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RESUMO

LUDKE, Willian Hytalo, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2019. Estudo de
associacao genomica e analise de redes génicas para resisténcia de soja a Phytophthora
sojae. Orientador: Felipe Lopes da Silva. Coorientadores: Ivan Schuster e Lucas Lima Verardo.

A soja [Glycine Max (L.) Merrill] é considerada uma das cinco mais importantes culturas na
producdo de alimentos no mundo e no Brasil ocupa do posto de principal commoditie agricola,
ocupando mais da metade da drea agricultdvel do pais. Um dos fatores mais impactantes na
producdo de soja € a incidéncia de doencas, entre estas, a podriddo radicular de fitéftora. O
objetivo deste estudo foi identificar marcadores SNPs associados a resisténcia completa de soja
a P. sojae; identificar genes localizados proximos a marcadores candidatos a resisténcia parcial
e completa a doenca e realizar uma anélise post GWAS através da montagem de uma rede gene
— fator de transcri¢do. Um total de 169 cultivares de soja foram inoculadas com Phytophthora
sojae através de duas diferentes metodologias e genotipadas com 3.807 marcadores SNPs. As
andlises realizadas neste estudo foram as de GWAS foi realizada por modelos lineares mistos
comprimidos, regressdo linear multipla de stepwise, andlise de desequilibrio de ligacao,
identificacdo de genes candidatos, andlise de sequéncias regulatorias, andlise de enriquecimento
de processos bioldgicos e montagem de rede gene — fator de transcri¢do. Foram identificados
um total de seis marcadores candidatos associados a resisténcia completa, 31 genes candidatos
relacionados a resisténcia parcial e completa, 279 processos bioldgicos e centenas de fatores de
transcri¢do. O uso destes marcadores, genes, interacoes genes — fatores de transcri¢ao permitem
uma compreensao mais ampla dos mecanismos relacionados a resisténcia de soja a P. sojae e
surgem como ferramenta para aumentar a eficiéncia dos programas de melhoramento no

desenvolvimento de variedades de soja resistentes a P. sojae.

Palavras-chave: Soja, Glycine max (L.) Merrill. Podridao Radicular de Fit6ftora. SNP. GWAS.
Desequilibrio de Ligacdo. Fatores de Transcricdo. Redes Génicas. Selecdo Assistida por
Marcadores Moleculares.



ABSTRACT

LUDKE, Willian Hytalo, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2019. Genome wide
association study and gene network analysis for soybean resistence to Phytophthora sojae.
Advisor: Felipe Lopes da Silva. Co-advisors: Ivan Schuster and Lucas Lima Verardo.

Soybeans [Glycine Max (L.) Merrill] are considered one of the five most important food crops
in the world and in Brazil is the main agricultural commodity, occupying more than half of the
country’s arable land. One of the most striking factors in soybean production is the incidence
of diseases, among them Phytophthora root and stem rot. The objective of this study was to
identify SNP markers associated with complete resistance to P. sojae; localized genes next to
marker candidates for partial and complete resistance to P. sojae and perform a post GWAS
analysis by assembling a gene — transcription factor network. A total of 169 soybean cultivars
were inoculated with Phytophthora sojae through two different methodologies and genotyped
with 3,807 SNP markers. The analyzes carried out in this study were: GWAS performed by
compressed linear models; stepwise multiple linear regression; linkage disequilibrium analysis;
candidate gene identification; regulatory sequence analysis; biological process enrichment
analysis and gene — transcription factor network. A total of six candidate markers associated
with complete resistance, 31 candidate genes related to partial and complete resistance, 279
biological processes and hundreds of transcription factor were identified. The use of these SNP
markers, genes, gene — transcription factors interactions allow a broader understanding of the
mechanisms related to soybean resistance to P. sojae and appear as a tool to increase the

efficiency of breeding programs in the development of soybean varieties resistant to P. sojae.

Keywords: Soybean. Glycine max (L.) Merrill. Phytophthora root and stem rot. SNP. GWAS.
Linkage Disequilibrium. Transcription Factors. Gene Network. Marker Assisted Selection.
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1. Introducio geral

1.1. Cultura da soja

A soja é uma planta anual, herbiacea e autégama, com 20 pares de cromossomos. Na
classificacdo botanica, pertence a divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem

Fabales, familia Fabaceae (Leguminosae) e género Glycine (Sediyama, 2009).

A espécie cultivada Glycine max (L.) Merrill foi originada de um evento de domesticagdo
da soja selvagem (Glycine soja Seib et Zucc.), ocorrido no centro antigo ou sul da China,
aproximadamente ha 5000 anos atrds (Gai, 1997; Gai & Guo, 2001). Sua introducdo no ocidente
deu-se a partir do século XVIII, quando, em 1739, foi cultivada experimentalmente na Europa.
No continente americano, atualmente maior produtor mundial de soja, o primeiro relato sobre
seu cultivo foi em 1804 e a primeira ocorréncia do seu cultivo no Brasil foi em 1882 (Santos,

1988).

O cultivo da soja tem sido altamente concentrado geograficamente em apenas quatro
paises (EUA, Brasil, Argentina e China), que representam 86% da producdo mundial. De
acordo com o 1° levantamento da safra mundial de soja 2019/2020, feito pelo Departamento de
Agricultura dos estados unidos (USDA) — maio de 2019 — apontou o Brasil como o atual maior
produtor de soja do mundo, com 123 milhdes de toneladas e os EUA como segundo maior
produtor mundial, com 112,95 milhdes de toneladas. O mesmo levantamento apontou que
atualmente o Brasil € o maior exportador de soja do mundo, exportando cerca de 75,00 milhdes

de toneladas.

Em condig¢des de campo, diversos fatores afetam a produtividade das culturas agricolas,
sendo estes fatores relacionados a estresses abidticos e bidticos. Em relacdo aos fatores bidticos,
atencdo especial tem sido dada aos estresses causados por plantas daninhas, insetos praga,
nematoides, oomicetos e doengas bacterianas, fingicas e virais (Fritsche-neto & Borém, 2012).
Especificamente para a soja, estima-se que anualmente 15% a 20% da perda de producao se da
em virtude da ocorréncia de doencas (Embrapa, 2013). No Brasil foram identificadas 46
doengas que causam danos a soja, sendo: 32 causadas por fungos, 4 por virus, 4 por bactérias e

6 por nematdides.

As doengas mais comuns para a cultura da soja e que apresentam maior importancia
econOmica sdo: ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi), oidio (Microsphaera diffusa), mofo
branco (Sclerotinia sclerotiorum), mancha purpura (Cercospora kikuchii), mancha alvo

(Corynespora cassiicola), mancha olho-de-ra (Cercospora sojina), antracnose (Colletotrichum
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truncatum), podriddo de carvao (Macrophomina phaseolina), nematoides (Meloidogyne spp.,
Heterodera glycines, Rotylenchulus reniformis, Pratylenchus brachyurus) e podridao radicular

de fit6ftora (Phytophthora sojae) (Embrapa, 2013; Henning, 2009; Matsuo et al., 2012).
1.2. Podridéo radicular de fitoftora

A podridao radicular de fit6ftora € uma das doencas com maior potencial destrutivo dentre
as j4 catalogadas para a cultura da soja, com reduc¢des no rendimento de graos de até 100% em
variedades com alto grau de suscetibilidade, causando prejuizos estimados de 1 a 2 bilhdes de
dolares ao redor do mundo (Dorrance et al., 2018). A doenga j4 foi constatada em paises como
Argentina, Australia, Brasil, Canad4, China, EUA, Hungria, Itdlia, Japao e Nova Zelandia,
(Workneh et al., 1999). De acordo com Costamilan et al. (1996) a doenca foi diagnosticada no
Brasil, especificamente no Rio Grande do Sul na safra agricola de 1994/95, e, na seguinte safra,

foi encontrada no estado de Santa Catarina (Pacheco, 1998).

Os sintomas da doenca podem ser identificados em plantas de soja durante todas as fases
de desenvolvimento, sendo que as plantulas sao mais suscetiveis e morrem mais rapidamente.
Em plantas em estddios mais avangados, os sintomas variam de acordo com o seu grau de
resisténcia. As plantas suscetiveis e que sobrevivem a infec¢io da doenga, sao menos produtivas
que as plantas sadias. Em pré-emergéncia, a doenca causa apodrecimento de sementes ou
flacidez na radicula. No caso de sementes infectadas, a germinacdo ocorre de forma lenta e,
geralmente, as plantulas morrem e causam falha de estande (Schimitthenner et al., 1999). Em
plantas adultas, os sintomas ficam restritos ao apodrecimento de raizes secundarias, podendo
ocorrer lesdes longas, lineares e levemente aprofundadas e de cor marrom e um dos lados da
haste principal da planta, com posterior amarelecimento nas folhas, murcha, seca e morte da

planta (Costamilan et al., 2010).

O agente causal da podridao radicular de fit6ftora € Phytophthora sojae, taxonomicamente
classificado como pertencente ao filo Oomycota, classe Penonosporomycetidae, ordem
Pythiales e familia Pythiaceae. P. sojae é homotélico e com micélio cenocitico em colOnias
novas. Apresenta estruturas denominadas anteridios, que sdo gametas masculinos € 0ogonios,
que sdo gametas femininos. Os esporos sao formados rapidamente, desde que em condi¢des
Otimas (~24°C), podendo germinar diretamente como esporos ou de forma indireta como
zodporos, que sao esporos assexuais com flagelos que permitem que este se locomova nos poros

saturado por dgua. De forma geral, a doenca € favorecida por ambientes com temperatura igual
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ou superior a 25°C e com &4gua disponivel no solo, assim como solos com textura argilosa,

compactados e com periodos longos de saturagdo por umidade.

Dentre as medidas de controle da doenga, a resisténcia genética é o principal meio de
controle, agindo de forma racga-especifica (completa), ou de forma parcial (danos limitam-se
aos tecidos radiculares) e o uso de genes resisténcia a P. sojae (genes Rps) tem comprovado
sua efetividade a resisténcia ao patégeno (Schmitthenner, 1999). Até agora foram identificados
27 genes Rps distribuidos em oito cromossomos da soja, sendo eles, Rpsla, Rpsib, Rpsic,
Rpsld, Rpslk, Rps2, Rps3a, Rps3b, Rps3c, Rps4, Rps5, Rps6, Rps7, Rps8, Rps9, Rps10, Rpsl 1,
RpsYB30, RpsYD25, RpsSu, RpsZS18, RpsSN10, RpsYD29, RpsUNI1, RpsUN2, RpsJS e o gene
Rps da cultivar Waseshiroge (Zhu et al. 2007; Yao et al. 2010; Yu et al. 2010; Ortega 2011;
Sugimoto et al. 2011; Sun et al. 2011; Wu et al. 2011; Lin et al. 2013; Zhang et al. 2013; Ping
et al. 2015).

1.3. Estudo de associacdo genomica ampla (GWAS) e redes génicas

De acordo com Oraguzie et al. (2007), o estudo de associacdo gendmica ampla € uma
ciéncia que aborda diferentes dreas, tais como estatistica, biologia molecular, genética e
bioinformdtica, sendo a base para identificacdo de regides do genoma que sdo selecionadas,

avaliadas e associadas com a variacdo fenotipica.

Meuwissen et al. (2001) definem associacdo gendmica como andlises baseadas em um
grande nimero de marcadores moleculares dispostos ao longo de todo genoma, no estudo de
associacdo gendmica ampla (GWANS) utiliza-se destes marcadores para identificar no genoma
polimorfismos associados a uma determinada caracteristica fenotipica (Lipka et al., 2015).
Nesta abordagem, uma populacio com variabilidade genética para as caracteristicas de interesse
¢ utilizada (Zhu et al., 2008) e apds a genotipagem de cada individuo, um modelo estatistico é
utilizado para procuracio associagdes entre os marcadores e as caracteristicas. De acordo com
Lipka et al. (2015) a abordagem estatistica mais comumente utilizada é ajustar um modelo em
cada marcador, no qual a caracteristica avaliada € a varidvel resposta e os efeitos dos

marcadores sdo as varidveis explicativas.

Na atualidade, os marcadores genéticos moleculares do tipo SNP (Single Nucleotide
Polymorphism — Polimorfismo de um tnico nucleotideo) tem sido mais utilizado, pois baseiam-
se na detec¢do de polimorfismos resultantes da alteracdo de uma unica base no genoma. O uso
desses marcadores apresenta como vantagem a distribuicdo e frequéncia no genoma e a

automacao dos dados, por isso sao recomendados em GWAS e sele¢do gendomica ampla.
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De acordo com Chakravarti (2014), um importante fator relacionado a eficiéncia da
GWAS ¢ o desequilibrio de ligacdo. O desequilibrio de ligacdo entre marcadores e QTLs é
crucial para a detec¢do destes ultimos visando a selecdo auxiliada por marcadores. A selecao
assistida por marcadores moleculares proposta por Lande & Thompson (1990) é fundamentada
na ocorréncia do desequilibrio de ligacdo na populacdo estudada e, com isso, os alelos dos
marcadores informam sobre a presenca e efeitos dos loci que governam os caracteres
quantitativos, fornecendo meios para estimagao dos efeitos os loci dos QTLs e para o seu

eficiente uso na selecdo genética (Resende et al., 2013).

Embora muitos trabalhos envolvendo GWAS para diversas caracteristicas em soja
tenham sido realizados, o significado biolégico dos genes candidatos localizados préoximo os
marcadores associados, assim como sua relacao funcional com os fatores de transcri¢ao, ainda
precisam ser mais bem compreendidos. Com isso, os resultados obtidos via GWAS podem ser
utilizados na melhor compreensdao dos genes envolvidos nas caracteristicas fenotipicas
observadas, através de uma abordagem de rede para os genes identificados nas regides

genOmicas proximas aos SNPs significativos.

Os genes ligados aos SNPs significativos podem ser usados para examinar o
compartilhamento de vias e fungdes bioldgicas, bem como o enriquecimento de fatores de
transcri¢do significativamente relacionados nos genes selecionados. Com isso, estudando a
interacdo entre um gene, cuja sua fungdo na expressdao de uma determinada caracteristica ja é
conhecida com demais genes-alvo previstos através de andlises de sequencias regulatdrias e
contragcdo de redes gene-fatores de transcri¢do, serve como uma ferramenta para validacao de

interacOes entre genes distintos.

Portanto, explorar os processos bioldgicos dos genes candidatos e seus fatores de
transcri¢do relacionados em andlises posteriores a GWAS, pode ser uma ferramenta para
apontar quais os genes candidatos de fato estdo mais relacionados a expressdo de uma dada

caracteristica.
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2. ARTIGO 1 - Marcadores SNPs associados a resisténcia completa de soja a
Phythopthora sojae

2.1. Resumo

Podridao radicular de fit6ftora € uma das doencas com maior impacto econdmico na cultura da
soja e, como alternativa de controle, o uso de cultivares resistentes € a medida mais eficiente.
Este trabalho buscou identificar marcadores SNPs associados a genes que conferem resisténcia
completa de soja a P. sojae. Foram utilizadas 156 cultivares de soja inoculada com
Phytophthora sojae e genotipadas com 3.807 marcadores SNPs. A andlise associacdo gendmica
foi realizada por modelos lineares mistos comprimido, seguido de andlise de regressdo linear
multipla de stepwise e analise de desequilibrio de ligagdo. Foram identificados seis marcadores
em trés cromossomos diferentes (cromossomo 2, 3 e 4). O uso destes marcadores na
identificacdo de genes e a validacdo destes marcadores podem contribuir no aumento da
efetividade dos programas de melhoramento visando a obten¢do de cultivares resistentes a P.

sojae.

Palavras chave: Soja, Glycine max (L.) Merril; Podridao radicular de fitéftora; SNP;

GWAS.
2.2. Abstract

Phytophthora root and stem rot is one of the diseases with the greatest impact on soybean
production and, as an alternative control, the use of resistant cultivars is the most efficient
measure. This study aimed to identify SNP markers associates with genes that confer complete
resistance to P. sojae. A total of 156 soybean cultivars inoculated with Phytophthora sojae and
genotyped with 3,807 SNPs markers were used. A genome wide association study was
performed by mixed linear compressed model, followed by stepwise multiple linear regression
and linkage disequilibrium analysis. Six markers were identified on three different
chromosomes (chromosome 2, 3 and 4). The use of these markers in the identification of genes
and the validation of these markers may contribute to the increase of the effectiveness of the

breeding programs to obtain cultivars resistant to P. sojae.

Key words: Soybean, Glycine max (L.) Merril; Phytophthora root and stem rot; SNP;
GWAS.
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2.3. Introducao

A soja [Glycine Max (L.) Merrill] destaca-se como a principal commoditie agricola
brasileira, colocando o Brasil como o maior produtor e exportador mundial de soja. Para a safra
agricola 2018/2019, estima-se que a 4rea plantada no pais seja de 37,20 milhdes de hectares,
produzindo aproximadamente 123 milhdes de toneladas (USDA, 2019). Contudo, em condigdes
de campo, diversos fatores causam a redugdo da produtividade, especialmente as doengas,

responsaveis por uma redugao de produgao anual na casa de 15% a 20% (Embrapa, 2013).

Podridao radicular de fit6ftora € causada pelo oomiceto Phytophthora sojae (Kaufmann
& Gerdemann) (Schmitthenner, 1985; Zhu et al, 2003) sendo favorecida em condi¢des de
disponibilidade de dgua no solo e temperaturas iguais ou superiores a 25°C (Costamilan et al.
2007), causando perdas substanciais ou até mesmo totais em produtividade. O uso de cultivares
resistentes é o método mais eficiente e econdmico no controle da doenca e, o uso de genes de
resisténcia a P. sojae (genes Rps) tem comprovam sua efetividade (Schmitthenner, 1999). 27
genes de resisténcia a podridao radicular de fitéftora (Rps) ja foram identificados em soja (Li

et al., 2016), sendo estes genes estdo localizados em 21 locos e oito cromossomos da soja.

Meuwissen et al. (2001) definem associa¢do gendmica como analises baseadas em muitos
marcadores moleculares dispostos ao longo de todo genoma. A GWAS determina os efeitos
dos genes sobre os valores genéticos dos individuos em uma populagdo e, para este fim, usa
como meio as associacdes entre marcadores moleculares e fendtipos (Resende et al., 2012).
Esses marcadores, quando usados para fins de selecdo e no melhoramento genético, se
fundamentam na ligacdo entre marcadores e locos que governam as caracteristicas, sejam elas

qualitativas ou quantitativas (Resende et al., 2013).

Foi realizado um estudo de associagdo gendmica ampla (GWAS) utilizando 3.807 SNPs
de alta qualidade para identificar marcadores e genes associados a resisténcia completa a
podridao radicular de fit6ftora. Os resultados encontrados s@o importantes na identificagao de
locos que conferem resisténcia completa a P. sojae, permitindo o desenvolvimento de novas
variedades de soja com maior diversidade genética e resisténcia ao patdgeno, aumentando assim

a durabilidade desta.
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2.4. Material e métodos

2.4.1. Material Genético e local do experimento

Na conducdo dos experimentos, foram utilizadas 156 cultivares de soja, algumas delas
histdricas e de grande expressdo na sojicultora nacional e outras mais recentes e recomendadas

para cultivo, sendo estas utilizadas em diversos programas de melhoramento.

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo, no setor de fitopatologia da
COODETEC desenvolvimento, producado e comercializagdo agricola, na cidade de Cascavel —

Parana.
2.4.2. Anadlise fenotipica

Para a fenotipagem foi utilizado o indculo de P. sojae com as ragas 1d, 2, 5, 6 e 7, obtido
da cole¢do da Embrapa Trigo — Passo Fundo/RS. O meio de cultura contendo o indculo foi
repicado em placas de petri com palitos de madeira esterilizados para posterior inoculacao no

hipocétilo das plantulas.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, com trés
repeticoes e a unidade experimental foi constituida por tubete plastico de 280 cm3 com quatro
plantas por tubete. Inicialmente o tubete foi preenchido até a metade com solo autoclavado,
sendo posteriormente colocada uma camada de areia + solo, autoclavados, na propor¢ao 2:1 até

aproximadamente 1 cm abaixo da borda.

A inoculacgdo foi realizada 15 dias apds a semeadura, introduzindo-se a ponta do palito
colonizado por P. sojae no hipocétilo das plantulas, 1 cm abaixo dos cotilédones, conforme
teste de hipersensibilidade de hipocotilo (Costamilan et al., 2006). A avaliagdo do teste foi
realizada 10 dias apds a inoculacdo, baseando-se no seguinte critério: nimero de plantas sadias
(PS): plantas que ndo apresentaram sintomas caracteristicos na doenga, com desenvolvimento
normal e formacgdo de calo no local de inser¢do do palito; nimero de plantas infectadas (PI):
plantas que apresentaram necrose no local de inser¢ao do palito, com desenvolvimento do fungo
no interior da haste principal e nimero de plantas mortas (PM): plantas que morreram em
virtude da severidade da doenga ou apresentou circunferéncia da haste principal totalmente

necrosada.

A classifica¢do quanto a resisténcia completa a P. sojae (tabela 1) baseia-se no percentual

de plantas mortas, onde:
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sendo TP o nimero total de plantas avaliadas.

Tabela 1. Escala de avaliagao de resisténcia completa a P. sojae

Reacio Descricao

Resistente 0 a 15% de plantas mortas
Moderadamente resistente 15 a 25% de plantas mortas
Suscetivel Acima de 25% de plantas mortas

2.4.3. Genotipagem com marcadores SNPs

Amostras de DNA das 156 cultivares de soja foram genotipadas com 6.000 SNPs,
utilizando a plataforma BARCSoySOY6K BeadChip (Illumina Inc., San Diego, USA), que
corresponde a um subconjunto da plataforma SoySNP50K BeadChip (Song et al., 2013). A

genotipagem foi conduzida pela Deoxi Biotechnology Ltda® (Aracatuba, Sdo Paulo, Brasil).

Ap0s a eliminacao de marcadores monomorficos, ou com mais de 10% de dados perdidos
(Call Rate igual a 90%) ou Minor allele frequency (MAF), menor do que 5%, restaram 3.807
marcadores para as andlises de associacdo gendmica. Locos com gendtipo heterozigoto para os

SNP foram considerados dados perdidos.
2.4.4. Estrutura de populacao

A estrutura desta populacdo de variedades foi previamente avaliada com este mesmo
conjunto de marcadores por Ludke et al. (2019). Em resumo, a anélise de estrutura de populagao
foi realizada utilizando-se a metodologia Markov Chain Monte Carlo (MCMC), com algoritmo
de estimacdo Bayesiana, utilizando-se o software InStruct (Gao et al., 2007). As probabilidades
posteriores foram estimadas utilizando cinco rodadas independentes do algoritmo de
amostragem de MCMC para cada ntimero de grupos simulados (k), com k variando de 2 até 10,
sem informagdes preliminares da populagdo. Foi utilizado burn in de 5.000 e um run lenght
periods de 50.000 iteracdes. A melhor estimativa do nimero k de grupos foi definida pelo
menor valor da média de verossimilhanga (Likelihood) e valores de Deviance Information

Criterion dentre os nove agrupamentos simulados (Spiegelhalter et al., 2002).

DIC =D +pD
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em que D é a medida Bayesiana do ajuste do modelo, e é definido como a expectativa a
posteriori da deviance (D = Ej yl=2-Inf(y/ 6)]); pD é o niimero efetivo de parametros, que

mede a complexidade do modelo.
2.4.5. Anailise de associacao genomica (GWAS)

A andlise de associacdo dos dados genotipicos com o fendtipo - reacdo a resisténcia
completa - foi realizada pelo método de Modelos Lineares Mistos Comprimido (Zhang et al.,
2010) para o conjunto de cultivares, utilizando-se o pacote Genome Association Prediction Tool
(GAPIT) (Lipka et al., 2012) da plataforma analitica R (R core team, 2012). O Modelo Linear
Misto (MLM) pode ser descrito utilizando a nota¢ao de matriz de Henderson (1982):

y=Xf+Zu+e

em que y € o vetor de observacdes fenotipicas, § € um vetor contendo os efeitos fixos, incluindo
os marcadores moleculares e a estrutura da populacdo (Q); u € um vetor de efeitos genéticos
aditivos aleatoérios dos multiplos QTLs no background das cultivares; X e Z sdo as matrizes de
incidéncia; e e é o vetor de efeitos residuais aleatérios. Os vetores u e e t€ém distribui¢do

normal, com média zero e variancia:

var(0) = (5 )
e 0 R
onde G = 62K em que o2 é a variincia genética aditiva e K a matriz de parentesco. Assume-

se varidncia homogénea para o efeito residual, com média R = IoZ2, em que g2 é a variancia

residual.

Marcadores com valores de probabilidade P<0.001 foram considerados significativos na
andlise de associacdo SNP/fenétipo e a partir dos dados de P-value de significancia, foram

elaborados os graficos Manhattan plot e Quantile-quantile (Q-Q) plot.

A propor¢do da variincia total explicada pela varidncia genética € definida como
herdabilidade h?:
9§
o + o2
Para a identificacdo de marcadores nao redundantes e, consequentemente, nimero de

QTLs, foi realizada andlise regressdo multipla com método stepwise de selecio do modelo,

utilizando apenas os marcadores significativos na andlise de modelos lineares mistos. A andlise
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de regressdo multipla foi realizada com auxilio do programa JMP (SAS, 1990), com 5% de
probabilidade de entrada e de saida. Esta analise adiciona um marcador de cada vez ao modelo,
discriminando marcadores que sejam iguais ou inferiores, eliminando assim marcadores

redundantes (Schuster & Cruz, 2008).
2.4.6. Desequilibrio de Ligacao

A medida de desequilibrio de ligacdo (LD) foi calculada com o software Haploview
(Barrett et al., 2005), por meio da férmula 2 = (D")?/(pAqapBgb), em que D’ é uma medida
de desequilibrio de ligacdo e pA, qa, pB e gb sdo as frequéncias dos alelos que sdo comparados.
A raiz quadrada de r? pode ser definida como o coeficiente de correlagdo entre os alelos

correspondentes .

Os blocos de desequilibrio de ligagcdo foram obtidos utilizando-se o0 método Solid Spine,
com auxilio do programa Haploview. Foi utilizado ponto de corte de 1%, ou seja, se a adicdo
de um SNP em um bloco resulta em recombinacao alélica acima de 1%, entdo o SNP ndo é

incluido no bloco.

2.5. Resultados e discussao

2.5.1. Anadlise fenotipica

O conjunto de 156 cultivares foram analisadas para resisténcia completa a podridao
radicular de fit6ftora as ragas 1d, 2, 5, 6 e 7 de P. sojae, sendo que, 47,44% foram resistentes,
5.13% foram moderadamente resistentes e 47,44% foram suscetiveis (tabela suplementar S1).
As cultivares CD201 e CD206, consideradas padrdes de resisténcia, ndo apresentaram plantas

mortas devido infeccao por P. sojae e, com isso, foram classificadas como resistentes.

Os padrdes de susceptibilidade BRS 133 e CD 202 apresentaram 50,00 e 62,50% de
plantas mortas devido a infec¢do por P. sojae, respectivamente, sendo classificadas como
suscetiveis, demonstrando assim a viabilidade e eficiéncia do in6culo de P. sojae utilizado e,
sendo o isolado multirragas, pode-se afirmar que no conjunto de variedades avaliadas, existem

variedades resistentes ou moderadamente resistentes a mais de uma racga de P. sojae.

A herdabilidade da resisténcia completa a P. sojae quando avaliada a reagdo a resisténcia
completa, foi de 78,80%. Xiao-ling et al. (2011) ao avaliarem duas popula¢des biparentais F:3
inoculadas com isolado virulento aos genes Rps la, 1b, Ic, 1d, 1k, 2, 3b, 3¢, 5, 6 e 7

identificaram valores de herdabilidade de 36,00 e 82,00%. De maneira semelhante, Nguyen et
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al. (2012), avaliando populagcdes na geracdo F7.9 inoculadas com isolado virulento aos genes

Rps 1a, 1b, 1k, 2, 3a, 3b, 3c, 4, 5 e 6 encontraram herdabilidade igual a 78,00%.
2.5.2. Anadlise de associacao genomica (GWAS)

Foram identificados 3.807 SNPs ao longo dos 20 cromossomos da soja, 0s cromossomos
13 e 18 foram os mais saturados, com 266 e 260 SNPs, respectivamente e, os cromossomos 17
e 1 foram os menos saturados, com 144 e 140 SNPs; de forma geral, os marcadores estdo

dispostos amplamente em todos os cromossomos do genoma da soja (Figura 1).
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Figura 1. Distribuicdo, nos 20 cromossomos da soja, dos 3807 SNPs utilizados no presente
trabalho

O modelo linear misto inclui efeitos fixos e aleatdrios e, para avaliagao deste modelo com
as matrizes de estrutura populacional (Matriz Q) e de parentesco (K), os resultados encontrados
que se basearam no critério de informagdo bayesiana mostraram ajuste adequado para o modelo
(Q + K). A abordagem de modelo linear misto comprimido (CMLM), por sua vez, diminui o

tamanho efetivo do conjunto de dados, agrupando os individuos em grupos (Zhang et al., 2010).
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Atualmente, ndo existem trabalhos prévios publicados sobre GWAS para resisténcia
completa a P. sojae, todavia, alguns trabalhos ja foram publicados para resisténcia parcial e

serdo abordados nas discussoes.

Para o conjunto de dados utilizado, com 156 cultivares de soja e 3.807 SNPs, de acordo
com a andlise de modelo linear misto comprimido (CMLM), seis marcadores foram
significativamente associados a resistencia completa de soja a P. Sojae, sendo um localizado
no cromossomo 2, quatro localizados no cromossomo 3 e um localizado no cromossomo 4

(Tabela 3, Figura 2).

Tabela 2. Marcadores significativos associados a resisténcia completa a P. sojae considerando
P-values<0,0001
SNP Alelo Crm! Posicido R** P-valor? MAF3 -Logl0(p)
GmO03_5217414 C/T 3 5217414 2196% 2,58x10° 0,24 4,59
GmO03_3225968 G/A 3 3225968  19.63% 1,70x10* 0,39 3,77
GmO03_5341695 A/G 3 5341695  18,33% 5,01x10* 0,18 3,30
Gm04_45613405 T/C 4 45613405 18,13% 5,92x10* 0,16 3,23
2
3

Gm02_46504621 T/C 46504621 1790% 7,22x10* 0,10 3,14
GmO03_5106459 T/G 5106459  17,64% 8,97x10* 0,35 3,05

1 Cromossomo

2 Probabilidade de significincia

3 Frequéncia do alelo menos frequente
* Coeficiente de determinacao

No cromossomo 2, o marcador Gm02_46504621 apresentou P-value de 7,22x107,
respondendo por 17,90% da variacao fenotipica. Este marcador estd localizado na posicao 4,65
Mb, encontrando-se proximo ao QTL Phytoph 10-3 para tolerancia de soja a podridao radicular

de fitéftora (Han et al., 2007).

No cromossomo 3, os marcadores associados foram GmO03_5217414, GmO03_3225968,
GmO03_5341695 e Gm03_5106459. Estes marcadores estao localizados em um intervalo de 2,12
Mb, nas posigoes 5,22, 3,22, 5,34 e 5,11 Mb, respectivamente. Ludke et al. (2019), utilizando
o mesmo conjunto de cultivares e marcadores do presente trabalho em estudo de associagcdo
gendmica para resisténcia parcial a P. sojae, também identificaram os marcadores
GmO03_3225968, Gm03_5106459, Gm03_5217414 e Gm03_5341695, refor¢ando o fato de que
estes marcadores estao realmente associados a resisténcia a P. sojae. Demais trabalhos, também
com resisténcia parcial, localizaram marcadores dentro desta mesma regido gendmica, tais
como os marcadores localizados nas posi¢des 3,85, 3,86, 4,28 e 4,31Mb, identificados por
Schneider et al. (2016). Qin et al. (2017), identificaram marcadores com alto valor de associacao

nas posic¢oes 3,11, 3,89, 4,48 e 5,49 Mb e Huang et al. (2016) localizaram dois marcadores no
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cromossomo 3, nas posi¢des 3,66 e 5,15, corroborando com os resultados observados neste
estudo. Todos os marcadores associados a resisténcia a P. sojae localizados no cromossomo 3,
exceto Gm03_3225968, encontram-se dentro do QTL Phytoph 14-5 (Lee et al., 2013).
Gm03_5217414 foi o marcador SNP mais significativo da anédlise, com um P-value de 2,58x10"
3, sendo responsavel por 21,96% da variagio fenotipica observada. Os demais marcadores desta
regido, foram responsdveis, respectivamente, por 19,63%, 18,33% e 17,64% da variacdao

fenotipica observada.

Por fim, no cromossomo 4, o marcador Gm04_45613405 apresentou P-value de 5,92x10

4 explicando 18,13% da variacao fenotipica; este marcador encontra-se localizado dentro do

QTL Phytoph 14-7 que esta relacionado a reacao de resisténcia de soja a podridao radicular de
fitoftora (Lee et al., 2013).

5 -

OGmo3_5217414

ﬁ;}mlﬁj 225968

Gm03 5341695

Gmi2_4650462 |°’“ ©Umb4_43613405
' Gm3 5106459

- IOE\()(P)

Cromossomo

Figura 2. Manhattan plot da andlise de associacdo genOmica para reacdo de resisténcia
completa a P. sojae.

O Q-0 plot indicou a ocorréncia de divergéncias entre os valores de significancia
observados e esperados na hipotese nula, pelo teste de y%, com seis pontos deslocados da linha
diagonal (Figura 3). De acordo com Patterson et al. (2006), desvios da linha diagonal indicam
associacdes verdadeiras entre marcadores e fen6tipo. Como a maioria dos pontos encontram-se
posicionados na linha diagonal, comprova-se que o método CMLM foi adequadamente

utilizado para a eliminac¢do de associagdes falso positivas. Os pontos desviados da diagonal,
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posicionados acima desta linha, confirmam a associacdo dos SNPs significativos relacionadas

areacdo de resisténcia completa a P. sojae.

Observed - logy(p)

T T T T 1
0 1 2 3 4

Expected - logyo(p)
Figura 3. Q-Q plot da distribui¢do dos valores observados e esperados para da andlise de

associacdo gendmica para reacdo de resisténcia completa a P. sojae.
Para avaliar mais detalhadamente a regido do cromossomo 3 na qual encontram-se 0s
marcadores significativos identificados no estudo de associacdo gendmica ampla via CMLM,
foi realizada anélise de desequilibrio de ligacio (LD) de uma regido contendo 4,14 Mb, na qual

haviam 26 marcadores SNPs, incluindo os significativos.

Esta regido apresentou seis blocos em LD (Figura 4). O marcador Gm03_3225968 esta
em um bloco em DL composto por 247 Kb em que outros dois marcadores estdo presentes. O
marcador GmO03_5106459 estd no bloco 5 em DL, que apresenta 440 Kb e contem mais cinco
marcadores e, no sexto bloco em DL, que apresenta 234 Kb, existem tres marcador, dos quais

dois foram significativos, Gm03_5217414 e Gm03_5341695, estando estes distantes 124 Kb

um do outro.
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Os seis marcadores associados a reacdo de resistencia completa a P. Sojae foram
utilizados na andlise de regressao multipla, com método stepwise de selecdo do modelo (Tabela
4). Os marcadores Gm04_45613405, Gm03_3225968, Gm03_5341695 e Gm02_46504621
foram significativos na andlise de regressdo multipla, indicando a existéncia de quatro QTLs de
resistencia, dois no cromossomo 3, um no cromossomo 2 € um no cromossomo 4. Estes quatro
marcadores explicam em conjunto 40,03% da variacdo observada para reagcdo de resisténcia do
conjunto de cultivares a P. sojae.

Tabela 3. Marcadores significantes associacdo a reacdo de resistencia completa a P. Sojae de
acordo com andlise de regressao multipla de stepwise.

SNP Alelos Crm! Posicao r>* P-valor
Gm04_45613405 T/C 4 45613405 0,0651 0,0013
GmO03_3225968 G/A 3 3225968 0,2540 0,0000
GmO03_5341695 A/G 3 5341695 0,3823 0,0000
Gm02_46504621 T/C 2 46504621 0,4003 0,0348

1 Cromossomo
* Coeficiente de determinacdo do modelo de regressdo, com a adi¢do dos marcadores.

Ao se realizar o agrupamento das cultivares de acordo com os haplétipos identificados,
utilizando os marcadores significativos na regressdo multipla, observou-se o efeito da
associacao dos marcadores com a resisténcia a P. sojae (Figura 5). Observando-se diferenca na
média da reacdo de resisténcia das variedades contendo os haplétipos com os alelos de
resisténcia para os marcadores Gm04_45613405, Gm03_3225968 (alelos C e G), e as
variedades contendo o haplétipos com os alelos de suscetibilidade nestes marcadores (T e A)
se nota que na presenca dos alelos de resisténcia a média € zero e aumenta gradativamente a
medida que os alelos de resisténcia vao sendo substituidos pelos alelos de suscetibilidade, como

pode ser visto na figura Sa.

Sa Gm04_45613405 e Gm03_3225968
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Figura 5. Média da reacdo de resisténcia a P. sojae nos grupos de variedades agrupadas pelos
haplétipos dos marcadores GmO04_45613405, Gm03_3225968, Gm03_5341695 e
Gm02_46504621

O mesmo acontece com a presenca dos marcadores Gm03_5341695 e Gm02_46504621
(figura 5b) e Gm03_3225968 e Gm02_46504621 (figura 5c).

De maneira geral, observou-se que a presenca de dois marcadores com alelos de
resisténcia resulta em imunidade, a presenca de um unico alelo de resisténcia as médias de
reacdo ficam bem menores que 1, ou seja, moderadamente resistente e, na auséncia dos alelos

de resisténcia a suscetibilidade é consideravelmente maior.
2.6. Conclusao

Neste estudo foram identificados 6 marcadores que podem ser utilizados nos programas
de melhoramento de soja visando aumentar a frequencia de linhagens com resistencia completa
de soja a P. sojae, além disso, a sele¢do de plantas com a presenta de haplétipos de resistencia
contendo os alelos T, G, A e T dos marcadores GmO04 45613405, GmO03_ 3225968,
Gm_5341695 e Gm02_4654621 reduz o percentual de plantas mortas.
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Tabela suplementar s1. Reacdo de resisténcia completa a podridao radicular de fit6ftora.

Genétipo Reacio  Genétipo Reacdo Genétipo Reacio Genoétipo Reacao
M6009 RR S CD206 R A6411 RR R A6001 S
FUNDASERSS CD208 R P98Y70 R R7 S
CD2800 R CD201 R CD248 RR S FT-GUAIRA S
FUNDASEROS Bragg S CD206RR R OCEPAR14 R
FUND{{A‘IS EP61 S CAC-1 S BRS282 S MSOY2001 R
BRS284 S CD2840 R M7211 RR S MSOY7201 S
M7578 RR S TMG1067 RR R P98YS51 R CD231RR R
BRS259 S TMG7161 RR R CD5969 R CD247RR S
A4725 RG S TMG4001 RR R CD2860 R CD244RR R
CD238 RR S CD232 MR BRS246 RR S CD202 S
5D660 RR R TMGI1161 RR R RA516 RR S A6001RR R

CD250 RRSTS S Fundacep33 R BRS213 S ANTA 82 MR
5D688 RR R CD242 RR R M7908 RR S EMBRAPA59 S
BRSMG68
CD2792 RR S CD237 RR S BRS258 S (VENCEDORA) S
CD254 RR S USP1 R BRS262 R BRSMS LAMBARI R
CD251 RR R CD236 RR S BRS268 S BRSMT CRIXAS S
CD245 RR MR CD239 RR R RA628 RR S FMT MATRINXA S
BRSMG
5G770 RR S 5G830 RR S M9144 RR R LIDERANCA S
NA5909 RR R CD252 R RA518 RR MR FMT TABARANA R
TMG1066 RR S CD235 RR R BRS184 MR BRSMTPintado R
OCEPAR3-
BRS CELESTE S CD226 RR R BRS230 S PRIMAVERA S
EMGOPA304
SPRINGS53 R BRS232 S BRS133 S (CAMPEIRA) S
FMT UFV16
TUCUNARE R BRSI85 R TMGI23 RR R (CAPINOPOLIS) R
MERCEDES70A R EMBRAPA48 S A7321 RG S DOMMARIO 70I RR R
CD5807 R BRS257 R CD221 R BMX PEEENCIA R
M-S0Y6101 S BRS283 MR CD228 S BMX ENERGIA RR R
FUNDACEP39 S TMG103 RR R CD229 RR R BMX TURBO RR R
CD2585 RR S 5D690 RR R M8527 RR MR BRSMG Renascenca R
CD2737 RR R CD219 RR R CD246 S FUNDACEP57 RR S
BMX FORCA RR R 5D711 RR R CD217 R FUNDACEP53 RR R
NS4823 R CD234 RR S CD233 RR R FUNDACEP58 RR S
FT-ESTRELA R NA4990 RR S CD204 S BMX TITAN RR R
EMGOPA 302 S CD215 S CD225 RR S BMX MAGNA RR R
1ASS R CD2630 RR S CD224 R BMX ATIVA RR MR
FUNDACEP 38 S CD240 RR S CD205 R CD249 RRSTS S
MGBR46

M-SOY7901 S CD253 R CD230 RR R (CONQUISTA) S
CDFAPA 220 S P98Y11 R CD216 S FUNDACEP55RR S
CD2721 RR S BRS243 RR R CD214 RR R FUNDACEP56 RR R

R: Resistente

MR: Moderadamente resistente

S: Suscetivel
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3. ARTIGO 2 - Analise de redes genicas a partir de estudos de associacdo genémica
para resisténcia de soja a Phythopthora sojae

3.1. Resumo

Phytophthora sojae é um oomiceto patogénico da cultura da soja que causa a podridao radicular
de fit6ftora, uma das doengas que mais afetam a cultura ao redor do mundo, causando prejuizos
na casa de bilhdes de ddlares. Atualmente a medida de controle mais eficiente e ambientalmente
correta € o uso de cultivares resistentes. Este estudo buscou identificar genes localizados
proximos a marcadores candidatos a resisténcia a P. sojae e posteriormente elaborar uma rede
gene-fator de transcri¢cdo para melhor compreensao da resisténcia. Foram utilizados estudos de
associacdo gendmica ampla previamente realizados para resisténcia parcial e completa para a
busca de genes candidatos localizados proximos aos marcadores SNPs significativos e
posteriormente foi realizado um estudo post GWAS via rede gene-fator de transcricdo. Foram
identificados 31 genes candidatos e 279 processos bioldgicos ligados a centenas de fatores de
transcricdo. O uso destes genes e sua interacdo com diferentes fatores de transcri¢do podem
contribuir na compreensdo do mecanismo de resisténcia de soja a P. sojae e descoberta de

gendtipos resistentes para serem utilizados em programas de melhoramento.

Palavras chave: Soja, Glycine max (L.) Merril; Podridao radicular de fit6ftora; SNP; GWAS;

Rede génica.
3.2. Abstract

Phytophthora soja is a phatogenic oomycete of soybean crop that causes phytophthora root and
stem rot, one of the diseases that most affect the soybean production around the world, causing
losses in the billions of dollars. Currently the most efficient and environmental friendly to
reduce disease damages is the use of resistant cultivars. This study aimed to identify genes
located close to candidate markers for resistance to P. sojae and later to elaborate a gene —
transcription factor network for a better understanding of the resistance. Was used a genome
wide association study previously performed for partial and complete resistance to the search
of candidate genes located near the significant SNP markers and later a post GWAS study was
performed via the gene — transcription factor. Was identified 31 candidate genes and 279
biological processes linked to hundreds of transcription factors. The use of these genes and their
interactions with different transcription factors may contribute to the understanding of the
resistance mechanism of soybean to P. sojae and the discovery of genotypes to be used in

breeding programs
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Key words: Soja, Glycine max (L.) Merril; phytophthora root and stem rot; SNP; GWAS;

transcription factors; gene network.
3.3. Introducao

Considerada uma das cinco mais importantes culturas na producdo de alimentos a nivel
global (Savary et al., 2019), a soja é produzida em aproximadamente 6% da drea cultivdvel do
mundo (Bandara et al, 2019) e o rdpida expansdo desta drea tem sido acompanhada por um
aumento na incidéncia de doencgas na cultura, impactando diretamente na produtividade de
graos (Hartman et al., 2015).

Dentre as doencas que afetam a cultura da soja, uma das mais importantes € a podridao
radicular de fitéftora, causada pelo patégeno Phytophthora sojae (Kaufmann & Gerdemann)
(Schmitthenner, 1985; Zhu et al, 2003), especialmente em condi¢des de solos com alta umidade
e temperaturas ambientais altas (iguais ou superiores a 25°C) (Costamilan et al. 2007),
possuindo alto potencial destrutivo. O uso de materiais que apresentam resisténcia genética € o
mais eficiente método de controle, podendo reduzir de forma significativa a incidéncia da
doenca. De acordo com Sugimoto et al. (2012), existem cultivares de soja que apresentam
resisténcia completa e resisténcia parcial ao patégeno. A resisténcia parcial € controlada por
multiplos genes e possui amplo espectro (Kou & Wang, 2010), todavia, esta resistencia pode
ser perdida sob alta pressdo de indculo (Dorrance, 2003). Por outro lado, um dos métodos mais
eficientes no controle da doenca € o uso de cultivares com resisténcia completa, que €&
controlada por um pequeno grupo de genes (Niu et al., 2017).

Com o répido avang¢o no conhecimento do genoma vegetal e do papel fisiologico e
molecular dos genes, houve uma revolu¢do na genética molecular e sua eficiéncia no
melhoramento de plantas (Nadeem et al., 2017). Neste contexto, a aplicacdo de estudos de
associacdo gendmica tem se mostrado uma importante ferramenta, uma vez que pode ser

aplicada na explicacdo da varidncia genética de uma dada caracteristica através da sua
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associacdo entre fenétipo-genétipo (Boyle et al., 2017), contribuindo na identificacdo de genes
e QTLs (Fang et al., 2017).

Genes candidatos relacionados a resisténcia identificado préximo a marcadores
significativos sdo uma importante ferramenta na compreensao dos mecanismos de resisténcia
na soja (Huang et al., 2016), neste ambito, realizando-se andlise de redes génicas, € possivel
explorar os processos bioldgicos destes genes e seus fatores de transcri¢do e, com isso, apontar
os genes candidatos mais provaveis (Verardo et al., 2016).

Foi realizado um estudo de associacdo gendomica ampla (GWAS) utilizando 3.807 SNPs
de alta qualidade para identificar marcadores e genes associados a resisténcia completa a
podriddo radicular de fitéftora e posteriormente realizada uma anélise post GWAS via rede
genes-fatores de transcri¢do. Os resultados encontrados sdo importantes na identificacdo de
locos que conferem resisténcia completa a P. sojae, permitindo o desenvolvimento de novas
variedades de soja com maior diversidade genética e resisténcia ao patdgeno, aumentando assim

a durabilidade desta.

3.4. Material e métodos

3.4.1. Anadlise fenotipica

O conjunto de genodtipos utilizado neste trabalho foi composto por 169 cultivares
comerciais de soja de diferentes épocas e empresas, obtendo-se assim grande representatividade
da variabilidade genética dos materiais empregados na sojicultora nacional. Para ambos os
experimentos, o indculo de P. sojae utilizado foi 0 mesmo, este possui formula de viruléncia
1d, 2,5, 6 e 7, sendo esta a mais representativa da populag@o do patégeno no Brasil (Costamilan

et al., 2013).

Para avaliacdo de resisténcia parcial, todas as cultivares foram fenotipadas, o experimento
foi conduzido em casa de vegetacdo, na Universidade Federal de Vigosa, Vigcosa — Minas
Gerais. A inoculacdo ocorreu no momento da semeadura, utilizando-se o método da camada de
micélio (Schmitthenner & Bhat, 1994). A fenotipagem foi realizada 21 dias apds a semeadura,
avaliando-se as raizes de acordo com escala de notas e posterior classificagdo de reacdo a

podridao radicular de fit6ftora propostas por Dorrance et al. (2003).
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Para avaliacdo de resisténcia completa, foram utilizadas 156 cultivares deste grupo,
algumas foram descartadas por terem apresentado problemas relacionados ao vigor de semente
e baixa germina¢do. O experimento foi realizado em casa de vegetagao, no setor de fitopatologia
da COODETEC Desenvolvimento, Produ¢do e Comercializa¢do agricola, Cascavel — Parana.
O método de fenotipagem utilizado foi o teste de hipersensibilidade de hipocétilo e a avaliagdao
final foi realizada 10 dias apds a inoculacdo (25 dias apds a semeadura) (Costamilan et al.,

2006).
3.4.2. Genotipagem com marcadores SNPs e estrutura de populaciao

Conforme descrito por Ludke et al. (2019), amostras das 169 cultivares foram genotipadas
com 6.000 marcadores SNPs, posteriormente, foram eliminados marcadores monomorficos, ou
com mais de 10% de dados perdidos (Call Rate igual a 90%) ou Minor allele frequency (MAF),
menor do que 5%, restando 3.807 marcadores. Além disso, gendtipos heterozigotos para os

SNPs foram considerados dados perdidos.

A andlise de estrutura de populacdo foi realizada utilizando-se a metodologia Markov
Chain Monte Carlo (MCMC), com algoritmo de estimacdo Bayesiana, utilizando-se o software

InStruct (Gao et al., 2007).
3.4.3. Anadlise de associacio genomica (GWAS)

A andlise de associacdo dos dados genotipicos com o fenétipo foi realizada pelo método
de Modelos Lineares Mistos Comprimido (Zhang et al., 2010), utilizando-se o pacote Genome
Association Prediction Tool (GAPIT) (Lipka et al.,, 2012) da plataforma analitica R.
Marcadores com valores de probabilidade P<0,00] foram considerados significativos na

andlise de associacdo SNP/fenotipo.
3.4.4. Analise de redes génicas

Inicialmente foi realizada a identificacdo de genes candidatos através do banco de dados
de soja da plataforma NCBI (RefSeq assembly accession: GCF_000004515.5) (O’Leary et al.,
2016). Foram selecionados os genes mais proximos dos marcadores associados a caracteristica
(entre 16.373 pb downstream a 12.833 pb upstream) e, posteriormente, identificaram-se as
anotacdes existentes para estes genes. As distancias utilizadas nesse estudo para definir a
proximidade gene-SNP estdo de acordo com Brodie et al. (2016), onde observaram que um
gene responsavel pela expressdo de uma determinada caracteristica pode estar localizado até

200.000 pb do SNP identificado como associado para esta caracteristica.
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A partir da identificacdo dos genes candidatos obtidos em cada GWAS, informacdes
obtidas sobre suas interacdes com fatores de transcricdo (FT) e alvos identificados através de
andlises de sequéncias regulatérias podem ser usados como uma validacdo in silico para as
interagcdes FT- alvo na rede génica (Fortes et al., 2010). Assim, foi usado o software PlantTFDB
4.0 (Jin et al., 2017) para a andlise de regides regulatdrias identificados (2.000 pb upstream e
200 pb downstream do sitio de inicio de transcri¢do) do conjunto de genes candidatos. Os FT
foram identificados (p <0,00001) e usados para uma anélise de enriquecimento de processos
biolégicos via aplicativo Bingo (Biological Networks Gene Ontology Tool) (Maere et al.,
2005) do software Cytoscape (Shannon et al., 2003). Os FT que apresentaram 0s processos
bioldgicos mais relacionados com a caracteristica em estudo (ex. Defesa em resposta a bactérias

e fungos) foram selecionados para obten¢do de uma rede com suas interagdes (FT-alvo).

A partir dos FT selecionados e os genes candidatos de cada andlise de GWAS, foi possivel
obter uma rede gene-FT. Assim, de acordo com o nimero de sitios de ligagdo para os fatores
de transcricao (SLFT), cada elo (genes e fatores de transcri¢do) da rede mais enriquecidos foram
identificados. Ou seja, genes com um maior numero de SLFT possuem maior nimero de
ligacGes na rede, possibilitando maior enriquecimento dos mesmos. Desta forma, a rede gene-
FT obtida permitiu uma visao global dos genes identificados nas andlises de GWAS, bem como,

destacar os genes candidatos mais provaveis para a caracteristica em estudo.

3.5. Resultados e discussao

3.5.1. Anadlise fenotipica

Os resultados da andlise fenotipica para resisténcia parcial podem ser encontrados com
maior nivel de detalhamento em Ludke et al. (2016), onde 24,85% dos gendétipos testados foram
altamente suscetiveis, 18,34% dos genétipos foram moderadamente suscetiveis, 7,69% foram

moderadamente resistentes e 49,11% foram altamente resistentes.

Em relacdo a andlise fenotipica para resisténcia completa, os dados encontram-se no
artigo 1 deste presente trabalho, onde 47,44% foram resistentes, 5,13% foram moderadamente

resistentes e 47,44% foram suscetiveis.

Comparando-se as duas andlises, chegou-se a uma coincidéncia de 87% quanto aos

resultados obtidos em relacdo a reacdo dos genétipos aos dois métodos de inoculagdo.
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3.5.2. Analise de associacao genomica (GWAS)

Como pode ser observado na tabela 4, a andlise de associacdo gendmica para resisténcia
parcial a P. sojae para as 169 cultivares identificou a presenca de cinco marcadores
significativos no cromossomo 3 e trés marcadores significativos no cromossomo 15 (Ludke et

al, 2019).

Conforme observado no artigo 1, para a reagcdo de resisténcia completa a P. sojae a 156
cultivares do conjunto de gendtipos utilizados, foram identificados um marcador com
associagao significativa no cromossomo 2, quatro marcadores no cromossomo 3 € um marcador

no cromossomo 4 (tabela 5).

Os marcadores GmO03_3225968, GmO03_5106459, Gm03_5217414 ¢ GmO03_5341695
foram significativos tanto na andlise de resisténcia parcial quanto na andlise de resisténcia

completa.

Tabela 4. Marcadores significativos associados a resisténcia parcial e completa de soja a
P. sojae

Avaliacio SNP Alelos  Cro!  Posicio
GmO03_3225968 G/A 3 3225968
GmO03_4782127 T/C 3 4782127
GmO03_5106459 T/G 3 5106459
Resistencia parcial GmO03_5217414 C/T 3 5217414
GmO03_5341695 A/IG 3 5341695
Gm15_11496274 T/C 15 11496274
Gm15_18422604 T/C 15 18422604
Gm15_19326210 T/C 15 19326210
Gm03_5217414 C/IT 3 5217414
GmO03_3225968 G/A 3 3225968
Resistencia completa GmO03_5341695 A/G 3 5341695
Gm04_45613405 T/C 4 45613405
Gm02_46504621 T/C 2 46504621
GmO03_5106459 T/G 3 5106459

1Cromossomo

3.5.3. Analise de redes génicas

A partir dos 10 diferentes marcadores SNPs identificados nas GWAS para resisténcia
parcial e completa, foram localizados 28 genes préximos a estes marcadores, sendo que, 10
destes genes ainda ndo foram caracterizados quanto a sua funcao bioldgica (Tabela 5). Apos a
identificacdo destes genes, os mesmos foram utilizados na busca por fatores de transcri¢do

relacionados a diversos processos bioldgicos.
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Na busca por fatores de transcricdo baseado no setr de genes candidatos, foram
identificados 279 processos bioldgicos relacionados a centenas de fatores de transcricdo
distintos. Objetivando a elaboracao de uma rede com maior especificidade, foram selecionados
processos bioldgicos ligados de forma mais direta a interacdo planta-patégeno e mecanismos
de defesas da planta contra fatores bidticos e, baseados neste critério, foram selecionados 31
processos bioldgicos distintos e 48 fatores de transcri¢cdo (tabela 7). Os processos bioldgicos e
os fatores de transcri¢do podem repetir-se nos diferentes cromossomos e visando avaliar a rede

de maneira mais especifica, a mesma foi montada individualmente para cada cromossomo.

Na rede gene-FT gerada para cromossomo 2 (figura 6), foram identificados quatro genes,
entretanto, o marcador Gm02_46504621 nao se encontra inserido dentro de nenhum destes.
Dentre este set de genes, o gene LOC100816582 foi o que apresentou maior enriquecimento na
rede, este possui como anotacdo mRNA-regulatory protein NPR3, transcript variant X1 e esté
ligado aos fatores de transcricdo AT2GO01570, AT2G25000, AT3G20840, AT4G18960,
AT5G01900 e AT5G10510, que estdao relacionados a processos biolégicos envolvidos no
estimulo sintese de 4cido salicilico, desenvolvimento de sistema radicular e parte aérea e
resposta a bactérias. Diversos membros da familia das proteinas NPR (non-expressor of
pathogenesis-related protein) foram identificados como receptores de dcido salicilico (AS) em
plantas (Fu et al., 2012; Wu et al., 2012), Moreu et al. (2012) também demonstram que NPR3
se liga ao AS e resulta em mecanismo de defesa de plantas, da mesma maneira, diversos outros
trabalhos mostram a correlacdo entre a presencga desta familia e a expressao de AS (Malamy et
al., 1990; An & Mou, 2011; Yan & Dong, 2014) , o que é relevante pelo fato de o AS ser um
horménio vegetal que estd envolvido em diversos mecanismos nas plantas, dentre eles,

respostas a estresses abiodticos e bidticos (Klessig et al., 2016).

Outro gene identificado no cromossomo dois foi 0o LOC102661690 possui como anotagao
mRNA-putative Myb family transcription factor Atlgl4600, estando ligado aos fatores de
transcrigdo AT1G13260, AT2G01570 e AT5G47230, que por sua vez se relacionam com a
estrutura de desenvolvimento de raizes e parte aérea e também nas respostas celulares ao
estimulo por etileno. A familia de proteinas MYB € grande, funcionalmente diversa, encontrada
em todos os eucariotos e estdo envolvidas no controle de varios processos, tais como respostas
a estresses abidticos e bidticos (Ambawat et al., 2013). Seo & Park (2010) submeteram plantas
de Arabdopsis, que expressavam as proteinas MYB, a infeccdo por patégenos e identificaram

que estas plantas ativavam a ac@o de genes relacionados a defesa da planta.
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Figura 6. Rede gene-fator de transcri¢do do cromossomo 2

No cromossomo 3 foram identificados doze genes, dos quais, quatro ainda ndo foram
caracterizados. Como pode ser observado na figura 7, o gene que apresentou maior
enriquecimento de rede foi o LOC100801499 o qual possui como anotacdo mRNA-
phosphoglucomutase, cytoplasmic e estd ligado aos fatores de transcricio AT2G01570,
AT4G18960, AT4G27950, AT5G03790 e ATSG47230, que se relacionam com 0s processos
bioldgicos de resposta ao estimulo ao etileno e desenvolvimento do sistema radicular. Liao et
al. (2012) identificou a proteina Phosphoglucomutase, cytoplasmic em estudo de interagao solo-
raiz, juntamente com proteinas induzidas pelo ataque de patégenos, todavia, ndo existem mais
relatos desta proteina em estudos de relagdo planta-patégeno e mecanismos de defesa de

plantas.

O segundo gene mais enriquecido na rede foi o LOC106798029 e dentro dele estd
localizado o marcador Gm03_3225968. Este gene ainda ndo foi caracterizado, entretanto, o
mesmo encontra-se ligado a fatores de transcricdo diretamente relacionados com processos
bioldgicos diretamente ligados a interac@o planta-patégeno e aos mecanismos de defesa, tais
como o de resposta celular ao estimulo de 4cido jasmonico, que € um hormonio relacionado ao
mecanismo de defesa das plantas (Berendsen et al., 2012), mudando a composi¢do dos exudatos
das raizes, dificultando assim a entrada de fitopatégenos pelo sistema radicular (Badri et al.,
2008). Da mesma maneira, o gene LOC100799892 também nao foi caracterizado, porém,
encontra-se ligado ao fator de transcricdo AT3G50410, que estd presente em todos 0S processos

bioldgicos identificados neste trabalho, relacionados ao dcido jasmonico.
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O gene LOC100794060 nao apresentou grande enriquecimento na rede, estando ligado
aos fatores de transcricdo AT2G01570, entretanto, sua caracterizagdo € mRNA-putative disease
resistance RPP13-like protein 1, transcript variant XI1. O gene RPP13 e as proteinas derivadas
da acdo deste gene estdo diretamente relacionadas a controle da resisténcia de plantas a
patégenos, como oomycetos (Rose et al., 2004). Em soja, Zhang et al ao realizarem um estudo
de associacdo gendmica para arquitetura genética dos sintomas apresentados em plantas
infestadas por Fusarium virguliforme, também identificaram genes candidatos com a mesma
caracterizacdo do gene LOC100794060. Zhong et al. (2017), em um estudo realizado com
Phytophthora sojae identificou no cromossomo 3 genes candidatos com mesma anotacao aos

identificados neste trabalho.

AT2G26000
AT3GIV600 AT30

AT1G0L060 AT1GIR330 LOCTO®R02035
LOC 1‘235

AT3G50410 . I . LOC102670087
)
LOC10m59743
LOC10@994060

i ol
LO 19
L 2

AT5G03790

AF5G22570

Figura 7. Rede gene-fator de transcri¢do do cromossomo 3

O gene mais enriquecido no cromossomo 4 (figura 8) foi o LOC102663858, estando
ligado com onze fatores de transcri¢dao distintos. Este gene nao foi caracterizado, entretanto,
estd ligado a fatores de transcricdo chave no mecanismo de resisténcia de plantas, como o
AT5G47220, presente nos processos bioldgicos de resposta celular ao estimulo de acido
jasmonico, resposta celular a estresse abidtico, mecanismo de defesa contra bactérias, inducao
do sistema imune e regulacao da ativacdo do sistema de defesa da planta. Outros FT importantes
que estdo ligados a este gene sdo 0 AT2G01570 e AT3G50410, que relacionados a resposta ao

estimulo da producéo de 4cido salicilico.
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Figura 8. Rede gene-fator de transcri¢do do cromossomo 4

AT4GT6110

AT4G31920

A rede gene-ft no cromossomo 15 (figura 9) possui sete genes ligados a 38 fatores de
transcricdo distintos, o gene que apresentou maior enriquecimento foi o LOC100795745, que
se ligou a 21 fatores de transcri¢do e tem como caracterizagcdo mRNA-ATP-citrate synthase beta
chain protein 1. Na literatura ndo constam relatos de que exista correlacio entre a sintese de
citrato e o mecanismo de defesa das plantas, entretanto, ao se analisar os fatores de transcri¢ao
ligados a este gene, observa-se que estes encontram-se presentes em distintos processos
bioldgicos relacionados a defesa de plantas, como resposta celular ao dcido jasmonico, resposta
a fungos, resposta a bactérias, regulacdo de sistema imune, inducao sistemaética de resisténcia e

resposta de defesa ao ataque de fungos.

O gene LOC106796110 estd ligado a cinco fatores de transcri¢do distintos e tem como
caracterizacdo mRNA-putative disease resistance protein RGA3. Como demonstram alguns
estudos, o uso de andlogos de genes de resisténcia a doengas (RGAs) € extremamente
importante na identificacdo de novos genes, uma vez que sdo parciais ou totalmente ligados a
estes (Collins et al., 2001; Madsen et al., 2003) e estudos realizados com a cultura da soja que
avaliaram a relacdo planta-patogeno e os mecanismos de defesa comprovam isso (Priolli et al.,

2010; Tucker et al., 2010; Bhupender et al., 2014; Vieira et al., 2016).



46

AT2G01570
AT5G47220
P AT3G20310 AT2G20180
ATIGOLS30 AT4G17490

LOC100796799 ATSG44210

AT5GQ1900 AT1G50640
LOC100782676 AT3G23240
AT3G28910 LOC112999545 AT3IG15210
r AT3G15500 LOC100795745
AT3G50410 S AT2G25000 AT5G64750
AT5G22570
LOC106796259 LOCI06796110  AT5G11260
AT3G11280 AT5G47230
AT1GO9770

AT3G09600
LOC102659579
ATIG18330
AT1GO1060

Figura 9. Rede gene-fator de transcricao do cromossomo 15
3.6 Conclusao

Neste estudo, apds a identificacdo de 31 genes dispostos em quatro cromossomos, foram
encontrados 279 processos bioldgicos relacionados a distintos fatores de transcri¢do e com estas
informacdes foram montadas diferentes redes gene-FT. A montagem destas redes gene-FT
permitiu uma visualizacdo mais ampla e melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos,

direta e indiretamente, na resisténcia de soja a P. sojae.
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Tabela 5. Genes candidatos relacionados a resisténcia complete a P. sojae neste estudo.

Marcador Crm! Posicio Gene Distancia do SNP? Caracterizacio do gene
LOC100815525 2.940 Upstream mRNA-transmembrane protein 56-B, transcript variant X2
LOC102661690 11.382 Downstream mRNA-putative Myb family transcription factor Atlg14600
Gm02_46504621 2 46504621 LOC100816582 7.858 Downstream mRNA-regulatory protein NPR3, transcript variant X1
LOC100817119 16.373 Downstream mRNA-phytoene synthase 2, chloroplastic
LOC106798285 2.677 Upstream uncharacterized LOC106798285
Gm03_3225968 3 3225968 LOC106798029 Dentro do gene mRNA-uncharacterized LOC106798029
LOC102659743 2.617 Downstream mRNA-probable pectinesterase/pectinesterase inhibitor 17
LOC100803619 Dentro do gene mRNA-peroxidase P7
mRNA-putative disease resistance RPP13-like protein 1, transcript
Gm03_4782127 3 478217 OC100794000 8442 Downstream oy X1 P ’
LOC102663755 5.098 Downstream uncharacterized LOC102663755
LOC100802035 9.408 Upstream mRNA-peroxidase P7
LOC100799892  5.155 Upstream mRNA-uncharacterized LOC100799892
Gm03_5217414 3 S217414 LOC100800423  3.394 Upstream mRNA-senescence associated gene 20
LOC100801499 1.799 Upstream mRNA-phosphoglucomutase, cytoplasmic
GmO03_5341695 3 5341695 LOC102670087 3.052 Downstream mRNA-NAPI-related protein 2
LOC100802033  9.043 Downstream mRNA-7-methylxanthosine synthase 1
LOC102665657 1.800 Upstream mRNA-uncharacterized LOC102665657
LOC100798680 1.877 Downstream mRNA-cell division cycle protein 48 homolog
Gm04_45613405 4 45613405 LOC100804876 9.125 Downstream mRNA-kinetochore protein SPC25 homolog, transcript variant X1
LOC102663858 7.269 Downstream uncharacterized LOC102663858
LOC100803814 9.178 Upstream mRNA-jmjC domain-containing protein 4, transcript variant X2
LOC102659579  Dentro do gene mRNA-uncharacterized LOC102659579
Gm15_11496274 15 11496274 LOC100795745 12.833 Upstream mRNA-ATP-citrate synthase beta chain protein 1
LOC100796799 14.445 Downstream mRNA-TPDI protein homolog 1, transcript variant X1

Continua. ..
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Gm15_19326210

15 19326210

LOC106796110 10.608 Upstream

LOC100782676 540 Downstream
LOC106796259 11.741 Downstream
LOC112999545 8.054 Downstream

mRNA-putative disease resistance protein RGA3

uncharacterized LOC100782676
uncharacterized LOC106796259
uncharacterized LOC112999545

1 Cromossomo

2 Distancia do SNP em pares de base

Tabela 6. Processos bioldgicos enriquecidos associados aos fatores de transcri¢do identificados para resisténcia a Phytophthora sojae

Crom! GO-ID?> P.valeu’ Descri¢ao do processo biolégico Fatores de transcricao
9863 7,53x10°  salicylic acid mediated signaling pathway AT5G01900, AT5G22570
71446 7,53x10°  cellular response to salicylic acid stimulus AT5G01900, AT5G22570
9617 6,40x10*  response to bacterium AT5G01900, AT5G22570, AT1G20980, AT3G20770, AT2G25000
22622 5,27x10°  root system development AT4G10350, AT1G13260, AT1G79580, AT5G10510, AT3G20840
48364  527x10°  root development AT4G10350, AT1G13260, AT1G79580, AT5G10510, AT3G20840
) ATAG27950, AT1G13260, AT5G03790, AT3G48430, AT1G30210,
22621 3,66x10%  shoot system development ATAG18960
) ATAG27950, AT1G13260, AT5G03790, AT3G48430, AT1G30210,
2 48367 3,43x10%  shoot development ATAG 18960
42742 2,50x10°  defense response to bacterium AT5G01900, AT5G22570, AT1G20980, AT3G20770, AT2G25000
71369 1,53x10°  cellular response to ethylene stimulus AT1G73730, AT3G20770, AT5G47230
9873 1,44x10°  ethylene mediated signaling pathway AT1G73730, AT3G20770, AT5G47230
9751 5,08x107 response to salicylic acid stimulus i?;gggggg’ AT5G01900, AT5G22570, AT1G01060, AT3G50410,
9723 2,56x10° response to ethylene stimulus i?ggggggg: ﬁ%;g?é;gg’ AT1G01060, AT1G18330, AT2G01570,
9863 7,53x10°  salicylic acid mediated signaling pathway AT5G01900, AT5G22570
3 9617 6,40x1073 response to bacterium AT5G01900, AT5G22570, AT1G20980, AT3G20770, AT2G25000
22622 527x1073  root system development AT4G10350, AT1G13260, AT1G79580, AT5G10510, AT3G20840

Continuacao...
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48364 5,27x10°  root development AT4G10350, AT1G13260, AT1G79580, AT5G10510, AT3G20840
3 AT4G27950, AT1G13260, AT5G03790, AT3G48430, AT1G30210,
22621 3,66x10 shoot system development ATAG18960
3 AT4G27950, AT1G13260, AT5G03790, AT3G48430, AT1G30210,
48367 3,43x10 shoot development ATAG18960
3 42742 2,50x107  defense response to bacterium AT5G01900, AT5G22570, AT1G20980, AT3G20770, AT2G25000
71369 1,53x10°  cellular response to ethylene stimulus AT1G73730, AT3G20770, AT5G47230
9873 1,44x10°  ethylene mediated signaling pathway AT1G73730, AT3G20770, AT5G47230
.. Cy AT3G09600, AT5G01900, AT5G22570, AT1G01060, AT3G50410
'5 b 9 b b 9
9751 5,08x10 response to salicylic acid stimulus AT2G25000
. AT3G09600, AT1G73730, AT1G01060, AT1G18330, AT2G01570
'6 b 9 b b 9
9723 2,56x10 response to ethylene stimulus AT3G20770.AT5GA7230
22621 1,75x102  shoot system development AT4G27950, AT2G02820, AT4G01500, AT4G31920, AT3G48430
48367 1,66x102  shoot development AT4G27950, AT2G02820, AT4G01500, AT4G31920, AT3G48430
9867 1,59x102  jasmonic acid mediated signaling pathway AT5G47220, AT2G01570
71395 1,59x102  cellular response to jasmonic acid stimulus AT5G47220, AT2G01570
9753 6,24x103 response to jasmonic acid stimulus AT1G49010, AT5G47220, AT1G01060, AT2G01570
9751 4,52x1073 response to salicylic acid stimulus AT1G49010, AT1G01060, AT3G50410, AT2G04880
4 71214 3,10x102  cellular response to abiotic stimulus AT3G22170, AT4G15090, AT2G20180
. AT3G20310, AT5G47220, AT4G17490, AT1G73730, AT5G44210
-9 ’ ’ ’ ’ ’
71369 3,13x10 cellular response to ethylene stimulus ATSG47230. ATAG16110
9 . ) ) AT3G20310, AT5G47220, AT4G17490, AT1G73730, AT5G44210,
9873 2,67x10 ethylene mediated signaling pathway ATSG47230. ATAG16110
9723 6.20x10"0  response to ethvlene stimulus AT3G20310, AT5G47220, AT4G17490, AT1G73730, AT5G44210,
’ P y AT1G01060, AT1G18330, AT2G01570, AT5G47230, AT4G16110
9620 1,71x102  response to fungus AT5G61600, AT1G09770, AT5G64750, AT4G34410, AT2G25000
15 42742 1,08x102  defense response to bacterium AT3G15210, AT5G47220, AT5G01900, AT5G22570, AT1G09770,

AT2G25000

Continuagao...
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AT3G15210, AT5G47220, AT5G01900, AT5G22570, AT1G09770,

3 .
9617 8,63x10 response to bacterium AT3G28910. AT2G25000
50776 7.01x103 regulation of immune response AT3G15210, AT5G47220, AT1G09770
2682 7.01x1073 regulation of immune system process AT3G15210, AT5G47220, AT1G09770
10104 6,61x107 ;Z%ﬁlj;‘;n of ethylene mediated signaling AT3G15210, AT1G50640
45088 5,66x107%  regulation of innate immune response AT3G15210, AT5G47220, AT1G09770
50832 5,35x1073  defense response to fungus AT5G61600, AT1G09770, AT5G64750, AT4G34410, AT2G25000
9682 3,88x107°  induced systemic resistance AT3G15210, AT5G47220
31347 3,47x107 regulation of defense response AT3G15210, AT5G47220, AT1G09770, AT2G25000
31349 3,17x107%  positive regulation of defense response AT3G15210, AT5G47220, AT1G09770

15 71214 2,44x10°  cellular response to abiotic stimulus AT3G59060, AT5G11260, AT2G20180, AT2G43010
45089 2,12x107%  positive regulation of innate immune response  AT3G15210, AT5G47220, AT1G09770
50778 2,12x107%  positive regulation of immune response AT3G15210, AT5G47220, AT1G09770
2684 2,12x107%  positive regulation of immune system process AT3G15210, AT5G47220, AT1G09770
2218 1,69x10°  activation of innate immune response AT3G15210, AT5G47220, AT1G09770
2253 1,69x10°  activation of immune response AT3G15210, AT5G47220, AT1G09770
9864 1.33x10°3 1ndu.ced sy‘steml‘c resistance, jasmonic acid AT3G15210, ATSG47220
mediated signaling pathway
9867 1,77x10°° jasmonic acid mediated signaling pathway i?ggg? (1)8’ AT5G47220, AT3G23240, AT2G01570, AT3G01530,
71395 1,77x10%  cellular response to jasmonic acid stimulus AT3G15210, AT5GA47220, AT3G23240, AT2G01570, AT3G01530,
AT3G15500
I Cromossomo

2 Identificag@o da ontologia génica
3 Probabilidade de significancia
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