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RESUMO

SILVA, Luiz Claudio Costa, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, mar¢co de
2017.Caracterizacdo molecular de alelos associados a qualidade do grao de
soja. Orientador: Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Coorientadores: Maximiller
Dal-Bianco Lamas Costa e Newton Deniz Piovesan.

A soja @Glycine max (L.) Merrill) € um dos mais importantes produtos do
agronegaocio brasileiro, apresentando como principais atrativos seus altos teores de
Oleo e proteina no gréo. A proteina de soja apresenta grande importancia historica
na pecuaria brasileira, sendo ingrediente basico da maioria das racdes de suinos,
aves e peixes. Atualmente, a soja também é importante fonte de proteina na
alimentacdo humana, sendo consumida na forma de diferentes produtos, alguns dos
quais tém na sacarose um importante componente. O 6leo de soja, por sua vez,
apresenta grande importancia tanto na industria alimenticia quanto na producéo de
biodiesel, uma forma de combustivel biodegradavel cuja utilizagcdo vem
aumentando consideravelmente no pais devido a leis de incentivo do Governo
Federal. O Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja
(PMQS/BIOAGRO/UFV) tem como objetivo o desenvolvimento de cultivares de
soja especiais, visando melhor atender ao mercado de soja para alimentacao
humana e para producao de 6leo de qualidade. O presente trabalho insere-se dentro
deste contexto e foi dividido em dois capitulos. No Capitulo | foi caracterizada uma
nova mutacao no gefi@mFAD3Ada variedade CS303TNKCA, desenvolvida pelo
PMQS e que apresenta baixo teor de acido linolénico. Esta mutacdo (delA) foi
avaliada em uma populacae $egregante para teor de acido linolénico contendo
187 plantas, e em populacbes E B4, em diferentes ambientes, por meio de um
marcador molecular baseado Eligh Resolution Mef(HRM). DelA explicou entre
48,81-65,97% da variacdo da caracteristica, reduzindo os teores de acido linolénico
para 3,4-4,4%, se mostrando uma boa fonte de variabilidade genética para o
desenvolvimento de cultivares de soja com 6leo de maior qualidade. No Capitulo
II, foi avaliado o efeito de uma mutag&o anteriormente caracterizada por outros
pesquisadores no gene rafinose sintasér@aRS2)da linhagem P1200508 sobre
caracteristicas de qualidade do gréo de soja, pela da avaliacédo de uma populacéo F
contendo 168 individuos. A mutacao explicou 69,61%, 51,81% e 31,96% dos teores

de estaquiose, rafinose e sacarose, respectivamente, e foi capaz de produzir soja

X



com 0,18% de estaquiose no grao, em média. Os baixos valores de coeficiente de
determinacdo encontrados para teor de proteina e 6leo indicam que a mutacéo pode
ser utilizada para aumentar o teor de sacarose e reduzir os teores de rafinose e

estaquiose sem mudancas significativas nos teores de 6leo e proteina.
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ABSTRACT

SILVA, Luiz Claudio Costa, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2017.
Molecular characterization of alleles associated with soybean grain quality
Adviser: Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Co-advisers: Maximiller Dal-Bianco
Lamas Costa and Newton Deniz Piovesan.

Soybean (Glycine max (L.) Merrill) is one of the most important products in
Brazilian agribusiness, presenting high oil and protein contents as major attractives
Soy protein has a historical importance in Brazilian livestakthe basic
ingredient in pig, poultry and fish feed. Currently, soy is also an important source
of protein for human consumption, in the form of different products, some of which
depend on the amount of sucrose in the grain. Soybean oil, in turn, has great
importance both in food industry and in the biodiesel production, a form of
biodegradable fuel whose use has been increasing considerably in the country due
to Federal Government's incentive laws. The purpose of the Soybean Quality
Improvement Program (PMQS / BIOAGRO / UFV) is to develop special soybean
cultivars, for better attend the soybean market for human consumption and for the
production of high quality oil. The present work falls within this context and was
divided into two chapters. In Chapter I, a new mutatio®smFAD3Agene of
CS303TNKCA variety was characterized. This variety was developed by the
PMQS and shows low linolenic acid content. This mutation (delA) was evaluated
in a k> population containing 187 plants segregating for linolenic acid content, and
in F2:3 and B4 populations, in different environments, using a molecular marker
based on High Resolution Melt (HRM). DelA explained between 48.81-65.97% of
the phenotype variation, reducing the linolenic acid levels to 3.4-4.4%, and was
considered a good source of genetic variability for the development of soybean
cultivars with a better quality soybean oil. In Chapter I, the effect of a previously
characterized mutation in the raffinose synthase 2 gene (GmRS2), from lineage
P1200508, on soybean quality characteristics was evaluated by @op&lation
containing 168 individuals. The mutation explained 69.61%, 51.81% and 31.96%
of the stachyose, raffinose and sucrose contents, respectively, and we were able to
produce soybean with 0.18% of stachyose in the grain, on average. The low

coefficient of determination value found for protein and oil content indicates that

Xii



the mutation can be used to increase sucrose and reduce raffinose and stachyose
contents without significant changes in oil and protein.
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1. INTRODUCAO GERAL

A soja Glycine maxL.) Merrill) € uma das principais culturas brasilejras
sendo responsavel por cerca da metid@oducado de graos do pais. O Brasil € o
segundo maior produtor de soja ho mundo, correspondendo por aproximadamente
um terco de toda a producdo mundial, sendo o estado do Mato Grosso o seu
principal produtor (CONAB 2017). Os principais atrativos para a producao de soja
sdo seus altos teores de 6leo e proteina. Além disso, a soja € uma boa fonte de
minerais como ferro, potassio, magnésio, zinco, cobre, fosforo, manganés e
vitaminas do complexo B, e contém ainda isoflavonas, saponinas, fitatos,
fitosterdis, peptideos com baixo peso molecular, sacarose e acidos graxos poli-
insaturados (Carréo-Panizzi et al. 1998).

Apesar de ser conhecida e consumida pela civilizag&o oriental por milhares
de anos, a soja so foi introduzida na Europa no fim do século XV, mas apenas em
jardins botanicos. Até o final do século XIX, a producao de soja era restrita a China.
Somente no comeco do século XX os altos teores de 6leo e proteina da soja
comecaram a despertar o interesse das industrias mundiais (EMBRAPA

https://www.embrapa.br/web/portal/soja/cultivos/sojal/historia

No Brasil, cultivos experimentais de soja se iniciaram na Bahia em 1882,
segundo apontam alguns registros histéricos. Entretanto, o ano de 1901 é
considerado o marco da introducdo da soja no pais, quando comecaram cultivos na
Estacdo Agropecuéria de Campinas, e a distribuicdo de sementes para produtores
paulistas. Em 1914, a soja foi introduzida oficialmente no Rio Grande do Sul, estado
que apresenta condicfes climaticas similares as regides produtoras do grdo nos
Estados Unidos. Até a década de 70, as cultivares brasileiras eram importados deste

pais (APROSOJA http://www.aprosoja.com.br/soja-e-milho/a-histolesojg).

A partir da década de 70, o cultivo da soja comecgou a se expandir no Brasil,
periodo onde a industria do 6leo iniciou sua ampliagdo no pais, acompanhado por
um cenario mundial de aumento na demanda pelo grdo, com consequente aumento
em seu preco. Neste periodo, a soja se tornou o principal produto agricola nacional,
passando de uma producédo de 1,5 milhdes de toneladas em 1970 para 15 milhdes

em 1979. Este aumento foi alcangcado em parte pelo aumento na area plantada, mas



também pelo aumento da produtividade média (de 1,14 t/ha para 1,74 t/ha,
APROSOJA- http://www.aprosoja.com.br/soja-e-milho/a-historia-da-soja).

Os investimentos em pesquisas visando ao desenvolvimento de novas
temologias adaptadas as condigdes brasileiras levaram a “tropicalizagao” da soja,
permitindo expandir seu plantio para regides de baixas latitudes, incluindo o
cerrado brasileiro. Atualmente, a produtividade média nacional esta proxima de 3,0
t/ha, com uma producao na ordem de 95 milhdes de toneladas na safra 2015/2016
(CONAB 2017). Neste sentido, o melhoramento genético teve parcela relevante,
por meio do desenvolvimento de cultivares adaptadas ao clima e ao solo brasileiros,

aumentando seu potencial produtivo.

O grdo de soja é composto, em meédia, por 20% de lipideos, 40% de
proteinas, 34% de carboidratos e 5% de minerais (EMBRAPA
http://mwww.cnpso.embrapa.br/soja_alimentacao/index.php?pagina=23), sendo
proteina e 6leo seus componentes mais importantes (Kim et al. 2006, Yang et al.
2014). A soja € uma das principais fontes proteicas de origem vegetal, apresentando
composicao de aminoacidos razoavelmente balanceada, sendo deficiente apenas em
aminoacidos sulfurados, como metionina e cisteina. Dentre os subprodutos da soja,
o farelo € o que tem sido mais utilizado para a alimentacdo animal, devido ao seu
alto teor proteico, boa aceitacdo pelos animais e facilidade de obtencdo no mercado.
Com relacdo a alimentacdo humana, diversos alimentos séo produzidos a partir da
soja, como a farinha de soja, proteina texturizada, isolado proteico, lecitina, leite,
iogurte, tofu, natto, miso, além de ser consumida tanmbémturaem saladas e

edamame (“soja-vagem”; S4 et al. 2006).

O uso da soja na alimentacdo dos brasileiros vem aumentando devido a
maior divulgacdo dos beneficios da soja para a saude humana e do crescimento da
oferta de produtos a base de soja de melhor qualidade. Além de boa fonte de
proteina, seu consumo ajuda a melhorar os niveis sanguineos de colesterol, e se
mostra uma boa alternativa para pessoas com intolerancia a lactose (Carrao-Panizzi
& Silva 2011). Entretanto, o valor nutricional da soja é limitado pela presenca de
diversos fatores antinutricionais, como inibidores das proteases tripsina e
quimiotripsina, compostos fendlicos (taninos), lectinas e oligossacarideos (Stech et
al. 2011, Yang et al. 2014).



Dentre os oligossacarideos presentes no grao de soja, apenas a sacarose é
nutricionalmente util para a digestdo de humanos e animais monogastricos, e seu
teor no gréo é fator critico para a producéo de varios derivados de soja, como leite
de soja, tofu, miso e natto (Sato et al. 2014, Wang et al. 2014). Em contrapartida,
0os oligossacarideos de rafinose (rafinose e estaquiose) sdo acgucares nao
completamente digeriveis por humanos e animais monogastricos, e seu consumo
pode causar disfungdes como diarreia, nauseas e flatuléncia (Liener 1994, Reddy et
al. 2016). Deste modo, a presenca de estaquiose e rafinose é um fator restritivo para
o consumo de soja como fonte proteica, e varios processos tém sido descritos na

literatura visando remover ou metabolizar estes compostos para reduzir seus efeitos.

Outro componente importante do grao de soja, o 6leo de soja é o segundo
Oleo vegetal mais consumido no mundo, representando quase um ter¢co do mercado
mundial (USDA 2016a). No Brasil, sua importancia é ainda maior, correspondendo
a mais de 80% do mercado de 6leos vegetais na industria alimenticia. Neste setor,
0 Oleo de soja é processado em trés produtos basicos: Oleo refinado comestivel
(matéria-prima de margarinas, 6leo de cozinha, maionese e temperos, gordura
vegetal e produtos farmacéuticos, como 0s repositores hormonais); 6leo refinado
para fins ndo alimenticios (matéria-prima para producdo de biodiesel, além de
ingrediente de velas, sabdes, tintas, plasticos, lubrificantes, desinfetantes e
inseticidas); e lecitina (usada em produtos quimicos, cosméticos e téxteis, alguns
alimentos e sorvetes) (AGROLINK —
https://www.agrolink.com.br/culturas/soja/comercializacao.aspx). Dentre estes
produtos, o biodiesel, um combustivel biodegradavel e renovavel capaz de reduzir
a poluicdo ambiental, tem apresentado importancia crescente no mercado brasileiro.
Segundo a Lei n°® 13.263 de 23 de marco de 2016, que altera a Lei n® 13.033 de 24
de setembro de 2014, todo o 6leo diesel comercializado no Brasil deve apresentar
8% de biodiesel a partir de 23 de marco de 2017, e este valor deve chegar a 10%
em 2019 (BRASIL 2016). Deste modo, é esperado que a demanda por 6leo de soja

continue crescendo nos proximos anos.

A qualidade do éleo e suas propriedades fisicas e quimicas, tais como ponto
de fusdo e estabilidade oxidativa, sdo determinados pelos acidos graxos que o
compde (Fehr 2007). O 6leo de soja possui em média 13% de acido palrtico, 4
de acido estearico, 20% de acido de oleico, 55% de acido linoleico e 8% de acido
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linolénico (Pham et al. 2010, Goettel et al. 2014). Acidos graxos poli-insaturados
(acidos linoleico e linolénico) apresentam baixa estabilidade oxidativa, o que pode
levar ao processo de rancificacdo do oOleo. A rancificacdo € responsavel por
alteracbes no sabor e odor do Oleo, diminuindo sua aceitacdo e tempo de
armazenamento (Warner & Fehr 2008). Para reduzir os teores de &cidos graxos poli-
insaturados e aumentar o teor de acido oleico, o0 6leo de soja passa por um processo
de hidrogenacao quimica. Entretanto, este processo leva a formacao de 10-40% de
gordurastrans, moléculas cujo consumo tem sido associado ao aumento do risco
de diabetes e doencas coronérias (Mozaffarian et al. 2006, Zaloga2@0&).
Recentemente, o FDA¢od and Drug Administration agéncia responsavel pela
regulamentacdo de alimentos e remédios nos EUA, emitiu uma determinacao de
gue O6leos parcialmente hidrogenados ndo sao reconhecidos como seguros (FDA
2015), e estabeleceu o prazo de trés anos para que os produtores de alimentos se
encaixem nesta medida ou facam uma requisi¢cdo para o uso destes 6leos (FDA
2016). Esta medida provavelmente deve se estender para outros paises em breve,

incluindo o Brasil.

A soja é considerada um alimento funcional, devido aos varios compostos
benéficos encontrados em seu gréo. Entretanto, a presenca de certos compostos,
como os oligossacarideos de rafinose, acidos graxos poli-insaturados e inibidores
de proteases, restringem e interferem em sua utilizagdo como alimento e como
matéria prima para a industria, demandando esfor¢os e recursos para inativa-los,
extrai-los ou converté-los em formas menos danosas. Neste sentido, o
melhoramento genético tem se mostrado uma ferramenta importante para melhorar
a genética das cultivares e torna-las mais bem adaptadas as necessidades do
mercado. O desenvolvimento de variedades de soja com maior qualidade do gréo,
como composicao do 6leo mais adequada, altos teores de proteina e sacarose, e
baixos teores de oligossacarideos de rafinose, é de grande importancia para atender
os varios nichos do mercado da soja, como a industria alimenticia, produgdo animal
e industria do biodiesel, além de diminuir tempo e custos demandados para o

beneficiamento do gréo e derivados.

Neste trabalho, foram caracterizadas mutagbes em genes controlando

caracteristicas de qualidade do grdo de soja. Estas mutacbes se mostram



promissoras para o desenvolvimento de variedades de soja que melhor atendam ao

mercado de soja na alimentagdo e a industria de biocombustiveis.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi a caracterizacdo de alelos associados com

caracteristicas especiais do grao de soja para a industria e para 0 consumo humano.

2.2. Objetivos especificos

e Caacteriza os geneSmFAD2e GmFAD3da variedade CS303TNKCA e
da linhagem FA22;

e Quantificar a associagdo de uma nova mutacdo no @emeAD3Ada
variedade CS303TNKCA com baixo teor de acido linolénico;

e Analisar a expressédo dos gerl@snFAD2-1e GmFAD3em sementes em
desenvolvimento;

e Analisar a atividade enzimatica da dessaturase codificada pelo gene
GmFAD3Ada variedade CS303TNKCA;

e Desenvoler diagnostico molecular para uma mutacdo no demdRS2
associada com reducao dos teores de rafinose e estaquiose

e Avaliar o efeito da mutacdo no geBeMRS2m caracteristicas de qualidade
do gréo;

e Iniciar um programa de retrocruzamentos assistidos por marcadores visando

o desenvolvimento de variedades de soja com caracteristicas especiais.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Importancia econdmica da soja e do 6leo de soja

A soja Glycine maxL.) Merrill) € uma leguminosa amplamente cultivada
no mundo. Apresenta alta produtividade, custo de producéo relativamente baixo, e
altos teores de 6leo e proteina (Bilyeu & Wiebold 2016). Na safra 2015/2016 foram
cultivados no mundo cerca de 120,17 milhées de hectares de soja, com uma
producdo de cerca de 315,86 milhdes de toneladas (USDA 2016b). O Brasil é 0
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segundo maior produtor mundial de soja, atras apenas dos EUA, e produziu cerca
de 95,43 milhGes de toneladas nesta safra, com produtividade média de 2,87 t/ha,
em uma area de 33,25 milhdes de hectares (57,02% da area cultivada em gréos no
pais). A queda na produtividade, em relacdo a safra 2014/2015 se deveu
principalmente ao clima, que provocou atrasos no plantio e comprometeu lavouras
em diversos estados. O estado do Mato Gréssmaior produtor nacional, com

26,03 milhdes de toneladas (CONAB 2p17

Os principais subprodutos da soja sao o 6leo e o farelo de soja. O farelo de
soja apresenta alto teor proteico, sendo utilizado principalmente na alimentacdo
animal. Em 2015, foram produzidos cerca de 30,76 milhdes de toneladas de farelo
de soja no Brasil. Deste montante, cerca de 52% foram consumidos internamente,
e 48% foram exportados (ABIOVE 2017a). Para 2016, a estimativa € de uma
producdo de 29,60 milhdes de toneladas, fruto da queda na producdo da safra
2015/2016 (CONAB 2017).

O ¢6leo de soja ocupa a segunda posicado no ranking mundial entre os 6leos
vegetais em termos de producdo e consumo doméstico. Na safra 2015/2016 foram
produzidos no mundo 52,01 milhdes de toneladas de 6leo de soja, correspondendo
a29% do 6leo vegetal consumido no mundo, ficando atras apenas do 6leo de palma
(USDA 2016a). Em 2015, o Brasil produziu cerca de &)Dides de toneladas de
Oleo de soja, com cerca de 6,52 milhdes de toneladas sendo consumidas
internamente, e 1,67 milhdes de toneladas exportadas. Para 2016, as estimativas séo
de uma producao de 7,75 milhdes de toneladas de 6leo de soja (ABIOVE 2017a,
CONAB 2017). O 6leo de soja contabiliza mais de 80% do mercado de Oleos
vegetais para a industria alimenticia no Brasil, e é processado em trés produtos
basicos: 6leo refinado comestivel (matéria-prima de margarinas, 6leo de cozinha,
maionese e temperos, gordura vegetal e produtos farmacéuticos, como os
repositores hormonais); 6leo refinado para fins ndo alimentares (matéria-prima para
producdo de biodiesel, além de ingrediente de velas, sabdes, tintas, plasticos,
lubrificantes, desinfetantes e inseticidas); lecitina (usada em produtos quimicos,
cosméticos e téxteis, alguns alimentos e sorvetes) (AGROLINK

https://www.agrolink.com.br/culturas/soja/comercializacao.aspx



Dentre os muitos usos do 6leo de soja, tem se destacado a producdo de
biodiesel, um combustivel renovavel, biodegradavel e ambientalmente correto
obtido a partir da transesterificacao de triacilglicerideos, e que pode substituir o
Oleo diesel mineral (Parente 200Segundo a Lei n° 13.263 de 23 de marco de
2016, o oleo diesel comercializado no Brasil deve conter 8% de biodiesel a partir
de marco de 2017, valor que deve chegar a 10% em 2019 (BRASIL 2016). E
2016, foram produzidos 3,81 milhdes de metros cubicos de biodiesel no Brasil,
acumulando um crescimento de 942% desde o ano de 2007 (ABIOVE 2017b).
Desta maneira, a demanda por biodiesel e consequentemente de 6leo de soja deve

continuar aumentando nos proximos anos.

3.2. Composicéao do Oleo de soja

O oleo de soja é composto basicamente por triglicerideos dos seguintes
acidos graxos: 13% de acido palmitico (16:0); 4% de &cido estearico (18®); 20
de 4cido de oleico (18:1 A%); 55% de acido linoleico (18:2 A%1?); 8% de acido
linolénico (18:3 A%'215 Pham et al. 2010, Goettel et al. 2014). A qualidade do 6leo
e suas propriedades fisicas e quimicas, tais como ponto de fusdo e estabilidade
oxidativa, sdo determinados pelo balanco destes éacidos graxos (Fehr 2007).
Elevados teores de acidos graxos poli-insaturados (acidos linoleico e linplénico
sao os principais responsaveis pela alta instabilidade oxidativa do 6leo de soja, o
que pode levar a rancificacéo do 6leo. Este processo é responsavel por alterar sabor
e odor,ediminuir seu tempo de armazenamento (Warner & Fehr, 2008).

O processo de hidrogenacdo quimica € utilizado para reduzir os teores de
acidos graxos poli-insaturados e aumentar o teor de &cido oleico no 6leo de soja.
Entretanto, este processo leva a formacdo de 10-40% de &cidos tmasrsps
moléculas cujo consumo tem sido associado ao aumento do risco de obesidade e
doencas coronarias, dentre outras patologias (Mozaffarian et al. 2006; Zaloga et al.
2006). Recentemente, o FDRdod and Drug Administrationagéncia que regula
alimentos e remédios nos EUA, estabeleceu o prazo de trés anos para a remocao de
produtos alimenticios que contenham gordeeias do mercado norte americano
(FDA 2015). E esta medida provavelmente deve se estender para outros paises em

breve, incluindo o Brasil.



A presenca de acidos graxos poli-insaturados e sua maior susceptibilidade a
degradacdo oxidativa é também um entrave para producdo de biodiesel. A auto
oxidacdo do biodiesel ocorre pela reacdo em cadeia de radicais livres entre o
biodiesel e o oxigénio da atmosfera, produzindo peroxidos, hidroperoxidos e acidos
carboxilicos, dentre outros compostos (Vieira & Pasquini 2014). A degradacgéo
oxidativa do biodiesel leva a problemas como aumento da viscosidade, elevacao da
acidez e formacdo de gomas. Além disso, os compostos formados podem ser
corrosivos para as camaras dos motores e podem levar ao entupimento de bombas
de injecao e filtros (Tang et al. 2008, Dantas et al. 2011, Teleken et al. 2015).
Malafaia e Souza (2014) avaliaram a estabilidade oxidativa do biodiesel de dleo de
soja bruto, e encontraram um periodo de inducéo de 5,10 h, por meio do método de
Rancimat. O periodo de inducdo é o tempo gasto para a deteccdo de acidos
organicos volateis produzidos a partir do processo de oxidag¢do do biodiesel. Este
valor abaixo do periodo minimo aceitavel de 6 horas (L6bo & Ferreira 2009) esta

relacionado com a baixa estabilidade oxidativa do 6éleo de soja bruto.

Apesar de ser considerado um 6leo de qualidade, o 6leo de soja necessita
ser beneficiado para melhor atender ao mercado alimenticio e de biocombustiveis.
Neste sentido, 0 melhoramento genético visando alteracdo na composicao de acidos
graxos apresenta grande potencial para a producdo de 6leo com maior qualidade,
reduzindo gastos e efeitos indesejados gerados pelo beneficiamento.

3.3. Biossintese de acidos graxos em soja

A biossintese de acidos graxos poli-insaturados em sementes de soja
envolve as enzimas acido graxo dessaturases (no fatf@scid desaturases
FAD), principalmente as do reticulo endoplasmatico (microssoma). Estas enzimas
introduzem uma ligacao dupla entre dois carbonos de um &cido graxo, removendo
dois atomos de hidrogénio, numa reagao que requer oxigénio molecular, NAD(P)H,
um sistema de transporte de elétrons (ferredoxina NADPH redutase e ferredoxina,
ou citocromadd5 redutase e citocromm) e um terminal de dessaturase (Nakamura
& Nara 2004). Os principais substratos para estas enzimas sao os residuos de acidos

graxos ligados a fosfatidil colin®C) ou a coenzima A (CoA). A w6-dessaturase



converte oleoil em linoleoil, enquanto @3-dessaturase é responsavel pela

conversao de linoleoil em linolenil (Zhang et al. 2012).

Andlises das sequéncias de aminoacidos indicam que as dessaturases ligadas
a membrana contém dois longos dominios hidrofébicos com potencial de atravessar
a dupla camada lipidica por duas vezes. A comparacdo de sequéncias também
revelou a existéncia de trés motivos conservados de histidina (H-box) que contém
oito residuos de histidina: HXH, HX2.3HH, e H/QX.sHH. Estes H-boxs séo
possiveis ligantes para atomos de ferro, atuando no sitio catalitico das enzimas
(Shanklin et al. 1994). Alteracoesn apenas um unico residuo nestes boxes de
histidina podem reduzir a atividade da enzima (Bilyeu et al. 2006, Radovanovic et
al. 2014, Reinprecht & Pauls 2016). A Figura 1 apresenta o esquema de uma
dessaturase ligada a membrana do fu@javiceps purpurea adaptado de
Meesapyodsuk et al. (2007).

Heppard et al. (1996) descreveram a existéncia de dois tipos de genes
codificando para6-dessaturases do reticulo endoplasmatico emGojgAD2-1
e GnFAD2-2 GmFAD2-1A (Glyma.10G278000) e GmFAD2-1B
(Glyma.20G111000) séao expressos principalmente em sementes em
desenvolvimento, codificando a$-dessaturases que controlam os niveis de acido
oleico no 6leo (Figura 2). Apesar de estas enzimas diferirem entre si por apenas 24
residuos, a enzim@&mFAD2-1Bé mais estavel qu&émFAD2-1A que é mais
susceptivel a degradacao pelo proteossomo, principalmente em altas temperaturas
(Tang et al. 2005). J& os ger@sFAD2-2A (Glyma.199147300)GnFAD2-2B
(Glyma.199147400) e GnFAD2-2C (Glyma.03g144500) s&8o0 expressos
constitutivamente em todos os tecidos e érgaos vegetais (Schlueter et)alL2007
et al. (2007) caracterizaram uma nova isoforman@alessaturase, denominada
GmFAD2-3 Andlisesin silico e de RT-PCR mostraram que este gene € expresso

tanto em sementes em desenvolvimento quanto em tecidos vegetativos.

Em graos de soja, trés ger@mFAD3que contribuem para o contetdo de
acido linolénico foram caracterizados (Figura 1; Bilyeu et al. (2003). Os genes
GmFAD3A(Glyma.14G194300) &mFAD3B(Glyma.02G227200) possuem 94%
de identidade na sequéncia das regides codificadoras. No entanto, os niveis de

transcritos sdo distintos nos diferentes estadios de desenvolvimento e tecidos de
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Figura 1- Modelo de topologia de membrana da dessat@pBesXdeClaviceps purpireaNH; e COOH indicam as extremidades amino-terminal e carboxi-
terminal, respectivamente. Os trés boxes de histidina sédo mostrados no lado citosolico da membrasha daddpesapyodsuk et al. (2007)
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Figura 2- Biossintese de acidos graxos poli-insaturados.

soja. OGMFAD3A¢ altamente expresso nos graos, e apresenta o maior efeito sobre
o teor de acido linolénico (Bilyeu et al. 2005, Pinto et al. 2013), enquanto
GmFAD3Be GmFAD3C (Glyma.18G062000) apresentaram menores niveis de

expressao neste orgao.

3.4. Avaliagdo da atividade enzimética de dessaturases por meio da

expressao heterdloga

Dessaturases desempenham papel importante na composi¢cdo do Oleo de

espécies oleaginosas, tais como a soja, a canola e o dendé. A atividade de enzimas
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como a m6-dessaturase aB-dessaturase estao diretamente ligadas com o acumulo

de acidos graxos poli-insaturados, que conferem uma menor estabilidade para o
Oleo vegetal. A oxidacdo destes acidos graxos resulta no acumulo de odores e
sabores indesejaveis, reduzindo a palatabilidade e qualidade alimentar (Reinprecht
& Pauls, 2016). Por outro lado, &cidos graxos poli-insaturados, como o &cido
linolénico, s&o elementos essenciais na dieta humana, e uma maior ingestao deste
acido reduz significantemente o risco de depressao e cancer de mama (Lucas et al.
2011). Além disso, o acido linolénico € um precursor de acidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa, como o0s acidos eicosapentaenoico e
docosahexaenoico, cujo consumo esta associado com reducao do risco de doengas
cardiovasculares, além de ter efeitos benéficos no desenvolvimento inicial do
sistema visual e do cérebro durante a gravidez (Ha et al. 2014). Assim, o
entendimento da funcéo e atividade das dessaturases € alvo de estudos de varios
grupos de pesquisa no mundo, que tém empregado diferentes metodologias, como

expressao heterdloga, mutacéo induzida e analise de atividade enzimética

A expressao heterdloga tem sido uma das principais metodologias para
estudo da atividade de dessaturases. Consiste na expressao de um gene ou parte de
um gene em um organismo hospedeiro, que geralmente ndo 0s possui. A insercao
do gene no hospedeiro geralmente é realizada por meio de transformacéo genética
utilizando DNA recombinante, e a atividade da enzima pode ser avaliada por meio
de mudancas fenotipicas nos organismos transformados. A levedura
Saccharomyces cerevisialem sido amplamente utilizada para expressao
heteréloga de dessaturases visaadavaliagdo de atividade enzimatica. Estas
leveduras ndo produzem acidos graxos poli-insaturados em condi¢cdes normais
(Tang et al. 2005, Zhang et al. 2009, Shi et al. 2012, Sun et al. 2016).

No intuito de descobrir as diferencas entre as isoformas3idsssaturases
microssomai&SmFAD3A-2 GmFAD3G que contribuem para o contetdo de acido
linolénico em sementes em desenvolvimento de soja, Zhang et al. (2009) clonaram
estes genes de uma cultivar de soja e os inseriraB ebrevisiaeepa K601. As
leveduras transformadas foram crescidas e tiveram seu perfil de acidos graxos
analisado por cromatografia gasosa. Leveduras expressandéAD3A-2e

GmFAD3Cproduziram 0,77 e 4,13% de acido linolénico, respectivamente, acido
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nao detectado nas leveduras sem os genes inseridos, impl&arekD3Ccomo
uma enzima de maior atividade ou estabilidade em compar&géé-AD3A-2

Heppard et al. (1996) descreveram a existéncia de dois tipos de genes
codificando para6-dessaturases do reticulo endoplasmatico emGnjaAD2-1
e GmFAD2-2 Ambos 0s genes6-dessaturases sao capazes de produzir acido
linoleico quando expressos €n cerevisiagTang et al. 2005). Neste estudo, os
autores avaliaram a influéncia da temperatura nas duas isoformas, e constataram
gue colbnias contendo a enzima FAD2-1B apresamtaraior producao de acido
linoleico nas temperaturas de 20 e 30 °C. Com o aumento da temperatura de 20 para
30 °C, foi verificado que a queda na atividade das enzimas foi maior para colénias
contendo a isoforma FAD2-1A (de 18% para 4,5%) e menor para aquelas contendo
FAD2-1B (de 30% para 18%). Assim, os autores concluiram que a isoforma FAD2-
1A é uma enzima mais instavel que FAD2-1B, principalmente em altas

temperaturas.

Um nova isoforma dew6-dessaturase, denominadamFAD2-3 foi
identificada em soja e caracterizada por meio de expressao em leveduras (Li et al.
2007). Colbnias de levedurds. cerevisiaecepa INVScl transformadas com
plasmideo contendo o ge@enFAD2-3acumularam uma quantidade consideravel

de acido linoleico, sugerindo que o gene codifica uma enzima funcional.

Iskandarov et al. (2010) estudaram a alga vBwatgetochloris incisaum
tipo de alga que acumula grandes quantidades de acido araquidénico (um acido
graxo poli-insaturado de cadeia longa), e isolaram 3 cDR&¥ED12 PiDesDg
PiDesD5. Por meio da expressado heterdloga &ncerevisiaecepa W303, os
autores confirmaram quBiDesD6 e PiDesD5 codificam para dessaturases de

membrana com atividade A6 e A5, respectivamente.

A expressao heteréloga € uma técnica que tem sido utilizada com éxito para
estudo de diversas enzimas, incluindo as dessaturases de membrana. Apresenta
como principais vantagens: utiliza técnicas relativamente simples, como clonagem
molecular, transformacao genética e cultivo de células; permite analisar diferentes
isoformas de uma mesma enzima; ndo necessita de purificagdo da enzima ou
obtencédo de homogenatesiao utiliza substratos marcados radioativamente, como

as analisem vitro.
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3.5. Melhoramento genético da soja para composicao do 6leo

A principal meta do melhoramento da qualidade do 6leo de soja € o aumento
da sua estabilidade oxidativa, por meio da reducao do teor de acido linolénico e
aumento do teor de &cido oleico. A heran¢a do contetdo de acidos graxos poli-
insaturados e monoinsaturados em cruzamentos entre parentais ndo mutantes
normalmente € de natureza quantitativa (Burton et al. 1983). Entretanto, pelo efeito
de genes maiores, heranca simples ja foi constatada em cruzamentos envolvendo
linhagens mutantes, com teores modificados de &cidos graxos (Rahmiam et a
1996).

ROSS et al. (2000) descreveram o mais baixo teor de &cido linolénico
encontrado em grao de soja para a linhagem A29 (1%). Esta linhagem combina as
mutacbedanl (acesso A5)fan2 (acesso A23) &an3(acesso gerado por mutagcao
induzida da linhagem A89-144003), localizadas nos génd@sAD3A GmFAD3B
e GmMFAD3C respectivamente. Pham et al. (2014) caracterizaram a mdidadao
como sendo uma delecdo de 6.372 pb, que coincide em 4.002 pb com o gene
GmMFAD3A restando apenas 179 pb da regido 3> UTR do gene. Bilyeu et al. (2006)
identificaram um SNP (€ A) na extremidade 3’ do sitio de splicing que precede
o éxon 4 do gene FAD3B do acesso M23. Esta mutacdo acarresplieing
impreciso no MRNA desta regido, levando a alteracdo no quadro de leitura e
terminacdo prematura da sintese da enzima. Ainda neste trabalho, os autores
caracterizaram um SNP no ggamFAD3Cdefan3(C910T), que resultou em uma
troca de histidina por tirosina no residuo 304. Esta posi¢cao coincide com a regiao
rica em histidina 1l da sequéncia d&3 dessaturase, que foi caracterizada
anteriormente como sendo essencial para a atividade da enzima (Shanklin et al.
1994).

Outros autores descreveram mutacdes no GemeAD3Aassociadas com
baixo teor de acido linolénico. Reinprecht et al. (2009) caracterizaram uma troca
(G>A) na posicao 798 da linhagem RG10, levando a um stop coédon prematuro, e
uma enzima faltando 111 residuos, incluindo o terceiro box de histidina. Uma
mutacdo encontrada no primeiro par de bases do intron 6 da linhagem CX1512-44

foi identificada por Bilyeu et al. (2005), levando a alteracdo no sitepligng
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Kim et al. (2015) identificaram uma troca (G>A) no segundo sitisptieing da
linhagem PE1690, levando a um stop codon prematuro.

Quanto ao aumento no teor de acido oleico, Pham et al. (2010) produziram
linhagens de soja com 80% de acido oleico por meio da contribuicdo de alelos
mutantes nos gen@&nFAD2-1A(linhagens 17D e M23dGmFAD2-1B(linhagem
P1283327). A delecdo do geii@mFAD2-1Ada linhagem M23 foi descrita por
Sandhu et al. (2007), por meio de analises por PCR e DNA blot. Pham et al. (2010)
caracterizaram uma mutacdo missense na linhagem PI1283327 (C>G) na posicao
410 da sequéncia codificante do g€hmFAD2-1B resultando na troca de um
residuo de prolina (apolar) por outro de arginina (basico) em uma posicao
perfeitamente conservada. Esta troca afeta a estrutura da proteina e/ou sua funcéo,
de acordo com softwarede predicdo de efeito de SNPs PolyPhen. Posteriormente,
Pham et al. (2011) utilizaram o cruzamento entre as linhaB#&G3452 e
P1283327, para obter resultados similares. Neste trabalho, os autores identificaram
a delecao de uma adenosina na posi¢do 544/545 em uma regido de éxon do gene
GmFAD2-1A da P1603452, resultando em alteragdo no quadro de leitura e

terminacao prematura do peptideo, apos 191 aminoécidos.

A combinacdo de mutacdes nos ge@sFAD2-1e GmFAD3tem sido
estudada, visando produzir sementes com alto teor de acido oleico e baixo teor de
acido linolénico. A insercao dos genes muta@ed-AD2-1A(obtido da variedade
M23), GmFAD3-A(obtido da variedade M24)@mFAD3-B(obtido da variedade
M5) levou “a producédo de variedades com aproximadamente 55% de acido oleico
e 4,2% de acido linolénico (Rahman et al. 2001). O silenciamento transcricional
dos genessmFAD2-1Ae GmFAD2-1Be mutagfes nos gen€&mFADS3-A (da
variedade C1640) @&mFAD3-B(da variedade RG10) resultaram em 77-79 % de
acido oleico e 2,1-2,8% de acido linolénico (Brace et al. 2011). Pham et al. (2012)
foram capazes de obter soja com uma média de 10,5% de acidos graxos saturados,
84,9% de acido oleico, 2,9% de acido linoleico, e 1,7% de acido linolénico,
combinando mutacfes nos gen€mnFAD21A, GmFAD2-1B GmFAD3A e
GmFAD3C E importante salientar que pelos estudos de Pham et al. (2012) ficou
claramente evidenciado que, apesar de mutacdes nos @NEAD3A e
GmFAD3C o conteudo de &cido linolénico variou conforme o meio ambiente. Estes

resultados sugerem que serdo necessarios estudos da variabilidade ambiental para
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esta caracteristica, assim como direcionar futuramente uma pesquisa basica para
entender porque este gene depende mais de interagcbes com o meio ambiente quando

comparado com GmFAD2-1

O desenvolvimento de soja com teor de acidos graxos modificado pode
beneficiar as aplicaces industriais, além de fornecer uma alternativa mais barata e
igualmente funcional ao azeite de oliva no setor alimenticio (Pham et al. 2012).
Atualmente, grandes empresas também tém empregado esfor¢os neste sentido. A
Monsanto desenvolveu a cultivar Vistive Gold (MON 87705), uma soja
geneticamente modificada com alto teor de oleico e baixo teor de linolénico, por
meio do silenciamento de geremFatBe GmFAD2por RNA de interferéncia. J&

a Dupont Pioneer possui a cultivar Plenish, também desenvolvida por modificacdo
genética, com alto oleico e cerca de 3% de acido linolénico. O desenvolvimento de
cultivares de soja com altos teores de &cido oleico e baixos teores de acido
linolénico, adaptadoas condi¢cdes de plantio do territorio brasileiro € de grande

importancia para a industria alimenticia e de biodiesel, de modo que sera importante
produzir 6leo de melhor qualidade nutricional, mais estavel e com menor custo de

beneficiamento.

3.6. Oligossacarideos presentes no gréo de soja

O gréao de soja apresenta cerca de 34% de carboidratos, a maioria deles
sendo polissacarideos ndo-amidicos (celulose, hemicelulose e;p€atichana et
al. 2015. Sacarose, rafinose e estaquiose sdo 0s principais carboidratos sollveis
presentes no grao de soja, e sdo fatores responsaveis pela qualidade nutricional do
grao, sendo considerados como potenciais contribuintes para aumentar sua energia
metabolizavel (Bilyeu & Wiebold 2016). A sacarose € o Unico oligossacarideo
nutricionalmente Gtil para digestdo de monogastricos (Yang et al. 2014), e seu teor
no grdo geralmente varia entre 2,9 e 5,6% em linhagens e cultivares de soja nos
EUA (Sato et al. 2012). O teor de sacarose € fator critico na elaboracéo de produtos
a base de soja, tais como leite de soja, tofu, miso e natto (Geater et al. 2000, Kumar
et al. 2010, Sato et al. 2014, Wang et al. 2014). Por outro lado, a presenca de
oligossacarideos de rafinose (ROs), que inclui os a-galactosideos de rafinose e

estaquiose, € considerada um fator antinutricional. A ingestdo destes
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oligossacarideos por humanos e animais monogastricos pode causar disfuncbes
organicas, tais como diarreia, nauseas e flatuléncia (Liener 1994, Wang et al. 2014,
Reddy et al. 2016)devido a auséncia de atividade a-galactosidase nestes
organismos (Hagely et al. 2013; Yang et al. 2014). A estaquiose é o0 segundo
principal acucar soluvel no grédo de soja, comumente variando entre 1,4-4,1%
(Hymowitz et al. 1972; Zeng et al. 2015), e assume papel restritivo quanto ao

consumo do grao de soja como fonte proteica.

Vérios procedimentos visando reduzir ou eliminar os teores de estaquiose
em graos de soja e produtos derivados estdo descritos na literatura, tais como:
embebicdo e germinacao (Viana et al. 2005); processos de fermentacédo (Mital &
Steinkraus, 1975); extracdo de oligossacarideos em &agua (Ku et al. 1976);
ultrafiltracdo do extrato hidrossoluvel de soja (Omosaiye et al.1978); extracdo dos
oligossacarideos com etanol a partir da farinha de soja (Leske et al. 1991); utilizacdo
de a-galactosidase de origem vegetal e microbiana (Guimardes et al. 2001). A
obtencéo de variedades de soja com baixo teor de estaquiose e rafinose, associado
com altos teores de proteina e/ou sacarose é uma alternativa interessante para
melhorar a qualidade nutricional do grdo (Sato et al. 2014), uma vez gue estas
variedades irdo reduzir o tempo e custos demandados para o beneficiamento do grao

e seus derivados.

3.7. Melhoramento genético da soja para teor de oligossacarideos

A demanda atual por alimentos mais saudaveis tem ajudado a descobrir o
valor nutricional e beneficios para a salde da soja. Do mesmo modo, a demanda
por sojas especiais destinadas ao consumo humano vem aumentando, seja para o
consumo do grao diretamente, ou para a producdo de derivados, como proteina
texturizada, tofu, le¢ de soja, natto e edamame (Wang et al. 2014, O’Keefe et al.

2015). Assim, o desenvolvimento de cultivares de soja com maior qualidade
nutricional é considerado imperativo para os melhoristas, e um novo nicho de
mercado para produtores. Tamanho de sementes, alto teor de proteina, alto teor de
sacarose e baixos teores de oligossacarideos de rafinose sdo objetivos comuns de
programas de melhoramento visando ao desenvolvimento de sojas especiais

(Jaureguy et al. 2011).
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A biossintese de rafinose e estaquiose envolve as enzimas rafinose sintase,
da familia das hidrolases, que realizam a transferéncia do galactinol para a sacarose
(Dierking & Bilyeu 2008; Qiu et al. 2015; Bilyeu & Wiebold 2016). A Figura 3
mostra um esquema da biossintese de ROs, adaptado de Gangl et al. (2015).
Skoneczka et al. (2009) caracterizaram uma delecdo de trés pares de bases na
sequéncia do gene rafinose sintasegGMMRS2— Glyma.06G179200) do acesso
P1200508, que apresenta baixo teor de estaquiose. A delecdo encontrada explicou
entre 88 e 94% da variacdo observada no teor de estaquiose e 76% do teor de
sacarose do grao de duas populacéeefivadas da PI200508. Estudos anteriores
mostraram que a PI200508 é um bom doador de alelos para baixoeteor d
oligossacarideos de rafinose. O vigor das sementes néo é afetado em linhagens com
baixo teor de ROs geradas por retrocruzamentos e derivadas da P1200508, de modo
que nao ha diferenca significativa em caracteristicas de qualidade da semente, tais
como emergéncia no campo, rendimento de sementes, maturidade, altura e teor de
acidos graxos (Neus et al. 2005). Estas caracteristicas sédo importantes para
melhorar a qualidade nutricional da soja sem afetar o desempenho agronédmico das

cultivares (Yang et ak004.

O desenvolvimento de variedades de soja com baixo teor de estaquiose,
associado com altos teores de sacarose e de proteina tem se mostrado um desafio
pela presenca de correlacdo negativa entre proteina e sacarose (Jaureguy et al. 2011,
Sato et al. 2014). Estudos de correlacdo entre caracteres de qualidade do grédo em
populacdes segregantes para baixo teor de estaquiose tém se mostrado uma
importante ferramenta para guiar melhoristas buscando desenvolver sojas com
caracteristicas desejaveis para o consumo humano. Considerando que as sinteses de
sacarose, rafinose e estaquiose compartilham precursores na mesma via metabdlica
(Dierking & Bilyeu 2008, Bilyeu & Wiebold 2016), é esperado que o aumento do
teor de sacarose pela inibicdo da sintese de ROs possa ser alcancado sem
diminuicao no teor de proteina, conforme sugerido por Sato et al. (2014).

3.8. Metodologias para deteccdo de SNPs

Com o advento das técnicas de biologia molecular, a manipulagdo de DNA

se tornou possivel, levando ao surgimento dos marcadores moleculares na década
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de 1980 (Guimarées et al. 2009). Marcadores moleculares séo variantes na estrutura
do DNA em determinada posi¢cao do genoma, que podem ser utilizados para marcar
alelos de genes de interesse. Algumas das grandes vantagens sobre os marcadores
morfolégicos sdo o0 numero quase ilimitado de polimorfismos distribuidos
aleatoriamente ao longo de todo o0 genoma, a velocidade de diagndstico e a auséncia
de interferéncia do meio (Guimaraes et al. 2009).

Sacarose
Galactinol
RatS
Mio-1nositol
Ratinose
(Galactinol
StaS
Mio-1nositol
Estaquiose

Figura 3- Biossintese de rafinose e estaquiose em plantas. A sintese de rafiedszo@

por enzimas rafinose sintases (RafS), que promove a transferéncia de um residuo de
galactosil da molécula de galactinol para a sacarose. A enzima estaquiose sirfase (Sta
realiza a transferéncia de outro residuo de galactosil para a rafimoheipdo estaquiose.
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SNPs Simple Nucleotide Polymorphi$mséo variacdes de nucleotideos ou
pequenas inser¢des/delecdes (indels) em sequéncias de DNA homologas (Collins
et al 1998). Os marcadores baseados em SNPs ganharam interesse da comunidade
cientifica por serem a forma de polimorfismo mais abundante em genomas (Zhu et
al. 2003), por sua facilidade de automacéao, viabilizada por tecnologias que tém sido
constantemente desenvolvidas (Fan et al. 2006). Para ser considerado um SNP, um
polimorfismo precisa ser verificado em pelo menos 1% da populacdo analisada. A
ocorréncia de SNP em genomas de plantas € de cerca de 1 a cada 100-300 pb (Gupta
et al. 2001; Caixeta et al. 2009

Em soja, a frequéncia de SNPs é relativamente mais baixa em relacdo a
outras espécies agricolas cultivadas (Zhu et al. 2003, Hyten et al. 2006). Isso se
deve provavelmente a estreita base genética dos gendtipos utilizados para a
obtencédo das primeiras cultivares, da baixa variabilidade do ancestral selvagem
Glycine sojaalém do processo de selecao ao longo dos anos (Hyten et al. 2006).
Ainda assim, Song et al. (2013) encontraram mais de 200 mil SNPs em soja, a partir
de andlises de quase 500 milhdeseamsde 35-45 pb, em compara¢cdo com o

genoma de referéncia da Williams 82.

Vérias metodologias para a deteccdo de SNP tém sido desenvolvidas e
utilizadas pela comunidade cientifica, a maioria delas utilizando fluoréforos
intercalantesHigh Resolution MelftHRM) é uma metodologia p6s-PCR que
compara diferencas nas curvas de desnaturacdo de fragmentos contendo SNP e
pequenosndels(Smith et al. 2009). O produto de amplificacdo € submetido a um
gradiente de temperatura, com leitura de fluorescéncia em tempo real, gerando uma
curva de desnaturacdo. Pequenas variacbes na sequéncia dos fragmentos sao
suficientes para gerar alteragdes nas curvas de desnaturacdo e permitir a

genotipagem dos individuos.

O sistema Tagman® (ThermoFisher Scientific) para discriminacdo alélica
utiliza um sistema de sondas marcadas com diferentes fluor&farat$vidade 5’
nuclease da Taq polimerase (Shi et al. 1999). Sdo desenvolvidas duas sondas
complementares a regido alvo, cada uma especifica para um alelo do SNP, e
contendo uramolécularepérter na extremidade 5° ¢ um quenchema extremidade

3’. Estequencheré uma molécula que interfere na intensidade da fluorescéncia
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emitida pelo reporter. Quando as sondas estdo em solugéo, a proximidade entre o
quenchere o reporter impossibilita a leitura de fluorescéncia do repérter. Durante

a PCR, a sonda hibridiza especificamente com seu alelo alvo, e durante a fase de
extensdo, o repdrter presente na extremidade 5’ € clivado pela atividade 5’ nuclease

da Taq polimerase. A separacdo do reporter gudocheresulta em aumento da
liberacdo de fluorescéncia pelo reporter. Por meio da medi¢do da intensidade de
fluorescéncia de ambos os reporteres (especificos de cada alelo) apos a realizacao
da PCR, o gendtipo € determinado (Shi et al. 1999, Alves & Novais 2004).

s

Outra técnica bastante utilizada para genotipagem de SNPs é KASP
(Kompetitive Allele Specific PCR). A técnica utiliza dgigmers forwardalelo-
especificos contendo uma cauda especifica para cada um defgsnenreverse
comum, e sondas especificas para anelar na sequéncia complementar a cauda dos
primers contendo diferentes fluorofilos (geralmente FAM e HEX). Apés a sintese
das fitas, sdo geradas regibes complementares as caudgsindess alelo-
especificos. As sondas, que normalmente estao ligadagjaanohey se ligam a
estas regides complementares, possibilitando que emitam fluorescéncia (LGC

Group).

O desenvolvimento de marcadores SNPs baseados em mutacdes associadas
com caracteristicas de qualidade do grdo apresenta grande potencial para o
melhoramento genético da soja, visando ao desenvolvimento de cultivares de soja

com caracteristicas especiais.
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CAPITULO |

CARACTERIZACAO DE UM NOVO ALELO PARA O GENE
GmMFAD3AASSOCIADO COM REDUCAO NO TEOR DE ACIDO
LINOLENICO NO GRAO DE SOJA
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1. INTRODUCAO

A soja é a segunda principal fonte de O6leo vegetal no mundo,
correspondendo por cerca de um terco do mercado internacional, em termos de
producdo e consumo (USDA 2016a). No Brasil, o 6leo de soja corresponde por
mais de 80% do mercado de 6leos vegetais para a industria alimenticia. Estima-se
que foram produzidos no pais cerca de 7,8 milhdes de toneladas de 6leo de soja em
2016, uma queda de 4,0% em relacdo ao ano de 2015 (ABIOVE 2017a). Apesar
desta queda, a producao de dleo de soja vem crescendo nos ultimos anos, e para
2017, as previsdes sao de uma producédo de 8,1 milhées de toneladas de 6leo, um
crescimento de 4,%4. A partir desta previsdo para 2017, estima-se um crescimento
de 34% nos ultimos 10 anos (ABIOVE 2017a).

Uma das explicacdes para os incrementos na producdo de 6leo de soja nos
ualtimos anos é o crescimento na producéo de biodiesel, cuja principal matéria prima
€ 0 Oleo de soja (ANP 2016). A producao de biodiesel no pais passou de 69,01 mil
metros cubicos em 2006, para de 3,94 milhdes de metros cubicos em 2015, um
crescimento de 5.700%. Neste contexto, a soja foi responsavel por 77,7% da
producéo total (ANP 2016). Segundo a Lei n® 13.263 de marco de 2016, que altera
a Lei n®13.033, de 24 de setembro de 2014, o percentual de biodiesel misturado ao
Oleo diesel comercializado no pais deve passar para 8% a partir de 23 de marc¢o de
2017, e este percentual deve chegar a 10% em 2019 (BRASIL 2016).

A soja acumula, em média, 20% de 6leo no grdo, composto por cerca de
13% de &cido palmitico (16:0), 4% de &cido esteérico (18:0), 20% de acido oleico
(18:1), 55% de &cido linoleico (18:2) e 8% de &cido linolénico (18:3) (Pham et al.
2010, Goettel et al. 2014). A composicao de acidos graxos determina a qualidade
do dleo, e influencia suas propriedades fisicas e quimicas, tais como ponto de fuséo
e estabilidade oxidativa (Yadav 1996, Fehr 2007). A alta concentracdo de acidos
graxos poli-insaturados (acidos linoleico e linolénico) no 6leo de soja é a principal
causa de baixa estabilidade oxidativa, resultando em rancificacdo, rapido declinio
do sabor ideal e redugéo no tempo de armazenamento de produtos manufaturados
(Warner & Fehr 2008).

Com o intuito de aumentar a estabilidade oxidativa do 6leo de soja, a

industria alimenticia tem utilizado o processo de hidrogenacdo quimica para reduzir
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o teor de acidos graxos poli-insaturados e aumentar o teor de acido oleico;
entretanto, este processo leva a producdo de acidos gramesO consumo de
componentes parcialmente hidrogenados esta diretamente relacionado a incidéncia
de doencas coronarias, altos niveis de colesterol e desenvolvimento de diabetes tipo
2 (Hu et al. 1997, Mozaffarian et al. 2006, Pham et al. 2014). A relevancia deste
fato é tamanha que o FDA (USood and Drug Administrationemitiu uma
determinacdo de que Oleos parcialmente hidrogenados (OPHs) ndo sdo mais
reconhecidos como seguros (FDA 2015), e estabeleceu um periodo de trés anos
para que os fabricantes de alimentos se adequem a esta determinag&o ou fagam um

requerimento para o uso de OPHs (FDA 2016).

Melhoramento convencional e engenharia genética tém sido utilizados para
desenvolver variedades de soja com baixo teor de acidos graxos poli-insaturados,
aumentando a estabilidade oxidativa sem a necessidade de hidrogenacao quimica
(Fehr 2007, Flores et al. 2008, Pham et al. 2014). O primeiro programa de
melhoramento de soja buscando alterar a composicdo de acidos graxos foi iniciado
na década de 1950 (Dutton et al. 1951). Ao longo dos anos, foi caracterizado que a
biossintese de &cidos graxos em soja depende principalmente das enzimas
dessaturases do reticulo endoplasmatico (microssomo) (Baud & Lepiniec 2010). O
substrato primario para estas enzimas sao residuos de acidos graxos ligados a
fosfatidil colina ou coenzima-A (CoA). Asb-dessaturases convertem oleoil (18:1)
em linoleoil (18:2), enquanto que as3-dessaturases sdo respongaveela

conversao de linoleoil em linolenil (18:3) (Baud & Lepiniec 2010).

O teorde 4acido oleico no grao de soja ¢ controlado pelas enzimas w6-
dessaturases, codificadas pelos g&@m&AD21A e GmFAD2-1B(Heppard et al.
1996). MutacBes nestes genes estao associadas com aumento no teor de acido oleico
e reducéo no teor de acido linoleidocombinacdo de mutacdes nestes dois genes
possibilita o desenvolvimento de soja com mais de 80% de acido oleico no grédo
(Pham et al. 2010, Pham et al. 2011, Pham et al. 2012). Outras isoformas destes
genes sao responsaveis pela producéao de acido linoleico em outros tecidos da planta
(Heppard et al. 1996, Li et al. 2007).

Os gene$&smFAD3codificam para enzimas w3-dessaturases. A reducao do

contetdo de &cido linolénico em gendtipos de soja € controlada por mutagdes em

24



alelos nos locofanl, fan2 fan3e fanx relacionados com a expresséao de enzimas
o3-dessaturases microssomais (Bilyeu et al. 2005, Anai et al. 2005, Bilyeu et al.
2006, Chappell & Bilyeu 2006). O ge@anFAD3A/fanl(Glyma.149194300) esta
localizado no grupo de ligacdo (GL) B2/cromossomo 14; o GenEAD3Bfan3
(Glyma.02g227200) estd localizado no GL D2lb/cromossomo 2; o gene
GmFAD3C/fan2(Glyma.18g062000) esta localizado no GL-G/cromossomo 18
(Bilyeu et al. 2011, Cardinal et al. 2011, Goodstein et al. 2012).

Selecdo recorrente utilizando materiais com baixos niveis de acido
linolénico como doador de alelos tem tornado possivel reduzir o contetdo de acido
linolénico para cerca de 4,2% (Wilson et al. 1981). Mais recentemente, o uso de
alteracdes genéticas induzidas por mutagénese de irradiacdo fisica e quimica
produziu mutantes com baixos teores de acido linolénico: A5, C1640, RG10, M5,
IL8, A23 e A26 (Hammond & Fehr 1983, Wilcox et al. 1984, Bubeck et al. 1989,
Rahman et al. 1996tijsin et al. 1998, Fehr & Hammond 2000). O sequenciamento
dos genessmFAD3nNas linhagens de soja A5, A26 e A23, aliado a analises de
associacdo de marcadores, possibilitou a identificacdo de trés @erfeAD3
mutantes, que contribuem diretamente para o baixo teor de acido linolénico nestas
linhagens de soja (Byrum et al. 1997, Bilyeu et al. 2003, Bilyeu et al. 2006, Pham
et al. 2014). A combinagéo dos alelas1 (A5), fan2 (A23) efan3 (A26) produziu
a linhagem A29, com apenas 1% de &cido linolénico (Fehr & Hammond 2000, Ross
et al. 2000, Pham et al. 2014).

A linhagem FA22 apresenta teor médio de acido oleico (cerca de 50%), e
foi desenvolvida através de mutagénese pela lowa State University. Apesar de ser
um potencial doador de alelos para aumento do teor de &cido oleico, as bases
genéticas desta caracteristica ainda ndo sdo conhecidas para esta linhagem.

Por meio de um programa de melhoramento, nosso grupo desenaolveu
variedade CS303TNKCA, com baixo teor de &cido linolénico (3,5-4,0%), auséncia
das trés lipoxigenasetxl, lox2 e lox3) e do inibidor de protease Kunitz. Esta
variedade é uma isolinha obtida por retrocruzamento da linhagem BARC-12 (Leffel
1994), doadora para baixo teor de acido linolénico, com a variedade Monarca como
recorrente (Brune et al. 2010). Neste sentido, o objetivo deste estudo foi caracterizar

25



0 baixo teor de acido linolénico no gréao presente na variedade CS303TNKCA e o

médio teor de &cido oleico presente na linhagem FA22.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

Foram utilizadas duas linhagens de soja contrastantes para teor de acido
linolénico. A variedade CS303TNKCA foi desenvolvida pelo Programa de
Melhoramento da Qualidade da Soja (PMQS/BIOAGRO/UFV), e apresenta baixo
teor de acido linolénico (3,5-4,0%), teor normal de &cido oleico, médio teor de dleo
(20-23%), auséncia das trés lipoxigenadesl( lox2 e lox 3) e do inibidor de
protease Kunitz. Esta variedade é uma isolinha obtida por retrocruzamentos entre a
linhagem BARC-12 (Leffel 1994) e a variedade Monarca (COOPADAP) como
genitor recorrente. A linhagem FA22 foi desenvolvida por mutagénese na lowa
State University e contém teor médio de acido oleico (50%) e contetdo normal de
acido linolénico (5-6%; Alt et al. 2005).

2.2. Desenvolvimento da populacéo segregante

A variedade CS303TNKCA e a linhagem FA22 foram utilizadas para
desenvolver a populacdo do estudo. O cruzamento entre elas foi realizado em casa
de vegetacéo (CV) na Universidade Federal de Vigosa, em Vigcosa-MG, para obter
a populacdo ¥ Familias B3 foram cultivadas em campo experimental da
Universidade Federal de Vigcosa em Visconde do Rio Branco-MG (VRB). O
experimento foi conduzido em blocos ao acaso com duas repeticdes. Cada parcela
consistiu de uma linha de 1,5 metros plantada com 25 sementes por fileira, com 0,5
metros entre linhas. Familias.#foram cultivadas em Vigosa (VIC) e em S&o
GotardoMG, em dois experimentos (SG1 e SG2), sob condi¢bes similares as

anteriores.
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2.3. Extracdo de DNA, sequenciamento e identificacdo de mutacdes

Amostras foliares dos genitores CS303TNKCA e FA22, e das plan&as F
F> foram coletadas no estdgio de desenvolvimento V2 (Fehr & Caviness 1977),
congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas. DNA gendmico foi extraido
conforme metodologia descrita por Doyle & Doyle (1990). A concentracdo do
DNA foi determinada utilizando um espectrofotometro NanoDrop (NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE), e sua qualidade foi verificada por eletroforese em

gel de agarose 0,8%.

As sequéncias completas dos ge@saFAD2-1A(Glyma.10G278000),
GmFAD2-1B(Glyma.20G111000 GmFAD3A(Glyma.14G194300)GmFAD3B
(Glyma.02G227200) @mFAD3C(Glyma.18G062000) foram obtidas no banco de
dados Phytozome (Goodstein et al. 2012)sditware Primer3 Input v. 0.4.0
(Untergrasser et al. 2012) foi utilizado para desenhar conjuntpsirders para
cada gene selecionado de modo a amplificar toda a regido do gene (Tabela 1). Cada
conjunto deprimersfoi testado para produzir um unico produto de amplificacéo,
que foi purificado utilizando o kit ExoSAP (USB Corporation, Cleveland, Ohio,
USA) e entdo sequenciado na empresa Macrogen (Gasan-dong, Geumchun-gu,
Seoul, Korea). As sequéncias geradas foram editadas utilizarstftveare
Sequencher 4.1.4 (Gene Codes Corporation) e alinhadasfiweare ClustalW
(Thompson et al. 2002). Os polimorfismos encontrados foram analisados nas
plataformas ExPASY (Artimo et al. 2012) e NetPlantGene Server (Hebsgaard et al.
1996). O genoma de referéncia da linhagem Williams 82 foi utilizado para

identificar e comparar mutacoes.

2.4. Genotipagem

A genotipagem da populacée €ontrastante para teor de acido linolénico
foi realizada utilizando um par derimers capaz de diagnosticar a mutacao
encontrada no gen&mFAD3A da variedade CS303TNKCA por meio da
metodologia deHigh Resolution Melt(HRM; Liew et al. 2004): Forward:
TCCCACCCAGTGAGAGAAAG; Reverse:
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Tabela 1- Primersutilizados para sequenciar os ge@esFAD2-1AGmMFAD241B, GmFAD3A GmFAD3Be GmFAD3Cna variedade de soja CS303TNKCA
e na linhagem FA22. Temperatura de anelamento (Tm), tamardroplicone tamanho dampliconapés edi¢cdo sdo mostrados.

Gene Marcador Regiado Sequéncia dofrimers Tm (°C)  Amplicon (pb)  Amplicon editado (pb)
GmFAD21A FAD2-1A1 Regido Upstream-intron 1 Fw: TCCGTGTCTCCAAGTCCTCT 54 788 695
Rv: GCACCTAAGCCGACAAAAAG
GmFAD21A FAD2-1A2 intron 1-Exon2 Fw: TCATGCATTTGGTTCTGTGTC 54 971 708
Rv: TTTCTCCTTCATTGGGCATC
GmFAD21A FAD2-1A3 Exon 2-Regido downstrean Fw: ATGGGGATATGGTCAACGTC 54 810 745
Rv: CGTGACCCCTTACCAACCTA
GmFAD241B FAD2-1B1 Regido Upstream-5' UTR Fw: TGATCACAGGTGGAAACCAA 54 876 797
Rv: AAAGCGAATCAACCTTGTGG
GmFAD241B FAD2-1B16 Regido 5' UTR Fw: GGCAATATTGTCTTCTTTTTCCTC 60 877 470
Rv: ACAAAAAGGCACAAAACAGG
GmFAD241B FAD2-1B2 5' UTR-intron 1 Fw: ATGTTTCAGCGTTGGCTTTC 54 871 839
Rv: TGCACGATTCAATTTGGAGA
GmFAD241B FAD2-1B17 5' UTR-Exon2 Fw: CCCGCTGTCCCTTTTAAACT 58 869 771
Rv: TACTTGCTGAAGGCATGGTG
GmFAD241B FAD2-1B3 intron 1-Exon2 Fw: TGTCACTTCCCTCCATTCATT 54 904 731
Rv: ACATAGCAGCCAAACCAACC
GmFAD241B FAD2-1B4 Exon2-3' UTR Fw: GGGCTGCTTCTCTTCTCAT 54 820 794
Rv: TGGAGTGTGCATTTAAGGAA
GmFADBA FAD3AS8 intron 6-intron 7 Fw: CCCCTTAACCTTACCTCAACAA 55 756 724
Rv: GGGACCAGAAGTATCAAAGCA
GmFALBA FAD3A17 5'UTR-éxon 5 Fw: TATTACGCACCACCCACCAC 55 637 607
Rv: AAGCCGGGATGAACTAACCA
GmFADBA FAD3A18 Exon 6-intron 6 Fw: AATTGTTTGAACACGTGCAGAT 55 704 581

Rv: GTAGCTTTCCATTGAATCGTGA
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GmFADBA FAD3A19 Exon 5-intron 6 Fw: AGCAATCTGTTCCCACCCAG 55 780 673
Rv: CCAAACACTACGTAGACAACAG

GmFABBA FAD3A20 intron 2-intron 6 Fw: ATTGCGTGTTTGGAATCCC 55 724 603
Rv: CTTGAGCAATAGAACTGGACTAG

GmFADBA FAD3A21 intron 7-regido downstrean Fw: GGAACTTGGTGGTGAAAGGG 55 848 808
Rv: CGGTGGAACTCTGTTTCTGA

GmFALDBB FAD3B1 5' UTR-intron 2 Fw: TTTTTCGAAGATTTCCTTCTTCC 56 864 766
Rv: AAGAACTTGCAACGACAGATGA

GmFADBB FAD3B2 intron 2-intron 6 Fw: AACCACATTTTGGATTTGGAAC 56 899 829
Rv: CGCATTTAAGTGTTCACCCACT

GmFALDBB FAD3B3 intron 6-intron 7 Fw: AGCCCCGTTTTTCATTTATAGC 56 496 472
Rv: AAATGAAGTGGGTGTGAAAACA

GmFADBB FAD3B4 intron 7-regido downstrean Fw: CTATACTGGGAGCTTGGTGGTG 56 630 603
Rv: ATGCTCTGTGCAAGTGGTAGAA

GmFALBC FAD3C1 5' UTR-intron 3 Fw: TCCAATAGAAGAAAAGGGGGTA 56 933 866
Rv: ATAGTGGACGGTTTGGACTTGT

GmFALBC FAD3C21 Exon 3-intron 5 Fw: TGTTGAGAAGGATGAATCATGG 56 706 704
Rv: TGGACATGTGTTAACCCCATTA

GmFADBBC FAD3C22 Exon 5-intron 6 Fw: AGAAGCCCTGGAAAAGAAGG 56 882 847
Rv: TTTGAGGGAAAAGGTGATGG

GmFALBC FAD3C3 intron 6-regido downstrean Fw: ATTTATGTGCAGTTTTGCCATC 56 924 898

Rv: TGCAATTCTGACAAAGCACATA
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GAAAACATGGTAACCCAACACA. O softwareuMelt (Dwight et al. 2011) foi
utilizado para estimar a eficiéncia de diferenciagao para o marcador desenvolvido.

O experimento foi realizado em um aparelho RotorGene-Q (QIAGEN), em
reacao contendo 30 ng de DNA, 0,7 uM de qadlaer, e 5 pL de Type-it HRM
2X PCR kit (QIAGEN), em um volume final de 10 puL. PCR foi executada sob as
seguintes condicdes: 94 °C por 10 minutos; 40 ciclos iniciados a 94 °C por 20
segundos, 54 °C por 20 segundos, e 72 °C por 30 segundos. Por fim, os produtos de
amplificacédo foram submetidos a um gradiente de temperatura variando entre 60 e
90 °C, com aumento de 0,1 °C por passo. A fluorescéncia foi medida em tempo real
a cada incremento de temperatura para determinar a cumald€ada amostra
foi executada em duplicata, e foram determinados individuos padrdes para curva de

genotipos mutantes, selvagens e heterozigotos.

2.5. RT-PCR

Para verificar alteracdo nos processosplieing foi realizado uma anélise
através de RT-PCR. Amostras de RNA foram extraidas de sementes em estagio de
desenvolvimento R5 utilizando Trizol (LifeTechnology), seguindo recomendacdes
do fabricante, e quantificadas usando Picogreen (Thermo Scientific) em um
aparelho SpectraMax M5 (Molecular Devices). A qualidade do RNA foi verificada
por eletroforese em gel de agarose 1,5%. Um pg de RNA foi tratado com DNAse |
Amplification Grade (Thermo Scientific) e entdo submetido a transcricdo reversa
utilizando a enzima Superscript Il (Invitrogen). PCR foi realizado em volume final
de 15 pL, contendo 2 pL do produto da reacéo de transcrigcéo reversa, 0,33 uM de
cadaprimer, 0,5 U de Platinum@®&aq DNA Polymerase (Invitrogen), 200 uM de
cada deoxirribonucleotideo, 1,5 uL de PCR Buffer (Invitrogen), e 1,5 mM de
MgCl., sob as seguintes condi¢des: 94 °C por 2 minutos; 38 ciclos iniciados a 94
°C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos, e 72 °C por 2 minutos; e uma etapa
final a 72 °C por 7 minutos. Os produtos de PCR foram visualizados por eletroforese
em gel de agarose 1,2%. A Tabela 2 apresenta os conjunposnees utilizados
para amplificar cada gerigmFAD3.
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Tabela 2- Primersutilizados para amplificacdo dos ge@aFAD3de soja através de RT-
PCR.Primers forwardanelam no inicio do primeiro éxonpgmer reverseanelam no fim
do dltimo éxon.

Gene Primer Forward Primer Reverse

GmFAD3A ATGGTTAAAGACACAAAGCCTT TCACTCGCACCGAGACTGA
GmFAD3B ATGGTTAAAGACACAAAGCCTT CCACTCGCAACGAGACTGA
GmFAD3C AAGGCACAATGTTTTGGGCAC CTTGGACCCAGTCCAACTAA

2.6. Andlises fenotipicas

Lipideos de sementes das linhas avaliadas nos experimentos CV, VRB, VIC,
SG1 e SG2, e dos genitores da populacdo CS303TNKCA e FA22 foram extraidos
conforme metodologia adaptada de Gesteira et al. (2003). Quinze miligramas de
sementes trituradas foram colocadas em tubo de vidro de tampa rosqueével, e
adicionadas com 1 mL de hexano. Em seguida, as amostras foram borbulhadas com
nitrogénio, agitadas em voOrtex e acondicionadas a 4 °C por 16 horas.
Posteriormente, a solugcédo de hexano foi transferida para um novo tubo, evaporada
com nitrogénio liquido, adicionada com 0,4 mL de metoxido de sodio, agitada em
vortex e levada para banho-maria a 30 °C por 1h. Logo depois, foram adicionados
a cada tubo 1 mL de agua milliQ e 1 mL de hexano, agitados em vértex e
acondicionados a temperatura ambiente por 1h. Por fim, a fase orgéanica
(sobrenadante) foi coletada para novo tubo, adicionada com sulfato de sddio anidro,
e transferida para tubos de injecdo. A composicédo de acidos graxos foi realizada
por cromatografia gasosa em um aparelho Shimadzu GC-2010 Plus, conforme
descrito por Burkey et al. (2007). O conteudo de acidos graxos nas amostras foi
determinado como uma proporcao do total de acidos graxos, representado em % de
O0leo. O teor de 6leo das sementes foi determinado por espectrometria de
ressonancia magnética nuclear (NMR Resonance Instruments, Witney,

Oxfordshite, UK). As analises fenotipicas foram realizadas por Matta (2012).

2.7. Andlises estatisticas

Teste de y> foi realizado para verificar a segregacdo da mutag¢ao encontrada
no geneGMFAD3ANa populacao # Foram calculados médias, desvios padrdes,

maximos e minimos para contetdo dos acidos palmitico, estearico, oleico, linoleico
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e linolénico para cada experimento, utilizandeoftware GENES (Cruz 2013).
Regressao linear foi realizada saftwareGQMOL (Cruz & Schuster 2004) para
verificar a associacao entre a mutagao e o conteudo de acido linolénico, bem como
avaliar efeitos aditivos e dominantes. Foram gerados graficos de distribuicdo de
frequéncia, separando individuos por genétipo e agrupando os valores de &cido
linolénico em intervalos de desvio padrdo. Os graficos foram gerados com auxilio

dossoftwaresMicrosoft Excel e Microsoft Power Point (Microsoft Corporation).

2.8. Andlise de atividade enziméatica

Para avaliar a atividade da w3-dessaturase codificada pelo g&maFAD3A
da variedade CS303TNKCA, foi realizada expressdo heteréloga na levedura
Saccharomyces cerevisiderodutos da reacao de transcricao reversa (ver item 2.5)
foram amplificados conmprimers desenhados especificamente para a regido
codificante do gene GmFAD3A selvagem e mutante (FAD3A/Fw:
CCCGGATCCATGGTTAAAGACACAAAGCCTT; FAD3A/Rv:
GGGGCTCGAGTCAGTCTCGGTGCGAGTGA; e FAD3-CS303/Rv:
GGGGCTCGAGCTATCCCTTTCTCTCACTGG). Estpamerspossuem em sua
sequéncia os sitios de restricdo das enzimas BamHI| (FAD3A/Fw) e Xhol
(FAD3A/Rv e FAD3A-CS303/Rv), para auxiliar nos processos de clonagem. PCR
foi realizada em volume final de 30 uL, contendo 2,0 puL de cDNA, 3,0 uL de 10X
PCR Rxn Buffer (Invitrogen), 1,5 mM de Mg%0200 pM de cada
deoxinucleotideo, 0,33 uM de cagaimer, e 0,5 U de PlatinunTag DNA
Polymerase High Fidelity (Invitrogen), sob as seguintes condi¢cdes: uma etapa
inicial a 94 °C/2 minutos, seguida de 40 ciclos iniciados a 94 °C/15 segundos, 55
°C/30 segundos, e 68 °C/2 minutos, finalizando a 68 °C/10 minutos. Os produtos de
amplificagéo gerados foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 1,2%,
e purificados utilizando o PureLink Quick Gel Extraction Kit (Thermo Fisher

Sdentific).

Posteriormente, os produtos de amplificacdo foram digeridos com as
enzimas de restricdo BamHI e Xhol (New England Biolabs), em reacdo contendo
100 ng do produto purificado, 10 U de cada enzima, 2,0 uL de NEBuffer 3.1 (New
England Biolabs), em volume final de 20 pL. A reacéo foi realizada a 37°C por 2
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horas, e as enzimas foram inativadas a 85 °C por 10 mir@soSagmentos
digeridos foram clonados no vetor pYES2 Yeast Expression Vector (Thermo Fisher
Scientific), previamente digerido com as mesmas enzimas. A reacdo de clonagem
foi realizada em volume final de 20 uL, contendo 1,0 uL da enzima T4 DNA Ligase
(New England Biolabs), 90 fmol do fragmento digerido, 30 fmol do vetor e 2,0 pL
do T4 DNA Ligase Reaction Buffer (New England Biolabs).

Os plasmideosonstruidos foram transformados em bactérias da cepa DHS5a.
deEscherichia colpara validacao e multiplicacéo dos vetores. Estes vetores foram
utilizados para transformar células de leveduras da cepa W383 adzevisiae
conforme metodologia adaptada de Gietz & Schiestl (2007). Células da levedura
foram crescidas em 7 mL de meio YPD a 28 °C/180 giros até atingirem OD entre
0,5 e 1,5. Entdo, as coldnias foram centrifugadas a 5.000 giros/4 minutos, 0
sobrenadante foi descartado, e as células foram ressuspendidas em agua estéril e
centrifugadas novamente. Apés o descarte do sobrenadante, as células foram
ressuspendidas em 125 pL acetato de litio 100 mM (AcLi) estéril, e transferidas
para microtubos de 2,0 uL. Ap6s nova centrifugacéo a 10.000 giros/30 segundos, o
sobrenadante foi descartado, e as células ressuspendidas em 50 pL de AcLi 100
mM. Seguiu-se uma nova centrifugacdo a 10.000 giros/30 segundos e descarte do
sobrenadante. Em seguida, foram adicionados nesta ordem: 240 puL de PEG 50%
(polietilenoglicol), 36 uL de AcLi 1M, 25 pL de DNA de esperma de salmao 2
pg/ul e 50 pL de solugéo do vetor dissolvido em agua (entre 2-5 pug). As amostras
foram ressuspendidas em vértex com baixa vibragéo, e incubadas a 30 °C por 30
minutos, e depois a 42 °C por 20-25 minutos. Apos centrifugacdo a 8.000 giros/15
minutos, o sobrenadante foi descartado, e foi adicionado 1 mL de agua estéril.
Seguindo a uma nova centrifugacdo e descarte do sobrenadante, o pellet foi
ressuspendido em 200 pL de &gua estéril, plagueado em meio SD-ura (meio
contendo YNB, glicose, e todos os aminoacidos essenciais, a excec¢ao de uracila), e
incubado em estufa por cerca de trés dias a 28 °C/180 giros.

Para analise da atividade enzimatica, colbnias transformadas foram
crescidas em 7 mL de meio SD contendo galactose ao invés de glicose, para
estimular a expressao do gene clonado, a 28 °C por 12-16 horas e a 26 °C por cerca
de 48 horas. A extracao de lipideos e quantificacdo dos acidos graxos foi realizada
de modo semelhante ao item 2.6. Para a analise do perfil de acidos graxos, foram
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utilizadas colbnias transformadas com o vetor ndo clonado, e colénias contendo os

genesGmFAD3Aselvagem e mutante.

2.9. Analise de expressédo génica

Para avaliar a expressdo dos ge&@sFAD2-1 e GmFAD3 foram
desenhados conjuntos gdemersespecificos para cada gene (Tabela 3). A Tabela

4 apresenta informacgdes sobre os individuos analisados neste estudo.

A andlise foi realizada em um aparelho 7500 Real Time PCR Systems
(AppliedBiosystems), em reacdo contendo 1,0 uL de cDNA diluido 1:10, 5 pL de
solucéo contendo gsimers forwarde reversena concentragao de 1,5 pM, e 6 pL
de SYBR Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific). As rea¢des de PCR
em tempo real foram realizadas nas seguintes condi¢cfes: 95°C por 10 min e 40
ciclos de: desnaturacéo 95 °C por 15 seg, seguido de anelamento e extenséo a 60 °C
por 1 min. A especificidade dos produtos amplificados foi analisada pelas curvas
de dissociacdo geradas pelo equipamento. Foram utilizados controles negativos sem
a adicdo de cDNA sintetizado e/ptimerspara confirmar a auséncia de qualquer
tipo de contaminante no meio reacional (No Template Control, NTC). Foram
utilizadas trés réplicas bioldgicas e duas réplicas de pipetagem. Para a obtencéo de
controles enddgenos utilizados no experimento, foi feita uma busca na literatura
para os controles enddgenos ja utilizados e validados em soja (Van de Mortel et al.
2007, Libault et al. 2008, Hu et al. 2009, Le et al. 2012, Li, Q. et al. 2012, Miranda
et al. 2013). Estes controles foram utilizados para testes em nossas amostras e
verificacdo de sua expressdo estavel. A estatistica foi conduzida utilizando os
softwaresGeNorm (Vandesompele et al. 2002), BestKeeper (Pfaffl et al. 2004)
NormFinder (Andersen et al. 2004). Foram selecionados com base nas andlises os

genes CONS7 e UKN2, por se mostrarem 0s mais estaveis (Dados ndo mostrados).
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Tabela 3- Primersutilizados para a analise de expressao génica.

Gene Primers Tm (°C) Referéncia
GmFAD2-1A Fw: ACTCATGTGGCTCACCATCTCTT 59
Rv: TTGGTTGCCTCCATTGCAT
GmFAD2-1B  Fw: CATGTGGCTCACCATCTTTTCTC 59
Rv: TGGTTGCCTCCGTTGCA
GmFAD3A  Fw: TCTCACAACTGTGGATCGTGACT 58
Rv: TGGGTGCCAATGTCATGGT
GmFAD3B  Fw: AAGAAGCCCCGGAAAGGA 58
Rv: CACTGGGTGGAAACAGATTGC
GmFAD3C  Fw: AAAGCAGCAAAGGCAGTGCTA 59
Rv: TGGCAATGGCCCAGATTT
CYP2 Fw: CGGGACCAGTGTGCTTCTTCA 55 Miranda et
Rv: CCCCTCCACTACAAAGGCTCG al. 2013
UBC4 Fw: GAGCGAGCAGTTTCAGAC 55 Miranda et
Rv: CATAGGAGGGACGATACG al. 2013
ELF1A Fw: GACCTTCTTCGTTTCTCGCA 55 Miranda et
Rv: CGAACCTCTCAATCACACGC al. 2013
ELF1B Fw: GTTGAAAAGCCAGGGGACA 55 Miranda et
Rv: TCTTACCCCTTGAGCGTGG al. 2013
60s Fw: TCAGGACATTCTCCGCAAGATTCC 60 Le etal.
Rv: GATCAGCAATTATGCACAACG 2012
ABC Fw: GATCAGCAATTATGCACAACG 60 Le et al.
Rv: CCGCCACCATTCAGATTATGT 2012
Fbox Fw: AGATAGGGAAATTGTGCAGGT 60 Le et al.
Rv: CTAATGGCAATTGCAGCTCTC 2012
SKIP16 Fw: GAGCCCAAGACATTGCGAGAG 60 Hu et al.
Rv: CGGAAGCGGAAGAACTGAACC 2009
UKN1 Fw: TGGTGCTGCCGCTATTTACTG 60 Hu et al.
Rv: GGTGGAAGGAACTGCTAACAATC 2009
UKN2 Fw: GCCTCTGGATACCTGCTCAAG 60 Hu et al.
Rv: ACCTCCTCCTCAAACTCCTCTG 2009
ACT11 Fw: ATCTTGACTGAGCGTGGTTATTCC 60 Hu et al.
Rv: GCTGGTCCTGGCTGTCTCC 2009
TUAS Fw: TGCCACCATCAAGACTAAGAGG 60 Li, Q. et al.
Rv: ACCACCAGGAACAACAGAAGG 2012
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Glyma05g3747¢

Glyma08g2855(

Glymal8g0413(

CYP

Cons6

Cons7

UBI3

Fw: TTCCACCTCGCAACCATGAT

Rv: CGAAGCAAACTCCCTCTTGG
Fw: CTGGGCAAAAAGAACTGAAT
Rv: AACTGAACTGACTAACAATTCGG
Fw: ATCATGAGTGAACAAAAAGGTTC
Rv: AGTCTGAAACAAACTCTCGCC
Fw: ACGACGAAGACGGAGTGG

Rv: CGACGACGACAGGCTTGG

Fw: AGATAGGGAAATGGTGCAGGT
Rv: CTAATGGCAATTGCAGCTCTC
Fw: ATGAATGACGGTTCCCATGTA
Rv: GGCATTAAGGCAGCTCACTCT
Fw: GTGTAATGTTGGATGTGTTCCC

Rv: ACACAATTGAGTTCAACACAAACCG

60

60

60

60

60

60

60

Li, Q. et al.
2012
Li, Q. et al.
2012
Li, Q. et al.
2012
Li, Q. et al.
2012
Libault et
al. 2008
Libault et
al. 2008
Van de
Mortel et
al. 2007

Tabela 4- Plantas de soja analisadas para expresséo dos@eiesD2-1e GmFAD3

Planta Caracteristica Mutacdes conhecidas
A29 Baixo linolénico GmFAD3A, GmFAD3R
GmFAD3C
CS303TNKCA Baixo linolénico N&o caracterizada
P1603452 Médio oleico GmFAD2-1A
P1283327 Médio oleico GmFAD-1B
FA22 Médio oleico N&o caracterizada
PLO4* Alto oleico GmFAD2-1Ae GmFAD241B
PL21* Alto oleico GmFAD2-1Ae GmFAD241B
PL126* Alto oleico GmFAD2-1Ae GmFAD241B
NT12 Alta proteina -
BARCS Alta proteina -
BR80 Alta proteina -
CDO01 RR Alto éleo -
SUPREMA Alto éleo -

* Ver item 3.2 do Apéndice |
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3. RESULTADOS
3.1. Caracterizagao dos gene&mFAD2-1A e GmFAD2-1B da linhagem
FA22

O sequenciamento do ge@anFAD2-1A(Glyma.10G278000) cobriu um
total de 2.114 pb na linhagem FA22, dos quais 564 pb estapstneame 219 pb
estavam downstream & ORF. Ja o0 sequenciamento d8mFAD2-1B
(Glyma.20G111000) cobriu um total de 3.525 pb na linhagem FA22, incluindo
1767 pbupstreame 188 pldownstreana ORF. A comparacao entre as sequéncias
geradas e as do genoma padrdo Williams 82 ndo mostrou mutacdes nos genes
GmFAD2-1Ae GmFAD2-1Bpara a linhagem FA22. Ambos os genes foram

completamente sequenciados para regides de éxons, introns e regiées UTR.

3.2. Caracterizacdo dos geneSmFAD3 da variedade CS303TNKCA

O sequenciamento do geBenFAD3A(Glyma.14G194300) cobriu um total
de 3.721 pb na variedade CS303TNKCA, incluindo aproximadamente 56 pb
upstreame 408 pbdownstreama ORF. A comparacao entre a sequéncia gerada
para CS303TNKCA e o genoma de referéncia da variedade Williams 82 revelou a
presenca de oito mutacées no gémeFAD3A duas mutacdes emgiées de éxon,
cinco mutacdes em regidesideons e uma mutagdo na regido 3’UTR (Tabela 5).
Foi observada uma troca (A>G) na posicdo 34 do éxon 2. O intron 3 apresentou
uma insercdo de uma timina na posicao 94, enquanto que o é€xon 5 mostrou uma
delecao de uma adenina na posicao 79. Analises na sequéncia do intron 6 revelaram
uma insercao de uma citosina na posi¢cdo 66 e uma troca (G>T) na posicdo 383.
Foram detectadas uma troca (T>C) na posi¢ao 184 e uma insercao de uma adenina
na posicao 252 do intron 7. Por fim, foi identificada uma troca (A>G) na posicao
140 da regiao 3’UTR. Segundo a plataforma NetPlantGene Server (Hebsgaard et
al. 1996), nenhuma destas mutacdes causa alteracdes nos siplosrte A troca
(A>G) na posicéo 34 do éxon 2 ndo resultou em troca de aminoacidos. No entanto,
a delecdo de A na posicdo 79 no éxon 5 (delA) resultou na formacdo de um stop
codon prematuro, levando a formacdo de uma proteina truncada com apenas 207
residuos, comparada com os 376 residuos da proteina codificada pelo genétipo

padrdo Williams 82 (Figura 1). O fragmento de 169 residuos faltantes na
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CS303TNKCA abriga a regido rica em histidina(H-box3). Estas regides sao
consideradas essenciais para a funcdo catalitica das enzimas dessaturases (Shanklin
et al. 1994).

Tabela 5- Polimorfismos encontrados entre sequéncias de DNA do@eeD3Adas

linhagens de soja CS303TNKCA e Williams 82, destacando a delecdo de 1 pb que leva a

alteracdo no quadro de leitura.
Linhagem de soja Exon 2 intron3 | Exon5| intron6 intron7 3'UTR

Posicdo 34 94 79 66 383 184 252 140
Williams 82 A - A - G T - A
CS303TNKCA G T - C T C A G

O sequenciamento do geBenFAD3B(Glyma.02G227200) cobriu um total
de 2.670 pb na CS303TNKCA, dos quais 62 pb foumstreame 203 pb foram
downstreama ORF. O sequenciamento do g&mFAD3C(Glyma.18G062000)
cobriu um total de 2.803 pb, incluindo 44gistreane 225 pldownstreana ORF.
A comparacéo das sequéncias entre 0s locos correspondentes entre CS303TNKCA
e Williams 82 néo relevaram polimorfismos nas regides sequenciadas dos genes
GmFAD3Be GmFADS3C Os éxons foram completamente sequenciados para os trés
genes, enquanto que as regides intronicas foram parcialmente sequenciadas para os
genesGmMFAD3Ae GmFAD3B conforme Figura 2.

Em vista de que os gen€snFAD3séo altamente expressos em sementes
(Bilyeu et al. 2005), foram realizadas analises de RT-PCR para verificar se existe
alguma mutacdo em regido de intron nao identificada que poderia resultar em
diferentes transcritos devido a variacdo no processsplieng (Figura 3). Os
resultados indicam que sementes de CS303TNKCA ndo apresentam formas
alternativas dos gen€&mFAD3A GmFAD3Be GmFAD3C
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Mutac¢ao nonsense

Williams 82 GAGAAAGGGAATAGCAATAT
CS303 TNKCA GAGAAAGGG-ATAGCAATAT

5*UTR

Williams 82
CS303 TNKCA

Williams 82
CS303 TNKCA

Williams 82
C5303 TNKCA

Williams 82
CS5303 TNKCA

Williams 82
CS303 TNKCA

Williams 82
CS303 TNKCA

Williams 82
CS303 TNKCA

1 M u
i ] | H]

3'UTR

Acido graxo dessaturase FAD3A (Glyma.14G194300)

Enzimas traduzidas

Williams 82 CS303 TNKCA

LH

H-boxl H-box2 H-box3 H-boxl H-box2

Alinhamento das sequéncias de aminoacidos

MVEKDTKPLAYAANNGYQKEAFDPSAPPPFKIAEIRVAIPKHCWVKENPWRSLSYVLRDVLV

MVKDTKPLAYAANNGYQKEAFDPSAPPPFKIAEIRVATI PKHCWVKNPWRSLSYVLRDVLV
S  EE EEE E e

IAALMAAASHENNWLLWLIYWPIQGTMFWALFVLGHDCGH}SFSDSPFLNSLVGHILHSS
IAALMAAASHENNWLLWLIYWPIQGTMFWALFVLQHDCGHESESDSPFLNSLVGHILHSS

AE AR A AI R KA KRR K AR A AR A K AKARA AR R A A A KA AR R A A A F FAX KA A AR AR A KA RAK AR
H-box2

ILVPYHGWRIJHRTHHPNHGHIEKDE SWVPLTEKIYKNLDNMTRLVRFTVPFPLEVYPIY

ILVPYHGWRIJHRTHHPNHGHIEKDESWVPLTEKIYKNLDNMTRLVREFTVPFPLEVYPIY
B o B o T

H-box1
LEFSRSPGKEGSHEFNPYSNLFPPSERKGIAISTLCWVTMFSMLIYLSFITSPVLLLKLYGI

LFSRSPGKEGSHFNPYSNLFPPSERKG—————————————— -
e e o S S e i e e e e e i e i e o o

Figura 1 - Delecdo de 1 pb no éxon 5 do geBenFAD3A da variedade de soja
CS303TNKCA (delA), levando a um stop cédon prematuro e a perda do terceiro box de
histidina da enzima. Na estrutura do gene, os blocos menores representam regides UTR

blocos maiores representam éxons, e as linhas representam regiées de intron.
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Figura 2— Estrutura dos gengSmFAD3A GmFAD3Be GmFAD3C Os blocos menores
nas extremidades indicam regifes UTR, os blocos maiores indicam éxons, e as linhas
indicam introns. As barras abaixo de cada gene indicam a por¢ao sequenciada de cada gene.
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Figura 3- RT-PCR dos geneSmFAD3A GmFAD3Be GmFAD3Cna variedade de baixo
teor de 4cido linolénico CS303TNKCA e na linhagem de teor normal de acido linolénico
FA22.
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3.3. Andlises genotipicas

Foi desenhado um conjunto gdemersflanqueando a mutacao delA para
gerar um marcador que diferencie os individuos contrastantes para teor de acido
linolénico através da metodologia de HRM. Comparacdes entre CS303TNKCA,
FA22 e individuos Fobtidos do cruzamento entre estas linhagens mostraram que
o diagnostico desenvolvido foi eficiente em diferenciar a mutacdo (Figura 4). A
partir deste marcador baseado em HRM, 187 plant@sdfm genotipadas. Foram
encontrados 41 individuos mutantes, 41 selvagens e 105 heterozigotos, obtendo um
> = 2,83 ns (p = 24,3%), indicando que 0 marcador se comporta como esperado

para segregacdo mendeliana.

90
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S 50 AN
<L ‘\\\\
g N
A /‘\* N
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Figura 4 - Marcador HRM baseado em uma delecdo de 1-pb encontrada no gene
GmFAD3Ada variedade CS303TNKCA e associada com baixo teor de &cido linolénico.
As curvas normalizadas de individuos mutante (CS303TNKCA), selvagem e heterozigoto
s&o mostradas.

3.4. Andlises fenotipicas

Os teores dos acidos palmitico, estearico, oleico, linoleico e linolénico para
187 plantas fderivadas do cruzamento entre CS303TNKCA e FA22, cultivadas
em casa de vegetacdo\), e para 187 familias derivadas das plantasuftivadas
em Visconde do Rio Branco (VRB:p), Vicosa (VIC-F.4) e Sdo Gotardo (SG1 e
SG2-k.4) foram analisados. A Tabela 6 apresenta minimos, maximos e medias para

cada caracteristica avaliada em cada experimento. Em todos os experimentos, o teor
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de &cido linolénico variou entre 2,67% e 9,45%. A média do teor de acido linolénico
em individuos mutantes variou entre 3,35 % e 4,38%.

Andlises de regresséo linear mostraram que o efeito da mutacéo delA sobre
o teor de &cido linolénico é predominantemente de origem aditiva, e nenhum efeito
significativo de dominancia foi encontrado (Tabela 7). A Figura 5 apresenta a média
e a frequéncia dos teores de &cido linolénico para cada genoétipo entre as 187
linhagens avaliados nos cinco experimentos, bem como o coeficiente de
determinagdo da regressao “delA x teor de acido linolénico”. A mutagdo delA

explicou entre 48,81% e 65,97% da variacdo no conteudo de &cido linolénico.
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Tabela 6- Valores médios do perfil de &cidos graxos (%) de uma populacdo segregante de
soja derivada do cruzamento entre CS303TNKCA e FA22 avaliada em diferentes locais, e
de plantas de gendétipo mutante, selvagem e heterozigoto para a mutacdo delA do gene
GmFAD3A

Palmitico Estearico Oleico Linoleico Linolénico
Cv
Mutante 10,52 3,57 21,59 60,07 4,25
Heterozigoto 10,28 3,45 21,46 58,78 6,04
Selvagem 10,14 3,33 21,24 57,64 7,66
Média 10,30+1,01 3,45+0,45 21,44+455 58,81+4,27 6,00+1,44
Minimo 8,53 2,53 15,72 39,04 2,67
Maximo 19,06 6,36 42,61 65,18 9,45
VRB
Mutante 10,31 4,29 28,48 52,54 4,38
Heterozigoto 10,27 4,12 28,25 51,62 5,74
Selvagem 10,21 3,90 27,30 51,84 6,75
Média 10,26+0,45 4,11+0,31 28,09+3,53 51,87+3,17 5,66+0,97
Minimo 9,06 3,31 21,47 40,52 3,86
Maximo 11,59 5,14 41,16 59,07 8,02
VIC
Mutante 10,10 3,25 42,02 41,28 3,35
Heterozigoto 10,02 3,16 42,44 40,33 4,06
Selvagem 10,05 3,09 40,48 41,59 4,80
Média 10,04+0,54 3,16+0,30 41,92+6,22 40,81+5,37 4,07+0,68
Minimo 8,79 2,43 25,69 27,25 2,71
Maximo 11,62 4,01 57,74 54,03 6,35
SG1
Mutante 10,44 3,57 31,78 49,87 4,35
Heterozigoto 10,30 3,40 31,85 49,09 5,37
Selvagem 10,27 3,28 30,94 49,15 6,37
Média 10,32+0,54 3,41+0,28 31,63+6,14 49,2745,33 5,36+0,93
Minimo 8,95 2,62 18,89 35,29 3,72
Maximo 11,82 4,28 47,51 60,99 8,23
SG2
Mutante 10,46 3,54 31,70 50,01 4,30
Heterozigoto 10,31 3,40 31,92 49,00 5,38
Selvagem 10,28 3,27 30,87 49,18 6,40
Média 10,33+0,59 3,40+0,30 31,64+6,68 49,26%5,84 5,37+1,00
Minimo 8,67 2,68 19,25 30,83 3,66
Maximo 12,11 4,38 52,37 60,97 8,41

CV = Casa de vegetacdo (Vicosa-MG&RB = Visconde do Rio Branco-MGYIC =
Vigosa-MG;SG = Sao GotardddG
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Tabela 7- Variancia dos componentes aditivos e dominantes do teor de &cido linolénico
explicados pela mutacdo delA da variedade CS303TNKCA, calculados através de
regressao linear.

Fonte de Variacéo F Prob (%) R2 (%)
GH
Completo 147,71 0 61,62
Aditivo 296,09 0 61,55
Dominante 0,14 100 ns 0,07
VRB
Completo 184,77 0 66,76
Aditivo 358,67 0 65,97
Dominante 1,47 0,23 ns 0,79
VIC
Completo 91,61 0 49,89
Aditivo 184,09 0 49,88
Dominante 0,03 100 ns 0,02
SG1
Completo 101,05 0 52,34
Aditivo 203,18 0 52,34
Dominante 0,00 100 ns 0
SG2
Completo 87,83 0 48,84
Aditivo 176,43 0 48,81
Dominante 0,05 100 ns 0,03

Completo = soma dos modelos aditivo e dominante.
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Figura 5- Graficos de distribuicdo de frequéncia do contetdo de &cido linolénico de E&7denboja de uma populacdo segregante, separados pelos genotipos
para o gen&mFAD3A avaliados em diferentes locais. As médias do contetdo de acido linolénico para cada gemidtipoadms. As letras acima das curvas
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Rio Branco-MG), VIC (Vigosa-MG), SG (Séao Gotardo-MG).
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3.5. Andlise de atividade enziméatica

Por meio de expresséo heterdlogaSrerevisiaeepa W303, foi avaliada
a atividade de w3-dessaturases codificadas pelo alelo mut&neFAD3A da
variedade CS303TNKCA, e pelo alelo selvagem da planta PL0O4, desenvolvida
através do cruzamento entre os acessos P1283327 e P1603452 (ver item 3.2 do
Apéndice 1). O perfil de acidos graxos das col6nias de leveduras transformadas esta
apresentado na Tabela 8. Colonias transformadas com Gal¢lAD3Aselvagem
foram capazes de produzir 9,86% de acido linoleico, e 4,21% de &cido linolénico.
Por outro lado, leveduras transformadas com o &eahd-AD3Acontendo delA
produziram em média 2,42% de &cido linoleico e ndo produziram acido linolénico
em niveis detectaveis, semelhante ao encontrado para leveduag®ns (sem
insercao do gene), produziram em média 2,30% de &cido linoleico e ndo produziram

acido linolénico em niveis detectaveis.

Tabela 8- Perfil médio de &cidos graxos de leveduras selvagens e transformadas com o
geneGmFAD3A

Acidos Graxos (%)

Colbnia Doador do alelo Palm Pole Este Olei Lole Lico
Selvagem - 14,66 36,27 7,73 39,04 2,30 ND
GmFAD3A PLO4 16,92 22,30 13,71 34,04 8,48 4,555

GmFAD3AdelA CS303TNKCA 15,53 36,35 10,57 3514 242 ND

Palm = acido palmitcoPole = &cido palmitoleicoEste = acido estearicdlei = acido
oleico; Lole = &cido linoleicolico = acido linolénicoND = nao detectavel.
Valores calculados a partir da média de trés andlises, cada uma utilizando trés col6nias.

3.6. Andlises de expressao géca

A partir da analise de expresséo génica, verifemgde o gen&mFAD2-
1A foi mais expresso em plantas com teores normais de &cido oleico, em relacéo a
isoforma GmFAD2-1B (Figura 6A). A linhagem FA22 apresentou niveis de
expressao similares ao de outras linhagens que apresentam teores normais de acido
oleico. Por outro lado, a PI603452 e plantas derivadas apresentaram baixos niveis
de expressado do gemFAD2-1A Néo foi verificado um padrdo de expressao

para o gen& mFAD24B entre individuos com teores normais e médios de acido
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oleico. Linhagens com alto teor de proteina (BARC-8, NT12 e BR80) e baixo teor
de Oleo apresentaram niveis aparentemente mais baixos de expressao dos genes

GmFAD2-1 principalmente a linhagem NT12.

A andlise da expressdo dos geBasFAD3(Figura 6B) mostrou padrdes
relativamente proximos de expressao entre linhagens de baixo teor de acido
linolénico (CS303TNKCA e A29) em relagao a outras com teores normais desta
caracteristica (NT12, BARC8, BR80, CD01 RR, FA22, P1283327 e P1603452).
Entretanto, foi observada uma maior expressao do@eteAD3Aem relacdo aos
genelGmMFAD3Be GmFAD3C emplantas com alto teor de acido oleico, derivadas
do cruzamento entre as linhagens P1603452 e P1283327 (PLO4, PL21 e AL126).
cultivar Suprema, que apresenta alto teor de 6leo, apresentou maiores niveis de
expressao para os ger@@nFAD3Ae GmFAD3C
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4. DISCUSSAO

O BIOAGRO/UFRV possui um programa de melhoramento (PMQS) que
busca o desenvolvimento de soja com reduzido teor de acido linolénico e elevado
teor de acido oleico, caracteristicas desejaveis para alimentacdo e industria de
biodiesel no Brasil. A variedade CS303TNKCA apresenta baixo teor de acido
linolénico (cerca de 3,5-4,0%), e foi desenvolvida pelo PMQS, derivada da cultivar
Monarca (COOPADAP) e da linhagem BARC-12 (Leffel 1994). CS303TNKCA
também apresenta auséncia das trés lipoxigenasésl¢x2 e lox3) e do inibidor
de protease Kunitz, além de médio teor de 6leo (cerca de 20-23%) e rendimento por

volta de 3.600 kg de gréaos por hectare.

Neste estudo, procuramos elucidar as bases genéticas do baixo teor de acido
linolénico da variedade CS303TNKCA, e do médio teor de &cido oleico (cerca de
50%) da linhagem FA22, desenvolvida por mutagénese na lowa State University, e

gue apresenta conteudo normal de acido linolénico (5-6%; Alt et al. 2005).

Consistente com trabalhos prévios que demonstraram que o conteddo médio
de acido oleico presente na linhagem FA22 nédo é condicionado pela delecédo do
gene GmFAD2-1A presente na linhagem M23 (Alt et al. 2005), na presente
investigacdo, ndo foram detectadas mutacdes no@etAD2-1Ada linhagem
FA22. Entretanto, o sequenciamento completo dos gemésAD2-1Ae GmFAD2-
1B, também nao permitiu identificar alguma mutacdo que pudesse explicar o
conteudo médio de &cido oleico apresentado pela FA22, o que implica na
necessidade de novos estudos para explicar a caracteristica desta linhagem.

Andlises de expressdo génica de sementes em estagio de desenvolvimento
R5 mostraram padrbes de expressdo dos gengsAD2-1Ae GmFAD2-1Bda
linhagem FA22 similares aos encontrados para outros acessos com teores normais
de acido oleico (Figura 6A). Além disso, o g&mFAD2-1Afoi 0 mais expresso
em todos materiais analisados que apresentam teores normais de acido oleico. Tem
sido demonstrado que a isoforma GmFAD2-1A é menos estavalm&EAD2-1B
(Tang et al. 2005), sendo provavel entdo que apresente maiores niveis de expressao
para compensar sua maior instabilidade. Aparentemente, a mutagédo caracterizada
por Pham et al. (2011) no ge@enFAD2-1Ada linhagem P1603452, que leva a um
stop cédon prematuro e terminacéo da traducao apos 191 residuos, € capaz de alterar
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0s niveis de expressdo do gene, haja vista que a P1603452 e plantas derivadas do
cruzamento desta com a linhagem P1283327 (PL04, PL21 e PLU&6item 3.2

do Apéndice I) apresentaram menores niveis de expressao para este gene.

A expressao dos gen€snFAD3(Figura 6A em linhagens com baixo teor
de acido linolénico (CS303TNKCA e A29) foi similar ao encontrado em outras
linhagens de teores normais desta caracteristica. Foi observado maior nivel de
expressao do ger@mFAD3Aem relacdo aos gené€snFAD3Be GmFAD3Cem
plantas com alto teor de acido oleico, derivadas do cruzamento entre P1803452
P1283327; entretanto, ndo foi identificada a causa deste fendmeno. Apesar de a
mutacdo caracterizada no gefnFAD3A da variedade CS303TNKCA ser
semelhante aquela caracterizada por Pham et al. (2011) na linhagem P1603452
(producéo de uma enzima com 191 residuos faltantes, incluindo o H-box3, na
CS303TNKCA), delA parece nao alterar a expressao do gene, diferentemente da
mutacéo na linhagem P1603452 e plantas derivadas, nas quase nota-menor

expressao relativa do ge@GenFAD2-1A

Os genesGMFAD2-1 codificam para w6-dessaturases expressas em
sementes em desenvolvimento, enzimas que convertem &cido oleico em acido
linoleico. Por meio do sequenciamento destes genes e de andlises de expressao, nao
foi possivel identificar as bases genéticas para o médio teor de acido oleico (cerca
de 50%) na linhagem FA22. E possivel que este fenotipo seja explicado por outros
mecanismos, como regulacdo pos-tranducional. Durante o periodo de formacao da
semente, foi demonstrado que w6-dessaturases codificadas pelos g&hmFAD2-
1A e GmFAD2-1Bde soja podem ser fosforiladas no sitio Serl182, um mecanismo
comum de regulacdo da atividade enzimatica (Tang et al. 2005). Até o momento,
as bases genéticas para o teor médio de &cido oleico da linhagem FA22 permanecem
desconhecidas, e outras abordagens devem ser consideradas visando elucidar esta

guestao.

Por outro lado, foi identificada uma delecdo de 1 pb (delA) no gene
GmFAD3A que codifica para a ®m3-dessaturase na variedade CS303TNKCA
(Figura 1). A mutacgéo delA resulta em uma proteina truncada faltando 169 residuos,
um fragmento que compreende a regido do terceiro box de histidina (H-box3)

presente na enzima. Resultados similares foram encontrados por Reinprecht et al.
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(2009), que caracterizaram uma troca (G>A) na posi¢céo 798 da regiao codificante
do mesmo gene da linhagem RG10. Esta mutagéo leva a um stop codon prematuro
e uma proteina truncada faltando 111 residuos, incluindo o H-#&éx8sponsavel

por reduzir o teor de acido linolénico a cerca de 3,A%w3-dessaturases sao
responsaveis pela sintese de acido linolénico a partir do &cido linoleico, e pertencem
a uma familia de enzimas caracterizadas pela presenca de um dofietorque
interage com as trés regibes de motivos conservados de histidina (H-box) na
proteina (Shanklin et al. 1994). Estes boxes de histidina das dessaturases de
membrana sdo essenciais para coordenar o codaioon requerido para a
atividade catalitica (Shanklin et al. 1994, McCartney et al. 2004), e a mudanca de
um uanico residuo dentro destes boxes de histidina pode reduzir a atividade da
enzima (McCartney et al. 2004, Bilyeu et al. 2006, Radovanovic et al. 2014,
Reinprecht & Pauls 2016).

Andlises de atividade enzimatica a partir da expresséo heteréloga do gene
GmFAD3AemS. cerevisiaenostraram que, enquanto colonias transformadas com
0 gene selvagem clonado da PLO4 (ver item 3.2 do Apéndiceim capazes de
produzir &cido linoleico (8,48%) e acido linolénico (4,55% em média), colbnias
transformadas com o gene mutante da variedade CS303TNKCA produziram apenas
2,42% de acido linoleico e ndo foram capazes de produzir acido linolénico em
niveis detectaveis no estudo (Tabela 8). Estratégia similar foi utilizada
anteriormente por Singer et al. (2014) para avaliar a atividade de uma enzima
mutante déBrassica oleraceacodificada pelo genBoFAD3-2 A comparacao da
expressao deste gene mutante e de um BeRAD3-2selvagem mostrou que a
enzima mutante apresenta um declinio drasticatividade Al5-dessaturase,

levando a baixissima producéo de acido linolénico.

Andlises de expressdo génica (Figura) 880 mostraram alteracdo no
padréo de expressdo dos geGes-AD3da variedade CS303TNKCA, em relagéo
a outras linhagens com teores normais de acido linolénico, ou em relagéo a A29,
linhagem com baixissimo teor de acido linolénico (cerca de 1%). Além disso,
andlises de RT-PCR néo indicaram alteracdo no tamanho dos transcritos produzidos
pelos genesGmFAD3 em sementesem desenvolvimento a variedade
CS303TNKCA, a partir dgorimers amplificando toda a regido cdéidiante (do
codon inicial até o final; Figura 3), de modo que néao ha evidéncias de alteracéo no
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processo dseplicing Os resultados encontrados na andlise de atividade enzimatica,
expressdo génica e RT-PCR corroboram a hipétese de que delA é a responsavel

pelo baixo teor de acido linolénico apresentado pela variedade CS303TNKCA.

Foi desenvolvido um diagndstico para detectar a mutacdo delA no gene
GmFAD3Ada variedade CS303TNKCA, através da metodologia de HRM (Figura
4), uma técnica que tem sido utilizada com sucesso no mapeamento e genotipagem
de varias espécies (Liew et al. 2004, Wu et al. 2008, Cruz et al. 2013, Simko et al.
2016). A genotipagem das plantagiEBrivadas do cruzamento entre CS303TNKCA
e FA22 foi utilizada para associar delA com o contetdo de acido linolénico em trés
geracfes. A mutacédo levou a reducao do teor de acido linolénico para 3,4-4,4% na
populacdo segregante avaliada em diferentes locais (Figura 5). Estudos disponiveis
na literaturatém reportado resultados similares: uma troca (G>A) no primeiro
nucleotideo do intron 6 da linhagem CX1512-44 leva a uma altera¢do no processo
de splicing (Bilyeu et al. 2005); uma substituicdo (G>A) na posicao 798 da
sequéncia codificante da linhagem RG10 leva a um stop cédon prematuro
(Reinprecht et al. 2009); uma delecao de 6,4 kpb no@erfeAD3Afoi observado
na linhagem A5 (Pham et al. 2014); uma substituicdo (G>A) no segundo sitio de
splicing da linhagem PE1690 leva a um stop codon prematuro (Kim et al. 2015).
Neste estudo, a mutacao delA foi responsavel por reduzir entre 30,11 e 44,48% do
teor de &cido linolénico em sementes de soja, explicando 48,81-65,75% da variacdo

na caracteristica.

Cultivares de soja comumente apresentam cerca de 20% de 6leo, que
contém em média 10% de acido palmitico (16:0), 4% de acido esteérico (18:0), 20
a 25% de acido oleico (184°%), 55-60% de acido linoleico (184219 e 7 a 10%
acido linolénico (18:3%*219. Oleos de fritura estaveis geralmente necessitam de
baixos teores de &cidos linolénico (<3%) e linoleico (<50%) e alto teor de acido
oleico (>50%) (Warner & Fehr 2008). Os ger@s\FAD2-1Ae GmFAD2-1B
codificam para as6-dessaturases, que séo responsaveis pela conversao de acido
oleico em linoleico em sementes em desenvolvimento (Heppard et al. 1996,
Schlueter et al. 2007), enquanto os ge@es=AD3A GmFAD3Be GmFAD3C
codificam para as m3-dessaturases, que convertem acido linoleico em linolénico em
sementes em desenvolvimento (Bilyeu et al. 2003). A combinacao de mutacdes nos
genesGmMFAD2-1Ae GmFAD2-1Beleva o teor de acido oleico para cerca de 80-
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85%, e reduz o teor de acido linolénico para cerca de 2,5-4,9% (Pham et al. 2011
Pham et al. 2012). Linhagens mutantes contendo os GemeaD2-1AGmFAD2-
1BeGmFAD3An&o funcionais produziram graos com mais de 80% de acido oleico,
1,9-7,0% de &cido linoleico e 1,8-3,5% de &cido linolénico (Pham et al. 2012).
Neste caso particular, o uso de somente o gam&AD3Aé suficiente para
apresentar um grande efeito sobre o teor de acido linolénico (Pinto et al. 2003), e
deve-se considerar que a queda no fluxo metabdlico da producao de acido linoleico
por dessaturas€SmFAD2-1Ae GmFAD2-1Bmutantes ira afetar a quantidade de

substrato disponivel para a ®3-acido graxo dessaturaseriFAD3.

O marcador HRM para baixo teor de &cido linolénico baseado na mutacéo
delA se provou eficiente para selecdo assistida por marcadores em programas de
melhoramento, reduzindo o conteddo de &cido linolénico para 3,4-4,4%.
Atualmente, o PMQS esta desenvolvendo um programa de retrocruzamentos
assistidos buscando desenvolver variedades de soja combinando a mutacéo delA da
variedade CS303TNKCA com as mutagdes detectadas nos @ertesD2-1Ae
GmFAD2-1Bde uma planta com cerca de 85% de &cido oleico derivada do
cruzamento das linhagens P1283327 e P1603452 (Pham et al- 281 Apéndice
). Espera-se desta forma produzir cultivares de soja com alto teor de &cido oleico
e baixo teor dos acidos linoleico e linolénico, gerando 6leo com boa estabilidade
oxidativa e aumentando os beneficios para a salde humana e a industria brasileira

de biodiesel.

5. CONCLUSOES

e Nao foi possivel caracterizar as bases genéticas do médio contetdo de acido
oleico na linhagem FA22;

e Foi identificada uma delecdo de uma adenina (delA) na sequéncia
codificante do gen&smFAD3A da variedade CS303TNKCA, que esta
associada com reducdo no teor de acido linolénico para 3,4-4,4%
explicando entre 48,81% e 65,97% da variacdo na caracteristica;

e O marcador HRM baseado em delA se mostrou eficiente para realizar
discriminacéo de alelos do geGenFAD3A
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e A mutacao delA se mostra promissora para o desenvolvimento de cultivares

de soja com 6leo de maior estabilidade e qualidade nutricional.
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CAPITULO Il

EFEITO DE UMA MUTACAO NO GENE RAFINOSE SINTASE 2
(GmRS2EM CARACTERISTICAS DE QUALIDADE DO GRAO
DE SOJA
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1. INTRODUCAO

A soja Glycinemax é considerada como a fonte de proteina vegetal com
maior impacto na alimentac&do de animais e humanos, devido ao seu alto contetudo
proteico, e por sua composi¢cdo de aminoacidos razoavelmente balanceada (Gu et
al. 2010, Ari 2014). Apesar de seu potencial para uso na alimentacéo ser conhecido
h& milénios pelos povos da China, somente mais recentemente a soja passou a ser
considerada no ocidente como alimento funcional (alimento que, além das fun¢bes
nutricionais basicas, produz efeitos benéficos para a SadbREBRAPA;
https://www.embrapa.br/web/portal/soja/cultivos/sojal/soja-na-alimentacao
Assim, com o passar dos anos, a demanda por sojas especiais tem aumentado devido
ao uso do grdo diretamente, ou para producdo de derivados, como proteina
texturizada, tofu, leite de soja, natto e edam@Wing et al. 2014, O’Keefe et al.
2015).

Além do alto teor de proteina, outros fatores também séo responséaveis pela
qualidade do grao de soja, como o conteudo de oligossacarideos. Sacarose € o Unico
oligossacarideo presente no grdo de soja considerado nutricionalmente util para
digestdo de humanos e animais monogastricos (Yang et al. 2014), e seu contetdo
no grao é um fator critico para produzir derivados de soja (Kumar et al. 2011, Sato
et al. 2014, Wang et al. 2014). Além disso, sacarose é provavelmente o principal

fator que influencia o sabor gegetable soybegsoja vagemt.i, Y. et al. 2012p

Por outro lado, a presenca de oligossacarideos de rafinose (ROs) em soja,
que inclui osa-galactosideos rafinose e estaquiose, € considerada um fator
antinutricional, ja que animais monogastricos ndo possugalactosidase, uma
enzima responsavel pela hidrolizacdo de ROs (Hagely et al. 2013, Yang et al. 2014).
A ingestdo destes ROs na ausénciandmlactosidase pode causar disfuncdes
organicas como diarreia, nauseas e flatuléncia (Liener 1994, Reddy et al. 2016).
Estaquiose é o segundo principal aglcar presente em soja, usualmente variando
entre 1,4-4,1% do grao (Hymowitz et al. 1972, Zeng et al. 2015), e sua presenca no
grao € considerada restritimaconsumo de soja como fonte de proteina. A reducéo
do teor de estaquiose e rafinose aumenta a energia metabolizavel e promove
diminuicdo em seus efeitos indesejaveis (Suarez et al. 1999, Parsons et al. 2000,

Dierking & Bilyeu 2008).
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Varios procedimentos para reduzir ou eliminar o contetdo de estaquiose no
grao de soja e produtos derivados estao descritos na literatura, tais como embebicao
e germinacdo (Kim et al. 1973); processos de fermentacdo (Mital & Steinkraus
1975); extracdo de oligossacarideos em agua (Ku et al. 1976); ultrafiltracdo do
extrato hidrossoluvel de soja (Omosaiye e19¥.8); extracdo dos oligossacarideos
com etanol a partir da farinha de soja (Leske et al. 1991); utilizagdo de a-
galactosidase de origem vegetal e microbiana (Guimarédes et al. 2001), dentre
outros. Entretanto, a producéo de variedades de soja com baixo teor de estaquiose,
associado com altos teores de proteina e sacarose, € uma alternativa interessante
para aumentar a qualidade nutricional da soja no mercado (Sato et al. 2014), uma
vez que estas variedades reduziriam o tempo e custos para processar 0 gréo e seus

derivados.

A biossintese de rafinose e estaquiose € mediada por enzimas rafinose
sintase, que realizam a transferéncia de residuos de galactosil do galactinol para a
sacarose (Dierking Bilyeu 2008, Qiu et al. 2015, Bilyeu & Wiebold 2016).
Skoneczka et al. (2009) caracterizaram uma delecao de trés pares de bases no gene
rafinose sintase Z4MRS2- Glyma.06G179200) do acesso P1200508, que possui
alto teor de sacarose e baixo teor de estaquiose. Esta mutacéo foi analisada em duas
populacdes Fderivadas da P1200508, e explicou 88-94% e 76% da variagdo nos
teores de estaquiose e sacarose, respectivamente. O baixo teor de ROs em linhagens
derivadas da P1200508 nao afeta o vigor da semente e tampouco as caracteristicas
de qualidade do grao, tais como emergéncia no campo, rendimento de sementes,
maturidade, peso e contetdo de acidos graxos. Estas caracteristicas sao importantes
para a qualidade nutricional da soja (Yang et al. 2004), tornando a P1200508 um

bom doador de alelos para baixo contetdo de ROs.

Correlacdes entre caracteristicas de qualidade do grdo tém sido investigadas
por muitos pesquisadores (Hymowitz et al. 1992, Hartwig et al. 1997, Wilcox &
Shibles 2001, Jaureguy et al. 2011, Sato et al. 2014, Yu et al). Zd@o as
sinteses de sacarose, rafinose e estaquiose estdo na mesma via metabdlica (Dierking
& Bilyeu 2008, Bilyeu & Wiebold 2016), é esperado alcangcar um aumento no teor
de sacarose pela inibicdo da sintese de ROs, sem um decréscimo no teor de proteina

(Sato et al. 2014). Deste modo, 0 objetivo deste trabalho foi validar um novo

57



marcador molecular baseado na mutacgao encontrada no acesso P1200508, e estudar
seu efeito em caracteristicas de qualidade do gréo de soja.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.Material vegetal e desenvolvimento da populacéo

Foi desenvolvida uma populacde Eom 168 individuos, a partir de
cruzamentos diferentes acessos. P1283327 foi cruzada com P16034%2, e a F
gerada foi cruzada com P1200508. A novafdt cruzada com a cultivar
NA5909.As plantas geradas foram genotipadas para o gene rafinose sintase
2, e aquelas heterozigotas foram selecionadas para formar a populacéo F
P1200508 apresenta uma mutacdo associada com reducdo no teor de
estaquiose e aumento no teor de sacarose (Skoneczka et al. 2009). Os
acessos P1603452 e P1283327 possuem mutac¢des nesyeRAD2-1Ae
GmFADZ2-1B respectivamente, que quando combinadas podem produzir
soja com cerca de 85% de acido oleico (Pham et al. 2011, Pham et al. 2012).
A cultivar NA5909 (Nidera Sementes) é uma variedade de alto desempenho
agrondmico. Todos os cruzamentos e 0 desenvolvimento da popuagéo F
foram realizados em casa de vegetacao na Universidade Federal de Vigosa,
em Vigcosa-MG. Sementes foram plantadas em junho de 2015 e colhidas
em outubro do mesmo ano. Os genitores da populacdo e as variedades
UFVTN105AP (alta proteina Programa de Melhoramento da Qualidade

da Soja- PMQS/BIOAGRO/UFV), CS303TNKCA (baixo teor de &cido
linolénico — PMQS/BIOAGRO/UFV) e Tucunaré (boas caracteristicas
agrondmicas Fundacao Mato Grosso) foram utilizados como testemunhas
adicionais. Sementes das plantas #os genitores e das testemunhas
adicionais foram colhidas e utilizadas para analises fenotipicas.

2.2.Andlises genotipicas

Amostras foliares dos genitores P1603452, P1283327, PI200508, NA5909,
plantas I e de todas as plantasfBram coletadas em estagio de desenvolvimento
V2 (Fehr & Caviness 1977), congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em

freezer a -80 °C. DNA genbémico foi extraido conforme metodologia proposta por
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Doyle & Doyle (1990). A concentracdo do DNA foi determinada utilizando um
espectrofotometro NanoDrop (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE), e sua

qualidade foi conferida por eletroforese em gel de agarose 0,8%.

O conjunto deorimersdesenvolvido por Skoneczka et al. (2009) (Forward
5-GGACTTGAAGGAACAGTTTAGG-3 e Reverse 5'-
CGTTACTGACGATCTTATCCAC-3') foi avaliado para verificar sua adequacgao
a metodologia de genotipagdrigh Resolution Mel{HRM) (Liew et al. 2008,
Simko 2016). Posteriormente, 0 mesmo conjuntgumers foi utilizado para
sequenciar a regido da mutacdo do gemRS2hos quatro genitores utilizados no
desenvolvimento da populagdo. As sequéncias geradas foram editadas e alinhadas
nos softwares Sequencher v. 4.1.4 (Gene Codes Corporation) e ClustalW
(Thompson et al. 2002). A partir destas sequéncias, foi gerado um novo conjunto
de primers HRM (Forward 5-GTGGAGCAGGTGTATGTG-3¢e Reverse 5'-
GTCTGACCCCACCCCAATAC-3). As reacdes de genotipagem da populacdo F
foram realizadas conforme item 2.4 do Capitulo I.

2.3.Andlises fenotipicas

Os teores de umidade, 6leo e proteina foram determinados utilizando
espectroscopia de infravermelho proximo (NHRFT-NIR analyzer, Thermo
Scientific, model Antaris II), utilizando 20-30 sementes moidas. A extracdo dos
oligossacarideos sacarose, rafinose e estaquiose foi realizada conforme
metodologia adaptada de Teixeira et al. (2012). Na primeira etapa, 50 mg de graos
de soja moidos foram colocados em tubos de centrifugacdo rosqueaveis,
adicionados com 1,0 mL de éter de petréleo, agitadas em vortex e mantidos em
banho-maria a 42 °C sob agitacdo constante. Apos 5 minutos, as amostras foram
centrifugadas a 14.000 giros por 5 minutos, e o sobrenadante foi descartado. Esta
etapa foi realizada trés vezes. Na segunda etapa, foi adicionado 1 mL de etanol
80%, as amostras foram agitadas em vortex e levadas para banho-maria em ebulica
sob agitacdo constante por 5 minutos. Apés serem resfriadas a temperatura
ambiente, as amostras foram agitadas em vortex novamente, centrifugadas a 14.000
giros por 5 minutos, e a fase liquida foi coletada em béquer de 10 mL. ApOs realizar

a segunda etapa trés vezes, os béqueres foram levados para secar em estufa a 50 °C
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por cerca de 14 horas. Por fim, os oligossacarideos presentes no fundo do béquer
foram ressuspendidos em 1 mL de etanol 80 %. O extrato foi analisado por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) em um cromatografo Shimadzu
Prominence, utilizando acetonitrila como fase moével. A extracdo de lipideos foi
realizada conforme metodologia adaptada de Gesteira et al. (2003) (ver Capitulo I)
e o perfil de &cidos graxos foi determinado por cromatografia gasosa em um

cromatografo Shimadzu GC-2010 Plus.

2.4. Anélises estatisticas

Para verificar a segregacédo da mutacdo do GanRS2na populacao &
foi utilizado o teste 2. Estatisticas descritivas (média, maximo, minimo, amplitude,
variancia e desvio padrdo) foram calculadas para cada gendtipo e para cada
caracteristica. O Coeficiente de Correlagdo de Pearson foi calculado para cada par
de caracteristicas, e sua significancia foi verificada por teste t. Regressao linear foi
realizada para estimar o efeito da mutacdo no GemeS2m todas caracteristicas
avaliadas. A significancia do coeficiente da regressao (1) foi verificada por teste t,
e 0 ajuste do modelo linear para cada regressédo foi quantificado por meio do
coeficiente de determinacdo (R2). As andlises estatisticas foram realizadas no
softwareGENES (Cruz 2013), com excecdo das andlises de regressao, que foram
realizadas nosoftware GQMOL (Cruz & Schuster 2004). Foram construidos
graficos de distribuicdo de frequéncia dos teores de sacarose, rafinose e estaquiose
para individuos mutantes, selvagens e heterozigotos da popuiagéiménciando
suas médias. Estes graficos foram construidos utilizandoftygaresMicrosoft

Excel e Microsoft Power Point (Microsoft Corporation).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Desenvolvimento da populacédo e metodologia de genotipagem

A populagédo utilizada no estudo foi desenvolvida pelo cruzamento entre
quatro genitores, como descrito na metodologia. O conjurgordersdescrito por
Skoneczka et al. (2009) foi utilizado para genotipar e selecionar individuos da

populacdo F-contendo a mutacdo no ggBmRSZGlyma.06G179200), atraves da
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metodologia de HRM. No entanto, o marcador ndo mostrou segregacao mendeliana
na populagao avaliada, provavelmente devido a alguma mutagéo néo identificada
na regido de amgicacao dos genitores da populacdo, que poderia levar alteracdes
na curva demelt Para avaliar esta hipotese, os fragmentos amplificados pelos
primersdesenvolvidos por Skoneczka et al. (2009) foram sequenciados para todos
0S genitores da populacéo (P1200508, P1283327, P1603452 e NA5909), gerando

fragmentos variando entre 182 e 185 pares de bases.

A partir da analise das sequéncias geradas, a delecdo de trés pares de bases
no acesso P1200508 foi reidentificada. Entretanto, foi encontrada uma mutacao
silenciosa (C>T) na posicao 25 da P1603452 (Figura 1), acesso utilizado para o
desenvolvimento de soja com mais de 80% de acido oleico (Pham et al. 2011, Pham
et al. 2012). Uma vez gutigh Resolution Melé sensivel a variagdes de um Unico
nucleotideo (Wu et al. 2008, Simko 2016), esta mutacao pode alterar o padréo de
curva demelt e consequentemente a correta identificacdo de gendétipos derivados
da P1603452. Assim, foi desenhado um novo diagnostico molecular para a
metodologia de HRM, amplificando um fragmento de 52 a 55 pares de bases que
inclui a mutacdo da P1200508 no g&mRS2mas nao inclui a regido da mutacao
na Pl603452. Este novo marcador HRM (Figura 2) se comportou conforme
esperado para segregacdo mendeliana. Um total de 168 plantesam
genotipadas, sendo encontradas 42 plantas mutantes, 78 heterozigotas e 48

selvages, obtendo um %= 1,29 (p = 0,53 ns).

PI200508 GGACTTGAAGGAACAGTTTAGGABCETGGAGCAGGTGTATGTE---QACGCGCTTTGTGG
Williams GGACTTGAAGGAACAGTTTAGGAECETGGAGCAGGTGTATGTETGGRACGCGCTTTGTGG
PI603452 GGACTTGAAGGAACAGTTTAGGAETETGGAGCAGGTGTATGTETGGRACGCGCTTTGTGG
Thkhkhkhkkkkhhdkhdkhhkkhkhhdkfl Fd ko kdkddok kkdkdkkkkxff o ek e e e ek ek ek ke ke
PI200508 GTATTGGGGTGGGGTCAGACCCAAGGTTCCGGGCATGCCCCAGGCTAAGGTTGTCACTCC
Williams GTATTGGGGTGGGGTCAGACCCAAGGTTCCGGGCATGCCCCAGGCTAAGGTTGTCACTCC
PI603452 GTATTGGGGTGGGGTCAGACCCAAGGTTCCGGGCATGCCCCAGGCTAAGGTTGTCACTCC
R R L Y
PI200508 GAAGCTGTCCAATGGACTAAAATTGACAATGAAGGATTTAGCGGTGGATAAGATCGTCAG
Williams GAAGCTGTCCAATGGACTAAAATTGACAATGAAGGATTTAGCGGTGGATAAGATCGTCAG
PI603452 GAAGCTGTCCAATGGACTAAAATTGACAATGAAGGATTTAGCGGTGGATAAGATCGTCAG
e e e e e e e ke e e ke ek o e ok e e e ok ok e e ek ok o e ek ok e o ke ok e e ek ek e e ke ek ek ok Rk ek
PI200508 TAACG
Williams TAACG
PI603452 TAACG
* e A Kk

Figura 1- Alinhamento das sequéncias geradas paiiosersdescritos por Skoneczka et
al. (2009) com o genoma de referéncia Williams 82, mostrando a troca (C>G) encontrada
no acesso P1603452 (A) e a delecdo de trés pares de bases do acesso P1200508 (B).
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Figura 2— Marcador desenvolvido para a metodologia de HRM, baseado em uma dele¢éo de trés paesmmbasea no ge@mRS2Ao acesso de soja
P1200508. As curvas daeeltnormalizadas para individuos mutante, heterozigoto e selvagem sdo mostradas.
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3.2.Estatistica descritiva

Sementes fz foram analisadas para varias caracteristicas de qualidade do
gréo (teores de proteina, 6leo, estaquiose, rafinose, sacarose, oligossacarideos
totais, e acidos palmitico, estearico, oleico, linoleico e linolénico), e foi encontrada
variabilidade para todas as caracteristicas analisaddsbela 1 apresenta os
valores das caracteristicas avaliadas para a populacgmafa cada genotipo
GmRS2e para os genitores e testemunhas adicionais.

O conteudo de estaquiose variou entre 0,04 e 0,55% para individuos
mutantes e 1,11-2,96% para individuos do tipo selvagem, com média de 0,18% e
2,08%, respectivamente. Skoneczka et al. (2009) encontraram teores de estaquiose
variando entre 0,56-1,47% para individuos mutantes, e 2,58-5,63% para individuos
selvagens, provenientes de uma populagéaefivada do cruzamento entre o
acesso P1200508 com os acessos P187013 ou P1243545.

Os valores méaximos e minimos da populagiéex€ederam os valores dos
genitores para varias caracteristicas, indicando a ocorréncia de segregacao
transgressiva. Este fendbmeno tem sido observado em outros estudos envolvendo
populacées de segregantes de soja para teor de proteina (Hyten et al. 2004),
rendimento e peso de graos (Mansur et al. 1993), teor de sacarose e oligossacarideos
(Kim et al. 2006), e contetido de &cidos oleico e linoleico (Pham et al. 2011). E
esperado que progénies derivadas de cruzamentos entre muitos genitores mostrem
um amplo espectro de variabilidade genética, fornecendo uma maior possibilidade
de isolamento de individuos segregantes transgressivos (Tyagi & Khan 2010,
Mughal et al. 2015).
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Tabela 1- Estatisticas descritivas de caracteristicas de qualidade do graa g®puatacdo Fde soja gerada por cruzamentos entre P1603452, P1283327,
P1200508 e NA5909, mostrando valores para cada genétipo identificado paraGnteB&genitores e testemunhas adicionais.
Proteina Oleo Sacarose Rafinose Estaquiose Oligossacarideos Palmitico Estearico Oleico

Linoleico Linolénico

Genitores e Testemunhas

NA5909 37,53 24,42 1,89 0,51 1,38 3,42 11,91 4,65 21,02 55,77 6,65

P1200508 4198 16,95 4,84 0,11 0,30 5,25 9,79 2,69 41,91 39,02 6,60
P1283327 42,85 17,46 3,02 0,27 1,76 5,05 10,11 5,09 28,14 45,91 10,74

P1603452 41,35 18,29 3,18 0,19 1,69 5,06 10,85 3,61 33,86 43,16 8,53
UFVTN105AP 48,09 17,62 1,81 0,43 1,61 3,85 11,25 3,81 27,10 52,76 5,08
CS303TNKCA 38,01 25,63 1,58 0,77 2,18 4,53 10,67 3,79 28,34 54,26 2,94

Tucunaré 38,42 20,52 3,17 1,00 1,74 5,91 10,85 3,76 21,11 56,41 7,87

Populacdo B

Média Populagéo 40,66 19,74 384 0,27 134 545 10,64 361 29,66 47,99 8,15
Mutante 39,21 20,80 5,07 011 0,18 5,36 10,69 3,63 30,22 47,63 7,98

Heterozigoto 41,22 19,28 3,62 0,25 151 538 10,73 361 29,25 4811 8,30

Selvagem 41,02 1955 311 045 2,08 564 1043 357 29,84 48,12 8,06

Minimo Populagéo 33,00 12,75 133 0,02 0,04 246 6,67 2,38 1711 401 3,70
Mutante 33,00 1545 249 0,02 0,04 2,66 6,73 2,38 19,36 432 3,94

Heterozigoto 34,70 12,75 152 0,02 0,77 246 6,67 258 17,24 401 4,71

Selvagem 36,06 14,35 133 0,23 111 2,79 7,39 2,74 17,11 422 3,70

Méaximo Populagéo = 47,82 2551 7,07 0,84 3,11 10,16 17,32 545 82,17 60,99 10,96
Mutante 4584 25,37 7,07 0,22 0,55 7,30 1388 5,26 82,17 60,99 10,08

Heterozigoto 47,57 24,33 6,21 0,61 3,11 841 17,32 545 8142 60,17 10,96

Selvagem 4782 2551 701 0,84 2,96 10,16 14,57 4,76 81,78 57,78 10,34

Amplitude  Populagéo 14,82 12,76 574 0,82 3,07 7,70 10,65 3,07 65,06 56,98 7,26
Mutante 12,84 9,92 458 0,20 051 464 715 2,88 62,81 56,67 6,14

Heterozigoto 12,87 11,58 4,69 0,59 2,34 5,95 10,65 2,87 64,18 56,16 6,25

Selvagem 11,76 11,16 568 061 1,85 737 718 202 64,67 5356 6,64

Desvio Populacéo F 3,16 2,73 125 0,18 0,82 1,22 132 0,54 10,54 9,46 1,09
Padréo Mutante 2,81 2,57 1,05 0,05 0,11 1,07 1,37 057 11,63 10,17 1,08
Heterozigoto 3,16 2,74 0,92 0,13 043 114 134 0,56 9,53 8,94 0,95

Selvagem 3,10 2,65 113 0,15 053 146 124 0,48 11,28 9,83 129
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3.3.Regressao linear e correlagdes entre caracteristicas de qualidade do

grao

Andlises de regressdo linear permitiram observar uma associacao
significativa entre a mutacdo no geBenRS2e os teores de sacarose, rafinose,
estaquiose, proteina e Oleo (Tabela 2). Foram gerados gréaficos utilizando a
distribuicdo do conteudo de sacarose, rafinose e estaquiose, para cada genétipo
identificado para a mutacédo (Figura 3). Esta mutacéo explicou 69,61% do teor de
estaquiose, 51,81% do teor de rafinose e 31,96% do teor de sacarose. Skoneczka et
al. (2009) avaliaram a mesma mutacdo em duas populagbdsriFadas da
populacdo PI1200508, e encontraram valores de coeficiente de determinacéo de 88-
94% para teor de estaquiose e 76% para teor de sacarose. Esta diferenca pode ser
explicada em parte pela diferenca no ambiente experimental onde as populacdes
foram avaliadas, bem como a formacéo da populacao utilizada. Neste estudo, foi
utilizada uma populacdo derivada do cruzamento de quatro genitores divergentes,
0 que pode levar a um aumento na segregacao das caracteristicas, gerando maior
variabilidade genética (Hanson 1959, Alliprandini & Vello 2004).

Tabela 2- Regressao linear de “caracteristicas de qualidade de soja x genotipos GmRS2,
mostrando os valores de testednstante da regressdo (Po), coeficiente da regressao (B1)
e coeficiente de determinacgéo (R?)

Caracteristica F o B1 R2 (%)
Proteina 7,09** 39,76 0,87** 4,10
Oleo 4,37* 20,36 -0,60* 2,56
Sacarose 77,97** 4,84 -0,97** 31,96
Rafinose 178,5** 0,09 0,17** 51,81
Estaquiose 380,2** 0,37 0,93** 69,61
Oligossacarideos 1,19 5,31 0,14 0,71
Ac. Palmitico 0,99 10,78 -0,14 0,59
Ac. Estearico 0,28 3,64 -0,03 0,17
Ac. Oleico 0,02 29,84 -0,17 0,01
Ac. Linoleico 0,06 47,74 0,24 0,03
Ac. Linolénico 0,07 8,12 0,03 0,04

*p <0,05; ** p<0,01; Oligossacarideagssacarosé- rafinose+ estaquiose.
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Figura 3— Graficos de distribuicdo de frequéncia dos teores de estaquiose, rafinose e
sacarose de 168 individuos de uma populagaedparads pelos genétipo&mRS2As

médias de cada caracteristica para cada genotipo sdo mostradas. As letras representam os
genodtipos: mutante (M), heterozigoto (H) e selvagem (S).
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Apesar de ter sido encontrada associacao significativa entre a mutacao do
gene GmMRS2e os teores de proteina e Oleo (Tabela 2), os coeficientes de
determinacdo encontrados foram baixos (4,1% para teor de proteina e 2,6% para
teor de 6leo), indicando que a mutacéo pode ser utilizada para reduzir os teores de
rafinose e estaquiose e aumentar o teor de sacarose, sem mudangas significativas
nos teores de 6leo e proteina, conforme sugerido por Sato et al. (2014). Além disso,
nenhuma associacgao foi veriftzeentre a mutacao e os tesde oligossacarideos
totais (soma dos teores de sacarose, rafinose e estaquiose), indicando que a variacao
no teor dos oligossacarideos foi devido a redugcédo na conversdo de sacarose em
rafinose (Skoneczka et al. 2009, Yang et al. 2014). Com relacdo a composi¢ao do
oleo, nenhuma associacao foi encontrada entre a mutacéo e o contetdo dos acidos
palmiico, esteérico, oleico, linoleico e linolénico, concordando com Neus et al.
(2005).

Correlacdes entre as caracteristicas analisadas estdo apresentadas na Tabela
3. Foi encontrada correlacdo negativa entre os teores de proteina e sacarose (-0,40),
valor inferior ao que tem sido encontrado em outros trabalhos (Hartwig et al. 1997,
Wilcox and Shibles 2001, Jaureguy et al. 2011, Sato et al. 2014). Esta correlacao
tem se mostrado um desafio para o desenvolvimento de soja com altos teores de
ambas as caracteristicas (Jaureguy et al. 2011, Sato et al. 2014). Segundo Li, Y. et
al. (2012), sacarose esta diretamente envolvida na biossintese de proteina, e a
ocorréncia desta correlacdo negativa entre as caracteristicas se explica
provavelmente pela competicdo de ATP e requerimento de cadeia de carbono para
cada via (Paul & Foyer 2001). O acumulo de carboidratos € um importante fator
envolvido na producao de proteina durante o periodo de enchimento de graos, e por
esta razdo, os metabolismos de carbono e nitrogénio ndo sdo completamente
independentes (Li, Y. et al. 2012). Conforme discutido anteriormente, a menor
correlacédo entre sacarose e proteina encontrada em nosso estudo pode ser explicada

pela segregacado de outros genes com efeito em ambas as caracteristicas.

E importante mencionar que outras correlagdes encontradas neste estudo
mostraram concordancia com aquelas relatadas em outros estudos envolvendo
caracteristicas de qualidade do grdo, como correlagdo negativa entre 6leo e proteina
(Hartwig et al. 1997, Wilcox and Shibles 2001, Sato et al. 2014), e
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Tabela 3- Coeficientes de Correlacdo de Pearson entre caracteristicas de qualidade do gréo de soja em umajsguutgatd-gerada por cruzamentos
entre P1283327, P1603452, PI200508 e NA5909.

Proteina Oleo Sacarose Rafinose Estaquiose Oligo Palmitico Estearico Oleico Linoleico Linolénico
Proteina 1 -0,8483*  -0,4019* -0,0442 0,0099 -0,4120** 0,1007 0,0320 0,0391 -0,0940 0,2183**
Oleo 1 0,3125** 0,0529 0,0240 0,3448** -0,2858** -0,0804 0,0905 -0,0043 -0,4010**
Sacarose 1 -0,2704*  -0,4147** 0,7091** 0,0073 -0,0023 0,0393 -0,0036 -0,2320**
Rafinose 1 0,6465** 0,3015** -0,1041 -0,0387 0,0245 -0,0106 -0,0541
Estaquiose 1 0,3397** -0,1093 -0,0164 -0,0048 0,0205 -0,0399
Oligo 1 -0,0816 -0,0193 0,0412 0,0082 -0,2734*
Palmitico 1 0,3718**  -0,4213** 0,2926** 0,1916*
Esteérico 1 -0,1531* 0,0457 0,0960
Oleico 1 -0,9811** -0,5806**
Linoleico 1 0,5019**
Linolénico 1

*p <0.05; ** p<0.01 (teste t);0ligo = oligossacarideos (sacaroseafinose+ estaquiose
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correlacdo positiva entre 6leo e sacarose (Hartwig et al. 1997, Sato et al. 2014).
Com relacéo aos teores de acgucares, correlagdes significativas foram encontradas
entre sacarose e rafinose (-0,27), sacarose e estaquiose (-0,41) e rafinose e
estaquiose (0,65). Para estas caracteristicas, diferentes correlacbes tém sido
reportadas (Hartwig et al. 1997, Skoneczka et al. 2009, Wang et al. 2014, Qiu et al.
2015).

Programas de melhoramento buscando o desenvolvimento de sojas
especiais tém focado em caracteristicas como tamanho adequado de gréos, altos
teores de proteina e sacarose, e baixos teores dos oligossacarideos rafinose e
estaquiose, dentre outros (Chen 2004, Jaureguy et al. 2011). Neste estudo, foi
desenvolvida uma metodologia de genotipagem para a mutacdo nGmy&E2
(Skoneczka et al. 2009), utilizantligh Resolution Mejte a utilizamos para avaliar
seu efeito em varias caracteristicas de qualidade do grdo. Os resultados encontrados
mostram ser possivel aumentar o teor de sacarose e reduzir estaquiose e rafinose,
sem grandes alterac6es em outras caracteristicas de qualidade do gréo, como teor
de 6leo e proteina, através da interrup¢cdo da conversdo de sacarose em rafinose.
Esta informacdo € importante para auxiliar melhoristas no desenvolvimento de

variedades que melhor se adequem ao mercado de sojas especiais.

4. CONCLUSOES

e O diagnéstico desenvolvido pela metodologia de HRM foi eficiente para
promover a identificacdo dos genétipos do geneRS2

e A mutacdo encontrada no ge@enRS2esta associada com os teores de
sacarose, rafinose e estaquiose;

e Esta mutacdo possibilita reduzir os teores de rafinose e estaquiose e
aumentar o teor de sacarose sem grandes efeitos em outras caracteristicas

de qualidade do grédo, como teores de 6leo e proteina.
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CONCLUSOES GERAIS

e Os marcadores HRM desenvolvidos foram eficientes para realizar a
discriminacgéo alélica e estdo associados com caracteristicas de qualidade do
grao de soja.

e A caracterizacdo de novos alelos relacionados a qualidade do gréo de soja é
de grande importancia para o desenvolvimento de cultivares com
caracteristicas especiais, visando melhor atender a industria alimenticia e de

biocombustiveis.
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1. INTRODUCAO

A soja Glycine maxL.) Merril) € uma leguminosa de grande importancia
como fonte de 6leo e proteina vegetal (Wang et al. 2014). Os diferentes usos da soja
podem ser agrupados em graos, farelo, 6leo, farinha de soja desengordurada e
proteina isolada, possuindo aplicacdes tanto na alimentacdo humana e animal
quanto para a industria. A demanda social por alimentos mais saudaveis tem
auxiliado na descoberta do valor nutricional e os beneficios da soja para a saude
(Jaureguy et al. 2011), de modo que a busca por sojas de maior qualidade nutricional
tem aumentado no mercado mundial (Kathmale et al. 2013). Portanto, o
desenvolvimento de cultivares de soja com caracteristicas especiais é imperativo
para os programas de melhoramento, e um nicho de mercado promissor para

produtores (Jaureguy et al. 2011).

Um dos principais componentes do gréo de soja, o 6leo de soja geralmente
apresenta grandes quantidades de acidos graxos poli-insaturados (acidos linoleico
e linolénico), que apresentam baixa estabilidade oxidativa, levando a producéo de
sabor e odor desagradaveis, reduzindo sua aceitacdo e diminuindo seu tempo de
armazenamento (Warner & Fehr 2008). Para aumstaagstabilidade, o 6leced
soja € submetido a hidrogenacdo quimica, que visa quebrar ligac6es duplas de
acidos graxos poli-insaturados, reduzindo seu teor e aumentando o teor de &cido
oleico. Entretanto, este processo leva a produc¢éo de 10-40% de acidosrgraxos
moléculas cujo consumo esta associado com males como obesidade e doencas
coronarias (Mozaffarian et.&2006, Zaloga et aR006). Assim, muitos programas
de melhoramento visam o desenvolvimento de cultivares de soja com alto teor de
acido oleico e baixo teor de acidos graxos poli-insaturados (Bilyeu et al. 2006,
Pham et al. 2012, Kim et al. 2015).

Por outro lado, maior tamanho de sementes, alto teor de proteina, alto teor
de sacarose e baixos teores de oligossacarideos de rafinose (rafinose e estaquiose
ROs) s&o objetivos comuns de programas de melhoramento visando
desenvolvimento de sojas especiais destinadas ao consumo humano (Jaureguy et al.
2011).

Caracteristicas como teores de proteina, sacarose e oligossacarideos de

rafinose (ROs), e composicao do 0leo apresentam heranca de natureza quantitativa.
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Entretanto, pelo efeito de genes maiores, heranga simples tem sido constatada em
cruzamentos envolvendo linhagens mutantes (Bilyeu et al. 2006, Skoneczka et al.
2009, Pham et al. 2011, Bandillo et al. 2015). Mutacdes encontaugsnes
especificos tém sido relatadas e associadas com fendtipos de interesse, sendo
importantes ferramentas para o desenvolvimento de sojas com caracteristicas

especiais.

Pham et al. (2010) caracterizaram uma troca (C>G) P1283327 na posicao
410 da sequéncia codificante do gefmFAD2-1B (Glyma.20G111000),
resultando na troca de um residuo de prolina por outro de arginina em uma posi¢cao
perfeitamente conservada. Posteriormente, Pham et al. (2011) identificaram uma
delecdo de uma adenosina na posicdo 544/545 da regido codificante do gene
GmFAD2-1A(Glyma.10G278000) do acesso P1603452, levando a alteracdo no
quadro de leitura e um stop codon prematuro, apos 191 aminoacidos. Estas duas
mutacdes foram associadas com aumento no teor de acido oleico, e sua combinacao
produziu grdos com teor de &cido oleico variando entre 83,9% e 86,4% em média,
em experimento avaliado em dois ambientes (Pham et al. 2011). Ainda neste
trabalho, os autores avaliaram o potencial da linhagem M23, que apresenta uma
delecdo gendémica de 160 kb, incluindo o gémeFAD2-1A para a obtencéo de
soja com alto teor de &cido oleico. A combinacao desta mutacdo com a mutacao no
gene GmFAD2-1B da PI283327 produziu graos com 82,7% em média, em

experimento avaliado nas mesmas condicdes.

A respeito do teor de acido linolénico, Bilyeu et al. (2006) caracterizaram
mutacdes nos genes FADBIFAD3A GmFAD3Be GmFAD3Q, associando-as
com baixo teor de acido linolénico. Destes, o gam&-AD3A(Glyma.14G194300)
apresenta o maior efeito sobre a caracteristica (Bilyeu et al. 2005, Pinto et al. 2013).
A combinacéo de mutacdes nos ggBet-AD3A GmFAD3B(Glyma.02G227200)
e GMFAD3C (Glyma.18G062000) possibilitou 0 desenvolvimento da linhagem

A29, que possui cerca de 1% de acido linolénico (Bilyeu et al.)2006

Pham et al. (2012) combinaram mutagbes nos gé&nmEAD2-1A
GmFAD2-1B GmFAD3Ae GmFAD3Cpara produzir 6leo de soja com cerca de
85% de acido oleico, 3,0% de acido linoleico e 1,5% de acido linolénico, uma
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composicao semelhante ao azeite de oliva, considerado o 6leo vegetal natural mais
saudavel existente (White 2007).

Com relacdo a utilizacdo da soja na alimentacdo, seu valor nutricional €
limitado pela presenca de fatores antinutricionais, como inibidores das proteases
tripsina e quimiotripsina, compostos fendlicos (taninos), lectinas e ROs (Stech et
al. 2011, Yang et al. 2014). A presenca destes ROs € considerada um fator restritivo
para o consumo de soja como fonte de proteica, uma vez que estes compostos nao
sdo completamente digeriveis por humanos e animais monogastricos, e seu
consumo pode levar a disfun¢cdes como diarreia, nauseas e flatuléncia (Liener 1994,
Reddy et al. 2016). Por outro lado, a presenca de sacarose, o0 Unico oligossacarideo
nutricionalmente Util presente no grédo de soja, apresenta grande importncia n
producao de varios derivados de soja, como leite de soja, tofu, miso e natto (Sato et
al. 2014, Wang et al. 2014). Entretanto, desenvolvimento de sojas especiais
combinando altos teores de proteina e sacarose tem sido dificultado pela correlacdo

negativa existente entre estas caracteristicas (Jaureguy et al. 2011, Sato et al. 2014).

Skoneczka et al. (2009) identificaram uma mutac¢ao no gene rafinose sintase
2 (GmMRS2 Glyma.06G179200) do acesso P1200508, associada com baixos teores
ROs e aumento no teor de sacarose. Considerando que sacarose, rafinose e
estaquiose se encontram em uma mesma via metabdlica (Dierking & Bilyeu 2008,
Bilyeu & Wiebold 2016), e que a mutacdo encontrada na PI200508 apresenta
pequeno efeito sobre o teor de proteina (Capitulo Il), esta mutacdo se mostra de
grande interesse para o melhoramento genético visando o desenvolvimento de
cultivares de soja com altos teores de proteina e sacarose, e baesueteafinose

e estaquiose.

O método dos retrocruzamentos € um procedimento que permite a
transferéncia de um ou poucos genes de um dos genitores (doador) para o genitor
recorrente, que geralmente € um cultivar ou material elite de grande interesse. Por
meio dele, é possivel desenvolver uma nova planta, semelhante ao genitor
recorrente na maioria das caracteristicas, mas portando o fen6tipo melhorado para
a caracteristica alvo (Montalvan & Destro 1999). Com o intuito de facilitar a selecéo
dos individuos nos ciclos de selecdo e diminuir o tempo gasto entre os ciclos de

selecdo, principalmente para caracteristicas expressas somente no periodo
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reprodutivo, como aquelas relacionadas aos graos, a utilizacdo de marcadores
moleculares associados as caracteristicas a serem introgredidas apresenta-se como
estratégia ideal (Guimardes et al. 2009). Neste contexto, retrocruzamentos
assistidos por marcadores (RAM) tém sido utilizados com sucesso no
melhoramento de soja para introgressao de caracteristicas como baixo teor de fitato
(Landau-Ellis & Pantalone 2009, Boehm Jr 20243¢ncia da a-subunidade de -
conglicinina (Song et al. 2014) e auséncia do inibidor de tripsina Kunitz (Maranna

et al. 2016).

A utilizacdo de RAM para a introgresséo de mutacdes em genes controlando
caracteristicas de qualidade do grédo para cultivares elite € uma estratégia
promissora para produzir novas cultivares de soja que possam atender a diferentes
nichos do mercado. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi iniciar um programa
de retrocruzamentos assistidos por marcadores para o desenvolvimento de

cultivares de soja com caracteristicas especiais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material genético

A linhagem 4218, derivada do acesso A29 (baixissimo teor de acido
linolénico), os acessos P1283327 e P16033452 (alto teor de &cido eleiacksso
P1200508 (baixo teor de ROs) foram selecionados como doadores para 0s
programas de retrocruzamentos. Estes acessos foram caracterizados anteriormente
para as caracteristicas mencionadas, e as mutacdes causais de seus fenoétipos foram
identificadas (Bilyeu et al. 2006, Pham et al. 2010, Pham et al. 2011, Skoneczka et
al. 2009, Pham et al. 2014) (Tabela 1).

As variedades CS303TNKCA, M7110 IPRO, NA5909, TMG 4182 foram
escolhidas como genitores recorrentes para o programa de melhoramento para
qualidade do 6leo. A cultivar UFVTN105 AP foi escolhida como genitor recorrente
para o melhoramento visando a redugédo do teor de ROs e aumento no teor de
sacarose. A variedade CS303TNKCA foi desenvolvida pelo Programa de
Melhoramento da Qualidade da Soja (PMQS/BIOAGRO/UFV) a partir da

linhagem BARC-12 (Leffel 1994) e da cultivar Monarca, e apresenta médio a alto
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teor de 6leo (20-23%), baixo teor de acido linolénico (3,5-4,0%), auséncia das trés
lipoxigenasesl¢x1, lox2elox3) e do inibidor de protease Kunitz. A cultivar M7110

IPRO (Monsoy) é precoce, resistente a lagartas (Bt), tolerante ao glifosato (RR2),
resistente ao acamamento, resistente & mancha olho-de-ré e de ampla distribuicdo
geografica. NA5909 (Nidera Sementes) € uma cultivar resistente ao glifosato,
semiprecoce, resistente ao acamamento, resistente ao cancro da haste, mancha olho-
de-ré e crestamento bacteriano, e adaptada ao sul do Brasil. A cultivar TMG 4182
(Tropical Melhoramento e Genética) € de ciclo precoce, moderadamente resistente
ao acamamento, resistente ao cancro da haste, mancha olho-de-rd, pustula
bacteriana e varias racas do nematoide do cisto e adaptada a vérios estados. A
variedade UFVTN105 AP foi desenvolvida pelo PMQS/BIOAGRO/UFV, e

apresenta alto teor de proteina e auséncia das trés lipoxigeoakdex2 e lox3).

Tabela 1- Acessos doadores de alelos no programa de retrocruzamentos.

Acesso Caracteristica Mutagéo Gene Referéncia

A29 Baixo linolénico Delegdo do gene GmFAD3A  Pham et al. 2014
G>A GmFAD3B Bilyeu et al. 2006
C>T GmFAD3C Bilyeu et al. 2006

P1603452 Alto oleico Delecdo A GmFAD2-1A Pham et al. 2011

PI1283327 Alto oleico C>G GmFAD2-1B Pham et al. 2010

P1200508 Baixo ROs Delecdo TGG GmRS2 Skoneczka et al. 200¢

2.2. Extracdo de DNA, desenho dos conjuntos derimers e condicdes de
HRM

Amostras foliares dos acessos constantes na Tabela 1 foram utilizadas para
purificacdo de DNA gendmico, conforme Doyle & Doyle (1990). O DNA
purificado foi quantificado em espectrofotometro NanoDrop (NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE), e sua qualidade foi verificada pro eletroforese em

gel de agarose 0,8%.

As sequéncias dos genes constantes na Tabela 1 foram obtidas do banco de
dados Phytozome (Goodstein et al. 2012) e utilizadas para desenhar conjuntos de

primers flanqueando as mutacdes previamente identificadas nestes genes, com
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auxilio dosoftwarePrimer3 Input v. 0.4.0 (Untergrasser et al. 2012; Tabela 2), a
excecdo do gen6mRS2 para o qual foram utilizados @simers descritos no
Capitulo II. Os produtos de amplificacdo foram enviados para sequenciamento
(Macrogen Inc), e as sequéncias geradas foram editadastwareSequencher v.

4.1.4 (Gene Codes Corporation), e alinhadas com o genoma de referéncia Williams
82. A partir da analise das sequéncias, foram desenhados novos conjuntos de
primers amplificando fragmentos variando entre 55 e 117 pb, contendo a regido da
mutacdo causal descrita para cada gene, com excecao dGmEADIA cuja
mutacdo € a dele¢cdo completa do gene. Neste capanmessforam construidos
flanqueando uma insercdo de 10 pares de bases do acesso A29 a 1115 pb
downstreanmao gene (Tabela) 30 conjunto dg@rimersdesenhados para a mutacao

do geneGmFAD3Cja havia sido desenhado anteriormente por nosso programa. As
sequéncias dgzimersforam avaliadas no banco de dados Phytozome (Goodstein
et al. 2012), para verificar sua especificidade com a sequénciaCabaftware

uMelt (Dwight et al. 2011), uma ferramenta para predicédo virtual de curvaslge

foi utilizado para estimar a eficiéncia de discriminacéo alélica de cada marcador.

Para avaliar a eficiéncia da distincdo dos gendtipos através da técnica de
HRM, foram realizadas para cada pampdienersuma reacdo HRM contendo um
individuo mutante, um selvagem e um individycektre os gendétipos mutante e
selvagem. As reagdes de HRM foram realizadas conforme descrito no item 2.4 do
Capitulo .
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Tabela 2- Primersutilizados para sequenciamento da regido das mutagdes caracterizadas
nos genes descritos na tabela 1.

Gene Primers Para Sequenciamento Amplicon

GmFAD2-1A Fw: TCATGCATTTGGTTCTGTGTC 971 pb
Rv: TTTCTCCTTCATTGGGCATC

GmFAD2-1B Fw: TGTCACTTCCCTCCATTCATT 904 pb
Rv: ACATAGCAGCCAAACCAACC

GmFAD3A Fw: TGTTGGTATGCTCACCCTGA 617 pb
Rv: GTGTCCACTCTATCCCAGTTGTC

GmFAD3B Fw: AACCACATTTTGGATTTGGAAC 899 pb
Rv: CGCATTTAAGTGTTCACCCACT

GmFAD3C Fw: ATTTATGTGCAGTTTTGCCATC 924 pb
Rv: TGCAATTCTGACAAAGCACATA

GmRS2 Fw: GGACTTGAAGGAACAGTTTAGG 185 pb

Rv: CGTTACTGACGATCTTATCCAC
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Tabela 3- Primersdesenvolvidos para genotipagem das muta¢des pela metodologia de HRM, mostrando tamanherdo &ad@tos selvagens e mutantes.

Gene Primers HRM Amplicon Alelo Selvagem Alelo Mutante

GmFAD2-1A Fw: AGTTGCATGGTTTTCCAAGT 70 pb A -
Rv: TGTGAGTGTGACGAGAAGAGAAA

GmFAD2-1B Fw: TGGGTTTGACCGTTCACTCAG 65 pb G C
Rv: GCGGCGATGGCTTATTTTC

GmFAD3A Fw: TCATTGGAGGGAGCAAAGGT 73 pb - AAGTTAAAGC
Rv: TTCAATATTTTAGCTTGATCG

GmFAD3B Fw: TGCTTCCTGAGGCTGTTCTT 117 pb G A
Rv: TGGCACAGTGAATCTAATGAGTC

GmFAD3C Fw: TGGCACCCATGTTATCCAT 73 pb C T
Rv: GAGAATTAATACCGCTTCGATTAAA

GmRS2 Fw: GTGGAGCAGGTGTATGTG 55 pb - TGG

Rv: GTCTGACCCCACCCCAATAC
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2.3. Desenvolvimento de soja com mais de 80% de oleico

Sementes dos acessos PI603452 e PI1283327 foram plantadas de modo
escalonado, para permitir a coincidéncia de plantas em antese com plantas ainda
ndo fecundadas. Os cruzamentos foram realizados utilizando o acesso P1603452
como doador de podlen e o acesso P1283327 como receptor. As semdotamF
plantadas em vasos e produziram 163 sementepI€ foram plantadas em julho
de 2014. Amostras foliares das plantasofam coletadas em estagio V2 (Fehr &
Caviness 1977), congeladas em nitrogénio liquido, e armazenadas em freezer a -80
°C.

As 163 plantas foram genotipadas para os genes FSDFAD2-1Ae
GmFAD2-1B. Aquelas que se mostraram homozigotas para as mutacdes dos dois
genes foram colhidas e tiveram seu perfil de acidos graxos analisado. A extracao de
lipideos foi realizada conforme metodologia adaptada de Gesteira et al. (2003) (ver
Capitulo I). A andlise do perfil de acidos graxos foi realizada em um cromatografo
gasoso Shimadzu GC-2010 Plus, através de quantificacdo relativa de cada acido

graxo em relacéo ao total de &cidos graxos.

Sementesdzdas plantasFselecionadas foram plantadas e também tiverem
se perfil de acidos graxos analib, conforme descrito acima. A planta Gue
mostrou o perfil de acidos graxos mais adequado e estavel nas duas avaliacées foi

selecionada como doadora de alelos para o programa de retrocruzamentos.

2.4. Programa de retrocruzamentos assistidos por marcadores

Todos os cruzamentos iniciais e retrocruzamentos foram realizados em casa
de vegetacdo com controle de temperatura. Os plantios foram realizados em vasos
com solo adubado, contendo duas sementes para genétipos doadores de pélen e trés
sementes para receptores de poélen (genitores recorrentes). Foram desenvolvidos
cinco programas de retrocruzamentos, um para cada variedade a ser melhorada
(CS303TNKCA, M7110 IPRO, NA5909, TMG 4182 e UFVTN105 AP), conforme
Tabela 4.
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Tabela 4- Programas de retrocruzamentos desenvolvidos.

Variedade Doadores Caracteristica a ser Genes
recorrente transferida
CS303TNKCA PlantaAO* Alto oleico GmFAD?2
M7110 IPRO PlantaAO* Alto oleico GmFAD?2
Linhagem 4218** Baixo linolénico GmFAD3
NA5909 PlantaAO* Alto oleico GmFAD2
Linhagem 4218** Baixo linolénico GmFAD3
TMG 4182 PlantaAO* Alto oleico GmFAD?2
Linhagem 4218** Baixo linolénico GmFAD3
UFVTN105 AP P1200508 Baixo estaquiose GmRS2

* Planta derivada do cruzamento entre os acessos P1603452 e P1283327, conforme item
2.3.
** L inhagem derivada do acesso A29.

Para fazer uma estimativa do nUmero de cruzamentos necessarios a serem

realizados para cada RAM, foi utilizada a seguinte férmula:
c=1-(1-p)*n

ondec é a certeza de se encontrar a0 menos uma planta contendo o gendétipo
desejado, dado o numero de plantas avalipdoa probabilidade de uma planta
conter o genoétipo desejadoned o nimero de plantas avaliado. Fixando-se um
valor de certezac], € possivel, aplicando logaritmo, determinar o nUmero minimo

de plantas a serem avaliadas para encontrar este valor de certeza, dada a

probabilidade de se encontrar o gendtipo desejado em um cruzamento.

Para as cultivares M7110 IPRO, NA5909 e TMG 4182 foram conduzidos
dois subprogramas de retrocruzamentos, um com os GemeéaD2-1e outro com
os gene&SMFAD3 Ao final dos ciclos de retrocruzamentos dos dois subprogramas,

as plantas geradas serdo cruzadas, para combinar os alelos dos cinco genes.

Para iniciar os programas de retrocruzamentos, foram realizados plantios
escalonados das variedades recorrentes. A cada dois dias, foram plantados dois
vasos contendo trés sementes para cada variedade, num periodo minimo de duas
semanas. Ap6s uma semana do primeiro plantio, os genitores doadores foram
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plantados em vasos contendo duas sementes cada. Os cruzamentos foram realizados
conforme descrito por Borém et al. (2009). As flores polinizadas foram etiquetadas
para marcacdo dos cruzamentos. Posteriormente, as vagens oriundas de

cruzamentos foram colhidas separadamente daquelas geradas por autofecundacao.

Para a realizacdo da primeira geracao de retrocruzamentos, o esquema de
plantio foi realizado conforme descrito acima. Apoés a identificacdo das plantas F
foi realizada a genotipagem através da técnica de HRM, conforme descrito no item
2.2, utilizando os marcadores descritos na Tabela 3, visando a confirmacao dos
cruzamentos e presenca dos alelos favoraveis. As plantseFse mostraram
heterozigotas para todos os genes indicados na Tabela 4 foram selecionadas para a
realizacdo da primeira geracdo de retrocruzamentos (RC1). As demais plantas
foram descartadas. O procedimento foi repetido para todas as outras geracdes de

retrocruzamentos.
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Figura 1- (A) Esquema do programa de retrocruzamentos assistidos (variedade CS303TNByJE&uema do programa de retrocruzamentos assistidos
divididos em dois subprogramas (variedade NA5909). Planta AO = planta doadoragipaakeklto oleico (derivada dos acessos P1283327 e P1603452); Linha
4218 = planta doadora de alelos para baixo linolénico (derivada do acesso A29).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Marcadores HRM

Todos os marcadores desenvolvidos foram capazes de discriminar
individuos homozigotos mutantes, homozigotos selvagens e heterozigotos.
Figura 2 apresenta as curvaswgtgeradas para cada marcador HRM.

A metodologia de HRM foi desenvolvida para detectar variagdes genéticas
em sequéncias de DNA, através da determinacao da cuneltde uma sequéncia
particular. A forma da curva dmelt depende do tamanho daomplicon da
sequéncia, conteudo de GC e complementariedade das fitas de DNA (Simko 2016).
Estes fatores sao influenciados pelo tipo de mutacdo preserampion do
marcador HRM, definindo a eficiéncia da técnica em discriminar alelos. Assim, &
notavel que houve maior eficiéncia de discriminacédo alélica para os marcadores
baseados nas mutacfes do geGesFAD3A (insercdo de 10 pbGmFAD3B
(G>A), GmFAD3C (C>T) e GmRS2(delecdo de 3 pb). Por outro lado, os
marcadores baseados nas mutacdes dos gemEAD2-1A (delecdo de uma
adenina) eGmFAD241B (G>C) apresentaram curvas deelt mais proximas,

tornando a discriminacao alélica mais dificultada.

3.2. Desenvolvimento de soja com mais de 80% de &cido oleico

Dentre as 163 plantas geradas a partir do cruzamento entre 0S acessos
P1283327 e P1603452, foram identificadas oito plantas homozigotas mutantes para
os dois genes, através dos marcadores HRM desenvolvidos para as mutacées nos
genesGmMFAD2-1Ae GmFAD2-1B(y*> = 0,501 ns). A partir da analise do perfil de
acidos graxos de sementesE R4 destas oito plantas (Tabelg &)planta PL04
apresentou o perfil de acidos mais estavel e adequado, sendo selecionada como

doadora de alelos para o programa de retrocruzamentos.

Foi verificada uma grande variagdo no teor de acido oleico das outras
plantas avaliadas (Tabela 5). De modo que o teor de acido oleico no grao de soja é
uma caracteristica quantitativa (Bachlava et al. 2009), a influéncia do ambiente e
de outros genes envolvidos no controle da caracteristica podem explicar em parte

esta variagdo, assim como a possibilidade de erro na identificacdo dos genotipos.
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Tabela 5- Perfil de acidos graxos das oito plantas de uma populagiriFada do cruzamento entre os acessos P1603452 e P1283327, identificadas através
dos marcadores HRM baseados nas muta¢cdes dos@eesD2-1Ae GmFAD2-1B evidenciando o teor de acido oleico da planta PL04

Plantas Palmitico Esteérico Oleico Linoleico Linolénico
Fas F24 F23 F2a F23 Faa4 Fas F2a4 F23 F24

PLO4 6,1711 6,3362 3,0269 3,4717 85,6467 84,2320i 1,6530 2,2236 3,5188 3,7365
PL21 8,7650 6,3719 3,3407 3,5061 55,6846 85,6508 25,8523 1,5504 6,3573 2,9209
PL61 10,4592 10,6648 2,8921 3,2826 35,5134 32,5494 43,5392 45,6788 7,5921 7,8244
PL79 8,8400 9,7408 3,2633 3,7669 57,0033 47,3697 24,0000 31,4872 6,8900 7,6354
PL84 9,0333 8,9670 2,8233 3,3901 42,4100 50,4928 38,1333 29,9097 7,5900 7,2404
PL88 8,2867 9,8941 3,1566 3,1932 60,7400 39,5852 22,4133 40,5210 5,3967 6,8065
PL106 9,2250 8,7709 3,3400 3,2485 53,3650 67,2709 26,6550 15,5692 7,4100 5,1406
PL126 8,2867 7,5811 3,0733 3,3104 60,2066 70,6443 21,4733 12,9539 6,9367 5,5102
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A PLO4 apresentou 84,94% de acido oleico, na média das avaliacbes de
sementesfz e .. Este valor é semelhante aos encontrados por Pham et al. (2011),
gue obtiveram plantas contendo entre 83,9% e 86,4% de acido oleico em média,
avaliadas em dois ambientes. A combinacédo das mutacdes noSgeneb2-1A
e GmFAD2-1Bdos acessos P1603452 e PI1283327, respectivamente, possibilita a
obtencdo dos mais altos teores de acido oleico encontrados para soja.

Concomitantemente ao alto teor de acido oleico, a PL04 apresenta reduzidos
teores meédios de &cido linoleico (1,94%) e linolénico (3,63%). Correlacdes
negativamente significativas entre acido oleico e os acidos linoleico e linolénico
tém sido relatada para varias espécies, incluindo a soja (Gross & Stefansson 1966
Yermanos et al. 1972, Hammond & Fehr 1975, Léon et al. 2004, Van der Merwe et
al. 2012). Como estes acidos se encontram numa mesma via metabdlica, onde as
w6-dessaturases convertem 4cido oleico em linoleico, e as w3-dessaturases
convertem &cido linoleico em linolénico (Zhang et al. 2012), é esperado que
aumento no teor de acido oleico seja acompanhado por queda no teor de acidos
graxos poli-insaturados. E importante ressaltar que a combinagdo das mutagdes em
GmFAD2-1A e GmFAD2-1B sem nenhuma mutacdo nos ger@sFAD3
possibilitou a obtencdo de soja com 3,63% de acido linolénico em média, valor
semelhante ao encontrado para linhagens portando mutacdes riangeAB3A
como a linhagem P1361088B, que possui cerca de 3,8% (Chappell & Bilyeu 2007),

a linhagem RG10 (3,4%; Reinprecht et al. 2009), a linhagem A5 (3,5-4,1%; Pham
et al. 2014), a linhagem PE1690 (5,1%; Kim et al. 2015), e a variedade
CS303TNKCA (Capitulo I).

3.3. Definicdo dos programas de retrocruzamentos assistidos por

marcadores

Foram iniciados cinco programas de RAM. A PL04, que apresentaal cerc
de 85% de acido oleico (item 2,.30i selecionada como doadora de alelos para as
variedades CS303TNKCA, M7110 IPRO, NA5909 e TMG 4182. A linhagem 4218,
derivada da A29, gendtipo com cerca de 1% de acido linolénico (Bilyeu et al. 2006),
foi utilizada como doadora de alelos para as variedades M7110 IPRO, NA5909 e

TMG 4182. Por fim, a PI200508, que apresenta baixo teor de estaquiose
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(Skoneczka et al. 2009), foi utilizada para introgredir esta caracteristica na
variedade UFVTN105 AP.

CS303TNKCA é wuma variedade de soja desenvolvida pelo
PMQS/BIOAGRO/UFV, e as bases para seu baixo teor de &cido linolénico (cerca
de 3,5-4,0%) foram caracterizadas no Capitulo I. Conforme Pham et al. (2012), a
combinacdo entre mutagdes nos geBasd-AD2-1A GmFAD3Be GmFAD3Aé
capaz de produzir soja com cerca de 85% de acido oleico e 1,8-2,6% de &cido
linolénico. Valores abaixo de 3% sao o padrdo para 6leo de soja com baixo teor de
acido linolénico para a industria (Pham et al. 2012). Assim, a combinacdo das
mutacdes nos geneSmFAD2-1Ae GmFAD2-1B com a mutagdo no gene
GmFAD3Ada CS303TNKCA, aliada a outras caracteristicas desta variedade, como
teor de Oleo, auséncia das trés lipoxigenases e produtividade média, podem torna-

la uma boa variedade produtora de 6leo vegetal de qualidade.

As cultivares M7110 IPRO, NA5909 e TMG 4182 apresentam bom
desempenho agronémico e estdo adaptadas a importantes regides produtoras de soja
no pais. O melhoramento destas cultivares visando o aumento do teor de acido
oleico e reducao dos teores de acidos graxos poli-insaturados possibilitara a oferta
de Oleo de soja de maior qualidade no mercado, apresentando maior estabilidade
com menor custo de beneficiamento para atender a industria alimenticia e de
biocombustiveis. Como estas cultivares apresentam teores normais de acidos
graxos, optotse pela transferéncia dos alelos presentes nos gamésAD2-1A
GmFAD2-1B GmFAD3A GmFAD3Be GmFAD3C

A cultivar UFVTN105 AP foi desenvolvida pelo PMQS/BIOAGRO/UFV

para uso na alimentacdo humana, e apresenta alto teor de proteina e auséncia das
trés lipoxigenases. Conforme discutido no Capitulo I, 0 acesso P1200508 apresenta
uma mutacdo no ger@mRS2 que esta associada com baixo teor de estaquiose e
aumento no teor de sacarose (Skoneczka et al. 2009), mas que apresenta pequeno
efeito sobre o teor de proteina. Deste modo, a PI200508 foi selecionada como
doadora de alelos para baixo teor de estaquiose e alto teor de sacarose, sem que
ocorra diminuicéo do teor de proteina, possibilitando desenvolver uma variedade

de soja mais adequada ao consumo humano.
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Durante o planejamento de um programa de retrocruzamentos, € importante
avaliar o niumero de plantas geradas a cada ciclo, de modo que seja possivel
conduzir 0 maior nimero de programas ao mesmo tempo, mas que seja possivel
avaliar um namero seguro de plantas para cada programa. Para tal, deve se levar
em conta, dentre outros fatores, o numero de genes e a probabilidade de se encontrar
0s genotipos desejados (heterozigotos) para cada programa; a possibilidade de
perda de material genético por problemas com germinacdo, pragas, doencas e
outros; a destreza e experiéncia da pessoa que executara 0s cruzamentos; tempo e
custos demandados para a analise das progénies, que no caso de um programa de
RAM esta associado com a genotipagem. Além disso, ao se trabalhar com varios
programas ao mesmo, 0 espaco necessario para a conducéo dos programas também
deve ser levado em conta. Neste sentido, utilizou-se uma férmula para determinar
0 numero necessario de plantas geradas em um cruzamento, para se ter 90% ou 95%
de certeza de ser encontrada ao menos uma planta contendo alelos favoraveis para
todos genes envolvidos no programa de retrocruzamentos. Os valores encontrados

para cada variedade estdo descritos na Tabela 6.

O programa de retrocruzamento da variedade UFVTN105 AP envolve
apenas um gend&sMMRS2 Deste modo, a cada geracdo sao necessarias apenas
quatro plantas por cruzamentos para se ter 90% de certeza de que pelo menos uma
delas seja heterozigota, e cinco plantas para se obter 95% de. cErtpasa a
variedade CS303TNKCA, o programa de retrocruzamentos envolve dois genes
(GmFAD2-1Ae GmFAD2-1B. Neste caso sdo necessarias 9 plantas para alcancar

90% de certeza, e 11 plantas para alcancar 95% de certeza.

Entretanto, para os programas de RAM das cultivares M7110 IPRO,
NA5909 e TMG 4182, que envolvem cinco gen8snFAD2-1A GmFAD2-1B
GmFAD3A GmFAD3Be GmFAD3Q, seria necessario avaliar 73 ou 95 plantas
para cada retrocruzamento, para se ter respectivamente 90% ou 95% de certeza de
se encontrar ao menos uma planta heterozigota para os cinco genes. Levando-se em
consideracao a conducao de todos os programas ao mesmo tempo, e que trabalhar
com apenas uma planta selecionada por geracédo pode aumentar a chance de perda
do material genético, optamos por dividir os programas de RAM destas trés
cultivares em dois subprogramas em paralelo, um para a transferéncia das mutacoes

dos gene&mFAD2e outro para a transferéncia dos ggaes-AD3 Desta forma,
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serdo necessarias 9 ou 11 plantas para se alcancar 90 e 95% de certeza para 0s genes
GmFAD2 e 18 ou 23 plantas para se alcancar 90 e 95% de certeza para 0s genes
GmFAD3 A reducédo no numero de plantas necessarias a serem geradas e avaliadas
possibilitou aumentar a viabilidade da conducéo dos programas, tanto do ponto de
vista pratico (espago em casa de vegetacao, rendimento da pessoa responsavel pelos
cruzamentos e esforgcos gastos para a realizacao da genotipagem), quanto do ponto

de vista econémico (niUmero de plantas a serem genotipadas).

Tabela 6- Nimero de plantas a serem geradas em um retrocruzamento para se encontrar
ao menos uma planta contendo alelos favoraveis para todos os genes a serem melhorados
para cada variedade, com 90% ou 95% de certeza.

Variedade Genes envolvidos p c n

CS303TNKCA 2 1/4 90% 9

95% 11

M7110 IPRO 5 1/32 90% 73

95% 95

NA5909 5 1/32 90% 73

95% 95

TMG 4182 5 1/32 90% 73

95% 95

UFVTN105 AP 1 1/2 90% 4
95%

- 3 1/8 90% 18

95% 23

p = probabilidade de encontrar um gendtipo heterozigoto para todos os genes envolvidos;
c = percentual de certeza de se encontrar a0 menos uma planta contendo o gendtipo

desejado;
n = numero de plantas a serem avaliadas

3.4. Conducao dos retrocruzamentos

Os programas de retrocruzamentos assistidos por marcadores foram
iniciados em julho de 2014. Devido a quantidade de cruzamentos a serem

realizados, optou-se por escalonar a realizacdo dos cruzamentos, de acordo com a
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disponibilidade de espacgo na casa de vegetacdo e do rendimento do responséavel
pela realizacdo dos cruzamentos. A Tabela 7 apresenta um resumo do andamento

dos programas de RAM.

Em um cruzamento, o individuo, Bpresenta 50% do genoma de cada
genitor. A cada geracao de retrocruzamento, em média, o genoma do genitor doador
reduz pela metade. Assim, apos a geracdo RC1, espera-se que uma planta possua
25% de genoma doador, e consequentemente 75% do genoma recorrente.
Seguindo-se este raciocinio, espera-se 87,5% do genoma recorrente em plantas da
geracdo RC2, 93,75% na geracdo RC3 e 96,875% na geracdo RC4, e assim por
diante. Para avaliar a porcentagem de progénies segregantes similares aos genitores
comerciais em termos agrondmicos em cada geracdo de retrocruzamentos,
Carpenter & Fehr (1986) introgrediram germoplasm&beine soja o parente
mais proximo da espécie. max em dois cultivares comerciais de soja (Amsoy-71
e Century), realizando cinco geracfes de retrocruzamentos com estas cultivares. Os
valores encontrados foram de zero para RGPERC1, 2% para RC2, 22% para
RC3, 51% para RC4 e 65% para RC5. Estes resultados mostram que sdo necessarias
pelo menos duas geracbes de retrocruzamentos para recuperar linhagens
segregantes agronomicamente aceitaveis, quando ao menos 50 plantas sédo
retrocruzadas em cada geragcdo, e que a geracdo RC4 apresentou metade das
linhagens agronomicamente aceitaveis. Martins et al. (2002) realizaram
cruzamentos multiplos entre a variedade de soja FT-Cristalina e linhagens de soja
alelos para auséncia das trés lipoxigenases. Em seguida, utilizaram quatro geracdes
de retrocruzamentos para desenvolver linhagens triplo-nulas (TN) e triplo-positivas
para as trés lipoxigenases, e agronomicamente superiores a variedade FT-Cristalina
original. Landau-Ellis & Pantalone (2009) utilizaram quatro geracfes de
retrocruzamentos para transferir a caracteristica de baixo teor de fitato do acesso
CX1834-1-2 para a cultivar de soja 5601T. Dentre 15 plantas heterozigotag RC4F
duas mostraram perfeita identidade genética com o genoma do genitor recorrente,
através de andlise com marcadores SSR. Deste modo, optamos pela realizacdo de
quatro geracdes de retrocruzamentos para a conducdo de nossos programas de
RAM.
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Tabela 7- Resumo do andamento dos programas de retrocruzamentos assistidos por marcadores. O nimereslgesad@ntm cada geracdo de
cruzamentos, e o niumero de plantas selecionadas a partir das sementes geradas por cruzamentos sdo mostrados.

Geracao CS303TNKCA M7110IPRO M7110IPRO NA5909 NA5909 TMG 4182 TMG 4182 UFVTN105 AP

X X X X X X X X
PLO4 PLO4 4218 PLO4 4218 PLO4 4218 P1200508

F1 Geradas 1 15 16 47 18 4 13 2
Selecionadas 1 6 2 4 4 3 2
RC1 Geradas 16 23 6 13 21 8 11
Selecionadas 1 5 1 4 4 3
RC2 Geradas 11 97 4 81 102 18
Selecionadas 1 5 6 6 8
RC3 Geradas 62 75
Selecionadas 4 11

PLO4 = linha com cerca de 85% de acido oleico; 4218 = linhagem derivada do acesso A29, com cerca de 1%hadléicinlo li
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Até o0 momento, os programas de RAM para as variedades CS303TNKCA
e UFVTN105 AP foram avancados até a geracdo RC3. A realizacdo dos
cruzamentos para a geracao RC4 foi iniciada em janeiro de 2017, com previsao de

colheita para abril e maio de 2017.

Para a cultivar M7110 IPRO, o subprograma de retrocruzamentos para alto
teor de acido oleico foi avancado até a geracdo RC2. A realizacao dos cruzamentos
para RC3 foi iniciada em janeiro de 2007, com previsao de colheita para abril e
maio de 2017. O subprograma para baixo teor de acido linolénico também se

encontra na geracéo RC2.

~

Com relacdo a cultivar NA5909, foram realizadas duas geracfes de
retrocruzamentos para alto teor de oleico (RC2), e a realizacdo dos cruzamentos
para RC3 foi iniciada em janeiro de 2007, conforme a cultivar M7110 IPRO. Por
outro lado, o subprograma para baixo teor de acido linolénico se encontra na

geracdo E

Foram realizadas duas geragfes de retrocruzamentos para alto teor de oleico
para a cultivar TMG 4182. A realizacéo da geracdo RC3 foi iniciada em janeiro de
2017, conforme as demais cultivares. Ja para o subprograma de retrocruzamentos
para baixo teor de acido linolénico, foi realizada uma geracéo de retrocruzamentos
(RC1).

Retrocruzamentos assistidos por marcadores é uma estratégia interessante
para a introgressdo de um ou pouco alelos em cultivares agronomicamente
superiores, e tem sido utilizada com sucesso no melhoramento de soja (Martins et
al. 2002, Landau-Ellis & Pantalone 2009, Boehm Jr 2014, Song et al. 2014,
Maranna et al. 2016). Neste trabalho, foram utilizados retrocruzamentos assistidos
por marcadores para incorporar caracteristicas de qualidade do grédo em diferentes
cultivares de soja. O desenvolvimento de cultivares de soja com caracteristicas
especiais € de grande importancia para diversificar o mercado, fornecendo alimento
de maior qualidade para a alimentacdo humana e animal, 6leo de maior qualidade
para a industria alimenticia e de biocombustiveis, além de reduzir custos e esforgos

em seu beneficiamento.
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. CONCLUSOES

Os marcadores HRM desenvolvidos para as mutacdes noSyerdd2-

1A, GmFAD2-1B GmFAD3A GmFAD3B GmFAD3Ce GmRS2foram
eficientes para a identificacdo dos gendtipos;

A PLO4 se mostrou uma boa doadora para alto teor de acido oleico;

O programa de retrocruzamentos assistidos por marcadores é um método
interessante para a incorporacdo de novos alelos em cultivares de soja,

visando a producéo de sojas especiais.

. PERSPECTIVAS

Realizar novas geracfes de retrocruzamentos para as cultivares M7110
IPRO, NA5909 e TMG 4182, visando alcancar a geragao RC4;

Realizar o cruzamento entre plantas R3S subprogramas de RAM para

alto oleico e baixo linolénico das cultivares M7110 IPRO, NA5909 e TMG
4182;

Produzir as geracdes RCAbara todos os programas de RAM e identificar

as linhagens homozigotas para as mutacoes introgredidas;

Avaliar as linhagens em ensaios de campo para identificar aquelas mais

promissoras para serem langadas novas cultivares.
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