of interest for the crop of soybeans. Our results will
provide more information on the cultivation and use of MiniMax in experimental trials,
this will provide increasing acceptance of this biological material by other research
groups, as well as the provision of a mapping population for molecular studies in
legumes.

Keywords: soybean; Glycine max cv. MiniMax; G. max cv. Williams 82; bioassays;
biological model.
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CAPITULO 1: INTRODUGAO GERAL

A soja [Glycine max (L.) Merr] € uma importante cultura oleaginosa cultivada
em todo o mundo. Foi domesticada a partir da soja silvestre (Glycine soja Sieb. e
Zucc.) no nordeste da China ha aproximadamente 6.000 — 9.000 anos e, foi melhorada
como uma cultura de sementes de uso duplo para fornecer 6leo e proteina altamente
valioso para alimentos, ragdes e aplicagdes industriais (Carter et al., 2004). Pertence
a familia das leguminosas (Fabaceae) que compreende 800 géneros e mais de 20.000
espécies (Muoni et al., 2019), além de ser a terceira maior familia das plantas com
flores. Os produtos derivados da soja vem ganhando cada vez mais atenc¢ao devido
a sua infinidade de fitoquimicos bioativos, atuantes na reducao do colesterol, doencas
cardiovasculares, diabetes e alivio da perda 6ssea (Isanga and Zhang, 2008). A
principio, esta entre os poucos alimentos proteicos completos de base vegetal com
nove aminoacidos essenciais (Living, 2015).

Os inumeros usos possiveis para soja sdo um mercado muito promissor, devido
a sua versatilidade, possui aplicagdes em muitos setores industriais, como industria
farmacéutica, industria veterinaria, tintas e plasticos. Essas melhorias na cultura da
soja tornam o Brasil o maior exportador do mundo, o que reflete em uma dominéancia
no mercado nacional e internacional e com futuras perspectivas ainda mais
promissoras ja mais vistas na agricultura moderna (CONAB, 2023). Devido a isso, tem
sido investido valores astronbmicos no processamento de soja, na tentativa de
implementar o uso de biodiesel, buscando reduzir o consumo de combustiveis nao-
renovaveis (Barreiros et al., 2020; Da Silva César et al., 2019).

A fantastica capacidade das leguminosas, como a soja, de fixar biologicamente
o nitrogénio através de suas interagdes simbidticas com procariontes fixadores de
nitrogénio (ex. Bradyrhizobium japonicum), tornaram essas plantas muito adaptadas
a regides com deficiéncia nutricional, principalmente o nitrogénio, um dos nutrientes
de maior impacto no crescimento e desenvolvimento das plantas (Roy et al., 2020).
Vale ressaltar que o intenso trabalho feito pelos geneticistas do melhoramento vegetal,
contribuiu significativamente nas ultimas décadas, selecionando as principais
caracteristicas agronémicas de interesse para esta cultura. Os principais caracteres
agronOmicos envolvem a arquitetura vegetal, como altura de planta (Islam et al.,
2007), numero de ramificagdes (Landi et al., 2006), habito de crescimento (Bernard,

1972), sistema radicular (Keller et al., 1999), didmetro do caule (Kashiwagi et al.,
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2008), numero de nés (Chen et al., 2011a), numero de vagens (Song et al., 2020),
tamanho de vagem (Du et al., 2017; Wang et al., 2015; Zhao et al., 2016), assim como,
outros caracteres agronémicos regulados fisiologicamente, incluem produtividade (Orf
et al., 1999), época de florescimento (Lin et al., 2021), ciclo da cultivar , resisténcia a
pragas e doengas (Shu et al., 2020; Widyasari et al., 2020).

A soja tem sido bastante estudada nas ultimas décadas, isso se deve em
grande parte o avango nas ferramentas moleculares. Por exemplo, o avango notavel
no campo da biologia molecular com o aporte de novas biotecnologias para o
melhoramento vegetal, como interferéncia de acido ribonucleico (RNAi), RNA
antisenso (asRNA), lesdes locais induzidas no genoma (TILLING), transcription
activator like-effector nuclease (TALEN), repeticdes palindrémicas curtas agrupadas
regularmente interespagadas (CRISPR) ou mutagénese e tecnologias de selegcéo de
mutagdes naturais (Bilyeu et al., 2011; Demorest et al., 2016; Jacobs et al., 2015;
Singh et al., 2019; Zhang et al., 2014), permitem a criagdo de novos materiais
biologicos. Prever e compreender as repostas das plantas é uma tarefa dificil, em
funcdo de multiplos fatores agirem de forma coordenada para um mesmo efeito.
Assim, o uso de organismos modelos biolégicos é extremamente importante para
investigar e validar respostas.

Algumas caracteristicas sao determinantes para validagdo de um bom modelo
bioldgico. Por exemplo, Arabidopsis thaliana, uma das plantas mais estudadas do
mundo, possui relatos de pesquisa cientifica desde 1980. Ela pertence a familia da
mostarda (Brassicaceae) e ndo possui valor comercial diretamente. Porém, as
descobertas nesta espécie foram em muitos casos extrapoladas para outras plantas
de interesse comercial. Esta planta possui muitas caracteristicas que a tornaram o
principal modelo biolégico em biologia vegetal, tais como ciclo curto, tamanho
compacto, alta prolificidade e genoma relativamente pequeno (The Arabidopsis
Genome Initiative, 2000). O sequenciamento completo de Arabidopsis foi um marco
para acelerar o conhecimento de bases genéticas e fungdes fisioldgicas, e também
devido a versatilidade do material para experimentos (Koornneef and Meinke, 2010).
A planta de Arabidopsis thaliana cresce, floresce e frutifica em 60 dias (Kramer,
2015a).

No entanto, grande parte dos resultados obtidos com o modelo Arabidopsis,
nao sao representativos para outros grupos de plantas, principalmente aqueles de

aptidao agricola, como tomate, arroz, milho ou soja. Nesta perspectiva, € bastante
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comum na comunidade cientifica que trabalham com grupos de plantas distintos
estabelecerem modelos biolégicos para seus estudos. Por exemplo, em 1997 foi
langada a cultivar de tomateiro (Solanum lycopersicum) Micro-Tom (Meissner et al.,
1997), a qual foram originalmente criada para fins ornamentais. No entanto, as suas
caracteristicas como tamanho compacto, ciclo curto, produgao de muitas sementes e
interacdes micorrizicas (Campos et al., 2010). A adogao desta cultivar como modelo
pela comunidade de pesquisa de Solanaceas permitiu o desenvolvimento e
disponibilizagdo de cole¢des de plantas transgénicas (Pino et al., 2010), mutantes
naturais (Carvalho et al., 2011) e mutantes induzidos quimica e fisicamente (Pino-
Nunes et al., 2009). Importante ressaltar, com a Revolugdo Verde, promoveu um
avancgo na selegcao de materiais semi-anas, principalmente para trigo e arroz, o que
foi extremamente importante para melhoria de inumeras culturas que possui porte
elevado, neste sentido, passou a ser selecionado cada vez mais materiais com porte
e arquitetura compacta.

Existem muitos outros modelos bioldgicos para estudos de plantas, a partir dos
genomas sequenciados como arroz (Oryza sativa) cv. Nipponbare (Goff et al., 2002;
Yu et al., 2002), milho (Zea mays) (Schnable et al., 2009), e a leguminosa modelo
Medicago trunculata (Wang et al., 2010). Recentemente foi langado um novo modelo
miniatura (Setaria viridis) para plantas com mecanismos C4, chamando de mini-milho
(Z. Yang et al., 2020a). Interessantemente, na década da gendémica funcional, foi um
marco para comunidade da soja, pois em 2010 tiveram o primeiro genoma de
referéncia para uma cultivar de soja, se trata da Glycine max var. Williams 82, de
aptidao agricola e muito cultivada nos Estados Unidos (Schmutz et al., 2010a). A partir
disto, uma grande quantidade de outros materiais de soja tiveram seus genomas
sequenciados, o que favoreceu no aporte de inumeros bancos de dados (Kim et al.,
2010; Li et al., 2014; Liu and Tian, 2020; Shen et al., 2019, 2018; Tao et al., 2020;
Valliyodan et al., 2019; Xie et al., 2019). Isso torna a descoberta, caracterizagdo e
validacao de genes mais rapida, devido a facilidade de cruzar informagdes entre esses
bancos digitais, mas a velocidade na qual os materiais biolégicos chegam aos
pesquisadores ainda torna uma dificil tarefa, quando comparado com outros modelos.
No momento atual, € necessario mais do que bancos digitais contendo informacgéo, é
necessario uma validagéo e funcionalidade de determinados genes, de forma rapida
e eficiente sob condi¢cbes de cultivo, os organismos modelos denominados como

ecotipos sao buscados por melhoristas de plantas.
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Surpreendentemente, isto ndo parece ser uma tarefa tdo complicada, pois
ainda em 2007 foi registrada uma cultivar, chamada de Minimax (P1643148), este
material foi langado com a proposta de servir como modelo para estudos genémicos
com soja, isso porque possui todas as caracteristicas buscadas em um bom modelo
biolégico, como porte pequeno e compacto, poucas ramificagdes, ciclo curto e boa
producao de sementes (Matthews et al., 2007). Além disso, ja em 2008, os mesmos
pesquisadores desenvolveram um eficiente protocolo de regeneracéo in vitro (Klink et
al., 2008). No entanto, o potencial modelo Minimax néo foi t&o utilizado a partir de
entdo, quase nenhum trabalho cientifico reporta o seu uso apesar de todas as suas
potenciais vantagens para estudos com soja.

A complexidade do genoma de soja, comparado com outros modelos muito
estudados como Arabidopsis thaliana e tomateiro cv. Micro-Tom que possuem
genoma relativamente muito menor, faz necessario o estabelecimento de um novo
modelo para soja. Isso porque aliado toda as ferramentas moleculares que possuem
nos dias atuais, e bancos de dados pan-gendémicos, a cultura da soja pode ter novos
achados no futuro. Por exemplo, a base genética do nanismo em soja ndo esta muito
clara para a comunidade cientifica, algo de extrema importancia para o melhoramento
desta cultura de interesse econémico mundial. O nanismo em plantas € um fendbmeno
conhecido em modelos genéticos como Arabidopsis, tomateiro e cereais, porém nao
em soja. Estudos mostram que o controle genético da altura das plantas pode ser
regulado por um unico gene ando ou por multiplos locus ou genes associados (Dardick
et al., 2013; Kuraparthy et al., 2008; Roy et al., 2021). Recentemente, um mutante
anao de soja (dm) foi isolado de linhagens mutagenizadas por EMS da cultivar
Zhongping 661, e descobriu-se que onze genes candidatos envolvidos no processo
de sintese de celulose, acidos graxos estao associados ao fenétipo anao (Song et al.,
2022). Todavia, o que sabemos sobre fatores que estdo controlando a altura da soja
€ muito incipiente, isso carece de varios estudos para se entender a ponto de
manipular em culturas elites de forma segura.

Reportar a retomada de novos estudos com Minimax € uma contribuicdo
importante para a comunidade da soja, principalmente na tomada de decisdo ao
estabelecer um modelo para estudos dessa natureza. Para termos sucesso com este
material, € necessario partir de estudos basicos para os mais avancados, isso pode
ter sido uma barreira na difusdo de Minimax como modelo, ja que as suas informagoes

até o momento sdo insuficientes. Neste sentido, nosso grupo tem avaliado o
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comportamento do cultivo de Minimax em condigbes experimentais, e mais importante
ainda, comparada com o atual modelo, passivel de averiguar de fato as principais
divergéncias entre as cultivares.

Diante do exposto, temos como objetivo a retomada de estudos experimentais
com a soja Glycine max cv. Minimax, bem como avaliar a reposta deste potencial
modelo sob condi¢des de omissdo nutricional e aplicagdo de biofertilizante. Além
disso, vamos fazer uma caracterizagdo morfolégica entre Minimax e Williams 82 e
especificar quais os principais parametros que tornam a cultivar miniatura Minimax um
bom modelo para estudos com soja. Por fim, vamos relatar aqui a primeira populagao
de linhagem endogamica recombinante, ainda se encontra em andamento, no
entanto, sera de extrema importancia nos estudos de fungao génica com Minimax, e

descoberta de novos QTLs de interesse agronémico para soja.

1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Afamilia Fabaceae (Leguminosas)

As leguminosas constituem um dos taxons agricolas mais importantes do
mundo. Sao muito interessante para sistemas de produgdo, como melhoria da
fertilidade do solo através da fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN), alimentac&o
animal, controle da erosdo do solo, fonte de combustivel e uma série de outros
beneficios (Muoni et al., 2019). Afamilia das leguminosas compreende 800 géneros e
20.000 espécies (Lewis et al., 2005) e representa a terceira maior familia de
Angiospermas. As primeiras leguminosas aparecem durante o Paleoceno, cerca de
56 milhdes de anos atras (Herendeen, 2001; Wing et al., 2004). Tradicionalmente s&o
reconhecidas trés subfamilias de leguminosas: cesalpinidideas, mimosodideas e
papiliondideas (Polhill et al., 1981). Este ultimo grupo em especifico, tem uma
importancia muito grande com o aumento da populagao global, estima-se chegar até
8 bilhdes de pessoas até 2050, e assim a produgao agricola precisa ser aumentada
entre 60% a 100% para alcangar a segurancga alimentar mundial (FAO, 2023).

Os membros das Fabaceae incluem muitas espécies economicamente
importantes e versateis, com a maioria fornecendo gréos ou vagens. Destes, fava
(Vicia faba L.), ervilha forrageira (Pisum sativum L.), grao de bico (Cicer arietinum L.),

lentilhas (Lens cultinaris Medik.), ervilha (Lathyrus sativus L.), feno-grego (Trigonella
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foenum-graecum) e tremocgo (Lupinus albus L.) sdo categorizados como leguminosas
cultivadas em regides mais frias (Kebede, 2020). Por outro lado, feijao (Phaseolus
vulgaris L.), soja (Glycine max L.), feijao-caupi (Vigna unguiculata L.), feijao boéer
(Cajanus cajan L.) sao categorizados como leguminosas cultivados nas regides mais
quentes (Kebede, 2020).

A fixacdo simbidtica do nitrogénio (FSBN) por meio da nodulacéo radicular &
uma caracteristica importante das leguminosas e desempenha papéis importantes no
crescimento das plantas. Parte deste sucesso, se deve a simbiose com bactérias do
solo fixadoras de nitrogénio, chamadas de rizébios, isso permite que as leguminosas
crescam em solos com falta de nitrogénio (Roy et al., 2020), Este mecanismo
desempenhado por leguminosas, foi alvo de estudo intensivo nos ultimos 20 anos. Os
proximos esforgos futuros é melhorar a FSBN em leguminosas, com também planos
audaciosos na implementacdo deste mecanismo em plantas n&o-leguminosas
(Charpentier and Oldroyd, 2010).

1.1.2 A cultura da soja (Glycine max)

A soja é a principal cultura oleaginosa do mundo e a principal fonte de proteinas
para frangos e porcos (Graham and Vance, 2003) e ocupa o sétimo lugar entre as
culturas mundiais por tonelagem colhida (Ross-lbarra et al., 2007). Esa cultura de
grande importancia agricola e alimentar mundial, € uma planta herbacea, da classe
Rosideae, ordem Fabales, familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae, tribo
Phaseoleae, género Glycine L., espécie max. Possui folhas trifolioladas, flores com
fecundagao autégama, vagens de coloragao variando de verde pra marrom, sementes
lisas e também rugosas, além disso, estas plantas podem apresentar crescimento
determinado, indeterminado e semideterminado.

A soja foi domesticada ha cerca de 5.000 anos a partir de Glycine soja, seu
progenitor silvestre, que esta distribuido por todo o Leste Asiatico, incluindo maior
parte da China, Coréia, Japao e parte da Russia (Larson et al., 2014). O centro de
domesticacdo da soja foi intensamente investigado, sendo propostas diferentes
regides da China como o centro da domesticacdo desta leguminosa, com base na
variagao da sequéncia do cloroplasto (Xu et al., 2002) e registros arqueoldgicos (Lee
et al., 2011). A producédo de soja no Brasil para o segundo semestre de 2023 foi algo

entorno de 160,2 milhdes de toneladas, um pequeno decréscimo na principal cultura
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cultivada no pais, em fungdo do comportamento climatico visto neste ano (CONAB,
2023).

A soja esta entre os poucos alimentos proteicos completos de base vegetal com
nove aminoacidos essenciais (Living, 2015). Muitos procedimentos culinarios,
especialmente do mercado asiatico tem proposto diversas receitas para elaborar
partos refinados a partir vagem ainda verde. Esse é outro mercado bastante promissor
para a criacao de cultivares destinada ao preparo de natto, onde as sementes de soja
s&o fermentadas com leveduras benéficas para consumo humano. Muitos programas
de monitoramento de doencas dedicam seus esforcos para esta cultura muito
importante economicamente, acometida por muitos problemas fitopatolodgicos (Sikora
et al., 2014). Boa parte de toda a producao do Brasil € vendida para a China, sendo a
maior importadora do gréo de todo o mundo. Sendo assim, 0 mercado da soja se torna
mais promissor, no entanto, desafiador, tendo que bater recordes de produtividade

todos os anos devido a demanda crescente por alimento no mundo.

1.1.3 Identificagao de genes de interesse agronémico em soja

A soja é uma oleaginosa de importancia agronbmica no mundo e uma
importante fonte de proteina e 6leo para humanos e animais. Cada vez mais tem-se
buscado entender, identificar e caracterizar novos genes envolvidos em aspectos de
arquitetura e tolerancia em acesso de soja, para aumentar produtividade em situagdes
de seca, frio, calor, doencgas e fertilidade do solo (Reinhardt and Kuhlemeier, 2002;
Wang et al., 2018). Muitos ja foram identificados e compreendido sua regulacao, o
grande entrave € a introgressao dos mesmos em cultivares elites, isso porque nem
sempre esses genes sao ou estdo no genoma da soja, isso é a busca incessante dos
maiores grupos de melhoramento genético de soja. Nos proximos tépicos serao
descritos os principais processos fisiolégicos com interesse agrondmico em soja, cuja

base genética ainda n&o é completamente conhecida.
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1.1.3.1 Controle da arquitetura vegetal

A arquitetura vegetal esta relacionada com adensamento de plantio e
acamamento, processos que comprometem rendimento e qualidade na cultura da soja
e outras. A resisténcia ao acamamento é um objetivo importante nas principais
culturas: muitos estudos tem buscado caracteristicas morfolégicas relacionadas ao
acamamento, e possam ser usadas como parametro de selegao indireta (Chen et al.,
2017). Os principais parametros como altura de planta (Islam et al., 2007), resisténcia
do caule (Chen et al.,, 2011b; Kashiwagi and Ishimaru, 2004), diametro do caule
(Kashiwagi et al., 2008), comprimento do entrend (Berry et al., 2006; Sameri et al.,
2009), numero de noés (Chen et al., 2011b), numero de ramos (Landi et al., 2006),
sistema radicular(Keller et al., 1999; Landi et al., 2006), componentes quimicos
estruturais como lignina, celulose (Kashiwagi and Ishimaru, 2004; Ma, 2009; Wang et
al., 2012), silicio (Ma and Yamaji, 2006), tem sido pesquisados para uso no
melhoramento genético.

Atualmente, a altura ideal para cultivares comerciais de soja € normalmente de
70 a 90 cm, com povoamentos mais curtos ou mais lentos levando a redugdes de
rendimento (Chen and Nelson, 2006; Huang et al., 2011; Josie et al., 2007; Thompson
et al., 1997). Os atuais programas de melhoramento moderno, tem utilizado a
ferramenta de selec¢ao assistida por marcadores (MAS), isso acelera a criagao de soja
com altura de planta adequada para rendimento 6timo (Cao et al., 2017). Além disso,
numerosos QTLs (loci de caracteristicas quantitativas) associados a altura de plantas
foram identificados em muitas culturas, e varios genes correspondentes foram
clonados baseados em mapeamento gendmico (Yang et al., 2021).

Para soja, um grande numero de QTLs distribuidos ao longo dos 20
cromossomos ja foram associados a altura de plantas, numero de nés do caule e
comprimento dos entrends, respectivamente, de acordo com a base de dados
publicamente disponivel (www.soybase.org). Entre esses QTLs, foram identificados
dois genes, Dt1 e Dt2, os quais afetam a terminacao do caule na soja (Bernard, 1972).
Um alelo recessivo dt1, e um alelo dominante Dt2, aceleram o termino do crescimento
apical do caule, o que diminui a altura de planta de niumero de nés (Liu et al., 2010).
Destes, dt1 tem um efeito mais expressivo, além disso, foram bem documentados na
relacdo com arquitetura da parte aérea da soja e ao rendimento final de graos (Yang

et al., 2021). Outro alelo recessivo, dt7-t, também afeta o fendtipo da planta
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similarmente a dt7, mas compromete significativamente a terminagao do caule
(Thompson et al., 1997). Interessantemente, foi comprovado que o gene TERMINAL
FLOWER 1 (FT) de Arabdopsis thaliana é ortologo ao gene Dt1 na soja, permitindo a
validag&o funcional deste em um sistema heterdlogo (Liu et al., 2010).

Outros genes que regulam a arquitetura vegetal também foram bem
caracterizados, como SQUAMOSA-Promoter Binding Protein-Like (SPL) e Late
Elongated Hypocotyl (LHY) (Bao et al., 2019). O gene SPL parece ser regulado por
microRNAs, especialmente o miR156 para afetar a arquitetura da planta de soja (Sun
et al., 2019), além disso, foi verificado que isto resultou no aumento de rendimento da
planta, maior numero de ramos, nés e vagens. O mutante de soja GmLHY apresentou
reducao na altura e entrends mais curtos (Cheng et al., 2019). Inclusive, recentemente
GmMYB14 foi caracterizado como um fator de importancia no controle da arquitetura
da planta, além da tolerancia a seca através das vias dos brassinoesteréides (BR) na
soja (Chen et al., 2021).

Descobriu-se que GmILPA1, codifica uma proteina semelhante APC8, controla
o angulo do peciolo (Gao et al., 2017). Um novo regulador responsavel pelo controle
do desenvolvimento de folhas e flores na soja foi relatado, chamado de Chicken Toes
— Like Leaf and Petalody Flower (CTP) (Zhao et al., 2017). Assim, foi comprovado que
boa partes desses genes desempenham papéis criticos em varios programas de
melhoramento (Chen et al., 2018; Miedaner et al., 2019). Por exemplo, o gene da
Revolugao Verde, sd1 (semi dwarf 1), estd associado a plantas de arroz encurtadas
(Srivastava et al., 2019). Ainda, o conhecido gene anao do trigo Rht (Reduced height)
que confere resisténcia ao acamamento e maior alocagao de assimilados nos graos
(Grover et al., 2018; Miedaner et al., 2019). Do mesmo modo, a superexpressao da
ZmPIN1a (proteinas da familia PIN) no milho (Zea mays) reduz significativamente a
altura da planta, o comprimento dos entrends e o comprimento das espigas (Li et al.,
2018). lgualmente, fungcdes semelhantes foram documentadas para outros QTLs ou
genes responsaveis pela altura de plantas, incluindo gDH1, qDTH8, D18 (DWARF 18),
D61 (DWARF 61), brd1 (dependente de brassinoesterdides 1), HTD2, IPA1, MPH1,
SLR1 e Sddt (semi-anao dominante (Chen et al., 2018; B. M. Liu et al., 2008; Liu et
al., 2009; Lu et al., 2013; Mori et al., 2002; Wei et al., 2018; Zhang et al., 2016, 2017).
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1.1.3.2 Regulagao fotoperiddica do florescimento

A soja é uma planta sensivel ao fotoperiodo, que floresce em dias curtos
(Miranda et al., 2020). A regulacédo da floragao fotoperiddica € uma caracteristica
agronOmica importante para qualidade e produtividade da soja. Por tanto, a analise
do mecanismo molecular da regulacgéao fotoperiddica da floragao da soja pode fornecer
uma base tedrica para resolver a contradicdo entre maturidade precoce e alto
rendimento, e a criacdo de variedades de cultivo de soja de alto rendimento e alta
qualidade (Luo et al., 2021). Ainda, na década de 1920, pesquisadores observaram
que variedades de soja semeadas em épocas diferentes do ano tinham o
florescimento quase no mesmo tempo, assim usaram dois modelos para entender o
fotoperiodo, soja e tabaco (Garner e Allard., 1920).

Por abordagens tradicionais da genética, descobriu-se que uma série de
variagdes genéticas importantes na soja, incluindo o gene E1 (Xia et al., 2012), que
pode reprimir floragdo em condigdes de dias longos. E2, codifica uma proteina
homodloga de Arabidopsis GIGANTEA (Gl), componente chave do reldgio circadiano
(Bernard, 1972; Watanabe et al., 2011). E3 (Buzzell, 1971) e E4 (Buzzell, 1980), estes
sao funcionalmente redundantes e codificam os fitocromos GmPHYA3 (Watanabe et
al.,, 2009a) e GmPHYA2 (B. Liu et al., 2008; Tsubokura et al., 2013). Entre estes
existem outros como, E5 (McBlain and Bernard, 1987), E6 (Bonato and Vello, 1999),
E7 (Cober and Voldeng, 2001a), E8 (Cober and Voldeng, 2001b), E9 (Kong et al.,
2014), E10 (Samanfar et al., 2017), E11 (Wang et al., 2019), J (Ray et al., 1995), locus
importante na adaptagao da soja a baixas latitudes e também codifica um homadlogo
EARLY FLOWERING 3 (ELF3) (Fang et al., 2021). Assim como, varios QTLs, como
Tof11/Gp11 e Tof12/Gp1/qFT12-1 (Lu et al., 2020), Tof16 (Dong et al., 2021), LJ16.1
e LJ16.2 (X. Li et al., 2021) foram identificados como envolvidos diretamente no
controle da floragdo e maturidade da soja (Lin et al., 2021). Os alelos dominantes, E1,
E2, E3, E4, E7, E8 e E10 inibem a floragao, enquanto os alelos dominantes em EG6,
E9, E11 e J promovem a floragao (Lin et al., 2021). Além disso, E1, E3, E4, E7 e E8
estdo envolvidos na sensibilidade do fotoperiodo, em diferentes qualidades de luz sob
dias longos (DL) induzidos artificialmente (Cao et al., 2016).

Até o momento os genes E71, E4 e E9 sao os mais estudados com profundidade.
Tanto E3 e E4 s&o genes do fitocromo A (PHYA), GmPHYA2 e GmPHYA3, em virtude

disto, sabe-se que as plantas de soja exibem respostas diferentes a comprimentos de
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ondas distintos, principalmente em luz vermelha (V) e luz vermelha distante (VD)
(Cober et al., 1996). Ainda, GmPHYAS3 (E3) participa do controle do florescimento sob
dias longos com alta razdo quéantica (V:VD) (Watanabe et al., 2009b), ao passo que,
GmpHYAZ2 (E4) é responsavel pelo florescimento sob baixas razdo quantica (V:VD).
Entre estes, o locus E71 da soja tem maior impacto nos periodos de floragdo e
maturidade, localizado no cromossomo 6 (Luo et al., 2021), além do mais, € inibido
em dias curtos e, dias longos induzem a expressao de E17. Esta é a principal razao

pela qual a soja se tornou uma cultura de dia curto.

1.1.3.3 Tamanho da semente

A soja é uma cultura que possui a formagao de suas sementes condicionadas
em vagens. Existem muitos genes que controlam caracteristicas agronémicas em
soja, muitos deles possuem informagao ainda incipiente, um caso destes, € 0o(s)
gene(s) que controlam o tamanho da semente. Esta caracteristica agronémica da soja
€ de extrema relevancia, tendo em vista, que o rendimento da soja esta atrelado
diretamente ao tamanho e peso da semente. Alguns estudos nos ultimos anos foram
realizados para identificar a base genética em soja que sao responsaveis por controlar
o tamanho da semente. Algumas informagdes da base genética é explorada em
outras plantas, como o modelo Arabidopsis, em que o tamanho das sementes séo
controladas por genes da familia P450/CYP8A, essa familia de genes é altamente
conservada na maioria das plantas, como a soja (Fang et al., 2012; Wang et al., 2008).
Neste sentido, foi identificado genes ortélogos em soja, como GmCYP78A10,
GmCYP78A72, GmCYP78A7 e GmCYP78A70 que mostraram fungdes conservadas
para controlar o tamanho da semente (Du et al., 2017; Wang et al., 2015; Zhao et al.,
2016). Além, disso, genes de outras familias foram relacionados com o controle do
tamanho da semente, estes incluem: BIG SEEDS1 (BS1) (Ge et al., 2016), GmKIX8-
1 (Nguyen et al., 2021), GmCIF1 (Tang et al., 2016), GmPSKy1 (Yu et al., 2019),
WRKY15a (Gu et al., 2017), fosfatase 2C-1 (PP2C-1) (Lu et al., 2017).

Ainda neste sentido, outros estudos apontam que GmSTO05 esta envolvido no
rendimento e tamanho das sementes: este gene € um homologo de MOTHER OF
FLOWERING LOCUS T de Arabidopsis (Duan et al., 2022). Entender as principais
bases genéticas do controle de rendimento e tamanho da semente, nos remete a olhar

para o passado, ou seja, quais eventos génicos de selegcado ocorreram? Até o momento
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nao se sabe quais genes governam o tamanho da semente e teor de 6leo. Mais
recentemente varios loci de caracteristicas quantitativas (QTLs) foram relatados na
base de dados da soja a partir de estudos anteriores que sdo expressos nas fases
crescimento e desenvolvimento das sementes (SoyBase https://soybase.org/). O
grande questionamento para os pesquisadores de soja tentam descobrir € se o efeito
da selecao de materiais para maior rendimento esta atribuido por selecéao de um gene
pleiotropico ou pela selecdo de genes individuais que governam caracteristicas
independentes (S. Wang et al., 2020).

Interessantemente, um estudo recent mostrou que o gene CONSTANS (CO)
que tem sua agao principal na via de regulagao fotoperiddica das plantas, controla o
tamanho das sementes de forma dependente na soja, os pesquisadores chegaram a
essa conclusao devido CO inibir a expressao do gene APETALA 2 (AP2), na transigéo
ritmica de dias longos (DL) para dias curtos (DC), essa cascata reguladora CO-AP2
medeia a proliferacdo de células de revestimento na semente, e isso faz com que
ocorra o incremento no tamanho das sementes (Yu et al., 2023). Um novo gene foi
identificado em soja, envolvido no desenvolvimento da semente, denominado como
Novel Seed Size (NSS) a partir de um mutante insercional de T-DNA (S006) da
linhagem transgénica GmFTL4pro:GUS, a mutacédo desse gene causa a formacgao de
células tegumentares menores, sementes pequenas e pesos menores de 100
sementes (Zhang et al., 2023). Nos ultimos anos muitos QTLs envolvidos no controle
do tamanho/peso de sementes de soja foram relatados por meio mapeamento
genético e associacdo gendmica, no entanto, determinar com precisao os genes
relacionados os QTLs é uma tarefa que os melhoristas estdo buscando, isso esta
relacionado a falta de uma populacdo de mapeamento adequada e a complexidade
envolvida na piramidagao de multiplos genes associados a varios loci.

Em um estudo de identificagdo de QTLs para as principais caracteristicas de
tamanho/peso de sementes em soja, um total de 85 QTLs associados a essa
caracteristica foi acessado em material de linhagens endogamicas recombinantes
(RILs) a partir do cruzamento entre Guizao1xB13 (GB13) (Luo et al., 2023). Na
tentativa de facilitar a associagao gendmica entre outros resultados obtidos para os
parametros de tamanho/peso da semente se soja foi construindo um mapa genético,
este recurso é fundamental na selecao assistida por marcadores (Jiang et al., 2023).

Apesar de todos os avangos genéticos e moleculares feitos até o momento, existe
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muito ainda a se fazer para compreendermos a regulagao entre esses multiplos genes

que estao envolvidos no controle do tamanho/peso de sementes de soja.

1.1.3.4 Resisténcia aos estresses bidticos e abibticos

Os estresses bioticos e abidticos afetam a produtividade e qualidade da soja
(Anderson et al., 2019). O estresse causado por seca, salinidade, estresse térmico,
inundagdes e doengas tem sido estudados intensamente em soja (K. Li et al., 2021;
Shu et al., 2020; Widyasari et al., 2020). Estresse por seca, foi relatado que varios
fatores de transcricdo desempenham papéis importantes na tolerancia a seca na soja,
familias de genes WRKY e NAC. Por exemplo, GmWRKY54 aumenta a toleréncia a
seca ativando genes da sinalizacdo de acido abscisico (Wei et al., 2019). Assim como,
a superexpressao de GmNACS8 exibe maior tolerdncia a seca, sugerindo que
GmNACS8 é um regulador positivo da tolerancia a seca (C. Yang et al., 2020). O gene
U-box da soja GmPUBG6 regula a tolerancia a seca em Arabidopsis (N. Wang et al.,
2020). Varios relatérios sugerem que os genes do reldgio circadiano também estao
envolvidos na tolerancia a seca, como os GmLHYs e GmLCL (Wang et al., 2021; Yuan
et al., 2021). Outros genes envolvidos pela densidade da pubescéncia (Pd1, P1, Ps e
Pd2), também estdo envolvidos na tolerancia a seca na soja (Liu et al., 2020; Pfeiffer
et al., 2003). A tolerancia a seca na soja por meio da transformagdo de genes
estranhos também foi alcancada pela superexpressdo de cistatina de arroz
orizacistatina | (OCI), Arabidopsis DREB1A e o fator de transcri¢do do girassol HB4
(Quain et al., 2014; Rakocevic et al., 2018; Ribichich et al., 2020).

No estresse por salinidade, dois grupos de pesquisa descobriram
independentemente que GmSALTS3, codifica um trocador de cations/H*, limitando o
acumulo de ions sodio (Na*) em brotos e aumentando a tolerancia a salinidade na
soja (Qi et al., 2014). Outro gene que tem efeito na tolerancia a salinidade na soja foi
relatado, GmNAC109 e SALT INDUCED NAC1 (GmSINT), os quais aumentam o
sistema radicular e geram tolerancia a salinidade por meio da regulagao positiva de
genes associados a sintese de ABA e geragdo de ROS (Li et al., 2019; Yang et al.,
2019). Curiosamente, o micro-RNA miR172 parece também esta envolvido resposta
ao estresse salino, isso por promover a clivagem do gene SSACT7 do fator de
transcricdo do tipo AP2/EREBP, liberando sua inibigdo no THI1, que codifica um

regulador positivo na tolerancia ao sal (Pan et al., 2016).
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Membros da familia do fator de transcricdo do tipo AP2/ERF, incluindo
GmERF3 e GSERF7, desempenham papéis sob resisténcia a doengas, salinidade e a
seca (Feng et al., 2020). Além disso, os fatores de transcricdo do tipo DREB1/CBF
funcionam em estresse de calor, seca e frio (Kidokoro et al., 2015). Para doengas, o
nematoide do cisto da soja (NCS), é o patégeno mais devastador da soja nos Estados
Unidos. Rhg1 e Rhg4 sao dois principais QTLs/genes que transmitem resisténcia ao
NCS (Mitchum, 2016). Recentemente, descobriu-se que que um gene que codifica
uma proteina contendo o motivo VQ, GmVQ58, aumenta a resisténcia da soja a
lagarta comum (Spodptera litura Fabricius) (Li et al., 2020). Na ferrugem asiatica da
soja, o gene CcRpp1 do feijao boéer foi transferido para soja, exibiu resisténcia a
ferrugem asiatica (Langenbach et al., 2016). A podridao do caule e da raiz de soja,
pode ser controlado quando ha expressao dos genes GmERFS5 (Dong et al., 2015),
GmMYB29A2 (Jahan et al., 2020), assim como microRNAs miR393 (Wong et al.,
2014). Ainda, recentemente o gene GmST1, que codifica uma sulfotransferase, foi
identificado por conferir resisténcia a cepas do virus do mosaico da soja (Zhao et al.,
2021).

1.1.4 Modelos genéticos em estudos de plantas

Uma grande parte do conhecimento sobre biologia vegetal se deve aos
organismos modelos estabelecidos. Modelos genéticos bem estabelecidos facilitam a
compreensao e a disseminacado deste conhecimento para as demais espécies
cultivadas no mundo. Tal fato possui tanta magnitude, que o préprio Mendel em seus
estudos de segregacao em ervilhas (Pisum sativum) comega descrevendo a
importancia das caracteristicas intrinsecas do material biolégico de estudo, como por
exemplo, caracteres fenotipicos distinguiveis entre as espécies, fertilidade e vigor,
para que pudesse afirmar e validar seus resultados para outras plantas (Mendel,
1970).

Alguns critérios s&o preferidos para determinagado de um bom modelo biolégico.
Arabidopsis, pertencente a familia Brassicaceae, nado possui valor comercial
diretamente, no entanto, € a principal planta utilizada em pesquisas cientificas desde
a década de 1980. Possui muitas vantagens buscadas em um organismo modelo,
incluindo curto tempo entre geragdes, tamanho pequeno, prolificidade e um genoma
relativamente pequeno (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Assim, Arabidopsis

foi orginalmente adotada como organismo modelo devido a sua versatilidade para
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experimentos genéticos (Koornneef and Meinke, 2010). Além disso, muito se buscava
entender a funcdo e regulagdo de determinados genes em plantas, depois do
sequenciamento completo de Arabidopsis no ano de 2000, com 125 megabases,
25.498 genes responsaveis por codificar proteinas de 11.000 familias (The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

A planta de Arabidopsis germina, floresce e frutifica em 59 dias, isso em virtude
do seu habitat e histérico evolutivo (Kramer, 2015b). Esse tipo de ciclo ndo é
comumente encontrado para outros grupos de plantas com importancia econémica,
assim, Arabidopsis ndo € um modelo bioldgico suficientemente representativo para
todas as plantas, o que faz necessarios o estabelecimento de novos modelos
biolégicos que se encaixem dentro de caracteristicas ambientais comuns em plantas
de interesse comercial. Sabe-se que plantas de Arabidopsis nao realizam interagao
ecolégica com agentes polinizadores (Vandenbussche et al., 2016), ou ainda,
associagdes fungicas e bacterianas (Kramer, 2015b).

O ano de 1997 foi um marco para os estudos genéticos, pois uma cultivar foi
langada como modelo bioldgico, pertencente a familia Solanaceae, denominada como
Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom, criada a partir de uma cultivar para fins
ornamentais. Porém, devido a suas caracteristicas muito interessantes para cultivo
em ambientes laboratoriais, como porte pequeno, crescimento adequado mesmo em
alto adensamento, ciclo curto, produ¢cado de muitas sementes, interacdes micorrizicas
e facilidade na transformacao genética mediada por Agrobacterium tumefasciens, se
tornou um modelo excelente para estudos com plantas (Meissner et al., 1997). Para
os estudos gendémicos foi de grande importancia por representar plantas de aptidéo
agricola, isso devido ao sequenciamento completo em 2012, com tamanho de 900
Mb, vislumbrando novos achados em fungcdo da complexidade quando comparado
com Arabidopsis de 125 Mb (The Tomato Genome Consortium, 2012).

A vantagem deste modelo para tomateiro, além das outras caracteristicas
descritas é devido ao seu tamanho muito diminuto, e justamente essa caracteristica é
desafiante nos estudos com materiais vegetais de aptidao agricola. MT ¢é mutante
para os genes SELF-PRUNING (SP) e DWARF (D) ((Meissner et al., 1997)Marti,
2006). Sabendo isto, foi possivel explorar bases genéticas e processos de regulagéo
destes genes e ainda cruzar estas informagdes por meio de homologia em diferentes
plantas como Arabidopsis, e descobrir que os genes da familia CETS responsaveis

por codificar proteinas que regulam o crescimento do meristema apical do caule
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(Pnueli et al., 2001), e mutagbes no gene SP pode gerar fenétipos de habito de
crescimento determinado (Pnueli et al., 1998). Ainda, o gene D é responsavel por
codificar proteinas da familia P450 (Bishop et al., 1999) envolvidas no processo de
regulagéo na rota de biossintese de brassinoesterdides (Shimada et al., 2001).

Nos estudos de gramineas dois sistemas modelo sdo mais estudados como
arroz e milho, isso a partir do sequenciamento do genoma de arroz em 2002 (Goff et
al., 2002; Yu et al., 2002) e o genoma do milho em 2009 (Schnable et al., 2009),
inaugurou-se uma nova era da genémica funcional nas gramineas usando populagdes
mutagenizadas para descobertas de genes (Hirochika et al., 2004). Assim, dentro das
perspectivas criadas para os diferentes grupos de plantas como a distingdo entre
metabolismos C3z e C4, 0os sistemas modelo de arroz e milho até entdo apresentam
alguns impasses como porte grande, requisitos exigentes de crescimento, longo
tempo entre geragdes e dificuldade de transformagéo (Brutnell et al., 2015). Neste
sentido, (Z. Yang et al., 2020b) desenvolveram um modelo bioldgico para metabolismo
C4, denominado como mini-milheto rabo-de-raposa com um ciclo de vida semelhante
ao de Arabidopsis.

Para as leguminosas, em estudos principalmente com foco em organismos
capazes de fixar nitrogénio a Medicago truncatula (Wang et al., 2010) € o principal
modelo utilizado, por algumas caracteristicas unicas: tamanho compacto do genoma
(~465 Mb), ciclo de vida rapido, ferramentas genéticas acessiveis, facil transformagao,
rica colegdo de mutantes e ecétipos (Tang et al., 2014), assim, como um banco de
dados de conhecimento especializado para esta leguminosa (Carré et al., 2020).

Ainda sobre leguminosas, a soja G. max var. Williams 82 impulsionou uma
crescente nos estudos gendmicos e selegdo de genes de interesse para essa cultura,
a partir do sequenciamento genémico completo em 2010 (Schmutz et al., 2010b).
Apos isso, montaram um genoma de uma soja selvagem (Glycine soja var. IT182932)
(Kim et al., 2010). Surgiu também o genoma de soja chinés, se trata do cultivar
‘Zhonghuang 13’ (Gmax_ZH13) usando sequenciamento em tempo real, mapeamento
Optico e sequenciamento de proxima geracao (Hiseq) (Shen et al., 2019, 2018). Em
2019. Montaram um genoma de referéncia para soja selvagem W05 (Xie et al., 2019).
Construgdo e comparagdo para o genoma de outras duas cultivares e uma soja
selvagem também foi publicado (Valliyodan et al., 2019). Em 2014, tem-se o primeiro
pan-genoma de soja montado a partir de sete sojas selvagens (Li et al., 2014).

Recentemente, construiram um pan-genoma de soja de 26 sojas silvestres (Liu and
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Tian, 2020). Isso fornece aos estudos com soja uma plataforma promissora nos
estudos futuros (Liu and Tian, 2020; Tao et al., 2020).

Porém, Williams 82 n&o tem as caracteristicas normalmente atribuidas e
desejadas para um bom sistema modelo, como foi descrito anteriormente. Entao,
surge em 2007, antes mesmo do primeiro genoma sequenciado de soja, uma cultivar
com caracteristicas préprias de um bom modelo biolégico, chamada de MiniMax
(P1643148) que possui ciclo de vida rapido, baixa estatura e marcadores
caracteristicos de repeticdo de sequéncia simples (Matthews et al., 2007), proposto
com a ideia na triagem de mutantes, genémica funcional, mapeamento genético e
outros estudos envolvendo soja (Klink et al., 2008). Além, disso foi desenvolvido um
protocolo eficiente de regeneracao por embriogénese somatica (Klink et al., 2008).

No entanto, apesar de MiniMax possuir todos os atributos para um potencial
modelo em estudos com leguminosas, observou-se pouco interesse e investimentos
de grupos de pesquisa em estudos mais avangados. Alguns experimentos de
validagdo como um bom modelo para pesquisas basicas e refinadas sdo necessarios
para consolidar este material, incluindo protocolos de cultivo em casa de vegetagéo,
sequenciamento do genoma, caracterizagao morfoldgica e anatdmica, uma populagéo
mutagenizada variante de MiniMax, além de comparagdes com mais genotipos de
soja diferente. Desta forma, este material em potencial € uma grande promessa para

estudos gendmicos de soja para o futuro.
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CAPITULO 2: Caracterizagdo morfolégica comparativa entre soja (Glycine max)

cv. MiniMax e cv. Williams 82

2.1 INTRODUCAO

A soja [Glycine max. (L.) Merr.] pertence a familia Fabaceae. Devido aos seus
diversos usos e enorme importancia, possui diversos nomes, como “feijao dourado”,

“super leguminosa’, “cultura do planeta” e “feijao milagroso”. E uma fonte de 6leo,
proteinas, minerais e vitaminas (Baianu et al., 2012). O Brasil € o pais lider na
producdo de soja com participacao de 38,71%, seguido pelos Estados Unidos, China,
Argentina, india e outros (Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, 2023).
No melhoramento vegetal da soja, varias técnicas foram desenvolvidas, uma delas é
por métodos transgénicos, no entanto, com a mudanga no cenario juridico entorno
dos alimentos transgénicos, o futuro da soja transgénica nao esta claro (Rahman et
al., 2023). Desta forma, métodos convencionais foram e continuam sendo
importantissimos no melhoramento vegetal da soja.

Durante o curso da domesticacdo e melhoramento das culturas, a diversidade
genética das cultivares foi reduzida para caracteristicas impulsionadas pela
preferéncia humana, praticas de cultivos e ambientes agricolas (Smykal et al., 2018).
Espécies de plantas domesticada s&o encontradas em mais de 160 familias
taxondmicas (Meyer et al., 2012). As mais importantes delas sdo Poaceae, Fabaceae
e Brassicaceae. Aproximadamente 2.500 espécies sofreram algum grau de
domesticagcéo, mas apenas 250 s&o consideradas totalmente domesticadas (Meyer et
al., 2012). A soja € uma cultura cultivada em todo o mundo em uma ampla faixa de
latitudes (50°N-35°S) (McBlain and Bernard, 1987). Ap6s a redescoberta das leis da
hereditariedade de Mendel em 1900, o melhoramento de plantas fez um enorme
progresso no desenvolvimento de diversas metodologias para criar e selecionar
variagdes usando principios genéticos.

Desde o inicio do século XXI, o melhoramento de plantas tem sido
sistematizado com tecnologias de ponta auxiliado por abordagens transgénicas e
gendbmicas. No futuro, os melhoristas serdo capazes de piramidar alelos ou genes
desejaveis em variedades promissoras com desempenho otimizado, utilizando uma
abordagem que englobe campos cientificos (Lee et al., 2015). O uso de modelos

biologicos é de fundamental importancia para a pesquisa, que investiga e procura
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caracteristicas agrondmicas de interesse na cultura da soja. Os modelos biolégicos
sao utilizados para validagao de inumeros estudos com plantas, boa parte desses
resultados séo cruzados a partir dos parametros morfolégicos conhecido. A validagao
funcional de um gene utiliza como principal ferramenta a variagao genotipica, ou seja,
a expressao ou silenciamento de um determinado ou varios genes que resulta numa
expressao fenotipica na planta, mesmo assim, € necessario conhecer os padrdes
morfoldgicos esperados e principalmente identificar os divergentes do comum

Assim, se faz necessario conhecer quais as principais caracteristicas
morfolégicas importantes para o melhoramento vegetal. Na atualidade, as pesquisas
seguem um caminho em identificar as principais problematicas, para desenvolver
solucdes e valida-las. Boa parte dos modelos bioloégicos utilizados para isso sio:
Arabidopsis thaliana Col-0, tomateiro (Solanum lycopersicum) cv. Micro-Tom, arroz
(Oryza sativa) cv. Nipponbare, tabaco (Nicotiana tabacum) cv. K326, entre outros.
Estabelecer as principais diferencas morfolégicas entre cultivares, como a soja, é
determinante para propor novos insights no melhoramento vegetal, na busca de
caracteristicas agrondmicas de interesse econémico para plantas de aptidao agricola.
Caracteristicas agronémicas voltadas para o melhoramento vegetal, nem sempre
estdo atreladas diretamente ao processo de produtividade, isso porque na arquitetura
vegetal de uma planta, varios atributos morfolégicos contribuem no sucesso para o
desenvolvimento e crescimento.

O atual modelo biolégico para soja € Glycine max cv. Williams 82, um dos
primeiros materiais de soja a ter o genoma sequenciado e continua sendo bastante
importante para pesquisas que envolvem a soja (Schmutz et al., 2010). A soja Williams
82 foi registrada em 1988, derivada de quatro plantas individuais selecionadas de um
cruzamento Williams x Kingwa BCeF3 (Bernard and Cremeens, 1988). A partir disso, a
soja Williams 82 foi crucial para estudos de resisténcia a fatores bidticos e abidticos
(Chai et al., 2022; Othman et al., 2024; Zaynab et al., 2024), melhorias em
componentes de produtividade em diversos gendtipos comerciais (Castro-
Valdecantos et al., 2023; Clark et al., 2022), além das descobertas e modificagdes de
fitoquimicos bioativos na semente de soja (Chen et al., 2022; Fields et al., 2023; Knizia
et al., 2021; Ma and Shang, 2023).

Com a era genbmica, diversos outros acessos de soja tiveram seu genoma
sequenciado (Kim et al., 2010; Li et al., 2014; Liu and Tian, 2020; Shen et al., 2019,
2018; Tao et al., 2020; Valliyodan et al., 2019; Xie et al., 2019). Notavelmente, o
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modelo Williams 82 é muito importante para a comunidade cientifica da soja, no
entanto, existe alguns problemas presentes no fenétipo deste material, como por
exemplo, porte arquiteténico grande, algo que gera dificuldades em realizar estudos
com espaco reduzido para cultivar este material. Além disso, ocorre uma dificuldade
ao testar as propriedades emergentes dos genes na pesquisa com G. max, por conta
do tempo que demora para crescer e transformar genes nestes materiais. A utilizagéao
de cultivares semi-ands foi extremamente importante na Revolugdo Verde,
principalmente para arroz (Oriza sativa) e trigo (Triticum aestivum), deveu-se
principalmente ao aumento da densidade de plantio, folhas com angulo vertical,
diminuindo sombreamento sobre outras plantas (Lambert and Johnson, 1978; Tian et
al., 2019). Para tal, antes mesmo do primeiro genoma de soja, surge uma grande
aposta para se tornar um bom modelo biolégico para estudos com soja, a soja ana
Glycine max cv. MiniMax, de rapido crescimento e tamanho compacto (Matthews et
al., 2007). Logo depois o mesmo grupo de pesquisa disponibilizou um eficiente
protocolo de regeneracao in vitro (Klink et al., 2008).

No entanto, o uso da soja ana MiniMax em pesquisa basica foi pouco explorado,
talvez pela falta de informagdes basicas, como relatos morfolégicos, condigdes e
protocolos de cultivo, assim como a sua utilizagdo em ensaios experimentais.
Enfatizamos aqui, a importancia de levantar estas informacbes na tentativa de
consolidar o uso de MiniMax em pesquisas futuras. O principal objetivo deste capitulo
€ identificar as principais diferengas e similaridades morfoldgicas entre MiniMax e
Williams 82, mas também levantar os principais pontos, que podem ser alvo de
estudos neste organismo modelo, como a base genética do nanismo em soja,
produtividade, entre outros. Desta forma, objetivou-se neste capitulo realizar uma
caracterizagcao morfolégica entre o potencial modelo MiniMax e a cv. Williams 82.
Entendemos, que nossos resultados podem ser fundamentais no estabelecimento de

G. max cv. MiniMax como modelo para pesquisa em soja e outras leguminosas.

2.2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais
(20°45”S, 42°51”W). Para realizar avaliagbes morfolégicas entre Glycine max cv.
MiniMax (P1643148) e G. max cv. Williams 82, cultivamos as plantas em casa de

vegetacado com sistema de temperatura e umidade controlado.
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2.2.1 Instalacéo do experimento

Assim, foram colocadas 20 sementes de cada material para germinacgao,
dispostas a 1 cm de profundidade em bandeja de polietileno com substrato comercial
Tropstrato HT®, foi irrigado diariamente de acordo com a necessidade.
Posteriormente, seis (06) plantulas de cada gendtipo, contendo o primeiro par de
unifoliolos, ndo necessariamente expandidas, foram cuidadosamente retiradas da
bandeja, sem danificar o torrdo, as raizes foram lavadas em agua corrente, em
seguida, transplantadas em vasos com capacidade de 1 Litro. O solo para o cultivo foi
preparado da seguinte forma, a propor¢ao foi de 3:1 (solo+substrato comercial), pH
do solo corrigido com 5g de calcario dolomitico, acrescido com 5,43 g de N-P-K (04-
14-08), 1 g de cloreto de potéassio e 5,43 g de superfosfato simples, para a corregcao

da fertilidade em cada vaso.

2.2.2 Avaliagcbes morfologicas

Para determinacdo das diferengcas morfolégicas, acessamos 0s seguintes
parametros: altura da planta, numero de folhas, diametro do caule, comprimento do
peciolo, didametro do peciolo, area foliar e numero de vagens. Além disso, avaliamos
alocagao de biomassa entre os 6rgaos: folha, caule e vagens. Para os parametros de
altura e comprimento foi utilizado régua graduada, para o diametro utilizou-se o
paquimetro digital eletrénico (Vinwer®). Também realizamos registro fotografico das

plantas em ambiente de casa de vegetacgao.

2.2.3 Particdo de biomassa

Os o6rgaos foram acondicionados separadamente em sacos de papel, mantido
em estufa de circulagao forgcada de ar sob 65°C até atingir massa constante. Em
seguida, o material foi pesado em balancga analitica de precisdo (SHIMADZU®, modelo
ATX224R).

2.2.4 Analises estatisticas

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC).
Os resultados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Todas as
variaveis foram analisadas através da analise de variancia (ANOVA). Para

comparagao de média foi aplicado o teste de Tukey (p<0,05). Essas analises foram
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feitas com software R 3.4.0 (R Core Team 2018). E os graficos de barra elaborados

no SigmaPlot (versao 14.0)

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O potencial modelo MiniMax apresentou caracteristicas diante do atual modelo
biolégico bastante interessantes para o uso em pesquisas futuras. A altura entre os
dois materiais € um ponto bastante distinto (Fig.2.1, A), visto que apresentam habito
de crescimento diferente, MiniMax com crescimento determinado e Williams 82 com
crescimento indeterminado. A média da altura de MiniMax é 12,58 cm (p=0,004),
enquanto que para Williams 82 é de 27,67 cm (Fig.4, A). O tamanho da parte area
entre os dois modelos é bem interessante (Fig.2.1, A), em que MiniMax apresenta
arquitetura mais compacta (Fig.2.1, D) e Williams 82 apresenta estrutura arquiteténica
grande para um modelo biolégico (Fig.2.1, B). Além disso, outra caracteristica
agrondmica como diametro do caule menor € vista na diminuta MiniMax (Fig.4, B e
Fig.2.1, D), com média de 2,26 mm, enquanto que para Williams 82 (Fig.2.1 B) algo
entorno de 3,53 mm (p=0,001).

O numero médio de folhas entre MiniMax e Williams 82 (Fig.2.4, C), sao
diferentes, variando de 10 folhas para MiniMax e 16 folhas para Williams 82 (p=0,004).
Ainda, o comprimento do peciolo do modelo Williams 82 chega em média a 10,35 cm
(Fig.2.4, D e Fig.2.1, E), enquanto que MiniMax possui 4,3 cm (Fig.2.4, D e Fig.2.1,
F). Medimos também o didmetro do peciolo (Fig.2.4, E), verificamos que Williams 82
possui valor médio de 1,83 mm, e MiniMax apenas 0,7 mm. Com apenas algumas
caracteristicas morfolégicas medidas entre os dois modelos, podemos perceber a
dificuldade em conduzir um estudo mais amplo em casa de vegetagdo com Williams,
em contrapartida, a facilidade de manejo e espaco ao utilizar a soja ana Minimax
(Fig.2.1, C). A area foliar entre os dois modelos biologicos diferem bastante (Fig.2.4,

F e Fig.2.2): Williams 82 possui média de 717 cm? por planta (Fig.2.4, F), e MiniMax
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39,74 cm? por planta apenas (p=0,002), isso permite o cultivo de uma grande

quantidade de plantas MiniMax para estudos em casa de vegetacgao.

__Williams 82 MiniMax ! MiniMax

‘:“‘

Figura 2.1 Aspectos morfologicos de MiniMax e Williams 82.

A) Comparagao entre Williams 82 e Minimax. B) Aspecto morfolégico e altura de
Williams 82. C) Comparagao média entre trés individuos de MiniMax. D) Aspecto
morfoldgico e altura de MiniMax. E) Focando no peciolo de Williams 82. F) Focando
no peciolo de MiniMax. Escala: (A; B; C= 10 cm), (D= 5cm), (E= 3 cm) e (F=1 cm).
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Para os resultados de alocacédo de biomassa, o atual modelo biolégico para
soja possui valores maiores quando comparado com Minimax (Fig.2.5), a alocagao
média de biomassa nas folhas de Williams 82 (Fig.2.5, A) € 3,36 g, isso porque possui
quantidade e area foliar bastante expressiva, enquanto, que MiniMax por ter o porte
mais compacto apresenta valores menores, com a média de 0,39 g (p=0,004), também
€ justificavel, levando em considerag¢ao os dados apresentados acima para area foliar.
A massa seca do caule (Fig.2.5, C) também é diferente entre os modelos, em que
Williams 82 possui valor médio de 1,46 g e MiniMax 0,16 g (p=0,001).

Figura 2.2 Area foliar entre G. max cv. MiniMax e G. max cv. Williams 82.
A) MiniMax. B) Williams 82. Escala= 2cm.
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Também nesse sentido, a massa seca das vagens e o numero de vagens sao
maiores para Williams 82, com 1,96 g e 24,6 vagens (Fig.2.5, B), diferentemente,
MiniMax apresenta 0,60 g e 7,16 vagens (p=0,001). Todas as contribuicbes para
pesquisa com o uso de Williams 82 € indiscutivel, porém, MiniMax apresenta
caracteristicas morfolégicas melhores para se tornar o principal modelo em estudos
com soja. No entanto, apenas com alguns parametros medidos e mostrados nesse
trabalho conseguimos demonstrar as inUmeras vantagens que o potencial modelo
diminuto MiniMax poderia agregar em experimentos como soja ou leguminosas de
modo geral. Apesar de Minimax apresentar quantidade de folhas bem inferior
comparado com Williams 82, podemos dizer que € proporcional ao seu tamanho
compacto (Fig.2.1, C), além disso, o uso de MiniMax nao resultaria em dificuldade
para analises foliar, problema este encontrando, por exemplo, em Arabidospsis

thaliana, que dispde de uma quantidade de tecido vegetal muito pequena.
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Figura 2.3 Fenologia entre as plantas de soja G. max cv. MiniMax e G. max cv.
Williams 82.

Outro ponto negativo de Williams 82 como modelo € o comprimento do peciolo
(Fig.2.1, E), isso faz com que as plantas ocupem um espag¢o muito grande em bancada
de vegetagao. O porte da planta de Williams 82 nao corresponde ao aspecto esperado
para um organismo modelo, sua caracteristica mais voltada para cultivares de aptidao

agricola. Isso enfatiza a dificuldade encontrada por geneticistas ao utilizar materiais
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com porte grande e crescimento tardio em pesquisa para validacdo de genes em soja.
O uso potencial de MiniMax em estudos se justifica de modo que, o ciclo entre
geracodes entre os dois materiais modelos se deve ao habito de crescimento diferente.
Algumas avaliagdes qualitativas feitas durante o cultivo das plantas, mostram a
velocidade de transigéo entre fases vegetativas e reprodutivas, aos 30 dias de cultivo
as plantas de MiniMax ja se encontravam na fase reprodutivas, especificamente no
estadio reprodutivo R1, enquanto que o modelo Williams 82 se encontrava ainda no
estadio vegetativo, referido como V3, tendo o terceiro par de trifoliolo completamente
expandido (Fig.2.3). Para estudos da comunidade cientifica que buscam entender
caracteristicas reguladas por genes de interesse para cultura da soja, o uso de
MiniMax nesses estudos poderia acelerar novos achados, atrelado ao seu
crescimento precoce e tamanho diminuto. O gend6tipo Williams 82 possui arquitetura
grande, isso explica o tempo que as plantas demoram pra crescer, desenvolver e
realizar o enchimento das vagens em casa de vegetacéo.

A MiniMax apresenta ndo somente um crescimento acelerado, mas também a
fase de finalizagdo do estadio reprodutivo mais rapido, ou seja, o enchimento das
vagens e maturagao (secagem das vagens), comprovando uma grande quantidade
de vantagens que poderiam ser obtidas com o uso deste gendtipo como material de
estudo. As fases iniciais de germinagao entre os dois materiais ndo apresentam
diferengas, embora isso esteja mais relacionado ao crescimento por meio das
reservas oriundas da semente (Fig.2.3). Ainda, a MiniMax apds atingir cinco pares de
trifoliolo na aste principal, cessa o crescimento em altura e isso a possibilita investir
em orgaos reprodutivos (flores e vagens) mais cedo do que Williams 82 que ainda
permanece crescendo em altura, e nisso precisa de mais tempo no estadio vegetativo.
A proposta de expressao fenotipica entre os dois materiais foi elaborada para uso
diferente, MiniMax para estudos com leguminosas, enquanto que Williams
inicialmente foi desenvolvida para aptidao agricola, dado o seu porte e produtividade
por planta.

O uso de modelos biolégicos com essas caracteristicas semelhantes
encontradas em Glycine max cv. MiniMax, foram e continuam sendo muito importante
para estudos com plantas (Bishop et al., 1999; Koornneef and Meinke, 2010; Meinke
et al., 1998; Meissner et al., 1997; Pnueli et al., 2001; Yang et al., 2020). Importante
frisar, que estes dados apresentados é algo inédito até o momento, visto que quase

nenhuma informacgao para este material promissor sao relatados na literatura, muito
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menos uma comparagao com Williams 82, o atual modelo estabelecido para soja

(Schmutz et al., 2010). A quantidade de caminhos que podem ser tragados para

estudos com MiniMax sao infinitos, tendo em vista todo o seu potencial.
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Figura 2.4 Parametros morfolégicas de MiniMax e Williams 82.

(A) Altura média da planta. (B) Didmetro do caule. (C) Numero médio de folhas. (D)
Comprimento do peciolo. (E) Didmetro médio do peciolo. (F) Area foliar. (n=12),
(média + desvio padrao).
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O estabelecimento de um modelo para soja que ndo somente se conheca as
bases genéticas, mas também possua caracteristicas morfolégicas adequadas para
estudos com plantas, tendem a agregar ainda mais o futuro da soja. Além disso, o
desenvolvimento de uma populacédo de mutantes derivada um material aceito por toda
a comunidade cientifica como fonte de estudos se faz necessario, isso porque é
observado uma vasta quantidade de estudos feitos com soja, mas normalmente o uso
de diferentes acessos, isso dificulta um censo comum para melhoristas de soja e
grupos de pesquisas afins, o que difere para Arabidopsis thaliana como organismo
modelo, possuem colecdes de mutantes caracterizados e disponivel acesso para a

comunidade cientifica de plantas (Provart et al., 2016).
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Figura 2.5 Alocacao de biomassa entre MiniMax e Williams 82.

A) Massa seca das folhas. B) Numero de vagens. C) Massa seca do caule. D) Massa
seca das vagens. (n=12), (média = desvio padrao).
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Desta forma, resgatar e estabelecer MiniMax para uso em pesquisas de soja,
tem como principal ponto de partido estudos basicos como esse. O material biolégico
MiniMax relatado por (Matthews et al., 2007), apesar de ser extremamente promissor,
possui alguns problemas, um deles é o cruzamento com materiais que apresentam
habito de crescimento indeterminado, fato este visto em um dos nossos experimentos
que serao discutidos mais a frente, no entanto isto torna limitante o uso de Minimax
para cruzamento com acessos diferentes, passo muito importante para desenvolver
populagcdes segregantes, utilizadas para a identificagdo de QTLs (loci de
caracteristicas quantitativas) de interesse para cultura da soja, mas tivemos sucesso

e isso sera discutido mais adiante (Capitulo 4).

2.4 CONCLUSAO

Nossos resultados confirmam caracteristicas bastante promissoras da cv.
miniatura de soja MiniMax. Os atributos morfoldgicos, principalmente o que envolve a
estrutura compacta da planta, sera de extrema importancia para pesquisadores de
soja. A comparagao com o modelo estabelecido G. max cv. Williams 82 mostrou que
MiniMax pode ter éxito no seu estabelecimento como modelo também para cultura da
soja. O tamanho reduzido da soja MiniMax e seu crescimento rapido serao
determinantes para futuro estudos. Assim, podemos concluir que MiniMax apresenta
caracteristicas que a torna um bom modelo genético, isso inclui altura da planta
reduzida aliado a sua arquitetura compacta com diametro do caule, comprimento e

diametro do peciolo, numero de folhas e area foliar.
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CAPITULO 3: Resposta do potencial modelo biolégico MiniMax sob omissado

nitrogenada

3.1 INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merr] € uma das culturas mais importantes do mundo,
de amplo cultivo como fonte de proteina e 6leo para alimentacdo humana e animal. A
soja € uma leguminosa, pertencente a familia Fabaceae. Estudos revelaram que as
leguminosas surgiram por volta sessenta milhdes de anos atras (Lavin et al., 2005).
Os legumes sao o segundo maior grupo de culturas agricolas importantes em todo o
mundo, e em termos de area cultivada, e a soja é a quarta cultura do mundo, apenas
atras do trigo (Triticum aestivum), milho (Zea mays) e arroz (Oryza sativa) (Raza et
al., 2020). Neste sentido, a soja tem a produtividade relacionada e ao mesmo tempo
afetada pela oferta de nitrogénio durante o cultivo, sendo este o nutriente com maior
demanda pela planta (Bellaloui et al., 2015). A soja além de outras leguminosas, obtém
o nitrogénio através da fixagdo bioldégica com bactérias do solo. A associagéo
simbidtica estabelecida entre leguminosas e bactérias do tipo Bradyrhizobium ocorre
por meio dos nédulos radiculares (Karmakar et al., 2015). O processo de fixagao
biolégica do nitrogénio, resumidamente, se trata da conversao do nitrogénio molecular
atmosférico (N2) em amoénia (NHz), em seguida, pode ser assimilado organicamente e
direcionado para sintese de outros componentes organicos nitrogenados necessarios
pela planta.

Apesar da concentracdo de nitrogénio atmosférico ser bastante abundante
(Bernhard, A. 2010), pouquissimas espécies sdo capazes de fixar biologicamente o
nitrogénio, o que torna extremamente limitante o crescimento e desenvolvimento das
plantas (Aboelfadel et al., 2023). A busca de proteina é de interesse para humanos ao
longo da histéria, e o processo de fixagdo de N esta diretamente relacionado com o
teor proteico (Semba, 2016; Webb et al., 2018). Isso, em fungdo da disponibilidade
limitada do nitrogénio para produzir aminoacidos, que é assegurado pelo fornecimento
nitrogenado de origem bioldgica ou quimica (Henchion et al., 2017; Parisi et al., 2020).
As mudangas climaticas tem sido o tema de muitos estudos nas ultimas décadas, e
nao é diferente para a comunidade cientifica da soja, que busca incessantemente
reduzir o uso de fertilizantes quimicos na agricultura, muito em virtude dos custos

diretos para o cultivo da soja e os impactos causados ao meio ambiente. A
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preocupagao com este tema é relacionado principalmente ao processo de fabricagao
de fertilizantes nitrogenados pelo método de Haber-Bosch, que é responsavel pela
liberagdo de uma enorme quantidade de didxido de carbono anualmente na atmosfera
(Zhang et al., 2013).

Nos ultimos anos, a busca de entender e melhorar a fixagdo biolégica do
nitrogénio em leguminosas foi bastante explorada. Recentemente, o conhecimento da
base molecular rizobio-leguminosa tem sido bastante estudado, permitindo o
desenvolvimento de novas cepas bacterianas capazes de melhorar etapas do
processo de simbiose (Quelas et al., 2021). Existem muitos cenarios no
estabelecimento de uma eficiente cepa de rizébio para atender o mercado, isso
porque envolve multiplos fatores bidticos e abioticos (Goyal et al., 2021), além disso o
préprio modo de validagdo em uma cultivar de soja, na qual necessita de amostragens
durante o cultivo para classificar eficiéncia de nodulagdo, numero de nddulos,
quantidade de nitrogénio fixada em cada estadio da planta. Em geral, Arabidopsis
thaliana tem um uso amplo como espécie modelo, no entanto, muitos processos
biolégicos ndo ocorrem em Arabidopsis e precisa ser estudado em outras espécies.
Na busca incessante em descobrir 0s genes responsaveis pela nodulagdo em plantas
leguminosas, alguns modelos biolégicos foram submetidos a técnicas de mutagénese,
como por exemplo, Lotus japonicus, Medicago truncatula, soja e feijao comum
(Phaseolus vulgaris) (Bolon et al., 2011; Espina et al., 2018; Penmetsa and Cook,
2000; Perry et al., 2003; Szczyglowski et al., 1998).

Para estudos com soja e principalmente para leguminosas, a Glycine max cv. MiniMax,
€ um potencial modelo para estudos que abrange diferentes espécies leguminosas,
foi lancada em 2007 por (Matthews et al., 2007) com objetivo de se tornar o principal
modelo para estudos que envolve interesse buscados para soja e leguminosas de
modo geral. No entanto, poucos estudos s&o encontrados buscando evidenciar as
respostas deste modelo em condi¢gdes experimentais para omissao nutricional, bem
como o potencial de simbiose com bactérias do tipo rizobium (fixadoras de nitrogénio).
Neste sentido, neste capitulo temos como principal objetivo testar o gendtipo G. max
cv. MiniMax sob cultivo em casa de vegetacdo, com omiss&o de nitrogénio e inocular

com Bradyrhizobium elkanil para avaliar as repostas morfolégicas durante o cultivo.
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3.2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais
(20°45”S, 42°51”W). Para avaliar a reposta de Glycine max cv. MiniMax sob omissao
nitrogenada e inoculada com bactérias nodulantes do tipo Bradhyrizobium elkanil,

cultivamos as plantas em casa de vegetagao com controle de temperatura e umidade.

3.2.1 Instalagao do experimento

Para a instalacdo do experimento duas situacdes foram impostas. Primeiro, o
tratamento Controle: seis (6) vasos com capacidade de 1 L, acrescido com (solo +
substrato comercial Tropstrato HT®) na proporgao 3:1, pH do solo corrigido com 5g de
calcario dolomitico, acrescido com 5,43 g de N-P-K (04-14-08), 1 g de cloreto de
potassio e 5,43 g de superfosfato simples, para a corregao da fertilidade em cada
vaso. Segundo, o tratamento com Inoculante: seis (6) vasos com capacidade de 1 L,
acrescido com (solo + substrato comercial Tropstrato HT®) na proporgao 3:1, pH do
solo corrigido com 5g de calcario dolomitico, acrescido com 1,8 de cloreto de potassio
e 5,43g de superfosfato simples para a corregcéo da fertilidade. Em cada vaso foi
semeado trés (3) sementes por vaso, na profundidade de 1 cm. No tratamento com
inoculante turfoso, as sementes foram tratadas Bradyrhizobium elkanil (Biomax®
Premium), para melhor aderéncia as sementes foram umedecidas com solugao
agucarada, foi uniformemente espalhado sobre as sementes e semeado logo em
seguida. Apos sete dias da semeadura, selecionamos plantulas homogéneas de cada

vaso, de modo que ficasse somente uma plantula por vaso.

3.2.2 Avaliagdes morfoldgicas

Para determinar as principais diferengas morfolégicas de MiniMax sob um
ensaio basico de inoculagdo, acessamos os seguintes parametros: altura da planta,
didametro do caule, numero de folhas, comprimento da raiz, numero de vagens,
numero de sementes. Além disso, avaliamos alocagao de biomassa entre os 6rgaos:
folha, caule, raiz e sementes. Para os parametros de altura e comprimento foi utilizado
régua graduada, para o didmetro utilizou-se o paquimetro digital eletrénico (Vinwer®).
Também realizamos registro fotografico das plantas em ambiente de casa de

vegetacéo.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O gendtipo MiniMax apresentou resultados bastante interessantes, tendo em
vista que este material tem como objetivo ser utilizados em estudos com leguminosas
no futuro. Além disso, respondeu surpreendentemente a inoculacido de bactérias
fixadoras de nitrogénio (Bradyrhizobium elkanil). Em suma, podemos observar aos 55
dias de cultivo em casa de vegetagcdo um desenvolvimento da arquitetura area das
plantas com inoculantes superior ao ensaio controle (Fig.3.1), isso pode ser em fungao
do maior fornecimento de nitrogénio fixado biologicamente pelas bactérias nodulantes,
bem como a melhor eficiéncia na absorcdo de outros nutrientes. A arquitetura do
ensaio controle apesar de nao ter sido comprometida, apresentou um padrao

divergente ao ensaio com inoculante (Fig.3.1, a).

b) Controle Inoculante
Controle ‘

Inoculante C) Controle TInoculante
-

Figura 3.1 Aspectos morfolégicos de G. max cv. MiniMax sob ensaio basico

de omissao nitrogenada e inoculada com Bradyrhizobium elkanil.

A) Aspecto morfoldégico comparativo entre o ensaio controle e o inoculado. B)
Comparacao de MiniMax sob ensaio experimental. C) Imagem aproximada entre as
plantas do controle e inoculadas.
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Ao avaliarmos as caracteristicas morfolégicas, observamos que o parametro

da altura das plantas (Fig.3.2, a) nao apresentaram diferengas significativas

(p=0,173). Ainda, o numero de folhas foi bastante similar (p=0,488) entre o controle e

0 ensaio com inoculante (Fig.3.2, b), isso mostra que o padrao morfolégico do gendétipo

MiniMax nao foi afetado, mas comprometeu o desenvolvimento da area foliar, apesar

de néo ter sido feito este parametro.
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Figura 3.2 Parametros morfolégicas do genétipo MiniMax sob omissao de

nitrogénio.

A) Altura da planta. B) Numero de folhas. C) Comprimento da raiz. D) Didmetro do
caule. E) Numero de vagens. F) Numero de sementes. (n=12), (média + desvio

padrao).
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Além disso, o comprimento da raiz (Fig.3.2, c) foi o parametro com maior
diferenga no ensaio experimental (p=0,038). O mesmo padréao de desenvolvimento da
parte area discutido acima ocorreu para o sistema radicular, evidenciando uma melhor
expressao fenotipica numa situagado de bactérias nodulantes, promovendo maior
oferta nitrogenada para as plantas. O didmetro do caule (Fig.3.2, d) também
apresentou diferengas (p=0,001), mas nao tao divergentes, o controle com média de
2,33 mm e o ensaio com inoculante com 3,11 mm. O numero de vagens (Fig.3.2, e)
foi o parametro com maior incremento para o ensaio com inoculante (p=0,001), o
controle com seis vagens e o com inoculante contendo duas vezes mais vagens.
Neste sentido, o numero médio de sementes (Fig.3.2, f) foi maior para o ensaio com
melhor oferta de nitrogénio (p=0,001).

Para alocacdo de biomassa, as informacdes favorecem melhor rendimento
para o ensaio com inoculante. A massa seca das folhas (Fig.3.3, a) foi superior ao
controle (p=0,0001). A massa seca do caule (Fig.3.3, b) também teve maior
incremento (p=0,001). A massa seca acumulada no sistema radicular (Fig.3.3, c) do
ensaio com bactérias fixadoras de nitrogénio foi bastante superior ao controle
(p=0,0001), com médias de 0,56 g e 0,2 g, respectivamente. As plantas com maior
oferta nitrogenada mediada por bactérias Bradyrhizobium elkanil favoreceu maior
acumulo de massa seca (p=0,001) nas sementes (Fig.3.3, e). Avaliando o acumulo de
massa total (Fig.3.3, d) entre os ensaios, as plantas tratadas com inoculantes
obtiveram o dobro em relagdo ao controle (p=0,0002). Apesar de alguns parametros
nao terem sido abordados neste ensaio experimental, entre eles a arquitetura do
sistema radicular, numero de ndédulos e anatomia foliar e radicular, podem ser
estudados em outros estudos com este gendtipo ando. Os estudos com omisséo
nutricional, principalmente em relagao ao nitrogénio ja foi bastante explorado em
plantas leguminosas. No entanto, pouquissimos estudos foram realizados com este
potencial modelo para estudos com leguminosas, assim, estes resultados basicos sao
evidéncias da importancia que MiniMax pode favorecer em estudos cientificos para
plantas.

Este é o primeiro relato do uso de G. max cv. MiniMax (P1643148) sob um
ensaio experimental de omissao nitrogenada e tratada com bactérias nodulantes
(Bradyrhizobium elkanil), além disso, demonstrou sob condi¢cdes de cultivo grande
facilidade para distinguir e classificar as principais diferengas morfolégicas. Estas

caracteristicas que MiniMax em especial apresenta, € de fundamental aplicabilidade
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para estudos desta natureza, isso porque a classificacdo da eficiéncia de diferentes

cepas nodulantes necessita de amostras durante o ciclo da planta, para poder

determinar quais se destacam para o mercado. A facilidade de cultivo, manipulacéo e

pouco espacgo sao qualidades que MiniMax possui frente a outros gendétipos de ciclo

longo e porte grande.
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Figura 3.3 Particio de massa seca entre os diferentes 6rgaos de G. max cv.
MiniMax sob omissdo nitrogenada e tratadas com bactérias nodulantes
(Bradyrhizobium elkanil).
A) Massa seca das folhas. B) Massa seca do caule. C) Massa seca da raiz. D) Massa
seca total. E) Massa seca das sementes. (n=12), (média + desvio padrao).
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Ao acessarmos os parametros anatomicos entre o tecido foliar dos ensaios
controle e inoculado, observamos incrementos superiores e significativos nao tao
evidentes quando avaliado somente os parametros morfolégicos. Em suma, a
espessura total da folha e a espessura do mesofilo apresentaram diferencas
estatisticas (Figura 3.3, A, E).
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Figura 3.4 Parametros anatomicos do tecido foliar de G. max cv. MiniMax sob
omissao nitrogenada.

A) Comparacéao anatdmica das folhas entre os ensaios. B) Espessura total da folha.
C) Espessura da epiderme adaxial. D) Espessura da epiderme abaxial. E) Espessura
do mesofilo. F) Espessura do parénquima pali¢adico. (n=8), (média * desvio padréo).
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Outros parametros foliares como espessura da epiderme adaxial e abaxial ndo
apresentaram variagdes discrepantes entre si (Figura 3.3, C, D). Ainda, sem
apresentar diferenga estatistica, observamos maior investimento em parénquima
palicadico. O parénquima paligadico € o tecido que apresenta maiores conteudo de
pigmento fotossintético na folha, isso explica o maior incremento de biomassa nas
plantas e sementes do ensaio com inoculante. Com tudo, o ensaio controle nao
apresentou uma desorganizagao celular, mas afetou o desenvolvimento das folhas,
principalmente nos tecidos anatémicos de grande importancia para a planta como um
todo, estes incluem o parénquima paligadico e mesofilo.

Os cortes transversais do caule entre o controle e o inoculante ndo mostraram
diferencas entre si (Figura 3.4). Para o tratamento controle, o Unico parametro que
apresentou maior incremento (p=0,726) anatébmico caulinar foi para espessura do
cortex (Figura 3.4, C). Os demais parametros, espessura epidérmica e da area
xilematica (Figura 3.4, B, E) ndao apresentaram diferencas (p=0,906 e 0,797,
respectivamente). Este ensaio experimental mostra que o impacto da pouca ou
nenhuma disponibilidade nitrogenada no solo de cultivo, impacta ligeiramente
modificagdes caulinares, a modo que possa comprometer o desenvolvimento das
plantas de MiniMax, diferentemente observado para as folhas.

Na anatomia de raizes das plantas de MiniMax, quando acessado as medi¢des
dos tecidos anatdbmicos, observamos diferencas para ambas (Figura 3.5, B, C, D). A
imagem dos cortes de ambos os ensaios (controle e inoculante), foi possivel visualizar
diferengas estruturais das raizes (Figura 3.5, A). A pouca disponibilidade nitrogenada
para as plantas de MiniMax demonstra ter comprometido o crescimento e
desenvolvimento, justificado pelo comprimento radicular e biomassa nas raizes
(Figura 3.2, C e Figura 3.3, C). A espessura da epiderme (p=0,0276) teve maior
incremento para as plantas inoculadas (Figura 3.6, B), bem como a espessura do
cortex (Figura 3.6, C) com médias de (59,472 ym e 274,83 pm), respectivamente. O
tecido cortical bem desenvolvido nas plantas inoculadas demonstra a eficiéncia das
bactérias fixadoras de nitrogénio nas plantas leguminosas, principalmente a diminuta
MiniMax, como potencial material de estudo para interagdes com rizobactérias. O
cilindro vascular apresentou maior grau de desenvolvimento (Figura 3.4, A e D)

quando comparado com o controle (p=0,007).
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Figura 3.5 Parametros anatémicos do tecido caulinar de G. max cv. MiniMax sob

omissao nitrogenada.

A) Corte transversal do caule. B) Espessura epidérmica do caule. C) Espessura do
cortex. D) Espessura da area floematica. E) Espessura da area xilematica. (n=8),

(média £ desvio padrao).
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Neste bioensaio com MiniMax, apresentamos pela primeira vez caracteristicas
anatdmicas de MiniMax atribuidas a um estudo de omissao nitrogenada. Todas essas
informacdes serdo de extrema importancia para correlacionar estudos mais
complexos, na busca de entender mecanismos de interagcdo entre planta e
rizobactérias, tendo em vista que, tem se interessado bastante ndo somente a
comunidade da soja bem como de leguminosas de modo geral em entender e
selecionar bactérias mais eficientes para caracteristicas edafoclimaticas de cada
regido. A MiniMax como potencial modelo para estudo de soja, pode ser utilizada para
mapear cepas bacterianas ndo somente as fixadoras de nitrogénio, mas também as

chamadas bactérias promotoras de crescimento.
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Figura 3.6 Aspectos anatomicos da raiz de G. max cv. MiniMax sob omisséo
nitrogenada e inoculada com Rizobactérias.

A) Corte transversal da raiz de MiniMax. B) Espessura epidérmica da raiz. C)
Espessura do cortex. D) Espessura do cilindro vascular. (n=8), (média + desvio
padréo).
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Diante das novas perspectivas para a biotecnologia de cepas nodulantes em
plantas leguminosas, para determinar a eficiéncia de uma cepa estudada a
amostragem é crucial, assim plantas com o cultivo e monitoramento que facilitam a
manipulagéo, seja em casa de vegetacdo ou em campo serdo muito importantes para
nova era cientifica das leguminosas, além do entusiasmo para implementagdo do

processo de fixagao bioldgica do nitrogénio em plantas ndo-leguminosas.

3.4 CONCLUSAO

O gendtipo MiniMax mostrou ser bastante eficiente sob ensaio de omissao
nitrogenada e tratadas com inoculante apresentado neste capitulo. Em geral, as
plantas de MiniMax com inoculantes obteve maior incremento no crescimento e
desenvolvimento da parte area tal qual na parte radicular, evidenciando uma eficiente
simbiose para fixagdo de nitrogénio. Isto foi observado também nas variaveis de
alocacdo de biomassa. Ainda neste sentido, podemos concluir que MiniMax é
potencialmente eficiente em estudos desta natureza, bem como, pode ser muito
importante para estudos futuros com leguminosas. Nossos resultados mostram que
MiniMax é uma cultivar miniatura de soja e demonstra todas as caracteristicas

esperadas para uma planta leguminosa.
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CAPITULO 4: Desenvolvimento de uma populacdo endogamica consanguinea

derivada do cruzamento entre cv. MiniMax e cv. Williams 82

4.1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max [L.] Merr.) € uma importante cultura alimentar e oleaginosa
no mundo, e fonte de proteina vegetal de maior expressédo (Nadeem et al., 2021). Por
tanto, o desenvolvimento da industria da soja tem impulsionado a procura de cultivares
mais eficientes. O mercado da soja busca boas variedades com pré-requisitos
importantes como alto rendimento. A soja possui muitas caracteristicas agronémicas
que sao responsaveis pelo rendimento e qualidade, isso € alvo muito explorado pelos
melhoristas de plantas (Reinprecht et al., 2006). O surgimento de selegéo assistida
por marcadores moleculares e do mapeamento de QTLs (loci de caracteristicas
quantitativas) permitem a obtengao de resultados mais rapidos e precisos (Hasan et
al., 2021). O pool genético fornece aos melhoristas bases genéticas importantes na
piramidacao de caracteristicas agronémicas buscadas em plantas, e no futuro préximo
serdo possiveis manipulacdées com maior eficacia e precisao através de técnicas de
edicao génica.

As populagdes de linhagens endogamicas recombinantes (RILs) sdo materiais
genéticos importantes para pesquisa, que permitem estudar caracteristicas
complexas, incluindo a caracterizagdo de recursos genéticos importantes para o
melhoramento de culturas (Schuster e Cruz., 2004). Diversos tipos de populacdes
podem ser utilizados para o mapeamento genético de plantas, variando de acordo
com o interesse do pesquisador. Entre os principais tipos de populagdes para
mapeamento genético podemos citar: retrocruzamento, F2, RILs, NILs e duplo-
hapléides. Em geral, essas populagdes destinadas a cultura da soja visam investigar
a base genética de diversas caracteristicas agronémicas como, por exemplo, tempo
de florescimento, tempo de maturidade, periodo reprodutivo, altura da planta, teor de
proteina e 6leo da semente, tamanho da semente (Mansur et al., 1996). Cada RIL é
uma populagao de linhagem endogamica recombinante, derivada de uma unica planta
F2, desta forma a variabilidade existente na populacao F2 é representada nas RILs.

Para obtencdo das RILs, derivadas de uma populacdo F> produzida pelo
cruzamento de dois materiais de interesse, seguida de autofecundagédo da F1, sé&o

realizados eventos de autofecundagao (6-8 eventos), a partir de plantas individuais



79

em cada geragao, de modo a obter um elevado grau de homozigose (Schuster e Cruz.,
2004). Ao longo da histdria, a soja sofreu uma forte selecéo para caracteristicas de
interesse humano, isso gerou uma perda da diversidade genética nas principais
cultivares atuais. No entanto, muitos desses genes conferem a planta de soja maior
tolerancia a fatores bidticos e abidticos, e identificar e caracterizar esses genes tem
sido bastante explorado nas ultimas duas décadas. Muitos genes que controlam
fungdes nas plantas de modo geral foram investigados em organismos modelos, como
a Arabidopsis, mas esse conhecimento nem sempre ¢é facil de extrapolar para outras
culturas como a soja, que possui aptidao agricola e base genética maior.

A transformacgéo genética da soja tem sido implementada ha mais de duas
décadas, no entanto, o processo continua sendo lento e ineficiente, razao pela qual a
validacdo funcional de alguns genes foi realizada em Arabidopsis em vez de soja
(Zhang et al., 2022). A complexidade diferencial entre o pequeno genoma de
Arabidopsis (~125 MB) para o genoma de soja (~1,15 GB), sequenciado
completamente somente em 2010 (Schmutz et al., 2010), impulsionou uma crescente
nos estudos gendémicos e selegdo de genes de interesse para soja. A soja cv. Williams
82, escolhida como alvo para o sequenciamento do genoma, se tornou o principal
modelo biologico para estudos com a soja. Ainda, mesmo antes do primeiro genoma
de soja sequenciado, surge uma grande aposta para se tornar um bom modelo
biolégico para estudos com soja, a cultivar miniatura de soja MiniMax, que possui
tamanho compacto, curto tempo entre geragdes e boa prolificidade (Matthews et al.,
2007). Desde o seu langcamento, MiniMax nao foi explorada, apesar de todo o seu
potencial promissor.

Populagdes endogamicas recombinantes (RILs), podem ajudar a compreender
a base genéticas de muitos QTLs de interesse para a soja, e assim, o uso de Williams
82 e MiniMax como parentais podem ser fundamentais para estes achados. Desta
forma, neste capitulo descrevemos os primeiros passos de cruzamentos entre os dois
materiais (Williams 82 e MiniMax) para obter uma populagéo F», e seguir avangando
para outras populagbes futuras por autofecundacdo, e assim, a partir de uma
populagdo com maior homozigose poder estudar caracteristicas agrondmicas para

soja.
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4.2. Uso e aplicagdes de linhagens endogamicas recombinantes (RILs) em soja

O desenvolvimento de populagbes bi-parentais que carregam alelos
contrastantes do fundo entre o pais sdo importantes para o melhoramento genético, e
busca-se identificar e selecionar fontes de variabilidade genética com potencial para
extrair linhagens promissoras. No entanto, inicialmente se torna extremamente
complicado mapear os loci de interesse, em meio a segregacgao de heterose, assim é
necessario que se avance em niveis maior de homozigose por autofecundacao para
facilitar o mapeamento molecular dos genes segregados. Entre as varias formas de
melhoramento genético convencional, as que se tem maior destaque e eficiéncia sao
por selecao pedigree e descendéncia de semente Unica (SSD). A selegao pedigree é
um meétodo bastante trabalhoso e que depende da selec¢ao visual pela aparéncia de
cada geragao. O método por SSD é o mais preferido para atingir alta homozigosidade
em menos tempo.

Algumas caracteristicas sao atribuidas ao uso de linhagens consanguineas
(RILs) para mapeamento de QTLs em relagdo aos tradicionais retrocruzamentos e
populagdes F», incluem maior numero de alelos, populagdo com variabilidade genética
segregante, maior resolu¢gao de mapeamento e um menor tempo de pesquisa (Zhang
and Gai, 2009). Portanto, esta claro que a mineragao de novos genes utilizando essas
linhagens é algo bastante garantido e preciso. Varios sdo os estudos que utilizam RILs
para estreitar regides que contenham genes inerentes alguma caracteristica
agronomicamente interessante.

Por exemplo, um estudo feito por Ouyang et al. (2022), com o objetivo de fazer
uma mineragao dos principais QTLs envolvidos na resisténcia a seca em soja, fizeram
um mapa genético de ligagéo a partir de 162 populacdes de linhagens endogémicas
recombinantes, com um distancia total 2737,51 cM e 923.420 marcadores SNP, além
disso, dentro dessa regido os autores levantaram 9 genes candidatos que podem
estar envolvidos na tolerancia a seca em soja. Estudos como esse permitem mapear
de uma forma precisa a localizagao de regides génicas codificantes de uma resposta
de interesse agrondmico. Para a confirmacao de locus de caracteristica quantitativa
(QTLs), populacdes consanguineas sao utilizadas para confirmacao (Gillenwater et
al., 2022). Neste trabalho, os autores utilizaram duas RILs (Pop201 e Pop202) que
sao consistentemente diferentes para teores de proteinas e 6leo nas sementes, e

testaram a estabilidade destes QTLs conhecidos em diferentes condicbes de
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crescimento, isso € util para produgao de linhagens estaveis em maior teor de dleo e
proteina independente da condigao de cultivo.

Um refinamento no constituinte de sementes é bastante explorado, muito
embora as vezes se destaca mais para teores de 6leo e proteina, porém, acucares
(sacarose, rafinose, estaquiose, galactose, frutose, ramnose e amido) é alvo de
melhoramento genético, em fungao da importancia alimentar humana e animal. Assim,
estudos que utilizam linhagens consanguineas biparentais para mapeamento de QTLs
que estdo envolvidos com sintese agucares em semente de soja € uma pratica
bastante aplicada (Knizia et al., 2021).

Alguns estudos utilizando RILs buscam elucidar bases genéticas relacionada a
caracteristicas morfolégicas que ainda sado inexploradas por melhoristas de plantas. A
heterofilia € a presenca de diferentes formatos e tamanhos em folhas, inclusive de
soja e segue pouco esclarecida (Chen et al., 2022). Mecanismos vegetais
relacionados a uma maior tolerdncia sob condicbes de déficit hidrico podem ser
melhor explicadas ou entendidas usando RILs para mapear QTLs que regulam a
transpiracdo limitada (TRim), isso tem uma grande aplicagdo impacto grande na
construgcao de cultivares que tenham o rendimento menos comprometido sob seca
(Sarkar et al., 2022). Além disso, outras caracteristicas especificas tem sido buscada
para acessos de plantas, principalmente no que se refere ao armazenamento. A
produtividade da soja no mundo todo € drasticamente reduzida antes mesmo de
germinar, isso porque ao longo do tempo de armazenamento ocorre uma perda das
enzimas antioxidantes (SOD; POD e CAT) que sao responsaveis pela homeostase
contra espécies reativas de oxigénio, assim, populac¢des RlLs tem sido utilizados para
mapear QTLs que sdo fundamentais para mitigar tal efeito, que possui um impacto
econdmico com grande magnitude (Jiamtae et al., 2023).

Caracteristicas estruturais como por exemplo, a dureza na semente de soja é
pouco explorada e sua base genética ainda ndo esta clara. Um trabalho de (Ren et
al., 2024) explorou analises genéticas e relatou quatro genes (Glyma.02G307000;
Glyma.02G31300; Glyma.02G311400; Glyma.02G311800), que estdo intimamente
envolvidos com a dureza das sementes de soja, através de um mapeamento fino
utilizando RILs, em que os parentais continham caracteristicas estruturais de

sementes bastante enrijecidas e outra com textura menos enrijecida.
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Algumas abordagens com uso de RILs sdo pouco vistas, por exemplo, o
desenvolvimento de linhagens que tenham diferentes ciclos, € muito raramente que
sejam anas. Nosso grupo de pesquisa, conseguiu superar as dificuldades em obter
cruzamentos de um doador de ciclo longo (Williams 82) para um receptor (MiniMax)
de ciclo curto, além de toda a sua estrutura ser pequena, inclusive as flores. Produzir
populagdes segregantes com essas caracteristicas totalmente distintas, abre infinitas
possibilidades para a piramidagao de genes (QTLs) que controlam diversas estruturas
da planta de uma forma isolada. A utilizacdo de uma RILs oriunda do fundo de MiniMax
e Williams 82, nos permitira uma selecdo de loci que sdo pouco elucidados na

literatura, incluem florescimento, controle da arquitetura e constituintes na semente.

4.3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado na Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais
(20°45”S, 42°51”W). As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo, em vasos
com capacidade de 2L, acrescido com solo + substrato comercial Tropstrato HT® na
proporgao 3:1, pH do solo corrigido com 5g de calcario dolomitico, acrescido com 5,43
g de N-P-K (04-14-08), 1 g de cloreto de potassio e 5,43 g de superfosfato simples,
para a correcao da fertilidade em cada vaso. Airrigagao e o controle de doengas foram
realizados de acordo com a necessidade. Para criagdo de uma populagao
endogamica recombinantes (RILs) realizamos cruzamentos entre Williams 82 e

MiniMax, descrito com maior detalhe abaixo.

4.3.1 Desenvolvimento populacional

Do cruzamento reciproco entre MiniMax (P1643148) e Williams 82, que foram
denominadas como MW e WM, respectivamente. Foram obtidas 18 linhagens MW e
34 linhagens WM. As linhagens foram confirmadas para polimorfismo entre os
parentais utilizando um marcador microssatélite (BARCSOYSSR _01_1648), com as
seguintes sequéncias de primers, foward 5 ACCCACCGTGATCATGAAG 3’ e reverse 5’
CGGTTAAACAAGGAGGGTGA 3'. Os detalhes sobre a confirmagao de polimorfismo

estdo detalhados na imagem do gel de poliacrilamida (Figura 3).



83

4.3.2 Extracao de DNA e PCR

Folhas trifolioladas totalmente expandidas de 55 plantas F2 e duas plantas
parentais foram colocadas em tubos de 2 ml e congeladas imediatamente usando
nitrogénio liquido. As folhas moidas até um pé fino usando TissuelLyzer Il (Qiagen,
Valencia, CA, EUA). O DNA gendmico foi extraido de 100 mg de material moido
usando o DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). A qualidade e a concentracdo do DNA
gendmico foram determinadas usando o espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).

4.3.3 Instalagdo do experimento e cruzamento

Para realizar os cruzamentos os dois materiais com ciclos diferentes, foi
necessario realizar um escalonamento para coincidir o florescimento de MiniMax com
Williams 82. Em seguida, sera detalhado em duas etapas e respectivos procedimentos
para o cruzamento.

Etapa 1: Durante duas semanas e diariamente foram semeadas sementes de
Minimax, duas por vaso, num total de dois vasos por dia. Apds isso, foi semeado da
mesma forma em conjunto com sementes de Wiliams 82. Esse plantio teve
continuidade até se ter uma quantidade de plantas de ambas as cultivares suficiente
para realizar todos os cruzamentos.

Etapa 2: Os cruzamentos foram feitos em novembro de 2023 no momento mais
quente do dia (10:30 a 12:00 horas). Esta etapa consistiu de uma sequéncia de trés
procedimentos.

Procedimento 1: As flores selecionadas para receber pdlen do doador se
encontravam fechadas, para garantir que ndo houvesse autofecundacgao, em seguida,
estas flores passaram pelo processo de emasculagao, com o auxilio de uma pinga de
ponta fina retirou-se as sépalas, pétalas e os filetes contendo os graos de pdlen da
flor selecionada, deixando exposto apenas o aparelho reprodutor feminino para em
seqguida ser fertilizada.

Procedimento 2: Na planta doadora, as flores escolhidas foram aquelas com as
sépalas abertas, porém as pétalas fechadas, para garantir que nao tivesse havido
autofecundagdo na flor doadora e que os graos de polen se encontrassem
conservados nas anteras, com o auxilio da pinca foi destacado este botéo floral.

Procedimento 3: Foi feita a transferéncia de pélen de uma planta para outra de forma
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reciproca, ou seja, utilizando MiniMax e Williams 82 como parentais masculinos e
femininos. Assim, com o auxilio de uma pinga foi fixada a flor doadora, em seguida,
friccionada com a flor que se encontra apenas as pecas florais femininas, de modo
que houvesse a hibridagao entre as plantas. Posteriormente, as flores que receberam
polen foram marcadas com fitilhos coloridos, de modo a facilitar a selecao e coleta
das vagens contendo as sementes oriundas do cruzamento. Mais adiante, estas
sementes serao plantadas para autofecundacao da geracédo F1 de modo a obter uma

populacao segregante Fo.

4.4 RESULTADOS E PERSPECTIVAS

O objetivo de obter uma populagdo F> oriunda do cruzamento (MiniMax x
Williams 82) e (Williams 82 x MiniMax) teve éxito. As manipulagdes para o
escalonamento entre os dois materiais com ciclos diferentes foram eficientes. As
plantas de MiniMax possuem inumeras vantagens para sua utilizagdo em bioensaios,
no entanto, existe uma grande dificuldade em realizar cruzamentos com outros
materiais de soja, isso porque o tamanho reduzido das suas flores diminui as taxas de
pegamento (Fig.4.1, b; d), fazendo necessaria bastante pratica na manipulagéo dos
orgaos reprodutivos da planta. Este possivelmente € um problema que pretendemos
resolver no futuro, existindo a possibilidade de selecionar plantas de porte pequeno
com flores grandes. Os cruzamentos foram feitos entre ambos os materiais (Fig.4.1,
e; g), o principal problema encontrado foi a quantidade de flores disponiveis para
retirada de polen de MiniMax em comparacdo com Williams 82 que oferece um
numero maior de flores. Sem duvidas o éxito nesta etapa para o desenvolvimento de
RILS sera determinante nas proximas etapas de autofecundacao.

No momento da elaborag¢ao desta dissertagcao obtemos sementes da populacéo
F1 (Fig. 4.2). Importante ressaltar, que o uso de MiniMax para estudos dessa natureza
€ inédito, e podemos concluir que MiniMax pode ser utilizada por melhoristas em
técnicas convencionais como essa no melhoramento vegetal de soja. As bases
genéticas do nanismo poderdo ser desvendadas pelo estudo da populacdo F1
(Fig.4.2). Essa populagdo e as linhagens dela derivada serdo também muito
importantes no futuro para a descoberta de QTLs que controlam a altura das plantas.

Além disso, como a autofecundagao nas proximas fases de RILs pode expressar



85

fenotipicamente novas caracteristicas agronémicas, evidenciando essas duas
cultivares como um excelente pool genético em novas descobertas para a cultura da

soja.
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Figura 4.1 Imagens do cruzamento entre os genétipos G. max cv. MiniMax e
G. max cv. Williams 82 para criagao de populagao segregante.

A) Visao geral das plantas em escalonamento. B) Emasculagéo nas flores de MiniMax.
C) Evidenciando a formagao de vagem em MiniMax apds receber grao de pélen de
Williams 82. D) Emasculacéo em flores de Williams 82. E) G. max cv. MiniMax. F)
Aglomerado de botdes florais fechados de MiniMax. G) G. max cv. Williams 82.

O cruzamento Williams 82 x MiniMax vai oferecer um avanco muito acelerado
nas proximas populagdes (Fz, F3, F4 e Fs) (Fig.4.2), isso é algo muito buscado pelos
melhoristas de soja, que encontram dificuldades em métodos de melhoramento como

este. No avancgo das préximas etapas futuras sera mais perceptivel o impacto da
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cultura MiniMax em relagdo a Willams 82 como modelo biolégico para o

melhoramento da soja.

Cruzamento reciproco
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Figura 4.2 Representagcdo esquematica do método SSD para avan¢o nas
populagdoes oriundas do cruzamento reciproco entre G. max cv. MiniMax e G.
max cv. Williams 82.

Na confirmagdo de individuos heterozigotos através dos marcadores
microssatélites (SSR), verificamos 54 plantas altamente polimérficas em contraste
com os parentais (Figura 4.3.3). AF2 confirmada para polimorfismo pode ser avangada
pelo método de selegao (SSD) de modo a aumentar a endogamia e homozigose. Para
avancgar cada vez mais rapido até a RlLs (apartir da Fs) serdo cultivadas apenas uma
semente de cada individuo em bandejas do tipo do tubete. Na populagdo Fs é
esperado uma meédia de heterose (6,25%). Isso vai permitir fazer mapeamento de
QTLs que foram segregados e fixado no fundo genético dessa populagéo imortal.

Além disso, o desenvolvimento de uma populagao imortal de forma reciproca,

carregando o fundo genético entre os dois materiais utilizados (Williams 82 e
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MiniMax), isso € uma 6tima estratégia para construgdo de mapas de ligagao, e arraste

de alelos (loci) entre os possiveis cromossomos que venha se fixar.

Populacdo WM mmmm
Populacdo MW S

“Yg“““l’&iﬁp. = Urrrr
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o "q‘%,.‘¢<;,-.,.~.. ‘ g d 5
AN FRRARERRLL 1r
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Figura 4.3 Varredura de individuos polimoérficos entre os parentais utilizando
marcador microssatélite. Siglas com letra de cor (preta) se referem aos individuos
oriundos do cruzamento entre Williams 82 (doador) e MiniMax (receptor). Siglas de
cor (azul) se referem aos individuos oriundos do cruzamento entre MiniMax (doador)
e Williams 82 (receptor). Siglas de cor (vermelha) se refere ao material homozigoto.

Com base nos fendtipos que sdo expressos, esperamos refinar bases
genéticas que controlam arquitetura da planta, rendimento de sementes, precocidade
e genes relacionados a tolerdncia a estresses bidticos abioticos. Além disso,
esperamos a partir destas linhagens contendo fundo contrastante entender melhor
base genética do nanismo, algo pouco elucidado na literatura. Em suma, esperamos
no futuro estabelecer a populacéo imortal para identificacdo de genes a partir destas
linhagens que estdo em avango. Ainda, surge novas perspectivas de aumentar e
refinar ferramentas moleculares para uso no gendétipo MiniMax, afim de conferir a
importancia deste material pouco explorado para a pesquisa com leguminosas de

modo geral.
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4.5 CONCLUSAO

A cultivar MiniMax foi eficiente em cruzamento com plantas de ciclos de vida
diferente. Ainda, obtivemos com sucesso populagdes F2 de ambos os cruzamentos
para prosseguir na criagao linhagens endogamicas recombinantes. Nossos resultados
vao permitir a identificagao de caracteristicas agronémicas de interesse para a cultura
da soja, por meio do mapeamento genético nas populagdes futuras. Além disso,
trazemos aqui o relato inédito do potencial modelo biolégico G. max cv. MiniMax usado
em técnicas de melhoramento vegetal. Importante ressaltar, que ainda existem
algumas dificuldades para realizar cruzamentos com genétipos de ciclo longo, mas
demonstrou ser passivel de corrigir. Isso sdo evidencias importancias da versatilidade
do uso de MiniMax em estudos experimentais de extrema relevancia para a cultura da

soja.
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