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INTRODUCAO GERAL

A soja [Glycine max (L.) Merr.] € uma das culturas agricolas com maior
expressdo na economia brasileira e mundial. De acordo com as estimativas de safra
2019/20, o Brasil se tornard o maior produtor mundial com 120,86 milhGes de toneladas
(CONAB, 2020) enquanto, os Estados Unidos produzirdo cerca de 96,84 milhdes de
toneladas. Nesse panorama, o Brasil tera um acréscimo de 5,13% na producéo e os EUA
uma reducéo de 19,64% (USDA, 2020).

A representatividade da cultura é devido, principalmente, aos subprodutos 6leo e
farelo. Este ultimo constitui uma das principais fontes proteicas para alimentagédo
animal. Além do uso na nutricdo animal, 0 consumo de graos inteiros ou alimentos
derivados como leite, tofu e proteina hidrolisada, vem sendo cada vez mais adicionado
como fonte proteica na alimentacdo humana (ZHANG et al., 2015). A maior demanda
por grdos e produtos derivados de soja faz com que haja necessidade de promover
melhorias na qualidade nutricional do produto final.

As proporc¢des dos constituintes dos gréos de soja (proteinas, 6leo, carboidratos e
minerais) sofreram influéncia dos extensivos programas de melhoramento que visavam
obter cultivares de soja mais produtivas. A correlacdo negativa entre produtividade e
contetdo proteico promoveu reducdes significativas na composicdo proteica dos graos
(PATIL etal., 2017).

O conteudo proteico € composto principalmente das proteinas de reserva (65 a
80%), as quais sao classificadas de acordo com o coeficiente de sedimentacdo (2S, 7S,
11S e 15S). Dentre as proteinas de reserva, as fracGes 7S e 11S representam cerca de
70%. A fragdo 7S ¢é composta principalmente de B-conglicinina (92%), além de B-
amilase e lipoxigenase. J& a fragdo 11S é constituida pela globulina glicinina (QI et al.,
2016).

A B-conglicinina € constituida de trés subunidades, a’, a, ¢ p com massa
molecular estimada em 150-170kDa. E, a glicinina, consiste em seis polipeptidios
acidos (Ala, Alb, A2, A3, A4 e A5) e cinco basicos (Bla, Blb, B2, B3 e B4)
associados, de modo especifico, por meio de ligacdes bissulfidricas com massa
molecular total de 350kDa (CHEN et al.,, 2014). O que difere a glicinina e B -
conglicinina é a composi¢do dos aminoacidos de cada uma, principalmente, na

quantidade de amino&cidos sulfurados como metionina, onde 3 — conglicinina possui



um nivel reduzido (0,61%) enquanto, glicinina tem quantidades superiores de metionina
(2,23%) e cisteina (1,83%) (TASKI-AJDUKOVIC et al., 2010).

Diante disso, a qualidade nutricional em relacdo a aminoacidos pode ser
melhorada ao modular a propor¢do de glicinina ¢ B — conglicinina por meio de
cruzamentos convencionais ou programas de engenharia genética (CHEN et al., 2014;
ZARKADAS et al., 2007).

Estratégias moleculares tornaram-se ao longo do tempo alternativas eficazes e
promissoras nos programas de melhoramento, as quais juntamente com analises
fenotipicas fornecem robustez aos programas de selecdo, permitindo selecionar
genotipos com caracteristicas de interesse de forma mais eficiente e rapida.

O uso de marcadores moleculares constitui uma importante ferramenta nos
programas de melhoramento, pois permitem a identificacdo de genes relacionados a
diferentes caracteristicas de importancia agronémica. As novas tecnologias de
genotipagem permitem acelerar os programas de melhoramento pela genotipagem de
SNPs (single nucleotide polymorphisms) em larga escala (BOEHM et al., 2018;
HWANG et al., 2014; LI et al., 2018). Atualmente, os SNPs constituem a classe de
marcadores mais indicadas para estudos de mapeamento e selecdo genémica.

A compreensdo de caracteristicas quantitativas foi revolucionada pela
disponibilidade da grande quantidade de SNPs que cobrem o genoma. Dados de
genotipagem de SNPs combinados com avaliacdes fenotipicas tém sido usados para trés
propdsitos: estudar a arquitetura genética de caracteristicas quantitativas, mapear
regides do genoma que causam varia¢do nessas caracteristicas (quantitative trait loci ou
QTL) e predizer os ganhos genéticos (KEMPER et al., 2018; MOSER et al., 2015).

Em soja, nos altimos anos vém sendo relatados diversos trabalhos que utilizam
0s SNPs como ferramenta para genotipagem de materiais. Em 2010 foi publicado um
mapa genético de alta densidade utilizando SNPs e que serviu de base para 0s novos
estudos que vém sendo realizados (HYTEN et al., 2010). (SONG et al., 2013)
identificaram 209.903 SNPs mapeando leituras curtas de cada um dos oito acessos de
soja que incluiam seis genotipos cultivados (Glycine max) e dois genotipos de soja
selvagem (G. soja) e selecionaram 52.041 SNPs para o projeto do SoySNP50K Illumina
Infinium BeadChip. O BeadChip foi utilizado com sucesso para genotipar toda a
colecdo de germoplasma de soja do USDA (United States Department of Agriculture), o
banco de dados esta disponivel no Soybase, (www.soybase.org) e vem sendo utilizado
para analises de associacdo (BOEHM et al., 2018; SONG et al., 2015); anélise de loco
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de caracteristicas quantitativas (QTL) (CHANG et al.,, 2018; LEE et al., 2017;
WARRINGTON et al., 2015) e GWAS (BOEHM et al., 2018; LEE et al., 2019; LI et
al., 2019, 2018; MAMIDI et al., 2014; PHANSAK et al., 2016; SONAH et al., 2015;
WEN et al., 2014; YAN et al., 2017; ZHANG et al., 2016) .

Apesar das inovacOes tecnoldgicas que caracterizam 0s genomas de maneira
répida e dos métodos computacionais que continuam a melhorar a anélise de grandes
conjuntos de dados, a capacidade de determinar com rapidez e precisdo caracteres
fenotipicos continua sendo um fator limitante no melhoramento genético de plantas. A
fenotipagem de alto rendimento é uma ferramenta emergente com potencial para
acelerar a descoberta genética e identificar combinagdes genéticas que permitirdo uma
selecdo mais rapida de variedades de alto rendimento (TATTARIS; REYNOLDS;
CHAPMAN, 2016).

Dentro do contexto da fenotipagem de alto rendimento, a espectroscopia de
infravermelho préximo (NIR) é uma tecnologia que pode predizer valores das principais
moléculas de armazenamento de sementes simultaneamente (OSBORNE, 2006). Com
vantagens de ser um método analitico rapido e de baixo custo, permitindo analisar
elevado numero de amostras em curto espaco de tempo (MONTES; MELCHINGER;
REIF, 2007).

Os espectros de absorcdo do NIR s&o devido aos grupos funcionais C-H, N-H,
O-H e S-H, que permitem a previsdo de diversos compostos organicos. Materiais
bioldgicos apresentam diferentes padrdes de absorbancia sobrepostos devido a mistura
complexa de compostos organicos e, por isso abordagens estatisticas multivariadas sdo
necessarias para interpretar espectros NIR de amostras bioldgicas (SPIELBAUER et al.,
2009; XU et al., 2020). Nesse sentido, é necessario estabelecimento de métodos de
calibracdo e validacdo que sejam eficientes para estimar o caracter a ser avaliado.
Diferentes componentes de sementes de soja ja foram estimados por NIR, como,
proteina  total, proteinas sollveis, 06leo, é&cidos graxos e viabilidade
(KUSUMANINGRUM et al., 2018; PATIL et al., 2010; XU et al., 2020; ZHU et al.,
2018).

Os principais constituintes das sementes de soja sdo de caracteristicas
quantitativas e influenciados pelo ambiente. A grande maioria dos estudos mencionados
acima foi realizada em paises com diferentes condigOes climaticas do Brasil e uso de

diferentes cultivares, o que faz necessario ajustar curvas e validar modelos para que



possam estimar com acuracia 0s constituintes encontrados nas condicGes e cultivares
brasileiras e, dessa forma introgredir anélises por NIR nos programas de melhoramento.

Ao propor a calibracdo de um novo modelo para estimar o contetdo de proteinas
de reserva, como o realizado neste estudo, é possivel reduzir o tempo das analises, por
ser uma ferramenta que permite mensurar de forma bastante agil elevado nimero de
amostras ao comparado com o método tradicional, sem diminuir a acuracia. Além disso,
como ja se tem modelos para proteinas totais, 6leo e umidade, torna-se possivel estimar
0 contetido de proteinas de reserva simultaneamente aos demais caracteres a partir de
uma mesma leitura espectral.

Com a competitividade de mercado, empresas de melhoramento buscam lancar
cultivares a frente de suas concorrentes, para isso sucessivos ciclos de sele¢cdo vém
sendo realizados ao longo do ano, o que fornece elevado nimero de gendétipos a serem
avaliados e selecionados para os ciclos subsequentes. Por isso, a fenotipagem de alto
rendimento, como a realizada por NIR, vem sendo cada ves mais requerida dentro dos
programas. Concomitante, as ferramentas de genotipagem estdo cada vez mais robustas
e fornecem grande nimero de informacdes que devem ser cruzadas com a fenotipagem
com intuito de buscar marcadores associados. Ao observar associacdo e verificar a
estabilidade de um marcador, 0 mesmo pode vir a ser utilizado na selecdo assistida, o
que vem a acelerar os ciclos de selecdo por garantir que determinada marca esta
associada ao aumento da caracteristica de interesse e, dessa forma auxiliar na selecdo de
individuos superiores para seguir no programa.

Diante do exposto, foi hipotetizado que a associacdo dos caracteres fenotipicos
com a genotipagem por SNPs, permite identificar e mapear QTLs para teores de
proteina total e de cada subunidade proteica e assim € possivel selecionar marcadores
para utilizacdo em selecdo assistida diminuindo o tempo de selecdo de materiais em
programas de melhoramento. Sob esta perspectiva foram desenvolvidos os trabalhos
relacionados aos dois capitulos subsequentes da tese.
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Capitulo 1

ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO PROXIMO (NIR): UMA
FERRAMENTA RAPIDA E EFICIENTE DE ESTIMATIVA DA
CONCENTRACAO DE PROTEINAS DE RESERVA EM SEMENTES DE SOJA
[Glycine max (L.) MERRIL]



RESUMO

LORENZONI, Rodrigo Monte. Universidade Federal do Espirito Santo, fevereiro de
2020. Espectroscopia de infravermelho proximo (NIR): uma ferramenta rapida e
eficiente de estimativa da concentracdo de proteinas de reserva em sementes de
soja [Glycine max (L.) Merrill]. Orientadora: Tais Cristina Bastos Soares.
Coorientador: Maximiller Dal-Bianco Lamas Costa.

O conteldo de proteinas de reserva em soja € uma caracteristica que influencia
diretamente na qualidade nutricional da proteina, uma vez que a propor¢do de [-
conglicinina (7S) e glicinina (11S) determina o balanco de aminoacidos sulfurados.
Programas de melhoramento genético voltados para qualidade da soja vém sendo
desenvolvidos, e sdo necessarias avaliagdes de elevado nimero de gendétipos nas etapas
de selecdo. O método tradicional de estimativa é laborioso e demorado, portanto, novas
ferramentas devem ser utilizadas a fim de otimizar a caraterizacdo de materiais. A
espectroscopia de infravermelho proximo (NIR) é uma técnica que vem sendo utilizada
na industria de alimentos para determinacdo de diferentes constituintes e apresenta alta
sensibilidade, elevado potencial preditivo, além de permitir analisar amostras em curto
periodo. Devido a demanda para estimar conteldo de proteinas de reserva objetivou-se
com o presente trabalho desenvolver uma curva de calibragdo NIR a partir da correlagéo
do método de referéncia e os espectros adquiridos por NIR e valida-la para estimar a
concentracdo de proteinas de reserva em sementes de soja. Foi estabelecido um modelo
de regressdo de PLS com 105 amostras de calibracdo, 25 amostras de validagédo cruzada
e 26 para validacdo externa, as quais foram previamente quantificadas por Kjeldahl e
posteriormente obtidos os espectros de NIR. Os espectros foram corrigidos pela
primeira derivada e entdo calibrado o modelo. Com base nas estimativas e corre¢do dos
espectros na calibracdo foi verificado coeficiente de determinacdo (R2) de 0,965 e para a
validacdo externa foi de 0,976. Os demais parametros de confiabilidade para validagéo
foram suficientes para garantir a aplicabilidade do modelo ajustado, na estimativa do
contetdo proteico, onde foi obtido EPC de 0,293%, EPVC de 0,726% e EPP 0,562%.
Foi ainda calculado o determinante preditivo da validacdo cruzada e da validacdo
externa, com valores de 4,146 e 5,099, respectivamente. A capacidade preditiva do
modelo desenvolvido neste trabalho foi considerada satisfatoria e, portanto, foi validada
a hipétese de que modelos preditivos pela regressdao PLS é eficiente na estimativa do

conteddo de proteinas de reserva e, dessa forma analises de NIR podem ser utilizadas



em programas de melhoramento por propiciar reducdo de tempo e custos e, garantir

acuracia nas estimativas.

ABSTRACT

LORENZONI, Rodrigo Monte. Universidade Federal do Espirito Santo, February 2020.
Near infrared spectroscopy (NIR): a fast and efficient tool for estimating the
concentration of reserve proteins in soybean seeds [Glycine max (L.) Merrill].
Advisor: Tais Cristina Bastos Soares. Co-adivisor: Maximiller Dal-Bianco Lamas
Costa.

Storage protein content in soybean seeds directly influences the nutritional quality of
total protein, once the relation between glycinin (11S) e B-conglycinin (7S) fractions
determine the rate of sulfur-containing essential amino acids. Soybean breeding
programs that focus on soybean seed quality traits have been arising and thousands of
genotypes must be evaluated every breeding cycle. The conventional method of
estimating storage protein content is laborious and time-consuming, then, novel tools
must be used in order to optimize the phenotyping process. Near-infrared spectroscopy
(NIR) technique has been used in the food industry to determine different components.
It has high sensitivity, predictive potential and allows rapid analysis of samples. To
attend the high demand to estimate storage protein content, the present study aimed to
validate a calibration curve through the correlation between the estimates from
reference method and NIR spectra. Kjeldahl estimates and NIR spectra for storage
protein content were obtained from 105 samples for calibration, 25 for cross-validation,
and 26 for external validation, and then submitted to partial least squares analysis. The
coefficient of determination between the two methods was 0.965 for calibration and
0.976 for external validation. The other parameters of reliability were estimated, then
values of the standard error of calibration (0.293%), standard error of cross validation
(0.726%) and standard error of prediction (0.562%) obtained were considered low. The
relative predictive determinant was 4.146 and 5.099 for cross validation and external
validation, respectively. The magnitudes of these parameters were adequate to ensure
good predictive capacity and recommend the use of the adjusted model for estimating
storage protein content through partial least squares regression. Therefore, low cost and
time saving NIR analyses can be applied in soybean breeding programs for phenotyping

seed component traits properly.
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1. INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merrill] € fonte primaria de proteinas de origem
vegetal na alimentacdo humana, e principal fonte proteica na nutricdo animal. Seus
grdos contém mais proteina do que qualquer outra espécie vegetal utilizada
comercialmente (KUSUMANINGRUM et al., 2018). Considerando a totalidade do
conteddo proteico, as proteinas de reserva compreendem a maior porcdo e sdo
classificadas de acordo com o coeficiente de sedimentacdo, baseado na massa molecular
que cada fracdo apresenta. As fragdes 11S (glicina) e 7S (B-conglicinina) sdo as
principais unidades relacionadas a concentracdo de proteina na semente, por
corresponderem de 70 a 85% da composicdo do grdo (PANTALONE, 2012). O
conteddo, as proporcdes e a dindmica da biossintese das fracbes 11S e 7S variam com a
cultivar e o ambiente, o que afeta diretamente a quantidade e qualidade de proteina nos
gréos.

Na literatura é relatado correlacdo negativa entre produtividade e a concentracdo
de proteina (PATIL et al., 2017). Entre as proteinas de reserva também é observado
correlacdo negativa entre as fracGes 7S e 11S (KRISHNAN et al., 2007; WANG et al.,
2014). Além da reducdo do teor proteico total, o acimulo da fracdo 7S em detrimento
da 11S resulta na diminuicdo da concentracdo de aminodacidos sulfurados (cisteina e
metionina), portanto, perda de qualidade nutricional dos graos de soja (BOEHM et al.,
2018; KRISHNAN et al., 2007), uma vez que estes aminoacidos sdo essenciais para
animais.

No mercado global, € crescente a comercializagdo de produtos classificados
como de melhor qualidade nutricional. Com isso, caracteres relacionados a qualidade
vém se tornando um foco em programas de melhoramento. E importante ressaltar que se
deve avaliar um elevado numero de sementes para definir quais gendtipos devem seguir
no programa a partir da identificagdo e quantificacdo de um componente alvo.
Consequentemente, as analises devem ser rapidas e acuradas (KUSUMANINGRUM et
al., 2018; PATIL et al., 2017), para ndo comprometer o vigor das sementes e acelerar a
obtencdo de genotipos desejados. Convencionalmente, a estimativa de proteinas de
reserva isolada € realizada pela quantificacdo de nitrogénio pelo método de Kjeldahl
(LU et al., 2013). Entretanto, este método é demorado, laborioso, oneroso e poluente,
fatores que restringem a avaliacdo de elevado nimero de amostras para determinacgéo do

conteddo proteico dentro de um programa de melhoramento de soja. Com isso, &
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imprescindivel o desenvolvimento de métodos mais rapidos e econdmicos para
determinacdo da porcentagem de proteinas de reserva de soja.

A espectroscopia de infravermelho proximo (NIR) é uma técnica com elevado
potencial analitico, por apresentar alta sensibilidade na determinacdo de multicaracteres
em alimentos e permitir analisar grande nimero de amostras em curto periodo (CEN;
HE, 2007; WANG; PALIWAL, 2007). A andlise por NIR ja vem sendo utilizada para
mensurar a concentracdo de diferentes caracteristicas e constituintes em sementes e
grdos, dentre elas umidade, 6leo e proteina total (ZHU et al., 2018), perfil de acidos
graxos (PATIL et al., 2010) e viabilidade de sementes (KUSUMANINGRUM et al.,
2018). Contudo, o ponto crucial para utilizagdo da técnica de NIR é a confiabilidade dos
dados no processo de calibracdo da curva, a fim de garantir acuracia nas analises e
fornecer resultados precisos e confiaveis.

Diante do exposto, o trabalho foi desenvolvido sob a hipotese de que € possivel
estimar a concentragdo de proteinas de reserva por meio da técnica NIR. Assim,
objetivou-se desenvolver uma curva de calibracdo NIR a partir da correlagdo do método
de referéncia e os espectros adquiridos por NIR e valida-la para estimar a concentracdo

de proteinas de reserva em sementes de soja.
2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

Para fins de calibracdo foram utilizadas 105 amostras de sementes de soja
moidas, compreendendo 34 cultivares e 71 gendtipos derivados de cruzamento em F5
entre duas cultivares de soja do programa de melhoramento para qualidade da soja do
BIOAGRO-UFV (PMQS80 e PMQS12). Para validacdo cruzada foram utilizadas 25
amostras internas e para validacdo externa foram utilizadas um conjunto de 26 amostras
provenientes de cultivares e linhagens do PMQS (BIOAGRO-UFV), as quais foram
cultivadas em Capindpolis-MG/Brasil e Vicosa-MG/Brasil durante os anos de 2017 e
2018.

2.2. Analise de proteinas de reserva pelo método de referéncia

As analises foram realizadas no Laboratorio de Bioguimica Genética de Plantas
localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria da Universidade
Federal de Vigosa-MG.
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Inicialmente, as proteinas de reserva glicinina (11S) e B-conglicinina (7S) foram
extraidas com tampdo fosfato salino (tampéo fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,6; NaCl 0,4
M; B-mercaptoetanol 0,28%) (SOARES et al.,, 2004). Para tal, foram utilizados
aproximadamente 50 mg de soja moida e 1,5 mL do tampédo de extracdo. Os tubos
ficaram 45 minutos em banho de ultrassom, apos foram centrifugados por 15 minutos a
14.000 rpm e retirado o sobrenadante.

Para analise de Kjeldahl foram utilizados 50 pL do sobrenadante extraido
anteriormente contendo as fracdes 7S e 11S. Procedeu-se entdo a analise pelo método
Kjeldahl modificado, segundo as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1985).
Apo6s a obtengdo do material digerido com &cido sulfurico, foi adicionado perdxido de
hidrogénio 30%. Na fase de destilagdo, a amonia liberada foi recolhida em solucdo de
acido bérico 4%. Obtendo assim o teor de nitrogénio pela titulacdo da amonia com
acido cloridrico 0,05%. A partir do teor de nitrogénio, foi calculada a porcentagem de
proteinas de reserva da amostra, empregando-se o fator de nitrogénio 6,25 no material
analisado.

2.3. Aquisicéo dos espectros

Os espectros foram obtidos em espectrofotdmetro modelo Antaris Il FT-NIR
Analyser™ (Thermo Fisher Scientific). O software usado para o NIR foi 0 TQ Analyst
(Thermo Fisher Scientific), a regido medida encontrava-se entre 9.995 e 4.025 cm™
wavenumber e as medias de 20 varreduras sucessivas de cada uma das 105 amostras
foram utilizadas para as andlises.

Antes da calibracdo, os espectros de transmitancias originais foram corrigidos

pelo método matematico de primeira derivada.

2.4. Calibracao e validacao

A calibracdo foi realizada pelo método PLS (Partial Least Square). A técnica de
calibracdo PLS € baseada no algoritmo de PLS1, que examina a regido ou regides
especificadas dos espectros de calibracdo para determinar quais areas variam
estatisticamente em fungéo da concentra¢do do componente. A verificagcdo da presenca
de outliers foi realizada verificando o valor real da concentracdo obtida pelo método de
referéncia e o valor da predigéo pelo NIR. Extremos valores, acima e/ou abaixo, de duas
vezes o0 desvio padrdo foram removidos das analises (outliers) e a calibracéo realizada
novamente. O erro padréo de calibragdo (EPC) e coeficiente de determinacéo (R?) foram

usados para selecionar a melhor equacéo de calibracao.

13



2.5. Validagéo cruzada

O desempenho da equacdo obtida na calibragdo foi determinado a partir da
validacdo cruzada utilizando 25 amostras. O erro padrdo de calibracdo (EPC), o
coeficiente de determinacdo (R?) e o erro padréo de validagdes cruzadas (EPVC) foram
utilizados para selecionar a melhor equacdo de calibracdo (WINDHAM; MERTENS;
BARTON 11, 1989). O determinante preditivo relativo para validagéo cruzada (DPRc =
DP dos dados de referéncia / EPVC) foi calculado para determinar a capacidade

preditiva de cada modelo.

2.6. Validacdo externa

Diferente da validacdo cruzada, a qual utiliza amostras de dentro do conjunto
original, a validacdo externa deve ser realizada com amostras diferentes das originais.
Portanto, um conjunto de testes independentes, que representavam uma faixa dentro da
amplitude do contetdo proteico predeterminada pela calibracdo foi utilizado para
validacdo de cada modelo. Como parte da validacdo para determinar a precisdo da
estimativa foram calculados: coeficiente de determinacio (R?), erro padrdo da predicdo
(EPP) e determinante preditivo relativo (DPRv = DP dos dados do conjunto de testes /
EPP) (WILLIAMS, 2001). A estatistica de regressdo de validacdo foi realizada
conforme (GOMEZ; GOMEZ, 1984) .

3. RESULTADOS

3.1. Analise de espectroscopia

Com intuito de desenvolver uma curva de calibracdo para proteinas de reserva,
inicialmente foram selecionadas 105 amostras para calibragdo e 26 para validacao.
Todas as amostras foram previamente quantificadas pelo método de Kjeldahl e os
resultados evidenciaram que existe varia¢do no conteido de proteinas de reserva. Entre
as amostras de calibracdo foi observada uma amplitude de 26,41 a 43,63% com média
de 35,62% e nas amostras de validacdo a amplitude foi de 26,86 a 42,81% e media de
34,93% (Tabela 1).

Posteriormente, os farelos de todas as amostras foram utilizados para as leituras
no NIR e assim obter os espectros brutos (Figura 1a) e 0s espectros apds a correcédo da
linha de base pelo tratamento matematico da primeira derivada (Figura 1b) aplicada na
faixa espectral de 9995,0 a 4025,0 ™1, Ao verificar a figura 1b é possivel observar

maiores diferencas espectrais dentro da faixa de 7000 ™ a 5000 ™2,
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Tabela 1. Estatistica descritiva do conteido de proteinas de reserva em amostras de soja

utilizadas na

calibracdo e validagdo externa obtidas pelo método de referéncia

(Kjeldahl).
N°. de Ne°. de Min. Max. Media Desvio
amostras  outliers (%) (%) (%) padréo
Cal. 105 13 26,41 43,63 35,62 3,01
Val. 26 - 26,86 42,81 34,93 2,87
0.90+ a

Log{1/R)

Log(1/R)
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Figura 1. Espectros NIR originais do farelo de soja: (a) espectros brutos e (b) espectros

corrigidos na

linha de base obtidos a partir dos espectros brutos pelo tratamento

matematico da primeira derivada.
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3.2. Desenvolvimento e eficiéncia preditiva da equacao de calibragdo

Ap0s aquisicdo dos espectros procedeu-se analises de variaveis para predizer a
eficiéncia do modelo desenvolvido pelo método de regressdo PLS. Os coeficientes de
determinacdo da calibracdo e da validacdo externa foram de 0,965 e 0,976,
respectivamente (Tabela 2).

O procedimento de calibragdo do modelo apresentou erro padrdo (EPC) de
0,293%, resultado inferior em comparacdo com as validacdes cruzada (0,726%) e
externa, com erro padrdo da predicdo (EPP) de 0,562%. Os determinantes preditivos,
tanto da validagdo cruzada quanto externa, foram considerados elevados, sendo de 4,146
e 5,099 para as respectivas validacOes (Tabela 2).

A fim de observar o padrdo de distribuicdo das amostras relacionando os valores
obtidos por NIR e os valores de referéncia foram gerados graficos de dispersao para as
amostras de calibracdo (Figura 2a) e de validacdo externa do método (Figura 2b). Em
ambos os graficos é possivel verificar uma distribuicdo continua das concentragdes de
proteinas de reserva, com cobertura de pontos proximos o suficiente para a saturagdo
dos valores dentro da amplitude do conteddo de proteinas de reserva encontrada. Nas
amostras de validagdo externa, a qual foi realizada para verificar a precisdo do método,
os valores preditos e os obtidos por NIR ndo apresentam valores discrepantes, uma vez
gque 0s pontos se encontram em cima ou muito proximos da linha de tendéncia,

caracterizando nenhuma ou pequena variagdo entre os valores preditos e estimados.

Tabela 2. Estatisticas das equacdes de calibracdo, validacdo cruzada e validagdo externa

para proteinas de reserva.

Calibracéo Validacgéo cruzada Validacéo externa
R? EPC(%) EPVC(%) DPRc R? EPP(%0) DPRv
0,965 0,293 0,726 4,146 0,976 0,562 5,099

Andlise de regressao PLS: R? - coeficiente de determinacéo; EPC — Erro padrdo da calibragdo; EPVC —
Erro padréo da validagdo cruzada; DPRc — Determinante preditivo da validagéo cruzada; EPP — Erro

padrao da predicdo; DPRv — Determinante preditivo da validacdo externa.
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Figura 2. Graficos de dispersdo dos valores obtidos por NIR (valor atual) vs. valores de
referéncia (preditos) de proteinas de reserva no conjunto de amostras de farelo de soja
para calibracdo (a) e para validacdo externa do método (b).

4. DISCUSSAO

4.1. Anélise espectral

O contetdo de proteinas de reserva das 105 amostras obtido pelo método de
referéncia — Kjeldahl (Tabela 1) variou de 26,41 a 43,63%. Essa amplitude foi suficiente
para inferir que é possivel o desenvolvimento de modelos preditivos a partir da
espectroscopia por NIR.

Os espectros brutos obtidos por NIR (Figura 1a) apresentam diferenca na linha
de base entre as amostras, essa caracteristica pode levar a sobreposi¢des e valores sub
ou superestimados. Para minimizar os erros devem ser utilizados tratamentos
matematicos, como a primeira derivada, que permite separar sobreposi¢Ges e eliminar
backgrounds causados pela presenca de outros constituintes na amostra (CEN; HE,
2007; VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2006).
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Na figura 1b, sdo observados os espectros corrigidos pela primeira derivada.
Com a correcdo, as linhas de base foram suavizadas e acentuaram a resposta espectral a
composicdo quimica, e, dessa forma permitiu inferir que a variagéo encontrada entre as
amostras € devido a diferenca do contetdo de proteinas de reserva presentes em cada
amostra. Quanto maior a absorcdo, maior valor de proteinas de reserva foi observado.
As diferencas na absorcdo espectral entre as amostras, sdo devido a absorcdo pelos
grupos funcionais (CH, CH2 e NH) presentes na estrutura das proteinas (XU et al.,
2020).

4.2. Desenvolvimento, desempenho e acuracia da equacéo de calibracao

O método de regressdo PLS foi utilizado no desenvolvimento do modelo de
calibracdo por ser uma técnica de decomposicdo espectral que utiliza informacdes de
concentracdo durante o processo de decomposi¢cdo (BAIANU; GUO, 2011). Como 0s
conjuntos estdo relacionados por uma regressdo, € possivel construir o modelo de
calibracdo que posteriormente serd validado para classificar amostras desconhecidas em
uma aplicagéo real.

Os parametros de validacdo e precisdao do método para os conjuntos de dados de
calibracdo, validacdo cruzada e validacdo externa usando PLS estdo resumidos na
Tabela 2 e a correlagdo dos valores do método de referéncia e o estimado por NIR na
figura 2.

A melhor equacdo prevista para quantificar conteudo de proteina de reserva foi
selecionada embasada no coeficiente de determinacio (R?) e na minimizacdo do erro
padrdo de validagdo cruzada (EPCV) (WINDHAM; MERTENS; BARTON Il, 1989). O
valor R2 da calibracédo foi de 0,9654 (tabela 2), indicando alto grau de ajuste dos valores
preditos e estimados (Figura 2). Os resultados corroboram com os de diferentes autores
que desenvolveram eficientes modelos de calibracdo para quantificacdo de outros
constituintes presentes em sementes de soja por NIR. Como, por exemplo, para proteina
total, foram descritos R? de 0,810 (FERREIRA; PALLONE; POPPI, 2013), 0,886
(INGLE et al., 2016) e 0,942 (ZHU et al., 2018).

Para avaliar o desempenho preditivo do modelo, deve ser realizado o método
interno de validacdo cruzada e entdo verificar a acuracia do modelo pelos parametros de
EPVC e DPRc. Quanto menor o EPVc, maior o DPRc e melhor o desempenho preditivo
do método (ZHU et al., 2018). Os valores encontrados para EPVc e DPRc foram de
0,726 e 4,146 respectivamente (Tabela 2). A capacidade preditiva (DPR) do modelo
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desenvolvido neste trabalho foi considerada satisfatoria, uma vez que eficazes modelos
de calibracdo s&o aqueles que apresentam valores de DPRc acima de 2,4, entre 1,.5e 2,4
séo eficazes e valores abaixo de 1,5 ndo sdo adequados (BOTELHO; MENDES; SENA,
2013). Patil et al. 2010 ao desenvolver modelos para fracdes de acidos graxos em soja
encontraram EPVc com valores de 0,08; 0,21; 0,29; 1,05 e 1,10 e DPRc de 2,12; 2,34;
2,89; 3,14 e 3,20 e concluiram que todos os modelos foram eficientes para estimar o
conteldo de acidos graxos.

4.3. Validago externa do modelo

O conjunto de amostras de validacdo foi representado por amostras com valores
variando de 26,86 a 42,81% com desvio padrdo de 2,87 (Tabela 1). A amplitude dos
valores € fundamental para garantir estimativa eficiente do meétodo. Modelos que
utilizam amostras com baixa amplitude de resultados ndo satisfazem os parametros
minimos de sensibilidade, pois fornecem baixos valores de R2 e DPR (PATIL et al.,
2010).

Baseado nos parametros de R2, EPP e DPRv (Tabela 2) e no grafico de disperséo
com as correlagdes entre valor de referéncia e estimados (Figura 2b), o0 modelo previu
com precisdo o contetido de proteinas de reserva. O valor de R? foi de 0,9764, acima dos
descritos por Zhu et al., (2018), Patil et al., (2010) e Xu et al., (2020) com valores de
0,958, 0,89 e 0,830, respectivamente. Modelos com R2 proximo de 1 indicam alto grau
de ajuste na regressdo dos valores de referéncia e os estimados (ZHU et al., 2018). O
EPP foi de 0,5628. Esse valor é considerado baixo, e por ter sido menor que 0 erro
padrdo da calibracdo é confirmada a robustez da estimativa pelo método criado. O
DPRv encontrado foi de 5,099, valor bem acima do minimo considerado adequado
(BOTELHO; MENDES; SENA, 2013).

Apos andlise abrangente dos resultados da validacdo externa, o desempenho
preditivo do modelo de calibracdo usando o conjunto de validacdo externa pdde ser

validado com garantia da capacidade preditiva.
5. CONCLUSOES

A calibragdo de modelos preditivos pelo método de regressdo PLS é eficiente
para propiciar estimativas de forma acurada. A partir da criagdo do modelo é possivel
utilizar a espectroscopia NIR para quantificar contetdo de proteinas de reserva de soja
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em um elevado numero de amostras, reduzindo tempo e custos dentro de programas de

melhoramento.
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Capitulo 2

IDENTIFICACAO E VALIDACAO DE LOCI ASSOCIADOS AO CONTEUDO
DE PROTEINA TOTAL E DE RESERVA EM SOJA [Glycine max (L.) MERRIL]

23



RESUMO

LORENZONI, Rodrigo Monte. Universidade Federal do Espirito Santo. Fevereiro de
2020. Identificacao e validagdo de loci associados ao contetdo de proteina total e de
reserva em soja [Glycine max (L.) Merr.]. Orientadora: Tais Cristina Bastos Soares.
Coorientador: Maximiller Dal-Bianco Lamas Costa.

As proteinas de reserva correspondem a aproximadamente 70% do contetdo total de
proteinas nas sementes de soja e as proporcdes entre as suas principais fracbes (7S e
11S) influenciam a qualidade nutricional. Essa caracteristica afeta a inddstria de
alimentos a base de soja voltada para consumo humano e também a utilizacdo do farelo
na racdo animal. Em virtude dessa dindmica entre as proteinas de reserva vém sendo
desenvolvidos programas de melhoramento com intuito de modular a qualidade
nutricional da soja. A fim de contribuir com a identificacdo de marcadores Uteis para
selecdo assistida, objetivou-se com este trabalho estimar o efeito de marcadores SNPs
em uma populacdo de RILs derivada do cruzamento entre dois genotipos elite pre-
selecionados do ‘Programa de Melhoramento para Qualidade da Soja’ do BIOAGRO-
UFV (PMQS-80 e PMQS-12) voltado para aumento do contedo de proteina e
qualidade nutricional, e identificar genes candidatos presentes na regido proximal ao
marcador validado e que apresentem efeito sobre as caracteristicas de interesse. Para
isto, 271 RILs derivadas de F5 foram testadas em ensaios de campo em Capindpolis e
Vigosa, nas safras 2017/18 e 2018/19. Esse material foi analisado para as caracteristicas:
conteido de proteina total em sementes de soja, conteldo das proteinas de reserva 7S e 11S
e de suas respectivas subunidades. Posteriormente os individuos foram genotipados e
realizada analise associativa entre os caracteres morfoldgicos e moleculares. O contetido
médio de proteina total nos ambientes de Capindpolis foram de 48,947 e 47,651%, sendo
maiores que os observados em Vicosa, os quais foram 45,078 e 45,629%. O mesmo padréo
foi observado para proteinas de reserva com 40,225 e 38,019% em Capinopolis e 33,091 e
31,010% em Vigosa. Percentualmente, a relagdo PTN_Res/PT foi maior em Capindpolis do
que Vigosa. Foram observadas herdabilidades acima de 70% para PT, enquanto para
PTN_Res os valores ficaram entre 50 e 60%. Foram verificadas as correlagGes entre PT e as
proteinas de reserva e suas subunidades. PT apresentou correlagdo positiva com todas as
variaveis, enquanto as subunidades da fracdo 7S apresentaram correlagdo positiva entre
elas e negativa com as subunidades da fracdo 11S, o inverso tambeém foi verificado. A
correlagdo entre as proteinas 7S e 11S foi proxima de 0, mas ambas apresentaram

correlagfes positivas com o somatorio 7S+11S. Na andlise associativa o SNP 190 foi
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associado nos quatro ambientes para as variaveis PT, PTN_Res, subunidades &cidas e
basicas, proteina 11S e 7S+11S e apresentou a explicacdo méxima de 31,042% da
variacdo fenotipica no cultivo de CAP 2, assim como os maiores efeitos aditivos tanto
para PT e PTN_Res. Por fim, para buscar DEGs relacionados ao acimulo de proteinas
nas sementes de soja foi realizado mapeamento das reads dos genitores PMQS80 e
PMQS12 contra o genoma de referéncia e entdo selecionados quatro DEGs dentro da
regido proxima ao SNP190, entre eles o Glyma.20g084500 que estd relacionado ao
desenvolvimento do endosperma e, portanto pode estar associado ao acumulo de
proteinas em sementes de soja. Diante de todos os resultados observados, 0 SNP190 é
um potencial marcador para ser utilizado na selegdo assistida em programas de
melhoramento de qualidade da soja, uma vez que ele apresenta estabilidade e, o
contetdo proteico e a composicao subunitaria das proteinas de reserva sdo fortemente

influenciados por fatores ambientais e efeitos pleiotroficos.

ABSTRACT
LORENZONI, Rodrigo Monte. Universidade Federal do Espirito Santo, February 2020.
Identification and validation of loci associated with total and storage protein
content in soybean [Glycine max (L.) Merr.]. Advisor: Tais Cristina Bastos Soares.
Co-adivisor: Maximiller Dal-Bianco Lamas Costa

Storage proteins correspond to approximately 70% of the total protein content in
soybean seeds and the proportions between its main fractions (7S and 11S) influences
nutritional quality. This characteristic affects the soy-based food industry for human
consumption and also the use of bran in animal feed. Due to this dynamic among the
stotage proteins, breeding programs has been developed in order to modulate the
nutritional quality of soybeans. In order to contribute to the identification of useful
markers for assisted selection, the objective of this study was to estimate the effect of
SNPs markers in a population of RILs derived from the crossing between two elite pre-
selected genotypes of the ‘breeding program for soybean quality' from BIOAGRO-UFV
(PMQS-80 and PMQS-12), aimed at increasing protein content and nutritional quality,
and identifying candidate genes present in the region proximal to the validated marker
and that have an effect on the characteristics of interest. For this, 271 F5-derived RILs
were tested in field trials in Capinopolis and Vicosa-MG (2017/18 and 2018/19). This

material was analyzed for characteristics: total protein content in soybean seeds, content

25



of storage proteins, 7S and 11S, and their respective subunits. Subsequently, the
individuals were genotyped and an associative analysis was carried out between the
morphological and molecular characters. The average total protein content in the
Capindpolis environments was 48.947 and 47.651%, being higher than those observed
in Vicosa, which were 45.078 and 45.629%. The same pattern was observed for reserve
proteins with 40.225 and 38.019% in Capindpolis and 33.091 and 31.010% in Vigosa.
As a percentage, the PTN_Res / PT ratio was higher in Capinopolis than Vigosa.
Heritabilities above 70% were observed for PT, while for PTN_Res the values were
between 50 and 60%. Correlations between PT and the storage proteins and their
subunits were verified. PT showed a positive correlation with all variables, while the
subunits of the 7S fraction showed a positive correlation between them and negative
with the subunits of the 11S fraction, the reverse was also verified. The correlation
between 7S and 11S proteins was close to 0, but both showed positive correlations with
the sum of 7S + 11S. In the associative analysis, SNP 190 was associated in the four
environments for the variables PT, PTN_Res, acidic and basic subunits, 11S and 7S +
11S protein and presented the maximum explanation of 31.042% of the phenotypic
variation in CAP 2 cultivation, as well as the largest additive effects for both PT and
PTN_Res. Finally, to search for DEGs related to protein accumulation in soybean seeds,
the readings of the PMQS80 and PMQS12 readings were mapped against the reference
genome and then four DEGs were selected within the region close to the SNP190,
among them the Glyma.20g084500 which is related to the development of the
endosperm and, therefore, may be associated with the accumulation of proteins in
soybean seeds. In view of all the observed results, SNP190 is a potential marker to be
used in assisted selection in soybean breeding programs, since it has stability and, the
protein content and the subunit composition of the storage proteins are strongly

influenced by environmental factors and pleiotrophic effects.
1. INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merrill] € uma das culturas agricolas de maior
importancia para a economia mundial. Ela destaca-se como uma das principais fontes
proteicas presente no farelo utilizado na alimentacdo animal, assim como uma rica fonte
de proteina para humanos por meio do consumo de grédos inteiros e alimentos derivados
como tofu, proteina hidrolisada e leite (ZHANG et al., 2015). O consumo crescente de

alimentos a base de soja nos ultimos anos resultou em maior demanda por produtos
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derivados e gréos inteiros de melhor qualidade (YANG et al., 2016). A producdo nas
diversas regides produtoras do pais aponta para uma safra 2019/2020 de 120,86 milhdes
de toneladas (CONAB, 2020).

O grdo de soja é composto basicamente de proteinas (40%), carboidratos
(30%), lipidios (20%) e minerais (10%). Grande parte das proteinas € descrita como
proteinas de reserva, as quais foram classificadas de acordo com o coeficiente de
sedimentacéo (S), sendo elas: 2S, 7S, 11S e 15S (BARAC et al., 2004). As fragoes 11S
(glicina) e 7S (B-conglicinina) sdo as principais unidades que impactam na concentracao
de proteina na semente de soja e correspondem a aproximadamente 70% das proteinas
de reserva totais (YANG et al., 2016). Ambas as subunidades tém um efeito direto na
qualidade e quantidade proteica, de modo que o conteudo, as proporcdes e a dinamica
da biossintese das fragbes 11S e 7S podem variar com a cultivar e o ambiente
(PANTALONE, 2012).

Na literatura é relatada a existéncia de uma correlacdo negativa entre
produtividade e o contetdo de proteina (PATIL et al., 2017). O melhoramento praticado
nas ultimas décadas, em que a produtividade foi favorecida, levou a reducdo acentuada
do teor proteico no farelo do gréo, criando a necessidade de substituicdo de cultivares,
de modo que a tendéncia seja contida e, se possivel, revertida.

Tem sido demonstrado por alguns trabalhos uma correlagdo negativa entre as
fracOes 7S e 11S e que o maior acumulo da subunidade B da B-conglicinina (7S) pode
resultar em reducdo da fracdo 11S, a qual tem correlacdo positiva com contetdo total
(KRISHNAN, 2007; WANG et al., 2014). Além da reducdo do teor proteico total, o
acumulo da fragdo 7S em detrimento da 11S resulta em diminui¢do da concentracdo de
aminoacidos sulfurados (cisteina e metionina), promovendo perda da qualidade
nutricional dos grdos de soja (KRISHNAN, 2007; BOEHM et al., 2018), sendo,
portanto, desejavel uma maior relacdo 11S:7S.

Esforgos visando aumentar o conteldo de proteinas, assim como alterar as
proteinas de armazenamento 7S e 11S na soja sdo impulsionados principalmente pelas
industrias de processamento de alimentos (BOEHM et al., 2018). Para isto, programas
de melhoramento que buscam aumento do teor proteico e grdos com qualidade
nutricional sdo fundamentais. Esse fato tem aplicacdo direta na industria de derivados
da soja, visto que a obtencdo de um produto com alto conteudo e qualidade proteica ira
diminuir os custos da cadeia de processamento, favorecendo toda a industria dependente

da sojicultura brasileira.
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O surgimento de técnicas de genotipagem e de sequenciamento mais acuradas
levou a uma diminui¢do dos custos de genotipagem por SNPs, e isto permitiu que
estudos para identificacdo de QTLs (Quantitative Trait Loci) e GWAS (Genome-Wide
Association Study) tornassem mais acessiveis em programas de melhoramento. A
utilizacdo de marcadores SSR e SNPs para identificacdo de QTLs fica evidenciada em
diferentes estudos como o de Panthee et al. (2004), que utilizaram uma populacdo de
RILs (Recombinant Inbred Lines) para mapear os QTLs que estavam associados as
fragdes 7S e 11S das proteinas de armazenamento da soja. Teng et al. (2017) fizeram
uso de 727 marcadores SSR, genotiparam 129 acessos e a analise associativa permitiu
mapear oito QTLs em sete grupos de ligacdo diferentes para contetdo de proteina total
nos graos. Ma et al. (2016) mapearam um total de 35 QTLs usando 184 RILs e 221 SSRs
em quatro ambientes e foram identificadas cinco grandes regi6es genémicas, localizadas
nos cromossomos 1, 4, 6, 10 e 20, que se sobrepunham com multiplos QTLs para
diferentes caracteristicas. Boehm et al. (2018) utilizaram os SNPs polimérficos entre os
bulks caracterizados com o Illlumina SoySNP50K iSelect BeadChips (SONG et al.
2013) e identificaram QTLs para subunidades de proteina de reserva no cromossomo 3
(11S AT), cromossomo 10 (7S o’ e 11S A4) e cromossomo 13 (11S A3).

Atualmente, sdo descritos 275 QTLs relacionados a proteina total e
subunidades de proteina de reserva em soja (SOYBASE, 2020). A maioria dos QTLs
para contetdo de proteina foi identificada usando populacdes F2 e RILs (YESUDAS et
al., 2013; WANG et al., 2015; QI et al., 2016). A validacdo de marcadores associados e
0 mapeamento de QTLs para composicdo proteica podem fornecer informagdes sobre
relacGes genéticas e identificar os genes envolvidos no controle do processo (BOEHM
et al., 2018). E, dessa forma, elucidar a arquitetura genética intrinseca as complexas
familias de multigenes das subunidades glicina e B-conglicinina.

Diante do exposto, objetivou-se com este estudo estimar o efeito de marcadores
SNPs em uma populagdo de RILs derivada do cruzamento entre dois gendtipos elite pré-
selecionados do ‘Programa de Melhoramento para Qualidade da Soja’ do BIOAGRO-
UFV (PQMS-80 e PQMS-12) voltado para aumento do conteddo de proteina e
qualidade nutricional, e identificar genes candidatos presentes na regido proximal ao

marcador validado e que apresentem efeito sobre as caracteristicas de interesse.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material bioldgico

Foram selecionados dois acessos utilizados no Programa de Melhoramento da
Qualidade da Soja (BIOAGRO/DBB/UFV) que apresentavam alto conteddo proteico e
entdo realizado um cruzamento dos genitores PMQS-80 e PMQS-12, 47,007 e 45,780%
de conteddo proteico, respectivamente. A partir dos individuos F1, obteve-se 271
sementes que foram conduzidas em casa de vegetacdo pelo método SSD, da geragdo F2
até F5. Posteriormente, cada planta foi colhida individualmente e gerou as 271 RILs que

foram submetidas aos ensaios de campo.
2.2. Ensaios: locais, épocas e tratos culturais

Os ensaios foram conduzidos em duas localidades, Vigcosa-MG (20° 45' 14" S
42° 52' 55" O) e Capindpolis-MG (18° 40" 55" S 49° 34' 12" O). Em Vicosa, o plantio
foi realizado na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo (UEPE) do Departamento de
Fitotecnia, em duas diferentes épocas de semeadura, sendo elas novembro/2017 e
dezembro/2018. Em Capindpolis, o plantio foi realizado na Central de Experimentacéo,
Pesquisa e Extensdo do Triangulo Mineiro (CEPET), em novembro/2017 e
novembro/2018. Assim, o0s genétipos foram avaliados em quatro ambientes distintos
(VIC 1, VIC 2, CAP 1 e CAP 3). Os tratos culturais seguiram as recomendacdes para a
cultura da soja, incluindo fertilizacdo do solo no momento do plantio, controle quimico
de plantas daninhas, insetos praga e fitopatdgenos. A irrigacdo via aspersdo foi
administrada de acordo com a demanda até o momento em que os gréos atingiram o

ponto de maturacdo fisiolégica.
2.3. Delineamento experimental

O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados com duas repeticdes. A
dimenséo das parcelas foi de 1 m de comprimento, 0,5 m de largura entre parcelase 1 m
de intervalo entre blocos subsequentes. Foram semeadas 20 sementes por metro, com
posterior desbaste pos-emergéncia para uma populacdo final de 12 plantas por metro.
Apbs a maturidade fisiologica (R8), cada parcela foi colhida separadamente em bulk de

sementes e amostradas para fenotipagem.
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3. Fenotipagem

3.1. Estimativa do contetdo de proteina total e proteinas de reserva

Apos colheita manual das plantas nos ensaios de campo, uma quantidade
minima de 30 grdos por parcela foi moida em um moinho industrial modelo MA020
(Marconi Equipamentos para Laboratério, Piracicaba, SP, Brasil), de forma a gerar
granulometria adequada. O farelo obtido foi analisado para o conteido de proteina e
proteinas de reserva por espectrometria de infravermelho proximo (NIR), utilizando-se
0 equipamento Antaris Il FT-NIR analyzer (Thermo Fisher Scientific Brasil
Instrumentos de Processo Ltda., S&do Paulo, SP, Brasil). Os valores obtidos foram

convertidos para percentuais em base seca.

3.2. Anélise das concentracgdes das proteinas 11S e 7S e de suas respectivas
subunidades

Para as analises de concentracdo foram utilizadas 236 amostras (2 genitores +
234 RILs) de cada ambiente avaliado (CAP 1, CAP 2, VIC 1 e VIC 2) com duas

repeticdes.

3.2.1. Extracédo das proteinas de reserva

As proteinas de reserva glicinina (11S) e p-conglicinina (7S) foram extraidas
em duplicatas utilizando tampao fosfato salino (fosfato de sodio 0,05 mol.L?, pH 7,6;
NaCl 0,4 mol.L; B-mercaptoetanol 0,28%) (SOARES et al., 2004). Foram utilizados
aproximadamente 50 mg de soja moida e 1,5 mL do tampdo de extracdo. As amostras
foram submetidas a banho de ultrassom por 45 minutos, apés isso foram centrifugadas
por 15 minutos a 14.000 rpm e o sobrenadante com o extrato proteico transferido para

um novo tubo.

3.2.2. Eletroforese em gel SDS-PAGE 1D

A uma aliquota de 5 pL do extrato proteico foram adicionados 15 pL do
tamp&o de amostra 3X (Tris 0,1875 mol.L; SDS 6,9%; glicerol 30%; pH 6,8), 10 pL
do corante azul de bromofenol 0,05% e 30 uL de B-mercaptoetanol. Antes da aplicacéo
no gel os tubos eram colocados em banho-maria a 100°C por 3 minutos e 10 pL da
solucéo foram aplicados em gel SDS-PAGE (5% - 12,5%). A corrida eletroforética foi
conduzida a 80 Volts até o corante atingir o gel de separacdo e em seguida a voltagem
era elevada para 120 Volts por 3h30min. Terminada a corrida, os geéis eram colocados
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em solucédo corante (1,5 g de Coomassie Brilliant Blue G, 90 mL de &acido acético, 450
mL de metanol e 460 mL de &gua) por 12 horas e depois em solucéo descorante (75 mL
de &cido aceético, 250 mL de metanol e 675 mL de agua) por 12 horas. Os géis, depois
de descorados, foram armazenados em solucdo de glicerol 10% até o momento da
analise por densitometria (SOARES et al., 2004).

Em todos os géis foi utilizada a mesma amostra padrdo (M7739 IPRO),
aplicada no inicio e no fim gel, as quais foram quantificadas junto com as demais
amostras para corrigir possiveis diferencas entre as extracdes e eletroforeses. Para
possibilitar a quantificacdo via densitometria foram utilizadas 4 concentracdes de BSA
0,1; 0,2; 04 e 0,6 pg). E, como forma de garantir que as bandas analisadas
correspondiam as proteinas 7S e 11S e suas respectivas subunidades foi utilizado
marcador LMW-SDS Marker Kit (GE Healthcare Life Sciences).

3.2.3. Densitometria e estimativa da concentragao

Para proceder a analise densitométrica os geis foram escaneados e as imagens
obtidas pelo software ImageMaster (GE Healthcare Life Sciences). A quantificacdo foi
realizada pelo software ImageJ pela diferenca entre a densidade Otica observada em
cada banda e a densidade 6tica do background.

A porcentagem final das subunidades o’, o e P da B-conglicinina, e das

subunidades acidas e basicas da glicinina foi obtida segundo Soares et al. (2004).

1. As porcentagens das subunidades foram obtidas de todas as amostras analisadas,
inclusive dos padr@es de extracao:

%S x PE

% subunidade = 100

Em que:
% Subunidade = porcentagem da subunidade em questdo em 100 mg de proteina;
%S = porcentagem da subunidade presente no gel;

PE = porcentagem de proteina do extrato obtida por espectroscopia NIR.

2. Cada subunidade dos padrdes de extracdo foi corrigida a partir da média dos
padrdes:

E=¢ep—em
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Em que:
E = Desvio de cada subunidade para cada gel;
ep = % de cada subunidade no padréo de extragéo para cada gel;

em = % média de cada subunidade dos padrdes de extracéo.

3. Cada subunidade das proteinas foi obtida a partir de:
%final= %Subunidade- E
Os valores de porcentagem final de cada subunidade foram corrigidos para
70%, o que corresponde ao valor médio esperado da soma das fracbes 7S e 11S para

proteinas de reserva em soja (WANG et al., 2014).
4. Genotipagem
4.1. Extracdo de DNA

Foram coletadas folhas jovens e completamente expandidas das plantas em
estadio V4 cultivadas em Vicosa em janeiro de 2018. O DNA foi extraido de acordo
com o protocolo proposto por KING et al. (2014). Apés a extracdo foi verificado a
quantidade e qualidade em espectrofotdbmetro NanoDrop (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, EUA) e em gel de agarose 0,8%, respectivamente.

4.2. Selecdo de marcadores

Em projeto realizado anteriormente pelo Programa de Melhoramento da
Qualidade da Soja (PMQS/BIOAGRO/DBB/UFV) foram selecionados 269 SNPs no
banco de dados soybase (https://www.soybase.org), presentes em regifes associadas a
QTLs que estdo associados ao aumento do contetdo de proteina, Gleo e resisténcia a
nematoides. Estes marcadores SNPs foram selecionados com base em: 1) SNPs
publicados em estudos de associacdo genémica ampla (GWAS); 2) SNPs proximos a
regibes de caracteristicas de interesse e; 3) SNPs proximos a microssatélites
sabidamente associados com as caracteristicas mencionadas e j& utilizados no programa.
Posteriormente, foi realizada genotipagem dos SNPs selecionados em 34 gendtipos
utilizados no PMQS pela empresa LGC Genomics.

Para selecdo dos marcadores mais promissores foi realizada analise associativa
entre os marcadores e os dados fenotipicos para conteddo de proteina. Entre os
marcadores associados foram selecionados aqueles polimorficos entre 0s genitores

PMQS80 e PMQS12. Os marcadores selecionados sao descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Marcadores SNPs selecionados e usados na validacao.

SNP Cromossomo  GL  Referéncia

46 1 Dla SONGetal., 2013

56 18 G SONG et al., 2013

62 20 I SONG et al., 2013

94 8 A2  ZHANGetal., 2015
115 15 E BANDILLO et al., 2015
190 20 I BANDILLO et al., 2015

4.3.Amplificagéo

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

computacional AB 7500 Software v.2.3.
4.4. Analises genético-estatisticas

4.4.1. Associacdo marcador x caracteristicas

O estudo de associacdo marcador-caracteristicas foi realizado pela analise de
marca simples (SCHUSTER; CRUZ, 2008), por meio de regressdo linear.

O valor do coeficiente de determinacdo da regressdo (R2) é a propor¢do da
variacdo dos valores fenotipicos explicados pelo marcador. Assim, a contribuicdo de
cada loco é estimada pelo valor de R? da analise de regressao.

4.4.2. Estimativa da herdabilidade
A herdabilidade para proteina total (PT); proteinas de reserva (PTN_Res); -

conglicinina (7S) e suas subunidades o’, a e B; Glicinina (11S) e suas subunidades
Acidas e Bésicas; e 0 somatdrio das fracdes 7S e 11S foi estimada como proposto por
Zhang et al. (2015).

2
. h2 = _20-9_
em que: og + o’

r

oy € 0 componente de variancia do efeito aleatério dos gendtipos;
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o € 0 componente de variancia associado ao erro;

r € o nimero de repeticdes.

4.4.3. Correlagdes entre variaveis

Foi realizado um estudo de correlagdo genotipica entre todas as varidveis
avaliadas, por meio da estimacgéo do coeficiente de correlacdo (r) (CRUZ et al., 2012).

4.4.4. Andlises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio dos softwares GENES
(CRUZ, 2013), GQMOL (CRUZ; SCHUSTER, 2004) e TASSEL (BRADBURY et al.,
2007).

4.5. Mapeamento das reads

Trabalhos anteriores desenvolvidos pelo grupo de pesquisa PMQS/UFV
realizaram uma comparagdo do perfil transcricional de trés variedades, contendo alto
contetdo de proteina e baixo teor de 6leo, com trés variedades contendo baixo contetdo
de proteina e alto teor de 6leo no estadio de desenvolvimento R5 (SILVA, 2018). Com
o0 intuito de identificar genes diferencialmente expressos dentro de uma possivel regido
que contém um importante QTL relacionado ao aumento do contetdo de proteinas em
sementes de soja, foram analisados os dados de RNASeq para as duas variedades
utilizadas naquele estudo (Sequence Read Archive (SRA) nimero SRP155599).

4.6. Anélise de expressao diferencial

As reads dos genitores PMQS-80 e PMQS-12 foram mapeadas com base no
genoma de referéncias da soja Williams 82 na regido do cromossomo 20 utilizando o
software STAR (DOBIN et al., 2013). A contagem das reads mapeadas e a anélise de
expressao diferencial foram realizadas com o software R a partir das contagens de
alinhamento com o genoma de referéncia. Foi utilizada uma comparacdo contrastando a
linhagem PMQS-80 e PMQS-12. Os genes diferencialmente expressos (DEGS)
encontrados na regido selecionada foram anotados e investigados nas plataformas
Soybase, Phytozome e PUBMED para a identificacdo de provaveis genes candidatos a

propiciar aumento do contetdo de proteinas.
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5. RESULTADOS
5.1.Caracteristicas gerais da populacao

Com intuito de selecionar materiais para o desenvolvimento de estudos
associativos entre marcadores moleculares e caracteres fenotipicos, inicialmente foram
realizados procedimentos de fenotipagem para avaliacdo do conteudo proteico total das
sementes de soja e da composi¢do das proteinas de reserva B-conglicinina e glicinina.
Na figura 1 é apresentado o padrédo eletroforético das proteinas de reserva e na tabela 2
sdo demonstrados os desempenhos dos genitores e das RILs para conteldo de PT,
PTN_Res, fracdes 7S e 11S, e suas respectivas subunidades nos quatro ambientes
avaliados. Os conteudos medios de proteina total (PT) e de reserva (PTN_Res) foram
maiores nas RILs cultivadas em Capindpolis, com média dos dois anos consecutivos de
48,30% para PT e 39,12% para PTN_Res. Nas RILs cultivadas em Vigosa foram
observados valores de 45,35% e 32,05%. Para todas as demais variaveis foi observado o
mesmo padrdo, em que os cultivos em Capinopolis tiveram maiores médias do que os
realizados em Vigosa.

Para verificar a composi¢do do contetdo proteico encontrados nas sementes foi
observada a razdo entre PTN_Res e PT e (Tabela 2) e foi verificado que tanto os
genitores quanto as RILs cultivadas em Capindpolis apresentaram maiores valores de
proteinas de reserva em relacdo aos ambientes de Vigosa. Contudo, ao avaliar a
dindmica entre as principais proteinas de reserva pela relacdo da fragdo 11S/7S néo foi
encontrada diferenca estatistica entre os ambientes.
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Figura 1. Gel de poliacrilamida desnaturante 12% (SDS-PAGE) de algumas RILs
utilizadas neste trabalho. No primeiro poco é observado o padrdo LMW-SDS Marker -
GE Healthcare Life Sciences, nos quatro pogos subsequentes séo padrdes de BSA (0,1;
0,2; 0,4 e 0,6 g, respectivamente) e em seguida € verificado o padrdo de separacdo das
proteinas de reserva B-conglicinina (7S) e glicinina (11S) em alguns dos gendtipos

avaliados.
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Tabela 2. Médias fenotipicas dos contetdos de proteina total (PT), proteinas de reserva (PTN_Res), B-conglicinina (7S), glicinina (11S) e suas
respectivas subunidades da populagdo de RILs e genitores nos quatro ambientes avaliados.

Amb,  Genotipos PT (%) PTN_Res (%0) a' (%) a (%) B (%) Acidas (%) Basicas (%) 7S (%) 11S (%)  11S/7S PTN_Res/PT
BR80 48,768 +1,276 39,827+1,987 3,580+2,021 2,335+0,783 2,576+0,871 9,097+1,103 10,290+1,976 8,491+2,014 19,388+1,993 2,283 81,666
CAP1  NT12  46,676+2,027 37,309+1,874 2,820+2,879 2,280+0,679 2,447+0,582 8,383+1,004 10,186+2,307 7,547+1,967 18,569+2,303 2,460 79,932
RILs  48,947+2,130 40,225+2,545 3,089+1,069 2,819+0,911 2,786+1,098 8,771+1421 9,991+2079 8,693+1,814 18,762+2,480 2,158 82,180
BR80  47,906+2,109 37,376+3,762 3,359+0,998 2517+1,006 2,107+0,981 7,827+1,361 9,226+1231 7,983+2,093 17,053+2,322 2,136 78,020
CAP2  NT12  47,011+2,653 37,618+1,682 4,178+0,876 2,636+1,005 1,966+1,026 7,662+1,203 9,891+1,532 8,780+1,025 17,552+2,211 1,999 80,020
RILs  47,651+2,409 38,019+3,217 2989+1063 2,719+0,922 2692+1,128 8,464+1499 9,629+2137 8,400+1954 18,093+2,661 2,154 79,578
BR8O  46,470+2,132 33,998+1,788 2,649+0,724 2,049+0,891 2,016+1,013 8,316+1,008 8,769+0,998 6,714+1,112 17,085+2,087 2,545 73,161
VIC1  NT12  4517+2,415 33,232+1,814 3,260+0,658 2,883+0,989 1,363+0,997 7,751+1,105 8,006+2,187 7,505+0,999 15757+2,166 2,099 73,568
RILs  45078+2,793 33,091+3,184 2,703+0,988 2,170+0,967 2,236+1,102 7,479+1,893 8,557+2,380 7,109+2,084 16,036+3,313 2,256 73,408
BR8O  46,761+2224 23,932+2,128 1,715+0,968 1,164+0,937 1,375+1,215 4,911+1,923 7,197+1,782 4,254+2,081 12,108+3,151 2,846 51,179
VIC2  NT12  45947+3,213 34,231+1,814 2,827+0,898 3,081+0,769 2,001+0,892 7,575+1,874 8,479+2541 7,908+1,786 16,053+3,546 2,030 74,501
RILs  45629+3,806 31,010+2,364 2514+1,110 2,032+1,027 2,075+1,089 6,902+2,160 7,964+2734 6,621+2,138 14,866+4,012 2,245 67,961
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5.2.Parametros geneticos e fenotipicos

Pelo teste de normalidade todas as variaveis puderam ser analisadas por meio
da distribuicdo normal, uma vez que todos os caracteres apresentaram distribuicédo
continua dos dados pelo teste de Lilliefors (p=0,01).

Ao avaliar todas as varidveis foram observadas diferencas significativas
(p<0,01) entre gendtipos e na interacdo genodtipo x ambiente (G x A), 0 que demonstra
comportamento diferenciado nos ambientes avaliados. Na selecdo é fundamental
conhecer se a variagao observada é devido a causas genéticas ou ambientais, por isso
foram realizadas estimativas das herdabilidades (h?) e observada a razdo CVg/CVe
(Tabela 3). Onde foram verificados menores valores de h? para todas as variaveis nos
cultivos de Vicosa em relacdo a Capindpolis, sendo que o conteudo de PT foi a
caracteristica que apresentou maior herdabilidade (73 a 84%) e apresentou razdo
CVg/CVe acima de 1, enquanto todas as demais varidveis apresentaram valores
inferiores a 1. Um terceiro parametro foi avaliado a fim de garantir a robustez dos
resultados e as relacdes >QMR/<QMR apresentaram valores entre 1,548 (PT) e 2,99
(PTN_Res). A confiabilidade dos resultados pode ser observada pelos coeficientes de
variacdo, os quais ficaram abaixo de 10% para todas as caracteristicas. O resumo das
andlises ¢ apresentado na tabela 3.

5.3.Correlacdo entre as variaveis

No quadro 1 estdo demonstradas as correlacGes entre os caracteres. Proteina
total apresentou correlacdo positiva com todas as variaveis, enquanto as subunidades a’,
a ¢ P demonstraram correlacdo positiva com a fracdo 7S (0,665; 0,728 e 0,564,
respectivamente) e negativa com a 11S (-0,020; -0,025 e -0,052, respectivamente). De
forma semelhante, as subunidades &cidas e basicas obtiveram correla¢6es positivas com
a fracdo 11S (0,740 e 0,850) e negativas com a 7S (-0.257 e -0.188). As proteinas 7S e
11S apresentaram correlacfes positivas com o somatorio 7S+11S, entretanto foi
verificado grande diferenca entre os valores estimados de cada uma, onde a correlacéo
foi mais alta para a fragdo 11S (0,732) do que a 7S (0,397). A correlagdo entre as

proteinas 7S e 11S foi préxima de 0.
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Tabela 3. Estimativas de parametros genéticos para contetido de proteina total,
proteina de reserva, B-conglicinina (7S) e glicinina (11S) com suas respectivas
subunidades nos quatro ambientes avaliados.

>QMR/ Cvg/

Variavel Ambiente h2 <QMR Cve CV% Fe Fexa
CAP1 0,846
CAP?2 0,825 . .
PT VIC 1 0.737 1,548 1,220 4112 13,367 9,862
VIC 2 0,776
CAP1 0,620
PTN_Res CAP 2 0,599 2,990 0,488 5,044 11,022**  6,217**

VIC 1 0,510
VIC 2 0,571

CAPL 0,708
CAP2 0,725
' , **x *x
¢ VIC1 0,354 1,672 0482 7,442  2,648%* 1,690

VIC 2 0,401

CAP1 0,783
CAP 2 0,730 . o
¢ VIC1 0411 1,836 0475 7,634 2468 1845

VIC 2 0,484

CAP1 0,790
CAP 2 0,805

*%x **
B vicl  os7 1,957 0,564 8118  3082** 1834
VIC2 0436
CAP1 0,757
. CAP2 0,793 - -
Acidas vicl o704 2,576 0610 6889  2709** 2616
vIC2 0708
CAP1 0,604
Basicas cApz 070l 1,720 0520 70249  2443%%  2,252%*

VIC1 0,714
VIC 2 0,660

CAP1 0,711
CAP 2 0,753

, ** *x

s VIC 1 0,440 1,900 0493 7,090  12,451** 5139

VIC 2 0,630

CAP1 0,664
CAP2 0774 » "
115 VIC 1 0.507 2,253 0613 5558 2462 3,090

VIC 2 0,567

** significativo a p<0,01.

h2 = herdabilidade no sentido amplo;

QMR = quadrado médio do residuo;

CVg/CVe = relagao entre coeficiente de variagdo genotipica e ambiental;

CV = Coeficiente de variacéo;

Fg e Fg x a = valores de F para gendtipo e interacdo gendtipo x ambiente, respectivamente.
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Quadro 1. Estimativas das correlacdes genotipicas entre proteina total (PT) e
as proteinas 7S e 11S com suas respectivas subunidades.

o a p  Acidas Basicas 7S 11S  7S+11S

PT 0,318 0,126 0,071 0,627 0,461 0,263 0,666 0,795
a' 0,450 -0,097 0416 -0,035 0,665 -0,020 0,385

o 0,077 0,331 -0,294 0,728 -0,025 0,248

B -0,013 -0,065 0,564 -0,052 0,148
Acidas 0,273 -0,257 0,740 0,645
Basicas -0,188 0,850 0,541
7S 0,064 0,397
11S 0,732

5.4. Associacdo de marcadores moleculares as caracteristicas avaliadas
5.4.1. SNPs associados

Dentre os seis marcadores associados ao contetido de proteina no estudo de
GWAS (Dados ndo publicados) e polimdrficos entre 0s genitores selecionados para a
genotipagem das RILs (Tabela 1), quatro apresentaram associacdo com PT em pelo
menos um dos ambientes avaliados (Tabela 4).

Dois marcadores merecem destaque, SNPs 62 e 190, ambos encontrados no
cromossomo 20. O SNP 190 foi associado nos quatro ambientes para as variaveis PT,
PTN_Res, subunidades &cidas e basicas, proteina 11S e 7S+11S e apresentou as maiores
variacdes fenotipicas explicadas pelo marcador, chegando a 31,042% no cultivo de CAP
2, assim como os maiores efeitos aditivos tanto para PT e PTN_Res. Outro marcador de
destaque foi 0 SNP 62 o qual, associou em trés ambientes (CAP 1, CAP 3 e VIC 1) para
PT e PTN_Res. Ao avaliar as subunidades da -conglicinina foi verificado associacao
do SNP 46 para a subunidade o nos ambientes VIC 1 e VIC 2 e O SNP 56 foi associado
com a subunidade o' nos ambientes CAP 1, CAP 2 ¢ VIC 1, com variacado de 2,416 a
3,212 %, contudo o efeito aditivo foi negativo.

A variagdo fenotipica explicada pelos marcadores foi maior nos cultivos
realizados em Capinopolis. CAP 1 apresentou 34,36% para PT e 13,79% para
PTN_Res. No ambiente CAP 2 foram observados valores de 39,56% (PT), 15,11%
(PTN_Res), 9,78% (11S) e 13,99% (7S+11S). Enquanto menores valores foram
estimados nos cultivos de Vicosa. Ao analisar os dados de VIC 1 foram verificadas
variacoes de 30,60% (PT), 14,65% (PTN_Res), 14,13 (11S) e 15,56 (7S+11S). Apesar

de menores em comparacdo com os cultivos de Capinopolis, o cultivo realizado no ano
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de 2017/18 (VIC 1) apresentou maiores valores em relacdo ao cultivo de 2018/19 em
Vigosa (VIC 2), onde foram observados 8,45% (PT), 2,92% (PTN_Res), 6,23% (11S) e
2,92% (7+11S) (Tabela 4).

As subunidades da proteina glicinina apresentaram maiores associacdes com 0s
marcadores em compara¢do com as subunidades de B-conglicinina. As subunidades
acidas foram associadas em pelo menos um ambiente com os marcadores 46 e 62,
enquanto, com o SNP 190 foram associadas nos quatro ambientes. As subunidades
basicas foram associadas em um ambiente com 0 SNP 62 e em todos com o SNP 190.
Ao avaliar as subunidades da B-conglicinina ¢ possivel observar que a subunidade o'
associou em CAP 1 e VIC 1 com o SNP 56 que apresenta efeito aditivo negativo, a a foi

associada em VIC 1 e VIC 2 com 0 SNP 46 e a 3 ndo apresentou nenhuma associagao.
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Tabela 4. SNPs associados aos contetidos de proteina total, proteina de reserva, -

conglicinina (7S) e glicinina (11S) com suas respectivas subunidades nos quatro

ambientes avaliados, avaliados por meio do mapeamento por marca simples em RILs.

SNP Cromossomo/ Ambiente  Caracteristica R2?* (%) p-Valor Ef_el_to Fonte dg alelo
GL aditivo favoravel
VIC 1 o 3,617 0,0039 0,262
46 1/Dla Acidas 1,733 0,0471 0,387 PMQS-12
VIC 2 o 1,747 0,0462 0,1841
CAP 1 o 2,577 0,0146 -0,253
CAP 2 o 2,416 0,0181 -0,042
PT 2,595 0,0142 -0,908
56 187G VIC 1 o 3,212 0,0063 -0,242 PMQS-80
7S 1,744 0,0449 -0,418
7S +11S 2,367 0,0193 -1,289
PT 4,741 0,0011 1,068
CAP1 PTN_Res 3,354 0,0021 0,993
PT 8,523 0,0011 1,468
PTN_Res 3,454 0,0021 0,993
CAP2 Basicas 2,555 0,0174 0,535
11S 3,406 0,0059 0,8
62 20/1 7S +11S 2,339 0,0223 0,993 PMQS-80
PT 3,873 0,0039 1,103
PTN_Res 3,385 0,0033 0,972
vic 1 Acidas 4,431 0,0016 0,638
7S 2,099 0,0313 0,465
11S 3,313 0,0067 1,024
7S + 11S 1,928 0,0391 1,521
115 15/E CAP 1 PT 4,403 0,0014 0,893 PMQS-80
PT 25,224 0 3,935
PTN_Res 10,445 0 2,217
Acidas 1,913 0,0372 0,296
CAP1 Basicas 2116 00281 0229
11S 9,425 0,0002 1,212
7S + 11S 10,446 0,0001 1,556
PT 31,042 0 2,347
PTN_Res 11,656 0,0002 1,561
Acidas 5,202 0,0005 0,547
CAP2 Baésicas 2,614 0 0,534
11S 6,375 0,0001 1,082
7S + 11S 11,656 0,0001 1,572
190 20/1 PT 24.136 0 4.26 PMQS-80
PTN_Res 11,27 0,0002 1,517
vic 1 Af:i_cias 9,834 0 0,944
Basicas 5,796 0,0003 0,927
11S 10,824 0 1,872
7S +11S 11,27 0,0004 1,95
PT 8,45 0,0013 1,746
PTN_Res 2,925 0,0214 0,659
VIC 2 Acidas 4,797 0,0009 0,645
Basicas 4,427 0,0014 0,844
11S 6,237 0,0001 1,492
7S +11S 2,925 0,0163 1,735

* Proporgdo da variancia fenotipica explicada pelo marcador.
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5.4.2. Combinacéo de loci favoraveis

A fim de verificar a contribuicdo dos marcadores e seus efeitos nos contetdos
de PT, PTN_Res e das fragdes 7S e 11S, os SNPs associados foram agrupados com
todas as possiveis combinac@es alélicas encontradas nas RILs (Tabela 5).

Ao analisar os genotipos que continham apenas um marcador, o SNP 190 foi
quem mais contribuiu com PT, tendo efeito aditivo de 2,20. Para PTN_Res 0 mesmo
marcador apresentou o segundo melhor ganho (1,21). Quem mais contribuiu para
PTN_Res foi 0 SNP 94 (1,52%), no entanto ele promoveu reducdo de PT. A proteina 7S
teve ganho de 0,712% com o SNP 46, e esse marcador foi quem mais contribuiu
negativamente com o contetdo de PT (-2,4%). A presenca do SNP 62 favoreceu PT,
PTN_Res e 11S e reduziu os contetdos de 7S e 7S+11S.

Quando analisados os gendtipos que apresentam dois marcadores, a combinacao
de SNP46 e 190 apresentou maiores ganhos, com efeitos aditivos de 3,04% (PT), 3,95%
(PTN_Res), 1,96% (11S) e 1,64% (7S+11S). Nas linhagens com trés marcadores, a
combinacdo mais favoravel foi a dos SNP 46, 56 e 190, a qual propiciou aumento em
todas as caracteristicas avaliadas, sendo 3,31% (PT), 1,97% (PTN_Res), 0,11% (7S),
1,79% (11S) e 1,90% (7S+11S). Acima de trés marcadores, as contribuigdes apresentam
valores préximos ou menores que as demais combinacdes alélicas.

Dentre todos os marcadores, o SNP 190, além de ter apresentado maior
contribuicdo para aumento do contetdo proteico total, esteve presente em todas as
combinagdes que favoreciam o aumento das caracteristicas avaliadas, com excecdo da

-conglicinina.
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Tabela 5. Comparacdo dos conteudos de proteina total, proteina de reserva, -
conglicinina (7S) e glicinina (11S) em grdos de soja em fungdo do ndmero e
combinacédo de loci favoraveis para a caracteristica e seus respectivos valores de efeito

aditivo (EA).

SNP % da PT EA PTN_ EA 7S EA 11S EA 7S+11S EA

Pop. Res
46 0.427 42757 -2.400 32521 -2473 8830 0.712 14562 -1.823 23.392 -1.111
56 0.427 43.854 -1.303 34.498 -0.497 7.207 -0.911 17302 0917 24509 0.006
62 0.855 45755 0599 35320 0.325 7.409 -0.709 16.769 0.384 24.178 -0.324
94 0.427 44245 -0911 36,520 1526 8581 0463 16.115 -0.270 24.695 0.193
115 1282 45364 0.208 35321 0.327 7.220 -0.898 18.231 1.846 25451 0.948
190 4701 47360 2204 36.207 1.213 8.081 -0.037 17.212 0.827 25.293 0.790
46 e 56 1282 44172 -0.984 34139 -0.855 7.814 -0.304 16.269 -0.116 24.082 -0.421
46 € 62 0.427 44638 -0518 34302 -0.692 7.326 -0.791 15883 -0.502 23.210 -1.293
46 e 115 2137 44592 -0.565 34.628 -0.366 7.593 -0.525 16,561 0.176 24.153 -0.349
46190 0.855 48196 3.040 38953 3959 7.797 -0.321 18351 1966 26.148 1.645
56 e 115 0.855 43453 -1.703 32.788 -2.206 7.734 -0.384 15745 -0.640 23479 -1.023
56 e 190 2991 46.758 1602 35810 0.816 7.878 -0.239 17333 0948 25.211 0.708
62 e 56 0.855 44.137 -1.019 32,609 -2.385 7.723 -0.395 15760 -0.625 23.483 -1.020
62 e 94 0.427 42518 -2.638 31.856 -3.138 6.835 -1.283 15368 -1.017 22.203 -2.300
62 e 115 2137 45.095 -0.061 34.155 -0.839 7.397 -0.720 16.329 -0.056 23.726 -0.777
62 e 190 1282 46.628 1472 35915 0.921 7.651 -0.466 16.500 0.115 24.151 -0.352
94 e 56 0.427 45516 0.360 34.870 -0.125 6.983 -1.134 17205 0.820 24.188 -0.314
94 e 115 0.427 45555 0.398 35685 0.690 7.804 -0.313 16508 0123 24.312 -0.191
94190 1709 46.529 1372 36919 1.924 7579 -0538 18.024 1.639 25.603 1.101
115e190 2137 46309 1153 35588 0593 7.871 -0.246 17.193 0.808 25.065 0.562
46,56 e 62 0.855 44780 -0.376 34354 -0.640 7.853 -0.265 16.320 -0.065 24.173 -0.330
46,56e94 0.855 44.015 -1.141 33.755 -1.239 7.882 -0.236 15784 -0.601 23.665 -0.837
46, 56 e 190 1.709 45,696 0540 35263 0.269 7.567 -0.550 15,578 -0.807 23.146 -1.357
46, 115e 190 1.709 48469 3313 36971 1.977 8.233 0.115 18178 1.793 26.410 1.908
46,62e94 2137 44426 -0.730 33915 -1.080 8.063 -0.055 16.722 0.337 24.784 0.282
46,62 e 115 0.855 44703 -0.454 34270 -0.724 7.461 -0.657 16,517 0132 23.978 -0.525
46, 62 e 190 0.855 48467 3311 24891 -10.104 8.092 -0.026 17.424 1.039 25516 1.013
46,94 e 115 0.427 42989 -2.167 30.748 -4246 7.827 -0.291 14878 -1507 22.704 -1.798
46,94 ¢ 190 2991 46.396 1.240 36.124 1130 7.689 -0.429 17.287 0.902 24976 0.473
56, 62 e 94 2991 45.022 -0.134 34820 -0.174 7.488 -0.629 16.433 0.048 23.922 -0.581
56, 62 e 115 0.855 44113 -1.044 33526 -1.468 6.944 -1.174 17.045 0.660 23.989 -0.514
56, 62 e 190 0.427 46.133 0976 33.464 -1531 6.851 -1.267 16.382 -0.003 23.233 -1.270
56, 94 e 115 0.855 45.045 -0.111 34951 -0.044 7.646 -0.472 17.008 0.623 24.654 0.151
56, 94 e 190 2991 45403 0.247 34583 -0411 7480 -0.637 16.658 0.273 24139 -0.364
56, 115 e 190 1282 47370 2214 36966 1.971 7.860 -0.257 17.734 1349 25594 1.092
62,94 e 115 1.709 44170 -0.987 34.036 -0.959 7.584 -0.533 16.737 0.352 24.322 -0.181
94,115 e 190 2564 48.005 2.849 36909 1915 8.110 -0.007 17.722 1.337 25.833 1.330
46, 56, 62 e 94 0.427 42721 -2.435 34915 -0.080 7.440 -0.678 16.383 -0.002 23.823 -0.680
46, 56, 62 e 115 0.855 45720 0.564 35221 0.227 7.142 -0976 17.287 0.902 24429 -0.074
46, 56, 62 e 190 0.855 46.291 1135 35503 0509 6.963 -1.155 17.011 0.626 23.974 -0.529
46,56, 94 e 115 0.427 44543 -0.613 37386 2391 8577 0459 17314 0929 25891 1.388
46, 56, 94 e 190 2564 46.252 1096 35849 0.854 8.121 0.004 17369 0984 25491 0.988
46, 62,94 e 115 2564 45505 0.349 35773 0779 7.819 -0.299 16.655 0.270 24474 -0.029
46, 62, 94 e 190 0.427 44774 -0.382 34585 -0.409 8320 0.202 16.128 -0.257 24.448 -0.055
46,94, 115e 190 2137 46.643 1487 35054 0.060 7.618 -0.500 17.536 1151 25.154 0.651
56, 62, 94 e 115 2564 45283 0.126 33.853 -1.141 7.725 -0.393 16.752 0.367 24.477 -0.025
56, 94, 115e 190 1282 47811 1.654 36.309 1.315 7.363 -0.755 17.496 1.111 24.860 0.357
46, 56, 62, 94 e 115 2137 45349 0.193 35803 0.809 8.213 0.095 16.154 -0.231 24.367 -0.135
46, 56, 62, 94 e 190 0.427 45492 0336 34915 -0.080 7.894 -0.224 16.708 0.323 24.602 0.099
46, 56, 94, 115 e 190 2137 46594 1438 37683 2689 7.639 -0479 18.002 1.617 25.641 1.139
56, 62, 94, 115 e 190 1709 47.042 1886 36.630 1.636 7.513 -0.604 17.668 1.283 25.181 0.678
46,56, 62,94,115e190 0.855 45.025 -0.132 34.997 0.002 6.956 -1.161 17.599 1.214 24555 0.052
Heterozigotos 20513 45.774 0.618 35.104 0.110 7.702 -0.416 16.817 0.432 24518 0.016
Nenhum 0.427  45.156 - 34.994 - 8.118 - 16.385 - 24.503 -
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5.5. Genes diferencialmente expressos no cromossomo 20

Diante da influéncia do SNP190 no conteudo de proteinas foi realizado o
mapeamento das reads dos genitores PMQS80 e PMQS12. Ap0s 0 mapeamento as
reads foram confrontadas com o cromossomo 20 do genoma de referéncia da soja
(Williams 82 Assembly 2), fornecendo uma lista de 1862 genes diferencialmente
expressos (DEGs- Differencial Expressed Genes).

A fim de validar o perfil de expressdo e garantir confiabilidade dos
mapeamentos foi realizada andlise de componentes principais (PCA - Principal
Componente Analysis) a partir da contagem das reads mapeadas, onde as repeti¢des dos
gendtipos avaliados foram separadas pelo PCA 1 em dois grupos com explicagdo de
87% da variacao (Figura 2). De forma semelhante no grafico de heatmap (Figura 3), €
verificado um perfil de expressdo diferencial entre PMQS-80 e PMQS-12 e as
repeticGes bioldgicas das variedades foram agrupadas da forma esperada para que as

analises fossem acuradas e validadas.
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Figura 2. Andlise de componentes principais (PCA) dos perfis de expressdo das
2 réplicas das variedades PMQS-80 e PMQS-12.

Com a finalidade de propor de forma mais precisa a contribuicdo da regido
cromossdmica do SNP190 e suas proximidades foram selecionados aqueles localizados
em um intervalo de 31.502.249 a 32.282.623 pb no cromossomo 20, que engloba o
SNP190. Essa regido apresenta 15 DEGs, entretanto, ao levar em consideragéo o p-valor
e selecionar os genes estatisticamente significativos em 5%, foram selecionados quatro
genes possivelmente associados com a caracteristica (Tabela 6). Destes, um esta up-

regulado (Glyma.20g084500), enquanto os demais sédo genes down-regulados (Tabela
6).
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Figura 3. Heatmap com as diferencas no perfil das amostras nas condicdes de
alto (PMQS-80) e médio (PMQS-12) conteldo proteico.

Tabela 6. Genes diferencialmente expressos na regido proximal ao SNP 190.

Genes log2 FC FC p-valor g-valor Regulacéo Funcéo
Splicing mRNA / Complexo de
Glyma20g084500  0.21 115 0.05 0.19 Up ribonucleoproteinas / Proteinas DWD
Glyma.20g084600  -0.6  0.66 0.05 0.19 Down Né&o anotado
Atividade catalitica / aldolase tipo
Glyma.20g085700 -2.63  0.16 0 0 Down TIM barrel
Glyma.20g086200 -0.85 0.56 0.01 0.04 Down Né&o anotado
6. DISCUSSAO

6.1.Parametros fenotipicos e genotipicos

Em programas de melhoramento genético é fundamental o conhecimento da
estrutura genética das populacdes e assim determinar o peso de cada caracter avaliado e
as metodologias mais apropriadas para selecdo de gendtipos de interesse (LI et al.,
2018). Para que seja possivel acessar a estrutura genética, devem ser obtidas estimativas
de pardmetros fenotipicos e genéticos das populacdes a serem avaliadas.
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Um dos critérios para utilizacdo de determinada populacdo em estimativa de
QTLs é que ela apresente distribuicdo normal para as varidveis avaliadas. Essa
imposicdo indica a existéncia de varia¢do continua e, geralmente, € o padrdo esperado
para uma heranca quantitativa. Em todas as varidveis analisadas foi observada
normalidade (p<0,01), fato que permitiu proceder com as demais analises de parametros
fenotipicos e genéticos. Outra varidvel a ser considerada é o coeficiente de variagdo
(CV), utilizado para indicar a precisdo do experimento, para caracteristicas quantitativas
sdo aceitos valores até 30% (NOGUEIRA et al., 2012). Com os valores de CV obtidos
(abaixo de 10%) para as varidveis avaliadas (Tabela 3) é possivel inferir que os dados
fenotipicos apresentam precisdo e homogeneidade. Trabalhos que apresentam maiores
CVs que os verificados neste trabalho para PT, PTN_Res, fracbes 7S, 11S e suas
subunidades foram eficientes para identificacdo de QTLs (MA et al., 2016; SOARES et
al., 2004). Da mesma forma, os valores das relacdes >QMR/<QMR foram considerados
baixos, inferiores aos encontrados por (RODRIGUES et al., 2014) e reafirmam a
eficiéncia das RILs utilizadas para estudo de avaliacdo do conteudo proteico e a
composicao das proteinas de reserva.

Os resultados do presente trabalho demonstram que PT é em sua maioridade
controlada por fatores genéticos, entretanto PTN_Res e suas subunidades sdo mais
influenciadas por fatores ambientais. I1sso pode ser decorrente das complexas familias
multigenes que controlam a dindmica dessas proteinas com menor efeito e, dessa forma
o fenotipo é mais influenciado pelo ambiente.

As herdabilidades foram consideradas altas em todas as variaveis, exceto para
PTN_Res, ao avaliar os cultivos de Capindpolis (CAP 1 e 2). Enquanto os cultivos em
Vicosa (VIC 1 e 2) apresentaram herdabilidade mediana para todas as variaveis, exceto
as subunidades acidas e basicas (Tabela 3). Ao considerar as variaveis, levando em
conta a h? e a relacdo entre CVg:CVa, é possivel inferir que PT é menos influenciada
por fatores ambientais do que o contetdo de PTN_Res e suas subunidades. Na literatura
é descrito a elevada h? para PT (LEE et al., 2019; WANG et al., 2014; ZHANG et al.,
2015) e valores de baixo a medianos sdo observados para as fragdes 7S e 11S e suas
respectivas subunidades (MA et al., 2016; PANTHEE et al., 2004). Foram encontrados
resultados semelhantes para todas as variaveis ao considerar o ambiente de Vicosa,
porém, quando é analisado o ambiente de Capinopolis € verificado que as h? sdo
maiores do que as descritas por (MA et al., 2016; PANTHEE et al., 2004). Estes

resultados evidenciam a influéncia ambiental na composicao proteica das sementes de
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soja. Considerando os ambientes testados, uma das hipdteses € que as diferentes
respostas podem ser provenientes da diferenca de temperatura entre 0s mesmos. Como
existe correlacdo positiva entre contetdo proteico e temperatura (PATIL et al., 2017), o
fato de Capinopolis apresentar temperatura media (25,38°C) maior do que Vigosa
(20,6°C), pode ter interferido no contetdo total de proteinas e sua composicdo de
proteinas de reserva (Tabela 2).

O conteldo total de proteinas em sementes de soja é determinado principalmente
pelo acumulo das proteinas de reserva. As estimativas encontradas para essas proteinas
(67,96 a 82,18%) estdo em consonancia com os valores descritos na literatura, onde sdo
observadas médias entre 65 a 80% (KRISHNAN et al., 2007; YANG et al., 2016).
Diante dos resultados encontrados, é verificada a influéncia do ambiente na composicao
final das proteinas nas sementes. Uma vez que, os cultivos de Capindpolis apresentaram
maiores concentracbes de PTN_Res, B-conglicinina e glicinina em comparacdo a
Vigosa.

Dentre as proteinas de reserva a B-conglicinina e glicinina correspondem a
aproximadamente 70% do total. O conteido e as proporcdes das subunidades que
constituem essas proteinas estdo intimamente ligados a caracteristicas das sementes que
sdo determinantes no processamento de alimentos, como as propriedades de formacéo e
emulsificagcdo de gel, que podem vir a interferir na qualidade e rendimento dos
alimentos derivados de soja, como, por exemplo o tofu (YANG et al., 2016). Nesse
ambito, as relacdes, proporcdes e composicdo das proteinas de reserva de soja vém
demonstrando sua importancia e sendo cada vez mais estudadas (IPPOUSHI et al.,
2018; JAMES e YANG, 2016; PANTHEE et al., 2004; YANG et al., 2016; ZHANG et
al., 2017; BOEHM et al., 2018).

Um exemplo da importancia de se conhecer a composicdo das proteinas de
reserva é a concentracdo de aminodacidos sulfurados, a fracdo 11S apresenta melhor
qualidade nutricional em detrimento a 7S por possuir maiores niveis dos aminoacidos
cisteina e metionina (KRISHNAN et al.,, 2007, BOEHM et al., 2018). Além da
qualidade nutricional, o acimulo da fragdo 11S esta diretamente ligada ao aumento do
conteddo total de proteinas (KRISHNAN e NESON, 2011). Esses fatores demonstram a
importancia de se ter maiores valores de relagfes 11S:7S. Ao observar a relagdo 11S:7S
na tabela 1 percebe-se que em todos os ambientes a relacdo foi semelhante, ou seja,
mesmo nos ambientes de Capindpolis que apresentaram maiores contetdos de proteinas

de reserva em relacdo a Vicosa, o balanco final das fracGes permaneceu praticamente
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inalterado, com concentracdo de glicinina mais de duas vezes maior que a de B-
conglicinina. Outro problema descrito relacionado a glicinina é que a perda de
subunidades da fracdo 11S, como a subunidade &cida 11SA4, promove aumento de
proteinas induzidas por condicBes de estresse, como superdxido dismutase, SAM e
proteinas de choque térmico classe I, o que pode levar a planta a apresentar sintomas de

estresse mesmo néo estando sob essa condi¢do (YANG et al., 2016).
6.2. Correlacgdes

As correlagdes genotipicas observadas no quadro 1, corroboram com o esperado
na composicdo subunitaria das proteinas de reserva. As subunidades o’, o ¢ [
apresentaram correlacdo positiva com a fragdo 7S e as acidas e basicas com a fracédo
11S. A baixa correlagdo entre a fragdo 7S com PT e a alta correlagdo da 11S com PT
demonstram que apesar das duas proteinas contribuirem com o maior percentual do
conteddo total de proteinas, a forma como cada subunidade é controlada geneticamente
é diferente. LU et al. (2013) ao encontrarem baixas correlacdes entre proteinas soluveis
e proteina total relataram a diferenca nos controles genéticos dessas proteinas.

A fragdo 11S apresenta maiores correlagdes com o contetdo de PT do que a
fracdo 7S. Esse resultado confirma a informacdo de KRISHNAN e NESON (2011), em
que quando se tem maiores porcentagens de 11S em relacdo a 7S é verificado aumento
do contetdo de proteinas totais. A alta correlacdo do conjunto das proteinas 7S+11S
com PT sugere a existéncia de genes com efeitos pleiotrdpicos, em que um gene pode
ter efeito simultaneamente em duas ou mais caracteristicas ou efeitos de ligagdo génica.
Quando a correlacdo é positiva, o desenvolvimento de cultivares que combinem o
aumento dessas caracteristicas simultaneamente é facilitado. O contrério é descrito
quando se tem correlacbes negativas, como 6leo e proteina, o que dificulta a
combinacdo de altos contetdos de 6leo e proteinas simultaneamente (L1 et al., 2018).

6.3. Associacdo de marcadores moleculares as caracteristicas avaliadas

0s SNPs 46, 56 e 115 associaram em apenas um ou dois ambientes, portanto,
ndo apresentaram estabilidade e o efeito aditivo desses marcadores foi pequeno. O uso
dessas marcas na selegdo assistida por marcadores seria Util apenas no desenvolvimento
de variedade para ambientes especificos. A interacdo gendtipo x ambiente pode ser uma
das explicacdes para a baixa consisténcia dos loci identificados. Assim como o fato do

conteudo proteico e sua composicdo serem de heranga quantitativa, onde multiplos
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genes estdo envolvidos e cada um apresenta pequeno efeito (CONTRERAS-SOTO et
al., 2017).

A estabilidade dos valores de R? e efeito aditivo (Tabela 4) ao longo dos
ambientes indicam a relevancia do uso dos SNPs 62 e 190, sendo ambos encontrados no
cromossomo 20. Neste mesmo cromossomo foram descritos outros QTLS que
apresentam alto R? e valor aditivo, como no estudo de WARRINGTON et al. (2015) em
que 0 QTL gProt_Gm20 contribui cerca de cinco vezes mais que QTLs encontrados em
outros cromossomos. E verificado principalmente a associa¢do desses marcadores com
PT, PTN_Res, 11S e 7S+11S, indicando o efeito pleiotrépico dos genes préximos a
estas marcas, ou que seus QTLs estdo fortemente ligados (WANG et al., 2014). A
variacdo fenotipica explicada pelos marcadores (Tabela 4) para PT, PTN_Res e 7S+11S
sugere que o conteudo de PT é uma caracteristica complexa, controlada por varios
genes, mas os efeitos observados pelos marcadores sdo maiores em PT do que 0s
observados para o contedo de proteinas de reserva e suas subunidades. Isto demonstra
que a estrutura genética das proteinas de reserva € mais complexa e seu contetdo é
controlado por varios QTLs de efeito menor. Resultados semelhantes foram encontrados
por ZHANG et al. (2017) ao estudarem a arquitetura genética das proteinas solUveis
encontradas na semente de soja. Os autores identificaram 18 QTLs associados ao
contetdo de proteina com explicacdo da variacdo fenotipica entre 17,4% e 29,2%,
enguanto para as proteinas solveis foram encontrados 10 QTLs com variacao entre 7 e
19,3%.

Apesar do elevado numero de QTLs localizados no cromossomo 20
relacionados ao contetdo de proteinas totais descritos na literatura (PANTHEE et al.,
2004, LU et al., 2012; PANDURANGAN et al., 2012; MAO et al., 2013; SONG et al.,
2013; BANDILLO et al., 2015; WARRINGTON et al., 2015; HACISALIHOGLU et
al., 2018), para proteinas de reserva e suas subunidades apenas dois sdo descritos
(PANTHEE et al., 2004; MA et al., 2016). Essa informacgdo demonstra a importancia da
validagdo do SNP 190 neste trabalho, pois além de explicar até 31% (CAP 1) da
variacdo encontrada e com efeito aditivo de até 4,26% (VIC 1) para PT, ele estd
associado com as fragGes acidas, basicas da proteina 11S, com o somatorio de 7S e 11S
e contetdo total de proteinas de reserva. Portanto, os resultados consistentes de alto
efeito aditivo e associacdo aos caracteres avaliados, e a estabilidade da marca entre

ambientes justificam a aplicabilidade desse marcador em programas de melhoramento
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que busquem promover aumento de proteinas totais e melhora na qualidade nutricional
por meio das proteinas de reserva, em especial a fragdo 11S.

A fim de verificar os efeitos individuais e combinados dos marcadores, as
possiveis combinacGes alélicas foram determinadas (Tabela 5). As maiores médias
fenotipicas foram observadas na combinacdo entre SNP46, 115 e 190 em que cada
marcador é encontrado em um cromossomo diferente e sugere a ocorréncia de efeito
pleiotropico. No entanto ao avaliar os SNPs individualmente, o SNP46 apresenta
elevado efeito aditivo negativo, sendo observado efeito positivo apenas para a fracdo
7S. Essa caracteristica do marcador corrobora com o descrito por WANG et al. (2014),
em que demonstram que o acimulo de B-conglicina (7S) reduz o acimulo da glicinina e
tem efeito direto na reducdo do conteddo total de proteinas. O SNP115 ndo apresentou
efeito aditivo significativo para PT e PTN_Res. Mas, o SNP 190 foi quem apresentou
maiores contribui¢cbes de PT e PTN_Res e ainda propiciou efeito aditivo negativo da
fracdo 7S, e aumento da fracdo 11S. Como é desejavel maiores concentracdes de 11S,
devido a sua qualidade nutricional, a inclusdo do alelo favoravel do progenitor PMQS80
ao SNP 190, por si s6, favorece ganhos em quantidade e qualidade da proteina final. A
combinacdo dos marcadores 46 e 190 também apresentou elevados acréscimos da
composicdo de PT e principalmente de proteinas de reserva, nesse caso acredita-se que
possa haver interacdo epistatica entre os loci, ocasionando modificacBes de vias
metabolicas relacionadas ao armazenamento de proteinas nas sementes.

Apesar da contribuicdo conjunta dos SNPs 46 e 115 com o 190, a utilizacdo
desses marcadores pode ndo ser eficiente nos programas de selecdo assistida, uma vez
que eles ndo apresentam estabilidade entre ambientes e a introgressdo de maior nimero
de alelos em uma cultivar é dificultada. Portanto, para fins de SAM, visando o0 aumento
do contetido e concomitante aumento de qualidade proteica a utilizacdo de apenas o

SNP 190 é a alternativa mais vantajosa.
6.4. Expressao diferencial de genes no cromossomo 20

A identificacdo de regides cromossdmicas em que haja marcadores associados a
caracteristicas de interesse, & fundamental para predizer locais em que possa existir
genes candidatos (ZHANG et al., 2014). A forte associa¢cdo do SNP190, sugere que em
regibes proximas a esse marcador podem existir genes relacionados ao conteddo
proteico e das proteinas de reserva 7S e 11S. Por isso, a analise de expresséao diferencial

foi realizada no cromossomo 20 e verificados os genes dentro do intervalo de
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31.502.249 a 32.282.623 pb, regido que compreende o SNP190. Na literatura sédo
descritos quatro genes relacionados a proteinas de reserva no cromossomo 20, sendo
dois para a subunidade a (Glyma.20g148400 e Glyam20g28660) e dois para subunidade
B (Glyma.20g146200 ¢ Glyma.20g148200) (YAMADA et al., 2014).

A lista de DEGs identificados no contraste entre PMQS80 e PMQS12 foi
utilizada para buscar os genes que apresentavam anotacdo em bancos de dados e
verificar a possibilidade de algum dos DEGs encontrados estarem relacionados com
conteddo proteico. Dos quatro genes identificados dentro da regido (Tabela 6),
Glyma.20g084600 e Glyma.20g086200, ndo apresentam anotacdo e, portanto, para
verificar se estdo relacionados a contetdo proteico sdo necessarios novos estudos. Uma
das abordagens que podem ser utilizadas é o silenciamento génico com posterior
observacao do efeito no fendtipo.

Glyma.20g084500 € um gene relacionado com o fator 19 do processamento de
pré-mRNA (PRPF19) e faz parte da classe dos genes GmDWD (BIAN et al., 2017). O
PRPF19 é um fator essencial no splicing mRNA e tem funcdo de ativagdo e
estabilizacdo estrutural do spliceossomo (MAKAROVA et al., 2004). PRPF19 é um
membro da familia U-box da ubiquitina-ligase E3 (LEE et al., 2011; MARINO et al.,
2013; YEE et al., 2009). Os diversos motivos e dominios das proteinas DWD sugerem
diversidade funcional, e é consistente com indicios de que o complexo de ubiquitina E3
regula diversos processos, como processamento de RNA, montagem e degradacdo de
proteinas, transducdo de sinal, regulacdo epigenética e progressao do ciclo celular
(BIAN et al., 2017). E descrito que as proteinas DWD desempenham funcdes em
diversos processos, que incluem a regulacdo da fotomorfogénese e do tempo de floragéo
(CHEN et al., 2010; CHEN et al., 2006), transducdo de sinal (LEE et al., 2011; LEE et
al., 2010), modificacdo de cromatina (PAZHOUHANDEH et al., 2011), resposta ao
estresse (KIM et al., 2014; ZHANG et al., 2008), bem como desenvolvimento de
gametofitos (DUMBLIAUSKAS et al., 2011), embrides e endospermas (BJERKAN et
al., 2012). A influéncia sobre o desenvolvimento do endosperma pode estar relacionada
com a sintese de proteinas de reserva. Em concordancia com os dados fenotipicos, em
que PMQS-80 apresenta maior contetdo proteico em relacdo a PMQS-12, o fato desse
gene estar up-regulado, e portanto sua expressdo ser maior no genitor PMQS-80,
permite inferir que quando ocorre maior expressdo desse gene € propiciado um aumento

do contetido de proteinas em sementes de soja.
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O gene Glyma.20g085700 possui atividade catalitica e esta relacionado a uma
aldolase tipo TIM barrel. As proteinas da familia TIM barrel do tipo aldolase séo
reguladas por estresses ambientais e em soja sob estresse hidrico foi verificado um
aumento de sua atividade (KOMATSU et al., 2010). Uma das proteinas dessa classe é a
anidrase carbonica, enzima que catalisa a hidratacdo reversivel do CO,, importante
componente da maioria dos tecidos vegetais superiores (DIMARIO et al., 2017).

Diante da complexidade dos mecanismos genéticos e moleculares que regulam
caracteristicas quantitativas, a falta de informacdo relacionada a dois dos genes
encontrados e as anotacOes ja realizadas para os genes Glyma.20g084500 e
Glyma.20g085700, sdo necessarios novos trabalhos com intuito de verificar e
comprovar a associacdo dos genes aqui descritos com o contetdo proteico.

7. CONCLUSOES

O conteudo proteico e a composic¢do subunitaria das proteinas de reserva sdo
fortemente influenciados por fatores ambientais e efeitos pleiotroficos.

A associagdo do SNP 190 com as diferentes caracteristicas nos 4 ambientes,
fornece informacgBes imprescindiveis para que possam ser desenvolvidas novas
linhagens comerciais com maiores teores proteicos e que apresentem melhoria da
qualidade nutricional em um menor tempo, utilizando este marcador na SAM.

Genes diferencialmente expressos na regido do SNP190 foram apresentados
para maior compreensao dos efeitos observados, porém sdo necessarios novos estudos

para confirmar a influéncia desses genes no contetido proteico.
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