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CRUZ, Luan Gongalves. Desenvolvimento de ferramentas moleculares e fenotipicas para
avaliacdo dos tipos de crescimento da soja (G. Max). 2017. 45 f. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

As interacdes de diversos fatores determinam a duracdo do ciclo vegetativo na cultura da soja,
dentre eles podem ser destacados alguns fatores externos tais como; temperatura, duragao do
periodo do dia, qualidade e intensidade da luz, e os internos como; plantas insensiveis ao
comprimento do dia (periodo juvenil longo), e os tipos de crescimento da haste da soja que
podem ser distribuidos em trés sendo eles: indeterminado, determinado e semideterminado. A
classificacdo em trés tipos se deve ao fato de apresentarem caracteristicas distintas entre eles;
arquitetura, duracao do periodo de florescimento, altura final, distancia entre os dois ultimos
nés reprodutivos, producdo de racemo terminal. A expressdo desses fendtipos pode ser
influenciada por condicdes edafoclimaticas e a interacdo epistatica entre Dtl e Dt2, fato que
dificulta o processo de caracterizagdo. Os lécus Dtl e Dt2 ja foram mapeados, no entanto sdo
necessarios esclarecimentos sobre a regido do locus Dt2 e sua interacdo com Dtl. Foram
analisados polimorfismos no genoma da soja (tipo SNPs) tendo como objetivo validar
marcadores moleculares associados ao loci Dtl e Dt2 visando a facil caracterizacdo e
distincdo dos tipos de crescimento terminal da haste da soja aplicdvel a programas de
melhoramento. Se utilizou duas abordagens para identificar marcadores ligados a
polimorfismos de base Unica do tipo SNPs que possuem a capacidade de distinguir os tipos de
crescimento da haste da soja. A primeira com um painel associativo contendo 384 materiais
representativos distribuidos igualmente entre os trés tipos de crescimento, e uma segunda
abordagem se utilizou uma populacéo segregante com 903 individuos oriunda do cruzamento
entre Will (Dt1Dt1;Dt2Dt2) semideterminado, TMG 2517 (Dt1Dt1;dt2dt2) indeterminado,
onde foram realizadas avaliacdes fenotipicas mensurando; altura de plantas (APT), numero
de vagens no racemo terminal (NVR), distancia entre as duas ultimas gemas reprodutivas da
haste principal (DGH). Dos quatro marcadores propostos para Dt2, trés conseguiram
distinguir plantas Semideterminadas de Indeterminadas; TMG_161815, TMG161817 e
TMG161818 com a respectiva acurdcia 84,9%, 87,8% e 85,6%. Os dois marcadores
sintetizados para Dtl foram eficientes para diferenciar plantas Determinadas dos demais tipos,
TMG_161902 obteve acuracia de 86,5% e TMG_161910 com 86,1%. A utilizacdo da analise
conjunta dos trés fatores fenotipicos mensurados na populacdo segregante, possibilitou a
validacao dos marcadores moleculares desenvolvidos para Dt2.

Palavras-chave: Mapeamento associativo. Polimorfismo de base Unica. Melhoramento de
soja.



CRUZ, Luan Gongcalves. Development of molecular and phenotypic tools for evaluation
of soybean growth types (G. Max). 2017. 45 p. Dissertacdo (Master’s in Agronomy) —
University of Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

The interactions of several factors determine the duration of the vegetative cycle in the
soybean crop, among them can be highlighted some external factors such as; Temperature,
duration of the period of the day, quality and intensity of light, and the internal as; Day
insensitive plants (long juvenile period), and the types of soybean stem growth that can be
distributed in three being: indeterminate, determinate and half-determined. The classification
in three types is due to the fact of presenting distinct characteristics between them;
Architecture, duration of flowering period, final height, distance between the last two
reproductive nodes, terminal racemic production. The expression of these phenotypes can be
influenced by edaphoclimatic conditions and the epistatic interaction between Dtl and Dt2,
which complicates the characterization process. The locus Dtl and Dt2 have already been
mapped, however clarification is required on the Dt2 locus region and its interaction with Dt1.
We analyzed polymorphisms in the soybean genome (type SNPs) to validate molecular
markers associated with the Dtl and Dt2 loci aiming at the easy characterization and
distinction of the types of terminal growth of the soybean stem applicable to breeding
programs. Two approaches have been used to identify markers linked to single base
polymorphisms of the SNPs type that have the ability to distinguish the growth types from the
soybean stem. The first one with an associative panel containing 384 representative materials
equally distributed among the three growth types, and a second approach was used a
segregating population with 903 individuals from the intersection between semidetermined
Will (DtiDtl; Dt2Dt2), TMG 2517 (DtlDtl; dt2dt2) Undetermined, where phenotypic
evaluations were carried out; (APT), number of pods in the terminal racemus (NVR), distance
between the last two reproductive buds of the main stem (DGH). Of the four markers
proposed for Dt2, three were able to distinguish Semi-determined plants from Indeterminate;
TMG_161815, TMG161817 and TMG161818 with the respective accuracy 84.9%, 87.8%
and 85.6%. The two markers synthesized for Dtl were efficient to differentiate plants.
Determined from the other types, TMG_161902 obtained accuracy of 86.5% and
TMG_161910 with 86.1%. The use of the joint analysis of the three phenotypic factors
measured in the segregating population allowed the validation of the molecular markers
developed for Dt2.

Keywords: Associative mapping. Single base polymorphism. Soybean breeding.
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1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill), € a principal leguminosa comercializada como commodity
no Mundo sendo utilizada principalmente como fonte proteica na alimentacdo animal e
humana, além de servir para producédo de biocombustiveis.

O agronegacio é responsavel pela maioria de todo o valor exportado pelo Brasil, e a soja € 0
principal produto deste total exportado possuindo, portanto, uma enorme representacdo
econdmica para o pais.

Os desafios climaticos, ambientais e sociais para producdo do grdo sdo crescentes e para
viabilizar a atividade os produtores devem buscar todas ferramentas disponiveis. Um dos
principais fatores para se atingir sucesso na atividade € a utilizacao de variedades produtivas e
adaptadas aos variados fatores e sistemas de producéo.

A importéncia econémica da cultura vem estimulando o investimento de muitos programas de
melhoramento, que tem contribuido para o desenvolvimento de um mercado de sementes de
soja competitivo e atualizando de acordo com a necessidade dos produtores, anualmente sdo
langadas no mercado diversas cultivares cada vez mais produtivas, adaptadas as doencas,
pragas e particularidades de cada sistema de cultivo e regido.

Para se registrar uma nova cultivar de soja em paises pertencentes a Unido Internacional para
Protecdo das Obtengdes Vegetais (UPOV) como € o caso do Brasil, a cultivar deve ser distinta
homogénea e estdvel, para essa caracterizacdo sdo obrigatorios utilizar descritores
morfolégicos.

Um grande desafio para os programas de melhoramento € que muitas dessas caracteristicas
sdo determinadas pela interacdo de varios genes e estes descritores podem estar sujeitos a
variagdes devido a efeitos do ambiente, sendo ainda que muitos deles exigem ser avaliados
em fases avancadas da cultura, demandando tempo, méo de obra, e espaco fisico.

Uma das caracteristicas morfoldgicas diferenciadoras de cultivares é o tipo de crescimento
terminal da haste, que € afetado por dois loci, Dt; e Dt,. Através da interacdo epistatica destes
genes sdo produzidos trés tipos de crescimento distintos; indeterminado, determinado e
semideterminado (BERNARD, 1972).

Os tipos de crescimento podem interferir em diversas caracteristicas morfoldgicas sendo elas;
periodo de desenvolvimento vegetativo e duracdo do florescimento, tamanho e arquitetura da
haste principal, distancia entre os Gltimos nds reprodutivos e desenvolvimento de racemo

terminal.
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Com a evolucdo de tecnologias em genotipagem e conhecimento de variacdes existentes no
genoma da soja diversos marcadores moleculares tém sido desenvolvidos dentre os principais
estdo os marcadores de DNA do tipo SNP (single nucleotide polymorphisms) por serem
muito préaticos e acessiveis em termos de custos.

A grande vantagem é que o diagnéstico obtido por marcadores moleculares ndo sofre
interferéncia do ambiente possibilitando repetibilidade e precisdo nas avaliacGes realizadas.
Esses marcadores sdo compostos por sequéncias de DNA dentro do gene, ligadas ou muito
proximas aos ldcus responsaveis por determinar uma caracteristica de interesse.

O lécus Dtl da soja, € homologo ao gene de Arabidopsis, e ja foi mapeado por (LIU, et al.,
2010). No caso do lécus Dt2 apresenta funcionalidade exclusiva para soja se comparado a
outras espécies com genoma conhecido, indicando uma mutacdo com ganho de funcédo (PING
et al., 2014; LUI et al., 2016), segundo os autores os marcadores desenvolvidos até o
momento apresentam baixa predicéo e isso se deve ao fato de existirem poucos materiais com
o fenotipo semideterminado disponiveis para serem analisados.

Devido a importancia agrondmica da caracteristica em estudo, a necessidade de
esclarecimentos em torno das interacdes entre os l6cus surgiu a necessidade de validar a
variacdo alélica no genoma para os lécus Dtl e Dt2, tendo o presente trabalho o objetivo de
validar marcadores moleculares com eficiéncia préatica para os tipos de crescimento da haste e
produzir ferramentas para distinguir os tipos de crescimento que seja aplicavel a programas de

melhoramento de soja.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS GERAIS DA CULTURA DA SOJA

A espécie da soja (Glycine max, 2n=40) (L.) Merr. é essencialmente autdgama com taxa de
polinizacdo cruzada inferior a 1%, pertence & ordem Fabales, familia Fabaceae, subfamilia
Papilionoideae, tribo Phaseoleae, género Glycine. (BOREM & MIRANDA, 2005).

Possui centro de origem na China e foi domesticada ha cerca de 5 mil anos de sua espécie
ancestral G. soja (HYTEN et al.,, 2006; WANG et al., 2016). No Brasil o cultivo teve
importancia comercial a partir da década de 1960, sendo cultivada principalmente na regido
Sul devido a adaptacao natural a altas latitudes, para a expansdo da cultura foi necessario o
desenvolvimento de variedades com periodo juvenil longo que sdo adaptadas para regides de
baixa latitude, fato que possibilitou o Brasil se tornar um dos maiores produtores Mundiais de
soja (ALMEIDA et al., 1999).

A soja é a principal commodity agricola da balangca comercial brasileira representando 87,3%
do total de vendas externas de produtos agricolas, sendo que o agronegocio é responsavel por
52,5% de todo valor exportado pelo Brasil (MAPA, 2016) é a cultura que mais se expandiu
nas Ultimas trés décadas compreendendo 57% da area plantada em grdos no pais. O grdo é
uma importante fonte de proteina destinada principalmente a producdo de racao animal e 6leo

vegetal, apresentando uma crescente utilizacdo na alimentacdao humana (BRASIL, 2015a).

2.2 TIPOS DE CRESCIMENTO DA HASTE DA SOJA

Os trés tipos de crescimento da soja indeterminado, determinado e semideterminado sdo
responsaveis por distinguir diversas caracteristicas fenotipicas que sdo agronomicamente
interessantes; incluindo porte, periodo de crescimento vegetativo e reprodutivo, distancia
entre os Gltimos nds reprodutivos e desenvolvimento de racemo terminal (BERNARD, 1972;
VICENTE et al., 2016).

Anélises genéticas classicas demonstram que 0s tipos de crescimento da soja sdo regulados
pela interacdo epistatica entre dois loci: Dtl e Dt2. Em gendtipos Dtl__; Dt2__ produzem
fenotipos semideterminados e em Dt1Dtl; dt2dt2 o fenédtipo é indeterminado, pois Dt2 é

completamente dominante sobre dt2 ja na presenca de (dtldtl; Dt2_ ) o fendtipo se torna do
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tipo de crescimento determinado indicando efeito epistatico recessivo de dtl sobre a
expressao do l6cus Dt2 (BERNARD, 1972).

Os processos bioguimicos que desencadeiam o desenvolvimento dos tipos de crescimento sdo
modulados principalmente pela conversdo de meristemas apicais vegetativos para
reprodutivos (WONG et al., 2008).

Estudos destes processos foram melhor explorados em Arabidopsis, onde se demonstrou que
apos a inducdo floral por estimulos externos como: comprimento do dia, qualidade de luz,
temperatura e fatores internos como: idade e balan¢o hormonal, s&o expressos os genes como:
LEAFY (LFY) e APETALAL (AP1) responséveis por desencadear processos que resultam na
conversdo das gemas apicais vegetativas em reprodutivas (WEIGEL, et al., 1992;
GUSTAFSON-BROWN et al., 1994)

Por outro lado, pode ser que nédo ocorra a floracdo se estiverem presentes genes repressores
florais tais como Terminal Flowerl (TFL1) (SHANNON & MEEKS-WAGNER, 1991;
BRADLEY et al., 1997), o TFL1 inibe a expressdo de LFY e AP1 mantendo o crescimento
vegetativo em gemas apicais, fato que resulta no tipo selvagem de Arabidopsis onde as
plantas crescem indefinidamente devido a presenca de TFL1 originando o tipo de crescimento
indeterminado das plantas (LILJEGREN et al., 1999).

Ja em mutantes para perda de funcédo de tfl1 os genes LFY e AP1 sdo expressos permitindo o
pleno florescimento resultando no tipo de crescimento determinado (WAGNER et al., 1999),
além disso ocorrem casos onde LFY e AP1 podem se ligar a TFL1 inibindo sua expressdo,
fato que também favorece a conversdo de meristemas apicais vegetativos para reprodutivos
(WINTER et al., 2011).

Apesar de serem necessarias elucidacdes acerca de TFL1 ortdlogos purativos de Arabidopsis
sdo conservados em diversas espécies sustentando seu papel de repressor floral tal como Dtl
em soja (Glycine max) (LIU et al., 2010; TIAN et al., 2010), Det em ervilha (Pisum sativum)
(FOUCHER et al., 2003), PvTFL1y em feijao comum (Phaseolus vulgaris) (REPINSKI et al.,
2012).

Na cultura da soja a alteragéo da forma do alelo dt2 para Dt2 condiciona a expressdo de Dt1.
O alelo dt2 na forma recessiva possibilita a expressdo de Dtl conferindo as plantas o tipo
indeterminado, na presenca da forma dominante Dt2 o fenotipo se torna semideterminado e a
expressao de Dtl é reprimida (PING et al., 2014; LIU et al., 2016).

Encontrado naturalmente em maior frequéncia em plantas selvagens o tipo de crescimento

indeterminado possui plantas que apresentam prolongado periodo de florescimento, que é
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simultaneo ao desenvolvimento vegetativo, geralmente com hastes principais longas e curvas
(BERNARD, 1972), que apresentam inflorescéncia axilar mantendo o crescimento vegetativo
mesmo apds o inicio do florescimento (HEATHELERLY & SMITH, 2004). As plantas com
tipo de crescimento indeterminados comparados as do tipo determinados em experimentos
conduzidos por dois anos a campo exibiram niveis superiores significativos para atributos
como: condutancia estomatica, densidade estomatica, nimero de células epidérmicas por area
e comprimento de nervura total por area. J& o comprimento das células guarda, massa foliar e
tamanho da folha tende a ser maior nos tipos determinados (TANAKA & SHIRAIWA, 2009).
A soja G. max foi selecionada do seu ancestral conhecido a espécie G. soja (HYMOWITZ,
2004), onde se encontra pouca frequéncia de plantas com o tipo de crescimento determinado
indicando que esta caracteristica foi obtida através de domesticacdo para ambientes
especificos (TIAN et al., 2010). O tipo de crescimento determinado é controlado por um alelo
recessivo dtl que praticamente finaliza o desenvolvimento vegetativo logo apos iniciar o
processo de florescimento, concentra a duracdo do periodo de floracdo e as plantas possuem
haste principal ereta com inflorescéncia racemosa apical (BERNARD, 1972; TIAN et al.,
2010). O lo6cus Dtl foi identificado no cromossomo 19 (Glymal9g37890.1), através da
introdugéo da regido gendmica GmTFL1b que foi confirmada por um silenciamento de genes
induzida por virus. O alelo dt1 pode condicionar o habito determinado através da alteracéo de
GmTFL1b (LIU et al., 2010).

Ja o tipo de crescimento semideterminado partilha as caracteristicas fenotipicas de ambos 0s
tipos, sendo um tipo de crescimento “intermediario”, pois nele as plantas possuem longo
periodo de florescimento que é simultaneo ao desenvolvimento vegetativo, porém com haste
principal ereta e inflorescéncia racemosa apical e axilar ao mesmo tempo (BERNARD, 1972;
1982; VICENTE et al., 2016), as plantas possuem altura inferior as do tipo indeterminado
conferindo melhor resisténcia a acamamento (CHANG et al., 1982), em ambientes irrigados
foi possivel observar produtividades superiores em plantas com o tipo de crescimento
semideterminado comparado as indeterminadas (SETIYONO et al., 2007).

O lécus Dt2 apresenta funcionalidade exclusiva para soja e esta localizado no cromossomo 18
(Glymal8g50910) (PING et al., 2014; LIU et al., 2016) se comparado a culturas ja estudadas
para tal atributo como; tomate (Solanum lycopersicum) (ELKIND et al., 1991; PNUELI et al.,
1998; FRIDAMAN et al., 2002), grdo de bico (Cicer arietinum) (HEGDE, 2011) e ervilha
(Pisum sativum) (BERBEL et al., 2012). Na cultura do tomate ao contrario da soja o tipo de
crescimento semideterminado é controlado por um alelo recessivo sdt que exibe efeito

epistatico dominante Sdt/sdt (PNUELI et al., 1998), no caso do grdo de bico um parente
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proximo da soja também apresenta um padrdo epistatico distinto e muito similar ao
encontrado no tomate (HEGDE, 2011), para a cultura da ervilha também se verifica um

padrdo inverso ao observado em soja (BERBEL et al., 2012).

2.3 DESCRITORES MORFOLOGICOS

Descritores morfoldgicos sdo utilizados para caracterizar a soja e diversas culturas, sendo
necessarios para protecdo e registro de novas variedades em paises pertencentes a Unido
Internacional para Protecdo das ObtencGes Vegetais (UPOV, 2015). Os descritores minimos
exigidos pelo Sistema Nacional de Protecdo de Cultivares (SNPC) para um registro abrangem
caracteristicas fenotipicas das variedades, reacdo a doencas, nematoides e do tegumento a
peroxidase, além do teor de 6leo e proteina, totalizando 38 itens. Dentre os descritores
morfoldgicos estdo os tipos de crescimento, que na cultura da soja é dividido em trés:
indeterminado, determinado e semideterminado (BRASIL, 2015b).

A caracterizacdo de descritores atraves de marcadores moleculares de DNA possibilita a
distingdo de cultivares muito similares devido ao elevado nivel de resolucdo genética e
confiabilidade do método (TOPPA & JADOSK., 2013).

A UPQV possui um grupo de trabalho composto por especialistas bioquimicos que estudam a
aplicacdo de novas tecnicas bioguimicas e moleculares, para distincdo e registro de novas
cultivares (UPQV, 2015), de maneira que marcadores moleculares se tornam reconhecidos e
aceitos para caracterizacdo de cultivares. Geralmente poucos loci  proporcionam a
diferenciacdo completa de genoétipos avaliados. Apesar do avanco, no Brasil, 0o uso de
marcadores como descritores ainda ndo é aceito pelo Servico Nacional de Protecdo de
Cultivares (SNPC, 2015). Entretanto, a ferramenta ja € amplamente utilizada em programas
de melhoramento genético (BOREM & CAIXETA, 2009).

2.4 MARCADORES MOLECULARES DE DNA

O genoma de G. max contém 56.044 genes codificadores de proteinas distribuidos em 20
cromossomos, com 85% de pardlogos oriundos de eventos de duplicacdo a cerca de 13 a 59
milhGes de anos atrds (SCHMUTZ, et al., 2010, LEHMANN et al, 2011).

A disponibilidade da sequéncia do genoma da soja possibilita 0 mapeamento de uma ampla
gama de genes fornecendo a base para estudos e diversas descobertas (SCHUMUTZ et al.,
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2010). Essas informacGes podem ser acessadas em bancos de dados abertos
(http://www.phytozome.net/soybean, http://soybase.org, http://soykb.org).

As técnicas que utilizam marcadores de sequéncias de DNA possibilitam analisar
caracteristicas intrinsecas do genotipo dos materiais sem a necessidade de avaliacGes
fenotipicas e a consequente interferéncia de fatores externos. Esses marcadores sdo
ferramentas auxiliares muito importantes em diversas etapas do melhoramento genético, tais
como a caracterizacdo de germoplasma e até na selecdo e desenvolvimento de materiais elite
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). A utilizacdo de marcadores moleculares para
caracterizagdo e selecdo de tipos de crescimento da haste da soja pode ser uma excelente
ferramenta para programas de melhoramento (VICENTE et al., 2016).

Cada cromossomo contém moléculas unicas de DNA onde estdo localizadas as informacdes
genéticas. As técnicas de analises moleculares permitem definir pontos especificos no
cromossomo e estes sdo denominados “marcadores moleculares”. Um marcador molecular é
definido como um segmento especifico de DNA ligado aos I6cus responsaveis pela expressdo
de um fendtipo. Dentre os tipos de marcadores moleculares que utilizam segmentos de DNA
estio 0; Random Fragment Polymorphic (RAPD), o Restriction Fragment Lenght
Polymorphism (RFLP), o Amplified Fragment Lenght Polymorphism (AFLP) e os Simple
Sequence Repeat (SSR) ou microssatélites (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998), e os
Single Nucleotide Polymorphism (SNP) (CHO et al., 1999).

2.5 MARCADORES SNP

Marcadores de polimorfismo de nucleotideo unico (Single Nucleotide Polymorphism, SNP)
sdo definidos como regides do DNA onde ocorreu a substituicdo de apenas uma base dentre
amostras realizadas em uma populacdo (RISCH & MERIKANGAS, 1996). Estes marcadores
sdo amplamente utilizados devido ao fato de que s&o a forma de variagdo mais abundante e de
ampla cobertura no genoma, além de apresentarem baixo custo, elevada reprodutibilidade,
confiabilidade e possibilidade de automacdo (RESENDE et al., 2008).

As tecnologias desenvolvidas para detectar o polimorfismo em SNPs séo de natureza bialélica
detectando apenas dois alelos em cada loco, isso se deve ao fato de que esses marcadores
exibem esse padrdo em maior frequéncia de ocorréncia. Os SNPs sdo uma forma de

polimorfismo encontrada abundantemente no genoma das plantas, e no caso da soja a
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frequéncia se da em 1 SNP para cada 200 pares de base, variando de acordo com a
diversidade genética das amostras comparadas (GRAEF et al., 2004).

Geralmente estudos com esses tipos de marcadores utilizam milhares SNPs em uma ampla
amostragem de plantas com elevado polimorfismo entre elas, de forma a possibilitar a
associacdo de marcadores com alta densidade a cerca de uma caracteristica quantitativa

baseando estudos de genética associativa GWAS (Genome-Wide Association Studies).

2.6 MAPEAMENTO ASSOCIATIVO

O mapeamento associativo é baseado no desequilibrio de ligacdo (DL) de alelos
correspondentes em uma populacdo, esse modelo visa associar caracteres fenotipicos de
interesse com o genotipo utilizando marcadores moleculares (ZIEMS et al., 2014). Podemos
entender DL como alteracdo ndo randémica de alelos em diferentes lécus que ocorre dentro
de uma populacdo (FLINT-GARCIA et al., 2003). Os estudos envolvendo DL s&o utilizados
principalmente em duas situacdes; para analisar uma caracteristica contrastante que afeta uma
populacdo como individuos resistentes e suscetiveis a uma doenca, e uma segunda opc¢ao seria
analisar a correlacdo da transmissdo do DL através da familia oriunda de um parental
heterozigoto (ORAGUZIE et al., 2007).

O delineamento experimental e a densidade dos marcadores podem ser determinados pelo
tamanho do DL. A extensdo e distribuicdo do DL deve ser mensurada para se determinar a
densidade dos marcadores e a resolucdo do mapeamento. Quando o DL se estende por uma
curta distancia serdo necessarios varios marcadores, ja em casos onde essa distancia é longa
podendo ser medida até em cM poucos marcadores sdo suficientes, porém a resolugdo de
mapeamento é baixa (ZHU et al., 2008).

Diversos modelos estatisticos podem ser utilizados para se estimar o DL, dentre os indices
estatisticos mais utilizados estdo o indice D’ que consiste em parametrizar o desequilibrio de
ligagbes, mais utilizado entre locus com maiores frequéncias, e o r2 (coeficiente de
determinacéo), mais empregado para alelos raros ou com pouca frequéncia na populacéo, que
permite ser um indicativo de como os marcadores estdo associados a regido do genoma
responsavel pela caracteristica de interesse (FLINT-GARCIA et al., 2003).

Com o auxilio de dados produzidos por trabalhos de ressequenciamento podem ser
encontrados elevado nimero de variagdes alélicas (MALDONADO et al., 2016) que podem

ser utilizadas para encontrar SNPs. Variacdes alélicas que estdo dentro ou proximos ao gene
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podem regular modificacbes drasticas de aminoacidos resultantes. (PATIL et al., 2015;
MALDONADO et al., 2016).
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3 ARTIGO A: VALIDACAO DE MARCADORES MOLECULARES PARA OS TIPOS
DE CRESCIMENTO TERMINAL DA HASTE DA SOJA

3.1 RESUMO

A planta de soja pode ser classificada em trés tipos de crescimento terminal da haste:
indeterminado, determinado e semideterminado. A expressdo desses fendtipos pode ser
influenciada pelo ambiente de cultivo e a interacdo epistatica de dois loci (Dtl e Dt2), fato
que pode dificultar o processo de caracterizacdo. Foram analisados polimorfismos no genoma
da soja (tipo SNPs) tendo como objetivo validar marcadores moleculares associados ao loci
Dt1 e Dt2 visando a facil caracterizacdo e distin¢do dos tipos de crescimento terminal da haste
da soja aplicavel a programas de melhoramento. Se utilizou duas abordagens para identificar
marcadores ligados a polimorfismos de base unica do tipo SNPs que possuem a capacidade de
distinguir os tipos de crescimento da haste da soja. A primeira com um painel associativo
contendo 384 materiais representativos distribuidos igualmente entre os trés tipos de
crescimento, e uma segunda abordagem se utilizou uma populagdo segregante com 903
individuos oriunda do cruzamento entre Will (Dt1Dt1;Dt2Dt2) semideterminado, TMG 2517
(Dt1Dt1;dt2dt2) indeterminado, onde foram realizadas avaliagbes fenotipicas mensurando;
altura de plantas (APT), nimero de vagens no racemo terminal (NVR), distancia entre as duas
ultimas gemas reprodutivas da haste principal (DGH).

Dos quatro marcadores propostos para Dt2, trés conseguiram distinguir plantas
Semideterminadas de Indeterminadas; TMG_161815, TMG161817 e TMG161818 com a
respectiva acurécia 84,9%, 87,8% e 85,6%. Os dois marcadores sintetizados para Dtl foram
eficientes para diferenciar plantas Determinadas dos demais tipos, TMG_161902 obteve
acuracia de 86,5% e TMG_161910 com 86,1%.

A utilizacdo da andlise conjunta dos trés fatores fenotipicos mensurados na populagéo
segregante, possibilitou a validacdo dos marcadores moleculares desenvolvidos para Dt2.

Palavras-chave: Interacédo entre Dtl e Dt2, painel associativo, populacédo segregante.



24

3.2 ABSTRACT

The soybean plant can be classified into three types of terminal stem growth: indeterminate,
determinate and semi-determined. (Dt1 and Dt2), which may hamper the characterization
process. Non-genomic polymorphisms of soybean (type SNPs) were analyzed aiming to
validate molecular markers associated with the Dtl and Dt2 loci aiming at the easy
characterization and distinction of the types of terminal growth of the soybean stem applicable
to breeding programs. Two approaches have been used to identify markers linked to single
base polymorphisms of the SNPs type that have a capability to distinguish the growth types
from the soybean stem. (DtlDtl; Dt2Dt2) semi-determined, undetermined, unidentified,
unidentified, undetermined TMG 2517 (DtlDtl; dt2dt2), where phenotypic results were
measured; Plant height (APT), number of pods without terminal racemes (NVR), distance
between the last two reproductive buds of the main stem (DGH).

Of the four markers proposed for Dt2, three were able to distinguish Semi-determined plants
from Indeterminate; TMG_161815, TMG161817 and TMG161818 with a respective 84.9%,
87.8% and 85.6% accuracy. The two markers synthesized for Dtl were efficient for
differentiating plants. For other types, TMG_161902 obtained 86.5% accuracy and 86.1%
TMG_161910.

The use of the joint analysis of the three phenotypic factors measured in the segregating
population, allowed a validation of the molecular markers developed for Dt2.

Keywords: Interaction between Dtl and Dt2, associative panel, segregating population.
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3.3 INTRODUCAO

Os trés tipos de crescimento da soja indeterminado, determinado e semideterminado sdo
responsaveis por distinguir diversas caracteristicas fenotipicas que sdo agronomicamente
interessantes; incluindo porte, periodo de crescimento vegetativo e reprodutivo, distancia
entre os ultimos nds reprodutivos e desenvolvimento de racemo terminal (BERNARD, 1972;
VICENTE, 2016).

Analises genéticas classicas demonstram que os tipos de crescimento da soja sdo regulados
pela interacdo epistatica entre dois loci: Dtl e Dt2. Em gen6tipos Dtl--; Dt2-- produzem
fenotipos semideterminados e em Dt1;Dtl; dt2;dt2 o fendtipo € indeterminado, pois Dt2 é
completamente dominante sobre dt2 ja na presenca de (dtldtl; Dt2--) o fenétipo se torna do
tipo de crescimento determinado indicando efeito epistatico de dt1 sobre a expressdo do I6cus
Dt2 (BERNARD, 1972).

As relacdes dos processos bioquimicos que desencadeiam o desenvolvimento dos tipos de
crescimento sdo modulados principalmente pela conversdo de meristemas apicais vegetativos
para reprodutivos (WONG et al., 2008).

Os estudos destes processos foram melhor explorados em Arabidopsis, onde se demonstrou
que apos a inducéo floral por estimulos externos como: comprimento do dia, qualidade de luz,
temperatura e fatores internos como: idade e balango hormonal, sdo expressos 0s genes
LEAFY (LFY) e APETALAL (AP1) responsaveis por desencadear processos que resultam na
conversdo das gemas apicais vegetativas em reprodutivas (WEIGEL, et al., 1992;
GUSTAFSON-BROWN et al., 1994).

A floracdo pode ndo ocorrer se estiverem presentes 0s genes repressores florais tais como
Terminal Flowerl (TFL1) (SHANNON & MEEKS-WAGNER, 1991; BRADLEY et al.,
1997). O TFL1 inibe a expressdo de  LFY e AP1 mantendo o crescimento vegetativo em
gemas apicais, fato que resulta no tipo selvagem de Arabidopsis onde as plantas crescem
indefinidamente devido a presenca de TFL1, originando o tipo de crescimento indeterminado
das plantas (LILJEGREN et al., 1999).

Ja em mutantes para perda de funcéo de Tfl1 os genes LFY e AP1 sdo expressos permitindo o
pleno florescimento resultando no tipo de crescimento determinado (WAGNER et al., 1999),
além disso ocorrem casos onde LFY e AP1 podem se ligar a TFL1 inibindo sua expresséo,
fato que também favorece a conversdo de meristemas apicais vegetativos para reprodutivos
(WINTER et al., 2011).
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Apesar de serem necessarias elucidacdes acerca de TFL1 ortdlogos purativos de Arabidopsis
sdo conservados em diversas espécies sustentando seu papel de repressor floral tal como Dtl
em soja (Glycine max) (LIU et al., 2010; TIAN et al., 2010), Det em ervilha (Pisum sativum)
(FOUCHER et al., 2003), PvTFL1y em feijdo comum (Phaseolus vulgaris) (REPINSKI et al.,
2012).

Na cultura da soja a alteracdo da forma do alelo dt2 ou Dt2 condiciona a expressédo de Dtl. O
alelo dt2 na forma recessiva possibilita a expressdo de Dtl conferindo as plantas o tipo
indeterminado, ja na presenca da forma dominante Dt2 o fen6tipo se torna semideterminado e
a expressao de Dtl é reprimida (PING et al., 2014; LIU et al., 2016).

Encontrado naturalmente em maior frequéncia em plantas selvagens o tipo de crescimento
indeterminado possui plantas que apresentam prolongado periodo de florescimento, que é
simultaneo ao desenvolvimento vegetativo, geralmente com hastes principais longas e curvas
(BERNARD, 1972), que apresentam inflorescéncia axilar mantendo o crescimento vegetativo
mesmo apos o inicio do florescimento (HEATHELERLY & SMITH, 2004).

A soja G. max foi selecionada do seu ancestral conhecido a espécie G. soja (HYMOWITZ,
2004), onde se encontra pouca frequéncia de plantas com o tipo de crescimento determinado
indicando que esta caracteristica foi obtida através de domesticacdo para ambientes
especificos (TIAN et al., 2010). O tipo de crescimento determinado é controlado por um alelo
recessivo dtl que praticamente finaliza o desenvolvimento vegetativo logo apds iniciar o
processo de florescimento, concentra a duragdo do periodo de floragdo e as plantas possuem
haste principal ereta com inflorescéncia racemosa apical (BERNARD, 1972; TIAN et al.,
2010). O locus Dtl foi identificado no cromossomo 19 (Glymal9g37890.1), através da
introducdo da regido genémica GmTFL1b que foi confirmada por um silenciamento de genes
induzida por virus. O alelo dt1 pode condicionar o habito determinado através da alteragédo de
GmTFL1b (LIU et al., 2010).

Ja o tipo de crescimento semideterminado partilha as caracteristicas fenotipicas de ambos 0s
tipos, sendo um tipo de crescimento “intermediario”, pois nele as plantas possuem longo
periodo de florescimento que € simultdneo ao desenvolvimento vegetativo, porém com haste
principal ereta e inflorescéncia racemosa apical e axilar ao mesmo tempo (BERNARD, 1972;
VICENTE et al., 2016), as plantas possuem altura inferior as do tipo indeterminado
conferindo melhor resisténcia a acamamento (CHANG et al., 1982), em ambientes irrigados
foi possivel observar produtividades superiores em plantas com o tipo de crescimento

semideterminado comparado as indeterminadas (SETI'YONO et al., 2007).
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O lécus Dt2 apresenta funcionalidade exclusiva para soja e esta localizado no cromossomo 18
(Glymal8g50910) (PING et al., 2014; LIU et al., 2016) se comparado a culturas ja estudadas
para tal atributo como; tomate (Solanum lycopersicum) (ELKIND et al., 1991; PNUELI et al.,
1998; FRIDAMAN et al., 2002), grdo de bico (Cicer arietinum) (HEGDE, 2011) e ervilha
(Pisum sativum) (BERBEL et al., 2012). Na cultura do tomate ao contrario da soja o tipo de
crescimento semideterminado € controlado por um alelo recessivo sdt que exibe efeito
epistatico dominante Sdt/sdt (PNUELI et al., 1998), no caso do grdo de bico e ervilha
apresentam padrao epistatico similar ao encontrado no tomate (HEGDE, 2011), para a cultura
da ervilha também se verifica um padrdo inverso ao observado em soja (BERBEL et al.,
2012).

De acordo com a importancia agronémica da caracteristica em estudo, a necessidade de
esclarecimentos em torno das interacdes entre os I6cus Dtl e Dt2, surgiu a necessidade de
validar a variacdo alélica no genoma. Objetivou-se validar marcadores moleculares com
eficiéncia pratica para os tipos de crescimento da haste e produzir ferramentas para distinguir

os tipos de crescimento da haste da soja que seja aplicavel a programas de melhoramento.

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 ESTUDOS IN-SILICO PARA LOCALIZACAO DE MARCADORES
PARA OS GENES DT1 E DT2

Para identificacdo dos SNPs mais representativos para 0s genes em estudo, foram realizadas
analises in-silico utilizando como base informacdes da literatura (LIU et al., 2010; PING et
al., 2014) que podem ser melhor explorados com auxilio do banco de dados da SoyKB
disponivel em (http://soykb.org/).

Os resultados fenotipicos obtidos no site do grin (http://www.ars-grin.gov/) foram
correlacionados com os dados genotipicos oriundos do soybase e foi realizado um estudo de
analise de genética associativa (GWAS) para determinacdo dos principais SNPs relacionados
com a caracteristica estudada.

Como abordagem adicional foram prospectados SNPs das regifes dos genes Dtl e Dt2
correspondendo respectivamente ao Glymal9g37890.1 (LIU et al., 2010), e Glymal8g50910
(PING et al., 2014). Essas localizagbes foram inseridas no site Soykb.org, onde é



28

disponibilizado um banco de dados com todos os SNPs relacionados com essas localizacdes,
posteriormente foi aplicado um filtro para os SNPs que causam mutacdo nao sinénima dentro
do gene.

Apbs analises interpretativas dos resultados gerados pelo SoyKB se definiu as regifes mais
representativas para distinguir os dois l6cus em estudo. Foram selecionados dois SNPs para
Dtl e quatro para Dt2. A sequéncia de aproximadamente 150 pb ao redor de cada SNP foi

utilizada para sintese de ensaios tipo KASP (LGC).

3.4.2 IDENTIFICACAO DE MARCADORES PARA O GENES

Com o auxilio de dados produzidos por trabalhos de ressequenciamento e disponibilizados em
rede pelo site da soykb.org podem ser encontrados um elevado numero de variacdes alélicas
(MALDONADO et al., 2016) que foram utilizadas para encontrar os SNPs. VariacOes alélicas
que poderiam estar dentro ou proximos ao gene que possam regular modificacOes drasticas de
aminoacidos resultantes foram validados por dados de ressequenciamento de dois trabalhos, o
primeiro que utilizou 28 cultivares brasileiras (MALDONADO et al., 2016) e o segundo com
106 acessos disponiveis por (PATIL et al., 2015).

3.4.3 PAINEL DE MATERIAIS CONTRASTANTES PARA MAPEAMENTO
ASSOCIATIVO

O painel de mapeamento associativo foi montado com variedades registradas pelo Ministério
de Agricultura e Pecuaria (MAPA) e acessos descritos pelo Germoplasm Resources
Information Network (GRIN) totalizando 384 materiais descritos como sendo contrastantes
para os trés tipos de crescimento, foram explorados ainda materiais ja estudados e descritos
como derivados de um parental recorrente como linhagens isogénicas utilizadas em outros
estudos como o de TANAKA & SHIRAIWA (2009), que utilizou quatro pares de cultivares

com suas respectivas linhas isogénicas que diferem apenas para tipos de crescimento.

3.4.4 EXTRACAO DE DNA, PCR e LEITURA DE FLUORESCENCIA

O tecido foliar utilizado para extracdo de DNA em ambos o0s ensaios tanto do painel
associativo quanto o da populacdo segregante, foi coletado retirando-se discos de 5mm de

diametro das folhas jovens, no estadio fenoldgico V2, onde os niveis de expressdo dos genes
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candidatos sdo superiores se comparados a V0O, V1 e V3 (PING et al., 2014). Uma amostra de
aproximadamente 100 mg (4 discos foliares) foi coletada e armazenada em ultra freezer a -80
°C até o momento da extracdo do DNA.

O DNA foi extraido de acordo com protocolo que é fundamentado na utilizacdo de detergente
dodecil sulfato de sodio (SDS), que foi adaptado do descrito por KEIM et al. (1988).

Em ambos os marcadores utilizados, a reacdo de PCR (Polymerase Chain Reaction) foi
realizada via tecnologia KASP™ genotyping, que apresenta como vantagens o baixo custo e
praticidade, conduzida em placas de 384 celulas em volume final de 5,02uL, com 2,44puL de
DNA e 2,58uL de KASP maéster mix da LGC, que contém todas as substancias necessarias
para a sintese de novas copias da sequéncia desejada. O equipamento utilizado foi do tipo
hidrociclador HYDROCYCLER-16 da empresa LGC, segundo a configuracdo “Touchdown”,
que realiza varios ciclos em diversas temperaturas decrescentes divididas em trés etapas;
sendo a primeira a 94°C por 15 minutos que é responsavel pela desnaturagdo (quebra das
pontes de hidrogénio da fita dupla de DNA), na segunda etapa séo realizados 10 ciclos de
94°C por 20 segundos e 55-61°C por 1 minuto, onde ocorrem o anelamento e se finaliza com
a terceira etapa com 26 ciclos de 94°C por 20 segundos e 61°C por 1 minuto necessarios para
amplificacdo da sequéncia de interesse especifica para 0 PRIMER utilizado, obtendo assim
maultiplas copias da sequéncia alvo.

Para a leitura da fluorescéncia das placas, foi utilizado o aparelho PHERAstarPlus SNP, e
para a interpretacdo e visualizagdo dos dados, os softwares Kraken e PHERAstar.

Uma analise de correlacdo entre os dados fenotipicos e genotipicos foi realizada para a

validacao dos marcadores.

3.4.5 CONDICOES DO LOCAL

O experimento foi desenvolvido em casa de vegetacdo, na estacdo experimental da empresa
Tropical Melhoramento e Genética situada no municipio de Cambé — PR. As condicGes de
temperatura e umidade sdo controladas por equipamentos automatizados mantendo-se; (28°C
+-2°), e (60 UR% +-10%).

O substrato utilizado é uma mistura de solo do tipo latossolo vermelho eutroférrico, esterco,

areia, na respectiva proporcao de 3:1:1 em vasos de 8 litros.
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3.4.6 GERACAO DA POPULACAO SEGREGANTE PARA MAPEAMENTO

Os parentais utilizados para cruzamentos foi Will (Dt1Dt1; Dt2Dt2) que apresenta fenotipo do
tipo de crescimento semideterminado (SMD) e o parental masculino foi TMG 2517 (Dt1Dt1;
dt2dt2) com fendtipo do tipo de crescimento indeterminado (IND). As sementes dos materiais
Will foram obtidas do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), enquanto
que as sementes da linhagem TMG 2517 foram obtidas da empresa Tropical Melhoramento &
Genética (TMG), Brasil.

A cultivar Will é oriunda dos cruzamentos de (T117 (Dt1Dtl; Dt2Dt2) retrocruzada com as
cultivares mais produtivas da época; Clark (Dt1Dtl; dt2dt2) 6 vezes) que foi retrocruzado
mais uma vez com Williams (Dt1Dt1; dt2dt2) por mais 6 vezes) originado a Will um material
muito similar a Williams, porém mais precoce e semideterminado que foi registrada por
BERNARD & CREMEENS (1988). Ja a linhagem TMG 2517 é uma indeterminada elite
tipica, oriunda do programa de melhoramento genético da TMG.

Os cruzamentos foram realizados no periodo de fevereiro a abril de 2015. Foram obtidas 70
progénies em F;, semeadas em vasos individuais na data de 20 de julho de 2015. A geracdo F,
foi semeada em janeiro de 2016 em casa de vegetacdo e a semeadura de F; foi em setembro
de 2016. Os estudos do padrdo de segregacdo da heranca genética foram realizados em F2:3
com no minimo 15 sementes de cada planta F2 totalizando em uma populacdo com 903
individuos analisados.

Os parentais e as plantas F1, F2 e F3 receberam 14,5 horas de luz diarias, por um periodo de
20 dias, com o objetivo de atrasar o inicio do florescimento, possibilitando o desenvolvimento
vegetativo das plantas, ja que no periodo de cultivo (dias curtos) as plantas recebem estimulo

para florescimento desde o inicio de seu desenvolvimento.

3.4.7 AVALIACOES MORFOLOGICAS

Caracteristicas fenotipicas foram mensuradas em F3 utilizando 15 plantas originarias de cada
planta de geracdo F2 para inferir o tipo de segregacdo. Foram avaliadas somente as
caracteristicas morfoldgicas que podem apresentar diferencas significativas segundo a
literatura (BERNARD, 1972) que sdo; altura de plantas medidas do solo até a Gltima vagem
medidas em centimetros (APT), contagem do nimero de vagens no racemo terminal (NVR),
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distancia entre as duas Ultimas gemas reprodutivas da haste principal medidas em milimetros
(DGH).

De acordo com as dificuldades para se diferenciar as plantas para os tipos de crescimento
(BERNARD, 1972; VICENTE et al., 2016) foram realizadas avaliagdes visuais fenotipicas
complementares para se distinguir os tipos de crescimento em dois estadios fenotipicos
distintos, uma no estadio R6 (pleno enchimento de vagens) por notas em uma escala de 0 a
100, onde a nota 0 indica o tipo indeterminado observado na figura 3.1 e nota 100 para o tipo

semideterminado (figura 3.2).

¥

Figura 3.1 - Detalhe da gema apl de uma planta “tipica indeterminada”.
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Figura 3.2 - Detalhe da formagao de um racemo apical de uma planta “tipica Semideterminada”.

A escala utilizada foi adaptada do original de Ping et al. (2014) para se ampliar a
sensibilidade, além de uma segunda avaliacdo em R8 (maturacdo completa) que definiu os
tipos de crescimento por uma “determinacdo visual” no momento da colheita.

Em todas as avaliacfes se considerou a interacdo de algumas caracteristicas que para o tipo
indeterminado “tipico” podem ser observadas uma arquitetura da haste principal com
segmentos em inclinacdes sequencias com angulo curvos em torno de 45° resultando em um
tipo de “Zig-Zag”, ocorre também o prolongamento da distancia entre os dois Gltimos nds
reprodutivos que na maioria dos casos é superior a 2 cm como sdo observados na figura 3.1.
Ocorreram também casos onde essa distancia atingiu 0,5 cm, fato que pode dificultar a
diferenciacdo visual e a formacao de racemo terminal que geralmente ocorre em plantas com
habito de crescimento semideterminado devido a redugdo brusca do desenvolvimento
vegetativo que resulta no agrupamento das gemas reprodutivas terminais, mas em alguns
casos também pode ser encontrado plantas com genotipo indeterminado, mas com haste
terminal totalmente em “Zig-Zag” e com 3 vagens agrupadas na gema terminal, dificultando o

processo de distin¢do visual destacado na figura 3.3.
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Figura 3.3 - Destaque em vermelho para uma planta que genotipicamente é indeterminada que pode gerar
confusdo na hora da fenotipagem.

3.4.8 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises para as populacdes de mapeamento foram expressas por média e desvio padréo,
comparadas por teste estatistico de qui-quadrado. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, utilizando o teste TUKEY a 5% para avaliagdo de outros atributos
como: altura de plantas (APT), nimero de vagens no racemo terminal (NVR), distancia entre
as duas Ultimas gemas reprodutivas da haste principal (DGH), os dados foram processados
por meio do programa SISVAR.

A utilizagdo de modelos estatisticos € a forma de se conseguir agrupar todas as informacdes
disponiveis de genoétipos, esses métodos sdo capazes de analisar concomitantemente
caracteristicas quantitativas e qualitativas. Esse tipo de andlise é possivel com o modelo de
Ward- MLM (modified Location Model) (FRANCO et al., 2001).

Foi utilizado o método de analise de correlacdo estatistica Ward-MLM (Modified Location
Model) RR_Blup que permite o agrupamento concomitante de varios tipos de caracteristicas
dentre elas; dados de avaliacbes morfologicas, informagdes genotipicas, resultados de anélise
de principais componentes (PCA) e dados do sistema. Esse método foi executado no
programa GAPIT que agrupa todos esses fatores com base em tabelas genética, a analise
conjunta de todos esses fatores gera uma forte matriz de corre¢do que foi programada para
corte de valores com mais de 5% de erro reduzindo a maior parte dos falsos positivos que
possam estar presentes (LIPKA et al., 2012). Os SNPs com frequéncia de alelo minimo
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(minor alele frequency — MAF) menor que 0,1 foram removidos da analise e o algoritmo
VanRaden foi utilizado para producdo de uma matriz de parentesco a fim de diminuir a
presenca de falsos positivos. SNPs com valores de p-value acima de 7,19e-4 foram
considerados significativos. De acordo com os resultados obtidos o programa gerou um
grafico exibindo qual marca genética seria mais indicada para explicar as caracteristicas

analisadas.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 IDENTIFICACAO DE MARCADORES PARA OS GENES Dt1 e Dt2

A mesma abordagem foi utilizada para identificar os SNPs mais significativos para ambos 0s
genes em estudo. Foi realizado um mapeamento associativo utilizando informacdes
disponiveis no GRIN inseridas no programa GAPIT, onde foram rodadas as analises
selecionando os SNPs com o melhor valor de p-value, que é a medida estatistica que
determina o corte. Os SNPs que romperam essa linha de corte foram os mais significativos

para a caracteristica estudada (em anexo os graficos Manhattan Plot nas figuras 3.4 e 3.5).
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Figura 3.4 - Gréafico Manhattan Plot demonstrando qual SNP foi mais significativo para Dt1.
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Figura 3.5 - Gréafico Manhattan Plot demonstrando qual SNP foi mais significativo para Dt2.

No estudo foram sintetizados dois SNPs para Dtl e quatro para Dt2, a primeira estratégia foi
obter SNPs por mapeamento associativo onde se identificou os SNPs mais significativos para
as caracteristicas estudadas, ja o segundo passo foi realizar uma andlise utilizando um banco
de dados do site da soykb.com filtrado por regido de mutacdo ndo sindbnima dentro do gene,
nesse site foi realizada uma analise comparativa com base em 106 acessos e 28 variedades
brasileiras resequenciadas (MALDONADO et al., 2016; PATIL et al., 2015) onde foi possivel
identificar os SNPs utilizados neste estudo, um para Dt1 e trés para Dt2.

3.5.2 PCR DO PAINEL ASSOCIATIVO

Apo6s finalizar a PCR dos 384 materiais propostos para o painel associativo, os marcadores
moleculares sintetizados foram avaliados através de analise grafica, que determina se o
marcador amplificou corretamente para 0S materiais sabidamente caracterizados,
possibilitando a separacdo de bandas dos materiais com fendtipos conhecidos para os alelos
positivos e negativos dos Idcus de interesse. Dos quatro marcadores moleculares sintetizados
para Dt2 apenas um deles foi descartado TMG_161816, pois ndo conseguiu separar os alelos
para 0s materiais com 0s tipos de crescimento distintos que pode ser observado na figura 3.6 e
sua acuracia foi bem inferior aos outros marcadores propostos (tabela 3.1).

Tabela 3.1 - Acurécia e porcentagem dos tipos de erros que ocorreram para 0s marcadores propostos em no
painel associativo com 384 acessos para os trés tipos de crescimento.

Marcadores Gene Acurécia Erro | Erro Il
TMG_161902 Dt1 86,5% 7,3% 24,5%
TMG_161910 Dt1 86,1% 7,4% 25,2%
TMG_161815 Dt2 59,7% 67,2% 56,0%

TMG_161816 Dt2 47,5% 50,0% 47%
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TMG_161817 Dt2 67,6% 24,6% 35,7%
TMG_161818 Dt2 61,2% 88,2% 55,7%

Os dois marcadores sintetizados para Dtl foram eficientes para distin¢do dos alelos para os
materiais utilizados no painel associativo, como podem ser observados na figura 3.7 e a

acurdcia para ambos foi elevada em torno de 86% (tabela 3.1).
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Figura 3.6 - Grafico da leitura da fluorescéncia resultante da PCR, demonstrando a baixa capacidade do
marcador TMG_161816 em separar plantas que possuem alelos recessivos ou dominantes de nulos ou erros,
exibindo os 384 materiais genotipados no painel associativo.
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Figura 3.7 - Gréfico da leitura da fluorescéncia resultante da PCR, neste caso demonstra a elevada capacidade
do marcador TMG_161902 em separar plantas que possuem alelos recessivos ou dominantes de nulos ou erros,

384 materiais do painel associativo.

O erro do tipo | ocorre quando rejeitamos a hipétese mesmo quando ela é verdadeira, ou seja,

se a planta possui o alelo para os l6cus Dt2, mas por qualquer que seja 0 motivo o marcador

ndo amplifica a sequéncia para Dt2. Nesta parte do estudo somente os dois marcadores

propostos para Dt1 poderiam ser aceitos, pois tiveram em ambos apenas 7% de erros do tipo I,

ja os quatro marcadores propostos para Dt2 seriam descartados devido ao elevado nimero de
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erros do tipo I, que foram de 24% no marcador TMG_161817 até 88% no marcador
TMG_161818 (tabela 3.1).

O erro do tipo Il acontece quando se aceita a hipotese quando ela € falsa, ou seja, as amostras
da planta ndo contem os locus Dt2, mas o marcador amplifica mesmo assim gerando 0s
chamados “falsos positivos”. Aqui também seriam aceitos 0s dois marcadores para Dtl que
tiveram em torno de 25% de erros do tipo Il ficando em uma média aceitavel, mas novamente
0s 4 marcadores para Dt2 nesse painel tiveram um resultado insatisfatério que foi de 36%
para TMG_161817 chegando até 56% para TMG_161815, (tabela 3.1).

Esses resultados ndo possibilitam tirar conclusdes a cerca destes marcadores para Dt2
evidenciando a necessidade de estudos complementares como o de uma populacéo segregante
realizado neste estudo para se definir a qualidade e utilidade desses marcadores, o elevado
namero de erros encontrado neste painel associativo se deve ao fato de que varios materiais
sdo registrados ou descritos erroneamente para 0s tipos de crescimento (tabela 3.2),
corroborando com a conclusdo de outros trabalhos (BERNARD, 1972; VICENTE et al,
2016).

Tabela 3.2 - Variedades comerciais e Acessos com a descri¢éo de registro e o genotipo identificado pelos 5
marcadores propostos para os tipos de crescimento.

Variedade ou  Tipo de crescimento  TMG_161 TMG_16 TMG_16 TMG_16 TMG_16181
Acesso descrito (MAPA ou 902 1910 1815 1817 8
GRIN)
TMG1066RR DETERMINADO AA AA AA AA GG
(dtldtl)  (dtldtl) (Dt2Dt2) (Dt2Dt2)  (Dt2Dt2)
TMG4001 DETERMINADO AA AA AA AA G:G
(dtldtl)  (dtldtl) (Dt2Dt2) (Dt2Dt2)  (Dt2Dt2)
PI538781 DETERMINADO c:C TT AA AA G:G
(DtlDtl) (DtlDtl) (Dt2Dt2) (Dt2Dt2)  (Dt2Dt2)
P1153229 DETERMINADO c:C TT AA AA G:G
(Dt1Dtl) (DtlDtl) (Dt2Dt2) (Dt2Dt2)  (Dt2Dt2)
TMG7161RR  INDETERMINADO c:c TT TT GG  AA (di2dt2)
(DtIDtl) (DtIDtl)  (di2dt2)  (dt2dt2)
TMG7363RR  INDETERMINADO c:c TT TT GG AA (di2dt2)
(DtIDtl) (DtIDtl)  (dt2dt2)  (dt2dt2)
P1540883 INDETERMINADO c:c TT AA AA G:G
(DtIDtl) (DtiDtl) (Dt2Dt2) (Dt2Dt2)  (Dt2Dt2)
P1542057 INDETERMINADO c:c TT AA AA G:G
(Dt1Dtl) (DtiDtl) (Dt2Dt2) (Dt2Dt2)  (Dt2Dt2)
will SEMI c:C TT AA AA G:G
DETERMINADO  (DtiDtl) (DtlDtl) (Dt2Dt2) (Dt2Dt2)  (Dt2Dt2)
TIBAGI RR SEMI c:C TT AA AA G:G
DETERMINADO  (DtiDtl) (DtiDtl) (Dt2Dt2) (Dt2Dt2)  (Dt2Dt2)
AS3570IPRO SEMI AA A:A TT GG  AA (di2dt2)
DETERMINADO  (dtldtl)  (dtldtl)  (dt2dt2)  (dt2dt2)
P1416963 SEMI AA A:A TT GG AA (dt2dt2)
DETERMINADO  (dtldtl)  (dtldtl) (dt2dt2)  (dt2dt2)

Destaque em negrito para 0s materiais com registro ou descricéo divergente da identificada pelos marcadores
propostos.
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3.5.3 VALIDACAO DE MARCADORES CANDIDATOS PARA Dt2

Apds a analise grafica dos resultados da PCR do painel associativo, se selecionou trés
marcadores moleculares candidatos para Dt2, que foram utilizados para PCR na populacédo
segregante, os parentais utilizados para estudo desta populagdo foram confirmados por
genotipagem no painel associativo sendo homozigotos para ambos os alelos estudados no
caso de Will (DtlDt1;Dt2Dt2), e para a linhagem TMG2517 com o gendtipo
(Dt1Dt1;dt2dt2), portando a Unica segregacdo esperada e confirmada desse cruzamento foi
apenas para Dt2.

Na andlise para escolha do melhor marcador dentre os trés se utilizou alguns critérios
discutidos a seguir; 0 marcador TMG_161815 obteve maior nimero de erro do tipo I, mas foi
0 que resultou em menores numeros de falsos positivos ou erros do tipo Il, ja o marcador
TMG_161818 resultou em intermediario nimero de erros tanto do tipo | quanto do tipo II,
logo 0 marcador mais indicado seria 0 TMG_161817 que apresentou menor nimero de erros
do tipo I e menor nimero de falsos positivos, 0 marcador TMG_161817 é uma mutacdo nédo
sinbnima que estd situada em uma regido dentro do gene, a probabilidade de causar uma
alteracdo da proteina funcional é elevada, fato que pode ter possibilitado menor nimero de
recombinag¢6es melhorando a confiabilidade dos resultados.

Em relacédo altura total de plantas (APT) ambos os marcadores foram eficientes para separar
0S materiais para os tipos de crescimento, sendo que as plantas do tipo indeterminado (IND)
apresentaram (APT) superior as do tipo semideterminado (SMD) estatisticamente falando, um
fato interessante é que plantas heterozigotas ficaram em uma faixa intermediéria de (APT)
indicando um efeito de dose de Dt2 sobre a expressdao de Dtl, esses dados podem ser
observados na tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Altura total de plantas, ciclo, comprimento entre os dois Ultimos internédios e ndmero de vagens no
racemo terminal em 903 individuos da populagdo segregante para Dt2.

Gendtipo Altura (cm) Ciclo (dias) Compr.2 nés N° Vag. Rac.
dt2:dt2 90,81 a 101,22 a 25a 127a
Dt2:dt2 73,89 b 99,09 b 1,74b 1,89b
Dt2:Dt2 70,17 c 99,10 b 1,78b 2,08 b

CV% 17,98 75 93,27 62,5

Apo6s analises de normalidade foi realizado o Teste Tukey a 5% o gendtipo foi validado pelo marcador
TMG_161817.
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Nos trabalhos de (PING et al., 2014; LIU et al., 2016) sdo descritos que Dt2 determina a
expressao de Dtl, nos resultados deste estudo as plantas com gendtipo Dt2;dt2 inibiram
gradativamente a expressdo de Dt1 indicando um efeito de dose do alelo Dt2 sobre Dt1;Dt1.
O gene TFL1 em Arabidopsis € um ort6logo purativo de Dtl em soja (LIU et al., 2010; TIAN
et al., 2010) que € conhecido como repressor floral Terminal Flowerl (TFL1) (SHANNON &
MEEKS-WAGNER, 1991; BRADLEY et al., 1997), responsavel por desencadear oS
processos biogquimicos que mesmo apos as plantas receberem estimulos florais tanto externos
como internos pode inibir a conversdo de gemas apicais vegetativas em reprodutivas fazendo
com que as plantas mantenham-se com o tipo crescimento indeterminado (LILJEGREN et al.,
1999).

Trabalhos mais recentes puderam comprovar que na cultura da soja a alteracdo da forma do
alelo Dt2 para dt2condiciona a expressdo de Dtl ou seja o alelo dt2 na forma recessiva
possibilita a expressdo de Dtl conferindo as plantas o tipo indeterminado, na presenca da
forma dominante Dt2 o fenotipo se torna semideterminado e a expressdo de Dtl é reprimida
(PING et al., 2014; LIU et al., 2016) corroborando com esses trabalhos os dados apresentados
aqui podemos observar que plantas heterozigotas com genotipo Dt2;dt2 induziram a producao
parcial de Dt1;Dtl resultando na altura intermediéria dessas plantas se comparadas a plantas
homozigotas para as duas formas do alelo Dt2;Dt2.

O ciclo de desenvolvimento das plantas também foi influenciado pela interacdo dos alelos Dt1
e Dt2, plantas homozigotas com tipo de crescimento indeterminado tiveram ciclo mais longo
se comparadas com as dos gendtipos homozigoto e heterozigotos semideterminado, podendo
ser observados na tabela 3.3, sendo que Dt2; dt2 foi estatisticamente igual a Dt2; Dt2 para o
ciclo de desenvolvimento, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A interagdo dos alelos Dt2 com Dtl pode interferir na distancia entre os dois ultimos
internddios, as plantas (SMD) e (DET) sdo conhecidas por produzir um agrupamento e maior
numero de vagens nas gemas terminais, ja genétipos com tipo de crescimento (IND) néo
produzem este “racemo terminal” (BERNARD, 1972; VICENTE et al., 2016), neste estudo
foi observado que plantas com gendétipo para o tipo (IND) tiveram um expressivo
prolongamento da distancia entre as duas Ultimas gemas reprodutivas de plantas (SMD)
homozigotas e ou heterozigotas para o locus (Dt2;_ ). Para a caracteristica do numero de
vagens no racemo terminal, também foi observado que onde o gendtipo dt2;dt2 foi expresso,
as plantas (IND) produziram numero inferior de vagens no racemo terminal comparadas as
(SMD) com os genoétipos (Dt2; ).
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As avaliacdes por notas visuais foram validadas pelos resultados da genotipagem dos trés
marcadores moleculares utilizados, onde foram identificadas plantas com o genotipo dt2;dt2
se obteve 97% de correspondéncia com as avaliacdes visuais realizadas, indicando elevada
eficiéncia na distingdo visual para o tipo de crescimento indeterminado e possibilidade de
validacdo dos marcadores propostos. Ja no caso das plantas genotipadas para o tipo de
crescimento semideterminado, onde os marcadores amplificaram para Dt2;Dt2 se obteve 43%
de correspondéncia com avaliacGes visuais e para plantas heterozigotas Dt2;dt2 onde o
fendtipo expresso também deveria ser para o tipo semideterminado, resultou em uma
correspondéncia de apenas 40% muito similar a obtida para os genotipos homizigotos,
indicando que podem ocorrer um elevado numero de erros na fenotipagem desta
caracteristica. Esses resultados reforcam o fato de que alguns materiais ja foram registrados
erroneamente para os tipos de crescimento terminal da haste (BERNARD, 1972; VICENTE et
al., 2016), pois apenas as avaliagdes fenotipicas visuais principalmente em plantas para o tipo
de crescimento semideterminado (Dt2; ) ndo sdo suficientes para se distinguir entre os dois
tipos (IND) de (SMD) na tabela 3.2 podem ser observadas alguns cultivares com genotipo
divergente do registrado.

Quando se analisou conjuntamente os dados mensurados; altura de plantas, distancia entre os
ultimos enternddios e numero de vagens no rdcemo terminal, foi possivel distinguir as plantas
para os tipos indeterminado e semideterminado validados pelos trés marcadores selecionados
para Dt2 que podem ser observados na tabela 3.4.

Tabela 3.4 - Acuracia na distin¢ao dos tipos de crescimento, porcentagens dos tipos de erros ocorridos I e Il e
proporc¢do de segregacdo na populacdo segregante de 903 para Dt2.

Marcadores Gene Acuréacia % Erro 1 % Erro 11 % Proporcéo
SMD/IND
TMG_161815 Dt2 84,9 29,4 0,6 2,81:1
TMG_161817 Dt2 87,8 25,7 1 3,05:1
TMG_161818 Dt2 85,6 29,1 1,5 3,06:1
Avaliacdo Visual Dt2 98,4 3,9 0 1,90:1

Os tipos de crescimento foram distintos através da combinando trés fatores mensurados; altura de plantas > ou <
que 80cm, distancia entre os dois Gltimos internddios > ou < que 1 cm e nimero de vagens no racemo terminal >
ou < que 1 que resultou em um filtro contendo 303 individuos do total de 903 da populacédo estudada.

3.5.4 SEGREGACAO

No trabalho de (PING et al., 2014) também foi utilizada uma populacdo segregante oriunda de
parentais contrastantes apenas para os tipos de crescimento (IND) e (SMD). Neste estudo

apenas com os resultados da fenotipagem da geracdo F3 ndo possibilitou inferir a segregacéo
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de 3:1 do alelo Dt2, mas com o auxilio da genotipagem utilizando os marcadores moleculares
foi possivel confirmar a dominancia completa desse gene envolvido na expressdo desta
caracteristica. Os trés marcadores propostos tiveram elevada correspondéncia com a
propor¢do de segregacdo esperada, ficando na média dos trés marcadores de 2,97:1 para Dt2
em relagéo a dt2.

Em um trabalho que utilizou linhagens isogénicas diferindo apenas para os trés tipos de
crescimento, o tipo semideterminado produziu plantas com caracteristicas agronomicamente
superiores ao tipo indeterminado como; maior massa de planta, diametro da haste, nimero de
vagens, nimero de ramos e massa total de grdos e a altura de plantas foram superiores se
comparadas as do tipo determinado (VICENTE et al., 2016).

3.6 CONCLUSOES

Foram identificados polimorfismos no genoma da soja (tipo SNPs) e sintetizados marcadores
moleculares ambos com elevado nivel de acuracia ficando em torno de 86% para Dt1 e Dt2.
Os resultados da PCR do painel associativo, possibilitou definir quais os marcadores
propostos poderiam ser utilizados na populagdo segregante, mas devido ao elevado nimero de
materiais registrados erroneamente nao foi possivel definir qual seria o melhor marcador,
justificando a necessidade do estudo complementar através de uma populacdo segregante.
Neste trabalho foi proposto um método de avaliacdo fenotipica elaborado que utiliza a analise
conjunta de dados morfolégicos mensurados, (altura de plantas, distancia entre os Gltimos
enternodios e numero de vagens no racemo terminal), que possibilitou distinguir as plantas
para os tipos indeterminado e semideterminado viabilizando apurar a acurécia da predicdo dos
marcadores para Dt2.

Os marcadores selecionados para Dt2 chegaram muito proximos da propor¢do esperada para
dominancia completa de um gene, ambos foram eficientes para diferenciar as plantas para o0s
dois tipos de crescimento na populacdo segregante, validados pela analise conjunta de dados

mensurados.
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