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RESUMO

BERNARDELI, Arthur Martins Almeida, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2019. Validacao de marcadores moleculares SNP para alto contetiido de
proteina em graos de soja [Glycine max (L.) Merr.] Orientador: Aluizio Borem de
Oliveira. Coorientador: Maximiller Dal-Bianco Lamas Costa.

O objetivo deste estudo foi estimar o efeito de marcadores moleculares SNP sobre o
fenétipo (r2), determinar a herdabilidade dos contetdos de proteina e 6leo em grios de
soja e o coeficiente de correlagdo entre estes dois caracteres, e identificar as progénies
superiores via selecdo assistida e fenotipagem. Para isto, 271 RILs derivadas de F5
foram testadas em ensaios de campo em Capindpolis e Vigosa, em 2017, genotipadas, e
fenotipadas para conteidos de proteina e dleo via NIR. Os genétipos apresentaram
diferencas significativas entre si e ao longo dos ambientes testados, sendo que os
resultados de Capindpolis foram maiores para conteido de proteina das RILs (47,845
%) e os de Vigosa para o conteido de Oleo das testemunhas (23,291 %). As
herdabilidades foram maiores para a andlise conjunta dos dados que para a andlise

individual, em que hzzjrotema = 79,490 % e 72,810 %, e hZ,., = 84,190 % e 79,520 %,

para Capindpolis e Vicosa, respectivamente; e hf,mtema = 88,230 % e h%,, = 91,050

%, para andlise conjunta. Os coeficientes de Correlacio de Pearson para dados
fenotipicos foram de 7¢qpin, = -0,664 € 1yi.05¢ = -0,587. Dos marcadores moleculares
avaliados, $s56, ss62, ss115 e ss190 associaram para o conteido de proteina em
Capindpolis; e ss56, ss62 e ss190 para este mesmo carater em Vicosa. Os marcadores
$s62, ss115 e ss190 associaram para o conteddo de 6leo em ambas as localidades. O
marcador ss190 destacou-se ao apresentar 12 entre 25-29 % para ambos os contetidos
nas duas localidades. Efeito pleiotrépico de todos os marcadores foi observado, exceto
para ss56, em que seu uso na selecdo assistida promove o aumento do contetido de
proteina e ndo onera o de 6leo. Em termos praticos, as progénies superiores para alta
proteina foram as que reuniram todos ou a maioria dos alelos favoraveis. As progénies
61-9, 78-38, 84-13 e 84-33 foram superiores para o conteido de proteina e em
desempenho de campo, além de reunirem alelos favoraveis identificados via selecdo
assistida das marcas associadas neste estudo, justificando seu uso no programa de

melhoramento.
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ABSTRACT

BERNARDELI, Arthur Martins Almeida, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2019. SNP validation for high seed protein content in soybean [Glycine
max (L.) Merr.]. Adviser: Aluizio Borem de Oliveira. Co-adviser: Maximiller Dal-
Bianco Lamas Costa.

The objective of this research was to estimate the SNP effect over the phenotype (12),
determine heritability related to seed protein and oil content and the coefficient of
correlation between these two traits, as well as to identify the superior lines through
marker assisted selection and phenotyping. 271 F5-derived RILs were submitted to field
trials in Capinopolis and Vicosa in 2017, genotyped, and phenotyped for protein and oil
contents through NIR. The genotypes presented significant difference among them and
along the environments, in which the mean of protein content from Capinopolis was
higher for the RILs (47,845 %) and mean from oil content from Vigosa was higher for
the checks (23,291 %). Heritabilities were higher for the joint analysis than to individual
ones, in which hf,mtein = 79,490 % and 72,810 %, and hZ;, = 84,190 % and 79,520 %,

for Capinépolis and Vigosa, respectively; and h? = 88,230 % and hZ; = 91,050

protein oil
%, for the joint data. Phenotypic Pearson Correlation were 7¢qpin = -0,664 and
Ticosa = -0,587. From the markers studied, ss56, s$s62, ssl115 and ss190 showed
significant association to protein content in Capinopolis; and ss56, ss62 and ss190 for
this same trait in Vigosa. The markers ss62, ss115 and ss190 showed significant
association to oil content for both locations. SNP ss190 caught the attention by
presenting 72 in a range of 25-29 % for both contents in all locations. Pleiotropic effect
of all markers was observed, except for ss56. Its use in marker assisted selection
promotes the increase of protein content without hampering oil rates. The transgressive
lines for high protein were the ones that gathered all or the most of favorable alleles.
The lines 61-9, 78-38, 84-13 e 84-33 were superior for protein content and field
performance, and gathered favorable alleles identified through marker assisted selection

of the significantly associated SNPs, warranting their use in the breeding program.
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1. Introducao

A soja [Glycine max (L.) Merr.] é a uma das principais espécies vegetais
largamente cultivadas em todo o mundo. Atualmente, os Estados Unidos se consolidam
como o principal produtor mundial de soja, seguido pelo Brasil. Quanto as exportagdes,
o Brasil lidera com 79.5 milhdes de toneladas, a frente dos Estados Unidos, com 51.02
milhdes de toneladas (USDA, 2019).

Esta espécie € a cultura mais utilizada como fonte de proteina e possui contetido
médio de 40% deste composto no grao (Zhang et al., 2015). Isto denota a importancia
da cultura para a agricultura, economia e seguranc¢a alimentar mundial, uma vez que os
mercados consumidores buscam uma fonte de proteina segura e acessivel.

Os valores médios para o conteido de proteina em graos de soja estdo em
declinio, e implicam na industria e comércio dos produtos derivados desta cultura.
Como exemplo, um dos principais itens uteis a alimentacdo animal € o farelo de soja.
No Brasil, em décadas passadas, obtinha-se o farelo concentrado de soja com contetddo
proteico entre 46 e 48 %, com menor gasto de matéria prima. Atualmente, para se
atingir tal valor, é necessario um maior dispéndio de grdos para tal fim, visto que o
conteudo de proteina decresceu ao longo dos anos (Landgraf, 2015). Em contrapartida,
empresas de processamento de graos de soja estdo trabalhando com recomendacio de
cultivares de alto contetido proteico, além de ado¢do de um mecanismo de compensagao
financeira ao produtor que entrega sua soja com maior conteido médio de proteina no
momento da venda (Plume, 2018).

O cardter conteido de proteina em soja € de herangca quantitativa e se
correlaciona negativamente com a maioria das principais caracteristicas levadas em
consideracdo em um programa de melhoramento genético de soja. Os percentuais
proteicos sdo dificeis de serem elevados, uma vez que a produtividade € influenciada ao
objetivar incremento proteico, € os programas de melhoramento ainda priorizam
potencializar a produtividade de grdos, por meio de tolerancia a seca e resisténcia a
insetos e doengas.

Coeficientes de correlacdo genotipicos negativos entre contetido de proteina e
conteddo de 6leo e produtividade justificam seu decréscimo (Chung et al., 200; Bandillo
et al., 2015; Patil et al., 2018; Zhang et al., 2018), apesar de sua herdabilidade variar
entre 79 e 89 % em diferentes ambientes segundo Zhang et al. (2015).

A complexidade ao se melhorar o contetido de proteina em graos de soja, devido

a necessidade da reunido de combinacdes alélicas especificas nos varios loci que
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codificam para altas médias do carater é mitigada ao se reunir metodologias promissoras
de aumentar o conteddo proteico do grao de soja sem comprometer a produtividade.

Estratégias voltadas para a validacdo de marcadores moleculares em populacdes
estruturadas e a selecdo assistida por marcadores aliadas as metodologias de
melhoramento tradicionais, ja estabelecidas, sdo opcdes para ajudar na celeridade do
processo, uma vez que a necessidade de aumentar o conteido de proteina em graos de
soja vem notadamente ganhando espaco e relevancia nos programas comerciais e
institucionais de melhoramento genético de soja em todo o mundo. Frente a demanda,
foram descritos varios QTLs (Quantitative trait loci) de efeito importante para o
conteddo de proteina nos 20 cromossomos da espécie Glycine max (L.) Merr. (2n=40)
(https://www.soybase.org).

De maneira geral, estudos de validagdo sdo utilizados para testar a associacao
entre marcadores moleculares e QTLs (Jun et al., 2008) e, uma vez constatada a
associacdo, a selecdo assistida por marcadores piramida alelos favordveis de forma mais
rapida.

Este processo se torna ainda mais complexo no melhoramento convencional a
medida que o numero de genes envolvidos aumenta, inviabilizando a rastreabilidade de
todos os alelos dos genes envolvidos no estudo por meio da avaliacdo fenotipica,
apenas. Por outro lado, o processo € facilitado ao se utilizar marcadores moleculares,
com possibilidade de se omitir a fenotipagem em algumas etapas de selecdo (Collard e
Mackill, 2008).

A transferéncia de alelos via selec@o assistida ja se mostrou eficiente para o
aumento do conteddo de proteina em soja, aplicada no pré-melhoramento de genitores
que resultaram em populacdes ou linhagens superiores, a exemplo dos resultados de
Zhang et al., 2015. Seu estudo consistiu na validagdo de marcadores SSR e em dois
ciclos de sele¢dao assistida. Ao fim, obtiveram um gendtipo superior em 9 % em
comparacao aos genitores para o contetido de proteina.

Desta forma, os parentais, adaptados e superiores, que ainda tém alelos
desfavordveis para alta proteina passam por retrocruzamento assistido por marcadores
moleculares com landraces doadoras de alelos de alta proteina. A combinacdo das
novas versoes dos genitores resulta em populagdes transgressivas para o carater.

Portanto, o incremento do contetido protéico no grdo € um desafio para os
programas de melhoramento de soja e € fundamental para a manutencio de sua oferta

mundial.



2. Objetivo geral

Realizar a validacdo de 6 marcadores SNPs (single nucleotide polymorphism) e
271 RILs (recombinant inbred lines) de soja derivadas de F5 para o contetido de

proteina no grao.
2.1. Objetivos especificos

1. Validar os marcadores selecionados e estimar o efeito dos marcadores sobre o
fenétipo (r°) de forma individual e conjunta;

ii. Estimar a herdabilidade relacionada ao contetido de proteina em grios de soja
para os ensaios executados;

iv. Estimar o coeficiente de correlagdo entre conteido de proteina e 6leo nos
graos de soja;

v. Concluir quais as progénies de alta proteina reinem o maior nimero de alelos
favoraveis identificados via selecdo assistida, em conjunto com altos valores

fenotipicos.

3. Revisao de literatura
3.1. Proteina em graos soja: caracteristicas genéticas

Acessos de bancos de germoplasma de soja com alto contetido de proteina e alta
produtividade sdo raros (Cober e Voldeng, 2000). Em 1964, Kwon e Torrie mostraram
que proteina em graos de soja se correlaciona de maneira fortemente negativa com
conteddo de dleo e produtividade dos graos, florescimento, frutificacdo e maturacdo das
plantas; e de maneira moderada com altura e acamamento de plantas. Esta evidéncia
possibilitou inferir sobre a queda em ganhos genéticos para alta proteina em detrimento
aos outros principais caracteres levados em consideracdo para o lancamento de uma
cultivar de soja superior. Isto justifica a queda de proteina nos graos ao longo dos ciclos
de selec@o nos programas de melhoramento em regides altamente produtoras.

Além de proteina e 6leo, a soja contém em torno de 30 % de carboidratos,
principalmente os polissacarideos ndo amidicos e oligossacarideos. A dieta de animais
monogastricos em confinamento se faz em boa parte por farelo de soja, no entanto, tais
carboidratos podem ser fatores antinutricionais. Os polissacarideos ndo amidicos
soliveis causam sensacdo de saciedade, resultando em menor conversdo de peso, € 0s

oligossacarideos (rafinose e estaquiose) implicando em desconforto abdominal e



flatuléncia. Segundo Bueno et al. (2018), rafinose e estaquiose, e polissacarideos nao
amidicos se correlacionam positivamente com 6leo (0,75 e 0,22, respectivamente) e
negativamente com proteina (-0,86 e -0,35, respectivamente). Isto implica em um
desafio para o melhoramento de qualidade da soja, pois ao longo das tultimas décadas
tem-se aumentado produtividade e a fragdao de dleo e carboidratos, e conseqiientemente
diminuidos proteina e valor nutricional do grdo.

Apesar do exposto acima, foram realizados alguns trabalhos acerca da
introgressdo de alelos favordveis a alta proteina em soja, a exemplo do estudo de
Dudley (1982). Sua conclusio foi a de que o método dos retrocruzamentos € eficiente
para a transferéncia de alelos para materiais adaptados e que quanto maior a divergéncia
genética entre os genitores, um maior ndmero de retrocruzamentos tem de ser
administrado.

Um resultado satisfatério foi obtido nos estudos de Wehrman et. al (1987), onde
a selecdo para alta proteina em soja apés duas geracdes de retrocruzamentos foi bem
sucedida, matendo-se a produtividade. O mesmo ocorreu no trabalho de Wilcox e
Cavins (1995), observado na terceira geragao de retrocruzamentos. Presume-se que tais
resultados foram de obten¢do complexa, uma vez que existe uma moderada a forte
correlacdo inversa entre proteina no grao e produtividade de soja, de estimativa r =-0,23
a -0,86 (Cober e Voldeng, 2000). Apesar do sucesso em tais trabalhos, Wilcox e Cavins
(1995) levaram um total de 20 anos para realizar a fenotipagem completa entre todos os
ciclos de retrocruzamento, a fim de selecionar aqueles individuos produtivos e de alta
proteina.

O mesmo ndo se pode afirmar em trabalhos com progénies oriundas de
populacdes obtidas por meio de cruzamentos simples biparentais, em que os genitores
sdo superiores e adaptados, uma vez que os backgrounds genéticos de ambos reinem
alelos nao favordveis ao cardter, como pode ser observado em Cober e Voldeng (2000).

Desta forma, o melhoramento convencional mostra-se limitado para obten¢ao de
progénies superiores e de alta proteina. Alternativamente e de forma paralela ao
melhoramento cldssico para este carater, o uso de marcadores moleculares tem servido
para tal fim, com adocdo em diversos programas de melhoramento, onde resultados

satisfatorios sdo publicados.
3.2. Utilidade dos marcadores moleculares no melhoramento de plantas

Existem trés tipos fundamentais de marcadores: morfolégicos, bioquimicos e os

moleculares. Os marcadores morfoldgicos sdo representados pela diferenga fenotipica
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entre individuos ou espécies. Os bioquimicos incluem as variantes alélicas de enzimas,
chamadas isozimas. Estas duas primeiras modalidades sdo limitadas em nimero e
sofrem grande efeito ambiental a depender da caracteristica avaliada (Winter & Kahl,
1995).

J4 os marcadores moleculares sdo diferencas genéticas entre individuos ou
espécies. Na maioria das vezes, eles ndo representam o gene em si, mas agem como um
sinalizador para os mesmos, uma vez que estdo em curta proximidade com os genes de
interesse. Tais marcadores sdo abundantes, tem origem a partir de mutagdes de ponto,
inser¢do ou delecdo, ou erros na replicagdo (Paterson, 1966). Os marcadores, quando
evidenciam diferencas entre individuos ou espécies, sao ditos polimérficos.

Marcadores moleculares sdo aplicdveis ao melhoramento quando o fendtipo é
selecionado baseando-se no gendtipo das marcas avaliadas. Neste caso, os marcadores
para selecdo assistida t€ém de ser adequadamente escolhidos, caso contrdrio, nao
auxiliard na escolha correta do fendtipo. Assim, apds a avaliagdo dos marcadores em
estudos de mapeamento de QTL em uma populagdo adequada e suficientemente grande,
e validados também em populacdes nesta mesma conformagdo em ambientes
representativos, estes estdo prontamente disponiveis ao uso na selecdo assistida.

A exemplo do presente trabalho, a validacdo ou estudo de associagdo de
marcadores moleculares testa a confiabilidade da marca em predizer o fendtipo, para
entdo usé-la rotineiramente no programa de melhoramento. Por consequéncia, leva a
economia de tempo em ensaios, selecdo de gendtipos em estidgios de plantulas ou
mesmo sementes, possibilidade de piramidacdo de genes de interesse e evita o linkage
drag (arraste de ligacdo). No entanto, a ado¢do de marcadores para estudos de
associacdo e selecao assistida tem de levar em consideracdo a relacio custo beneficio da
genotipagem e fenotipagem, heranca e herdabilidade do cardter e instalagcdes adequadas
(Collard et al., 2005).

O tipo de marcador adotado em programas de melhoramento também varia,
principalmente devido ao custo, qualidade das amostras de DNA extraidas, nivel de
polimorfismo, procedimentos técnicos de genotipagem e distancia entre o gene e a
marca (Collard e Mackill, 2008).

Para estudos de selecdo assistida para alta proteina em soja, os marcadores SSRs
(simple sequence repeats ou microssatélites) sdo amplamente utilizados por serem
baratos, co-dominantes e de boa reprodutibilidade. No entanto, necessitam do preparo
do gel de géis e mostra apenas um locus por ensaio. A migracao gradual para o uso de

marcadores SNPs em trabalhos deste contexto € devido a abundancia e especificidade de
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tais marcadores, e ao desenvolvimento e sofisticacdo de técnicas de detec¢do de SNPs
(Rafalski, 2002; Koebner e Summers, 2003). Zhu et al. (2003) define SNPs como uma
varia¢do em nucleotideo simples em uma regido especifica do genoma.

Os trabalhos sobre detec¢do de QTLs, estudos de associacdo e sele¢do assistida
por marcadores moleculares em soja sdo abundantes e relatados desde meados dos anos
80, envolvendo principalmente a resisténcia a patdgenos, estresses abidticos e outros
caracteres agrondmicos.

A partir da observacdo da eficiéncia do uso dos marcadores para proteina no
grao de soja, trabalhos relevantes foram desenvolvidos, a exemplo da pesquisa de Wang
et al. (2014), que adotaram o uso tanto de marcadores SSRs quanto de SNPs e obtiveram
resultados importantes sobre Q7TLs envolvidos com conteido de proteina e 6leo e
produtividade de grdos; Yan et al. (2014), que identificaram cinco QTLs associados a
alta proteina utilizando um total de oito marcadores SSR; Warrington et al. (2015), os
quais utilizaram uma abundancia de marcadores SSRs e SNPs na maioria dos 20
cromossomos da espécie, em que os QTLs identificados poderdo ser envolvidos em
estudos de selecdo assistida; e Zhang et al. (2015), que ao langarem mao do uso de
marcadores SSRs na selec@o assistida, obtiveram uma progénie superior em 9 % em

relagc@o aos acessos parentais para o conteudo de proteina.

3.3. Validacao de marcadores para contetido de proteina em graos de soja

Mapas de ligacdo que identificaram QTLs que controlam conteido de proteina
em graos de soja foram estabelecidos em estudos de Diers et al. (1992), Lee et al.
(1996); Brummer et al. (1997), Orf et al. (1999), Casanadi et al. (2001), e Jun et al.
(2007). Desde entdo, estudos de associagdo entre marcadores tém sido executados,
como o de Jun et al. (2007), os quais identificaram dois novos marcadores SSR (satt431
e satt551) que ainda ndo haviam sido reportados na literatura para tal fim.

Em outro trabalho de validacdo de marcadores em QTLs para alto conteido de
aminodcidos especificos em graos de soja, Warrington et al. (2015) obtiveram uma
populacdo de RILs derivadas de F5 a partir de um cruzamento simples entre os acessos
Benning e Danbaekkong, que possuem 42 e 51 % de proteina nos grios,
respectivamente. Como resultado, encontraram quatro Q7Ls (qProt_Gm14, flanqueado
por BARC-018353 e BARC-056587 no cromossomo 14; gProt_Gml5, flanqueado
porSat_273 e BARC-027786 no cromossomo 15; qProt_Gm17 flanqueado porBARC-
025927 e Satt256 no cromossomo 17; e qProt_Gm20 flanqueado por GSMO0012 e

Satt354 no cromossomo 20) que explicavam de 5 a 55 % da variacdo total de proteina
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crua na populagdo, correspondendo a um efeito aditivo de até de 14%. Tais QTLs
continham alelos favordveis para aumento no contedido de proteina a semelhanca
daqueles presentes no genitor Danbaekkong.

Yan et al. (2014) objetivaram determinar o efeito genético de QTLs que
controlam o contetido de proteina em soja, em duas populacdes derivadas de
cruzamentos entre duas cultivares de Glycine max e uma de Glycine soja. No entanto,
para 8 QTLs analisados, a contribui¢do para o fendtipo variou apenas entre 6,6 e 14,5 %,
onde as maiores contribuicdes foram oriundas das cultivares da espécie Glycine max, ao
contrdrio do que foi constatado por Diers et al. (1992), que atribuiram aos QTLs de
Glycine soja maior contribui¢do para o este cariter. Portanto, o desenvolvimento de

mais trabalhos a semelhan¢a dos mencionados acima vem sendo de grande importancia.
3.4. Selecao assistida e melhoramento convencional para alta proteina em soja

A selecdo assistida por marcadores é um método de melhoramento
complementar (Li et al., 2017), util quando aliada as metodologias de melhoramento
convencionais. Desta forma, € importante estabelecer uma fronteira entre os avancos
obtidos na selecdo de progénies de soja para alta proteina no grido, por meio das
metodologias de melhoramento convencionais e aquelas assistidas por marcadores.

Zhang et al. (2015) objetivaram avaliar ciclos continuos de selecdo assistida por
marcadores para conteido de proteina no grao de soja. Assim, realizaram um primeiro
ciclo de selecdo em duas populagdes. A primeira populacdo (XG) contendo 147 RILs
derivadas de F6, levadas pelo método SSD (single seed descent) até FS5, foi oriunda do
cruzamento simples entre genitores de alto e baixo conteido de proteina. A segunda
populacdo (WT), de estrutura e condugdo de geracdes segregantes idénticas a anterior,
foi obtida do cruzamento simples entre dois genitores de alta proteina no grao,
resultando em 142 RILs. Tais progénies foram submetidas a ensaios de campo e
fenotipadas, estimando seu conteido proteico. Assim, identificou-se um segregante
transgressivo com alto contetido de proteina em cada uma das populagdes. Tais
progénies foram genotipadas e constatou-se que ambas possuiam alelos divergentes para
os trés genes avaliados, nos QTLs Prot-08-1, Prot-14-1 eProt-19-2, mas
complementares. Tais progénies foram cruzadas, iniciando assim o segundo ciclo de
selecdo, gerando a populacdo WX. As geragdes subsequentes até F6 foram genotipadas
e fenotipadas em ensaios de campo, onde a contribuicdo de cada marca para o cariter
foi estimada pelo coeficiente de determinagado (12) da andlise de regressao para o estudo

de selegdo assistida. Ao final, houve um progresso genético de 9,32 % no conteudo de
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proteina na progénie selecionada com base nos alelos favordveis sobre os quatro
genitores iniciais, que possuiam o contetido na faixa de 35,35-44,83 %. A progénie final
selecionada obteve 54,10 % de contetido proteico.

Ja Cober e Voldeng (2000) obtiveram uma populacio X3585 por meio do
cruzamento simples entre os genitores AC Proteus (alta proteina) e Maple Glen (de alta
produtividade). Também, executaram o retrocruzamento de 60 individuos F1 da
populacdo X3585 com Maple Glen. Como resultado, em termos de Kg de semente por
hectare e Kg de proteina por hectare, nenhuma das metodologias resultou em progénies
superiores aos genitores Maple Glen e AC Proteus, evidenciando uma ineficiéncia de
metodologias convencionais adotadas de forma tnica.

Conclui-se que a possibilidade de ganhos genéticos positivos ao longo dos ciclos
de selecdo é maior ao aliar o melhoramento convencional ao uso dos marcadores

moleculares para este carater.

3.5. Retrocruzamento assistido por marcadores moleculares em soja

O retrocruzamento assistido por marcadores vem se tornando uma ferramenta
util ao melhorar uma cultivar elite para um ou poucos caracteres, a depender da
distdncia marca-gene, tamanho da populacdo a cada geracdo de retrocruzamento e
numero de marcadores (Li et al., 2017).

Exemplos t€m sido observados na introgressao de genes de resisténcia a doenga
e insetos, de resisténcia a herbicidas e de composi¢do do grao em soja (Diers et al.,
2005; Kim et al., 2008; Maroof et al., 2008; Landau-Ellis e Pantalone,2009; King et al.,
2016). Landau-Ellis e Pantalone (2009) retrocruzaram a cultivar CX1834-1-2 de baixo
fitato com a cultivar elite 5601T.

Marcadores SSR monitoraram nio apenas a presenca de alelos recessivos para
dois genes que controlam conteido do composto, bem como auxiliaram na selecido da
progénie mais similar ao genitor recorrente. Este processo foi concluido com éxito apds
trés geracdes de retrocruzamento.

Para obten¢do de progénies de soja produtivas e de alto percentual protéico, o
preparo de genitores é um resultado do retrocruzamento assistido. Na China, proteina no
grao de soja varia na faixa de 35 a 50 % na maioria das cultivares (Zhang et al., 2015), e
nos Estados Unidos de 34,1 a 56,8 %. No entanto, as que possuem o maior percentual
sao aquelas pouco adaptadas ou ditas landraces, que ao serem combinadas, resultam em
populacdes segregantes inferiores para os demais caracteres importantes para a obteng¢ao

de uma boa cultivar. No entanto, seus alelos favordveis para o cardter podem ser
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transferidos até as cultivares superiores pelo retrocruzamento assistido em um processo
de pré-melhoramento. Posteriormente, a combinacdo de tais genitores preparados, tende

a resultar em populagdes com maior freqiiéncia de segregantes superiores.

4. Material e Métodos
4.1. Material Vegetal

No ano de 2014, foi executado um cruzamento simples envolvendo dois acessos
adaptados e de alto contetido de proteina no grao. Estes acessos pertencem ao banco de
germoplasma do Programa de Melhoramento Genético de Qualidade da Soja
BIOAGRO/UFV. Os genitores escolhidos foram PMQS80 e PMQS12, pertencentes aos
grupos de maturidade 6,2 e 7,0, possuindo 47,007 % e 45,780 % de contetido de
proteina, respectivamente. A partir dos individuos Fi, obteve-se, entdo, 271 sementes, e
a conduc¢do de cada individuo ocorreu pelo método SSD desde a geracdo F» até Fs em
casa de vegetacao.

Os individuos F4 tiveram irrigacdo, fertilizacdo e iluminagdo suplementar de
forma com que cada planta proporcionasse quantidade elevada de sementes. Ainda em
casa de vegetacdo, foi identificada a quantidade de dias até a maturacdo de cada
individuo para tornar mais préatica a aleatorizacdo das progénies nos ensaios de campo.
Posteriormente, cada planta foi colhida individualmente, dando origem a 271 RILs, as

quais foram submetidas a ensaios de campo em anos consecutivos.
4.2. Ensaios: locais, épocas e tratos culturais

Os ensaios foram administrados em duas localidades, Capinépolis-MG (18° 40'
55" S 49° 34' 12" O) e Vigosa-MG (20° 45' 14" S 42° 52' 55" O), entre novembro, 2017
e marco, 2018, correspondentes a safra de verdo, propicia para o cultivo da espécie.

Os tratos culturais seguiram as recomendagdes para a cultura da soja, incluindo
fertilizacdo do solo no momento do plantio, controle quimico de plantas daninhas,
insetos-praga e fitopatégenos. Irrigacdo via aspersdo foi administrada de acordo com a

demanda até o momento em que as parcelas atingiram o ponto de maturagdo fisioldgica.
4.3. Delineamento experimental

O delineamento adotado foi o de blocos casualizados a exemplo de Zhang et. al.
(2015). Cada bloco possuiu 45 tratamentos, sendo 40 correspondentes as progénies e

cinco correspondentes as testemunhas PMQS80, PMQSI12, M7739, MS8372 e
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https://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=pt&pagename=Capin%C3%B3polis&params=18_40_55_S_49_34_12_W_type:city_region:BR_scale:75000
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https://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=pt&pagename=Vi%C3%A7osa_(Minas_Gerais)&params=20_45_14_S_42_52_55_W_type:city_region:BR_scale:75000

ANSCS83022. A dimensdo das parcelas foi de 1 m de comprimento, 0,5 m entre de
largura entre parcelas e 1 m de intervalo entre blocos subseqiientes. Foram semeadas 20
sementes por metro, com posterior desbaste pos-emergéncia para uma populacdo final
de 12 plantas por metro. Apés a maturidade fisiolégica (R8), cada parcela foi colhida
separadamente em bulk de sementes e amostradas para fenotipagem.

O modelo proposto foi Y = p+ G; + (B/A)ji + A; + GA;j + &;ji, onde Y
€ a observacdo no k-ésimo bloco, avaliada no i-ésimo gendtipo e j-€simo ambiente;u € a
média geral do ensaio; G;€ o efeito aleatério do gendtipo i; (B/A) j € o efeito aleatério
do bloco k dentro do ambiente j; A; € o efeito aleatério do ambiente j; GA;; € o efeito
aleatorio da interagd@o entre o genotipo i € o ambiente j; € &;;; 0 erro aleatorio associado

a observagdo Yy
4.4. Genotipagem
4.4.1. Extracao de DNA

Discos foliares foram coletados das plantas de soja do ensaio alocado no
ambiente Vicosa em estidgio V4, em janeiro de 2018. Dos tecidos foliares, foi extraido o
DNA de cada progénie de acordo com Dellaporta et al. (1983). Apos a verificagdo da
qualidade do DNA extraido via eletroforese em gel de agarose 0,8 %, cada amostra foi
quantificada por meio do espectrofotometro NanoDrop (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, EUA) e diluida para a concentracdo de trabalho 10 ng.uL! para a
genotipagem dos SNPs.

4.4.2. Selecao de marcadores

Um projeto conduzido pelo Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja
(PMQS/BIOAGRO/DBB/UFV) selecionou 269 SNPs no banco de dados soybase
(https://www.soybase.org), presentes em regides associadas a QTLs que aumentaram o
contetido de proteina, 6leo e resisténcia a nematoides. Estes marcadores SNPs foram
selecionados com base em: 1) SNPs publicadas em estudos de associacdo gendmica
ampla (GWAS) para estas caracteristicas; 2) algumos SNPs préximas a estas
anteriormente mencionadas e; 3) SNPs proximas a microssatélites sabidamente
associados com as caracteristicas mencionadas e ja utilizados no programa.
Posteriormente, foi realizada genotipagem dos SNPs selecionadas em 34 gendtipos

utilizados em nosso programa de melhoramento. Os dados de genotipagem foram
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associados com os dados fenotipicos para o contetido de proteina das 34 cultivares e
feito rodadas de selecdo “in silico” para identificar os marcadores mais promissores.
Dentre marcadores associados no estudo de GWAS, foram selecionados aqueles
polimérficos entre PMQS80 e PMQS12 para execucdo deste trabalho. Desta forma, a
selecdo assistida por marcadores foi executada em seu primeiro estdgio, na selecao dos
genitores, e posteriormente nas progénies deste projeto, assim como em Zhang et al.

(2015). Os marcadores selecionados podem ser verificados na Tabela 2.

Tabela 2. Marcadores moleculares selecionados para o estudo de validagao.

Marcador Tipo Cromossomo GL  Trabalhos anteriores
ss46 SNP 1 Dla Songetal., 2013

$s56 SNP 18 G Song et al., 2013

$562 SNP 20 I Song et al., 2013

ss94 SNP 8 A2  Zhangetal., 2015
ss115 SNP 15 E Bandillo et al., 2015
$ss190 SNP 20 I Bandillo et al., 2015

4.4.3. Metodologia de genotipagem

A genotipagem das 6 SNPs seguiu a metodologia de genotipagem KASP (LGC
Genomics, 2013), executada no equipamento Applied Biosciences 7500 (AB7500). A
reacdo de amplificacdo compreendeu 1 ciclo de 94 °C por 15 minutos; 10 ciclos de 94
°C por 20 segundos, com gradiente de 61-55 °C, decaindo 0,6 °C a cada 60 segundos; 30
ciclos de 94 °C por 20 segundos e 55 °C por 60 segundos; e um ciclo de 37 °C por 60
segundos. Cada reagdo consistiu em 2,5 uL de DNA a 10 ng.uL’!, 2,5 uL de 2x Master
Mix e 0,14 uL de Primer Mix. A discriminagdo alélica foi executada no programa

computacional AB 7500 Software v.2.3.
4.5. Fenotipagem

Ap6s colheita manual das parcelas nos ensaios de campo, uma quantidade
minima de 30 grios por parcela foi moida em um moinho industrial modelo MA020
(Marconi Equipamentos para Laboratorio, Piracicaba, SP, Brazil). O farelo obtido foi
analisado para o conteido de proteina e Oleo por espectrometria de infravermelho
proximo, utilizando-se o equipamento Antaris II FT-NIR analyzer (Thermo Fisher
Scientific Brasil Instrumentos de Processo Ltda., Sao Paulo, SP, Brasil), conforme o

estudo realizado por Rodrigues et al. (2014).
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Os valores de contetido obtidos foram convertidos para percentuais em base

seca, por meio das formulas:

100 x %Prot
100—Umidade do farelo

%Protygse seca = , para conteudo de proteina;

100 x %0leo
100—Umidade do farelo

%0leopgse seca = , para conteuido de 6leo.

4.6. Analises genético-estatisticas
4.6.1. Estudo de associacao marcador-caracteristica

O estudo de associacdo marcador-caracteristica ocorreu pela a anélise de marca
simples (Schuster e Cruz, 2008), por meio de regressdo linear, utilizando-se o seguinte
modelo.

Yj=po+ piXij + ¢

em que:

Y; = € o valor fenotipico da caracteristica quantitativa avaliada no j-ésimo individuo da
populacio;

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

Po = intercepto da regressdo (média da caracteristica);

f1 = inclinacdo da reta para efeito aditivo;

¢j = erro aleatdrio manifestado na caracteristica no j-ésimo individuo.
Assim, na avaliagdo de N individuos em cada geracdo os dados serdao

codificados conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Codificacao de acordo com os gendtipos dos marcadores

Genotipo do Numero de Valores da Codigo de X
marcador individuos caracteristica (alelo)
AA n Vi, Var,.Vani 2
Aa n Vi, V22,..Vn2.2 1
aa n3 Vi3, V23,.. V3.3 0
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As matrizes utilizadas no modelo Y; = fo + f:1Xi; + ¢ sdo descritas a seguir:

F V11 T 1 ; r €11 7
YZ1 cee see 621
5
Y=\ V2 X= i i B = 0] e e=| €12
y22 see cee ﬁl ezz
[ Vn3,3 i i g ] | €13,3
em que:
B=&X)XY);
Bi=7;
—~ _cov(Xy,Y)
v

O valor do coeficiente de determinacdo da regressdo (12) é a propor¢cdao da
variacdo dos valores fenotipicos explicados pelo marcador. Assim, a contribui¢do e cada

locus é estimada pelo valor de 1? da andlise de regressao.

4.6.2. Calculo da herdabilidade

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

conteddo de proteina no grao foi calculada por:

2

g . . .. .
h? = - gaz, para ambientes individualizados;
O'g+7
2
h? 7 bi binados;
= 3 , para os ambientes combinados;
2, %0a 0%
9970 Tar

em que:

0'g2 € o componente de variancia do efeitos aleatorio dos genotipos;

agzaé o componente de variancia do efeito aleatério da interacdo genotipos por
ambientes;

g%éo0 componenete de variancia associado ao erro;

a é o numero de ambientes;

ré o numero de repeti¢des.
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4.6.3. Correlacao entre conteidos de proteina e 6leo

N

Para determinar a magnitude e direcdo de respostas a selecdo simultanea
(Falconer e Mackay, 1996), foi feito um estudo de correlacdo fenotipica, genotipica e
entre os caracteres contetido de proteina e 6leo, e de correlacdo ambiental, por meio da
estimacao do coeficiente de correlacdo (r) entre as duas varidveis aleatérias X (conteido
de proteina) e Y (conteddo de 6leo). A metodologia de obtencdo pode ser verificada em
Cruz et al. (2012), em que:

cov(X,Y) i, XiYi
r=—m/m———== ;
JTCOT(Y) JZL Xy y?

=X —X;

yi =Y, —Y;
cov(X,Y) :%;
7(x%) =%‘?;
P(r) = Eet

4.7. Recursos computacionais

As andlises genético-estatisticas foram executadas nos aplicativos

computacionais GENES (Cruz, 2013) e SELEGEN REML/BLUP (Resende, 2016).
5. Resultados e discussao

5.1. Estatisticas do fenétipo

5.1.1. Analise de variancia

A andlise de variancia apresentou diferencas significativas (P<0,01) para os
conteddos de proteina e 6leo em ambos 0s ensaios ao se testar os componentes de
variancia dos genotipos (agz) e da interacdo gendtipo x ambiente (agza). A herdabilidade
estimada pela esperanca do quadrado médio da ANOVA conjunta dos dados foi de
91,050 % para o contetido de 6leo, e de 88,230 % para o conteido de proteina, e
assumiu valores de 84,190 % e 79,520 % para o conteido de dleo e 79,490 % e 72,810
% para o conteido de proteina, para Capindpolis e Vigosa, respectivamente (Tabela 3).
Tal resultado sugere que a variacdo genética existente na populacdo € responsavel pela

maior por¢do da variancia fenotipica, uma vez que Zhang et al. (2015) e Wang et al.
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(2014) também observaram um acréscimo da herdabilidade para estes caracteres ao
avaliar ensaios conjuntamente. Estes mesmos autores também obtiveram valores de
herdabilidade similares ao do presente estudo para os contetidos de 6leo e proteina.

Além dos resultados da andlise de varidncia que denotam uma grande
variabilidade genética da populacdo de RILs derivadas de F5 para os contetdos de
proteina e Oleo, valores elevados da razdo CV,;/CV, confirmam a sua grande
contribuicdo para a variacao total dos valores observados.

Os coeficientes de variacdo foram abaixo de 5% para os contetidos de proteina e

ligeiramente acima de 5% para os conteidos de 6leo em ambas as localidades. Da

>QM

R ~
QMR foram observados. Estas constatagoes
<QMR

mesma forma, baixos valores da relacdo

revelam boa precisao e homogeneidade dos dados fenotipicos e das variancias residuais,
assim como no trabalho de Rodrigues et al (2014).

O resumo dos dados fenotipicos mostrados na Tabela 3 evidencia o fato de que
composi¢do da semente de soja € significativamente afetada por condi¢des ambientais e
que a ocorréncia de gendtipos com valores extremos foi frequente, sendo necessdria

andlise do padrdo de distribui¢do dos dados fenotipicos.
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Tabela 3. Resumo da anélise fenotipica dos contetidos de proteina e 6leo (%) em soja em dois ambientes

Média + desvio padrao

Herdabilidade
. Niimero CVy >QMR
Caracteristica Ambiente Parentais® Testemunhas¢ RILs F? Fgxo DMSw.05° de RILs CV%' CV, < QMR Simples Conjunta
Capin?, 18,389+ 21,876 £ 18,917 £
, 2017 1682 153 2,128 o .. 4701 271 5905 1,675 84,190
% Oleo Vicosa, 19205+ 23291+ 19.405 « 16,740%* 11,181 1,127 91,050
2017 1,788 2,178 2,048 5,069 268 6,048 1,338 79,520
Capin, 47,459 £ 43,396 £ 47,845 £
2017 1,814 1469 2,912 » o T168 271 3581 1437 79,490
% proteina Vicosa, 45341+ 39911+ 45.163 + 11,233 8,500 1,144 88,230
2017 1,944 2,471 2,827 7,948 268 4,073 1,150 72,810
# Capinopolis
b PMQS80 ¢ PMQS12

© ANSC83022, M7739, M8372

4F, e Fy.. sdo0 valores de F para genétipo e interacio gendtipo x ambiente, respectivamente.

¢ Diferenca minima de significancia, em que 0=0,05

fCoeficiente de variacio

CV,/CV. =relagdo entre coeficiente de variagdo genotipico e residual.

QMR = quadrado médio do residuo

* e ** valores significativos a p<0.05 e p<0.01
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5.1.2. Teste de normalidade

A Figura 1 mostra a freqiiéncia de ocorréncia dos valores fenotipicos
observados e esperados para os conteddos de proteina e 6leo nos ambientes testados. Os
conteddos de proteina e Oleo avaliados neste estudo foram submetidos ao teste de
Lilliefors (p=0,01) e mostraram uma distribuicao continua dos dados, seguindo o padrdo

esperado para uma heranca quantitativa.

Capinépolis

Freq.

9

% proteina % odleo

Figura 1. Distribuicdo normal dos contetidos de proteina e 6leo (%) para os ambientes

Capinépolis e Vigosa.
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Os valores baseados na média fenotipica das repeticdes de cada gendtipo
variaram de 39,366 % a 54,783 % e de 13,683 % a 24,200 % em ambientes individuais
e de 41,104 % a 52,494 % e de 15,152 % a 23,595 % da andlise conjunta de dois
ambientes, para os percentuais de proteina e Oleo, respectivamente. A populagio
utilizada neste estudo se encontrava em elevado grau de recombinacdo para os loci
avaliados. Desta forma, a segregacio transgressiva foi constatada tanto para o aumento
quanto para a reducdo do valor fenotipico, em especial para o sentido de maiores médias
para o contetido de proteina no ambiente Capindpolis.

A segregacdo transgressiva observada por Zhang et al. (2015), com varia¢do de
35,89 % a 49,10 % para contetido de proteina na populacdo NJRSXG de RILs derivadas
de F6, possuiu amplitude dos valores fenotipicos maior do que o do presente estudo.
Pode-se atribuir tal fato aos genitores desta populacdo que sdo mais divergentes para os
conteudos de proteina que os acessos PMQS80 e PMQS12. Os valores observados por
Rodrigues et al. (2010) variaram de 32,2 % a 44,5 % e de 17,7 % a 22 % para os
conteddos de proteina e Oleo no grdo, respectivamente. Por ter adotado genitores
contrastantes para conteudo de proteina e 6leo, a amplitude dos seus valores observados
para conteudo de 6leo foi menor do que em comparacdo a este estudo. Em seu trabalho,
Rodrigues et al. (2010) utilizou uma populacdo F»:3, em que a falta de ciclos de
recombinacdo pode ter limitado uma maior frequéncia de valores mais extremos para o

conteddo de dleo na semente.
5.1.3. Correlacao entre os caracteres

Os dados apresentados mostraram uma correlacdo negativa significativa
(p<0,01) entre os conteddos de proteina e 6leo (Figura 2), em que o coeficiente de
correlacdo de Pearson foi de -0,664 e -0,587 para Capindpolis e Vigosa,
respectivamente.

As correlagOes genéticas, as quais indicam a magnitude e dire¢do de respostas a
selecdo simultanea (Falconer e Mackay, 1996), também foram calculadas, assumindo
valores de -0,8083 e -0,7651 para Capindpolis e Vicosa, respectivamente. Este tipo de
associacdo sugere a atuagdo de genes pleiotrépicos ou efeitos de ligacdo génica, os quais
dificultam o desenvolvimento de cultivares que combinam altos contetidos de proteina e

6leo no grao, segundo Li et al. (2017).
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Figura 2. Correlacdo entre os conteidos de proteina e 6leo para os ambientes

Capinépolis e Vigosa.
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Vix): T.0896
Viy): 6.3573

Para checar a consisténcia dos dados, um estudo de correlacio entre os
ambientes Capinopolis e Vicosa foi feito (Figura 3). Coeficientes de 0,557 e 0,643
foram significativos a p<0,01, para os conteidos de proteina e dleo, respectivamente.
Tais valores indicam uma alta repetibilidade do desempenho dos caracteres (Zhang et

al., 2016).

% proteina % Oleo

rixy): 5577 Média(x): 47.8147

Prob: 0 Médialy): 45.1781 Vix): 3.8805 rxy): 6438 Média(x): 18.9323
Covixy): 3.7442 Viy)y: 34111 Prob: 0 Médialy): 19.4087

x2 Covixy): 2.3424

11 ﬂ”}' hﬁ”.jln'!l ={.’HL mhm 20
e

Capinopolis Capinopolis

Figura 3. Correlacao entre os ambientes Capindpolis e Vigosa para contetido de proteina e 6leo (%)

Estas informagdes apontam que a relacdo inversa entre os caracteres
apresentados tende a provocar um resultado indireto no sentido oposto para 6leo, ao se
selecionar para proteina, e vice-versa. Esta relacdo pode ser considerada um

complicador para o processo de selecao de individuos e progénies.
5.1.4. Caracteristicas gerais da populacao

O genitor PMQS80 apresentou média geral de 47% e 17,7% e PMQS12,
45,780% e 20,035%, para conteudo de proteina e 6leo, respectivamente. Tanto a média
populacional quanto a dos individuos superiores sugere que esta € uma populacio
superior para sele¢do para o carater conteido de proteina no grao.

Esta mesma populacao foi submetida a avaliagdo de dias até a maturidade em
casa de vegetacdo antes do plantio das RILs em campo, sendo classificadas como de
ciclo precoce, médio e tardio. Os contetdos de proteina e 6leo ndo foram afetados em
funcdo da maturidade em nenhum ambiente de avaliacdo deste estudo, assim como

constatado por Zhang et al. (2018), ao encontrar valores de correlacdo baixos e nao
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significativos para proteina ou 6leo e dias até a maturidade (r = 0,001 e r -0,013,
respectivamente).

O contetdo de proteina foi maior nas RILs no ambiente Capindpolis, pois além
desta populagdo ser constituida de segregantes transgressivos que elevam a média geral
e por ambiente, este carater é favorecido por temperaturas mais elevadas (Piper e Boote,
1999).

O conteddo de 6leo foi maior dentro da média das testemunhas em Vigosa.
Justifica-se tal fato por esta populacdo ndo ser oriunda de genitores com alta média para
o conteido de 6leo, e por este cardter ser acrescido quadraticamente até 28°C, sendo
ligeiramente decrescido em temperaturas acima desta (Piper e Boote, 1999); ou pelo
acréscimo de 6leo na semente sob altas temperaturas ocorrer em uma menor taxa de
progresso que o de proteina (Wolf et al., 1982). Também, as testemunhas, que sdo
cultivares modernas, foram melhoradas em processos que priorizaram o aumento da
produtividade e que perderam alelos favordveis para acumulo de proteina, uma vez que
a correlacdo genética entre proteina e produtividade foi de -0,58 no trabalho de Kwon e
Torrie (1964). Da mesma forma, Yesudas et al., (2013) reportaram correlacdo positiva
entre produtividade e conteido de 6leo, e correlacdo negativa entre produtividade e
conteddo de proteina. A Figura 4 ilustra o desempenho dos genitores, populacdo e

testemunhas para as caracteristicas avaliadas nos dois ambientes.
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Conteudo de proteina (%)

47.845

M Capin., 2017. LSD=7.168

M Vigosa, 2017. LSD=7.948

Parentais Testemunhas RILs

Contetido de d6leo (%)

m Capin., 2017. LSD=4.701
M Vigosa, 2017. LSD=5.069

Parentais Testemunhas RILs

Figura 4. Conteido de proteina e 6leo dos parentais, testemunhas e RILs nos

ambientes Capindpolis e Vicosa.
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5.2. Associacao de marcadores moleculares as caracteristicas avaliadas
5.2.1. Marcadores associados

Dentre os seis marcadores associados ao conteido de proteina no estudo de
GWAS e polimérficos entre os genitores selecionados para este estudo (Tabela 2),
quatro apresentaram associacdo significativa para o conteddo de proteina em
Capindpolis, sendo eles ss56, ss62, ss115, ss190; e trés em Vigosa, sendo eles ss56,
ss62 e ss190. A variagdo total do conteido de proteina foi explicada individualmente
por estes marcadores em uma faixa de 2.096% a 29.203%. (Tabela 4). A estabilidade
dos valores de r* e efeito aditivo ao longo dos ambientes indicam a relevancia de uso
destes marcadores (Zhang et al., 2018).

Para o conteddo de 6leo, 0os SNPs ss62, ss115 e ss190 associaram em ambas as
localidades de ensaio, e explicaram a variagdo total dos dados numa faixa entre 4.845%
€ 29.394%.

Observou-se que dentre os marcadores associados, trés se mostraram comuns
tanto para conteddo de proteina quanto para contetido de 6leo na semente, indicando um
efeito pleiotropico dos genes proximo a esta marca, ou que seus Q7Ls estdo fortemente
ligados (Wang et al., 2014). A primeira hipétese € mais provdvel, uma vez que alto
conteddo de proteina e baixo contetido de dleo co-segregam, e que a tentativa de separar
alto contetdo de proteina de baixo conteido de 6leo é complexa (Hwang et al., 2014).
Em conjunto, estes marcadores explicaram em torno de 40% da variagcdo de proteina ou
O0leo nas duas localidades. Este fendmeno resulta em uma correlagdo fortemente
negativa entre estas duas caracteristicas, segundo Patil et al. (2018).

O SNP ss190 foi a que mostrou maiores valores de associacdo para ambas as
caracteristicas nas duas localidades de ensaio envolvidas. Esto SNP localizada no
cromossomo 20 contribuiu cerca de trés vezes mais que o somatdrio dos demais
marcadores associados para o conteido de proteina, e o dobro da contribuicdo do
marcador ss115 para contetido de d6leo. Warrington et al. (2015) também verificaram
que o QTL gProt_Gm?20, também presente no cromossomo 20, contribuiu cerca de
cinco vezes mais que o proximo Q7L mais associado ao conteido de proteina,
qProt_Gm15.

O SNP ss115 ndo se mostrou consistente para as localidades. Patil et al. (2018)
justificaram fato similar em seus estudos pela natureza complexa de uma caracteristica
quantitativa, em que sua interagdo com o ambiente implica em instabilidade de QTLs de

composi¢ao de semente de soja.
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Apesar desta pesquisa envolver uma baixa quantidade de marcadores
associados, pode-se observar a importancia da complementaridade de genitores para
resultarem em populacdes superiores para proteina. Os alelos favordveis dos SNPs ss62,
ss115 e ss190 foram doados pelo acesso PMQS80, enquanto o alelo favoravel atribuido
a SNP ss56 veio de PMQS12. J4 no estudo de Warrington et al (2015), Danbaekkong
foi o genitor que contribuiu com todos os alelos favoraveis. De acordo com a Tabela 4,
estes mesmos genitores nao sdo complementares para o contetdo de 6leo.

Nosso trabalho sugere que uma atencdo especial a SNP ss190 deve ser
atribuida pelos seus resultados consistentes de alto efeito aditivo e associagdo aos
caracteres avaliados, e que o efeito estdvel dos loci entre ambientes justificam a
aplicabilidade dos marcadores em nosso programa de melhoramento da qualidade da
soja.

Apenas uma associacao influenciou o conteudo de proteina, sem que este efeito
fosse observado no contetido de 6leo. O SNP ss56 contribuiu com valores absolutos em
torno de 0.8% para o conteddo de proteina. Tal associacdo sugere que seu uso na
selecdo assistida promove o aumento do conteudo de proteina, manuten¢do do contetdo
de 6leo e provavelmente um decréscimo do contetido de carboidratos. Assim, para
programas que focam em aumento simultaneo dos contetidos de proteina e dleo, esta é
umo SNP recomenddvel para uso. No entanto, as demais SNPs associadas neste trabalho
sdo vidveis para pesquisas cujo foco € apenas o aumento do contetido de proteina ou
Oleo. Li et al. (2017) concluiram de forma similar, a0 ndo recomendar a selecdo de
QTNs (quantitative trait nucleotides) co-localizados para programas que objetivam
aumento simultaneo das duas caracteristicas.

Ha a possibilidade de se aumentar contetidos de dleo para 20-22% e proteina
para 41-43% de forma simultdnea. Incremento no contetido de uma destas
caracteristicas acima desta faixa resultard em deducdo dos valores médios da outra
(Zhang et al., 2018), em razao da selecdo de alelos de genes pleiotrdpicos. No entanto, o
foco dos programas de melhoramento pode variar entre o aumento do contetido de
proteina, ou 6leo, ou ambos, ao passo que exista mercado que remunere a producdo de

cultivares com estas caracteristicas especificas, como as industrias processamento.
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Tabela 4. SNPs associadas aos conteudos de proteina e dleo, identiiacdas através de mapeamento por marca simples em RILs.

Caracteristica Ambiente  SNP id Alelo* Crom/GL" R? %9 p-valor a° % Variacido! Fonte de alelos favoraveis
$856 GA 18/G 2,096 0,0268 -0,768 PMQS12
Capinépolis 562 G:A 201 5774 00003 1,301, oo PMQS80
ss115 A:G 15 4,616 0,0009 1,164 ’ PMQS80
Proteina $s190 A:G 201 29,203 0 2.924 PMQSS80
Vicosa $856 GA 18/G 2,170  0,0213  -0,802 PMQS12
$562 G:A 201 6,074 0,0001 1,250 33,928 PMQS80
ss190 A:G 201 25,684 0 2,579 PMQS80
$562 A:G 201 5815 0,0003 -0973 PMQS12
Capindpolis ~ ss115 G:A I5E 12,383 0 1,413 43,291 PMQS12
. ss190 G:A 201 25,093 0 2,016 PMQS12
Oleo
$562 A:G 201 4,845 0,0007 -0,818 PMQS12
Vicosa ss115 G:A 15E 6,707 0 0,966 40,946 PMQS12
ss190 G:A 201 29,394 0 2,016 PMQS12

SNPs:Single Nucleotide Polimorfism.
RILs: Recombinant Inbred Lines.

A: adenina; G: guanina; T: timina; C: citosina.
? A forma alternativa representa o alelo favoravel .

® Crom/GL: Cromossomo/Grupo de Ligacdo.

“Posi¢ao em pares de bases.

4 Proporg¢io da variancia fenotipica explicada por um marcador molecular ou QTL especifico.

¢ Efeito aditivo do marcador molecular em homozigose para os caracteres estudados. Valor positivo indica que o alelo favoravel para a caracteristica

€ herdado de PMQSS80.

fProporcio da varidncia fenotipica explicada por um conjunto de marcadores moleculares.
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5.2.2. Combinacao de loci favoravies

Com intuito de avaliar o somatério da contribui¢do dos marcadores e seu efeito
no conteido de proteina, os loci associados com o tal caracteristica em ambas as
localidades foram agrupados em todas as combinagdes possiveis. Desta forma, ¢é
possivel verificar se o somatério da contribui¢ao de alelos favordveis sob determinadas
combinacdes influenciou significativamente no conteido de proteina (Tabela 5).

A média dos individuos que reuniram todos os alelos favoraveis foi maior para
as duas localidades. Em Capindpolis, a combinagao dos quatro alelos obteve média
estatisticamente igual aquela da combinacdo entre os alelos favordveis de ss56, ss115 e
ss190. Para amenizar a resposta sobre o conteido de 6leo, dado o efeito pleiotropico de
$s62, a opcao da selecdo assistida da combinacgao de trés alelos se mostra mais vantajosa
que a de quatro alelos, o que também implica na economia de genotipagem. Em Vigosa,
a média baseada no alelo favordvel de ss190 foi estatisticamente igual a qualquer uma
combinacdo entre dois ou trés alelos favordveis. A opcdo pela selecdo assistida para
aumento do conteddo de proteina baseado apenas em ss190 é desvantajoso em termos
de ganhos genéticos, uma vez que ss56 e ss62, também associados a proteina nesta
localidade, tiveram um somatorio de efeito aditivo igual a 2,052%.

Em Capindpolis, a combinacdo dos alelos favordveis dos SNPs ss56 e ss115
resulta em médias fenotipicas similares as de ss115. Ja o alelo favordvel desta mesmo
SNP combinada aqueles de ss190 ou ss62, ou ambos simultaneamente, resulta em
acréscimo da média fenotipica. O alelo favoravel de ss56, combinado com os de ss190
ou ss62, ou ambos simultaneamente resultam em médias superiores para o conteido de
proteina. Tal resultado sugere que os SNPs ss56, ss115, apesar de estarem em
cromossomos diferentes, podem ter funcdes similares em uma mesma via metabdlica.
Este mesmo raciocinio ndo foi elaborado para o ambiente Vicosa, uma vez que ss115
ndo associou significativamente para o conteido de proteina nesta localidade. No
entanto, a combinagdo dos trés alelos favordveis dos SNPs associadas a caracteristica
nesta localidade se mostra vantajosa para o aumento da média do carater.

Portanto, a aplicabilidade do uso de vérios marcadores para a selecdo assistida
do conteido de proteina em soja deve ser estudada previamente para a tomada de

decisdo sobre o uso ou nao daqueles que apresentam resultados redundantes.
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Tabela 5. Comparacdo do conteido de proteina em graos de soja em fun¢do do nimero e combinac¢do de loci favordvies para a caracteristica

Numero de alelos

Ambiente favoraveis SNP % populacio % proteina R>
0 - 6,67 42,843 ¢ -

$S56 44,31 48,229 b 2,096

| $s62 52,55 48,417 ab 5,774

ss115 43,53 48,416 ab 4,616

ss190 47,45 49,191 ab 29,203

$856, $562 24,71 48,900 ab 7,870

$856, ss115 21,18 48,433 ab 6,712

Capinépolis ) 856, ss190 21,57 49,977 ab 31,299
$s62, ss115 18,82 49,286 ab 10,390

$862, ss190 36,86 49,378 ab 34,977

ss115,ss190 20,39 50,077 ab 33,819

$856, ss62, ss115 12,55 49,164 ab 12,486

3 856, 8562, ss190 17,25 50,183 ab 37,073

$856, ss115, ss190 9,02 50,775 a 35,915

$s62, ss115, ss190 16,47 50,399 ab 39,593

4 $856, $s62, ss115, ss190 8,63 50,813 a 41,689

0 - 13,58 43,531 b -

$S56 43,02 45,524 ab 2,170

1 $s62 52,08 45,719 ab 6,074

Vicosa ss190 46,79 46,298 a 25,684
$856, ss62 24,15 46,183 a 8,244

2 $856, ss190 20,75 46,196 a 27,854

$s62, ss190 36,60 46,527 a 31,758

3 8856, $s62, ss190 16,98 47,205 a 33,928

Proporcao da variincia fenotipica explicada por um marcador molecular ou QTL especifico.
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a p<0,05.

a
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5.2.3. Segregacao dos loci associados em progénies superiores e inferiores

Os valores fenotipicos (Tabela 6) e a estrutura genética de cinco segregantes
transgressivos para alta e baixa proteina obtidos nos dois ambientes foi representado na
forma alélica para os SNPs ss56, ss62, ss115, ss190 (Tabela 7).

Dentre as dez progénies superiores selecionadas no total, sete apresentaram
pelo menos trés alelos favordveis. Adicionalmente todas continham o alelo favoravel do
SNP ss190. Dentre as inferiores, oito apresentaram até dois alelos favordveis, e duas
apresentaram trés. Apenas dois gendtipos apresentaram o alelo favordvel do SNP ss190,
0s quais nao correspondem aqueles que retinem trés alelos favordveis. Desta forma,
nota-se novamente a importancia de ss190 para a caracteristica. Nesta populagdo, sua
contribuicdo acresceu o conteido de proteina em 2.924% (Capindpolis) e 2.579%
(Vicosa).

No entanto, nem todos os genétipos superiores que possuiram os quatro alelos
favordaveis foram aqueles com maiores valores para o conteido de proteina. Da mesma
forma, tal fato pode ser verificado para aqueles gendtipos com menores contetidos de
proteina em relagdo ao numero de alelos desfavordveis. Zhang et al. (2015) também
obtiveram progénies de alta performance para conteido de proteina com uma
quantidade de alelos favordveis menores quando comparadas as outras progénies da
populacdo. Justifica-se tal fato pela interacdo dos QTLs envolvidos com o ambiente,
bem como a atuagdo de outros QTLs com o cardter, incluindo os de menor efeito.

Dentre 5 progénies superiores de cada ambiente, apenas uma foi verificada em
ambos os grupos (81-20), apesar de todas apresentarem elevados valores de contetddo de
proteina em ambos (Tabela 6), sugerindo uma interacdo gendtipos por ambientes e

QTLs por ambientes significativos para esta caracteristica.
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Tabela 6. Desempenho dos 5 segregantes transgressivos para conteido de proteina.

Conteudo de proteina (%)

RILs Capinopolis? Vigosa®
61-18 54.117 47.238
84-13 53.789 47.568
81-20 53.777 51.211
83-05 53.462 46.077
61-09 53.436 46.854
81-20 53.777 51.211
78-38 50.435 51.103
78-43 49.843 50.633
64-02 47.591 50.238
84-33 50.472 50.189

A fonte em negrito indica as 5 RILs com maior conteddo de proteina para o
respectivo ambiente.
RILs: Recombinant Inbred Lines.

41 ocalidades de ensaio

Algumas dessas progé€nies transgressivas superiores sdo complementares para
alguns loci. Isto sugere que uma maior segregacdo transgressiva para o conteido de
proteina pode ser obtida em populacdes oriundas de um possivel cruzamento entre estes
materiais. Este processo foi feito por Zhang et al. (2015) onde as progénies superiores e
complementares do primeiro ciclo de selecio foram cruzadas e deram origem aos
demais transgressivos para alta proteina em um segundo ciclo de sele¢do, em que todo o

processo foi amparado pela selecdo assistida.
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Tabela 7. Segregaciao alélica dos 4 loci selecionados em 5 RILs com valores extremos para conteido de proteina nos ambientes de ensaio

SNP e alelo favoravel®

Ambiente RIL % proteina  ss56 / G:A ss62 / G:A ss115/ A:G ss190/ A:G
61-18 54117a G A G G
84-13 53,788 a A A G G
81-20 53,777 a G A G G
83-05 53461a G A A G
. . 61-09 53436a G A G G
Capinopolis/2017 7848 42.089b 1A A G A
64-08 42,358 b (A A G A
78-36 42,551b G G A A
63-08 42,692b G A A G
83-10 42,727b G A A A
81-20 51,211a G A G G
78-38 51,102a A G A G
78-43 50,6332 A A G G
64-02 50,237a G A A G
84-33 50,189 a A A G G
Vigosa/2017  63-08 39,516 b G A A G
78-30 39,625b A G G A
84-19 39,827b G G G A
64-16 40,190b G G A A
62-12 40,326 b G G A A

? A forma alternativa representa o alelo favorével.

A fonte em negrito indica as RILs com maior conteddo de proteina.

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a p<0,05.
A: adenina; G: guanina; T: timina; C: citosina.



5.2.4. Contribuicao da regiao cromossomica de ss190

A importancia do cromossomo 20 da soja mais uma vez é evidenciada nesta
pesquisa, a exemplo do estudo de Patil et al. (2018) que destacou haplétipos em regides
entre 28.5 e 33.5 Mpb do cromossomo 20 como um hotspot para o conteido de
proteina.

Este intervalo sobrepde haplétipos (Figura 7) identificadas nos estudos de
mapeamento de QTL e GWAS de Bandillo et al. (2015), Hwang et al. (2014); Vaughn et
al. (2014), Bolon et al. (2010) e Warrington et al. (2015), e contém 4100 SNPs, em que
19 sdo associadas ao QTL gPro_20. A este QTL, sao atribuidas mutacdes deletérias em
genes envolvidos no acimulo e armazenamento de proteina (Patil et al., 2018). Este
QTL possui 51.41Kb e estd localizado em um haplétipo de aproximadamente 1.5 Mpb,
posicionado cerca de 600 Kpb a frente do SNP ss190.

Com a finalidade de estimar de forma mais precisa a contribui¢do da regido
cromossOmica de ss190 e mesmo a proximidade de determinadas marcas ao provavel
gene envolvido no conteddo de proteina, foi estabelecido um intervalo de
aproximadamente 765 Kpb flanqueado por ss715637262 e ss715637294, e que engloba
a recombinacdo verificada na populacdo utilizada nesta pesquisa para o SNP ss190. Este
intervalo contém varios genes que codificam para acimulo de proteina e 6leo no gro,
os QTLs Seed protein 4-g8 e Seed oil 5-g8, e aproximadamente 30 marcadores SSR
(Figura 5). Da mesma forma, 765 Kpb se mostra um intervalo de dimensao razodvel
para uma melhor compreensdo deste segmento cromossomico, uma vez que Bolon et al.
(2010) delimitaram 8.4 Mpb, Hwang et al. (2014) 2.1 Mpb, Vaughn et al. (2014) 900
Kpb e Bandillo et al. (2015) 550 Kpb. Vale ressaltar que todas essas regides contém
pelo menos um SNP associada significativamente para o conteido de proteina no grao e
que a o intervalo flanqueado por ss715637262 e ss715637294 se encontra em
proximidade com o de Bandillo et al. (2015) e sobreposta pelo bloco génico definido
por Vaughn et al. (2014), o qual possui 8 dentre 10 SNPs associadas no estudo de
Bandillo et al. (2015).

Estes marcadores SSR sdo tteis para a execu¢cdo do mapeamento fino da
regido. Desta forma, dentre 24 marcadores SSR selecionados neste intervalo, 14 se
mostraram polimérficos entre PMQS80 e PMQS12 (Figura 6) e serdo aplicados em
estudos futuros do programa de melhoramento para aprofundar estudos na regido

envolvida.
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Figura 6. Ajuste das condicdes de reacdo de PCR e teste de polimorfismo entre PMQS80 e
PMQS12 para quatro marcadores SSR flanqueados por ss715637262 e ss715637294. O primeiro
e segundo pocos representam PMQS80 e PMQS12, respectivamente, para cada marcador SSR.
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5.3. Selecao de progénies

Foi feita a avaliagdo fenotipica visual para identificar o mérito agrondmico das
271 progénies envolvidas no estudo para os dois ambientes, que junto com os valores de
fenotipagem de proteina e genotipagem dos marcadores associados, determinaram quais
linhagens foram avangadas para ensaios de produtividade ou doadoras de alelos
superiores para alta proteina. Foram atribuidas as caracteristicas acamamento,
resisténcia a doencas, maturidade, ramificacdo e quantidade total de vagens notas 1, 3,
5,7e9, em que a nota 1 corresponde a classe superior para cada caracteristica, e a9 a
inferior.

Pode-se verificar que as progénies 61-9, 61-13, 61-17, 61-28, 61-29, 62-1, 62-
12, 63-29, 64-5, 64-17, 64-32, 78-6, 78-7, 78-27, 78-33, 78-38, 78-45, 78-50, 79-10, 79-
20, 79-24, 79-34, 83-5, 83-14, 84-13, 84-16, 84-24, 84-27 e 84-33 tiveram maiores
notas de acordo com a avaliacdo fenotipica. Adicionalmente, as progénies 61-9, 78-38,
84-13 e 84-33 também possuiram valores expressivos para o conteido de proteina, e
quais reinem de dois a quatro alelos favordveis para o cariter, entre 0s quatro
associados neste estudo, conforme a Tabela 6. Estes, entdo, sdo gendtipos de uso

potencial no programa de melhoramento.

6. Conclusao

Este trabalho comprovou o efeito do ambiente sobre a atuacdo dos genes e o
efeito pleiotrépico de determinados loci, que dificultam a selecio em programas de
melhoramento para conteudo de semente de soja.

A alta associag@o de ss190 pode contribuir para futuros estudos que executem
mapeamento fino da regido envolvida no controle dos caracteres ou mesmo na
clonagem posicional para elucidacdo do efeito do gene, e o uso de ss56 na selecdo
assistida nao resulta em deducao estatisticamente detectavel nos contetddos de dleo.

Esta pesquisa foi util tanto para a associacio de loci relacionados ao contetido
de proteina quanto a identificagdo de RILs superiores. Estes materiais poderdo ser
usados no programa de melhoramento como doadoras de alelos superiores em
retrocruzamentos ou como genitores para obtencdo de populacdes mais transgressivas

para o contedido de proteina.
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