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RESUMO

SAGAE, Vitor Seiti, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de 2022.
Mapeamento de herdabilidade regional para resposta de cultivares de soja
(glycine max |.) submetidas ao deficit hidrico. Orientador: Moysés Nascimento.
Coorientadores: Camila Ferreira Azevedo e Felipe Lopes da Silva.

A soja (Glycine max L.) € atualmente o cultivo agricola de maior importancia para o
Brasil, ocupando grande parte da area cultivada no pais na safra 2021/2022. E apesar
da crescente demanda mundial por este grdo, a produtividade tem sido afetada
frequentemente devido a ocorréncia de estiagens durante as fases de
desenvolvimento da planta. Uma das alternativas para aumentar a quantidade e
qualidade de graos produzidos € por meio do melhoramento genético de plantas, que
vem evoluindo com a melhoria de tecnologias relacionadas ao sequenciamento de
DNA. Essas tecnologias possibilitam o uso de informagdes oriundas de marcadores
moleculares em estudos como os de associagcdo genémica ampla (GWAS) para
identificagéo de alelos de interesse. Porém, os métodos tradicionais de associagéo
possuem limitagdes, como a grande ocorréncia de falsos positivos e ndo deteccao de
alelos raros, e nesse sentido, novas abordagens como o0 mapeamento de
herdabilidade regional (RHM) foram desenvolvidas. Desta forma, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar o uso e a eficiéncia da metodologia de mapeamento de
herdabilidade regional na cultura da soja em comparagdo as abordagens
convencionais, para as caracteristicas periodo reprodutivo (PR), nimero de vagens
(NV), numero de graos (NG) e porcentagem de vagens imaturas abertas (PVA), que
sdo relacionadas a producdo e qualidade de graos. Os dados analisados
correspondem a 99 gendtipos sob dois regimes de irrigacdo (Controle e Estresse), em
delineamento de blocos casualizados com 3 repeticdes. Foram utilizados 4070
marcadores do tipo SNP (single nucleotide polymorphism) para as analises de
associacao gendmica via marcas unicas, e 0 mapeamento de herdabilidade regional
com tamanhos de regido de 2, 4,75 e 7,5 Mb, ambas com correcao para estrutura de
populacédo. As metodologias foram comparadas com base no numero de associacoes
identificadas e porcentagem da herdabilidade gend6mica explicada (PE). Foram
identificados 1 SNP para PVA e 2 SNPs para NG e NV pela abordagem via marcas
unicas. Por outro lado, a andlise de RHM identificou 1 regido associada a PR, 4



regides associadas a NV, 4 regides associadas a NG, e 6 regides associadas a PVA.
O aumento no tamanho das regides proporcionou maior quantidade de associagdes
para PVA e PR. A andlise de RHM explicou maior porcédo da variancia genética aditiva
para todas as caracteristicas avaliadas. Dentro das regides significativas, foi possivel
identificar possiveis genes candidatos ao controle das caracteristicas em resposta as
condi¢des de déficit hidrico.

Palavras-chave: Estudo de associagdo gendmica ampla. Efeitos poligénicos. Estresse
abidtico.



ABSTRACT

SAGAE, Vitor Seiti, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, September, 2022.
Regional heritability mapping in soybeans (Glycine max L.) cultivars response
to drought stress. Adviser: Moysés Nascimento. Co-advisers: Camila Ferreira
Azevedo and Felipe Lopes da Silva.

Soybean (Glycine max L.) currently is the major crop for Brazil with the most cultivated
area in the season 2021/2022, despite that, there is a crescent demand for this grain,
which in return had been suffering with losses increasingly often caused by drought
stress. Plant breeding allows for raising productivity, and the advances in plant
genomics for scan plant DNA allow to use of molecular markers information to perform
genome-wide association studies (GWAS) to identify loci of interest, but the traditional
methods of GWAS based on single marker associations have some limitations, thus,
new approaches such as Regional Heritability Mapping (RHM) were developed to
overcome it. This study aimed to compare single marker association and regional
heritability mapping approaches. The traits evaluated were reproductive cycle (PR),
pod number (NV), seed number (NG), and percentage of premature pod-shattering
(PVA) under both control and drought stress conditions. The analyzed data correspond
to 99 genotypes under two irrigation regimes (Control and Stress), conducted in a
randomized block design with three replications. 4070 SNP were used markers to
perform single marker association and RHM approaches, both corrected for population
structure, and the window size used for RHM was 2, 4.75 e 7.5 Mb. The methods were
compared by the number of identified associations and the percentage of genomic
variance explained (PE). For single markers analysis, 1 SNP marker was associated
with PVA and 2 SNPs with NG and NV, RHM analysis identified 15 regions associated
with the traits evaluated and the increase of window size raised power detection for
PVA and PR. Also, RHM analysis showed a high percentage of genomic variance
explained compared to single marker method for all traits evaluated. Inside the
associated regions was possible to identify some candidate genes that could be related
to the traits in response to drought stress conditions.

Keywords: Genome-wide association studies. Polygenic effects. Abiotic stress
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MAPEAMENTO DE HERDABILIDADE REGIONAL PARA RESPOSTA DE
CULTIVARES DE SOJA (Glycine max L.) SUBMETIDAS AO DEFICIT HIDRICO

1 Introducao

Considerada uma importante fonte de proteina e éleo do mundo, a soja
(Glycine max L.) é também a principal cultura em nivel de importancia para o Brasil,
que teve uma area cultivada de aproximadamente 41 milh6es de hectares na safra
2021/2022 (CONAB, 2022). A sua importancia estéa relacionada ao seu uso tanto para
a alimentacao humana quanto animal, e por isso, ha uma crescente demanda global
de aumento de produgéo de soja baseada nas estimativas de aumento populacional
nos préximos anos (MASUDA E GOLDSMITH, 2009; RAY et al., 2013).

Uma das formas de se aumentar a produgéo com o intuito de suprir a demanda
de soja, ocorre pela exploragdo do potencial genético via melhoramento de plantas
(ANDERSON, et al., 2019). Estudos desenvolvidos com a cultura da soja demonstram
a obtencdao de um ganho genético médio anual de 1,1% nos principais paises
produtores, que € menor do que o ganho necessario para atender a demanda do
mundo para o ano de 2050 (DE FELIPE, 2016; RAY et al., 2013). O acréscimo no
ganho genético é dificultado muitas vezes pela natureza genética complexa das
caracteristicas de interesse, como a produtividade, em que o valor fenotipico é
resultado da agédo de varios genes de pequeno efeito, e também, devido a baixa
herdabilidade pela acdo do efeito aleatério do ambiente sobre a caracteristica (CRUZ,
2012; SILVA et al., 2017).

Considerando os fatores bidticos e abibticos que tem potencial de afetar a
produtividade no cultivo da soja no Brasil, 0 que tem gerado perdas de forma cada vez
mais frequente nas ultimas safras, € a ocorréncia de déficit hidrico em algumas regides
produtoras (HIRAKURI, 2021). Foram registrados periodos de intensa estiagem na
regido do MATOPIBA em 2015/2016, no Rio Grande do Sul em 2019/2020, e mais
recentemente no Oeste do Parana em 2021/2022, ocasionando severas reducoes na
producao principalmente pela ocorréncia deste fendmeno nas fases reprodutivas da
planta (HIRAKURI, 2021; SALVIANO et al., 2021).

Condicoes de déficit hidrico ocasionam perdas de produtividade por afetar os
componentes de producéo da planta, como o nimero de vagens por planta e o nimero
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de graos por vagem, principalmente quando ocorrem nos periodos de florescimento,
formacao das vagens e enchimento de graos (KORTE et al.,, 1983; NAVARRO
JUNIOR E COSTA, 2002; SUN et al., 2006). Além disso, o tempo reprodutivo da planta
também € afetado por condi¢6es de déficit hidrico, fazendo com que a quantidade de
dias necessarios para que ocorra 0 pleno desenvolvimento das estruturas
reprodutivas nao seja devidamente atingida (SIONIT E KRAMER, 1977).

A reducao de produtividade é o principal problema causado por condi¢des de
estresse hidrico, porém, este fendmeno também tem a capacidade de afetar a
qualidade dos gréaos produzidos (LIU et al., 2022). Ha estudos que relacionam a
ocorréncia de abertura de vagens imaturas a condicdes de déficit hidrico, que além
de causar perdas de produtividade, afeta os componentes de producéo, gera queda
de graos, e também diminui a sanidade por aumentar a suscetibilidade das vagens a
entrada de patégenos (PALHARINI, 2016).

Tendo em vista o histérico das ultimas safras agricolas, e as previsdes acerca
das mudancgas na disponibilidade e qualidade de agua que acompanham as demais
alteracbes climaticas, o melhoramento genético de plantas tem atuado no
desenvolvimento de gendtipos com alta plasticidade fenotipica, ou seja, plantas com
a capacidade de adaptacdao as mudancas ambientais, como casos de estresses
hidricos (SATBHAI et al., 2015; KUNERT et al., 2016). Para o desenvolvimento de
gendtipos tolerantes a seca, € importante o entendimento acerca da resposta da
planta quando exposta a determinadas condicbes de estresse e quais genes atuam
em tais ocasides, para entao identificar possiveis alelos de interesse, e posteriormente

associa-los em um novo material superior (BILYEU et al., 2017; DUBEY et al., 2019).

Os estudos realizados com a cultura da soja indicam que a resposta morfoldgica e
fisiolégica da planta as condi¢cbes de estresse hidrico, € condicionada pela acdo de
varios genes de efeito aditivo, geralmente sendo de baixa herdabilidade, o que dificulta
o processo de selecdo (KORIR, et al., 2011; MAPHOSA et al., 2012; TEODORO et
al., 2019). Dentro do contexto atual de producao agricola, o desenvolvimento de
gendtipos com tolerancia a seca, além de atender a demanda dos agricultores para
evitar prejuizos comerciais, torna-se uma questao de seguranca alimentar do mundo
moderno, principalmente considerando as mudancas climaticas previstas (DUBEY et
al., 2019).
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Para deteccao de QTLs (quantitative trait loci) que participam do controle da
produtividade ou de caracteristicas relacionadas, a utilizacao de populagbes geradas
a partir de parentais contrastantes foi amplamente utilizada para obtencao de mapas
de ligacao, possibilitando o estudo da base genética de caracteristicas complexas
(KARIKARI et al., 2019). Porém, esse tipo de abordagem possui suas limitagcoes por
explorar somente a variabilidade existente dentro de cruzamentos bi parentais (BHAT,
et al., 2022).

A evolucao de tecnologias envolvidas nas técnicas de sequenciamento de DNA
para obtencdo das informag¢des de marcadores moleculares permitiu 0 avanco de
estratégias como a selecao gendmica, principalmente devido a maior eficiéncia e
reducao no custo para obtencao das informacdes genotipicas, 0 que torna o uso da
selecdo genbmica cada vez mais atrativo (MUIR et al.,, 2016). Um dos tipos de
polimorfismo observados nas sequéncias de genomas de individuos sdo os chamados
de SNPs (single nucleotide polymorphism), que sdo considerados os marcadores
moleculares mais abundantes e com ampla distribuicdo por todo o genoma de
diferentes espécies, sendo muito utilizados em estudos de associacédo e predi¢ao
gendmica (AGARWAL et al., 2008).

Um dos principais métodos utilizados para obtencao de informacdes gendmicas
€ a genotipagem por sequenciamento (genotyping by sequencing), que identifica
polimorfismos em um unico nucleotideo de forma simultanea a descoberta de novos
marcadores. Essa técnica é baseada no uso de enzimas de restricdo que cortam o
genoma em por¢des menores, e posteriormente sdo ligadas nesses sitios de corte a
barcodes em uma das extremidades e a adaptadores comuns nas outras para
posteriormente passar pela amplificacdo por meio da PCR (polymerase chain
reaction), depois, esses fragmentos sao alinhados com genomas de referéncia para
leitura por meio de técnicas de bioinformatica (ELSHIRE et al., 2011).

As plataformas de sequenciamento de nova geracdo (next generation
sequencing) permitiram a identificacao de variagdes no genoma como translocagdes,
inversdes e polimorfismo considerando locais especificos no genoma por meio de
chips de DNA (DE CARVALHO, 2010). Esses chips recebem amostras de RNA com
marcacodes fluorescentes da espécie em estudo, e apds a ligacao entre as sequéncias

presentes no chip e as sondas oriundas de RNA, as amostras sdo avaliadas quanto a
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emissdo da fluorescéncia, tornando possivel identificar o alelo presente nessa
amostra. Posteriormente ocorre uma filtragem com o intuito de remover os primeiros
nucleotideos oriundos de adaptadores e diferentes sequéncias em um Unico
compartimento do chip (GRIFFITHS et al, 2013).

O avango das técnicas de sequenciamento possibilitou o surgimento de
alternativas mais eficazes para detecgdo de QTLs (quantitative trait loci), como por
exemplo os estudos de associacdo gendmica ampla (Genome-Wide Association
Studies — GWAS), que permitem a identificacdo de associa¢gées entre marcadores
moleculares e genes que regulam caracteristicas de interesse, isso devido ao
desequilibrio de ligacao existente entre as marcas e os QTLs (ALQUDAH et al., 2020;
YU et al.,, 2019). Pesquisas com diferentes abordagens de GWAS vem sendo
amplamente utilizadas para a cultura da soja, e ja foram identificados diversos locos
responsaveis pelo controle de caracteres relacionados a produtividade
(CONTRERAS-SOTO et al., 2017; ZHANG et al., 2019; REN et al., 2020).

O método de GWAS mais utilizado é conhecido como analise via marcas
unicas, em que o efeito de cada marcador molecular é estimado como o coeficiente
angular de uma analise de regressao, e a hipétese de significancia é verificada com
uso de testes estatisticos tradicionais, como o teste T (RESENDE et al., 2017). Porém,
normalmente neste método ha a deteccdo de uma grande quantidade de falsos-
positivos, ou seja, marcadores que apresentam significancia pelo teste estatistico,
mas que provavelmente ndo estdo em desequilibrio de ligacdo com QTLs que
controlam a caracteristica em estudo (SUELA et al., 2022).

Dentre os fatores que podem influenciar no poder de deteccdo dos testes
utilizados em estudos de associacdo, sdo os efeitos referentes a estrutura de
populacdo, que ocorrem quando a significAncia observada para determinados
marcadores, é na realidade relacionada a alelos caracteristicos de determinadas
populacdes, que ndo sao associados ao caractere de interesse (SEHGAL et al., 2016).
Além disso, observa-se que mesmo os QTLs associados identificados pela analise via
marcas Unicas, normalmente sao responsaveis por explicar somente uma pequena
fracao da variancia genética (MANOLIO et al., 2009).

Uma alternativa para aumentar a deteccao do efeito completo de um QTL é por

meio de estudos genémicos que consideram a informacdo de varios marcadores
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simultaneamente (LEE et al., 2014). Neste sentido, Nagamine et al. (2012)
propuseram uma abordagem baseada em componentes de varidncia chamada
regional heritability mapping (RHM). Nessa metodologia, marcadores em desequilibrio
de ligacao sao divididos em regides, e ocorre a estimagao da variancia genética aditiva
para cada uma delas via o Método da Maxima Verossimilhanca Restrita (REML —
Restricted Maximum Likelihood), utilizando as informagdes de parentesco gerada a
partir dos marcadores que compdem cada regido construida.

A abordagem de mapeamento de herdabilidades regionais vem sendo utilizada
com sucesso para espécies como Eucalyptus (RESENDE et al., 2017), Phaseolus
vulgares (RESENDE et al., 2018), Oriza sativa (SUELA et al., 2022) e Manihot
esculenta (OKEKE et al., 2018), principalmente devido ao seu potencial de capturar
maiores porgdes da variancia genética em comparacao as metodologias tradicionais,
e também por apresentar uma menor taxa de falsos positivos (USAI et al., 2014).
Todavia, ndo existem estudos referentes ao uso desse método para a cultura da soja
(Glycine max L.).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi identificar QTLs que atuam no controle
da resposta da soja a situagdes de déficit hidrico para as caracteristicas numero de
graos, numero de vagens, periodo reprodutivo, e porcentagem de vagens imaturas
por meio da metodologia de mapeamento de herdabilidades regionais. Para desta
forma, auxiliar na localizacdo de novos genes que podem ser responsaveis pelo
controle da tolerancia ao déficit hidrico, visando a utilizagdo desses em programas de
melhoramento para o desenvolvimento de novas cultivares. Também, buscou-se
comparar a eficiéncia da metodologia de mapeamento de herdabilidades regionais

com o0 método de associacdo genémica via marcas unicas.

2 Materiais e métodos

2.1 Dados fenotipicos

Os dados utilizados foram obtidos por meio da realizagdo de um experimento
implantando no ano de 2018. O ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo na
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Universidade Federal de Vicosa em Vigosa, Minas Gerais, localizada nas
coordenadas de latitude S 20°45’14”, longitude W 45°52’54” e altitude de 649 metros.

Foram utilizados 99 gendétipos comerciais de soja, originados de varias fontes
de germoplasma, possuindo diferentes eventos transgénicos, tipos de crescimento, e
grupo de maturidade relativo (Material suplementar). O ensaio foi semeado no
delineamento de blocos casualizados com trés repeti¢cdes, sob 0 esquema fatorial com
dois niveis de regimes de irrigacdo, controle e estresse.

Cada parcela experimental foi constituida por uma planta, com o tratamento
controle recebendo, durante todo ciclo da cultura, quantidade suficiente de dgua para
seu desenvolvimento, com o potencial hidrico do substrato préximo a capacidade de
campo (CC). No tratamento estresse, a partir do estadio de R3 (inicio da formacao
das vagens) foi imposto um déficit hidrico de acordo com a metodologia proposta por
Nascimento et al. (2021), mantendo o potencial hidrico do substrato proximo a 50%
da CC até o estadio de R6 (vagem cheia), de acordo com a escala proposta por Fehr
e Caviness (1977).

Durante a conducédo do experimento, foram monitoradas a temperatura e a
umidade relativa diaria, e também, em determinado periodo foi mensurado o potencial
hidrico das plantas para constatacao da ocorréncia do estresse hidrico, com as
avaliacGes sendo realizadas com o uso de uma bomba de pressao do tipo Scholander
(SCHOLANDER et al., 1965). Todos os tratos culturais relacionados a adubacéo, e
manejo de pragas e/ou doencgas do experimento foram realizados de acordo com as

recomendagdes para a cultura da soja (SILVA et al., 2022).

As caracteristicas agronémicas avaliadas ao longo do experimento foram o
namero de vagens por planta (NV), duracao do periodo reprodutivo (PR), nimero de
graos por planta (NG), e a porcentagem de vagens abertas por planta (PVA). Os

caracteres foram mensurados de acordo com as seguintes metodologias:

e Numero de vagens por planta (NV): contagem do numero total de vagens da
planta no estadio de R8 em quantidade;

e Duracgéo do periodo reprodutivo (PR): diferenga entre o nimero de dias entre a
maturacao plena (R8), e o florescimento da planta (R1) em dias;
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e Numero de graos por planta (NG): contagem do numero total de graos por

planta ap6s a maturacao plena (R8) em quantidade;

e Porcentagem de vagens abertas (PVA): razdo do niumero de vagens abertas
no estadio de R6 (vagens com graos cheios), dividido pelo numero de vagens

totais da planta no mesmo estadio, em porcentagem.

Para fins explanatérios foi realizada a analise multivariada de componentes
principais considerando todas as caracteristicas avaliadas, sendo essas
transformadas em variaveis latentes nao correlacionadas para condensacao e

visualizagdo da variagao dos dados.

2.2 Dados moleculares e controle de qualidade

A informacao molecular dos gendtipos utilizados foi gentilmente cedida pela
empresa GDM Genética do Brasil S.A. A genotipagem dos materiais ocorreu com o
uso de 6000 marcadores do tipo SNP (single nucleotide polymorphism), sendo que
parte dos materiais utilizados foram sequenciados pelo Institute for Genome Diversity
(IGD) da Universidade de Cornell localizado em Ithaca/NY, e parte pelo Biotechnology
Center da Universidade de Wisconsin-Madison localizado em Madison/WI.

A filtragem dos marcadores SNP foi realizada utilizando os critérios de call rate
igual a 90%, que corresponde aos marcadores com numero de informagdes perdidas
inferiores a 10%, e de MAF (minor allele frequency) de 5%, que elimina os marcadores
monomorficos e/ou aqueles em que o alelo de menor frequéncia esta presente em
menos de 5% dos genoétipos. Apds o controle de qualidade, restaram 4070

marcadores para utilizacdo nas andlises genémicas.

Com base nos parametros de filtragem estabelecidos para o controle de
qualidade, um total de 4070 marcadores SNPs foram selecionados e utilizados em
ambas metodologias de associacdo gendmica. Os marcadores e sua distribuicdo em
cada cromossomo estdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Distribuicdo dos marcadores SNPs entre os cromossomos da Soja (Glycine max L.).

2.3 Analise fenotipica e identificacdo de subpopulacdes

Para realizacdo das analises de associacdo genbmica, as caracteristicas
fenotipicas avaliadas foram submetidas a correcdo para os efeitos de blocos
experimentais baseada em modelos lineares mistos (REML/BLUP). O modelo para
analise fenotipica utilizado considerou o delineamento de blocos casualizados, os dois
tratamentos de irrigacao utilizados, a parcela sendo constituida por um individuo sem

informacao de pedigree, conforme o seguinte modelo:

y=u+Xr+W;+e¢, [1]

em que o vetor “y” representa os valores fenotipicos observados, “u, r e i” representam

os vetores assumidos como fixos para a média geral, blocos e tratamentos de
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[{)

irrigacéo, respectivamente, e “c” é o vetor de efeitos residuais com ¢ ~ N (0, ¢2). As

letras X e W correspondem as matrizes de incidéncia dos efeitos fixos.

Para identificacdo do numero de subpopulacgdes (K), foi realizada a analise de
estrutura de populagdo pelo método multivariado de analise discriminante por
componentes principais (ADCP), proposta por Jombart et al. (2010). As analises foram
realizadas por meio do software R para ajuste dos modelos, e utilizando o pacote
“adegenet” para a analise de ADCP (JOMBART, 2008 e 2010; R CORE TEAM, 2021).

No método de ADCP, inicialmente sdo geradas variaveis latentes com base em
informacdes moleculares que explicam parte da variabilidade de individuos via andlise
de componentes principais, que neste estudo foi utilizado o numero de variaveis
latentes responsaveis por uma variagao acumulada de 80%. Neste primeiro momento,
as variaveis latentes englobam tanto a variabilidade existente entre diferentes grupos
(variabilidade de estrutura), e a variabilidade dentro de grupos (variabilidade

aleatoria).

Com base nas variaveis latentes geradas, a variabilidade é particionada via
analise discriminante em variacdo entre grupos e variacdo dentro de grupos,
produzindo outras variaveis latentes que maximizam a variagcdo entre grupos,
considerando diferentes valores de K, além de também minimizar a variagdo dentro
dos subgrupos. Este procedimento identifica o valor de K mais provavel, e aloca os
individuos dentro dos subgrupos, que sao as subpopulagdes, formadas de acordo com
o modelo de melhor ajuste. Neste trabalho foi considerado o modelo de melhor ajuste
aquele de BIC (bayesian information criterion) inferior, sendo este processo repetido
10 vezes para cada valor de K para validagdo cruzada dos resultados.

2.4 Andlise de associagdo gendémica via marcas unicas

As andlises de associacdo gendmica foram realizadas pelo software estatistico
GenomicLand (AZEVEDO et al., 2019). O estudo de associacdo pelo método via
marcas unicas que estima o efeito do j~ésimo marcador sobre o fenétipo foi baseado
no modelo linear misto proposto por Yu et al. (2006):
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y*= u+Fs+Zg+m;+e, [2]

“wy %N

em que “y*” representa o vetor de valores de fendétipos corrigidos (N x 1, com N sendo

o numero de individuos genotipados e fenotipados), “u” representa a média geral, ”’s

[P i}

representa o vetor de efeito fixo de estrutura de populagédo, “g” é o vetor de efeitos

0 ~n . ~ . 7 . ~ 2 .
poligénicos genémicos aleatdrio com g ~ N (0, Gog), em que G representa a matriz de

parentesco genémica e o; a variancia poligénica, m; é o escalar que refere-se ao

efeito fixo do j-ésimo marcador, e “c” é o vetor de efeitos residuais com ¢ ~ N (0, o2).
A letra F representa a matriz de incidéncia do efeito fixo e Z a matriz para o efeito
aleatorio. As andlises foram realizadas para cada marcador SNP do conjunto de

dados.

A matriz de parentesco gendmica “G” foi calculada de acordo com o método

proposto por VanRaden (2008), de acordo com a expressao:

MM’ [3]

G= 5
Z?=1 2p;q;

em que M (N x m) & a matriz de incidéncia dos marcadores, e p; q; as frequéncias

alélicas no marcador correspondente.

Apés a realizacdo da analise para cada marcador e estimacao dos respectivos
efeitos, para diminuicdo da ocorréncia de falsos positivos caracteristicos de situagdes
de testes multiplos, foi realizada uma correg¢ao por FDR (False discovery rate), que €
baseada na proporcao do niumero de resultados falsos positivos (rejeicao da hipbtese
nula quando esta é verdadeira) em relagdo ao numero total de resultados positivos
(BENJAMINI E HOCHBERG, 1995). A significancia de marcadores foi constatada com
a realizacao de um teste Wald, e por fim, calcularam-se os valores de —log;, coOm 0S
resultados de p-valores corrigidos (p*) para plotagem em relacao a posicao do SNP
dentro de cada cromossomo.

2.5 Desequilibrio de ligacao

Para a analise de varios SNPs simultaneamente, a metodologia de RHM

subdivide os marcadores de cada cromossomo em regides, em que os tamanhos
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dessas regides sao definidos baseados na informacdo de desequilibrio de ligacao
entre marcadores. Neste trabalho, a medida de desequilibrio considerada foi a do
coeficiente de correlacao entre os pares de marcadores (r?), baseada na informacao
dos SNPs restantes pds o controle de qualidade.

O calculo de desequilibrio foi realizado por meio da fungdo “LD.Decay”
implementada em linguagem R no pacote sommer (COVARRUBIAS-PAZARAN,
2016), com os valores posteriormente sendo plotados em relagcao a respectiva
distancia genética (em pb) entre os pares. Para verificar a tendéncia de decaimento
do DL, foi ajustada uma curva de regressao polinomial local (/oess), utilizando a funcéo
“loess” também em software R (CAMPOY et al., 2016; R CORE TEAM, 2021).

O valor critico para obtencao da intersecgdo com a curva de DL considerado
foi de “r? = 0,2”, representado por meio de uma linha reta horizontal, para identificacao
do respectivo valor de distdncia a ser utilizado para a construcao das regides
gendmicas (VOS et al., 2017; OYAMA et al., 2019).

2.6 Analise de mapeamento de herdabilidade regional

Baseando-se nas informacgdes de DL entre os pares de marcadores (r?), os
SNPs de cada cromossomo foram organizados em conjuntos formando regides
gendmicas de forma ndo sobreposta (por exemplo, considerando trés regides
compostas por trés SNPs: SNP1-SNP3, SNP4-SNP6, SNP7-SNP9).

Para construcéo das regides, foram utilizados trés tamanhos distintos, sendo
um deles estabelecido de acordo com o respectivo valor de distancia em que r2 < 0,2,
de modo semelhante ao utilizado por RESENDE et al. (2018) e SUELA et al. (2022),
que correspondeu a distancia de 2 Mb. Com o intuito de verificar se a adicdo de mais
marcadores as regides gendmicas as tornariam mais explicativas, ou seja, se
capturariam uma maior herdabilidade, foram utilizadas também as distancias de 4,75
Mb e 7,5 Mb para construcao das regioes.

Para a analise de mapeamento de herdabilidade regional, foi utilizado o modelo
linear misto de acordo com a metodologia proposta por Nagamine et al. (2012), por

meio da seguinte equacéo:
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y*= u+Fs+Z,g+2Zy 1+ ¢ [4]

em que y* é o vetor de observagdes corrigidas para os efeitos de blocos e tratamentos

de irrigagéao (conforme Equacao 1), “u” representa a média geral, e ’s” o vetor de efeito
fixo de estrutura de populagéo, “g” € o vetor de efeitos poligénicos gendmicos aleatorio
comg ~ N (0, Goz), em que G representa a matriz de parentesco genémica, construida
sem a presenca dos marcadores que formam a regido k testada, e o7 a variancia
poligénica. A regido gendmica € representada pelo vetor de efeitos gendmicas aditivos

v, sendo que 1, ~ N (0, Gyeg,07,), COM G

reg, referindo-se a matriz de parentesco

gendmica construida a partir dos marcadores presentes na regido k, e o7,
corresponde a variancia aditiva da k-ésima regiao. A letra F representa a matriz de
incidéncia para os efeitos fixos, e as matrizes Z; e Z,, para os efeitos aleatérios do
modelo. Os componentes de variancia referentes aos efeitos aleatérios do modelo
foram estimados pelo Método da Maxima Verossimilhanca Restrita (Restricted
Maximum Likelihood Method — REML).

Com o intuito de identificar se a variancia da regiao seria significativa (c%k > 0),
foi realizado o teste de razdo de verossimilhanca conforme descrito em Resende et
al. (2017), considerando uma hipétese nula (HO) de que nao ha variancia na regiao e
(H1) de que ha variancia significativa na regido genémica analisada, fazendo uso do
modelo completo apresentado na Equagao 4 em comparagao a um modelo reduzido

sem a presenca do efeito da regido, de acordo com a seguinte equacao:
TRV = 2InL, — 2InL,, [5]

em que “InL,” é o valor de verossimilhanca para o modelo completo, e “InL,” o valor
de verossimilhanca do modelo reduzido, ou seja, sem a presenca do efeito para regiao
(r¢), sendo esse teste realizado K vezes de acordo com o numero de regides

construidas para cada tamanho.
2.7 Comparacéao das metodologias de associacdo genémica
Para comparacédo de ambas as metodologias de associacao, foram estimados

os valores de herdabilidade para os marcadores SNPs ou regiées que demonstraram
significancia (p* < 0.05) a partir das andlises. No caso método de associacao via
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marcas unicas, a herdabilidade foi calculada de acordo com a equagéo proposta por
Resende et al. (2017):

o 2PuM 6]

J (e}
y

)

Em que p; e q; correspondem as frequéncias alélicas para o j-ésimo marcador, M;
representa o efeito do j-ésimo marcador para a caracteristica considerada, e o} a

variancia fenotipica.

No caso da metodologia de mapeamento de herdabilidade regional, a
herdabilidade é obtida por meio da propor¢do do componente de variancia referente
ar-ésima regiao em relacao a variancia fenotipica, conforme proposto por Resende et
al. (2017):

o _ 7]
T 2
Com base nos valores obtidos nas equacdes [6] e [7], a metodologia que se
aproximasse do valor de herdabilidade genémico da caracteristica, calculado com
base no modelo [4] sem a presencga do efeito de regido (VANRADEN, 2008), seria
aquela que explica maior parte da variacao fenotipica do carater de interesse

(RESENDE et al., 2018).

2.8 Potenciais genes relacionados ao controle das caracteristicas

Apébs a realizacdo das analises de associacdo via RHM, baseando-se em
informacgdes da literatura acerca das regides que mostraram significAncia para as
caracteristicas avaliadas, buscou-se no banco de dados genéticos Phytozome
(https://phytozome-next.jgi.doe.gov), potenciais genes candidatos que podem estar

relacionados ao controle das caracteristicas fenotipicas avaliadas.


https://phytozome-next.jgi.doe.gov/
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3 Resultados
3.1 Analise fenotipica e de estrutura de populacao

Os resultados da analise de componentes principais demonstraram a
variabilidade causada pela influéncia dos tratamentos de irrigacao sobre os caracteres
avaliados, conforme apresentado na Figura 2. De acordo com o PC1 (51,1% da
variancia dos dados), houve variabilidade para as caracteristicas NV e NG, de modo
que valores maiores de quantidade foram observados no tratamento controle, e com
base no PC2 (28% da varidncia dos dados), é possivel observar que houve
variabilidade para PVA e PR predominantemente para os tratamentos de estresse, de
modo que houve aumento na porcentagem de vagens abertas, e uma reducdo do

periodo reprodutivo dos gendtipos avaliados quando estavam sob estresse.

Tratamento

Controle
Estresse

PC2 (28%)

PC1 (51.1%)

Figura 2. Biplot do PC1 x PC2 com os genotipos avaliados sobre os tratamentos de regime de irrigagao.
As setas em vermelho indicam as caracteristicas fenotipicas consideradas na analise. PVA:
Porcentagem de vagens imaturas abertas. PR: Periodo reprodutivo. NV: Niumero de vagens. NG:
Numero de gréaos.
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Com relacao a identificagdo de subpopulagbes, o modelo de melhor ajuste
obtido pelo método de ADPC, foi aquele em que os 99 gendétipos foram divididos em
3 diferentes subpopulacdes, conforme demonstrado na Figura 3. Neste sentido, 24
genotipos foram alocados dentro da subpopulagéao 1 (Grupo 1), 20 gendétipos alocados
dentro da subpopulagéo 2 (Grupo 2), e 55 genétipos na subpopulacao 3 (Grupo 3). A
Figura 3B mostra a probabilidade de agrupamento dos gendtipos dentro dos grupos
baseada nas informacdes de frequéncias alélicas.

+ Grupo 1
(A) + Grupo 2

- Grupo 3

04 06 08

Probabilidade de agrupamento

0.2

W Grupo1 B Grupo2 B Grupo 3

0.0

Genotipos

Figura 3. (A) Grafico de dispersao referente aos diferentes grupos identificados pela analise de ADCP.
(B) Representacao grafica do agrupamento dos genétipos dentro dos grupos considerados pela analise
de ADPC com base nos valores probabilidade de agrupamento. Grupos 1,2 e 3 referem-se as
subpopulagotes identificadas na analise
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3.2 Andlise de associagdao gendmica via marcas unicas

Foram identificadas ao todo 3 SNPs associados as caracteristicas PVA, NV e
NG. Com relagdo a caracteristica PVA, uma associacdo com o marcador SNP
(Posicao: 50758389 pb) localizado no cromossomo 4 foi significante (Figura 4A), para
PR nao foram identificadas associagdes significativas (Figura 4B), e para NV e NG, 2
marcadores SNPs localizados nos cromossomos 7 e 9 (Posi¢do 36115777; Posicéao
39954064, respectivamente) demonstraram-se associados, sendo que 0S mesmos

marcadores foram identificados para ambas caracteristicas (Figura 4C e 4D).
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Figura 4. Manhattan plots das analises de associacao realizadas para a caracteristica PVA (A), PR (B),
NG (C) e NV (D), baseado no valor de —log,, p* valor no eixo y ao longo dos 20 cromossomos da Soja
(Glycine max L.), com base na andlise via marcas Unicas representadas pelos losangos vermelhos. A
linha tracejada vermelha indica o nivel de significancia a 5% considerando os valores de p* valor
corrigidos por FDR. PVA: Porcentagem de vagens imaturas; PR: Periodo reprodutivo; NG: Numero de
graos; NV: Numero de vagens.

Cromossomo

A herdabilidade para as caracteristicas avaliadas variou de baixa a moderada
(KARASU et al., 2009), conforme apresentado na Tabela 1, sendo o menor valor
referente a caracteristica PVA (0,11) e o maior valor relacionado a caracteristica NV
(0,52). Um total de 16.280 testes de associacdo foram realizados pelo método via
marcas unicas (4070 para cada caracteristica), e considerando a correcao pelo
método de FDR (—log,,(p *) > 1,5).

A Tabela 1 apresenta os SNPs associados a QTLs detectados pela analise via
marcas unicas, a localizacdo desses SNPs no genoma da planta, e a porcentagem de
explicacdo (PE) da caracteristica baseando-se nos valores de herdabilidade genémica
aditiva, que representa o quanto da variacdo observada foi em decorréncia da
variacao do marcador. Com relacédo a PVA, a porcentagem de explicacao foi de 6,2%,
enquanto que para as caracteristicas relacionadas aos componentes de produtividade
da soja variou de 2,23 a 2,91%.

O efeito relacionado ao QTL identificado para a caracteristica PVA apresentou
valor negativo, enquanto que aqueles relacionados a NG e NV apresentaram valores
positivos. Para a caracteristica PR, nao foram identificados marcadores associados
por este método. O QTL associado ao marcador SNP para a caracteristica PVA possui

efeito (M;) negativo, ja para as caracteristicas NV e NG, os QTLs associados possuem

efeito (M;) positivo.
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Tabela 1. Localizacdo dos marcadores moleculares nos cromossomos (Crom.) em que foram obtidas
significancias trés caracteristicas pela andlise via marcas Unicas.

Carac. Crom. Posigcao p* valor e PE
pb %

PVA 4 50758389 0,005 0,28 6,2

NG 7 36115777 0,018 0,16 2,23
9 39954064 0,018 0,21 2,91

NV 7 36115777 0,01 0,18 2,35

9 39954064 0,01 0,22 2,88

PVA: Porcentagem de vagens abertas; NG: Numero de grdos; NV: NUmero de vagens. hi:
Herdabilidade do marcador. PE: Porcentagem de explicagao do marcador.

3.3 Desequilibrio de ligacao

O grafico de desequilibrio de ligagdo (Figura 5) demonstrou um abrupto
decaimento, diminuindo até a metade em um valor de r? de aproximadamente 0,1. A
distancia de 2 Mb associou-se com um valor de r?2 aproximado de 0,20, sendo
adequada para a construcao de regides para a analise de RHM (RESENDE et al.,
2017).

Com base nos tamanhos de regides considerados, foram construidas 382
regides para o comprimento de 2 Mb, 186 para 4,75 Mb e 126 para 7,5 Mb, visto que
guanto maior o numero de marcadores associados em uma mesma regido, menor
sera o numero de regides construidas. Em estudos de associacdo baseados varios
marcadores simultaneamente, 0 uso de regides maiores pode estar associado a um
maior poder de detecgéo, porém, € importante encontrar o balan¢o entre o tamanho
de regido e quantidade de ruido presente na andlise (BENNEWITZ et al., 2017).
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Figura 5. Desequilibrio de ligacao (r2) entre os pares de alelos dos marcadores SNPs ao longo do
genoma da Soja (Glycine max L.) em Mb para todos os genoétipos avaliados. A linha azul demonstra o
decaimento do DL com os valores ajustados pelo método de regresséo loess. A linha tracejada
horizontal indica o valor de r2 = 0,20. A linha vertical vermelha indica o valor correspondente a distancia
fisica de 2 Mb, a linha azul a distancia de 4,75 Mb e a linha verde, a distancia de 7,5 Mb.

Os marcadores foram organizados em regides para cada cromossomo, e a
Tabela 2 apresenta as informacgdes referentes a distribuicdo dos marcadores entre 0s
cromossomos e as regides construidas. Para o tamanho de 2 Mb, foram construidas
em média 19 regides por cromossomo, para o tamanho de 4,75 foram em média 9
regides, e para o tamanho de 7,5 Mb foram 6 regides. Os valores médios de DL
obtidos variaram de 0,03 até 0,15 para regides de 2 Mb, 0,01 até 0,14 para regides de
4,75 Mb e 0,01 até 0,11 para regides de 7,5 Mb, ou seja, de acordo com o esperado,
as estimativas de DL foram maiores quanto menor o tamanho da regido construida,
com excecao para o cromossomo 13, em que o DL aumentou conforme o tamanho da
regidao foi maior, 0 que pode estar associado a uma maior densidade de marcadores

com ampla distribuicdo neste cromossomo.
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Tabela 2. Distribuicdo, numero de regides construidas e DL médio por cromossomo dos marcadores
moleculares utilizados na andlise de mapeamento de herdabilidade regional.

Cromos Tamanho n? de Regides DL médio (r?)
: (Mb) 2 Mb 4.75 Mb 7.5 Mb 2 Mb 4.75 Mb 7.5 Mb

1 56,74 21 11 7 0,14 0,03 0,01
2 48,35 21 10 7 0,11 0,06 0,03
3 45,31 20 9 6 0,05 0,02 0,02
4 51,96 21 11 7 0,11 0,12 0,11
5 41,75 15 8 5 0,03 0,01 0,04
6 51,10 23 11 7 0,04 0,01 0,01
7 43,84 17 9 6 0,07 0,08 0,01
8 47,42 21 10 6 0,15 0,02 0,09
9 50,02 21 10 7 0,06 0,11 0,04
10 51,47 20 10 7 0,07 0,06 0,02
11 34,49 13 6 5 0,05 0,01 0,01
12 39,90 15 7 5 0,08 0,01 0,01
13 45,25 21 10 6 0,04 0,08 0,09
14 48,52 19 9 7 0,15 0,14 0,09
15 50,90 21 10 7 0,12 0,08 0,11
16 37,48 18 8 5 0,08 0,06 0,01
17 40,63 18 8 6 0,07 0,08 0,02
18 57,50 24 12 8 0,12 0,06 0,05
19 50,39 21 11 7 0,11 0,13 0,06
20 34,49 12 6 5 0,09 0,01 0,01
Total 927,51 382 186 126 - - -

3.4 Andlise de mapeamento de herdabilidade regional

Foram avaliadas pela analise de mapeamento de herdabilidade regional um
total de 2776 regides (382 x 4 /186 x 4 / 126 x 4) com um numero variavel de SNPs
para cada regido, sendo que nestas, foram identificadas 15 regides associadas as

caracteristicas avaliadas baseadas na correcéo por FDR (—logo(p *) > 1,5).

Os graficos de calor construidos para cada caracteristica (Figura 6, 7, 8 e 9)
mostram a herdabilidade explicada ao longo de todas as regides analisadas para cada
tamanho em que foram identificadas associagdes significativas. Os quadrados
destacados em verde indicam aquelas regides que atingiram o nivel de significancia
corrigida pelo método de FDR. Por meio dessas figuras, é possivel observar que
houve regidbes que demonstraram potencial para estarem associadas as
caracteristicas, apesar de nao terem sido significativas pelo teste realizado. A
caracteristica em que se observou regides com maior herdabilidade regional foi NG,
enquanto que as menores foram PVA. Porém, esta caracteristica foi a que teve maior

namero de regides associadas.
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O aumento no tamanho da regiao contribuiu com o poder de detecgao do teste
somente para PVA, ja para as outras caracteristicas essa relagdo nao pode ser
observada. E interessante observar que, apesar das associagdes terem sido
identificadas apenas em alguns cromossomos, para todas as caracteristicas pode-se

observar indicios de associagdes espalhados ao longo de todo o genoma da soja.

As 3 regides associadas com a caracteristica PVA (Figura 6) foram encontradas
em 3 diferentes cromossomos (4, 2 e 1), com a regidao do cromossomo 4 sendo
identificada em todos os tamanhos de regides, ja para o cromossomo 2, foram
identificadas 2 regides somente de tamanho 4,75 e 7,5 Mb, e para o cromossomo 1,
apenas no tamanho de 7,5 Mb essa associagao foi identificada. A regido associada
com a caracteristica PR (Figura 7) foi identificada somente no tamanho de 7,5 Mb
estando localizada no cromossomo 18. Para a caracteristicas NG (Figura 8), foram
identificadas 2 regides de tamanho 4,75 Mb e 2 regiées no tamanho de 7,5 Mb no
mesmo cromossomo (9 e 6), e considerando o NV (Figura 9), 2 regides foram
significativas para tamanho de 2 Mb e 2 regides para o tamanho de 4,75 Mb

localizadas nos cromossomos 9 e 6.

A andlise de RHM conseguiu identificar regides associadas para todas as
caracteristicas avaliadas (p < 0,05, pelo TRV ~ x2 com p graus de liberdade), porém,
o tamanho da regido em que essa relagdo foi observada variou conforme a
caracteristica. Para o caso de PVA e NG, quanto maior o tamanho da regido utilizada,
mais QTLs associados foram identificados. Para PR, apenas na regiao de 7,5 Mb foi
encontrada associacdo, porém, para a caracteristica NV, as associacoes foram
identificadas nas regides de menor tamanho. As associacdes identificadas pela
analise de RHM englobaram os SNPs que demonstraram significancia na analise de
associacao via marcas Unicas, porém, por meio da analise de mapeamento de
herdabilidade regional foram identificadas novas associagdes que antes nao haviam
sido reconhecidas pelo método convencional de anélise.
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Figura 6. Distribuicao das regides ao longo dos 20 cromossomos do genoma da Soja (Glycine max L.)
para a caracteristica PVA. Cada barra lateral indica o tamanho da regiao utilizada nos casos em que
houve significancia a 5%. O mapa de calor indica a herdabilidade da regidao estimada, e as regides
destacadas em verde sdo aquelas declaradas como significantes pelo teste.
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Figura 7. Distribuigao das regides ao longo dos 20 cromossomos do genoma da Soja (Glycine max L.)
para a caracteristica PR. Cada barra lateral indica o tamanho da regiao utilizada nos casos em que
houve significancia a 5%. O mapa de calor indica a herdabilidade da regido estimada, e as regides
destacadas em verde sdo aquelas declaradas como significantes pelo teste.
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Figura 8. Distribuicao das regides ao longo dos 20 cromossomos do genoma da Soja (Glycine max L.)
para a caracteristica NG. Cada barra lateral indica o tamanho da regido utilizada nos casos em que
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houve significancia a 5%. O mapa de calor indica a herdabilidade da regidao estimada, e as regides
destacadas em verde sdo aquelas declaradas como significantes pelo teste.
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Figura 9. Distribuicdo das regides ao longo dos 20 cromossomos do genoma da Soja (Glycine max L.)
para a caracteristica NV. Cada barra lateral indica o tamanho da regido utilizada nos casos em que
houve significancia a 5%. O mapa de calor indica a herdabilidade da regido estimada, e as regides
destacadas em verde sdo aquelas declaradas como significantes pelo teste.

Observando as regides em que foram detectadas significancia estatistica na
Tabela 3 pode-se constatar que, além de novas associagdes, essas regides
englobaram também todos aqueles marcadores identificados pela analise via marcas
unicas. O numero de SNPs nessas regides variou de 11 (NV e PVA) a 98 (PR), a
meédia de marcadores utilizados em cada tamanho de regiao foi de 14,3 para 2 Mb,
23,16 para 4,75 Mb e 47,16 para 7,5 Mb, ja os valores de herdabilidade das regides
obtidos variaram de 0,2114 (PVA) até 0,5215 (NV). Foram encontradas associagbes
significativas em 7 diferentes cromossomos da planta (1, 2, 4, 6, 7, 9, e 18). De modo
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geral, a regido de 2 Mb foi a que apresentou menor deteccdo de QTLs para as
caracteristicas avaliadas. Para as regides de 4,75 Mb e 7,5 Mb, o poder de deteccao
foi semelhante, porém, as associagdes identificadas ndo foram as mesmas nessas
regioes.

A caracteristica com maior porcentagem de explicagdo em uma unica regiao foi
PR com 10,89%, porém, foi a regidao que englobou o maior nimero de marcadores
SNPs (98), enquanto isso, o menor valor de PE observado foi de 3,77% para NG.
porcentagem de explicacao das regioes identificadas foi superior aquelas observadas
na analise via marcas unicas, e também, houve casos em que foram identificadas
mais de uma regido associada a uma caracteristica, fazendo com que a PE como um
todo fosse maior.
Tabela 3. Identificacdo da localizacdo (Cromossomo), tamanho e nimero de SNPs das regides

detectadas como significativas na andlise de RHM, a herdabilidade explicada pela regido e sua
proporcao de porcentagem explicada em comparacéo a herdabilidade genémica.

Tam. Posicao Posicao N° de .
B e inicial finel SNps  PTvalor Ry PE
Mb ob %
PVA 4 49545548 51490484 19 <0001 03029 643
2 " 9 38479478 39954064 13 <0005 05215 _ 889
7 35712047 37686216 11 0,043 03082 5025
VA 4 46043483 50761700 31 <0001 03206 7.10
2 9685144 14418314 12 0,037 02114 468
475 . 9 35682957 39954064 21 <0001 06255  8.73
6 40323692 44876991 27 0,038 02701 3.77
NV 6 40323692 44876991 27 0,048 02821 481
9 35682957 39954064 21 0,049 05044 8,60
4 47797028 51965135 31 <0,001 03080 _ 6.83
PVA 1 55051501 56782521 11 0,009 02514 557
s 2 8024996 15523496 34 0,027 02914 646
: PR 18 166456 7285089 98 0,039 04827 10,89
NG 6 41108191 48420424 57 0,047 03755 504
9 38479478 45969769 52 0,049 03780 5028

PVA: Porcentagem de vagens imaturas; NV: Numero de vagens; NG: Numero de gréos; PR: Periodo
reprodutivo; hZ,,,: Herdabilidade da regido. PE: Porcentagem de explicagao da regiéo.

3.5 Genes candidatos ao controle das caracteristicas

Com base nos bancos de dados e literatura existente, foi possivel identificar
genes responsaveis pelo controle das caracteristicas de interesse (Tabela 4). Os
genes apresentados sao aqueles que se encontram dentro das regides em que foram
identificadas as associacoes significantes, porém, em alguns casos 0 gene listado é
responsavel pela producao de uma proteina homéloga aquela em que a associacao é
reportada na literatura. Pode-se observar que existem genes relacionados a todos os
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caracteres avaliados, porém, para PVA no cromossomo 1 e NV no cromossomo 9,

nao foram encontrados relatos prévios de associagao de genes que controlam essas

caracteristicas nas regides significantes neste estudo.

Tabela 4. Lista de genes reportados na literatura para as caracteristicas avaliadas identificados dentro

das regides significantes, localizagdes no genoma, e descricdes das proteinas traduzidas.

Carac. Crom. Gene candidato Descricao Localizacao (pb) Referéncia
pb
PTHR12565:SF125 - TRANSCRIPTION
Glyma.04G214100 FACTOR HEC3-RELATED 48576688-48577420
PF02365 - No apical meristem (NAM) .
Glyma.04G199000 protein (NAM) 47121566-47123284
PF02365 - No apical meristem (NAM) .
Glyma.04G212000 protein (NAM) 48385895-48387157 Dczggg)al.
PTHR31989:SF14 - NAC DOMAIN
Glyma.04G213300 CONTAINING PROTEIN 103 48507580-48512003
Glyma.04G226700 PTHR31989:SF5 - F1104.3-RELATED  49623093-49626512
PTHR31719:SF3 - GRAB1-LIKE
Glyma.04G208300 PROTEIN 48062885-48064803
PTHR11945:SF169 - MADS-BOX
Glyma.02G109000 FAMILY PROTEIN 10440414-10444977
PTHR11945:SF194 - AGAMOUS-LIKE
Glyma.02G121500 MADS-BOX PROTEIN AGL3-RELATED 12065639-12082937
PTHR11945:SF155 - AGAMOUS-LIKE _ Liu et al. (2022)
PVA 1,264 Glyma.02G121600 MADS-BOX PROTEIN AGLS-RELATED 12084713-12089043
PTHR11945:SF97 - FLORAL
HOMEOTIC PROTEIN
Glyma.04G245500  pig7y | ATA/Exhibits flower specific 219 18457-51321641
expression
PTHR10108:SF827 -
METHYLTRANSFERASE-LIKE
Glyma.02G109300 PROTEIN-RELATED/ Coexpressed with  10489230-10493389
genes in leaf specific coexpression
subnetwork
PF06017 - Unconventional myosin tail,
Glyma.04G238900 actin- and lipid-binding (Myosin_TH1) 50756828-50759467 y o021)
PF00560//PF07714//PF08263//PF13855 oura (
- Leucine Rich Repeat (LRR_1) //
Protein tyrosine kinase (Pkinase_Tyr) // :
Glyma.04G239000 Leucine rich repeat N-terminal domain SLpsEEa Rl
(LRRNT_2) // Leucine rich repeat
(LRR_8)
Glyma.04G239100 - 50762901-50763075
PTHR14493:SF54 - ZINC FINGER Hu E Zuo
PR 18 Glyma.18G062200 CCCH DOMAIN-CONTAINING 5675032-5678138 (2021)
PROTEIN 66
PTHR27002:SF9 - CYSTEINE-RICH
Glyma.06G257400 RECEPTOR-LIKE PROTEIN KINASE 44043937-44047058
27-RELATED Chen et al.
NV 6769 PTHR27002:SF9 - CYSTEINE-RICH (2007)
’ Glyma.06G257500 RECEPTOR-LIKE PROTEIN KINASE ~ 44050090-44053834
27-RELATED
PTHR31079:SF5 - NAC DOMAIN Kuroda et al.
Glyma.07G201800 CONTAINING PROTEIN 10 37074545-37078552 (2013)
PTHR10641//PTHR10641:SF574 - MYB- Funatsuki et al.
Glyma.06G248200 LIKE DNA-BINDING PROTEIN MYB 41892791-41893544 (2005)
PTHR10795:SF322 - SUBTILISIN
NG 6e9 Glyma.09G150300 SERINE PROTEASE-RELATED 37097964-37100295 . o
iang et al.
PTHR10795//PTHR10795:SF382 - (281 0)
Glyma.09G195100 PROPROTEIN CONVERTASE 41972423-41978298

SUBTILISIN/KEXIN
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4 Discussao

4.1 Analise fenotipica

As andlises fenotipicas iniciais indicaram que os regimes de irrigacao impostos
sobre os gendtipos influenciaram em todas as caracteristicas avaliadas, com excecao
de PR. Este resultado se assemelha ao encontrado no trabalho realizado por
Nascimento et al. (2021), que verificou grande reducéo do nimero de vagens e graos
sob condicdes de estresse hidrico, porém, em determinado ano obteve uma pequena

variacao para a caracteristica relacionada ao periodo reprodutivo.

Para a caracteristica PVA, apesar de ainda ser pouco estudada, existem relatos
com soja que associam o0 aumento da abertura de vagens imaturas com periodos de
estresse durante a formagéo das vagens, seguidos de excesso de chuvas (VANN et
al., 2021). Também com relacdo a PVA, resposta diferencial dos gendétipos foram
observadas, corroborando com os relatos que demonstram que este carater tem uma
arquitetura genética complexa, e que ha variabilidade entre os genoétipos existentes
(LIU et al., 2022).

4.2 Comparagéao entre as metodologias de associacdo genémica (GWAS)

Os 4070 marcadores do tipo SNP utilizados nas analises de associacao
gendmica foram eficientes para detectar associagdes entre marcadores e QTLs
responsaveis pelo controle das caracteristicas avaliadas. Soares (2018) utilizando um
namero menor de marcadores, teve éxito para identificacdo de associacoes
significativas avaliando caracteres quantitativos relacionados a defesa contra efeitos
adversos bibticos na soja. E com relacdo aos estudos de estresse hidrico, Dhungana
et al. (2020) identificaram QTLs relacionados a resposta da planta em condi¢des de
estresse hidrico utilizando 2648 marcadores polimérficos de base Unica.

A metodologia de analise discriminante por componentes principais foi eficiente
para determinar a estrutura de subpopulagcbes com base nas informacdes dos
marcadores, visto que conseguiu identificar 3 subgrupos de gendétipos. Além de
corrigir vieses relacionados a estrutura de populacdo, que é um dos maiores
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causadores da ocorréncia de falsos positivos nas anélises de associacao (KALER et
al., 2020), o fato da andlise de RHM incluir ainda os efeitos relacionados ao parentesco
genético entre os individuos, faz com que o efeito do SNP seja ajustado considerando
o efeito conjunto de todos os marcadores simultaneamente (RESENDE et al., 2017).

A obtencdo de associagdo para os mesmos marcadores SNPs para as
caracteristicas NV e NG pelo método via marcas unicas pode ter ocorrido devido ao
fato de ambas as caracteristicas serem correlacionadas, conforme relatado por
Dalchiavon et al. (2012).

O desequilibrio de ligacao nas espécies em que ha predominancia do sistema
de cruzamento de autofecundacgao tende a cair lentamente (FLINT-GARCIA et al.,
2003), e apesar de haver uma grande variacdo no padrdo de DL conforme o
germoplasma em estudo, os resultados obtidos neste trabalho corroboraram com os
padrdes identificados por Contreras-Soto et al. (2017).

Para as abordagens de associagéo que avaliam varios locos simultaneamente,
a definicdo do tamanho das regides gendmicas podem ser feita com base na
informacdao de DL (ZHAO et al.,, 2007). O tamanho da regidao estabelecida pelo
pesquisador pode causar alteragcdes no poder de deteccédo do teste de associagcéao
(GUO et al., 2016), por isso, € importante efetuar os testes com diferentes tamanhos
de regido, conforme realizado neste estudo. Considerar a informagédo de DL para
definir o tamanho das regides também garante que essa informacao seja distribuida
ao longo das regides geradas (RESENDE et al., 2018).

Com relacéao as caracteristicas PR e PVA, com relacao ao tamanho das regioes
utilizadas nas analises de RHM, os resultados foram semelhantes aos obtidos por
Suela et al. (2022) e Bennewitz et al. (2017), que verificaram um aumento no poder
de detecc¢do no teste conforme o aumento na regidao gendmica analisada. Ja para as
caracteristicas relacionadas aos componentes de produtividade NV e NG, ndao houve
grande variacdo no poder de deteccdo com a mudanga no tamanho das regides
testadas, da mesma forma, resultados consistentes entre diferentes tamanhos de
regides utilizando a analise de RHM foram relatados por Riggio E Pong-Wong (2012)
utilizando dados de simulacao de caracteristicas de animais.
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De forma semelhante aos resultados obtidos por outros autores (RESENDE et
al., 2018; SHIRALI et al., 2016; SUELA et al., 2022), a analise de mapeamento de
herdabilidade regional teve a capacidade de explicar uma maior por¢ao da variancia
genética aditiva em comparacao a metodologia de associag¢éo via marcas unicas. 1sso
ocorre devido ao efeito combinado de varios alelos proximos que formam a regiéo.
Porém, o oposto pode ocorrer, em que um alelo de efeito maior ndo é localizado
devido ao efeito de diluicao dentro da regido que esta inserido, sendo uma provavel
causa das associacoes identificadas pela analise via marcas Unicas, mas que nao
foram localizadas pelo método de RHM (RESENDE et al., 2017).

4.3 Genes candidatos

Os genes relacionados a porcentagem de vagens imaturas abertas (PVA)
identificados pelos SNPs associados via marcas unicas localizados no cromossomo 4
(Glyma.049238900, Glyma.049239000), sao relatados como genes que traduzem
proteinas que participam dos processos relacionados ao crescimento,
desenvolvimento da planta e resposta a estresses, como por exemplo, 0s receptores
quinase de repeti¢do ricos em leucina, que auxiliam na regulagé&o do fechamento dos
estbmatos da planta (ZHOU et al., 2016). Com relacao as caracteristicas NV e NG,
em que foram identificados os mesmos marcadores associados para ambas as
caracteristicas, o gene identificado no cromossomo 9 (Glyma.09g175100) tem relacéao
com proteinas PPR (Pentatricopeptide-repeat), que também sao reportadas como
proteinas que atuam no crescimento, desenvolvimento e resposta da planta a

estresses abioticos (SU et al., 2019).

Dentre os genes identificados pela anélise de mapeamento de herdabilidade
regional para a caracteristica PVA, destacam-se os genes Glyma.02G109000,
Glyma.02G121500, Glyma.02G121600, Glyma.04G239000, Glyma.04G238900 e
Glyma.04G213300, em que os genes mencionados Glyma.02 sao responsaveis pela
sintese de fatores de transcricao (MADS box) que regulam a producao de isoflavonas
do tipo das agliconas (CHU et al.,, 2017; CHEN et al., 2021), que sdo proteinas
homélogas aquelas oriundas do gene GmAGLS relatado por Liu et al. (2022), e

comprovado via transgenia por Qin et al. (2017) como um dos genes responsaveis
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pela caracteristica de abertura de vagem na soja. De modo semelhante aos
anteriores, os genes Glyma.04G239000 e Glyma.04G238900 também participam da
biossintese de aglicona (CHEN et al.,, 2021). J& o gene Glyma.04G213300, é
responsavel pela producao de uma proteina homologa aquela produzida pelo gene
SHATI1-5, que participa da regulagéo das células FCC (fibre cap cells) relacionadas

a resisténcia a deiscéncia das vagens.

Para a caracteristica PR, o gene identificado Glyma.18G062200 é reportado
como responsavel pela producdo de proteinas do tipo CCCH zinc finger, que
comumente sao observadas durante o periodo reprodutivo da soja, e estdo envolvidas
nos processos de crescimento e adaptacao da planta (HU E ZUO, 2021).

Os genes Glyma.06G257400 e Glyma.06G257500 identificados para NV estédo
de acordo com os localizados por Chen et al. (2007), e também, ha relatos em
Arabidopsis thaliana sobre as proteinas de transmembrana do tipo CRK (cysteine-rich
receptor-like protein kinases) oriundas desses genes estarem associadas a densidade
de estdmatos e resposta da planta ao estresse hidrico (ARELLANO-VILLAGOMEZ et
al., 2021). O gene Glyma.07G201800 é pertencente a familia NAC, que tem por
caracteristica estarem presentes no aumento da tolerancia de estresse hidrico pelas
plantas para caracteristicas relacionadas a produtividade, que € diretamente

influenciada pelo componente de produgcdo NV (HUSSAIN et al., 2017).

Com relacao ao NG, apesar de existirem trabalhos que demonstram a
associacao dos genes indicados com esta caracteristica, como aqueles realizados por
Funatsuki et al. (2005), Li et al. (2010) e Liang et al. (2010), ainda ndo ha estudos
aprofundados de como esses genes afetam esse caractere. Porém, os fatores de
transcricdo do tipo MYB como aqueles produzidos pelo gene Glyma.06G248200,
podem estar associados ao desenvolvimento da planta e resposta contra estresses,
de modo semelhante ao gene GmMYB84 reportado por WANG et al. (2017), e além
disso, também atuam na biossintese de isoflavonas de modo semelhante aquelas
descritas para PVA (CHU et al., 2017). Ja o gene Glyma.09G 150300, é responsavel
pela biossintese de serinas proteases do tipo subtilisina, em que estudos em
Arabidopsis thaliana sugerem a associacao dessas proteases com a densidade e
distribuigcdo de estdmatos na planta (BERGER E ALTMANN, 2000).
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5 Consideracoes finais

A ocorréncia do déficit hidrico na soja pode afetar caracteristicas de interesse,
tanto aquelas relacionadas a componentes de produtividade como o numero de
vagens, graos, e ciclo, quanto a qualidade da semente por meio do aumento da
abertura de vagens imaturas.

Com o uso da metodologia de mapeamento de herdabilidade regional, foi
possivel identificar QTLs que atuam no controle da resposta da planta a situacbes de
déficit hidrico, como o que foi imposto neste trabalho. Foi possivel identificar
associacdes para as caracteristicas numero de graos, numero de vagens, periodo

reprodutivo, e porcentagem de vagens imaturas.

A andlise de mapeamento de herdabilidade regional em soja permitiu a
explicacdo de uma maior por¢ao da herdabilidade genémica, e consequentemente a
identificacdo de um maior nimero de genes quando comparada ao método
convencional de associac¢ao, para as caracteristicas periodo reprodutivo, niumero de

vagens, numero de graos e abertura de vagens imaturas.

Ha a necessidade de novas pesquisas com a cultura da soja para verificacao
de possiveis genes responsaveis pelo controle das caracteristicas numero de vagens,

no cromossomo 9, e abertura de vagens imaturas no cromossomo 1.

Dentre os genes identificados a partir da analise de RHM para este estudo,
houve potenciais genes candidatos relacionados tanto as caracteristicas que foram
avaliadas, quanto genes de resposta da planta as condi¢cées de estresse hidrico.

A metodologia de RHM foi eficiente em localizar as mesmas associagdes
identificadas pelo método convencional, porém, o oposto ndo ocorreu, indicando que
houve uma superioridade do método em comparacao a metodologia de associacao
via marcas unicas.
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Material suplementar

Tabela suplementar 1. Gendtipos de Soja utilizados na conducéo e andlises do experimento.

. Grupo de Evento Tipo de

Genctipo M;g’l:g::e transgénico crescimento
54152 RSF IPRO 54 Intacta Indeterminado
5855 RSF IPRO 5.5 Intacta Indeterminado
58160 RSF IPRO 5.8 Intacta Indeterminado
5953 RSF 5.0 Roundup Ready Indeterminado

61159 IPRO 6.1 Intacta -

6211 IPRO - Intacta -

6262 RSF IPRO - Intacta -
63164 RSF IPRO 6.4 Intacta Indeterminado
6563 RSF IPRO 6.3 Intacta Indeterminado
68170 RSF IPRO 6.8 Intacta Indeterminado
7166 RSF IPRO (Ponta) 6.6 Intacta Indeterminado
73170 RSF (BMX Power IPRO) 7.3 Intacta Indeterminado
75177 RSF (BMX Ultra IPRO) 7.6 Intacta Indeterminado
8075 RSF (Prisma) 7.5 Intacta Indeterminado
8077 RSF (Forte) 7.7 Roundup Ready Indeterminado
8579 RSF (Boénus IPRO) 7.9 Intacta Indeterminado
9086 RSF (Opus IPRO) 8.6 Intacta Determinado

ANTA 82 7.4 Roundup Ready Semi
determinado
AS 3570 IPRO 5.7 Intacta Semi

determinado
AS 3810 8.1 Intacta Determinado
AS 3820 IPRO 8.2 Intacta Determinado
BMX Poténcia RR 6.7 Roundup Ready Indeterminado
CD 2728 IPRO 7.2 Intacta Determinado
CD 2737 7.3 Roundup Ready Indeterminado

DM 4338 - Intacta -

DM 4347 - Intacta -
DM 5.8i 5.5 Roundup Ready Indeterminado
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DM 7.8i - Roundup Ready Indeterminado
GDM 15A004 6.1 Roundup Ready -
GDM 15C004 8.0 Convencional -
GDM 151009 7.2 Intacta -
GDM 151010 7.5 Intacta -
GDM 151011 7.6 Intacta -
GDM 151012 7.8 Intacta -
GDM 151013 7.8 Intacta -
GDM 151014 7.8 Intacta -
GDM 151015 8.6 Intacta -
GDM 151016 8.5 Intacta -
GDM 151017 7.5 Intacta -
GDM 151018 5.3 Intacta -
GDM 151019 6.2 Intacta -
GDM 151020 6.0 Intacta -
GDM 151022 6.1 Intacta -
GDM 151024 6.2 Intacta -
GDM 151027 6.0 Intacta -
GDM 151028 6.0 Intacta -
GDM 151029 8.0 Intacta -
GDM 151032 9.0 Intacta -
GDM 151033 7.5 Intacta -
GDM 151035 8.4 Intacta -
GDM 151037 6.1 Roundup Ready -
GDM 151038 8.0 Convencional -
GDM 151041 7.2 Intacta -
GDM 151042 7.5 Intacta -
GDM 151048 7.6 Intacta -
GDM 151049 7.8 Intacta -
GDM 151050 7.8 Intacta -
GDM 151051 7.8 Intacta -
GDM 151052 8.6 Intacta -
GDM 151053 8.5 Intacta -
GDM 151054 7.5 Intacta -
GDM 151055 5.3 Intacta -
GDM 151057 6.2 Intacta -
GDM 151075 6.0 Intacta -
GDM 151079 6.1 Intacta -
IGRA 645 TR 6.2 Roundup Ready -

LG 60163 IPRO 6.3 Roundup Ready Semi
determinado
M 5947 IPRO 5.9 Intacta Indeterminado
M 7739 IPRO 7.7 Intacta Semi

determinado

M 8133 IPRO 8.1 Intacta Determinado

M 8349 IPRO 8.3 Intacta Determinado

M 8372 IPRO 8.3 Intacta Determinado

M 8644 RR 8.6 Intacta Determinado

M 8808 8.8 Intacta Determinado

M-SOY 7639 7:6 Roundup Ready Indeterminado



M-SOY 5730 IPRO
NA 7337 RR
NS 5727 IPRO
NS 6006 IPRO
NS 6909 IPRO
NS 7300 IPRO
NS 7490
NS 7901
P 95Y21
P 95Y72
P 98Y30
ROOS CAMINO
SYN 1080
SYN 1285
T™G 1179
TMG 1180 RR

TMG 1288 RR
TMG 2181 IPRO
TMG 4182
TMG 4185
TMG 4190
TMG 7062 IPRO

TMG 7262

TMG 7363 RR

5.7
7.6
5.7
5.7
6.3
7.0
7.4
7.9
5.2
5.0
8.3
5.3
8.0
8.5
7.9
8.0

8.8
8.1
8.2
8.5
9.0
6.2

6.2

6.3

Intacta
Roundup Ready
Intacta
Intacta
Intacta
Intacta
Roundup Ready
Roundup Ready
Convencional
Roundup Ready
Roundup Ready
Convencional
Roundup Ready
Roundup Ready
Roundup Ready
Roundup Ready

Roundup Ready
Intacta
Convencional
Convencional
Convencional
Intacta

Roundup Ready

Roundup Ready
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Indeterminado
Indeterminado
Indeterminado
Indeterminado
Indeterminado
Indeterminado
Indeterminado
Indeterminado

Indeterminado

Indeterminado

Determinado
Semi
determinado
Determinado
Determinado
Determinado
Determinado
Determinado
Semi
determinado
Semi
determinado
Indeterminado




