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RESUMO

SOUSA, Teresinha de Jesus Feitosa de, Dsc. Universidade Federal de Vigosa,
Outubro de 2023. Desenvolvimento de soja alto oleico no Brasil. Orientador:
Maximiller Dal-Bianco Lamas Costa. Coorientador: Cleberson Ribeiro.

A soja € a principal oleaginosa cultivada no mundo e é valorizada tanto pelo seu
conteudo de proteina, quanto de 6leo. O melhoramento da qualidade do 6leo de
soja para alto teor de acido oleico tem sido realizado para atender a industria
alimenticia, mas com principal demanda na industria do biodiesel. Neste sentido,
a tese visa demonstrar alternativas para o desenvolvimento de soja alto oleico
no Brasil, assim como investigar a expressdo de genes em soja alto oleico e
convencional, quando infectadas com o nematoide Pratylenchus brachyurus. No
primeiro capitulo foram desenvolvidos e validados ensaios de genotipagem
CAPS e Tagman, para identificar e discriminar alelos mutantes de GmFAD2-1A
e GmFAD2-1B, onde a partir desses ensaios, foi possivel identificar alto teor de
acido oleico em genotipos de soja, permitindo a melhoria da composicéo do 6leo
através da selecdo assistida por marcadores e o desenvolvimento eficiente de
variedades de soja com alto teor de &cido oleico. O segundo capitulo mostra o
desenvolvimento de programas de retrocruzamentos assistidos por marcadores
(RAM), como um método eficiente para a incorporacdo de novos alelos em
cultivares de soja, visando a producéo de soja com alto teor de &cido oleico. E
no terceiro capitulo foi feita uma investigacao da expressdo dos genes OPR3,
JAR1, ETR, ATAF1, HS1PRO1, CHS e RD20-A em cultivares TMG4182 e
TMG4182A0 gque possui alto teor de oleico, nos tempos 1, 5 e 10 dias apos
inoculacdo com o nematoide P. brachyurus. Onde foi observado que de forma
geral, as plantas alto oleico apresentaram maior variagdo na expressao dos
genes analisados, em comparacdo com a planta convencional, e uma vez que a
cultivar TMG4182 € moderadamente resistente ao nematoide P. brachyurus,
estudos futuros seriam interessantes para investigar se a caracteristica alto teor

de oleico, pode ter influenciado nos niveis de resisténcia ao nematoide.

Palavras-chave: Soja; Alto oleico; Nematoides.



ABSTRACT

SOUSA, Teresinha de Jesus Feitosa de, Dsc. Federal University of Vigosa,
October 2023. Development of high oleic soybeans in Brazil. Advisor:
Maximiller Dal-Bianco Lamas Costa. Co-supervisor: Cleberson Ribeiro.

Soy is the main oilseed grown in the world and is valued both for its protein and
oil content. The improvement of the quality of soybean oil to high oleic acid
content has been carried out to serve the food industry, but with main demand in
the biodiesel industry. In this sense, the thesis aims to demonstrate alternatives
for the development of high oleic soybeans in Brazil, as well as to investigate the
expression of genes in high oleic and conventional soybeans, when infected with
the nematode Pratylenchus brachyurus. In the first chapter, CAPS and Tagman
genotyping assays were developed and validated, to identify and discriminate
mutant alleles of GmFAD2-1A and GmFAD2-1B, where from these assays, it was
possible to identify high oleic acid content in soybean genotypes, allowing the
improving oil composition through marker-assisted selection and efficient
development of high-oleic soybean varieties. The second chapter shows the
development of marker-assisted backcrossing (RAM) programs as an efficient
method for incorporating new alleles into soybean cultivars, aiming to produce
soybeans with high oleic acid content. And in the third chapter, an investigation
was carried out on the expression of the genes OPR3, JAR1, ETR, ATAF1,
HS1PRO1, CHS and RD20-A in cultivars TMG4182 and TMG4182A0, which
have a high oleic content, at times 1, 5 and 10 days after inoculation with the
nematode P. brachyurus. Where it was observed that in general, high oleic plants
showed greater variation in the expression of the genes analyzed, compared to
the conventional plant, and since the cultivar TMG4182 is moderately resistant to
the nematode P. brachyurus, future studies would be interesting to investigate if
the characteristic is high in oleic content, it may have influenced the levels of

resistance to the nematode.

Keywords: Soy; High oleic; Nematode.
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INTRODUCAO GERAL

A soja (Glycine max L.Merril) € a mais importante leguminosa cultivada no
mundo, e destaca-se como a principal commodities agricola brasileira, sendo o
Brasil atualmente o maior produtor e exportador mundial. O sucesso da cultura
da soja é atribuido principalmente aos altos teores de 6leo e proteina (PATIL et
al., 2018). O ¢6leo de soja é rico em acidos graxos poli-insaturados, e essa
composicdo confere ao Oleo alta suscetibilidade a degradacéo oxidativa, o que
pode levar a rancificacdo do 6leo, fenébmeno responsavel por alterar seu sabor e
odor, diminuindo sua aceitacdo e tempo de armazenamento (SANTOS et al.,
2013; WANG et al., 2014; DO et al., 2019).

Por outro lado, altos niveis de &cido graxos monoinsaturados séo
desejaveis, principalmente para aplicacfes industriais, devido ao aumento da
estabilidade oxidativa e prazo de validade do 6leo (MAHESHWARI;
KOVALCHUK 2016; WOYANN et al., 2019). Além disso, um 0Oleo de soja com
altos niveis de acido oleico pode ajudar a minimizar varios problemas de saude
(BHARDWAJ et al., 2011; SALES-CAMPOS et al., 2013).

Os genes das dessaturases tém sido alvos no melhoramento de soja para
alto teor de &cido oleico, onde FAD2-1A e FAD2-1B desempenham um papel
importante no controle dos niveis deste acido graxo (HAUN et al.,, 2014). A
combinacado das mutagcdes presentes nestes dois genes tem permitido produzir
Oleo de soja com niveis de &cido oleico superiores a 80% (PHAM et al., 2010,
2011).

O melhoramento de soja alto oleico, tem sido importante para atender as
diferentes demandas do mercado da soja, com destaque especial para a
industria do biodiesel, principalmente no Brasil, visto que o 6leo de soja é a
principal matéria-prima, e no ano de 2023 houve um aumento de 10% para 12%
na adi¢ao de biodiesel no diesel, com previsdo de ampliacdo para os proximos
anos.

Plantas de soja com alto teor de acido oleico, possui niveis reduzidos dos
acidos linoleico e linolénico. Sendo que o acido linolénico desempenha um
importante papel na sintese de acido jasmonico, um horménio fundamental na
defesa das plantas (WEBER, 2002; BALLARE, 2014). Além disso, ainda n&o se


https://link.springer.com/article/10.1007/s10528-021-10135-x#ref-CR29
https://link.springer.com/article/10.1007/s10528-021-10135-x#ref-CR57
https://link.springer.com/article/10.1007/s11032-020-01168-y#ref-CR3
https://link.springer.com/article/10.1007/s11032-020-01168-y#ref-CR30
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sabe se a presenca da caracteristica alto oleico afeta os mecanismos de defesa
da planta e a resisténcia a nematoides.

Para a cultura da soja no Brasil, um dos nematoides mas relevantes € o
Pratylenchus brachyurus, causadores das lesbes radiculares (KAYANI et al.,
2017). Os principais sintomas observados por esses invasores sdo a diminuicédo
no volume do sistema radicular, acelerando a decomposi¢cdo dos tecidos, e
levando a uma ineficiéncia das funcdes de absorgéo e transporte de nutrientes
e agua (FERRAZ; BROWN, 2016). Diversas medidas de protecdo podem ser
adotadas, com o objetivo de reduzir os danos causados pelos parasitas. Entre
as estratégias utilizadas estéo o controle biolégico, quimico, rotacao de culturas,
variedades resistentes e a solarizagdo (FERRAZ et al., 2010).

Diante do exposto, esse estudo teve como objetivo desenvolver
variedades de soja alto oleico no Brasil. A tese foi dividida em trés capitulos: o
primeiro capitulo € um artigo submetido a revista Molecular Breeding, mostrando
o desenvolvimento de novos ensaios de genotipagem para identificar alto teor
de &cido oleico em soja; o segundo capitulo aborda o desenvolvimento de
programas de retrocruzamentos assistidos por marcadores (RAM), visando
desenvolver soja alto oleico e o terceiro capitulo consiste na investigacdo da
expressao de genes em raizes de soja alto oleico e convencional, infectadas com

o0 nematoide Pratylenchus brachyurus.
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CAPITULO 1

Development of new genotyping assays for high oleic acid in soybeans

Abstract

Soybean is the primary oilseed globally, serving as a significant raw
material in the production of soy-based foods and biodiesel. The quality of
soybean oil hinges on its fatty acid composition, and a high oleic acid content is
particularly desirable for its enhanced stability and prevention of undesirable
compound formation. Mutated alleles within the GmFAD2-1A and GmFAD2-1B
genes contribute to elevated oleic acid levels, and molecular markers have
proven successful in enhancing soybean oil quality. However, challenges have
emerged in implementing these assays, underscoring the need for the
development of efficient and accessible genotyping assays for any soybean
breeding program. In this study, we successfully developed and validated CAPS
and Tagman genotyping assays to identify and discriminate mutant alleles of
FAD2-1A (source PI603452) and FAD2-1B (source PI283327). This
advancement allows for the improvement of soybean oil composition through
Marker-assisted selection in any laboratory and paves the way for the efficient
development of soybean varieties with high oleic acid content.

Keywords: Oleic acid; oxidative stability; Marker-assisted selection.
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1.1. Introduction

Soybean (Glycine max L. Merrill) stands as the predominant oilseed
globally, with its seeds containing approximately 20% lipids, 40% proteins, and
around 30% carbohydrates. Its remarkable versatility renders it a compelling raw
material in the food and feed industries. As such, soybean not only fulfills the
nutritional requirements of both humans and animals but also assumes a crucial
role in the chemical and health-related sectors (SONG et al., 2023).

The quality of soybean oil, including its physical-chemical properties such
as melting point and oxidative stability, is determined by the composition of its
fatty acids (FEHR, 2007). Typically, soybean oil exhibits a fatty acid profile
comprising 13% palmitic acid (16:0), 4% stearic acid (18:0), 20% oleic acid (18:1),
55% linoleic acid (18:2), and 8% linolenic acid (18:3) (PHAM et al., 2010;
GOETTEL et al., 2014; SILVA et al., 2018; ZHANG et al., 2018)

High levels of polyunsaturated fatty acids (PUFAS) are associated with a
reduction in oxidative stability, attributed to the susceptibility of the double bonds
in the carbon chains to oxidative attack. This susceptibility, in turn, influences the
overall quality of the oil and the formation of compounds that can alter the taste
and odor of food products derived from soybean (PHAM et al., 2012; WANG et
al., 2014). Similarly, biodiesel produced from soybean oil with elevated levels of
PUFAs tends to undergo oxidation, directly impacting properties such as cetane
number, cold flow, viscosity, lubricity, and heat of combustion (SANTOS et al.,
2013). The higher content of monounsaturated fatty acids in soybean seeds
makes soybean oil more competitive compared to other oils, such as canola and
olive oil (DO et al., 2019). This, coupled with its suitability as a raw material for
biodiesel production, further enhances the versatility of soybean oil.

In the food industry, chemical hydrogenation has been extensively
employed to reduce polyunsaturated fatty acids (PUFAS). However, this process
results in the formation of trans isomers of fatty acids. The consumption of these
compounds has been linked to elevated cholesterol levels, heart disease, and
type 2 diabetes (SILVA et al., 2018). Nevertheless, through conventional
breeding and genetic engineering, it has become possible to cultivate soybean
varieties with reduced levels of PUFAs, thereby improving oxidative stability
without resorting to chemical hydrogenation (FEHR, 2007; PHAM et al., 2014;
WARNER; FEHR 2008).



18

The biosynthesis of polyunsaturated fatty acids in soybean seeds involves
the enzymes fatty acid desaturases (FAD). Specifically, the enzyme A12-
desaturase 2 (FAD2) catalyzes the conversion of oleic acid into linoleic acid
(OKULEY et al., 1994; SCHLUETER et al., 2007). Within the soybean genome,
there are seven FAD2 homologs that have diverged into two groups in the
phylogenetic tree, comprising two FAD2-1s and five FAD2-2s (LAKHSSASSI et
al., 2021). Of particular significance are two microsomal desaturases, FAD2-1A
and FAD2-1B, which play a crucial role in controlling the level of oleic acid due to
their high expression during seed development (DO et al., 2019). Consequently,
the focus of most breeding programs has been on combining mutant alleles of
FAD2-1A and FAD2-1B to yield oil with elevated levels of monounsaturated fatty
acids.

Molecular markers have proven to be instrumental across various domains
of plant breeding, enhancing the selection of individuals of interest and mitigating
the need for intensive phenotyping efforts. A range of molecular markers,
including random amplified DNA polymorphism (RAPD), simple sequence
repeats (SSR), characterized sequence amplified regions (SCAR), cleaved
amplified polymorphic sequences (CAPS/dCAPS), diversity array technology
(DArT), and SNP genotyping assays such as Tagman and KASP (Kompetitive
Allele Specific PCR), have found successful application in molecular plant
breeding over recent decades (PATIL et al., 2017).

Therefore, a spectrum of technologies exists, ranging from the most robust
to the simplest, each with its own set of advantages and disadvantages. The
choice between them depends on the study's objectives, available infrastructure,
financial resources for investment, the presence of appropriately trained human
resources, and the level of knowledge regarding the molecular genetics of the
studied species. In light of these considerations, the present study tested and
developed genotyping assays for identifying high oleic acid content in soybean

genotypes.
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1.2. Material and Methods
1.2.1. Plant Material and DNA extraction

The materials used were developed by the Soybean Quality Traits
Breeding Program (PMQS-UFV). The mutations in FAD2-1A and FAD2-1B genes
originate from accessions P1603452 and P1283327, respectively. The mutation
present in P1603452 consists of the deletion of an adenosine in position 544/545
in an exon region of the FAD2-1A gene, and the mutation in PI1283327 consists
of a missense mutation (C>G) in position 410 of the coding region of the FAD2-
1B gene (PHAM et al., 2010; 2011). The crossing between these two accessions
gave rise to PLO4, which has around 80% oleic acid and was used as an allele
donor. Materials resulting from crosses between PL0O4 and different soybean
genotypes with superior agronomic characteristics (UFVS-MB1, SUPREMA,
UFVS77C10, UFVS-MB2) were used to validate the markers for high oleic acid
content.

Leaf samples were collected individually and stored in a -80° freezer.
Genomic DNA was extracted following the methodology proposed by King et al.
(2014). DNA concentration was determined wusing the NanoDrop
spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE) and quality was

checked by 0.8% agarose gel electrophoresis.

1.2.2. Genotyping using KASP

KASP genotyping assays developed by Patil et al. (2017), for high oleic
acid content, were used to detect SNPs present in FAD2-1A (Glymal0g42470)
and FAD2-1B (Glyma20G24530). The assays were performed with a reaction
system that included 2.5 uL of genomic DNA (20 ng/uL), 2.5uL of 2x Master Mix
and 0.07uL of the primer mix. The PCR condition for the KASP assay was 1 cycle
of 94°C for 15 minutes, 10 cycles of 94°C for 20 seconds, with a gradient of 61-
55°C, decreasing 0.6°C every 60 seconds, 30 cycles of 94°C for 20 seconds and
55°C for 60 seconds, and a cycle of 37°C for 60 seconds. The experiment was
conducted on the Real Time PCR 7500 Systems equipment (Applied

Biosciences) and the genotypes were identified using Software 7500 version 2.3.
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1.2.3. Genotyping using CAPS

The CAPS (cleaved amplified sequences) assay consists of a two-step
method, in which DNA is first amplified by PCR and then the PCR products are
digested with restriction enzymes. This assay was performed only for genotyping
the SNP present in the FAD2-1B gene. The primers used for PCR were designed
based on the gene sequence (Glyma20G24530), available in the SoyBase
database (USDA). The set of primers were: forward GCCTCTCTCAAGGGTTCC;
reverse GACCATCACATATCTGCAGC. The restriction enzyme used in the assay
was defined using the IndCaps tool

(http://indcaps.kieber.cloudapps.unc.edu/results).

PCR was conducted in a 15.0 uL reaction system, consisting of 6.0 uL of
DEPC water, 2.0 uL of DNA, 1.5 pL of 10X buffer, 0.9 uL of MgCl (50 mM), 1.5
of dNTPs (2.5 mM), 1.0 L of the forward and reverse primer mix at 10 Mm, and
0.1 yL of Tag DNA polymerase. DNA amplification was performed in a
thermocycler using the following conditions: DNA was denatured at 94°C for 3
minutes, followed by 40 cycles of denaturation at 94°C for 30 seconds, annealing
at 60°C for 30 seconds, and elongation by 72°C for 1 minute. Finally, the products
pass through a temperature gradient of 72°C for 10 minutes until reaching a final
temperature of 4°C.

The PCR products were digested for 2 hours by the BsmFI enzyme, in a
20 uL reaction, containing 2.0 pL of 10x buffer, 1.5 pL of PCR product, 0.6 uL of
50X SAM buffer, 0.5 pL of restriction enzyme and 15.4 yL of DEPC water. The
digestion products were separated on a 1.2% agarose gel and visualized under

ultraviolet light.

1.2.4. Development Tagman assay

Tagman primers and probes were designed using Primer Express 3.0.1
software to detect mutant SNPs in the FAD2-1A and FAD2-1B genes using
sequences obtained from the SoyBase (USDA) database. Each assay features
a pair of primers and two probes containing SNPs labeled with VIC and FAM
dyes. For the FAD2-1A gene, the following primers and probes were used:
forward CAAAGTTGCATGGTTTTCCAAGTA, reverse
ACCCTATTGTGACGAGAA; probel/VIC CCTCTAGGATGGGCT; probe2/FAM


http://indcaps.kieber.cloudapps.unc.edu/results
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TCTAGGAAGGGCTGTTT, for the FAD2-1B gene: forward
GGCGTGGGTGATTGCT,; reverse GCGGCGATGGCTTATTTTC; probel/VIC
CACTTTTAGTCCGTTATT,; probe2/FAM TAGTCCCTTATTTCTC.

PCRs were conducted in a reaction system containing 4.75 uL of DNA
(10ng/uL), 5 pL of Tagman Genotyping Master Mix (Thermo Fisher Scientific) and
0.25 pL of the assay mix (final concentration of 900nM for each primer and 200nM
for each probe). PCR conditions for TagMan marker assays were as follows:
95°C for 10 minutes, 60 cycles at 95°C for 20 seconds, and 63°C for 1 minute.

Genotypes were identified using Software 7500 version 2.3.

1.2.5. Phenotyping

Fatty acids from the materials used to validate the assays were extracted
using the following method: 1 mL of hexane was added to 15 mg of soybean seed
powder, mixed with N2 and stored at 4 °C for 16 h. The hexane solution was
collected in another tube and evaporated. Then, 0.4 mL of 1M sodium methoxide
was added to the tube, shaken, and incubated at 30°C for 1 h. Then 1 mL of
DEPC water and 1 mL of hexane were added, shaken and incubated at room
temperature for 1 h. Finally, 0.75 mL of the organic phase was collected, added
to anhydrous sodium sulfate to remove moisture and transferred to a test tube.
Fatty acid composition was performed by gas chromatography using Model GC-
2010 Plus (Shimadzu). The results were presented as the relative percentage of

each fatty acid class in the total oil fraction extracted for each sample.

1.3. Results and Discussion

The development of materials with high oleic acid content is already a
reality in the American market, while in Brazil, no such varieties are yet available
to producers. These materials would prove valuable across various sectors of
soybean farming, with particular demand in the biodiesel industry. To address
this need, our research group has been introducing these alleles into our
germplasm using High Resolution Melting (HRM) markers over the years.

However, the identification of individuals is not always flawless due to the
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limitations of the technique, necessitating reliance on phenotyping for
confirmation.

To expedite the introgression of mutated alleles into our germplasm, we
initially tested KASP markers reported in the literature (Patil et al., 2017). We
selected mutant, heterozygous, and wild-type individuals from our germplasm
bank for the FAD2-1A and FAD2-1B alleles as a standard to assess the KASP
marker developed by Patil et al. (2017). The genotyping of materials for the
FAD2-1A gene resulted in the formation of three distinct groups (Figure 1a),
showcasing clear discrimination of individuals for the specific SNP. However, in
the KASP assay for the FAD2-1B gene, the separation of individuals proved to
be imprecise, and distinguishing heterozygotes from mutated individuals was not

possible (Figure 1b).

Allelic Discrimination Plot
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Figure 1. KASP genotyping assay for the SNP of the FAD2-1A gene (a) and FAD2-
1B (b). The x-axis represents the fluorescence data for the mutant alleles, while the y-
axis represents the fluorescence data for the wild-type alleles. MUT — mutant
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homozygous genotypes; HET — heterozygous genotypes; WT — wild-type
homozygous genotypes (in the KASP assay for the FAD2-1B gene it was not possible
to distinguish the heterozygous genotypes from the mutant genotypes).

In Patil et al. (2017) certain KASP assays encountered challenges in
separating heterozygous and mutated individuals, which they addressed by
optimizing the reaction with additional thermal cycles. Despite our attempts to
modify the number of thermal cycles, we did not achieve the same result, as a
clear separation of heterozygous individuals from mutated ones could not be
observed. It's noteworthy that one of the primary challenges in our HRM
diagnoses was precisely the inaccuracy in differentiating alleles of the FAD2-1B
gene (SILVA, 2017). Despite this obstacle, the KASP assay demonstrated
efficiency in genotyping individuals for the FAD2-1A gene, with a precise
separation of wild-type, heterozygous, and mutant individuals (Figure 1a).

To address the genotyping challenges associated with the SNP in the
FAD2-1B gene, we developed a CAPS marker—a simple and efficient alternative
based on PCR followed by restriction enzyme digestion. The designed set of
primers for the FAD2-1B gene successfully amplified a 761bp fragment. In
mutated genotypes, a cut site for the BsmFI enzyme is present, resulting in two
fragments of 398bp and 363bp. Conversely, non-mutated genotypes exhibit two
cut sites, yielding three fragments of 363bp, 320bp, and 78bp. The latter
fragment, being very small, is not visualized in the gel. Heterozygous individuals,
on the other hand, display three fragments—398bp, 363bp, and 320bp—as
depicted in Figure 2.

Figure 2. CAPS assay developed for the SNP present in the FAD2-1B gene. The
individuals P1283327 (mutant - GG), P1603452 (wild-type - CC) and B61-F1-45 (heterozygous -
CG) were used as controls. The mutant genotypes showed fragments of 398bp and 363bp, the
wild-type showed fragments of 78bp (not visible on the gel), 320bp and 363bp and the
heterozygous showed fragments of 398bp, 363bp and 320bp.
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CAPS markers were successfully developed for the SNP present in the
FAD2-1B gene, and the electrophoretic profile in agarose gel allowed a clear
differentiation between wild-type, mutant, and heterozygous materials. Several
studies have also demonstrated the efficacy of the CAPS assay for marker-
assisted selection in various crops (KUSHANOV et al., 2016; LESTARI; KOH,
2013; WANG et al., 2017). While many new SNP genotyping assays rely on
sophisticated detection methods requiring expensive instruments, the CAPS
assay stands out for its simplicity. The digestion of PCR products and subsequent
separation of fragments in agarose gel is an approach that can be easily executed
in any laboratory equipped with basic molecular tools, yielding accurate and clear
results. Thus, CAPS emerges as an effective tool for both molecular genetic
studies and plant breeding.

We also developed a Tagman assay to provide a quick and efficient
method for genotyping SNPs. The test was conducted to identify mutations in
both the FAD2-1A and FAD2-1B genes, using the same materials employed in
the KASP and CAPS assays. The Tagman assay demonstrated robustness in
discriminating individuals for the SNPs in both genes (Figure 3). We observed the
formation of three distinct groups comprising mutant, heterozygous, and wild-type
individuals for both genes. The results obtained through the Tagman assay
showed perfect alignment with those of the KASP and CAPS assays,
underscoring its efficiency.

The Tagman methodology has found application in other studies
associating SNPs with fatty acid levels in soybeans (BACHLEDA et al., 2016;
PHAM et al., 2014; SILVA et al., 2018), establishing itself as a robust tool for

groups engaged in large-scale genotyping.
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Allelic Discrimination Plot
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Figure 3. Tagman genotyping assay for FAD2-1A (a) and FAD2-1B (b) genes. The X-axis
represents fluorescence data for wild-type alleles, while the Y-axis represents fluorescence
data for mutant alleles. MUT — mutant homozygous genotypes; HET — heterozygous
genotypes; WT — wild-type homozygous genotypes.

To validate these marker assays, we conducted an association analysis of
oleic acid content using material genotyped for mutations in the FAD2-1A and
FAD2-1B genes (Table 1). Individuals with wild-type alleles for both genes
exhibited oleic acid levels ranging from 23.28% to 37.74%, values consistent with
oleic acid levels in conventional soybean varieties. Those heterozygous for one
of the alleles displayed intermediate oleic acid content. Notably, individuals with
combined FAD2-1A and FAD2-1B mutations demonstrated high oleic acid levels,
exceeding 85%. Similar oleic acid content has been reported in previous studies
employing a combination of these mutations (HOSHINO et al., 2010; PHAM et
al.,, 2010; 2012). The results presented here validate the efficiency of the
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developed assays, demonstrating their utility and reliability in genotyping

soybean varieties for high oleic acid content. This inclusivity ensures the efficient

development of soybean varieties with elevated oleic acid content without

phenotyping procedures and errors identifying FAD2-1B allele.

Table 1. Fatty acid profile and genotyping of materials using KASP, CAPS and Tagman assays.

PHENOTYPING KASP CAPS Tagman
MATERIALS PAALgI';'C STAE;E'C iLCE”'DC UT;DEIC LINZ);EDNIC FAD2-1A | FAD2-1B | FAD2-1B* | FAD2-1A | FAD2-1B

UFVS77C10 8,71% 3,27% | 37,74% | 46,57% 3,71% WT WT WT WT WT

UFVS-MB 11,73% 3,9% 23,28% | 55,99% 5,08% WT WT WT WT WT
6003 7919 6,94% 2,57% | 85,95% 2,31% 2,23% M H/M M M M
6007 7461 6,72% 3,01% 85,89% 2,31% 2,05% M H/M M M M
6007 7464 6,15% 2,81% 86,62% 2,23% 2,19% M H/M M M M
6008 6468 6,45% 2,84% | 86,07% 2,39% 2,25% M H/M M M M
6009 62103 6,6% 2,67% 86,74% 1,96% 2,04% M H/M M M M
UFVSMB1-1 6,76% 2,64% 86,11% 2,15% 2,35% M H/M M M M
UFVSMB1-2 8,9% 3,32% 50,15% | 32,17% 5,46% M H/IM H M H
UFVSMB1-6 6,25% 3,29% 87,13% 1,99% 1,35% M H/M M M M
UFVSMB1-7 8,44% 3,6% 42,15% | 40,17% 5,64% M H/M H M H

WT: wild-type; M: mutant; H: heterozygous
* CAPS assay developed specifically for the SNP present in the FAD2-1B gene.

Supplementary material

Primer F - GCCTCTCTCAAGGGTTCC
Primer R - GACCATCACATATCTGCAGC

}

Sequences of primers Forward and Reverse
for the FAD2-1B gene.

Wild-type - ACCGTTCACTCAGCACTTTTAGTCCCTTATTTCTCATGGAAAATAAGCCAT
Mutant - ACCGTTCACTCAGCACTTTTAGTCCGTTATTTCTCATGGAAAATAAGCCAT

GTCCC Nyg+

CAGGG N4 (BsmF restriction site)

Sequences of forward and reverse primers for the FAD2-1B gene, and BsmFI enzyme restriction

site.
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CAPITULO 2

Desenvolvimento de soja alto oleico por meio de retrocruzamentos
assistidos

2.1. INTRODUCAO

A soja € a principal oleaginosa cultivada no mundo e € valorizada tanto
pelo seu contetado de proteina quanto de 6leo. O 6leo de soja € amplamente
utilizado na industria alimenticia, assim como na producéo de biodiesel. Existem
cinco acidos graxos comuns no 0Oleo de soja, incluindo aproximadamente 13%
de acido palmitico (16:0), 4% de &cido esteéarico (18:0), 20% de acido oleico
(18:1), 55% de &cido linoleico (18:2) e 8% acido linolénico (18:3) (PHAM et al.,
2010; SONG et al., 2023). A concentracao relativamente alta dos acidos linoleico
e linolénico causa instabilidade oxidativa, influenciando na qualidade do 6leo de
soja e nos alimentos processados derivados da soja. Como forma de reduzir
esses &cidos graxos poli-insaturados, o 6leo de soja € parcialmente
hidrogenado, porém este processo aumenta significativamente a formacéo de
gorduras trans que causa sérios problemas de saude (DO et al., 2019). Além
disso, na producéo do biodiesel a baixa estabilidade do 6leo, afeta 0 nUmero de
cetano, limitando diretamente seu uso como biocombustivel (MURAD et al.,
2014). Portanto, o 6leo de soja com alto teor de acido oleico e baixo teor de
linoleico e linoleico é desejado porque os acidos graxos monoinsaturados nao
apenas proporcionam maior estabilidade oxidativa, mas também eliminam a
necessidade de producdo de gordura trans. Neste sentido, o melhoramento
genético da soja para aumentar o teor de acido oleico e reduzir os &cidos graxos
poli-insaturados é uma alternativa interessante para produzir 6leo de soja com
maior estabilidade oxidativa e qualidade nutricional.

A enzima A12-dessaturase 2 (FAD2) catalisa a conversao de acido oleico
em acido linoleico (OKULEY et al.,1994; SCHLUETER et al., 2007). A perda da
func@o enzimatica reduz quantidades relativas de &cidos linoleico e linolénico
simultaneamente com maior acumulo de acido oleico (DO et al., 2019). Durante
o desenvolvimento da semente, dois genes que codificam FAD2-1A e FAD2-1B
Sao os principais responsaveis pela transformacdo do acido oleico em &acido
linoleico e a combinacdo de mutacdes presentes nestes genes é o fator chave
para aumentar o teor de acido oleico em sementes de soja (NAN et al., 2020).

Pham et al. (2010) caracterizaram uma mutacao (C>G) no acesso P1283327 na
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posicdo 410 da regido codificante do gene FAD2-1B, resultando na troca de um
residuo de prolina por outro de arginina. Posteriormente, Pham et al. (2011)
identificaram uma delecdo de uma adenosina na posi¢ao 545/546 numa regiao
de exdn do gene FAD2-1A do acesso PI1603452 levando a um stop cédon
prematuro, apos 191 aminoacidos. A combinacdo destas duas mutacoes
produziu sementes de soja com niveis de acido oleico variando entre 83,9% e
86,4% em média, em um experimento avaliado em dois ambientes (PHAM et al.,
2011).

O meétodo de retrocruzamento é muito utilizado em programas de
melhoramento com o objetivo de transferir um ou poucos alelos de interesse de
um dos genitores (doador) para o genitor recorrente, que geralmente é uma
cultivar elite e apoOs sucessivas geracfes de retrocruzamentos é possivel
desenvolver uma nova planta semelhante ao genitor recorrente na maioria das
caracteristicas, mas portando o fenotipo melhorado para a caracteristica alvo
(BOREM et al. 2017). Além disso, o uso concomitante de marcadores
moleculares pode abreviar o numero de geracBes de retrocruzamentos,
acelerando o processo de introgressao dos genes de interesse (TANKSLEY et
al., 1989). Portanto, o uso de retrocruzamentos assistidos por marcadores (RAM)
para a introgressao de muta¢des que controlam os niveis de acidos graxos em
soja, € uma estratégia promissora para produzir cultivares de soja com
caracteristicas que atendam a diferentes demandas do mercado. Neste sentido,
o0 objetivo deste trabalho foi iniciar programas de retrocruzamentos assistidos por
marcadores para o desenvolvimento de cultivares de soja com alto teor de acido

oleico.

2.2. MATERIAL E METODOS
2.2.1. MATERIAL GENETICO E EXTRACAO DE DNA

Os materiais utilizados como doadores séo resultantes de programas de
retrocruzamentos desenvolvidos anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa
para alto teor de acido oleico. Estes materiais sdo provenientes do cruzamento
entre PLO4 que foi originada dos acessos P1603452 e PI1283327 (alto teor de
oleico), com diferentes variedades de soja com caracteristicas de interesse
(TMG4182, CS303TNKCA). Os gendtipos provenientes do cruzamento entre
PLO4 e TMG4182, foram nomeados como UFVSTAO, e os provenientes de PL04
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e CS3030TNKCA, nomeados como CS-AO. A fenotipagem destes materiais
mostrou niveis superiores a 85% de &cido oleico.

Para o novo programa de retrocruzamento foram utilizados como
genitores recorrentes o materiais UFVS77C10 e UFVS-MB. A variedade
UFVS77C10 é uma variedade registrada resultado do melhoramento ao longo
dos anos pelo programa de melhoramento da qualidade da soja -
PMQS/BIOAGRO/UFV e tem como principal caracteristica ciclo precoce,
auséncia de gene transgénico e alta produtividade no estado de Mato Grosso.
Ja alinhagem UFV-MB ainda estd em desenvolvimento pelo programa, mas com
alto potencial produtivo, maior teor de proteinas e resisténcia a nematoides.

Amostras foliares foram coletadas individualmente e armazenadas em
freezer -80°. O DNA gendmico foi extraido seguindo a metodologia proposta por
King et al. (2014). A concentracdo de DNA foi determinada por meio do
espectrofotometro NanoDrop (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE) e a
qualidade verificada por eletroforese em gel de agarose a 0,8%.

2.2.2. GENOTIPAGEM DOS MATERIAIS

A genotipagem dos materiais foi realizada por meio do ensaio Tagman.

Para o gene FAD2-1A foram utilizados os seguintes primers e sondas: forward

CAAAGTTGCATGGTTTTCCAAGTA; reverse ACCCTATTGTGACGAGAA;
Sondal/VIC CCTCTAGGATGGGCT,; Sonda2/FAM TCTAGGAAGGGCTGTTT, para o
gene FAD2-1B: forward GGCGTGGGTGATTGCT; reverse

GCGGCGATGGCTTATTTTC,; Sondal/VIC CACTTTTAGTCCGTTATT; Sonda 2/FAM
TAGTCCCTTATTTCTC. As PCRs foram conduzidas num sistema de reacao,
contendo 4,75 pyL de DNA (10ng/uL), 5 uL de Tagman Genotyping Master Mix
(Thermo Fisher Scientific) e 0,25 yL do mix de ensaio (concentracao final de
900nM para cada primer e 200nM para cada sonda). As condi¢des de PCR para
ensaios de marcadores TagMan foram as seguintes: 95 °C por 10 minutos, 60
ciclos a 95°C por 20 segundos e 63°C por 1 minuto. Os gendtipos foram

identificados utilizando o Software 7500 versdo 2.3.
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2.23. PROGRAMA DE RETROCRUZAMENTOS ASSISTIDO POR
MARCADORES

Os cruzamentos iniciais e retrocruzamentos foram realizados em casa de
vegetacdo e as semeaduras para o genitor recorrente foram escalonadas para
conseguir o maximo de coincidéncia de florescimento para os dois genitores. Os
plantios foram realizados em vasos com solo adubado e foram plantadas trés
sementes para cada variedade do genitor recorrente, em um periodo minimo de
trés semanas. Apdés uma semana do primeiro plantio, os genitores doadores
foram plantados em vasos contendo duas sementes cada. Foram desenvolvidos
dois programas de retrocruzamentos, um para cada variedade a ser melhorada,

conforme mostra a figura 1.

A | CS-AO | x|  uFvs77C10 B) | UFVSTAO | x | UFVS-MB
. .
4 4
RC2 RC2
i)l 4

| UFVS77C10 com alto oleico | | UFVS-MB com alto oleico |

Figura 1. A) Esquema do programa de retrocruzamento assistido para a variedade
UFVS77C10, CS-AO: planta doadora de alelos para alto oleico (derivados da PL0O4 e
CS303TNKCA); B) Esquema do programa de retrocruzamento para a variedade UFVS-MB.
Planta UFVSTAQ: planta doadora de alelos para alto oleico (derivados da PL04 e TMG4182).

Para estimar o nUmero de cruzamentos necessarios em cada programa
de retrocruzamentos, foi utilizada a seguinte formula:
C=1-(1-p)™n

onde c é a certeza de se encontrar pelo menos uma planta contendo o genétipo
de interesse, considerando o numero de plantas avaliadas; p € a probabilidade

de uma planta conter o gendétipo desejado e n é o nUmero de plantas avaliadas.
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Estabelecendo um valor de certeza (c), € possivel, aplicando logaritmo,
determinar o nimero minimo de plantas a serem avaliadas para encontrar o valor
de certeza, dada a probabilidade de se encontrar o genétipo desejado em um
cruzamento (SILVA, 2017).

Os cruzamentos foram realizados conforme descrito por Borém et al.
(2009) e as flores polinizadas foram etiquetadas para indicagao de cada um dos
cruzamentos. Posteriormente, as vagens resultantes foram colhidas
separadamente daquelas geradas por autofecundacdo. Para a execucao do
primeiro ciclo de retrocruzamentos, o esquema de plantio foi realizado conforme
descrito acima e plantas F1 originadas foram genotipadas por meio do ensaio
Tagman, com o objetivo de confirmar os cruzamentos e a presenca dos alelos
de interesse. As plantas F1 que se mostraram heterozigotas paras os alelos
presentes nos genes FAD2-1A e FAD2-1B foram selecionadas para a realizacao
da primeira geragcdo de retrocruzamentos (RC1) e as demais plantas foram
descartadas. Este processo foi repetido para todas as geracdoes de

retrocruzamentos.

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em programas de retrocruzamentos € importante avaliar o numero de
plantas geradas em cada ciclo, pois a quantidade vai afetar diretamente a
eficiéncia e velocidade do programa. Quanto maior o nimero de plantas, maior
sera a chance de encontrar individuos com os genes de interesse. Neste sentido,
utilizamos uma férmula para determinar o nimero necessario de plantas geradas
em um cruzamento, para se ter 90% ou 95% de certeza de ser encontrada ao
menos uma planta contendo alelos favoraveis para todos genes envolvidos no
programa de retrocruzamentos. Como 0S nNOSSOS programas de
retrocruzamentos envolve dois genes (FAD2-1A e FAD2-1B), a cada geracao
sdo necessarias nove plantas por cruzamento para se ter 90% de certeza que
pelo menos uma delas seja heterozigota, e onze plantas para se obter 95% de
certeza.

Em um cruzamento, o individuo F1 apresenta 50% do genoma de cada
genitor, e a proporcdo de genes do genitor doador € reduzida a metade apos

cada geracdo de retrocruzamentos (BOREM et al. 2017). Sendo assim, apds a
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geracdo RC1, espera-se que uma planta possua 25% de genoma doador, e
consequentemente 75% do genoma recorrente. Seguindo este raciocinio
espera-se 87,5% do genoma recorrente em plantas da geracédo RC2, 93,75% na
geracdo RC3 e 96,875% na geracdo RC4, e assim por diante. Song et al. (2014)
realizaram cruzamentos entre a linha doadora RiB e a cultivar chinesa DN47 com
0 objetivo de desenvolver variedades de soja com auséncia da subunidade a da
B-conglicinina, e com apenas duas geracoes de retrocruzamentos foi possivel
obter uma média de 90,58% de recuperacdo do genitor recorrente. Em um
estudo com o intuito de desenvolver variedades de soja sem o inibidor de tripsina
Kunitz, foi observado plantas com 98,92% de recuperagéo do genoma do genitor
recorrente, com duas geracdes de retrocruzamentos, sendo um valor superior
ao teoricamente esperado (87,25%) (MARANNA et al., 2016). De forma
semelhante, Rawal et al. (2020) com apenas dois ciclos de retrocruzamento
obtiveram genotipos de soja sem lipoxigenase 2, e exibiram conteddo de genoma
parental recorrente na faixa de 97,66 — 98,66%. A vista disso, optamos pela
realizacdo de duas geracdes de retrocruzamentos para a conducao de nossos
programas de RAM.

Os programas de retrocruzamentos para as variedades UFVS77C10 e
UFVS-MB ja foram avancadas até a geracdo RC1. Os materiais foram
genotipados (Tabela 1) e aqueles que se apresentaram heterozigotos para
ambos o0s genes, foram selecionados para o préximo de ciclo de
retrocruzamentos. Os cruzamentos para a geracao RC2 foram realizados em
novembro de 2023, e tém previsdo de colheita para fevereiro e marco de 2024.

Retrocruzamentos assistidos por marcadores tem sido uma estratégia
eficiente no melhoramento de plantas, pois permite a introgressdao de um ou
poucos alelos de interesse em cultivares superiores e tem sido utilizado com
sucesso no melhoramento de soja (MARANNA et al., 2016; RAWAL et al., 2020;
SONG et al, 2014). Neste trabalho foram iniciados programas de
retrocruzamentos assistidos por marcadores para introgredir a caracteristica alto
oleico em diferente variedades de soja. O desenvolvimento de cultivares de soja
alto oleico é de grande importancia para produzir 6leo de soja com maior
estabilidade oxidativa e qualidade nutricional, possibilitando atender as

diferentes demandas do mercado.
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Tabela 1. Genotipagem dos materiais provenientes dos programas de retrocruzamentos com
UFVS77C10 e UFVS-MB, para os genes FAD2-1A e FAD2-1B.

MATERIAIS (UFVS77C10) GENOTIPAGEM MATERIAIS (UFVS-MB)  GENOTIPAGEM

FAD2-1A FAD2-1B

FAD2-1A FAD2-1B

RC1-UFVS-52.12.1 35
RC1-UFVS-52.12.1 36
RC1-UFVS-52.12.1 37
RC1-UFVS-52.12.1 38
RC1-UFVS-52.12.1 39
RC1-UFVS-52.12.1 40
RC1-UFVS-52.12.1 41
RC1-UFVS-52.12.1 42
RC1-UFVS-52.12.1 43
RC1-UFVS-52.12.1 44
RC1-UFVS-52.12.1 45
RC1-UFVS-52.12.1 46
RC1-UFVS-01-147.1 26
RC1-UFVS-01-147.2 29
RC1-UFVS-01-147.2 30
RC1-UFVS-01-147.2 31
RC1-UFVS-01-147.2 32

S S
H S
H S
H S
H S
S S
H S
H S
S S
H S
S S
H S
H H
H S
H H
H S
H S

RC1-B61-201.11
RC1-B61-201.18
RC1-B61-201.21
RC1-B61-201.23
RC1-B61-201.31
RC1-B61-202.12
RC1-B61-202.13
RC1-B61-202.16
RC1-B61-202.19
RC1-B61-202.27
RC1-B61-202.34
RC1-B61-202.35
RC1-B61-202.38

S H
H H
H H
H H
S S
S S
H H
S H
H H
H H
H H
H H
S S

M: mutado, H: heterozigoto e S: selvagem.

2.4. CONCLUSAO
O programa de retrocruzamentos assistidos por marcadores é um método

eficiente para a incorporagéo de novos alelos em cultivares de soja, visando a

producdo de soja com alto teor de &cido oleico.

2.5. PERSPECTIVAS
e Realizar novas geracdes de retrocruzamentos para as cultivares
UFVS77C10 e UFVS-MB, visando alcancar a geracdo RC2;
e Produzir as geragdes RC2F2 e identificar as linhagens homozigotas para
as mutacoes introgredidas;
e Avaliar as linhagens em ensaios de campo para identificar aquelas mais

promissoras para serem langadas novas cultivares;
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CAPITULO 3

Investigacdo da expressdo de genes em raizes de soja alto oleico e

convencional infectadas com o nematoide Pratylenchus brachyurus

3.1. INTRODUCAO

O Oleo de soja (Glycine max (L) Merr) é um dos produtos
economicamente mais importantes da soja. Composto por cinco acidos graxos:
acido palmitico (16:0), &cido esteérico (18:0), acido oleico (18:1), &cido linoléico
(18:2) e acido linolénico (18:3). A porcentagem desses cinco acidos graxos no
Oleo de soja € em média 10%, 4%, 20%, 55% e 10%, respectivamente (SONG
et al., 2023). Este perfil de acidos graxos resulta em baixa estabilidade oxidativa
que limita o uso do Oleo de soja em produtos alimenticios e aplicacdes
industriais. A degradacdo oxidativa do 6leo de soja resulta no processo de
rancificacdo, ocasionando sabores estranhos em produtos alimenticios e no
acumulo de materiais viscosos no biodiesel derivado de soja que obstrui os filtros
de 6leo (CANAKCI et al., 1999). A instabilidade oxidativa presente no 6leo de
soja se da devido a niveis elevados dos acidos graxos poli-insaturados e como
forma de reduzi-los a hidrogenacéo parcial é frequentemente realizada (HAUN
et al.,, 2014). Entretanto, uma consequéncia negativa da hidrogenacdo é a
producdo de acidos graxos trans, que tém sido associados a doencas
cardiovasculares (DANAEI et al., 2009; SILVA et al., 2018) e além disso, um 6leo
de soja parcialmente hidrogenado possui propriedades de fluxo a frio pobres,
lubricidade reduzida e viscosidade aumentada, limitando assim o seu valor como
biodiesel (MOSER et al., 2007).

A enzima A12-dessaturase 2 (FAD2) catalisa a conversao de acido oleico
em acido linoleico (OKULEY et al.,1994; SCHLUETER et al., 2007). Estratégias
genéticas utilizando esta dessaturase tem sido empregadas para melhorar a
estabilidade oxidativa do Oleo de soja, sem a producdo de gorduras trans,
mantendo a funcionalidade para o uso final em diferentes aplicacbes
(CLEMENTE; CAHOON, 2009). Existem sete homdlogos de FAD2 no genoma
da soja, que divergiram em dois grupos na arvore filogenética, incluindo dois
FAD2-1 e cinco FAD2-2. Ambos os FAD2-1 sdo altamente expressos em
sementes, enquanto os membros FAD2-2 exibem diferentes padrdes de
expressao (LAKHSSASSI et al., 2021; SONG et al., 2023).


https://link.springer.com/article/10.1007/s11032-020-01168-y#ref-CR23
https://link.springer.com/article/10.1007/s11032-020-01168-y#ref-CR31
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A reducédo da atividade dos genes FAD2-1A e FAD2-1B tem sido o foco
para criar variedades de soja com 6leo com alto teor de &cido oleico (HAUN et
al., 2014). Um dleo de soja com alto teor de oleico é desejavel porque além de
possuir maior estabilidade oxidativa e melhor qualidade nutricional, é também
um bom candidato para o desenvolvimento de biocombustiveis de alto
desempenho (HAUN et al., 2014; MURAD et al., 2014; PHAM et al., 2010; 2011).
A reducéo da atividade das enzimas A12-dessaturases promove o acumulo de
acido oleico e consequentemente o decréscimo dos acidos graxos linoleico e
linolénico.

O acido jasmdnico (JA), uma ciclopentanona derivada do acido linolénico,
desempenha papéis reguladores no desenvolvimento das plantas e nas
respostas a estresses ambientais, como ferimentos mecéanicos ou ataque de
patogenos (LEON; SANCHEZ-SERRANO, 1999). O A&cido linolénico, um
precursor no processo de biossintese de JA, é convertido em acido 12-oxo-
fitodiendico (12-oxo-PDA) por meio de oxigenagcdo com lipoxigenase (LOX),
aleno oxido sintase (AOS) e aleno o6xido ciclase (AOC). O &cido jasmonico é
entdo sintetizado a partir de 12-oxo-PDA pela atividade da redutase do acido 12-
oxo-fitodiendico (OPR) e 3 ciclos de beta-oxidagdo (HAN, 2017).

Portanto, a via biossintética do JA é conhecida como via octadecandide
(RUAN et al.,, 2019). No citosol, as vias metabdlicas do JA convertem o
fitohormdnio em diferentes derivados ativos e inativos distintos, e entre a série
de metabdlitos, o jasmonato-isouleucina (Ja-lle) € um dos principais em plantas
(WASTERNACK et al.,, 2007). A Jasmonato aminoacido sintetase 1 (JAR1)
catalisa a conversao reversivel entre JA e JA-lle, e este bioativo tem mostrado
grande importancia na via de transducéo de sinal de JA (FONSECA et al., 2009;
WASTERNACK; SONG, 2017).

Uma vez que o &cido linolénico é precursor do acido jasménico, e que
plantas de soja alto oleico possuem niveis de &cido linolénico bastante
reduzidos, a investigac&o da performance destas plantas frente a estresses seria
pertinente. Onde seriam avaliados n&o apenas a expressao de genes envolvidos
com a biossintese e vias de sinalizacdo do acido jasmoénico, mas também de
outros fitohormonios, visto que estes interagem intimamente entre si de forma
antagonica ou sinérgica, e essa dindmica de regulacdo determina o resultado

das respostas a jusante ativadas pelos fitohorménios (BERENS et al., 2017).
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Dentre os principais patégenos que afetam a soja, destacam-se 0s
nematoides. O nematoide Pratylenchus brachyurus conhecido como nematoide
das les@es radiculares, inclui-se entre as espécies de maior importancia para a
agricultura, e consiste em uma espécie endoparasita e migradora, cujo ataque
se concentra no sistema radicular, prejudicando o desenvolvimento da planta
(COSTA et al., 2012).

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi investigar a expressao de genes
envolvidos com a sintese de acido jasmonico, assim como genes relacionados
com diferentes mecanismos de defesa da planta, em variedades de soja alto

oleico e convencional, infectadas com o nematoide Pratylenchus brachyurus.

3.2. MATERIAL E METODOS
3.2.1. MATERIAL VEGETAL E PATOGENO

Para o experimento e posterior analise do perfil transcricional foram
utilizadas a linhagem UFVSTAO que possui alto teor de acido oleico (~85%) e
como cultivar controle a TMG4182, esta apresenta resisténcia moderada ao

nematoide P. brachyurus.

3.2.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos inteiramente
casualizado, avaliando quatro tratamentos - inoculada e néo
inoculada/convencional e alto oleico, trés repeticdes bioldgicas e intervalos de 1,
5 e 10 dias apds inoculacdo do nematoide, totalizando 36 unidades
experimentais (Figura 1).

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo, onde as sementes
foram germinadas em bandejas, utilizando o substrato comercial Plantmax® e
apos 10 dias foram plantadas individualmente em copos plasticos com
capacidade de 500mL. Os materiais controle foram plantados utilizando solo
autoclavado e nos materiais inoculados aplicamos 18mL de suspenséo
concentrada do nematoide P. brachyurus em aberturas feitas no solo proximas
a raiz, onde a calibragem do indculo foi estimada em aproximadamente 500

nematoides por mililitro. Nos tempos 1, 5 e 10 dias ap0s a inoculagéo, as raizes
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dos materiais foram coletadas e armazenadas em freezer -80°C para posterior

extracdo de RNA.

TMG4182 TMG4182A0 TMG4182 TMG4182A0

CONTROLE CONTROLE INOCULADA INOCULADA
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Figura 1. Esquema do delineamento experimental de TMG4182 e TMG4182A0 (alto
oleico), com trés repeticdes, em intervalos de 1, 5 e 10 dias ap6s a inoculacdo do
nematoide Pratylenchus brachyurus.

3.2.3. EXTRACAO DE RNA E SINTESE DO cDNA

A extracdo do RNA das raizes foi realizada utilizando o reagente TRIzol®
(Invitrogen) seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Apés a extracéo,
a (quantificacdo foi realizada em espectrofotometro NanoDrop ND-1000
(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EUA). A qualidade do RNA foi
verificada pela integridade de bandas em gel de agarose 1,5%. Posteriormente
as amostras de RNA foram submetidas a tratamento com DNAse Amplification
Grade (Invitrogen™) para remocao de possivel DNA genémico contaminante.

Para realizar a sintese do cDNA, utilizou-se os 10 pL de RNA tratado, 1
ML de primer oligo(dT)12-18 (Sigma Aldrich, Sao Paulo, SP) e 1 yL de dNTP (10
MM). A solucéao foi aquecida a 65°C por cinco minutos, e resfriada em gelo por 1
min. Posteriormente, foram adicionados 4 uL de tampéao 5x, 2 yL de DTT (0,1
M), 1 uL de RNAse OUT. A solugao foi homogeneizada e incubada a 37°C por 2
minutos. Em banho-maria acrescentou-se 1 pL de Transcriptase Reversa M-MLV
(Moloney Murine Leukemia Virus) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA)
permanecendo a 37°C por 1 hora para sintese do cDNA correspondente. Para

inativar a enzima por aguecimento, os tubos permaneceram por 15 min a 70°C.
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3.2.4. ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

Para definicdo dos genes da soja e genes normalizadores que seriam
utilizados, foram feitas buscas na literatura. Os primers marcadores foram
selecionados de artigos que retratavam diferentes tipos de estresses em plantas.
Os genes escolhidos estao relacionados com a biossintese de acido jasmonico,
assim como envolvidos em diferentes mecanismos de defesa da planta (Tabela
1). Os genes de controle enddgeno foram selecionados de acordo com os
resultados obtidos e validados em Silva et al., (2021), onde os genes CYP e

ACT11 foram escolhidos, pois se mostraram 0s mais estaveis.

Tabela 1: Primers utilizados para a analise de expresséo génica.

GENE PRIMER REFERENCIAS

*CYP F: ACGACGAAGACGGAGTGG Ll etal., 2012
R: CGACGACGACAGGCTTGG

*ACT11 F: ATCTTGACTGAGCGTGGTTATTCC HU et al., 2009
R: GCTGGTCCTGGCTGTCTCC

OPR3 F: AGTGAGCAAAGGAGCCAAGG SELIG et al., 2016
R: CAGCTTGCAGGCAATATAGATGA

JAR1 F:ACACCAAGATTCTCCTAGCTGC SELIG et al., 2016
R: AGGATCCGTCCTCCCATTCA

ETR F: ATGGATGCCTTCAAGAAGTGG ARRAES et al., 2015
R: GCACATATCTTCCCACAAGAGG

ATAF1 F: GCCTGTACTTCGAGGCTTCC SELIG et al., 2016
R: GAAAACTCGCTGTTGCCCTG

HS1PRO1 F: TCACGCCGCACCTTCTGT MORALES et al., 2009
R: GAGTTGAGGAAGACGGAGATAGTAG

CHS F: CAGGCACAAAGGGCAGAAG MORALES et al., 2009
R: GGTTTGGTGGGTTTGCAGTT

RD20-A F: GTGGCACATGACTGAAGGAA NEVES BORGES et al., 2012

R: ATCTTTCCAGCAGCACCTCT

*genes de controle endégeno

As amplificacbes foram feitas em um aparelho Real Time PCR 7500
Systems (AppliedBiosystems), em reacao contendo 1,0 pL de cDNA diluido 1:10,
4 uL de solucao contendo os primers forward e reverse na concentracao de 1,6
UM, e 5 pL de SYBR Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific). As
reacoes de PCR em tempo real foram realizadas nas seguintes condi¢des: 95°C
por 10 min e 40 ciclos de: desnaturacédo 95 °C por 15 seg, seguido de anelamento
e extensdo a 60 °C por 1 min. A especificidade dos produtos amplificados foi
analisada pelas curvas de dissociacdo geradas pelo equipamento. Foram
utilizados controles negativos sem a adicdo de cDNA sintetizado e/ou primers

para confirmar a auséncia de qualquer tipo de contaminante no meio reacional.
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Para quantificacdo dos genes escolhidos, utilizamos dois genes de
controle enddgeno (CYP e ACT11) para posterior normalizagdo dos dados. Os
resultados obtidos foram analisados seguindo modelo descrito por Hellemans e
colaboradores (2007). Foi realizada uma analise de variancia e Teste t de

Student (p - valor < 0,05) no software GraphPad Prism 8.0.1.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na andlise de expressdo génica podemos observar que para o gene
OPR3, as cultivares TMG4182 convencionais ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre os niveis de expressdo em todos os tratamentos (Figura 2a).
Ja para as plantas TMG4182A0 (alto oleico), podemos observar que no tempo
de cinco dias, observou-se diferengas estatisticas nos niveis de expressao, onde
a planta controle exibiu maior expressao do gene OPR3, em comparacao com a
planta inoculada com o nematoide P. brachyurus.

A expressao do gene OPR3 € induzida tanto por estresses bidticos, como
por abidticos e diretamente ligada a producdo de acido jasmoénico, visto que
catalisa a primeira etapa da sintese, a partir de OPDA (WASTERNACK et al.,
2017). Levando em consideracdo que plantas alto oleico possuem niveis
reduzidos de acido linolénico (18:3), precursor da sintese de acido jasmonico,
estes resultados sugerem que a baixa disponibilidade de 18:3 pode ter
influenciado na regulacéo da expressédo de OPR3 na planta, ao ser submetida
ao nematoide.

Em um estudo desenvolvido por Block et al. (2020), plantas de sorgo
mutadas para uma dessaturase MSD3, foi consideravelmente prejudicada na
producéo de acido linolénico, e os niveis de acido jasmonico foram relativamente
inferiores quando comparadas com as plantas ndo mutadas.

Em nosso estudo também foi feita a analise de expressao do gene JAR1
(Figura 2b). JAR1 esté relacionado a sinalizacdo do acido jasmonico e, portanto,
tém sido utilizado como gene marcador para essa via em diversos estudos
moleculares (LIU et al., 2016). Podemos observar que para a cultivar TMG4182,
houve diferenca estatistica na expressdo do gene JAR1, um dia apés a
inoculagcdo do nematoide, em que a planta inoculada apresentou uma maior

expressdo do gene. Uma das principais fungcées do acido jasmonico envolve
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mecanismos de defesa nas plantas em resposta a lesdes e ataques de pragas e
patégenos, onde apos desafio pelo estresse, hd um rpido aumento nos niveis
de JA (WEBER, 2002; BALLARE, 2014). Isto estd de acordo com o que
observamos em nossos resultados, visto que um dia apos a inoculacao, a planta
TMG4182 inoculada apresentou maior expressao de JAR1 em comparacao com

a planta controle.
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Figura 2. Valores da Expressao relativa dos genes a) OPR3; b) JARL; c) ETR; d) ATAF1;
e) HS1PRO1; f) CHS e g) RD20-A. Foram utilizadas a cultivar TMG4182 e a TMG4182A0
gue possui alto teor de acido oleico. Tempos de experimento: 1, 5 e 10 dias ap0ls a
inoculacdo com o nematoide Pratylenchus brachyurus. Os asteriscos significam diferencas
estatisticas através do teste T de Student, em que o nivel de significancia se da por: (*) p <

0,05; (**) 0,01 <p < 0,05.

Em um trabalho realizado por Yang et al. (2023), em Arabidopsis, também

foi observado que o gene JAR1 foi regulado positivamente 24 horas apés a
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inoculagdo com Botrytis cinerea, quando comparado com as plantas nao
inoculadas.

Com relacdo a expressdo do gene JAR1 nas plantas TMG4182A0,
podemos notar que no tempo de 10 dias, observou-se diferenca estatistica nos
niveis de expressdo, havendo uma maior expressao do gene na planta inoculada
(Figura 2b). As plantas alto oleico apesar de possuirem niveis reduzidos de &cido
linolénico, esta condi¢cdo nédo interferiu na expressdo de JAR1 dez dias apés a
inoculacdo do nematoide. Este evento sugere que apds um periodo mais longo
de interacdo com o patdgeno, € possivel o acumulo de acido linolénico
necessario para sintese de acido jasmonico, visto que a planta alto oleico ndo
apresenta uma total auséncia de 18:3.

Uma inducdo de ~ 1,6 vezes de acido jasmonico foi observada em
plantas de sorgo mutadas para a dessaturase MSD3 em resposta a
herbivoria. Estes dados mostram que mesmo possuindo niveis reduzidos de
linolénico, a planta produziu uma proporcéo de 18:3 necessaria para a producao
de JA induzida por herbivoros (BLOCK et al., 2020).

O gene ETR também foi avaliado neste trabalho e sua expressao relativa
pode ser visualizada na figura 2c. Levando em conta 0s niveis de expressao que
apresentaram diferencas estatisticas, observa-se que a planta TMG4182A0 no
tempo de cinco dias e TMG4182 no tempo de 10 dias, exibiram niveis de
expressdo de ETR significativamente menores quando comparadas com as
plantas ndo inoculadas. O gene ETR via de regra, € regulado negativamente em
resposta ao etileno, esta regulacdo na expressdo é uma indicacdo do
envolvimento do etileno como mecanismo de defesa da planta (HUANG et al.,
2003). Em um estudo realizado com pepino, foi observado expressao
semelhante do gene ETR ao ser inoculado com Trichoderma asperellum
(SHORESH et al., 2005).

Por outro lado, a planta TMG4182 no tempo de cinco dias e as plantas
TMG4182A0, um e dez dias apoés inoculacdo do nematoide, apresentaram
diferencas estatisticas nos niveis de expressdo, com uma maior expressdo do
gene ETR nas plantas inoculadas (Figura 2c). Resultados semelhantes foram
encontrados em um estudo com plantas de kiwi submetidas a infec¢cado por
Pseudomonas syringae, onde foi observado uma regulagéo positiva de 2,2 vezes
de ETR (NUNES DA SILVA et al., 2021).
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Em um estudo realizado com o intuito de observar a sinalizacao de etileno
nas respostas da soja ao estresse hidrico, verificou-se que nas raizes de ambas
as cultivares avaliadas, houve reducdo no nivel de transcritos de ETR,
comparando plantas estressadas e nao estressadas (ARRAES et al., 2015).

Poucos sado os trabalhos encontrados desenvolvidos para esclarecer a
funcéo do etileno na defesa contra nematoides em soja. Em nosso estudo
utilizamos o nematoide P. brachyurus como patdgeno, e os dados existentes
relativos ao papel do etileno na defesa e desenvolvimento de nematoides séo
complexos e muitas vezes contraditorios, muito provavelmente devido ao seu
papel pleiotropico na defesa, onde o etileno parece desempenhar papéis
distintos em diferentes fases da infec¢éo por nematoides (KAMMEROFER et al.,
2015).

A expressao relativa do gene ATAF-1 também foi avaliada neste estudo
(Figura 2d). ATAF-1 pertence a familia de proteinas NAC, e sua transcricdo é
aumentada em resposta a ferimentos e acido abscisico. Podemos observar na
figura 2d, que as cultivares TMG4182 nado apresentaram diferencas estatisticas
entre 0s niveis de expressdo para o0 gene ATAF-1. J4 para as plantas
TMG4182A0, observa-se que no tempo de cinco dias, houve diferencas
estatisticas nos niveis de expresséo do gene, onde a planta controle exibiu maior
expressdo do gene ATAF-1, em comparacdo com a planta inoculada pelo
nematoide P. brachyurus.

Em estudo realizado por Kammerofer et al. (2015) durante a infeccao
inicial de arabdopsis por Heterodera schachtii, observou-se que as
concentracfes de acido abscisico foram diminuidas em raizes infectadas por
nematodides em comparacao com raizes de controle. Niveis reduzidos de acido
abscisico também foram observados em feijao apos inoculagcdo com o fungo da
ferrugem (RYERSON et al., 1993).

Ao contrario destes resultados, Selig et al. (2016) observaram um
aumento na expressdo génica de ATAF1 em soja, apos 12 horas induzido por
meio da infestacdo por pulgdes. Também foi observado por Studham e
Macintosh (2013), apés sete dias, o aumento na expressao de genes da
biossintese de éacido abscisico e do marcador ATAF1 apos infestagdo por

pulgdes em soja.
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Sendo assim, 0 acido abscisico parece desempenhar um papel complexo
e ambivalente na resposta de defesa da planta, agindo como um regulador
positivo ou negativo da resisténcia a doencgas e pragas, interferindo em multiplos
niveis nas vias de respostas aos diferentes tipos de estresses.

A expresséao génica do gene HS1PROL1 pode ser visualizada na figura 2e.
HS1PROL1 é o primeiro gene de resisténcia ao nematoide do cisto da beterraba,
e tem sido utilizado em estudos com soja (MORALES et al., 2009). A expresséo
do gene nas cultivares TMG4182 nédo apresentou diferencas estatisticas entre
os tratamentos. Ja para as variedades TMG4182A0, nos tempos um e cinco
dias, houve diferencas estatisticas, onde um dia apds a inoculacdo do
nematoide, as plantas exibiram elevada expressdao do gene HS1PRO1 em
comparacao com as plantas néo inoculadas.

Resultados semelhantes foram encontrados por Thurau et al. (2003) ao
observarem que apés infec¢do por nematoide, o gene HS1PROL1 foi regulado
positivamente em raizes de beterraba. Morales et al. (2009) também observaram
aumento significativo na expressao do gene HS1PRO1 em genotipos resistentes
de soja, inoculados com Meloidogyne javanica, comparado aos genotipos
controle.

Ao analisarmos a figura 2e, nota-se que no tempo de cinco dias, a planta
alto oleico inoculada reduziu os niveis de expressédo do gene HS1PRO1. Este
comportamento pode estar relacionado com a dindmica de expressdo do gene
HS1PRO1, visto que os maiores niveis de expressado se dao principalmente nos
primeiros sinais de infec¢cdo do nematoide. Além disso, um estudo de resisténcia
ao nematoide seria interessante, para avaliar se o aumento no teor de acido
oleico influenciou no nivel de resisténcia, quando comparada a planta
convencional.

O gene da chalcona sintase (CHS) foi avaliado no nosso estudo e a sua
expressao relativa pode ser observada na figura 2f. CHS é uma enzima chave
da via de biossintese de flavondéides. Ao observamos a figura 2f, nota-se que
para as cultivares TMG4182, no tempo de dez dias, houve diferenca estatistica
no nivel de expresséao, demonstrando uma regulacao positiva do gene CHS na
planta controle, em comparacdo com a planta inoculada. Estes resultados

diferem dos encontrados por Khanna et al. (2019) ao inocularem Meloidogyne
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incognita em tomate, onde foram observados altos niveis de expressao do gene
CHS na planta inoculada.

Em nosso estudo, as plantas alto oleico ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre os niveis de expressdo para o gene CHS (Figura 2f). E uma
vez que o0 acido jasmonico esta intimamente relacionado com a sintese de
flavonoides (PREMATHILAKE et al., 2020), mais estudos seriam necessarios
para esclarecer se a reducao dos niveis de acido linolénico, e consequentemente
acido jasmonico, pode estar influenciando na expressao do gene da chalcona
sintase.

O gene RD20-A corresponde a uma proteina da familia das caleosinas e
sua expressao foi avaliada neste estudo (Figura 2g). A expressdo de RD20-A
pode ser induzida tanto por estresses bibticos, como por abioticos. Ao
observamos a figura 2g, percebe-se que a cultivar TMG4182 ndo apresentou
niveis de expressao génica estatisticamente diferentes entre os tratamentos. Por
outro lado, a variedade TMG4182A0, um dia ap0s a inoculacdo do nematoide,
apresentou niveis de expressdo com diferencas estatisticas, em que a planta
inoculada exibiu maior expressdo do gene RD20-A, em comparacdo com a
planta controle. Resultado parecido foi encontrado por Partridge e Murphy
(2009), ao analisar a expressdo do gene RD20-A em arabdopsis, onde a
expressao foi regulada positivamente apds a exposicao a estresses abioticos,
como sal e seca, e a estresse biotico, como infeccdo pelo fungo Leptosphaeria
maculans.

Plantas de arabdopsis com superexpressdo do gene RD20-A exibiram
alteracdo nos componentes da cera da cuticula foliar e aumento da resisténcia
ao fungo Alternaria brassicicola. Por outro lado, o silenciamento do gene
RD20-A levou a uma maior propaga¢cado do fungo, mostrando que este gene
participa das respostas das plantas, tanto para estresses abiéticos, como para
biéticos (HANANO et al., 2015).

De forma geral, as plantas alto oleico apresentaram maior variacdo na
expressao dos genes analisados, em comparacdo com a planta convencional.
Uma vez que a cultivar TMG4182 € moderadamente resistente ao nematoide P.
brachyurus, estudos futuros seriam interessantes para investigar se a
caracteristica alto teor de oleico, pode ter influenciado nos niveis de resisténcia

ao nematoide.
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