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RESUMO

MOURA, Lorena de Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2021.
Caracteres auxiliares para a tolerancia de abertura de vagens imaturas em genétipos de
soja sob deficit hidrico. Orientador: Felipe Lopes da Silva. Coorientadores: Edgard Augusto
de Toledo Picoli e Moysés Nascimento.

Recentemente, tem-se identificado a ocorréncia da abertura de vagens imaturas em alguns
gendtipos de soja, que acontece quando estas ainda estdo imaturas, no estddio de enchimento
dos graos. Sabe-se que esta abertura de vagens imaturas em soja € potencializada pelo deficit
hidrico, contudo, mais pesquisas a respeito da caracteristica sdo necessarias. Desta forma, os
objetivos do trabalho foram: avaliar genétipos de soja sob influéncia do deficit hidrico, quanto
a abertura de vagens imaturas, e sua correlacdo com outros caracteres agrondmicos; associar
aspectos da composicdo quimica e anatomia dos tecidos da vagem de soja quando da ocorréncia
da sua abertura de forma imatura na presenca e auséncia de deficit hidrico; e identificar regides
genOmicas relacionadas a abertura de vagens imaturas de genétipos de soja submetidos ao
deficit hidrico, através de associacdo gendmica ampla (GWAS). Foram conduzidos dois
experimentos, utilizando 99 gendtipos de soja e dois tratamentos de irrigacdo, chamados de
tratamento controle (com potencial hidrico de -33 kPa) e tratamento estresse (com potencial
hidrico de -900 kPa). Nos dois experimentos, houve influéncia do deficit hidrico na
porcentagem de vagens imaturas abertas (PVA) em alguns genétipos de soja avaliados. A PVA
apresentou correlagdes significativas com alguns caracteres agrondmicos relacionados as
dimensdes das vagens e dos grios e alguns componentes de produtividade. A PVA também
apresentou correlacdes significativas com alguns macros e micronutrientes (B, N, Mn e Mg),
lignina e com algumas estruturas da sutura ventral da vagem. Além da influéncia do genétipo,
o deficit hidrico contribui para as alteracdes estruturais e composi¢cao das células na regidao da
sutura ventral e, assim favorecendo a abertura de vagens verdes de soja. No experimento 1, 11
SNPs significativos, relacionados a caracteristica, foram identificados em oito cromossomos
diferentes. No experimento 2, apenas um SNP significativo foi identificado. Os principais genes
e proteinas relacionados aos marcadores identificados estdo ligados as respostas das plantas ao
estresse e a atividade da beta-glucosidase. Estes resultados fornecem informacgdes importantes

para a selecdo de gendtipos de soja tolerantes a abertura de vagens imaturas.

Palavras-chave: Glycine max. Escassez hidrica. Abertura de vagens verdes. Sutura ventral.

GWAS.



ABSTRACT

MOURA, Lorena de Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2021. Auxiliary
characters for immature pod opening tolerance in soybean genotypes under water deficit.
Adviser: Felipe Lopes da Silva. Co-advisers: Edgard Augusto de Toledo Picoli and Moysés
Nascimento.

Recently, it has been identified the occurrence of the opening of immature pods in some
soybean genotypes, which happens when they are still immature, in the grain filling stage. It is
known that this opening of immature pods in soybean is potentiated by the water deficit,
however, more researches about the characteristic are needed. Thus, the objectives of the work
were: to evaluate soybean genotypes under the influence of water deficit, regarding the opening
of immature pods, and its correlation with other agronomic characters; associate aspects of the
chemical composition and anatomy of the soybean pod tissues when its opening occurs
immaturely in the presence and absence of water deficit; and identify genomic regions related
to the opening of immature pods of soybean genotypes subjected to water deficit, through
genomic wide association (GWAS). Two experiments were conducted, using 99 soybean
genotypes and two irrigation treatments, called control treatment (with a water potential of -33
kPa) and stress treatment (with a water potential of -900 kPa). In both experiments, there was
an influence of water deficit on the percentage of immature open pods (PVA) in some evaluated
soybean genotypes. PVA showed significant correlations with some agronomic traits related to
pod and grain dimensions and some yield components. PVA also showed significant
correlations with some macro and micronutrients (B, N, Mn and Mg), lignin and with some
structures of the ventral pod suture. In addition to the influence of the genotype, the water deficit
contributes to structural changes and cell composition in the ventral suture region, thus favoring
the opening of green soybean pods. In experiment 1, 11 significant SNPs, related to the trait,
were identified on eight different chromosomes. In experiment 2, only one significant SNP was
identified. The main genes and proteins related to the identified markers are linked to plant
stress responses and beta-glucosidase activity. These results provide important information for

the selection of soybean genotypes tolerant to the opening of immature pods.

Keywords: Glycine max. Drought. Opening of green pods. Ventral suture. GWAS.
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INTRODUCAO GERAL

A soja [Glycine max (L.) Merrill] € uma das leguminosas de maior importancia
econdmica no mundo. Na safra 2020/2021, a drea plantada com a cultura foi de 38,5 milhdes
de hectares brasileiros com uma producdo que atingiu 135 milhdes de toneladas (CONAB,
2021; FAS USDA, 2021). Com estes dados, o Brasil se estabelece como o maior produtor
mundial de soja, ultrapassando a producg@o obtida pelos Estados Unidos pelo segundo ano
consecutivo.

Alguns fatores foram fundamentais para que ocorresse o incremento da produtividade
na cultura da soja a cada safra. Destacando-se o desenvolvimento de gendtipos com alto
potencial produtivo, com boa resisténcia a doengas (GARCIA et al., 2008; RAMALINGAM et
al., 2020), utilizacdo de tecnologia (YANG et al., 2020), adaptagdo dos materiais as variacdes
ambientais (TRAN & MOCHIDA, 2010; SONG et al., 2016), desenvolvimento de cultivares
de soja com caracteristica de periodo juvenil longo (KIIHL et al., 1983) e domesticagdo da
cultura por meio da selecdo de materiais que apresentam indeiscéncia das vagens ao final do
ciclo (FUNATSUKI et al., 2014; ZHANG & SINGH, 2020).

A deiscéncia das vagens € uma forma de dispersdo natural de sementes em espécies
selvagens de soja, em que as duas faces da vagem se desprendem e liberam as sementes
(CHRISTIANSEN et al., 2002; FUNATSUKI et al., 2012; 2014). Neste processo, para que a
separacdo ocorra, as forgas fisicas precisam desencadear o destacamento das células na camada
de separacdo, em uma interacdo que envolve o enfraquecimento da adesdo celular com as
tensdes fornecidas pelos tecidos circundantes ou agentes externos. Nas vagens, essas tensoes
geralmente vém das paredes das vagens, mediadas pelas propriedades mecénicas dos tecidos
lignificados e ndo lignificados e por meio das alteracdes no turgor associadas a maturagdo dos
frutos (BALLESTER & FERRANDIZ, 2017; PATHARKAR & WALKER, 2019).
Atualmente, por meio do melhoramento genético tém-se selecionado plantas que nao
apresentam ou que retardam a deiscéncia de vagens apds o estddio de desenvolvimento R8
(caracterizado por plantas com 95% de vagens maduras, conforme escala proposta por FEHR
& CAVINESS, 1977), devido as perdas significativas que podem ocorrer nos campos de
producdo de soja.

Além da deiscéncia, que ocorre no final do processo de maturacdo da planta de soja, um
novo padrao de abertura de vagens tem sido observado, ocorrendo no final do estddio de

desenvolvimento RS, com grdaos em fase final do completo desenvolvimento (FEHR &
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CAVINESS, 1977), quando as vagens ainda estdo imaturas, verdes e as sementes com alta

umidade, como mostrado na Figura 1.

Figura 1 - Aberturas de vagens imaturas de soja.

A causa da abertura de vagens imaturas ainda € incerta, podendo estar associada a

caracteristicas genéticas de cada cultivar ou a distirbios fisioldgicos, principalmente em
situagdes de estresse provocado por fatores edafoclimaticos. A caracteristica ja foi associada as
diferentes épocas de semeadura da soja (SANTOS & CECCATTO, 2018), ao desenvolvimento
de antracnose (Colletotrichum truncatum) nas vagens (EMBRAPA, 2007), a deficiéncia de
potassio no solo (MASCARENHAS et al., 2013) e ao deficit hidrico (PALHARINI, 2016).
Eventos climéticos como o deficit hidrico t€ém influéncia negativa na produtividade e
em outras caracteristicas importantes da planta de soja (SILVENTE, 2012). O estresse por
deficiéncia hidrica pode ocasionar sérias disfunc¢des nas plantas, sejam elas pelo decréscimo de
turgor das células, que € essencial nos processos metabdlicos, ou por causar alteracdes

morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas, refletindo sobre o transporte e absor¢do de dgua e

nutrientes (LEHNINGER, 2006; TAIZ & ZEIGER, 2009).
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Como descrito por Palharini (2016), o deficit hidrico imposto a partir do estaddio de
desenvolvimento R1 (inicio do florescimento, FEHR & CAVINESS, 1977) tem acentuado a
abertura de vagens imaturas em alguns genétipos de soja. Este fato pode levar a perda de
produtividade devido a queda de grdos no solo, além de favorecer a entrada de patdgenos,
fazendo com que a sanidade dos graos em processo de maturagdo seja afetada.

Sabe-se que a ocorréncia de abertura de vagens imaturas difere do padrao de deiscéncia
comum, uma vez que este ultimo tipo ocorre ao alcangar a maturagdo. Desta forma, nao se pode
concluir que as causas e bases genéticas sdo as mesmas para ambas caracteristicas, existindo a
necessidade de avaliar e aprimorar as metodologias existentes para o estudo desta abertura que
ocorre em vagens imaturas. Vdrias abordagens podem ser utilizadas para um estudo mais
aprofundado, como a verificacdo de interferéncias de fatores ambientais (principalmente o
deficit hidrico), a morfoanatomia e composi¢ao quimica dos tecidos vegetais envolvidos na
abertura de vagens imaturas, o comportamento e desempenho especifico dos gendtipos e de
outras caracteristicas que possam auxiliar neste estudo.

A avaliacao de outros caracteres agrondmicos, como o tamanho das vagens e dos graos,
o numero de graos e de vagens, dentre outros, podem indicar alguma correlacao com a abertura
de vagens imaturas e se tornar indicadores apropriados para este problema (KRISNAWATI &
ADIE, 2017; ZHANG et al., 2018). A morfoanatomia dos tecidos da vagem também pode
contribuir para a compreensdao da formacdo de camadas de abscisdo nos locais de ligacdo
(suturas dorsal e ventral) das duas faces da vagem e das forcas envolvidas no processo de
abertura (TTIWARI & BHATIA, 1995; CHRISTIANSEN et al., 2002; ZHANG et al., 2018).

Existem diversos relatos que identificam genes que controlam a deiscéncia de vagens
por meio de mecanismos distintos (FUNATSUKI et al., 2014; DONG et al., 2014), além da
identificacdo de loci de caracteristicas quantitativas (QTL) associados por meio de estudos de
mapeamento genético, que mostram a existéncia de uma complexa rede reguladora genética
que controla a deiscéncia em soja (SoyBase, https://soybase.org/). Partindo deste ponto,
abordagens envolvendo estudos gendmicos, como o Genome-Wide Association Studies
(GWAS), onde as variagOes genéticas existentes sdo examinadas em diferentes individuos para
encontrar quais dessas variantes estdo associadas ao fenétipo em particular (FUNATSUKI et
al., 2012; GAO & ZHU, 2013; FUNATSUKI et al., 2014) podem trazer explicacdes mais
detalhadas da abertura de vagens imaturas.

O conhecimento acerca da abertura de vagens imaturas e a identificacdo de estratégias
de selecdo € de grande importancia para os programas de melhoramento de soja. A selecdo de

genotipos com a auséncia da abertura de vagens imaturas quando submetidos a situacdes
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adversas, como o deficit hidrico, trard uma seguranca maior as empresas de melhoramento e
aos produtores da cultura.

Diante do exposto, os objetivos do trabalho foram: avaliar fenotipicamente genétipos
de soja sob influéncia do deficit hidrico e outros fatores ambientais (temperatura, umidade e
substratos), quanto a abertura de vagens imaturas, e sua correlacio com outros caracteres
agrondmicos; associar aspectos da composi¢do quimica e anatomia dos tecidos da vagem de
soja quando da ocorréncia da sua abertura de forma imatura na presenca e auséncia de deficit
hidrico; e identificar regides gendmicas relacionadas a abertura de vagens imaturas de gen6tipos

de soja submetidos ao deficit hidrico, através de associacdo gendmica ampla (GWAS).
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CAPITULO 01 - ABERTURA DE VAGENS IMATURAS DE GENOTIPOS DE SOJA
SOB DEFICIT HIiDRICO

RESUMO

A indeiscéncia de vagens na planta de soja é o resultado de muitas pesquisas e configura um
passo fundamental na domesticacdo da cultura. Contudo, outra forma de abertura de vagens tem
sido identificada em alguns genétipos. Esta abertura que ocorre em vagens imaturas, no estadio
de enchimento dos graos, ainda € uma caracteristica que carece de explicacdo cientifica. Dois
experimentos foram desenvolvidos com o objetivo de verificar a influéncia do deficit hidrico e
da época de cultivo na manifestacdo dessa caracteristica. Paralelamente, foi possivel verificar a
existéncia de correlacdo entre a abertura de vagens imaturas com outros caracteres
agrondmicos. Os experimentos foram realizados em casa de vegetacdo em duas épocas. As
plantas foram cultivadas em delineamento com trés blocos casualizados, utilizando 99
genotipos de soja e dois tratamentos de irrigacdo, chamados de tratamento controle (oferta de
dgua proximo a capacidade de campo, -33 kPa) e tratamento estresse (oferta de 4gua proximo
ao ponto de murcha permanente, -900 kPa). Os tratamentos de irrigacdo foram conduzidos por
meio do método de pesagem dos vasos de plantas. O deficit hidrico no tratamento estresse foi
imposto do estdgio R3 ao R6 e no tratamento controle a irrigacdo adequada foi mantida durante
todo o ciclo da cultura. Nos dois experimentos, houve influéncia do deficit hidrico na
porcentagem de vagens imaturas abertas em alguns genétipos de soja avaliados. De forma que,
o tratamento estresse favoreceu a expressdo da caracteristica. Contudo, os genétipos que
apresentaram abertura de vagens imaturas ndo foram os mesmos nas duas épocas de cultivo,
possivelmente devido as condi¢des de temperatura e umidade do ambiente. Poucos gendtipos
apresentaram abertura em algumas vagens imaturas do tratamento controle. Esta caracteristica,
apresentou correlacdes significativas, porém de magnitude baixa, com os caracteres
agrondmicos comprimento e largura da vagem, volume dos graos 2 e 3, e volume da cavidade
central no experimento 1, e nimero de graos, massa de 100 graos, nimero médio de graos por
vagem, porcentagem de vagens chochas e largura de vagem no experimento 2. Fatores
climaticos como temperatura e umidade, podem ter influenciado no processo de indugdo do

estresse hidrico.

Palavras-chave: Glycine max. Irrigac@o. Escassez hidrica. Estresse térmico. Correlacao.
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1 INTRODUCAO

A deiscéncia das vagens ¢ um processo natural de dispersdo de sementes apresentado
por plantas silvestres de soja [Glycine max (L.) Merrill] quando atingem a maturidade. Este
processo se desenvolve em decorréncia da reducdo da forca de ligacdo das paredes da vagem a
medida que ocorrem mudangas no turgor e ressecamento dos tecidos, além da geracao de forcas
nas zonas de deiscéncia (FUNATSUKI et al., 2014; PATHARKAR & WALKER, 2019). Na
natureza, esse mecanismo ¢ um importante e eficaz meio para a propagacio de plantas. Porém,
em sistemas produtivos, a deiscéncia resulta em reducdo da producdo e restringe a janela
temporal para a colheita. Em trabalho desenvolvido por Bhor et al. (2014) foram relatadas
perdas de produtividade que variaram de 50 a 100%, atribuidas a deiscéncia das vagens de
cultivares de soja suscetiveis cultivadas em condi¢des severas de clima seco. Desta forma,
durante o processo de domesticacdo da cultura da soja, a resisténcia a deiscéncia foi
preferencialmente selecionada (FUNATSUKI et al., 2006, 2014; DONG et al., 2014).

Além do processo de deiscéncia que ocorre na maturacdo, tem-se verificado um novo
padrdo de abertura das vagens, ocorrendo quando ainda estdo imaturas, nas fases finais de
enchimento de grdos - estddios RS e R6 (conforme escala proposta por FEHR & CAVINESS,
1977). Pouco se conhece acerca das causas e/ou agravantes da abertura de vagens imaturas em
soja, como por exemplo se sdo similares as que levam a ocorréncia da deiscéncia. Palharini
(2016) associou a caracteristica a ocorréncia do deficit hidrico, concluindo que o estresse
imposto a partir do estadio de desenvolvimento R1 tem acentuado a abertura de vagens imaturas
de algumas cultivares de soja. Nesta perspectiva, Zhang et al. (2018) mencionam que além de
uma consequéncia do enfraquecimento das zonas de deiscéncia dorsal e ventral, a abertura da
vagem ocorre também pela tensdo nas células da camada interna do esclerénquima como
resultado da desidratacdo. Assim como Christiansen et al. (2002) ja haviam mencionado, o
problema de abertura das vagens € agravado por condi¢des climdticas de altas temperaturas e
baixas umidades.

A expressdo desta caracteristica tem se mostrado atualmente como um desafio aos
programas de melhoramento genético para o desenvolvimento de novas cultivares de soja. Por
vezes, pesquisadores se dedicam ao desenvolvimento de cultivares altamente produtivas e que
exibem boa resisténcia as doengas e pragas, contudo, ao final do processo, algumas linhagens
manifestam a abertura de vagens imaturas quando sdo testadas, restando, portanto, o descarte

do material genético.
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A abertura de vagens imaturas é um cardter complexo e ainda pouco estudado. Assim,
o estudo dos fatores ambientais e outros caracteres agrondmicos que possam se correlacionar a
ela, pode contribuir para a identificacdo de genétipos suscetiveis e serem utilizados em
processos de selecdo indireta. O estudo de correlagdes € importante para o entendimento das
variacOes existentes, avaliando o grau de relacionamento linear entre duas varidveis. Isto
permite a avaliagdo do material genético para um conjunto de caracteres, simultaneamente,
informando como um caractere pode ocasionar altera¢cdes em outros (CRUZ et al., 2012).

Diante disso, objetivou-se neste trabalho avaliar fenotipicamente a abertura de vagens
imaturas de genétipos de soja cultivados em duas €pocas distintas e submetidos ao deficit
hidrico. Paralelamente, determinar a correlacdo da abertura de vagens imaturas com outros

caracteres agrondmicos.
2 MATERIAL E METODOS

Conducio dos experimentos e Epocas de cultivo

Foram conduzidos dois experimentos em casa de vegetacao na cidade de Vicosa - Minas
Gerais/Brasil, latitude 20°45'17" Sul, longitude 42°52'57" Oeste e 649 metros de altitude. O
experimento 1 foi realizado no periodo de janeiro a maio de 2018 e o experimento 2 de setembro
de 2018 a fevereiro de 2019.

As temperaturas e umidades minimas e maximas, dentro da casa de vegetacdo nos
periodos de realizacdo dos experimentos, foram monitoradas com o auxilio de termo-

higrometro digital (modelo K29-5070H - Kasvi) e as médias estdo apresentadas na Figura 1.

Figura 1 - Temperaturas e umidades médias dentro da casa de vegetacdo nos periodos de
conducdo dos experimentos 1 e 2. A drea sombreada na cor vermelha indica o periodo de

duragdo da imposi¢ao do deficit hidrico no tratamento estresse.
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O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados em esquema fatorial 99 x 2, sendo
99 gendtipos de soja e 2 regimes de irrigagdo, avaliados em 3 blocos. Os regimes de irrigacdo
foram chamados neste trabalho de “tratamento estresse” (com deficit hidrico) e “tratamento
controle” (sem deficit hidrico).

Os gendtipos avaliados s@o oriundos de diferentes empresas de melhoramento genético
de soja e possuem uma ampla variacdo quanto as suas caracteristicas. Estes gendtipos
apresentam diferentes eventos transgénicos (convencional, Roundup Ready e Intacta RR2BT),
tipos de crescimento (determinado, semi-determinado e indeterminado), grupos de maturacdo
(do grupo cinco ao nove), dentre outras caracteristicas morfoagrondmicas (Tabela Suplementar
D).

A parcela experimental foi composta de uma planta cultivada em um vaso com volume
de sete litros, contendo substrato preparado com uma mistura de solo, areia e esterco animal,
na propor¢do de 3:1:2. Nos dois experimentos o substrato foi classificado com textura franco-
argilo-arenosa, e sua corre¢cao mineral foi realizada com base em andlise quimica (Tabela 1),
utilizando valores de extragdo da cultura para producio de 3000 kg ha' (CAMARA, 2015). Os
demais tratos culturais foram realizados conforme o recomendado para a cultura da soja

(SEDIYAMA et al., 2015).
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Tabela 1 - Andlise fisica e quimica dos substratos utilizados nos experimentos 1 e 2.

Componentes Experimento 1 Experimento 2
Argila 31% 32%
Silte 13% 14%
Areia 56% 54%
Textura Franco-argilo-arenosa  Franco-argilo-arenosa
pH (em H>O) 6,3 5,6
Fésforo (P) 64,3 mg dm 31,9 mg dm?
Potdssio (K) 800 mg dm™ 600 mg dm™
Célcio (Ca®™) 2,9 cmole dm™ 4,2 cmolc dm™
Magnésio (Mg2+) 2.3 cmol. dm™ 2.6 cmole dm™
Aluminio (AI**) 0,0 cmol. dm™ 0,0 cmol. dm™
Acidez Potencial (H + Al) 1,49 cmol. dm™ 3,63 cmol. dm™
Soma de Bases Trocdveis 7.3 cmol. dm™ 8,3 cmol. dm™
Capacidade de Troca Cationica Efetiva 7.3 cmol. dm™ 8,3 cmol. dm™
Capacidade de Troca Catidnica em pH 7,0 8,7 cmol. dm™ 12 cmole dm™
Indice de Saturacdo de Bases 83% 70%
Matéria Organica 4,68 dag Kg! 4,12 dag Kg!

Regimes de irrigacao

A metodologia utilizada para definir os regimes de irrigagcao e impor o deficit hidrico as
plantas de soja em casa de vegetacdo foi adaptada pelo Programa de Melhoramento da Soja da
Universidade Federal de Vigosa, como descrito por Dantas (2018).

No tratamento controle o solo foi mantido préximo a capacidade de campo (CC),
durante todo o ciclo da cultura. De acordo com Bernardo et al. (2019) solos argilosos se
encontram em CC em um potencial hidrico de -33 Kilopascal (kPa). J4 no tratamento estresse,
o potencial hidrico utilizado foi de -900 kPa, entre os estadios reprodutivos R3 (inicio da
formacgdo de vagens) e R6 (enchimento de graos). Os estddios de desenvolvimento da cultura
da soja estdo descritos com base na escala proposta por Fehr e Caviness (1977). Nos estddios
vegetativos e nos demais estddios reprodutivos (R1 - inicio do florescimento, R2 - florescimento
completo e R7 - inicio da maturagdo), as plantas correspondentes ao tratamento estresse foram
mantidas sob irrigacdo adequada, ou seja, elevando a umidade do solo até a CC.

Para alcancar a umidade ideal do solo nos tratamentos controle e estresse (com tensoes
de -33 e -900 kPa, respectivamente), foi obtida a curva de reten¢do de dgua para os substratos

utilizados por meio da cdmara de pressdo de Richards (RICHARDS, 1965). No experimento 1,
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a curva de retencdo foi feita utilizando as tensdes de -6, -10, -30, -50, -100, -200, -500 e -1500
kPa. No experimento 2, a curva de retencdo foi obtida utilizando as tensdes de -6, -10, -30, -40,
-80, -100, -500 e -1500 kPa. Os dados obtidos com as curvas de reten¢do foram ajustados pelo
modelo proposto por van Genuchten (1980) com o auxilio do software Soil Water Retention
Curves (SWRC, versdo 3.00 beta), desenvolvido por Dourado-Neto et al. (2001), conforme a
equagao:
6; — 0,
[1+ (aP)r]™

no qual: 8¢ é o contelido volumétrico saturado da dgua no solo (cm3 cm™); 8, é o contetido

6 =6,+

volumétrico residual da 4gua no solo (cm3 cm™); o é o fator de ajuste (kPa™); ¥ é o potencial
hidrico (-kPa); n € um fator de ajuste (adimensional); e m € um fator de ajuste (adimensional)
dado por m = 1 — (1/n), conforme proposto por Mualem (1976). Os valores dos pardmetros 6,
0,, a, m e n foram 0,2651, 0,0419, 0,1667, 0,1457 e 1,1705, respectivamente, para o
experimento 1, e 0,2086, 0,1308, 0,0317, 0,6692 e 3,0232, respectivamente, para o
experimento 2.

Em posse das equagdes, foi possivel calcular as umidades (6) requeridas para os
tratamentos controle e estresse, que foram 20,24% e 12,98% respectivamente para o
experimento 1, e 17,74% e 13,09% respectivamente para o experimento 2. A umidade do solo
em cada tratamento foi mantida por meio de pesagens didrias dos vasos, com a finalidade de
calcular a lamina de 4gua. Para isso, vasos selecionados por amostragem dentro de cada bloco,
foram pesados com o auxilio de balancga digital (modelo Prix 3 Fit 15kg - Toledo do Brasil).

O potencial hidrico foliar foi monitorado durante a conducdo dos experimentos, para
garantir a imposicao do deficit hidrico. As avaliagdes ocorreram no periodo da antemanha, em
folhas completamente expandidas do segundo trifélio, com auxilio de bomba de pressao do tipo

Scholander (SCHOLANDER et al., 1965).

Avaliacao da qualidade dos substratos

A qualidade fisica dos substratos utilizados foi monitorada por meio dos parametros de
ajuste (BOs, Or, a, m e n) gerados pelo modelo proposto por van Genuchten (1980) ao se ajustar
a curva de retencdo de dgua nos substratos.

Conforme van Genuchten (1980), Os define a assintota superior da curva de retengao
de dgua, correspondendo a umidade do solo na saturagdo, portanto, no potencial hidrico igual a
zero. O Or, por sua vez, define a assintota inferior da curva, representando o conteudo residual

de 4gua no substrato. O parametro o estd associado ao inverso do valor de potencial matrico em
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que ocorre a entrada de ar no maior poro do solo. Os parametros m e n sdo fatores de ajuste
relacionados ao formato da curva. De forma mais especifica, o n € um indice da distribuicao
dos poros por tamanho, portanto relacionado com a inclina¢do da curva caracteristica de 4gua
no solo.

Em posse destes parametros, calculou-se o indice S, proposto por Dexter (2004) por

meio da equagdo:
1
S = —n(fs — Or)[1+ E]_(l +m)

Este indice expressa a declividade da curva de retencdo de dgua no solo em seu ponto
de inflexao e pode ser usado como indicador de qualidade fisica dos solos. O valor do indice S
possibilita a classificacdo do solo quanto a sua qualidade estrutural. Assim, o autor recomenda
que o valor do médulo de S igual ou superior a 0,035 indica uma boa qualidade do solo. Valores
de S menores que 0,020 j4 representam condi¢Oes fisicas de solo muito pobres e com alta

restri¢do ao crescimento das raizes das plantas.

Avaliacao dos caracteres agronomicos

No estddio de desenvolvimento R6 (vagens verdes com graos cheios), foi quantificado
o numero de vagens imaturas abertas por planta (NVA).

Ap6s a colheita, no estddio R8 (maturacdo plena), as plantas/parcelas foram avaliadas
quanto ao nimero de dias do ciclo total (CIC, da germinacdo a colheita); nimero de nds na
haste principal (NOS); numero de hastes laterais (NHL); nimero de vagens totais (NV); niimero
de graos (NG); massa de 100 graos (M100); nimero médio de graos por vagem (NMGV);
porcentagem de vagens chochas (PVCH); e dimensdes das vagens e dos grdos. A porcentagem
de vagens imaturas abertas por planta (PVA) foi calculada com base no NVA e no NV.

Para a avaliacdo da dimensdo das vagens e dos graos, foram separadas trés vagens de
trés graos de cada parcela experimental. Em seguida, com o auxilio de um paquimetro digital
(modelo 316119 - MTX), foram mensuradas o comprimento, largura e espessura das trés vagens
(COMV, LARYV e ESPV, respectivamente), sendo utilizado o valor médio em milimetros (mm).

As medidas foram feitas conforme esquema apresentado na Figura 2.
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Figura 2 - Pardmetros de dimensao de vagem avaliados.
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Destas vagens, foram medidos o comprimento, largura e espessura dos trés graos,
obedecendo a ordem do proximal para o distal (Figura 2) e calculados os volumes dos trés graos
(VGI1, VG2 e VG3) por meio da equacao de volume de elipsoide:

T * comprimento * largura * espessura
6

Outra variavel avaliada na vagem foi o volume da cavidade central da vagem, aquela na

vV =

qual se aloca o grao do meio, considerado aqui como o grao ndmero dois (Figura 2). O volume
da cavidade central (VCC) também foi calculado com base na equacdo de volume de elipsoide:

7 * comprimento da cavidade central x LARV * ESPV
6

Como informacdo complementar, nas vagens de trés graos avaliadas anteriormente,

Vee =

anotou-se a posicao na qual houve a abertura de forma imatura. Ou seja, se a abertura ocorreu

na sutura da vagem sob o grdo 1, 2 ou 3.
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Analise estatistica

O nimero de vagens imaturas abertas (NVA) foi analisado de forma descritiva, dentro
dos tratamentos de irrigacdo conduzidos. Os caracteres agrondmicos avaliados para o
tratamento de estresse hidrico foram correlacionados com a PVA, por meio de andlise de
correlacdo de Pearson, utilizando-se o pacote “corrplot” no software estatistico RStudio®
(version 1.3.959, disponivel em http://www.rstudio.com/). Os demais dados, como as médias

das varidveis, foram plotados em gréficos e tabelas com o uso do Excel®.

3 RESULTADOS

Os dois tratamentos de irrigacio testados exibiram fenétipos altamente contrastantes
para a abertura de vagens imaturas, considerando alguns genétipos. De forma que, no
tratamento estresse o numero de vagens imaturas abertas foi maior em comparacdo com o
tratamento controle, nos dois experimentos conduzidos. Os dados observados de nimero de
vagens totais (NV) e quantas destas vagens apresentaram abertura de forma imatura (NVA) nos
tratamentos estresse € controle, estdo apresentados nas Figuras 3 (experimento 1) e 4
(experimento 2).

No experimento 1, 31 genétipos do total de 99 avaliados neste trabalho apresentaram
abertura de vagens imaturas e foram representados na Figura 3, os demais 68 gen6tipos foram
omitidos. Embora o tratamento estresse tenha apresentado maiores propor¢oes de NVA, alguns
gendtipos no tratamento controle também expressaram essa caracteristica, mesmo que em
poucas vagens. Com destaque para o genétipo GDM 151016, com 8,8% das vagens abertas no
tratamento estresse € 5,5% das vagens abertas no tratamento controle; e para o genétipo 8077
RSF (Forte), com 1,2% e 2% das suas vagens imaturas abertas nos tratamentos estresse e

controle, respectivamente.
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Figura 3 - Numero de vagens totais (NV) e nimero de vagens imaturas abertas (NVA)
apresentados pelos gendtipos de soja submetidos ao deficit hidrico (tratamento estresse) e sem

deficit hidrico (tratamento controle), no experimento 1.
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No experimento 2, apenas 14 gen6tipos de soja avaliados apresentaram abertura imatura

das vagens, no tratamento estresse (Figura4). Um nimero consideravelmente menor em relagao
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ao primeiro experimento. Além disso, os genétipos no experimento 2, apresentaram uma
quantidade menor de vagens abertas, uma média de 2,4% do numero total de vagens. No

experimento 1, em média 4,1% das vagens imaturas se abriram.

Figura 4 - Nimero de vagens totais (NV) e niimero de vagens imaturas abertas (NVA) obtidas
pelos gendtipos de soja submetidos ao deficit hidrico (tratamento estresse) e sem deficit hidrico

(tratamento controle), no experimento 2.
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Os genétipos que abriram vagens no experimento 1 ndo coincidiram completamente
com os gendtipos que abriram vagens no experimento 2. Os genétipos 8077 RSF (Forte), 7166
RSF Ipro (Ponta), GDM 151010, NS 5727, GDM 151024, TMG 4190 e TMG 1288 RR foram
0s materiais que apresentaram vagens imaturas abertas nos dois experimentos.

Dentre os genétipos que abriram vagens, encontram-se materiais de diversos grupos de
maturidade, tipos de crescimento e eventos transgénicos. Contudo, a maioria dos genotipos
possuiam tipo de crescimento indeterminado, equivalendo a 38,7% e 42,9% do total de
gendtipos que abriram vagens no experimento 1 e 2, respectivamente.

As médias obtidas para os caracteres agrondmicos avaliados, nos dois tratamentos de
irrigagdo e épocas de cultivo, estdo expostos na Tabela Suplementar 2. Os coeficientes da
andlise de correlacdo entre estes caracteres avaliados para o experimento 1 estdo apresentados

na Figura 5 e para o experimento 2, na Figura 6. Em estudos iniciais de um caractere, como a
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porcentagem de vagens imaturas abertas (PVA) na cultura da soja, € comum que se avalie a sua
correlagdo com outros caracteres agronOmicos. Para isso, foram utilizados os dados do

tratamento estresse, porque apresentaram maior variabilidade fenotipica.

Figura 5 - Coeficientes da andlise de correlacdo de Pearson entre os caracteres agrondmicos
avaliados para o experimento 1 utilizando dados do tratamento estresse.
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Quadros com preenchimento colorido indicam correlagdes significativas (p-valor < 0,05), pelo teste t.

PVA: porcentagem de vagens imaturas abertas; NOS: nimero de nds na haste principal; NHL: ndmero de hastes
laterais; NV: nimero de vagens totais; NG: nimero de graos totais; M100: massa de 100 graos; NMGV: nimero
médio de graos por vagem; PVCH: porcentagem de vagens chochas; COMV: comprimento da vagem; LARV:
largura da vagem; ESPV: espessura da vagem; VGI1, VG2 e VG3: volumes dos grdos 1, 2 e 3, respectivamente;
VCC: volume da cavidade central.



29

Figura 6 - Coeficientes da andlise de correlacdo de Pearson entre os caracteres agrondmicos
avaliados para o experimento 2 utilizando dados do tratamento estresse.
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Quadros com preenchimento colorido indicam correlagdes significativas (p-valor < 0,05), pelo teste t.

PVA: porcentagem de vagens imaturas abertas; NOS: nimero de nds na haste principal; NHL: ndmero de hastes
laterais; NV: nimero de vagens totais; NG: nimero de graos totais; M100: massa de 100 graos; NMGV: nimero
médio de graos por vagem; PVCH: porcentagem de vagens chochas; COMV: comprimento da vagem; LARV:
largura da vagem; ESPV: espessura da vagem; VG1, VG2 e VG3: volumes dos graos 1, 2 e 3, respectivamente;
VCC: volume da cavidade central.

Encontramos uma relagdo linear negativa e significativa da PVA com as varidveis
COMYV, LARYV, VG2, VG3 e VCC, no experimento 1 (Figura 5). Assim, com o aumento da
PVA verificamos uma diminui¢c@o nos valores dessas varidveis relacionadas as dimensdes das
vagens e dos grdos. Apds a ocorréncia da abertura das vagens, nota-se uma diminui¢do dos
volumes dos graos 2 e 3 ao final do processo de maturacdo, provavelmente devido a perda de
dgua destes grdos para o ambiente, adicionado a entrada e desenvolvimento de patégenos, como
ilustrado na Figura 7. Consequentemente, a diminuicdo do volume dos graos neste caso,

acarreta em um menor COMV e LARV.
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Figura 7 - Diferenca na qualidade das sementes do gendtipo de soja GDM 15C004 que
apresentaram abertura de vagens imaturas no tratamento estresse (imagens do lado esquerdo),
em contraste com o tratamento controle (imagens do lado direito), no experimento 1.

A correlacdo negativa entre a PVA com o VG2 e VG3 pode ser explicada pelo fato de
que 45% das vagens de 3 graos que abriram imaturamente, apresentam essa abertura sob os
graos 2 e 3 (Figura 8), os quais, apds a abertura s@o afetados pelos fatores bidticos e abidticos
citados anteriormente, que reduziram os seus volumes. Outros 30% da abertura ocorrem sob os
graos 1 e 2; 15% ocorreram apenas sob o grao 3; 7% ocorreu em todo o comprimento da vagem,
ou seja, sob os graos 1, 2 e 3; e 3% da abertura ocorre sob o grao 2. Estas porcentagens se
referem a ocorréncia de abertura de vagens imaturas de 3 grios, que foram avaliadas quanto

aos seus volumes.
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Figura 8 - Localizacdo da abertura das vagens imaturas e suas porcentagens de ocorréncia em
vagens de trés graos, no experimento 1.
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Para o experimento 2, as correlagdes lineares entre a PVA e as varidveis NG, NMGV e
LARV foram negativas e significativas (Figura 6). Como jia mencionado, a PVA ¢
potencializada pela ocorréncia do deficit hidrico, mesmo fator que notadamente causa a
diminui¢do de componentes de produtividade, como o NG e o NMGV, na soja e em diversas
outras culturas. Ademais, correlagdo significativa, porém, positiva, também foi encontrada
entre a PVA e a varidvel PVCH.

As diferencas de PVA encontradas para os gendtipos de soja avaliados entre os
experimentos 1 e 2, podem ter ocorrido devido as diferencas de temperatura e umidade do ar
e/ou devido as diferencas inerentes as caracteristicas do solo, demonstradas nas curvas de
retencdo de dgua nos substratos usados nessas ocasides. Estes dois fatores foram os tinicos que
nao apresentaram uniformidade do primeiro experimento para o subsequente, e serdo analisados
como as possiveis causas.

Como apresentado na Figura 1, as temperaturas e umidades médias foram de 29,17°C e
57% e 31,14°C e 55% para os experimentos 1 e 2, respectivamente, ndo apresentando grandes
discrepancias. Contudo, durante a imposi¢do do deficit hidrico que iniciou no estddio R3
perdurando até o estddio R6 de desenvolvimento da cultura, esses dados climaticos
apresentaram diferencas considerdveis (periodo destacado em vermelho na Figura 1). De forma
que no experimento 1, o periodo de deficit hidrico para as plantas ocorreu de 10 de marco a 28
de abril de 2018, com temperatura média de 28,47°C e umidade de 70%. No experimento 2, o
deficit hidrico foi imposto entre os dias 13 de dezembro de 2018 e 10 de fevereiro de 2019, com
temperatura média de 33,56°C e 51% de umidade.

A temperatura e umidade mais amenas observadas no experimento 1, podem ter

favorecido o desenvolvimento dos graos que, mesmo com deficit hidrico, cresceram de forma
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que a vagem ndo suportou o volume dos mesmos. Isso pode ser detectado na Tabela 2, que
mostra a média de volume dos graos entre os tratamentos de irrigac¢do e entre os experimentos.
No qual, para o tratamento estresse, os volumes sao sempre maiores no experimento 1, mesmo
para os gendtipos que abriram vagens.

Isto ndo aconteceu no experimento 2, no qual as plantas estavam submetidas ao estresse
por temperatura alta e umidade do ambiente baixa, além do estresse pelo deficit hidrico.
Provavelmente, esta combinacdo de estresses afetaram o desenvolvimento das sementes,
fazendo com que elas ficassem pequenas e ndo crescessem o suficiente para romper a vagem e,
entdo, causar a abertura destas de forma imatura. Podemos identificar isso na Tabela 2, no qual,
para o experimento 2 verificamos que o volume dos graos foi menor no tratamento estresse em
comparacdo com o tratamento controle, devido a combina¢do do deficit hidrico com a alta
temperatura. Vale ressaltar que o tamanho das vagens obtidos nos dois experimentos foi
semelhante (Tabela Suplementar 2), o que reforca a teoria de que o menor desenvolvimento dos

graos no experimento 2 seja a razao para a baixa ocorréncia de abertura das vagens.

Tabela 2 - Volumes médios dos graos 1, 2 e 3 (VG1, VG2 e VG3, respectivamente) para os
tratamentos com deficit hidrico (tratamento estresse) e sem deficit hidrico (tratamento controle)
nos experimentos 1 e 2.

VG1 (mm?) VG2 (mm?) VG3 (mm3)
Tratamentos | Genotipos Exp.1 Exp.2 Exp.1 Exp.2 Exp.1 Exp.2
Todos os gendtipos 111,81 93,15 123,93 111,68 123,85 112,51

Genotipos que
abriram vagem

Tratamento
Estresse

104,92 95,91 116,25 111,63 115,60 112,58

Genotipos que nao

. 115,11 92,74 127,61 111,69 127,80 112,50
abriram vagem

Tratamento

Todos os gendtipos 103,72 104,22 114,59 121,63 115,05 120,59
Controle

Exp = Experimentos.

No experimento 1, os gendtipos cultivados sob tratamento estresse € que nao abriram
vagens foram os que apresentaram o maior volume dos trés grdos avaliados em comparacio
com todos os outros tratamentos. Isto corrobora com a hipétese de que o estresse hidrico poderia
favorecer o crescimento dos graos, uma vez que menos graos foram formados nestas condigoes.
No caso do experimento 2, o menor nimero de graos produzidos, reflexo da temperatura mais
alta e baixa umidade do ambiente, em relacdo ao experimento 1 (Tabela Suplementar 2),

favoreceu o aumento do volume dos graos na condi¢do controle.
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Outro fator mencionado como possivel explicacdo para as diferencas encontradas entres
os dois experimentos, estd relacionado ao tipo de substrato usado. As curvas de retencao de
dgua dos substratos apresentam algumas diferencas que podem ter contribuido para dificultar a
imposicao do deficit hidrico no experimento 2 e, consequentemente, influenciado na expressao
da abertura de vagens imaturas dos genétipos de soja estudados.

O substrato utilizado para crescimento das plantas no experimento 1 necessita de uma
umidade em base seca (Ubs) de 12,98% para atingir um potencial hidrico de - 900 kPa e entio
estabelecer o deficit hidrico. E o tratamento controle, com -33 kPa, foi mantido com uma Ubs
de 20,24%. J4 no experimento 2, os tratamentos de estresse hidrico e controle foram obtidos
com Ubs iguais a 13,08% e 17,74%, respectivamente, apresentando uma diferenca entre o
estado de deficit hidrico e a boa hidratagdo das plantas bem pequeno, necessitando de uma
precisdao maior na imposi¢do e manejo do deficit hidrico nessas plantas.

Mesmo possuindo valores muito parecidos de argila, silte e areia (Tabela 1), os
substratos utilizados nos dois experimentos diferiram em relacdo aos parametros obtidos por
meio do modelo de van Genuchten (1980), sendo eles: Os, Or, a, m e n. Estes parametros foram
utilizados no célculo do indice S, que funciona como uma chave métrica da qualidade fisica
dos solos e é determinado a partir da inclinag¢do da curva de reten¢do de 4gua no solo no ponto
de inflexao. Dexter (2004) sugere que solos com boa qualidade estrutural possuem valor de S
igual ou superior a 0,035. Assim, foram obtidos os valores de 0,0246 e 0,0511 para indices S
dos experimentos 1 e 2, respectivamente. Isto classifica o substrato do experimento 2 com
qualidade estrutural mais elevada, com boa distribuicao dos poros, capacidade de infiltracao de
dgua, aeracdo, capacidade de enraizamento, dentre outros fatores, oferecendo oportunidades

para o bom desenvolvimento das plantas.

4 DISCUSSAO

A abertura de vagens imaturas ainda € uma caracteristica pouco investigada e a sua
ocorréncia pode trazer diversos prejuizos a cultura da soja. A expressdo desta caracteristica
pode ser causada ou amplificada por diversos fatores que ainda precisam ser elucidados. Neste
trabalho, avaliamos a influéncia de trés fatores: i) o manejo de irriga¢@o, avaliando plantas bem
irrigadas e sob deficit hidrico; ii) varios gendtipos de soja com diferentes hébitos de
crescimento, grupos de maturidade e eventos transgénicos; e iii) duas épocas de cultivo,
apresentando variagOes na temperatura € umidade do ar. O desenvolvimento dos experimentos

em casa de vegetacdo objetivou minimizar a influéncia de outros fatores externos. Desta forma,
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todos os fatores observados como possiveis interferéncias foram listados e discutidos, para que
o comportamento desta caracteristica seja preliminarmente mapeado.

A principio, é oportuno destacar que a escassez de literatura especifica acerca da
abertura de vagens imaturas, nos impeliu a discutir alguns processos baseados na deiscéncia,
por ser um tipo de abertura de vagens ja esclarecido. Embora ndo seja comprovado que sao
processos derivados dos mesmos fatores.

Neste trabalho, foi possivel verificar que o deficit hidrico influenciou de forma notavel
a ocorréncia da abertura de vagens imaturas de soja, principalmente no experimento 1. No
processo de deiscéncia, a abertura das vagens apds a maturagdo, estd diretamente relacionada
as diferencas de tensdo desenvolvidas nas células da camada esclerenquimatica interna em
decorréncia da desidratacdo (ESTORNELL et al., 2013; BALLESTER & FERRANDIZ, 2017;
ZHANG et al., 2018). Diversos autores examinaram a relacdo entre a deiscéncia das vagens e
a baixa umidade no solo e no ambiente, no qual constataram que este pode ser considerado o
principal fator que controla a frequéncia de deiscéncia das vagens de soja (TSUCHIYA, 1987;
ZHANG et al., 2018; ZHANG & SINGH, 2020).

Com a andlise de correlacdo, verificamos que o aumento da PVA € acompanhado por
uma diminui¢do nas médias das varidveis relacionadas as dimensdes das vagens e dos graos
(COMV, LARV, VG2, VG3 e VCC) no experimento 1. J4 no experimento 2, a PV A apresentou
correlagdes negativas com as varidveis NG, NMGV e LARV; e correlagdo positiva com a
variavel PVCH, que sdo mais relacionadas as caracteristicas de produtividade da planta.

Avaliando a abertura de vagens imaturas, Palharini (2016) associou a abertura as forcas
fisicas exercidas por graos grandes em vagens pequenas. O autor relatou que com a ocorréncia
de deficit hidrico houve uma reduc@o no nimero e no tamanho das vagens, contudo, os graos
formados apresentaram tamanho maior, o qual exerceu uma forga sobre as vagens, contribuindo
para a sua abertura quando ainda estavam verdes/imaturas, em cultivares mais suscetiveis. O
mesmo foi observado no experimento 1, quando submetidos ao deficit hidrico, os graos
desenvolvidos tiveram um tamanho maior, podendo esse fato ter contribuido para a abertura
das vagens imaturas que estavam mal desenvolvidas.

O 1nicio do deficit hidrico ocorreu no estadio de desenvolvimento R3, quando as vagens
ainda estavam em formacao, favorecendo o abortamento de algumas vagens. O nimero médio
de vagens nos tratamentos estresse e controle foram 53 e 72, respectivamente. J4 o
comprimento, largura e espessura das vagens foram, respectivamente, 43,54, 9,18 e 6,42 mm
no tratamento estresse; e de 45,14, 9,45 e 6,12, respectivamente, para o tratamento controle.

Note que, o comprimento e a largura das vagens foram menores sob restricao hidrica, ja a
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espessura da vagem foi maior, reforcando que houve aumento no volume dos graos. De modo
geral, a ocorréncia do deficit hidrico nas plantas, dentre diversos efeitos, inibe o alongamento
celular, reduz a taxa de divisdo celular e a concentragdo de pigmentos fotossintéticos, limitando
diretamente o potencial fotossintético e, consequentemente, a produgao primaria (FLEXAS et
al., 2012; FAROOQ et al., 2012; BUEZO et al., 2019; XIONG et al., 2020). Gavili et al. (2019)
verificaram que a baixa umidade do solo diminuiu significativamente o comprimento médio da
vagem em até 11%, em comparacao com as condi¢des de controle.

Neste trabalho, quando as plantas foram submetidas ao deficit hidrico, os graos
apresentaram maiores volumes. Contudo, com a ocorréncia do processo de abertura das vagens
imaturas, esses graos sofreram danos de origem bidtica e abidtica de tal forma que,
apresentaram volume reduzido ao final do ciclo de maturacdo. Em deficit hidrico imposto
durante o desenvolvimento das vagens (estdgios R3 a RS5), Desclaux et al. (2000) concluiram
que o numero de vagens foi significativamente afetado. Contudo, segundo os autores, estas
plantas produziram maior peso individual de sementes, com incremento de até 20% em
comparacdo com plantas cultivadas em condi¢des de boa irrigagdo. O bom desenvolvimento
vegetativo das plantas antes de serem submetidas a restricao hidrica e o abortamento das vagens
apo6s o inicio do estresse, favoreceram o bom enchimento das sementes nas vagens restantes.
Assim, o estresse hidrico com inicio no estdgio R3, durante o desenvolvimento de vagens e
graos, favorece a integridade (peso e qualidade) das sementes em detrimento do seu nimero.

Neste mesmo trabalho, Desclaux et al. (2000) compararam a ocorréncia da restricdo
hidrica em varios estdgios de desenvolvimento, durante a fase vegetativa (V4 a R1), floracao
(R1 a R3), vagem em fase de alongamento (R3 a R5) e no enchimento de sementes (R5). Eles
concluiram que o comprimento médio dos entrends foi o fator mais sensivel a seca durante as
fases vegetativa e de floracdo; o nimero de vagens por unidade de matéria seca foi
significativamente afetado pelo estresse durante o alongamento das vagens; o estresse durante
o enchimento de graos reduziu o ndmero de graos por vagem; enquanto o estresse tardio, apos
o estdgio limite para abortamento de vagens e graos, diminuiu o peso do grao. A imposicdo do
deficit hidrico em plantas de soja a partir do estdgio R5.3 acarretou em um decréscimo nas
médias dos componentes de produtividade: nimero de sementes, massa de sementes e massa
de 100 graos (NASCIMENTO, 2020). Diferentemente do observado neste trabalho, no qual o
deficit hidrico imposto na fase de desenvolvimento das vagens (em R3) ndo afetou a massa de
100 graos, no experimento 1.

Presumivelmente, gendtipos que possuem graos mais volumosos podem estar mais

propensos a passarem por este processo de abertura das vagens imaturas. Este fato nos coloca
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diante de uma dicotomia, quando elegemos genétipos com estas caracteristicas em programas
de melhoramento genético, visando maior rendimento no cultivo. Vale ressaltar que, o tamanho
da vagem também € uma caracteristica importante para definir se, mesmo com um grao maior,
ocorrerd a abertura de vagens imaturas.

Diversos fatores influenciam o grau de deiscéncia em vagens de soja, como as condicdes
ambientais, estrutura anatdmica da vagem, composi¢cdo quimica da parede da vagem e genétipo
(TIWARI & BHATIA, 1995; ZHANG & BOAHEN, 2010). No entanto, entre esses fatores, as
caracteristicas genotipicas desempenham um papel fundamental na expressio geral da
deiscéncia (BHOR et al. 2014; KRISNAWATI & ADIE, 2017a). Os 99 gendtipos analisados
neste trabalho apresentaram comportamentos diferentes em relacdo a abertura de vagens
imaturas quando submetidos a restri¢do hidrica. Poucos genétipos abriram vagens imaturas
tanto no tratamento estresse quanto no tratamento controle, manifestando um fendtipo
altamente suscetivel. Ja alguns gendtipos abriram vagens imaturas somente sob condi¢des de
restri¢do hidrica, denotando que a ocorréncia do estresse induziu a abertura de vagens imaturas
em alguns genétipos, que provavelmente possuiam algum nivel de suscetibilidade. Todavia, a
maior parte dos gendétipos avaliados ndo abriram vagens por efeito dos tratamentos.

Os caracteres agrondmicos que se correlacionaram com a PVA no experimento 1
(COMV, LARYV, VG2, VG3 e VCC), estdo relacionados aos danos que a PVA causou nas
vagens e nos graos. No experimento 2, como a PVA foi expressa em menor magnitude, as
variaveis correlacionadas (NG, NMGV, LARV e PVCH) foram mais relacionadas aos danos
do estresse hidrico e térmico sofridos pela planta no decorrer do seu desenvolvimento.
Krisnawati & Adie (2017b) correlacionaram a porcentagem de deiscéncia das vagens com o
comprimento, largura e espessura da vagem e peso de 100 graos e encontraram correlacdes de
0,415,0,141, 0,115 e de 0,247, respectivamente. Em seguida, eles quantificaram a relacdo entre
a deiscéncia e os caracteres da vagem por meio da andlise de coeficiente de trilha, concluindo
que os maiores efeitos diretos foram observados para o comprimento da vagem, sugerindo que
esse caractere foi um importante contribuinte para a resisténcia a deiscéncia da vagem.
Resultados semelhantes foram relatados por Bara et al. (2013), que também encontraram
variacdo significativa entre os gen6tipos de soja no comprimento, largura e espessura da vagem
e peso de 100 graos. Nestes trabalhos mencionados, as caracteristicas morfoldgicas e
fisiolégicas das vagens foram associadas a resisténcia a deiscéncia das vagens, indicando que
esses caracteres podem ser usados como indicadores para a selecdo de genoétipos.

Outro aspecto identificado neste trabalho, foram os efeitos deletérios do deficit hidrico

em conjunto com o estresse pelo calor sobre os componentes de produtividade. No experimento
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2, de forma geral, os componentes de produtividade NV, NG, M100, VG1, VG2 e VG3 foram
menores em relacdo ao experimento 1. Vérios estudos mostram que temperaturas acima de
32°C reduzem a taxa de crescimento dos graos e o seu periodo de enchimento na soja (GIBSON
& MULLEN, 1996; ERGO et al., 2018). Ergo et al. (2018) quantificaram a produtividade de
plantas de soja sob os efeitos do estresse térmico (calor) e observaram reducdes significativas
no rendimento (21%) e no nimero de graos (25%) em comparagdo com tratamento controle.
Quando os autores avaliaram o estresse térmico e o deficit hidrico concomitantemente, eles
constataram porcentagens de reducdes ainda maiores, sendo 41% no rendimento, 26% no
nimero de graos e 21% no peso dos graos em comparacao ao tratamento controle.

A combinagdo entre restricdo hidrica e altas temperaturas promovem reacdes
fisiol6gicas unicas nas plantas, como por exemplo na resposta estomatica conflitante. As plantas
sob estresse térmico tendem a abrir seus estdomatos para resfriar suas folhas por meio da
transpiracdo. Em contrapartida, em resposta a seca as plantas fecham seus estomatos para evitar
a perda de agua (JUMRANI & BHATIA, 2019; BALFAGON et al., 2020; ZANDALINAS et
al., 2020). Utilizando uma combinacao de seca e estresse por calor durante a fase reprodutiva
da planta de soja, Cohen et al. (2020, 2021) observaram que os estdmatos permanecem
fechados, aumentando a temperatura destas folhas em aproximadamente de 1 a 2°C, em
comparacdo com a das plantas submetidas a seca ou estresse por calor separadamente. Além
disso, estes autores verificaram alguns impactos na produtividade, como a producdo de menos
graos e de tamanhos menores.

Além do deficit hidrico imposto as plantas, acrescido do estresse por temperatura
visualizado na segunda época de cultivo e dos diferentes genétipos utilizados, um outro fator
foi identificado diferindo os experimentos 1 e 2: o tipo de substrato. Segundo Dexter (2004), o
indice S possui sensibilidade para identificar a degradacao da qualidade fisica do solo, podendo
indicar quando o solo € um limitante ao desenvolvimento de raizes. De forma que, valores
maiores de S indicam uma ampla distribui¢do de tamanho de poros, condizente com condi¢des
estruturais que estabelecem um adequado funcionamento fisico do solo. O autor também propds
uma classificagdo com base no indice S, sendo que o médulo de S > 0,035 indica condigdes
favoraveis e S < 0,035 indica condic¢des restritivas para o crescimento das raizes das plantas.
Salientou ainda, que valores de S < 0,020 refletem condig¢des fisicas do solo muito pobres e
com alta restri¢do ao crescimento das raizes das plantas.

No experimento 1 deste trabalho, o valor de S (= 0,0246) ficou proximo a extremidade
inferior da classe dos solos com baixa qualidade estrutural, o que pode ter contribuido para

potencializar os efeitos do deficit hidrico nesta época de cultivo. O declinio na estrutura fisica
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do solo suscita a sua degradacdo e pode influenciar o movimento e retencao da dgua no solo,
erosdo, ciclagem de nutrientes, penetracdo da raiz e, consequentemente, a capacidade produtiva
deste solo (BRONICK & LAL, 2005). Ja no experimento 2, o valor de S (= 0,0511) indicou
uma boa qualidade estrutural e boa distribuicdo dos poros, permitindo que o solo exerca suas
funcoes fisicas de forma satisfatéria. Esta informacao pode ser confirmada pelo maior valor do
parametro n obtido nessa época de cultivo. O parametro n controla a inclina¢do da curva de
retencdo e estd relacionado com a distribuicdo granulométrica, tal que maiores valores de n
indicam solos com classificagdo textura mais grossa e melhor distribuicdo dos poros por
tamanho (VAN GENUCHTEN, 1980). O fato deste substrato ter apresentando melhor
qualidade pode ter dificultado a imposicdo do deficit hidrico, refletindo em poucas vagens
imaturas abertas.

Importante lembrar que atualmente, grande parte da producao mundial de soja ocorre
em condicdes de sequeiro, caracterizado por altas temperaturas e precipitacdo baixa ou
irregular, além das condi¢des precérias dos solos. Estes fatores combinados podem agravar o
problema de abertura de vagens imaturas conforme tudo o que foi exposto. Novos estudos
precisam ser desenvolvidos para obter uma visdo dos efeitos interativos de todos os fatores
envolvidos (disponibilidade hidrica, temperatura e condicdes do solo) ndo apenas na
produtividade da soja, mas também para compreensao da abertura de vagens imaturas de soja,
visto que pode ser causada ou amplificada por diversos outros fatores que ainda precisam ser

investigados.

5 CONCLUSAO

Com o desenvolvimento deste trabalho, conclui-se que o deficit hidrico influencia na
porcentagem de vagens imaturas abertas em alguns gendtipos de soja e, portanto, esse
tratamento pode ser utilizado para a selecdao de gendtipos tolerantes.

O volume dos graos entre os estddios R5 e R6 € outro fator que contribui para a abertura
de vagens quando ainda estdo verdes, por aumentarem a tensdo dentro da vagem. De forma que,
em condi¢Oes de deficit hidrico os graos tendem a ter maiores volumes, assim, a vagem nao
comporta o tamanho do grao e se rompe. Apds a colheita das plantas com ocorréncia da abertura
de vagens imaturas, os principais danos detectados foram a redu¢do no peso, no tamanho e na

qualidade dos graos formados.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela Suplementar 1 - Gendtipos (cultivares e linhagens) de soja utilizados para a realiza¢ao

dos experimentos.

(continua)
Genétipo Evento Grupo de Habito de
transgénico Maturidade Crescimento
50i52 RSF IPRO (Raio) Intacta 5.0 Indeterminado
55157 RSF IPRO (Zeus) Intacta 5.5 Indeterminado
57HO123 TP IPRO Intacta 5.7 Indeterminado
5855 RSF IPRO (Elite) Intacta 5.5 Indeterminado
58HO110 MM IPRO Intacta 59 Indeterminado
58160 RSF IPRO (Lancga) Intacta 5.8 Indeterminado
5953 RSF (Veloz) Roundup Ready 5.0 Indeterminado
6211 IPRO Intacta - -
6262 RSF IPRO Intacta - -
63164 RSF IPRO (Garra) Intacta 6.3 Indeterminado
68170 RSF IPRO (fcone) Intacta 6.8 Indeterminado
7166 RSF IPRO (Ponta) Intacta 6.6 Indeterminado
73170 RSF IPRO (Power) Intacta 7.3 Indeterminado
74177RSF IPRO Intacta 7.2 Indeterminado
75HO111 CIIPRO Intacta 7.2 Indeterminado
75177 RSF IPRO (Ultra) Intacta 7.6 Indeterminado
75179 RSF IPRO Intacta 7.3 -
76MS00 IPRO Intacta 7.6 Indeterminado
8075 RSF (Prisma) Intacta 7.5 Indeterminado
8077 RSF (Forte) Roundup Ready 7.7 Indeterminado
80184 RSF IPRO (Certa) Intacta 8.0 Indeterminado
82MS00 IPRO Intacta 8.2 Indeterminado
83HO113 TP IPRO Intacta 8.3 Indeterminado
8579 RSF (Bonus) Intacta 79 Indeterminado
9086 RSF (Opus) Intacta 8.6 Determinado
ADYV 4681 IPRO Intacta 8.1 Determinado
ANTA 82 Roundup Ready 7.4 Semi determinado
AS 3570 IPRO Intacta 5.7 Semi determinado
AS 3810 IPRO Intacta 8.1 Determinado
AS 3820 IPRO Intacta 8.2 Determinado
BMX Poténcia RR Roundup Ready 6.7 Indeterminado
CD 2728 Intacta 7.2 Indeterminado
CD 2737 Roundup Ready 7.3 Indeterminado
DM 4338 Intacta - -
DM 4347 Intacta - -
DM 5.81 Roundup Ready 5.5 Indeterminado
DM 53154 RSF IPRO Intacta 54 Indeterminado
DM 54152 RSF IPRO Intacta 54 Indeterminado
DM 61159 RSF IPRO Intacta 6.1 Indeterminado
DM 6563 RSF IPRO Intacta 6.3 Indeterminado
DM 7.8i Roundup Ready - Indeterminado
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Tabela Suplementar 1 - Gendtipos (cultivares e linhagens) de soja utilizados para a realiza¢ao

dos experimentos.

(continuacdo)
Genétipo Evento Grupo de Habito de
transgénico Maturidade Crescimento
GDM 15A004 Roundup Ready 6.1 -
GDM 15C004 Convencional 8.0 -
GDM 151010 Intacta 7.2 -
GDM 151011 Intacta 7.5 -
GDM 151012 Intacta 7.6 -
GDM 151013 Intacta 7.8 -
GDM 151014 Intacta 7.8 -
GDM 151015 Intacta 7.8 -
GDM 151016 Intacta 8.6 -
GDM 151017 Intacta 8.5 -
GDM 151018 Intacta 7.5 -
GDM 151024 Intacta 5.3 -
GDM 151027 Intacta 6.2 -
GDM 151032 Intacta 6.0 -
GDM 151033 Intacta 6.1 -
GDM 151035 Intacta 6.2 -
GDM 151041 Intacta 6.0 -
GDM 151042 Intacta 6.0 -
GDM 151050 Intacta 8.0 -
GDM 151054 Intacta 9.0 -
GDM 151075 Intacta 7.5 -
GDM 151079 Intacta 8.4 -
IGRA 645 TR Roundup Ready 6.2 -
L60150 IPRO Intacta 5.0 Indeterminado
LG 60163 IPRO Intacta 6.3 Semi determinado
M 5947 Intacta 59 Indeterminado
M 7739 IPRO Intacta 7.7 Semi determinado
M 8133 IPRO Intacta 8.1 Determinado
M 8349 Intacta 8.3 Determinado
M 8372 Intacta 8.3 Determinado
M 8644 Intacta 8.6 Determinado
M 8808 Intacta 8.8 Determinado
M-SOY 7639 Roundup Ready 7.6 Indeterminado
M-SOY 5730 IPRO Intacta 5.7 Indeterminado
NA 7337 Roundup Ready 7.5 Semi determinado
NS 5727 Intacta 5.7 Indeterminado
NS 6006 Intacta 5.7 Indeterminado
NS 6909 Intacta 6.3 Indeterminado
NS 7300 Intacta 7.0 Indeterminado
NS 7490 Roundup Ready 7.4 Indeterminado
NS 7901 Roundup Ready 7.9 Indeterminado
P95Y21 Convencional 52 -
P95Y72 Roundup Ready 5.0 Indeterminado
P 98Y30 Roundup Ready 8.3 -
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Tabela Suplementar 1 - Gendtipos (cultivares e linhagens) de soja utilizados para a realiza¢ao

dos experimentos.

(conclusio)
Genétipo Evento Grupo de Habito de
transgénico Maturidade Crescimento
RK 8317 IPRO Intacta 8.3 Indeterminado
ROOS CAMINO Convencional 5.3 Indeterminado
SYN 1080 Roundup Ready 8.0 -
SYN 1285 Roundup Ready 8.5 -
T™MG 1179 Roundup Ready 7.9 Determinado
TMG 1180 Roundup Ready 8.0 Semi determinado
TMG 1288 Roundup Ready 8.8 Determinado
TMG 2181 Intacta 8.1 Determinado
TMG 4182 Convencional 8.2 Determinado
TMG 4185 Convencional 8.5 Determinado
TMG 4190 Convencional 9.0 Determinado
TMG 7062 Intacta 6.2 Semi determinado
TMG 7262 Roundup Ready 6.2 Semi determinado
TMG 7363 Roundup Ready 6.3 Indeterminado
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Tabela Suplementar 2 - Comparacio entre as médias dos caracteres agrondmicos avaliados
nos tratamentos estresse e controle nos experimentos 1 e 2.

EXPERIMENTO 1 EXPERIMENTO 2

Varidveis tll};[f;irllilel:l(t)o tll};[f;irllilel:l(t)o txf:;feﬁgo t?:f:rﬁleﬁﬁo
estresse controle estresse controle
NOS 14,46 a 14,62 a 1591 a 15,97 a
NHL 6,70 a 6,90 a 6,67 a 6,79 a
NV 53,16 b 71,95 a 48,88 b 63,66 a
NG 111,23 b 152,31 a 102,83 b 138,59 a
M100 14,57 a 13,33 b 12,21 b 13,26 a
NMGV 2,11 a 2,14 a 2,12b 2,19 a
PVCH 0,09 a 0,06 b 0,07 a 0,03 b
COMV 43,54 b 45,14 a 44,49 b 45,79 a
LARY 9,18 b 9,45 a 9,44 b 9,61 a
ESPV 6,42 a 6,12 b 6,21 b 6,41 a
VGl 111,81 a 103,72 b 93,15b 104,22 a
VG2 12393 a 114,59 b 111,68 b 121,63 a
VG3 123,85 a 115,05 b 112,51 b 120,59 a
VCC 329,50 a 320,85 b 354,26 b 378,31 a

PVA: porcentagem de vagens imaturas abertas; NOS: nimero de nés na haste principal; NHL: nimero de hastes
laterais; NV: nimero de vagens totais; NG: nimero de graos totais; M100: massa de 100 graos (gramas); NMGV:
nimero médio de grdos por vagem; PVCH: porcentagem de vagens chochas; COMV: comprimento da vagem
(milimetros); LARV: largura da vagem (milimetros); ESPV: espessura da vagem (milimetros); VG1, VG2 e VG3:
volumes dos graos 1, 2 e 3, respectivamente (milimetros3); VCC: volume da cavidade central (milimetros3).

As médias (dentro dos experimentos) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com o teste F
(p <0,05).
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CAPITULO 2 - MORFOANATOMIA E COMPOSICAO QUIMICA DE VAGENS DE
SOJA ABERTAS IMATURAMENTE SOB DEFICIT HIDRICO

RESUMO

Assim como na deiscéncia, a abertura de vagens imaturas de soja € potencializada pelo deficit
hidrico. Contudo, apesar dos processos e mudangas estruturais das vagens serem bem
esclarecidos na deiscéncia, poucas informagdes sdo disponiveis para a compreensdo dos
eventos e fatores a contribuir para a abertura de vagens imaturas. Assim, o objetivo deste
trabalho foi associar as caracteristicas morfoanatdmicas e composi¢do mineral e de fibras das
vagens de soja, para explicar a ocorréncia da abertura de vagens imaturas sob deficit hidrico.
Para isto, realizamos um experimento em casa de vegetacdo com 99 gendtipos de soja
cultivados sob deficit hidrico (tratamento estresse) e sob condi¢des de irrigacdo ideal
(tratamento controle), avaliados em trés blocos. Ao final, selecionamos trés genétipos de soja
que apresentam a abertura em vagens imaturas e trés genotipos com vagens imaturas que nao
abriram. Foram avaliadas as estruturas da sutura ventral da vagem, mensurando-se a drea do
feixe vascular (VBA), a drea, largura e altura da fiber cap cells (FCCA, FCCW e FCCH,
respectivamente) e a altura da linha de abscisdo (ALH). Além da composi¢do de fibras (fibra
em detergente neutro - FDN, fibra em detergente acido - FDA, celulose - CEL, hemicelulose —
HEM e lignina — LIG) e de macro e micronutrientes (N, Ca, Mg, Fe, Zn, Cu, Mn, P, K, S e B)
nas cascas das vagens desses genotipos. As varidveis B, N e LIG apresentaram correlagoes
significativas positivas com a porcentagem de vagens imaturas abertas (PVA). J4 as varidveis
Mn, Mg, FCCAr6, FCCHr6 e VBAr6 apresentaram correlacdes significativas negativas com a
PVA. A PCA Biplot foi eficiente para dissociar as amostras do tratamento controle do estresse.
Porém, nao foi possivel dissociar os escores que representam os gendtipos que abriram vagens
dos escores que representam as demais amostras do tratamento estresse. As estruturas da sutura
ventral da vagem tiveram maior contribui¢do com o tratamento controle, apresentando os
vetores de maior comprimento € em direcao aos escores que representam as amostras deste
tratamento. Por outro lado, as varidveis PVA, B, N, FDN e HEM contribuiram em maior
magnitude para o tratamento estresse, tendo seus vetores plotados na direcdo dos escores que
representam este tratamento. Com base nas andlises da morfoanatomia, observamos que, sob
deficit hidrico, ocorre uma diminui¢do das dimensdes das estruturas da sutura ventral ao qual
se atribui uma redug¢do proporcional da resisténcia e, como consequéncia, maior frequéncia de

abertura das vagens imaturas. Além disso, visualizamos que o rompimento das vagens nao
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ocorre, necessariamente, sob aregido da FCC e da AL. Além da influéncia do gendétipo, o deficit
hidrico contribui para as alteracdes estruturais e composicao das células na regido da sutura
ventral e, assim favorecendo a abertura de vagens verdes de soja. Este efeito do deficit hidrico
também foi observado em termos da composi¢do de fibras e no conteddo de alguns macros e

micronutrientes nas vagens de soja.

Palavras-chave: Seca. Abertura de vagens verdes. Sutura ventral. Fibras. Macro e
micronutrientes.
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1 INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L) Merrill] é uma planta herbicea, da familia Fabaceae
(Leguminosae). O fruto do tipo vagem (legume) € levemente arqueada, pubescentes, que se
desenvolve em duas valvas a partir de um tnico carpelo que envolve os locus onde as sementes
sdo formadas. A sutura dorsal corresponde a veia principal do carpelo, enquanto a sutura ventral
corresponde a fusdo das duas margens do carpelo (CARLSON & LERSTEN, 2004). Plantas
silvestres de soja apresentam um processo chamado de deiscéncia, onde ocorre a separacdo das
duas valvas da vagem, como forma de disseminar a sua progénie e aumentar as oportunidades
de sobrevivéncia da espécie (BENNETT et al., 2011; FUNATSUKI et al., 2014).

No entanto, em culturas domesticadas a resisténcia a deiscéncia foi preferencialmente
selecionada, devido as perdas de produtividade nessas situagdes (BHOR et al., 2014). A
deiscéncia € precedida pela formacao de fendas ao longo do parénquima das suturas dorsal e/ou
ventral, onde a vagem se abre ao alcancar a maturidade (CHRISTIANSEN et al., 2002; ZHANG
et al., 2018). De forma andloga a deiscéncia, tem-se relatado a ocorréncia da abertura de vagens
imaturas em campo, quando as vagens ainda se encontram verdes no final da fase de enchimento
dos graos (PALHARINI, 2016). Esta abertura das vagens imaturas tem causado danos aos
graos, que se deterioram ap0s a abertura, reduzindo a sua produtividade e qualidade.

No caso da deiscéncia, o processo de abertura das vagens é agravado sob condicdes de
baixa umidade do ar, alta temperatura, mudancgas rdpidas de temperatura e eventos de
umedecimento seguidos de secagem (AGRAWAL et al., 2002; ZHANG & BOAHEN, 2010;
ZHANG & SINGH, 2020). A medida que ocorre a desidratagio da casca da vagem, o exocarpo
e o mesocarpo encolhem, promovendo uma tensao atribuida ao endocarpo, desenvolvendo uma
reducdo da forca de ligacdo das paredes da vagem, além da geracdo de forcas nas zonas de
deiscéncia (PATHARKAR & WALKER, 2019). Somado as condi¢des ambientais, 0 genotipo
desempenha um papel importante na expressao da deiscéncia das vagens (BHOR et al., 2014).

Algumas caracteristicas morfoanatdmicas e quimicas de composi¢ao das vagens podem
conferir maior resisténcia ao processo de deiscéncia em alguns genoétipos de soja (ROMKAEW
et al., 2008; BARA et al., 2013; ADEYEYE et al., 2014; KRISNAWATI & ADIE, 2017a;
2017b). Romkaew et al. (2008) identificaram variagao no conteido de lignina nas vagens entre
alguns gendtipos de soja, podendo ser um fator importante para a selecdo de material resistente
a deiscéncia das vagens. Neste mesmo sentido, Dong et al. (2014) descobriram que a
lignificacdo excessiva de células da fiber cap cells conferiu o fendtipo resistente a deiscéncia.

A estrutura morfoanatdomica nas suturas ventrais e dorsais das vagens, como o feixe vascular


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/carpels
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(VB), a zona de deiscéncia ou linha de abscisdo (AL) e as fiber cap cells (FCC), exercem funcao
importante no processo de deiscéncia das vagens (SUZUKI et al., 2009; DONG et al., 2014;
TU et al., 2019). Estes autores sugerem que as dimensdes destas estruturas podem estar
associadas ao grau de deiscéncia da vagem. Além disso, sabemos que o deficit hidrico pode
influenciar na absorc¢ao de nutrientes que sdo fundamentais na formacdo de vagens e dos graos
de soja, como por exemplo o cdlcio, um importante constituinte da parede celular (WHITE &
BROADLEY, 2003). A disponibilidade deste nutriente as plantas pode diminuir com o deficit
hidrico (WIJEWARDANA et al., 2019). Assim, uma avaliacdo destes constituintes pode
auxiliar no entendimento da abertura de vagens imaturas da soja quando submetidas a
deficiéncia hidrica.

A literatura relata de forma ampla e detalhada a ocorréncia da deiscéncia que ocorre no
final da fase de maturacdo das vagens (DONG et al., 2014; FUNATSUKI et al., 2014;
KRISNAWATI & ADIE, 2017a; 2017b; ZHANG et al., 2018; TU et al., 2019). Contudo, nido
existem estudos que relatam as causas para a ocorréncia da abertura de vagens imaturas, que
ocorre quando as vagens ainda se encontram verdes e com algum conteido de umidade. Com
base em estudos prévios, notou-se a influéncia do genétipo e das condi¢cdes ambientais, mais
especificamente do deficit hidrico, sob a ocorréncia da abertura de vagens imaturas em soja.
Estudos mais detalhados, como uma abordagem da anatomia/histologia das vagens podem
contribuir para a compreensao deste processo sob condi¢cdes adversas e a relacdo entre a
morfoanatomia com os componentes da vagem € a sua abertura enquanto ainda imatura. O
conhecimento sobre estas caracteristicas fornecera informacodes uteis para a selecdo de
genotipos resistentes a este tipo de abertura. Assim, o objetivo do trabalho foi associar aspectos
da composicao quimica e caracteristicas morfoanatdomicas de vagens de gendétipos de soja com

a abertura ou ndo das vagens imaturas quando submetidas ao deficit hidrico.

2 MATERIAL E METODOS

Conducio do ensaio

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo na cidade de Vigosa - Minas
Gerais/Brasil, latitude 20°45'17" Sul, longitude 42°52'57" Oeste e 649 metros de altitude, no
periodo de janeiro a maio de 2018. As temperaturas e umidades do ar no interior da casa de
vegetacdo no periodo de realizagdo do experimento, foram medidas com o auxilio de termo-
higrometro (modelo K29-5070H - Kasvi) e estdo representadas na Figura 1. A temperatura e

umidade média do ar foram 29°C e 56%, respectivamente.
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Figura 1 - Temperaturas e umidades médias dentro da casa de vegetacdo no periodo de
condugido do experimento.
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O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados em esquema fatorial 99 x 2, sendo
99 gendtipos de soja e 2 regimes de irrigacdo, avaliados em 3 blocos. Os regimes de irrigagao
foram chamados de tratamento controle (sem deficit hidrico) e tratamento estresse (com deficit
hidrico). A parcela experimental foi composta de uma planta cultivada em um vaso com volume
de sete litros, contendo substrato preparado com solo, areia e esterco animal, na proporcao de
3:1:2. O substrato preparado foi classificado com textura franco-argilo-arenosa, e sua corre¢ao
mineral foi realizada com base em andlise quimica, utilizando valores de extracdo da cultura
para producdo de 3000 kg ha”! (CAMARA, 2015). Os demais tratos culturais foram realizados
conforme o recomendado para a cultura da soja (SEDIYAMA et al., 2015).

Regimes de irrigacao

A metodologia utilizada para definir os regimes de irrigagcao e impor o deficit hidrico as
plantas de soja em casa de vegetacao foi adaptada pelo Programa de Melhoramento da Soja da
Universidade Federal de Vigosa, como descrito por Dantas (2018).

No tratamento controle o solo foi mantido proximo a capacidade de campo (CC),
durante todo o ciclo da cultura, em um potencial hidrico de -33 Kilopascal (kPa). J4 no
tratamento estresse, o potencial hidrico utilizado foi de -900 kPa, mantendo o solo préximo a
50% da CC, entre os estadios reprodutivos R3 (inicio da formagdo de vagens, conforme escala
proposta por FEHR & CAVINESS, 1977) e R6 (enchimento completo dos graos). Nos demais

estadios, as plantas conduzidas no tratamento de estresse hidrico foram mantidas sob irrigacao

normal, préximo a CC.
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Para obter a umidade ideal do solo nos tratamentos controle e estresse (com tensdes de
-33 e -900 kPa, respectivamente), foi obtida uma curva de retencdo de dgua para o substrato
utilizado por meio da camara de press@o de Richards (RICHARDS, 1965). A curva de reteng¢do
foi feita utilizando as tensdes de -6, -10, -30, -50, -100, -200, -500 e -1500 kPa, obtendo-se,
respectivamente, as umidades 25,34%, 22,41%, 20,67%, 19,30%, 17,86%, 17,24%, 14,95% e
12,10%. A partir dos resultados obtidos, fez-se um ajuste dos dados por meio do modelo
proposto por Van Genuchten (1980), com o auxilio do aplicativo Soil Water Retention Curves
(SWRC, versao 3.00 beta), desenvolvido por Dourado-Neto et al. (2001). Gerando-se a equacao
(R?>=0,97):

0,2651 — 0,0419

6 = 0,0419
+ [1+ (0,1667W¥)11705]0,1457

no qual W € o potencial hidrico desejado (-kPa). Por intermédio desta equagdo, foi possivel
calcular as umidades (6) requeridas para os tratamentos controle e estresse, que foram 20,24 %
e 12,98%, respectivamente. Foi utilizado o método de pesagem didria dos vasos, com a
finalidade de calcular a 1amina de dgua a ser aplicada para manter a umidade ideal em cada

tratamento.

Selecao dos genoétipos avaliados

Para este trabalho, dentre os 99 genétipos de soja cultivados, foram selecionados os trés
genotipos que apresentaram maiores porcentagens de vagens imaturas abertas, ou seja, vagens
abertas nos estadios reprodutivos RS ou R6. Sao eles: GDM 15C004, BMX Prisma e TMG
4190 (Figura 2).

Figura 2 - Vagens dos gendtipos A) GDM 15C004, B) Prisma e C) TMG 4190 que
apresentaram abertura imatura.

Para efeito de comparacdo foram selecionados outros trés gendtipos que nao
apresentaram abertura de vagens imaturas. A selec@o dos genétipos P 95Y21, BMX Poténcia e
MSOY 7639 foi feita observando-se uma certa variabilidade das caracteristicas, de forma que

possuem grupos de maturidade iguais a 5.2, 6.7 e 7.6, respectivamente. O gendtipo P 95Y21 é
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convencional, e 0 BMX Poténcia e 0 MSOY 7639 possuem o evento transgénico Roundup
Ready.
Assim, os gendtipos foram divididos em dois grupos:
Grupo 1: gendtipos que abriram vagens - GDM 15C004, BMX Prisma e TMG 4190; e
Grupo 2: gendtipos que ndo abriram vagens - P 95Y21, BMX Poténcia e MSOY 7639.
As médias dos caracteres agrondmicos avaliados anteriormente para estes genotipos

estdo apresentadas na Tabela Suplementar 1.

Avaliacao dos parametros morfoanatomicos

Uma vagem por parcela no estddio reprodutivo R6 (vagens verdes e graos cheios) foi
coletada para avaliagdo dos pardmetros morfoanatdbmicos em microscopia de luz. Uma amostra
de 3 milimetros de espessura foi seccionada no plano transversal destas vagens (Figura 3A)
com o auxilio de navalhas de aco descartdveis. As amostras foram colocadas em frascos com
volume de 15 mililitros, fixadas em FAA (formaldeido: acido acético: etanol 50%, nas
proporcoes de 9:1:1) e mantidas sob vacuo por 48 horas. Posteriormente, as amostras foram
armazenadas em alcool etilico 70% até o momento da andlise (JOHANSEN, 1940).

As amostras foram desidratadas em série etilica a 70, 80, 90 e 100%, sequencialmente,
por 2 horas para cada etapa. Em seguida, o material foi infiltrado e incluido em historesina
metacrilato (Historesin - Leica Microsystems Nussloch, Heidelberg, Germany) conforme
recomendacdo do fabricante. Cortes transversais (espessura de 5 micrOmetros) foram obtidos
em micrétomo rotativo de avanco automatico (modelo RM 2155, Leica Microsystems Inc.,
Deerfield, USA) com auxilio de navalhas de vidro e depositados em lamina de vidro. Os cortes
foram corados mantendo-se as 1aminas imersas por 8 minutos em solucao de azul de toluidina
2 0,05% em pH 4,0 e, em seguida, lavados em dgua corrente (O’'BRIEN & MCCULLY, 1981).
ApOs a secagem, as laminas foram montadas em resina sintética (Permount®, Fisher).

As imagens foram obtidas em microscopio de luz (modelo AX-70 TRF, Olympus
Optical, Tokyo, Japan) com uma lente de aumento de 4X, acoplado a camera fotogréfica digital
(modelo Zeiss AxioCam HRc, Gottinger, Germany) € a um computador com o software de
captura de imagens Axion Vision. As imagens capturadas foram avaliadas utilizando o software
Image-Pro Plus (versao 4.5.0.29, Media Cybernetics, Silver Spring, USA) (Figura 3B).

Foi mensurado nas imagens a 4rea do feixe vascular (VBA, em mm?), a drea da fiber
cap cells (FCCA, em mm?), a altura da FCC (FCCH, em mm), a largura média da FCC (FCCW,
em mm) e a altura da linha de abscisdao (ALH, em mm) (Figura 3C). Estas estruturas foram

identificadas com base na descri¢do feita por DONG et al. (2014).
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Figura 3 - A) Coleta das amostras para andlises morfoanatomicas; B) Corte transversal da
sutura ventral de uma vagem de soja no estddio de desenvolvimento R6 (Escala: 850 um); C)
Regido da fiber cap cells (FCC) localizada na juncao entre dois feixes vasculares (VB) com a
linha de abscisdo (AL) abaixo (Escala: 200 um); varidveis analisadas: D) Area dos feixes
vasculares (VBA, contornada pela cor vermelha) (Escala: 200 um); E) Area da fiber cap cells
(FCCA, contornada pela cor amarela) e Altura da fiber cap cells (FCCH, seta na cor rosa)
(Escala: 150 um); e F) Largura média da fiber cap cells (FCCW, setas na cor laranja) e Altura
da linha de abscisdo (ALH, seta na cor verde) (Escala: 150 um).
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Analise quimica de fibras nas vagens

A andlise quimica de fibras foi realizada em vagens (sem os graos) em estddio de
desenvolvimento R8, quantificando-se o teor de fibra em detergente neutro (FDN), fibra em
detergente dcido (FDA), lignina (LIG), celulose (CEL) e hemicelulose (HEM). As amostras de
vagens foram submetidas a pré-secagem em estufa de ventilacdo forcada a 60°C durante 72
horas, em seguida foram processadas em moinho de facas tipo Willy com peneira de porosidade
de 1 milimetro, acondicionadas e armazenadas em potes pldsticos com tampa a temperatura
ambiente. Entdo, as amostras de vagens foram submetidas a quantificacdo dos teores de matéria
seca (MSV), com secagem a 105°C por 16 horas, pelo método proposto pela AOAC (1990). A
determinagdo de FDN e FDA foram realizadas utilizando autoclave e a quantificacido de LIG
pelo método da hidrélise dcida, conforme descrito por Van Soest e Robertson (1985). Os teores

de CEL foram calculados com base na diferenca entre os teores de FDA e LIG; e os teores de
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HEM com base na diferenca entre os teores de FDN e FDA (VAN SOEST & WINE, 1967).
Todas estas fracdes quimicas sdo expressas como porcentagens da matéria organica seca (% de

MS) apés subtrair o peso das cinzas.

Analise de macro e micronutrientes

Para a quantificacio de macro e micronutrientes foram utilizadas vagens de soja
colhidas apds a maturacdo (estddio de desenvolvimento R8). As amostras de vagens foram
separadas dos graos, secas em estufa com ventilagcdo forgada a 60°C por 72 horas e em seguida
moidas em moinho de facas tipo Wiley, passando-se a amostra em peneira com malha de 1
milimetro. A metodologia utilizada para andlise e determinagdo dos teores do Nitrogénio (N),
Cdlcio (Ca), Magnésio (Mg), Ferro (Fe), Zinco (Zn), Cobre (Cu), Manganés (Mn), Fosforo (P),
Potéssio (K), Enxofre (S) e do Boro (B) nas vagens, seguiram os padrdes sugeridos por

Malavolta et al. (1997).

Anadlise estatistica

As médias e erro padrdo das varidveis relacionadas aos teores de fibras (FDN, FDA,
CEL, HEM e LIG), macro e micronutrientes (N, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Zn, Cu, Mn e B) e
estruturas morfoanatdmicas da sutura ventral das vagens (VBAr6, FCCAr6, FCCHr6, FCCWr6
e ALHr6) para os dois grupos de genétipos, foram plotados em graficos com o uso do Excel®.

As médias de PV A e das demais variaveis, avaliados nos tratamentos controle e estresse,
foram correlacionados entre si, por meio de andlise de correlacdo de Pearson, utilizando-se o
pacote “corrplot” no software estatistico RStudio® (version 1.3.959, disponivel em
http://www.rstudio.com/).

As relagoes entre todas as varidveis e as observagdes dos seis genotipos foram avaliadas
por meio da andlise de componentes principais com representagdo grafica do tipo biplot (PCA
Biplot). Para isto, utilizou-se o pacote “factoextra” no software estatistico RStudio® (version
1.3.959, disponivel em http://www.rstudio.com/).

A anélise de eXtreme Gradient Boosting (XGBoost), ¢ um algoritmo baseado em
Decision Trees (arvores de decisdo) com Gradient Boosting (aumento de gradiente) e foi
utilizado neste trabalho para identificar as varidveis mais importantes, dentre as varidveis que
apresentaram correlacdo significativa, na predi¢do da PVA. A fungdo “XGBClassifier” da
biblioteca “xgboost” foi utilizada para a constru¢do do modelo, na qual foi aplicado a propor¢ao
de 60:40 para a divisdo dos dados em grupos de treinamento e teste, respectivamente. Foi

utilizado a linguagem Python por meio do aplicativo Notebook Jupyter (versao 6.0.3) no
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software Anaconda Navigator® (versdo 1.9.12, disponivel em

https://docs.anaconda.com/anaconda/install/).

3 RESULTADOS

Dentre os genétipos avaliados, quando submetidos ao deficit hidrico, os gendtipos do
grupo 1, GDM 15C004, BMX Prisma e TMG 4190, apresentaram respectivamente, 33, 20 e
13% das vagens abertas quando ainda estavam imaturas (no estddio de desenvolvimento R6 —
vagens verdes e graos completamente cheios). Ainda, os genétipos GDM 15C004 e TMG 4190
tiveram 0.5% das vagens imaturas abertas também no tratamento controle, com disponibilidade
ideal de dgua. Demonstrando que s@o gendtipos suscetiveis a abertura de vagens imaturas. Cabe
ressaltar que a abertura ocorreu na sutura ventral das vagens imaturas em todos estes genotipos.
Os gendtipos do grupo 2, P 95Y21, BMX Poténcia e MSOY 7639, ndo apresentaram abertura
de vagens imaturas em nenhum dos tratamentos de irrigacdo. As médias das demais varidveis
analisadas, a saber, teores de fibras (FDN, FDA, CEL, HEM e LIG), de macro e micronutrientes
(N, Ca, Mg, Fe, Zn, Cu, Mn, P, K, S e B) e as dimensdes das estruturas da sutura ventral das
vagens (VBAr6, FCCAr6, FCCHr6, FCCWr6 e ALHr6) estdo apresentadas na Figura 4.

O coeficiente de correlagcdo de Pearson (r) € uma medida de associacao linear entre duas
varidveis, que pode fornecer informacdes tteis e possibilitar um maior entendimento acerca de
caracteristicas pouco estudadas, como € o caso da abertura de vagens imaturas. Os coeficientes r
obtidos entre as médias de PVA dos gendtipos avaliados e as demais varidveis estdo plotados
na Figura 5. A PVA apresentou correlagdes positivas de nivel moderado com as varidveis B
(r = 0,44, p-valor < 0,0067), N (r = 0,43, p-valor < 0,0092) e LIG (r = 0,49, p-valor < 0,0026).
Analisando as médias obtidas para estas varidveis na Figura 4, vemos que, assim como a PVA,
estas varidveis apresentaram as maiores médias para os genétipos do grupo 1 submetidos ao
tratamento estresse. Indicando que estes gendtipos tendem a acumular em seus tecidos maiores

teores de B, N e LIG.
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Figura 4 - Médias das varidveis A) fibra em detergente neutro (FDN), B) fibra em detergente
dcido (FDA), C) Celulose (CEL), D) Hemicelulose (HEM), E) Lignina (LIG), F) Cilcio (Ca),
G) Nitrogénio (N), H) Fésforo (P), I) Potassio (K), J) Magnésio (Mg), K) Enxofre (S), L) Zinco
(Zn), M) Ferro (Fe), N) Manganés (Mn), O) Cobre (Cu), P) Boro (B), Q) Area da VB em R6
(VBAr6), R) Area da FCC em R6 (FCCATr6), S) Altura da FCC em R6 (FCCHr6), T) Largura
média da FCC em R6 (FCCWr6) e U) Altura da AL em R6 (ALHr6), dos dois grupos de
geno6tipos (Grupo 1 - gendtipos que abriram vagens, GDM 15C004, BMX Prisma e TMG 4190;
e Grupo 2 - genétipos que ndo abriram vagens, P 95Y21, BMX Poténcia e MSOY 7639),
submetidos a dois tratamentos de irrigacdo (controle e estresse).
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VB: feixe vascular; FCC: fiber cap cells; AL: linha de abscisdo; R6: estddio de desenvolvimento R6 (vagem verde
com grios completamente cheios).
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Figura S - Coeficientes da andlise de correlacdo de Pearson entre a porcentagem de vagens
imaturas abertas (PVA), composi¢ao de fibras (FDN, FDA, CEL, HEM e LIG), macro e
micronutrientes (N, Ca, Mg, Fe, Zn, Cu, Mn, P, K, S e B) e caracteristicas morfoanatémicas da
sutura ventral das vagens de soja (VBA, FCCA, FCCH, FCCW e ALH, no estidio R6)
utilizando dados dos tratamentos estresse e controle.
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Quadros com preenchimento colorido indicam correlagdes significativas (p-valor < 0,05), pelo teste t.

PVA: porcentagem de vagens imaturas abertas; FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em detergente 4cido;
LIG: lignina; CEL: celulose; HEM: hemicelulose; N: Nitrogénio; Ca: Célcio; Mg: Magnésio; Fe: Ferro; Zn: Zinco;
Cu: Cobre; Mn: Manganés; P: Fésforo; K: Potassio; S: Enxofre; B: Boro; VBA: drea do feixe vascular; FCCA:
area da fiber cap cells; FCCH: altura da fiber cap cells; FCCW: largura média da fiber cap cells; ALH: altura da
linha de abscisdo; r6: varidveis analisadas no estddio de desenvolvimento R6 (vagem verde com graos
completamente cheios).

De forma oposta, a PVA correlacionou-se negativamente com as varidveis Mn
(r=-0,34, p-valor <0,0408), Mg (r=-0,37, p-valor<0,0271), FCCAr6 (r=-0,38,
p- valor < 0,0224), FCCHr6 (r=-0,37, p-valor<0,0272) e VBAr6 (r=-0,38,
p- valor <0,0235) (Figura 5). Analisando a Figura 4, observa-se que estas varidveis
apresentaram, ao contrdrio da PVA, altas médias para o tratamento controle. Isto pode indicar
que, maiores concentracdoes de Mn e Mg e maiores dimensdes nas estruturas FCCAr6, FCCHr6

e VBAr6 podem ser fundamentais para conferir resisténcia a abertura de vagens imaturas.
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Outras correlagdes importantes para serem mencionadas ocorreram entre a HEM e as
estruturas da sutura ventral das vagens FCCWr6, FCCAr6, FCCHr6 e ALHr6, com coeficientes
r iguais a -0,37, -0,46, -0,40 e -0,46, respectivamente. O Ca também apresentou correlagdes
significativas, porém positivas, com as estruturas FCCAr6 e FCCHr6, de forma que os valores
de r foram 0,38 e 0,47, respectivamente. Assim como o Mg apresentou valores de r iguais a
0,52, 0,64, 0,72 e 0,39 com as variaveis FCCWr6, FCCAr6, FCCHr6 e ALHro,
respectivamente.

A anélise de componentes principais (PCA) é uma técnica multivariada utilizada para
analisar, classificar e reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados original e explicar a
correlacdo entre um grande nimero de varidveis, sem perder muitas informacdes. A PCA
expressa as principais informacdes contidas nas varidveis originais em um nimero menor de
varidveis, chamados de componentes principais (PCs), que sdo combinacdes lineares (escores)
das varidveis originais. Na PCA Biplot, além da representacdo grifica dos pontos amostrais, as
varidveis também aparecem como vetores. Nesse caso, o tamanho do vetor é proporcional a
variancia da varidvel e o cosseno do angulo entre dois vetores indica a correlacdo entre as
varidveis.

Na Figura 6 estd apresentado o resultado da PCA Biplot deste trabalho, no qual os dois
primeiros componentes principais explicaram 40,6% (PC1 = 23,9% e PC2 = 16,7%) da
variancia entre os seis genotipos cultivados nos dois sistemas de irrigacdo testados. A andlise
agrupou os dados, mostrando a relacdo entre as observagdes, nos quais as amostras similares
foram localizadas proximas umas das outras. Desta forma, foi possivel uma separagdo clara dos
escores relacionados ao tratamento estresse (amostras na cor laranja na figura) daqueles do
tratamento controle (amostras na cor verde na figura). A PCA Biplot deixa evidente uma forte
contribuicao das varidveis relacionadas a morfoanatomia da sutura ventral (VBAr6, FCCAr6,
FCCHr6, FCCWr6 e ALHr6), do Mg e do Ca na dire¢do dos escores que representam o
tratamento controle. Ja as varidveis PVA, B, N, FDN e HEM fornecem maiores contribui¢des
aos escores relacionados ao tratamento estresse. Estas informagdes estdo de acordo com o

resultado obtido com a anélise de correlacao r de Pearson.
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Figura 6 - Resultado da andlise de componentes principais Biplot (PCA Biplot) apresentando
os escores das observacdes dos seis gendtipos e vetores representado a contribuicdo das
varidveis: porcentagem de vagens abertas (PVA), composi¢do de fibras (FDN, FDA, CEL,
HEM e LIG), macro e micronutrientes (N, Ca, Mg, Fe, Zn, Cu, Mn, P, K, S e B) e caracteristicas

morfoanatdmicas da sutura ventral das vagens de soja (VBA, FCCA, FCCH, FCCW e ALH),
utilizando dados dos tratamentos estresse e controle.
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As marcagdes em vermelho indicam as amostras que apresentaram abertura de vagens imaturas.

PVA: porcentagem de vagens imaturas abertas; FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em detergente 4cido;
LIG: lignina; CEL: celulose; HEM: hemicelulose; N: Nitrogénio; Ca: Célcio; Mg: Magnésio; Fe: Ferro; Zn: Zinco;
Cu: Cobre; Mn: Manganés; P: Fosforo; K: Potdssio; S: Enxofre; B: Boro; VBA: drea do feixe vascular; FCCA:
area da fiber cap cells; FCCH: altura da fiber cap cells; FCCW: largura média da fiber cap cells; ALH: altura da
linha de abscisdo; r6: varidveis analisadas no estddio de desenvolvimento R6 (vagem verde com grios
completamente cheios).

Os escores que representam os gendtipos com abertura de vagens imaturas estao
destacados com a cor vermelha na Figura 6. Os pontos se encontram proximos uns dos outros,
contudo nao estio dissociados das demais amostras do tratamento estresse (daqueles gen6tipos

que nao abriram vagens).
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Com base na andlise de correlacdo, utilizamos a andlise de XGBoost para predizer a
PVA a partir das varidveis que apresentaram correlacdes significativas (coeficiente r com
p <0,05) e verificar a importancia destas varidveis para a PVA (Figura 7). Ao contrédrio das
arvores de decis@o, nas quais um tnico modelo é treinado no conjunto de dados e os resultados
sdo previstos a partir dele, a abordagem de Gradient Boosting é uma técnica mais eficaz e
iterativa, pois combina vdrios modelos e prevé a saida do modelo final. O XGBoost cria
sucessivos modelos combinando os dados entre si, de forma que o novo modelo € treinado para
superar os erros do modelo anterior, até 0 momento no qual nenhuma melhoria possa ser feita.
Para calcular a importancia de cada varidvel, soma-se a importancia desta varidvel obtida em
cada modelo individual e, em seguida, divide-se pelo nimero total de modelos. A partir destes
modelos, a analise XGBoost indicou as variaveis VBAr6, N e FCCAr6 como as caracteristicas

de maior importincia para a predi¢do da PVA, com uma acurécia de 93,33% (Figura 7).

Figura 7 - Importancia das varidveis nos modelos da andlise de eXtreme Gradient Boosting
(XGBoost) para predizer a porcentagem de vagens imaturas abertas (PVA).
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Variaveis
LIG: lignina; N: Nitrogénio; Mg: Magnésio; Mn: Manganés; B: Boro; VBA: drea do feixe vascular; FCCA: area
da fiber cap cells; FCCH: altura da fiber cap cells; r6: varidveis analisadas no estddio de desenvolvimento R6
(vagem verde com graos completamente cheios).

A estrutura morfoanatdmica do feixe vascular (VB), da fiber cap cells (FCC) e da linha
de abscisdao (AL) da sutura ventral das vagens dos genétipos de soja estudados, nos dois
sistemas de irrigagdo, foram avaliadas com o intuito de melhor compreender o processo da
abertura das vagens. A coloragdo com o azul de toluidina permitiu identificar e mensurar estas
estruturas, uma vez que se torna possivel diferenciar polissacarideos e lignina. Assim, as células
com paredes lignificadas grossas ficam com a coloracdo azul céu, e as regides com paredes
onde predomina a celulose ficam azul escuro.

Na Figura 4Q, R, S, T e U apresentamos as médias das variaveis da regido da sutura
ventral VBAr6, FCCAr6, FCCHr6, FCCWr6 e ALHr6, respectivamente, do grupo 1 (gen6tipos
que abriram vagens imaturas - GDM 15C004, BMX Prisma e TMG 4190) e do grupo 2
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(gendtipos que ndo abriram vagens imaturas - P 95Y21, BMX Poténcia e MSOY 7639). Estas
varidveis avaliadas nos cortes histolégicos mostram que em todas as varidveis a menor média
foram dos genétipos do grupo 1 cultivados sob o tratamento estresse, seguido dos genétipos do
grupo 2 também no tratamento estresse (exceto para VBAr6).

Estas informacdes deixam evidente a influéncia do deficit hidrico na redugdo das
dimensdes dessas estruturas e apontam um comportamento que pode ter sido crucial para que
os gendtipos do grupo 1 tivessem as suas vagens imaturas abertas. Os gendtipos do grupo 2
também apresentaram redu¢des nas médias das varidveis quando submetidos ao tratamento
estresse, mas nao foi suficiente para que estes gendtipos abrissem as vagens imaturamente. Na
Figura 8 estd apresentado um gendétipo do grupo 1 — GDM 15C004 (Figura 8A e 8B) e um
genotipo do grupo 2 — MSOY 7639 (Figura 8C e 8D), e ilustra as diferencas das estruturas da
sutura ventral entre os tratamentos sob deficit hidrico e sob tratamento controle. Podemos
observar, por exemplo, que para o genétipo GDM 15C004, as estruturas da VB, FCC e AL no
tratamento estresse (Figura 8A) sdo visivelmente menores que as estruturas do gendtipo sob
tratamento controle (Figura 8B). J4 para o gendtipo MSOY 7639, as diferencas entre as
estruturas no tratamento estresse (Figura 8C) e no tratamento controle (Figura 8D) ja ndo sdo
facilmente perceptiveis.

Outro ponto importante verificado nos cortes transversais das amostras com as suturas
ventrais dos gendtipos que abriram vagens imaturas (grupo 1 sob tratamento estresse) foi que,
nem sempre o processo de abertura da vagem aconteceu sob as estruturas da FCC e AL, como
geralmente ocorre no processo de deiscéncia das vagens. Na Figura 9 estdo apresentadas
algumas micrografias dos cortes de vagens abertas imaturamente. Em alguns casos (Figuras
9A, B, E e F), a ruptura da vagem ocorre sobre a drea da VB, mas ndo necessariamente sobre a
FCC e AL. Apenas no gendtipo BMX Prisma (Figuras 9C e D) a abertura das vagens imaturas

ocorreu na regido da FCC e AL.
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Figura 8 - Cortes transversais das suturas ventrais de vagens do gendtipo que apresentou
abertura de vagens imaturas: A) GDM 15C004 no tratamento estresse, B) GDM 15C004 no
tratamento controle; e do gen6tipo que nao apresentou abertura de vagens imaturas: C) MSOY

7639 no tratamento estresse e D) MSOY 7639 no tratamento controle.
AW ¢ 4 (] ~A ; (< L <

Escala: Todas as imagens possuem a mesma escala, de 250 um.

Figura 9 - Cortes transversais das suturas ventrais de vagens abertas imaturamente dos
gendtipos A) e B) GDM 15C004, C) e D) BMX Prisma, E) e F) TMG 4190, todas sob o
tratamento e;stresse.
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Estas imagens, indicam que nos gendtipos de soja suscetiveis a abertura de vagens imaturas,
ocorre um enfraquecimento de toda a regido da sutura ventral, se estendendo sobre a regido de
FCC e AL. Observado as correlacdes significativas da abertura das vagens imaturas com o teor
de lignina e nitrogénio suportam a hipétese de que outros fatores, além dos aspectos estruturais,
relacionados a FCC e AL, podem contribuir para a abertura das vagens imaturas. A ruptura dos
tecidos além da regido de abertura estd de acordo com efeito mecanico relacionado ao aumento
da tensdo na regido da sutura ventral das vagens. A observacdo de que a estrutura da parede
celular estd em deposi¢@o nas vagens e, portanto, com menor propor¢ao de seus componentes
estruturais da parede celular, mostra uma regido propensa a um evento de ruptura. Devido ao
estddio de desenvolvimento das estruturas, a ocorréncia da deiscéncia em pontos além de FCC
e AL evidencia uma regido estruturalmente mais fragilizada que, também sujeita a fatores

internos e ambientais, condiciona alguns genotipos a abertura das vagens imaturas.

4 DISCUSSAO

A abertura das vagens imaturas de soja € uma caracteristica que se manifesta sobre
influéncia do gendtipo e do deficit hidrico durante a fase de enchimento de grios. A deiscéncia
das vagens é um fenomeno de movimento higroscopico que ocorre como consequéncia da
tensdo nas células da camada interna do esclerénquima resultado da desidratacio (ROMKAEW
et al., 2008; ZHANG et al., 2018). Além disso, a composi¢do quimica e/ou estrutura da casca
da vagem podem favorecer o processo de abertura das vagens dos gendtipos considerados
suscetiveis (ESAU, 1977; TIWARI & BHATIA, 1995; BARA et al. 2013; ADEYEYE et al.
2014). No caso da deiscéncia, a abertura da vagem da soja apds a maturagcdo, comega no lado
dorsal da vagem com mais frequéncia do que no lado ventral (TIWARI & BHATIA, 1995;
SUZUKI et al., 2009). De acordo com Zhang et al. (2018), € necessdria uma for¢a maior para
quebrar a vagem no lado ventral, devido as caracteristicas morfoanatdomicas desta regido.
Lembrando que neste trabalho, o processo de abertura de vagens imaturas ocorreu no lado da
sutura ventral.

Em relacdo aos nutrientes avaliados neste trabalho, os teores de B e N correlacionaram-
se positivamente com a PVA, indicando que um aumento nas médias destas varidveis é
acompanhado pelo aumento na PVA. De forma mais contundente, o teor de N se mostrou como
uma importante caracteristica para a predicao da PVA pela analise de XGBoost. Ja os nutrientes
Mn e Mg apresentaram correlagdes negativas com a PV A, apresentando maiores concentragdes

no tratamento controle. O teor de Ca também apresentou alta importancia para as amostras do
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tratamento controle pelo PCA Biplot. Ainda ndo estd claro a forma como os nutrientes se
comportaram neste experimento, inicialmente sugerimos trés explicagdes: i) a diminuicao da
concentrac¢do dos nutrientes B e N, em fun¢@o do maior nimero de vagens por planta e maiores
dimensdes da vagens obtidas nos tratamentos controle, possivelmente se deve ao “efeito de
concentragdo”, que ocorre quando a quantidade de um nutriente ¢ menor do que o aumento da
massa seca do 6rgdo em que o nutriente se encontra; ii) a planta realmente absorveu maiores
concentracdes de B e N sob condi¢des de deficit hidrico e maiores concentragdes dos demais
nutrientes no tratamento controle; e iii) as plantas absorveram a mesma quantidade de nutrientes
entre os tratamentos, porém a exportagdo para os graos e, consequentemente, retencio destes
na casca da vagem, ocorreu de forma diferenciada para os tratamentos.

O B é um micronutriente essencial para as culturas agricolas e a sua principal fungdo é
a manuten¢do da estrutura e o funcionamento da parede celular, na qual forma complexos
ramnogalacturona-II-B (RG-II-B) que estabilizam a rede de pectinas e regulam o tamanho dos
poros da parede celular (HAJIBOLAND & BASTANI, 2012; GARCIA-SANCHEZ et al.,
2020). Assim como encontrado neste trabalho, Mattiello et al. (2009) verificaram que os teores
de B foram maiores nas plantas cultivadas em menor disponibilidade de dgua. De forma que,
sob irrigacdo ideal o crescimento das plantas foi favorecido, ocorrendo dilui¢do dos nutrientes
na matéria seca produzida, e o menor crescimento das plantas sob deficit hidrico promoveu
maior concentracdo dos nutrientes no tecido vegetal, fato conhecido como efeito de
concentracao.

Nas plantas, o macronutriente N € necessério principalmente para a sintese de proteinas,
tanto estruturais quanto enzimdticas. As enzimas sao responsaveis pela sintese ndo apenas de
outras proteinas, mas de todos os metabdlicos intermedidrios, componentes da estrutura celular
e armazenamento, incluindo carboidratos, gorduras e pigmentos. Esses compostos variados
constituem o corpo da planta e sdo necessarios para o crescimento de células e 6rgaos, incluindo
a producdo de componentes de rendimento (LEMAIRE et al., 1992; LAWLOR, 1995;
LAWLOR et al., 2001). Cerca de 50% do N assimilado durante o enchimento das sementes é
derivado da absorcdo pelo solo (ZAPATA et al., 1987). Essa absor¢do de N inorganico do solo
€ menos sensivel a seca do que a fixacdo bioldgica (SINCLAIR et al., 1987; PURCELL et al.,
2004), o que contribui para manter a producdo de sementes nestas condi¢des. Além disso, o
estresse hidrico induz mudancgas bioquimicas nas plantas, como o acimulo de diferentes solutos
compativeis que promovem o ajuste osmotico e a osmoprotecdo das plantas durante o estresse
(HAMEED et al., 2014), incluindo compostos contendo N, como prolina, betaina e glicina

(RONTEIN et al., 2002; SERRAJ & SINCLAIR, 2002; KISHOR et al., 2005; KISHOR &
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SREENIVASULU, 2014). Por estas razdes, o conteido de N pode ter apresentado maiores
médias nos tratamentos sob deficit hidrico.

O macronutriente Mg estd envolvido em vdrios processos fisioldgicos e bioquimicos
que afetam o crescimento e o desenvolvimento das plantas. Este nutriente é responsavel pela
ativacdo de mais enzimas do que qualquer outro nutriente mineral (EPSTEIN & BLOOM,
2004), como as ATPases, ribulose-1, 5-bifosfato (RuBP) carboxilase, RNA polimerase e
proteinas quinases (MARSCHNER, 1995; SHAUL, 2002). Contudo, a funcdo mais conhecida
que o Mg exerce nas plantas é como dtomo central da molécula de clorofila. Sob condi¢des de
deficit hidrico, o Mg € utilizado para melhorar a translocaciao de carboidratos, aumentando a
exportacdo pelo floema, e reduz a geracdao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e o dano
foto-oxidativo ao cloroplasto (WARAICH et al., 2011a; 2011b).

O Mn € um micronutriente essencial necessdrio em processos que incluem fotossintese,
respiragdo, metabolismo do N, sintese de proteinas e ativagdo hormonal (BURNELL, 1988;
MILLALEO et al., 2010). Também estd envolvido no metabolismo secundério, por exemplo,
na sintese de lignina e de flavonoides (LIDON et al, 2004). Pode atuar de forma indireta para
reduzir os efeitos adversos da baixa disponibilidade hidrica, aumentando a taxa fotossintética e
o metabolismo do N no corpo da planta (VADEZ et al., 2000; WARAICH et al., 2011a; 2011b).

Portanto, com base no exposto, a absor¢do de B e N pelas plantas pode ter sido maior
pelas plantas submetidas a condi¢des de deficit hidrico, além da possibilidade de maior
producdo de compostos nitrogenados, que comumente ocorre em situagdes de estresse. Os
demais nutrientes tiveram absor¢@o reduzida sob deficit hidrico e/ou foram consumidos pela
planta no desenvolvimento de mecanismos de defesa contra o estresse. Nao € comum, encontrar
na literatura, estudos que correlacionam a abertura de vagens (deiscéncia, por exemplo) e todos
os nutrientes analisados aqui neste trabalho. Nem mesmo trabalhos que expliquem a forma de
absorc¢do e exportacdo de todos estes nutrientes em resposta a exposi¢ao das plantas ao estresse
hidrico. Além disso, os processos fisiol6gicos que envolvem a particdo direta de nutrientes para
o desenvolvimento dos tecidos dos graos, que envolvem a remobilizacao de nutrientes da folha,
haste ou dos tecidos da vagem, sdo dependentes diretamente dos gendtipos (BENDER et al.,
2013; WIJEWARDANA et al., 2019). Lembrando que neste trabalho, utilizamos a casca da
vagem inteira, colhidas apds o processo de maturagdo, para a realizagdo das andlises desses
elementos.

Dentre os resultados obtidos, cabe ressaltar ainda a associagdo positiva do Ca e do Mg
com algumas estruturas da sutura ventral da vagem, principalmente relacionadas a regido da

fiber cap cells. Dentre diversas fungdes, o Ca desempenha um papel fundamental na regulagcao
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de processos fisioldgicos que influenciam o crescimento da planta, principalmente aqueles
relacionados a estrutura da membrana e fun¢@o estomadtica, divisdo celular e sintese da parede
celular (MCLAUGHLIN & WIMMER, 1999; WHITE & BROADLEY, 2003). Demarty et al.
(1984) mencionaram que a presenca de fons Ca®" aumenta a coesdo das paredes celulares, além
de estar envolvido na ligacdo de substincias pécticas na parte interna da parede celular.
Associado ao Ca, o Mg potencializa este efeito nas paredes celulares, onde a pectina fornece
rigidez a matriz da parede por meio de pontes de cations divalentes (NAKAJIMA et al., 1981;
MAATHUIS, 2009). Estes elementos estdo associados a deiscéncia das vagens, na qual as
células da zona de deiscéncia separam-se apds degradacio da pectina da lamela média pela acdo
da endo-1,4-glucanases e endopoligalacturonase, e subsequente quebra das paredes celulares
(PETERSON et al., 1996; AGRAWAL et al., 2002; CHRISTIANSEN et al., 2002; DONG &
WANG, 2015). Assim, estes elementos podem ter sido fundamentais na manutencdo das
estruturas da sutura ventral nos tratamentos controle, auxiliando na resisténcia a abertura das
vagens imaturas.

Dentre os diferentes componentes de fibras analisados neste trabalho (FDN, FDA, CEL,
HEM e LIG), a LIG foi a unica que apresentou correlacdo significativa com a PVA, que foi
positiva. Contudo, mesmo apresentando correlacdo com a PVA, as médias do conteido de LIG
ndo apresentaram diferengas notdveis entre os grupos de gendtipos e tratamentos de irrigacao
avaliados. Em trabalhos correlacionando o contetido de lignina com o grau de deiscéncia das
vagens, o que t€m sido verificado € uma correlacdo negativa entre estas varidveis, de forma
que, um aumento da lignificagcdo na regido da fiber cap cells pode estar associado a genotipos
resistentes (ROMKAEW et al., 2008; DONG et al., 2014). Este processo de lignificacao das
vagens ocorre com 0 avan¢o do seu amadurecimento e senescéncia (MEAKIN & ROBERTS,
1990). Entretanto, neste trabalho observamos um processo de abertura de vagens imaturas que
ocorre em RS e R6. Temos indicios de que os tecidos ainda estdo se diferenciando e uma
correlagdo significativa com o teor de lignina. Apesar da lignina conferir maior resisténcia
estrutural a parede celular, ainda serd necessario elucidar se a lignificacao diferencial de tecidos
da vagem, devido ao seu estddio imaturo e ainda em desenvolvimento, venha contribuir a um
balanco de forcas que favorece a deiscéncia ao invés de fortalecer a estrutura da vagem.

O conteddo de HEM apresentou correlagdes negativas com as estruturas da sutura
ventral das vagens, relacionadas a fiber cap cells e a linha de abscisdo. Além disso, a sua média
foi maior para os genétipos do grupo 1 sob deficit hidrico, sugerindo que um maior conteudo
de HEM nos tecidos possa favorecer o processo de rompimento da vagem imatura. Romkaew

et al. (2008) avaliaram o contetddo de varios componentes quimicos da casca das vagens (fibra
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em detergente neutro, fibra em detergente 4cido, lignina, hemicelulose, celulose, dcido urdnico
e célcio) e utilizaram a andlise de regressdo multipla para prever a porcentagem de vagens
deiscentes. Estes autores concluiram que uma equacio de regressdo combinando hemicelulose
e celulose foram significantes na predi¢c@o de deiscéncia das vagens.

As variaveis da fiber cap cells (FCCAr6 e FCCHr6) e do feixe vascular (VBAr6)
apresentaram correlacdes negativas com a PVA. Isso indica a importancia dessas estruturas na
resisténcia a abertura de vagens imaturas. Tiwari e Bhatia (1995) associaram a resisténcia a
deiscéncia da vagem com caracteristicas da sua anatomia. Os autores concluiram que a
espessura e o comprimento do feixe vascular (VB) no lado ventral da vagem se correlacionaram
negativamente com o grau de deiscéncia da vagem (r =-0,716 e r = -0,858, respectivamente).
Dong et al. (2014) concluiram que os gendtipos de soja domesticada que apresentam a regiao
da FCC com maior nimero de células e paredes celulares secunddrias fortemente espessadas,
sdo resistentes a deiscéncia das vagens. Desta forma, estes autores mencionam que estes
caracteres anatdmicos representam estruturas esclerenquimadticas que podem fornecer a base
estrutural de resisténcia a deiscéncia da vagem de soja e poderiam servir como critérios para a
selecdo de gendtipos resistentes. Contudo, isso deve ser melhor avaliado no caso da abertura de
vagens imaturas, uma vez que alguns componentes responsaveis pelo espessamento das paredes
celulares secunddrias, como a LIG e a HEM, apresentaram maiores médias exatamente para as
plantas que apresentaram abertura das vagens imaturas.

Os tratamentos de irrigacao, influenciaram nos padrdes de absor¢ao dos nutrientes, nos
teores de fibras e nas dimensdes das estruturas da sutura ventral das vagens, de forma que com
a PCA Biplot, foi possivel verificar uma divisdo clara entre as amostras do tratamento controle
e do tratamento estresse. Isso demonstra a importancia da imposicao do deficit hidrico para a
selecdo de gendtipos suscetiveis a abertura de vagens imaturas.

Com base no exposto, este trabalho estd de acordo com o que foi relatado por Picart e
Morgan (1984), no qual concluiram que a arquitetura morfoldgica da planta, as estruturas
anatdmicas da vagem, a composicao quimica da parede da vagem, a constituicao genética da
cultivar e as condi¢Oes ambientais na maturidade determinam o grau de deiscéncia da vagem.
Zhang et al. (2018) também mencionaram que a abertura da vagem (deiscéncia) ocorre nao
apenas como consequéncia da tensio nas células da camada interna do esclerénquima resultado

da desidratagcdo, mas também pelo enfraquecimento das estruturas das suturas dorsal e ventral.
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5 CONCLUSAO

O deficit hidrico proporciona uma redugdo das estruturas da sutura ventral das vagens,
bem como alteragcdes nos teores de alguns macros e micronutrientes. A a¢do dos macros e
micronutrientes, principalmente B, Ca e Mg, que estdo relacionados com a composi¢do e
estrutura da parede celular, podem ter influenciado na resisténcia ou suscetibilidade dos
gendtipos no processo de abertura das vagens. A reducdo das estruturas da sutura ventral
ocorreu em maior magnitude nos gendtipos considerados suscetiveis (GDM 15C004, BMX
Prisma e TMG 4190), podendo ter causado um possivel enfraquecimento dessa regidao
favorecendo a abertura das vagens imaturas desses genétipos de soja. A importancia das
estruturas da sutura ventral na deiscéncia de vagens imaturas € evidenciada pelos resultados das
andlises de correlacdo e PCA Biplot. No tratamento controle, além das maiores dimensdes das
estruturas da sutura ventral, o maior contetido de Ca e Mg podem ter favorecido no aumento da
rigidez da parede celular dessas vagens.

A anélise do arranjo celular e dos tecidos na regiao da sutura ventral das vagens imaturas
que sofreram abertura, permitiu verificarmos a extensao de uma regiao de fraqueza além do que
€ observado para vagens maduras. A variacdo dos resultados em experimentos independentes e
as correlagdes positivas com a concentracdo de lignina e conteido de nitrogénio evidenciam
que ha influéncia de fatores ambientais na deiscéncia de vagens imaturas. Outros fatores além
dos que foram avaliados podem contribuir para a deiscéncia de vagens imaturas de soja. A
deiscéncia destas vagens imaturas € atribuida a um enfraquecimento da regido da sutura ventral

como um todo, pouco além das regides da fiber cap cells e da linha abscisao isoladamente.
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Tabela Suplementar 1 - Médias dos caracteres agrondmicos obtidos para os grupos 1 e 2 de
gendtipos, nos dois tratamentos de irrigacdo (estresse e controle).

Genotipos - Grupo 1

Genotipos - Grupo 2

Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento
Variaveis Estresse Controle Estresse Controle
Ciclo reprodutivo (dias) 63 69 76 73
Ciclo total da planta (dias) 128 131 127 124
Altura’da planta 139 131 130 125
(centimetros)
Numero de nés 14 15 14 15
Numero de hastes laterais 7 7 6 6
Dlametrg ’do hipocétilo 6 7 7 7
(milimetros)
Numero de vagens 59 66 47 63
Numero de graos 125 141 103 133
Produtividade de %raos 16,44 18,68 14.38 18,08
(gramas.planta™)
ST P 39,71 42,88 44,25 45,38
(milimetros)
Largura da vagem 8,29 9,05 9,50 9,42
(milimetros)
ERSSRITEL8 VEEET 6,32 6,38 5,98 5,88
(milimetros)
Volume médio dos graos g1 75 903,88 959,13 882,57
(milimetros?)

Grupo 1 - gendtipos que abriram vagens, GDM 15C004, BMX Prisma e TMG 4190; e
Grupo 2 - gendtipos que nao abriram vagens, P 95Y21, BMX Poténcia e MSOY 7639.
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CAPITULO 3 - ESTUDO DE ASSOCIACAO GENOMICA AMPLA E GENES
CANDIDATOS PARA RESISTENCIA DE GENOTIPOS DE SOJA A ABERTURA DE
VAGENS IMATURAS

RESUMO

Os estudos relacionados a abertura de vagens imaturas ainda sdo incipientes. A expressao desta
caracteristica em alguns genétipos de soja, principalmente sob condi¢des de deficit hidrico,
pode se tornar um limitante de produtividade em cendrios futuros e, portanto, precisa ser melhor
investigada. Neste sentido, objetivou-se com este trabalho identificar regides gendmicas
(Quantitative Trait Loci - QTLs) relacionados a abertura de vagens imaturas de gendtipos de
soja submetidas ao deficit hidrico, por meio da utilizacio de marcadores SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism) utilizando estudo de associagdo gendmica ampla (GWAS). Para
isto, dois experimentos foram desenvolvidos em casa de vegetacdo em duas épocas. As plantas
foram cultivadas em delineamento casualizado com trés blocos, utilizando 99 genétipos de soja
sob dois tratamentos de irriga¢do, chamados de tratamento controle (oferta de 4gua préoximo a
capacidade de campo, -33 kPa) e tratamento estresse (oferta de dgua préximo ao ponto de
murcha permanente, -900 kPa). O deficit hidrico no tratamento estresse foi imposto do estagio
R3 ao R6 (formacdo das vagens ao enchimento completo dos graos) e no tratamento controle a
irrigacdo adequada foi mantida durante todo o ciclo da cultura. A porcentagem de vagens
imaturas abertas nos tratamentos estresse foram utilizados para a andlise de GWAS. No
experimento 1, 11 SNPs foram identificados em 8 cromossomos diferentes e no experimento 2
foi identificado apenas um SNP. Os principais genes e proteinas relacionados aos marcadores

identificados estdo ligados as respostas das plantas ao estresse e a atividade da beta-glucosidase.

Palavras-chave: Deficit hidrico. Abertura de vagens verdes. GWAS. Marcadores SNPs.
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1 INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merrill] € uma das leguminosas de maior importancia
econdmica no mundo, podendo ser utilizada na forma de graos, de farelo para alimentacdo
animal e de 6leo para consumo doméstico e producao de biodiesel. O melhoramento genético
tem sido fundamental para promover o incremento da produtividade da cultura da soja a cada
safra, aumentado a capacidade produtiva, a resisténcia as pragas e doencas (GARCIA et al.,
2008; RAMALINGAM et al., 2020), a adaptacdo dos materiais as variagdes ambientais (TRAN
& MOCHIDA, 2010; SONG et al., 2016), dentre outros aspectos (KIIHL et al., 1983;
FUNATSUKI et al., 2014; ZHANG & SINGH, 2020).

Recentemente no Brasil, uma anomalia tem sido relatada em cultivos de soja, no qual
ocorre uma abertura das vagens imaturas. Esse processo de abertura ocorre quando as vagens
ainda estdo verdes e os graos em estdgio de enchimento, acarretando perdas na produtividade e
na qualidade dos grdos formados. Em trabalhos prévios foi identificado que a abertura de
vagens imaturas € dependente do genétipo utilizado, além de ser potencializada pela ocorréncia
de deficit hidrico (PALHARINI, 2016). Com o advento das mudangas climéticas, casos de
indisponibilidade hidrica tem sido cada vez mais frequente, de forma que essa anomalia pode
se tornar recorrente e gerar grandes prejuizos aos produtores.

O tipo de abertura de vagens mais conhecido e investigado € a deiscéncia, que € o
processo de abertura das vagens que ocorre apds a maturagdo da planta. Diversos estudos
apontam que a deiscéncia ocorre devido as tensdes nas paredes das vagens, mediadas pelas
propriedades mecanicas dos tecidos lignificados e ndo lignificados e por meio das alteracdes
no turgor associado a maturacio dos frutos (BALLESTER & FERRANDIZ, 2017;
PATHARKAR & WALKER, 2019). Além disso, alguns genes foram identificados controlando
a deiscéncia de vagens por meio de mecanismos distintos (FUNATSUKI et al., 2014; DONG
et al., 2014), bem como quantitative trait loci (QTLs) associados por meio de estudos de
mapeamento genético, implicando uma complexa rede reguladora genética que controla a
deiscéncia em soja (SoyBase, https://soybase.org/). Contudo, ndo existem evidéncias de que a
abertura de vagens imaturas tenha as mesmas causas da deiscéncia em soja.

Partindo deste ponto, abordagens envolvendo estudos gendmicos, como o Genome-
Wide Association Studies (GWAS), em que as variagdes genéticas existentes sdo examinadas
em diferentes individuos para encontrar quais dessas variantes estdo associadas ao fen6tipo em
particular podem trazer explicagdes mais detalhadas da abertura de vagens imaturas. Assim

como a andlise de QTLs tem sido fundamental na identificacdo de regides genéticas


https://soybase.org/
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responsaveis pelas variagdes de caracteristicas quantitativas (ABIOLA et al., 2003; MILES &
WAYNE, 2008; PATERSON, 1995). Principalmente, quando levamos em consideracdo que os
genes relacionados as respostas ao estresse hidrico em plantas geralmente apresentam baixa
herdabilidade (DUBEY et al, 2019).

Decifrar a base genética da abertura de vagens imaturas fornecerd aos melhoristas
informacdes importantes para manipular essa caracteristica e identificar estratégias de sele¢do
com o objetivo de reduzir as perdas. Neste sentido, conhecer regides gendmicas associadas a
caracteristica de interesse contribuirdo para o entendimento dessa base genética. A selecdo de
gendtipos que sustentam a indeiscéncia de vagens imaturas quando submetidos a situacdes
adversas, como o deficit hidrico, trard uma seguranca as empresas de melhoramento e aos
produtores da cultura da soja.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi identificar regides gendOmicas
relacionadas a abertura de vagens imaturas de gendtipos de soja submetidos ao deficit hidrico,

por meio de associacdo gendmica ampla (GWAS).

2 MATERIAL E METODOS

Conduciao dos experimentos e Fenotipagem

Foram conduzidos dois experimentos em casa de vegetacdo na cidade de Vicosa - Minas
Gerais/Brasil, latitude 20°45'17" Sul, longitude 42°52'57" Oeste e 649 metros de altitude, em
duas épocas distintas. O experimento 1 foi realizado no periodo de janeiro a maio de 2018, com
temperatura e umidade média do ar de 29,2°C e 56,8%, respectivamente. O experimento 2,
ocorreu de setembro de 2018 a fevereiro de 2019, com temperatura e umidade média do ar de
31,2°C e 55,4%, respectivamente.

O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados em esquema fatorial 99 x 2, sendo
99 gendtipos de soja e 2 regimes de irrigacdo, avaliados em 3 blocos. Os regimes de irrigacao
foram chamados neste trabalho de “tratamento estresse” (com deficit hidrico) e “tratamento
controle” (sem deficit hidrico). Os genétipos avaliados sdo oriundos de diferentes empresas de
melhoramento genético de soja e possuem uma ampla variagdo quanto as suas caracteristicas.
Apresentando diferentes eventos transgénicos (convencional, Roundup Ready e Intacta
RR2BT), tipos de crescimento (determinado, semi-determinado e indeterminado), grupos de
maturagdo (do grupo cinco ao nove), dentre outras caracteristicas morfoagrondmicas (Tabela

Suplementar 1).
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A parcela experimental foi composta de uma planta cultivada em um vaso com volume
de sete litros, contendo substrato preparado com uma mistura de solo, areia e esterco animal,
na proporcao de 3:1:2. Nos dois experimentos o substrato foi classificado com textura franco-
argilo-arenosa, e sua corre¢do mineral foi realizada com base em andlise quimica, utilizando
valores de extracdo da cultura para produgdo de 3000 kg ha! (CAMARA, 2015). Os demais
tratos culturais foram realizados conforme o recomendado para a cultura da soja (SEDIYAMA
et al., 2015).

A metodologia utilizada para definir os regimes de irriga¢do e impor o deficit hidrico as
plantas de soja em casa de vegetacdo foi adaptada pelo Programa de Melhoramento da Soja da
Universidade Federal de Vigosa, como descrito por Dantas (2018). No tratamento controle o
solo foi mantido proximo a capacidade de campo (CC), em um potencial hidrico de
- 33 Kilopascal (kPa), durante todo o ciclo da cultura. J4 no tratamento estresse, o potencial
hidrico utilizado foi de -900 kPa, mantendo o solo préximo a 50% da CC, entre os estddios
reprodutivos R3 (inicio da formacdo de vagens) e R6 (enchimento de graos) (conforme escala
proposta por Fehr & Caviness, 1977). A umidade do solo em cada tratamento foi mantida por
meio de pesagens didrias dos vasos, com a finalidade de calcular a 1amina de 4gua. Para isso,
vasos selecionados por amostragem dentro de cada bloco, foram pesados com o auxilio de
balanca digital (modelo Prix 3 Fit 15kg - Toledo do Brasil). O potencial hidrico foliar foi
monitorado durante a conducao dos experimentos, para garantir a imposicao do deficit hidrico.
As avaliagOes ocorreram no periodo da antemanha, em folhas completamente expandidas do
segundo trif6lio, com auxilio de bomba de pressao do tipo Scholander (SCHOLANDER et al.,
1965).

A porcentagem de vagens imaturas abertas (PVA) por planta foi avaliada no estddio de
desenvolvimento R6 (vagens verdes com graos cheios) com base no numero total de vagens,

conforme Figura 1.
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Figura 1 - Exemplos de vagens imaturas de soja abertas.
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Analise dos dados fenotipicos

Ap6s a obtencdo dos dados de porcentagem de vagens imaturas abertas (PVA),
procedeu-se com a andlise de varidncia (ANOVA), por meio do software Genes (CRUZ, 2013).
Os dados foram analisados inicialmente sob os fatores “genotipo” (99 gendtipos), “tratamentos
de irrigagdo” (estresse e controle) e “épocas de cultivo” (dois experimentos em épocas
distintas). Apds a identificacdo de variabilidade entre as “épocas de cultivo” e entre os
“tratamentos de irrigacdo”, optou-se pela andlise dos dois experimentos separadamente e
considerando apenas dos dados do tratamento estresse.

Os dados fenotipicos de cada experimento foram corrigidos a partir de modelos lineares
mistos, via REML/BLUP, separadamente. Este modelo considera o delineamento em blocos ao
acaso, testando genotipos ndo aparentados € um tnico individuo por parcela. O nosso individuo
foi considerado o valor de porcentagem de vagens imaturas abertas por planta, uma vez que se
trata de cultivares. O modelo que representa esta analise foi:

y=pu+Xr+7Zg+e

[Tl

onde “y” ¢ o vetor de dados fenotipicos, “n” ¢ a média geral,

[
T

¢ o vetor dos efeitos de
repeti¢do (assumidos como fixos), “g” é o vetor dos efeitos do i-ésimo gendtipo (assumidos
como aleatérios) e “e” ¢ o vetor de erros ou residuos (aleatérios) que segue N(0, 62). As letras
maiusculas representam as matrizes de incidéncia para os referidos efeitos. Esses dados foram

utilizados para realizar a associa¢ao posteriormente.

Genotipagem com marcadores SNP
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Os dados da genotipagem dos genétipos foram gentilmente cedidos pela empresa GDM
Seeds. No qual, 81 gendtipos foram genotipados por sequenciamento pelo Institute for Genome
Diversity - IGD da Cornell University (Ithaca, NY) e 18 gendtipos pelo Biotechnology Center
da University of Wisconsin-Madison (Wisconsin, USA).

Estrutura de populacao

Para evitar a identificacdo de associacdes falso-positivas entre os dados fenotipicos e
moleculares, foi realizada andlise prévia de estrutura de populacdes. Assim, a andlise da
estrutura genética da populagdo (matriz Q), foi realizada por meio da Anélise de Componentes
Principais (PCA) da matriz de marcadores moleculares. A matriz de parentesco (matriz
kinship), que foi obtida por meio do software Tassel (BRADBURY et al., 2007), utilizando os
proprios marcadores.

Além disso, para validar o modelo utilizado, foi plotado o grafico Quantil-Quantil (Q-
Q Plot) que avalia a subestrutura da populacdo, podendo indicar a ocorréncia de associagdes

verdadeiras entre os SNPs significativos e a caracteristica.

Anadlise de associacao genomica

Antes de submeter os dados a GWAS, avaliou-se a qualidade dos dados obtidos pela
genotipagem. Foram utilizados apenas marcadores SNPs com menos de 10% de dados perdidos
(call rate 1igual a 90%) e eliminados os SNPs que apresentaram alelos menos frequentes (minor
allele fraquency - MAF) com frequéncia menor do que 5% ou os SNPs monomorficos. Para a
andlise de associagdo, foi utilizado um painel de marcadores SNPs com 4070 marcadores
informativos para o conjunto de gendtipos, nos dois experimentos.

A andlise de associacdo foi realizada pelo método de Modelos Lineares Mistos
Comprimidos, utilizando-se o software R (R CORE TEAM, 2016), e o modelo:

y=pu+Wm+Zu+e

onde “y” ¢ o vetor dos dados fenotipicos corrigidos; “m” ¢ o efeito do marcador e estrutura de
populagdo (efeito fixo); “u” € o efeito poligénico considerando a variancia aditiva e a matriz de
parentesco (Q) (efeito aleatorio); “W” e “Z” sdo os vetores de incidéncia para o efeito de
marcador e efeito poligénico, respectivamente; e “e” € o vetor de efeitos residuais aleatorio.

Marcadores com valores de probabilidade p < 0,001 foram considerados significativos
na andlise de associacao gendmica. Para facilitar a apresentacao dos valores de probabilidade,

estes foram expressos por -logio(p-valor), em que valores de -logio(p-valor) maiores ou iguais

a 3 foram considerados significativos.
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Para anélise de desequilibrio de ligacdo (LD) usamos a medida de 2 calculada com o
programa Haploview (BARRETT et al., 2005), por meio do estimador:
1> =(D’)*/(pAqapBqgb)
em que “D’” ¢ uma medida de desequilibrio de ligagdo e “pA”, “qa”, “pB” e “qb” sdo as
frequéncias dos alelos que sao comparados. A raiz quadrada de r? pode ser definida como o

coeficiente de correlacdo entre os alelos correspondentes (HARTL & CLARK, 1997).

Genes candidatos

Ao final da andlise, utilizou-se o banco de dados National Center for Biotechnology
Information - NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para a identificacdo e filtragem dos genes,
e suas respectivas proteinas sintetizadas, que podem estar relacionados com a reacdo de
resisténcia da soja a abertura de vagens imaturas. Os genes candidatos foram buscados em um

intervalo de dois mil pares de bases antes e depois da posi¢do de cada SNP significativo.

3 RESULTADOS

A andlise de variancia apontou diferencas significativas na interacdo “Genotipo x
Tratamento de Irrigagio x Epoca de cultivo”, indicando que existe variabilidade quanto a
porcentagem de abertura de vagens imaturas abertas (PVA) com base nesses fatores (Tabela 1).
De forma geral, nos dois experimentos, o tratamento de irrigacdo com deficit hidrico
(tratamento estresse) favoreceu a abertura de vagens imaturas em alguns gendtipos nos dois
experimentos conduzidos. No tratamento controle, com boa disponibilidade hidrica, poucos
genotipos expressaram a caracteristica e em quantidade muito pequena de vagens. Houve
diferenca nos resultados encontrados para PV A entre os dois experimentos conduzidos, por isso
optou-se pela andlise GWAS separadamente para estas épocas de cultivo.

Na Figura 2, mostramos a comparacao das médias de PVA obtidas para o tratamento
estresse nos dois experimentos, uma vez que no tratamento controle ndo houve diferencas
significativas pelo teste de médias realizado (Tukey, p<0,05). Com base nessas andlises,
conclui-se também pela utilizacdo apenas dos dados obtidos para o tratamento estresse, pois

este apresentou maior variabilidade entre os genotipos.
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Tabela 1 - Resumo da andlise de variancia da porcentagem de vagens imaturas abertas (PVA)
dos gendtipos de soja nos dois tratamentos de irrigac@o (estresse e controle), nas duas épocas
de plantio (experimentos 1 e 2).

Fontes de variacao GL QM p-valor
Epoca de cultivo (ANO) 1 0,00714 ** 0,0003
Trat. de Irrigacdo (IRRIG) 1 0,01689 ** 0,0000
Gendtipos (GEN) 98 0,00175 ** 0,0000
ANO x IRRIG 1 0,00427 0,0055
ANO x GEN 98 0,00154 ** 0,0000
IRRIG x GEN 98 0,00157 ** 0,0000
ANO x IRRIG x GEN 98 0,00146 ** 0,0000

**: significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F; QM: quadrado médio; e GL: grau de liberdade.

Figura 2 - Comparacdo das médias de porcentagem de vagens imaturas abertas (PVA)

observados para os genétipos de soja sob deficit hidrico (tratamento estresse) nos experimentos
1 (A)e2(B).
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Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Os gendtipos que nao
apresentaram abertura de vagens imaturas (PVA = 0) e, portanto, ndo diferiram entre si foram omitidos nos
gréficos.

No experimento 1, identificamos 31 genétipos com abertura de vagens imaturas, sendo
que o gen6tipo GDM15C004 apresentou a maior PVA, que foi de 32,6% (Figura 2A). Por outro
lado, no experimento 2, apenas 14 gendtipos apresentaram abertura de vagens imaturas, sendo

o maior valor de PVA igual a 12,5%, para o genétipo 8077 RSF (Forte) (Figura 2B). Os
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genotipos 8077 RSF (Forte), 7166 RSF Ipro (Ponta), GDM 151010, NS 5727, GDM 151024,
TMG 4190 e TMG 1288 RR foram os materiais que abriram vagens imaturas no tratamento
estresse nos dois experimentos.

Ap6s a confirmacdo da variabilidade dos gendtipos quanto a PVA, a andlise de GWAS
foi realizada. Inicialmente, executamos o controle de qualidade dos SNPs impostos
(MAF > 0,05 e call rate < 0,10), resultando em 4070 SNPs aptos. A distribui¢do desses SNPs
foi em média 203,5 marcadores por cromossomo, com um minimo de 79 marcadores no
cromossomo 20 e o maximo de 346 no cromossomo 18, o mais bem representado. As
associacOes foram consideradas significativas quando os valores de p foram <0,001,
equivalente a -logio (p) > 3,0.

O grafico Q-Q plot foi utilizado para verificar a estrutura da populacao e a existéncia de
associacao dos SNPs significativos com a caracteristica estudada. Assim, foram plotados os
valores de -logio (p) obtidos na andlise versus os valores esperados sob a hipdtese de nulidade
(ndo associacao com a caracteristica) (Figuras 3A e B). No Q-Q plot a ocorréncia de associagdes
verdadeiras entre os SNPs significativos e a caracteristica, normalmente evidenciados quando
os valores observados (representados no grafico pelos pontos na cor azul) se distanciam dos
valores esperados (representados no grafico pela linha na cor vermelha) com o aumento do
nivel de significancia. Contudo, se esse desvio ocorre de forma generalizada pode significar
uma provdvel inflacdo do teste, que pode ser ocasionado por vdrias razdes, como a falta de
ajuste dos dados ou até mesmo estratificacdo populacional. Observa-se que o modelo esta
ajustado aos dados e inexiste uma subestrutura da populacio entre as amostras nos graficos
plotados, isso porque os valores observados encontram-se proximos a diagonal, distribuidos de
modo uniforme.

Como resultado da GWAS, foram detectados 11 SNPs significativos em oito
cromossomos diferentes no experimento 1 (Tabela 2 e Figura 4A). Destes 11 SNPs, dois estao
localizados em cada um dos cromossomos 3, 4 e 17, e um SNP em cada um dos cromossomos
1,2, 8, 12 e 20. No experimento 2, apenas um SNP foi significativo no cromossomo 3 (Tabela
2 e Figura 4B). Ndo houve coincidéncia de marcadores entre as duas épocas de cultivo. A
heterogeneidade de marcadores entre os experimentos pode ser explicada devido ao carater

quantitativo da caracteristica, facilmente influenciada pelo ambiente.
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Figura 3 - Grafico de quantil-quantil (Q-Q plot) de -logio (p) estimado a partir da anélise de
associacdo da abertura de vagens imaturas de soja no (A) experimento 1 e no (B) experimento 2.
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Tabela 2 - Lista dos SNPs significativos associados com a porcentagem de vagens imaturas
abertas em gendétipos de soja sob deficit hidrico para os experimentos 1 e 2.

Experimento 1

SNP Cromossomo Posicdo (pares de bases) p-valor* -logio(p) maf
GmO01_55821382 1 55821382 3,33E-05 448 0,19
Gm02_10409311 2 10409311 2,18E-04 3,66 0,10

Gm03_1432952 3 1432952 6,63E-04 3,18 045
GmO03_2358887 3 2358887 2,01E-04 3,70 0,07
GmO04_50758389 4 50758389 I,LI1IE-06 5,95 0,17
GmO04_50761700 4 50761700 3,53E-04 345 0,28
GmO08_46212417 8 46212417 9,51E-04 3,02 0,04
Gm12_2578349 12 2578349 8,33E-04 3,08 0,25
Gm17_11801491 17 11801491 6,39E-04 3,19 0,12
Gm17_11801522 17 11801522 6,39E-04 3,19 0,12
Gm20_18343525 20 18343525 7,77E-04 3,11 0,08

Experimento 2

SNP

Cromossomo Posicao (pares de bases) p-valor*

-logio(p) maf

GmO03_2201702 3

2201702

7,03E-04

3,15

0,12

* Significancia de associag¢do entre marcador e QTL.

Na Figura 4A e B estdo apresentados os graficos do tipo “Manhattan plot” referentes ao

GWAS apresentado na Tabela 2 para os experimentos 1 e 2, respectivamente. Verifica-se nas

figuras os valores de p na escala -logio(p) versus a posicao gendmica dos SNPs nos vinte

cromossomos. Os SNPs localizados em pontos mais altos no grafico correspondem a pequenos

valores de p e indicam que a regido gendmica correspondente tem uma forte associagdo com a

caracteristica.
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Figura 4 - Manhattan plot com a distribuic@o grafica dos valores de -logio(p) dos marcadores

SNPs nos 20 cromossomos da soja associados com a porcentagem de vagens imaturas abertas
no (A) experimento 1 e no (B) experimento 2.
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Marcadores SNPs localizados acima da linha azul, na posico -logio(p) igual a 3,0, foram considerados associados
com a resisténcia a abertura de vagens imaturas.
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O SNP mais significativo foi o Gm04_50758389 (p-valor = 1,11E-06 e maf = 0,17) no
cromossomo 4, seguido de GmO1_55821382 (p-valor = 3,33E-05 e maf = 0,19) no
cromossomo 1.

O SNP significativo encontrado para o experimento 2 ndo coincide com os SNPs
encontrados no experimento 1. Contudo, o Gm03_2201702 (experimento 2) e o
GmO03_2358887 (experimento 2) estdo muito proximos, a aproximadamente 157185 pares de
bases de distancia. Assim, a determinag@o de blocos de desequilibrio de ligacdo (LD) por
“Haploview” mostrou um bloco de desequilibrio entre estes dois SNPs, representado pelo

“Block 2”” com 1 Kb, na Figura 5.

Figura S - Blocos de desequilibrio de ligacdo (LD) formados préximos aos SNPs significativos

GmO03_2358887 (experimento 1) e GmO03_2201702 (experimento 2) localizados no
Ccromossomo 3.
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LD indicado em r2. O LD forte € indicado por cinza escuro/vermelho, enquanto cinza claro/rosa e branco indicam
valores ndo informativos e de baixa confianga, respectivamente.

A identificacdo de genes e proteinas responsaveis por desencadear a abertura de vagens
imaturas nas plantas de soja é fundamental para que trabalhos comecem a ser desenvolvidos
em programas de melhoramento na busca pela eliminagdo e/ou reducdo dos danos e perdas na
produtividade. Os genes e proteinas identificados neste trabalho foram verificados para cada
SNP significativo com uma faixa de 4000 pares de base para mais e para menos. Apds a

filtragem das regides que envolvem os locus encontrados neste estudo, foram reconhecidos 10
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genes candidatos em 8 cromossomos diferentes no primeiro experimento € um gene em um
cromossomo no experimento 2 (Tabela 3). Alguns marcadores significativos estdo em regides
ja descritas de acordo com o banco de dados SoyBase. Contudo, nenhum QTL descrito refere-
se a abertura de vagens imaturas diretamente, uma vez que ainda ndo existem estudos para a

caracteristica.



Tabela 3 - Genes e proteinas candidatos nas regides gendmicas vinculadas aos polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) associados com a
abertura de vagens imaturas em soja nos dois experimentos.

Experimento 1

SNP

Regiao pesquisada

Descricao

GmO01_55821382_G_A
GmO02_10409311_C_A
Gm03_1432952 A T

GmO03_2358887_T_C

GmO04_50758389_C_A

GmO04_50758389_C_A

GmO04_50761700_T_C

Gm08_46212417_A_G

Gml12_2578349_A_T
Gm12_2578349_A_T
Gm12_2578349_A_T
Gml17_11801491_G_C
Gm17_11801522_G_C
Gm20_18343525_C_A

55819382 - 55823382
10407311 - 10411311
1430952 - 1434952

2356887 - 2360887

50756389 - 50760389

50756389 - 50760389

50759700 - 50763700

46210417 - 46214417

2576349 - 2580349

2576349 - 2580349

2576349 - 2580349
11799491 - 11803491
11799522 - 11803522
18341525 - 18345525

MYB transcription factor

(+)- neomenthol dehydrogenase (E1.1.1.208)

Domain of unknown function (DUF296) / AT-hook motif nuclear localized protein
18-related

Myosin heavy chain-related / Unconventional myosin tail, actin- and lipid-binding
(Myosin_THI)

Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase - Leucine Rich Repeat (LRR_1) /
Protein tyrosine kinase (Pkinase_Tyr) / Leucine rich repeat N-terminal domain
(LRRNT_2) / Leucine rich repeat (LRR_S8)
Leucine rich repeat (LRR_1) / Protein tyrosine kinase (Pkinase_Tyr) / Leucine rich
repeat N-terminal domain (LRRNT_2) / Leucine rich repeat (LRR_8)
Furostanol glycoside 26-O-beta-glucosidase / Protodioscin 26-O-beta-D-glucosidase
/ Torvosidase / Beta-glucosidase / Gentobiase

SAUR family protein (SAUR) - auxin-induced protein X10A-like

SAUR family protein (SAUR) -auxin-induced protein 6B-like

Auxin responsive protein (Auxin inducible)

Protein of unknown function (DUF1639) (DUF1639)

Protein of unknown function (DUF1639) (DUF1639)

Experimento 2

SNP

Regiao pesquisada

Descricao

Gm03_2201702_A_C

2199702 - 2203702

PTHR 13743 (Beige/beach-related) - PTHR 13743 (Neurobeachin-like protein 1)

89
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4 DISCUSSAO

Neste trabalho, o deficit hidrico influenciou a ocorréncia da abertura de vagens imaturas
em alguns genétipos de soja, principalmente no experimento 1. Contudo, esse processo de
abertura das vagens imaturas se deu em apenas alguns genétipos, de forma que, mesmo sob
deficit hidrico, a maioria dos gendtipos permaneceu com as vagens fechadas. Assim, além do
fator ambiental, as plantas de soja também devem ser analisadas sob o aspecto gendmico. No
processo de deiscéncia, a abertura das vagens apds a maturacdo, estd diretamente relacionada
as diferencas de tensdo desenvolvidas nas células da camada esclerenquimdtica interna em
decorréncia da desidratacdo (ESTORNELL et al., 2013; BALLESTER & FERRANDIZ, 2017:
ZHANG et al., 2018). Diversos autores examinaram a relacao entre a deiscéncia das vagens e
a baixa umidade no solo e no ambiente, no qual constataram que este pode ser considerado o
principal fator que controla a frequéncia de deiscéncia das vagens de soja (TSUCHIYA, 1987;
ZHANG et al., 2018; ZHANG & SINGH, 2020).

A abertura de vagens imaturas € um carater quantitativo. Isso indica que varios genes
sdo responsaveis por esta caracteristica. A GWAS € uma ferramenta de grande utilidade, pois
permite identificar regides gendmicas relacionadas com a caracteristica ao longo de todo o
genoma da espécie, facilitando a descoberta de novos QTLs, genes, e ainda pode auxiliar a
selecdo assistida no futuro.

No experimento 2, apenas um SNP foi identificado, provavelmente devido a baixa
porcentagem de vagens imaturas abertas identificada nos genoétipos avaliados nesta época de
cultivo. A capacidade do GWAS em identificar uma verdadeira associag@o entre um SNP e uma
caracteristica vai depender da variancia fenotipica dentro da populacdo que foi explicada pelo
marcador. Por outro lado, 11 SNPs foram significativos no experimento 1, no qual foram
reconhecidos 11 genes candidatos em seis cromossomos diferentes.

No experimento 1, o marcador Gm02_10409311 identificado no cromossomo 2 foi
significativo e estd relacionado ao fator de transcricdo MYB. Os fatores de transcricio MYB
representam uma das maiores familias de fatores de transcricao conhecidas em plantas. Estdo
associados a regulacdo de diversos processos nas plantas, como metabolismo secundério,
respostas a hormodnios e regulacdo de morfogénese celular, além da participacdo na defesa
contra fatores bidticos e abidticos (BUCK & ATCHLEY, 2003; DUBOS et al., 2010). A sintese
de MYB nas plantas acompanha o acimulo de 4cido abscisico (ABA) enddgeno durante os
estagios mais avangados de respostas ao estresse (ABE et al., 2003). De acordo com Lindemose

etal. (2013), ainteracdo de genes da familia de fatores de transcricdo MYB com o ABA provoca
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diversos mecanismos de resposta ao estresse abidtico, tais como regulacio da abertura
estomadtica, supressao da ativagdo do gene responsivo ao 4cido jasmonico, regulacdo da resposta
ao estresse por deficit hidrico por meio da interacdo entre ABA e auxina, entre outros. Outros
trabalhos também relatam a participagao dos fatores de transcricio M'YB na resposta das plantas
ao estresse hidrico em diferentes espécies de plantas (COMINELLI et al., 2005; RODRIGUES
et al., 2011; SHAN et al., 2012; CHEN et al., 2015). Estudos realizados para Vigna angularis
(feijao azuki) sugerem que o gene que codifica o fator de transcricio MYB46 é um gene
candidato para conteido de fibra de vagem e deiscéncia de vagem (SAKAI et al., 2015;
TAKAHASHI et al., 2019).

No cromossomo 3, o SNP GmO03_1432952 relacionado ao (+)- neomentol
desidrogenase (E1.1.1.208) também foi significativo no trabalho de Tian et al. (2020) avaliando
QTLs para conteudo de proteina e 6leo em resposta a densidade de plantio de sementes de soja.
O (+)- neomentol desidrogenase ¢ um aldeido redutase que catalisa a reducdo dos grupos
aldeido carbonil em aldeidos saturados e alfa, beta-insaturados com mais de cinco carbonos e
estd envolvido na resisténcia basal contra patégenos em arabidopsis (CHOI et al., 2008;
YAMAUCHI et al., 2011). O marcador GmO03_2358887, neste mesmo Cromossomo, esti
relacionada a “AT-hook motif nuclear localized protein 18-related”, também chamado de
AHL18. Os AHLs participam de vérios processos de desenvolvimento, como a regulacdo da
senescéncia foliar negativa (LIM et al., 2007); a padronizacdo e diferenciacdo dos 6rgaos
reprodutivos (NG et al., 2009); o inicio do florescimento (YUN et al., 2012); na defesa e
imunidade de plantas (LU et al., 2010; YADETA et al., 2011); e como modulador da arquitetura
do sistema radicular (SIRL et al., 2020).

O SNP mais significativo, Gm04_50758389 no cromossomo 4, bem como o
Gm04_50761700, no mesmo cromossomo, estdo localizados em regides descritas para acao de
receptores quinase de repeticdo rico em leucina (leucine-rich repeat receptor-like protein
kinase ou LRR-RLKs). Os LRR-RLKs das plantas desempenham papéis importantes no
crescimento, desenvolvimento, diferenciacio e respostas ao estresse (DIEVART & CLARK,
2004; BUTENKO & AALEN, 2012; ZHOU et al., 2016). Liu et al. (2020) relataram que a
proteina LRR-RLK HSL3 regula o fechamento estomatico e a resposta ao estresse por seca
modulando a homeostase do peréxido de hidrogénio (H2O2). Os autores descreveram que o
estresse hidrico induz a produc¢do de ABA e H>O», que induz a transcri¢do de HSL3, por sua
vez modulando a expressdo dos genes relacionados a homeostase das espécies reativas de
oxigénio RbohF, SOD1 e CAT3. Além destas funcdes, o maior grupo de LRR-RLKSs (subclasse
XI) inclui as proteinas receptoras HAESA (HAE) e HAESA-LIKE2 (HSL2), que sdo
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necessdrias para direcionar a separagdo celular durante a abscisdo do 6rgdo floral em
arabidopsis (BUTENKO et al., 2003; CHO et al., 2008; STENVIK et al., 2008). Neste mesmo
sentido, Wang et al. (2017) relataram que IDL6-HAE/HSL?2 promove a expressdo de um gene
da poligalacturonase (0 ADPG2) e aumenta a atividade da poligalacturonase nas folhas de
arabidopsis, o que por sua vez reduz o conteido de pectina foliar e a robustez da folha.

O marcador Gm12_2578349 esté relacionado as proteinas responsivas/induzidas pela
auxina, chamadas de Small auxin-up RNA (SAUR). A auxina e, consequentemente as SAURSs,
tem influéncia em muitos aspectos do crescimento e desenvolvimento da planta, como por meio
da regulacdo da divisdo, expansao e diferenciacdo celular (SPARTZ et al., 2012; STAMM &
KUMAR, 2013; HOU et al., 2013). As proteinas SAURs estdo envolvidas na regulacdo do
crescimento adaptativo ao estresse abidtico, compartilhando uma fun¢do no alongamento
celular, induzindo o crescimento da planta ao regular a acidificagdo da parede celular e
regulando o crescimento em resposta a estimulos ambientais (STORTENBEKER & BEMER,
2019). Alguns perfis de transcricdo de arabidopsis apontam que os genes SAUR sdo
notavelmente induzidos pelo hormonio inibidor de crescimento ABA (REN & GRAY, 2015;
QIU et al., 2020). He et al. (2021) constataram que o membro da familia SAUR, AtSAUR32,
desempenha um papel importante na tolerancia a seca via transducao de sinal ABA. Lembrando
que o ABA € um hormdnio vegetal que, em situagdes de deficit hidrico, regula vérios processos
moleculares e celulares, incluindo a abertura dos estdmatos (para controlar a taxa de
transpiracdo) e os niveis de transcricio de genes responsivos ao estresse ao longo do
desenvolvimento (KUROMORI et al., 2018; YOSHIDA & FERNIE, 2018). Além disso,
quando as plantas sdo submetidas ao deficit hidrico, a biossintese de ABA ocorre rapidamente,
e € translocado das raizes para os brotos, regulando o crescimento das folhas e induzindo o
fechamento estomadtico para combater o estresse (GUO et al., 2020).

Estes marcadores, de forma geral, estdo relacionados a genes e proteinas envolvidos em
respostas que as plantas produzem diante de situacdes de estresse abidticos e bidticos. Estes
resultados sdo aceitdveis, uma vez que, o deficit hidrico foi utilizado para estimular a abertura
de vagens imaturas em alguns genétipos. Fazendo com que a planta desenvolvesse e
expressasse determinados tipos de respostas.

Por outro lado, o SNP significativo que mais pode nos fornecer informag¢des importantes
acerca da abertura de vagens imaturas em soja € o Gm08_46212417. Este marcador esta
localizado em uma regido no cromossomo 8 relacionado a beta-glucosidase. As beta-
glucosidases vegetais desempenham papéis importantes em muitos processos bioldgicos, como

ativacdo de fitohormonios, sintese de lignina, degradacao da parede celular e mecanismos de
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defesa (ESEN, 1993; WANG et al., 2013). Em arabidopsis, a beta-glucosidase BGLU45 foi
expressa em vagens, onde pode estar envolvida na lignificacdo das valvas e das camadas
marginais deste 6rgao (ESCAMILLA-TREVINO et al., 2006). Watcharatpong et al. (2020)
avaliaram feijdo-caupi (Vigna unguiculata) e relataram que genes que codificam beta-
glucosidases e MYB26 estdo relacionados com a biossintese da parede celular. A beta-
glucosidase € uma enzima glucosideo hidrolase e estd envolvida na via do fenilpropandide que
leva a biossintese da lignina. Além disso, a beta-glucosidase é uma enzima celulase que
desempenha um papel no metabolismo dos polissacarideos da parede celular em procariotos e

eucariotos. Estd envolvida no desenvolvimento da parede celular vegetal a partir da via de

degradacao da parede celular (MINIC & JOUANIN, 2006).

5 CONCLUSOES

Este trabalho € inovador e apresenta os resultados de estudos iniciais da ocorréncia de
abertura de vagens imaturas em plantas de soja sob deficit hidrico.

Dentre os marcadores SNPs significativos encontrados para a caracteristica de interesse,
abertura de vagens imaturas de soja, o marcador GmO8_46212417 serd extremamente
importante para estudos posteriores de selecdo assistida por marcadores moleculares no

melhoramento genético da soja para resisténcia a caracteristica.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela Suplementar 1 - Gendtipos (cultivares e linhagens) de soja utilizados para a realiza¢ao

dos experimentos.

(continua)
Genétipo Evento Grupo de Habito de
transgénico Maturidade Crescimento
50i52 RSF IPRO (Raio) Intacta 5.0 Indeterminado
55157 RSF IPRO (Zeus) Intacta 5.5 Indeterminado
57HO123 TP IPRO Intacta 5.7 Indeterminado
5855 RSF IPRO (Elite) Intacta 5.5 Indeterminado
58HO110 MM IPRO Intacta 59 Indeterminado
58160 RSF IPRO (Lancga) Intacta 5.8 Indeterminado
5953 RSF (Veloz) Roundup Ready 5.0 Indeterminado
6211 IPRO Intacta - -
6262 RSF IPRO Intacta - -
63164 RSF IPRO (Garra) Intacta 6.3 Indeterminado
68170 RSF IPRO (fcone) Intacta 6.8 Indeterminado
7166 RSF IPRO (Ponta) Intacta 6.6 Indeterminado
73170 RSF IPRO (Power) Intacta 7.3 Indeterminado
74177RSF IPRO Intacta 7.2 Indeterminado
75HO111 CIIPRO Intacta 7.2 Indeterminado
75177 RSF IPRO (Ultra) Intacta 7.6 Indeterminado
75179 RSF IPRO Intacta 7.3 -
76MS00 IPRO Intacta 7.6 Indeterminado
8075 RSF (Prisma) Intacta 7.5 Indeterminado
8077 RSF (Forte) Roundup Ready 7.7 Indeterminado
80184 RSF IPRO (Certa) Intacta 8.0 Indeterminado
82MS00 IPRO Intacta 8.2 Indeterminado
83HO113 TP IPRO Intacta 8.3 Indeterminado
8579 RSF (Bonus) Intacta 79 Indeterminado
9086 RSF (Opus) Intacta 8.6 Determinado
ADYV 4681 IPRO Intacta 8.1 Determinado
ANTA 82 Roundup Ready 7.4 Semi determinado
AS 3570 IPRO Intacta 5.7 Semi determinado
AS 3810 IPRO Intacta 8.1 Determinado
AS 3820 IPRO Intacta 8.2 Determinado
BMX Poténcia RR Roundup Ready 6.7 Indeterminado
CD 2728 Intacta 7.2 Indeterminado
CD 2737 Roundup Ready 7.3 Indeterminado
DM 4338 Intacta - -
DM 4347 Intacta - -
DM 5.81 Roundup Ready 5.5 Indeterminado
DM 53154 RSF IPRO Intacta 54 Indeterminado
DM 54152 RSF IPRO Intacta 54 Indeterminado
DM 61159 RSF IPRO Intacta 6.1 Indeterminado
DM 6563 RSF IPRO Intacta 6.3 Indeterminado
DM 7.8i Roundup Ready - Indeterminado
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Tabela Suplementar 1 - Genétipos (cultivares e linhagens) de soja utilizados para a realiza¢ao

dos experimentos.

(continuacdo)
Genétipo Evento Grupo de Habito de
transgénico Maturidade Crescimento
GDM 15A004 Roundup Ready 6.1 -
GDM 15C004 Convencional 8.0 -
GDM 151010 Intacta 7.2 -
GDM 151011 Intacta 7.5 -
GDM 151012 Intacta 7.6 -
GDM 151013 Intacta 7.8 -
GDM 151014 Intacta 7.8 -
GDM 151015 Intacta 7.8 -
GDM 151016 Intacta 8.6 -
GDM 151017 Intacta 8.5 -
GDM 151018 Intacta 7.5 -
GDM 151024 Intacta 5.3 -
GDM 151027 Intacta 6.2 -
GDM 151032 Intacta 6.0 -
GDM 151033 Intacta 6.1 -
GDM 151035 Intacta 6.2 -
GDM 151041 Intacta 6.0 -
GDM 151042 Intacta 6.0 -
GDM 151050 Intacta 8.0 -
GDM 151054 Intacta 9.0 -
GDM 151075 Intacta 7.5 -
GDM 151079 Intacta 8.4 -
IGRA 645 TR Roundup Ready 6.2 -
L60150 IPRO Intacta 5.0 Indeterminado
LG 60163 IPRO Intacta 6.3 Semi determinado
M 5947 Intacta 59 Indeterminado
M 7739 IPRO Intacta 7.7 Semi determinado
M 8133 IPRO Intacta 8.1 Determinado
M 8349 Intacta 8.3 Determinado
M 8372 Intacta 8.3 Determinado
M 8644 Intacta 8.6 Determinado
M 8808 Intacta 8.8 Determinado
M-SOY 7639 Roundup Ready 7.6 Indeterminado
M-SOY 5730 IPRO Intacta 5.7 Indeterminado
NA 7337 Roundup Ready 7.5 Semi determinado
NS 5727 Intacta 5.7 Indeterminado
NS 6006 Intacta 5.7 Indeterminado
NS 6909 Intacta 6.3 Indeterminado
NS 7300 Intacta 7.0 Indeterminado
NS 7490 Roundup Ready 7.4 Indeterminado
NS 7901 Roundup Ready 7.9 Indeterminado
P95Y21 Convencional 52 -
P95Y72 Roundup Ready 5.0 Indeterminado
P 98Y30 Roundup Ready 8.3 -
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Tabela Suplementar 1 - Genétipos (cultivares e linhagens) de soja utilizados para a realiza¢ao

dos experimentos.

(conclusio)
Genétipo Evento Grupo de Habito de
transgénico Maturidade Crescimento
RK 8317 IPRO Intacta 8.3 Indeterminado
ROOS CAMINO Convencional 5.3 Indeterminado
SYN 1080 Roundup Ready 8.0 -
SYN 1285 Roundup Ready 8.5 -
T™MG 1179 Roundup Ready 7.9 Determinado
TMG 1180 Roundup Ready 8.0 Semi determinado
TMG 1288 Roundup Ready 8.8 Determinado
TMG 2181 Intacta 8.1 Determinado
TMG 4182 Convencional 8.2 Determinado
TMG 4185 Convencional 8.5 Determinado
TMG 4190 Convencional 9.0 Determinado
TMG 7062 Intacta 6.2 Semi determinado
TMG 7262 Roundup Ready 6.2 Semi determinado
TMG 7363 Roundup Ready 6.3 Indeterminado
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CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho € inovador e apresenta os resultados de estudos iniciais da ocorréncia de
abertura de vagens imaturas em plantas de soja sob deficit hidrico. Com o desenvolvimento
deste trabalho, conclui-se que o deficit hidrico influencia na porcentagem de vagens imaturas
abertas em alguns gendtipos de soja e, portanto, esse tratamento pode ser utilizado para a
selecdo de gendtipos tolerantes. Embora esta caracteristica seja dependente do gendtipo
utilizado, é fundamental atentar-se para as condi¢des climéticas (principalmente a temperatura)
e caracteristicas do solo, que podem potencializar os efeitos do deficit hidrico e,
consequentemente, na magnitude de ocorréncia da abertura de vagens imaturas.

O volume dos graos entre os estddios RS e R6, a reducao das estruturas da sutura ventral
das vagens e a a¢do dos principais genes e proteinas relacionados aos marcadores identificados
(ligados as respostas das plantas ao estresse e a atividade da beta-glucosidase) nos genétipos

cultivados sob deficit hidrico, contribuiu para a abertura de vagens quando ainda estdo verdes.



