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METODO DE SELECIONAR UMA PLANTA DE SOJA OU GERMOPLASMA COM
TOLERANCIA OU TOLERANCIA MELHORADA A HERBICIDAS QUE INIBEM A
FUNGCAO DE PROTOPORFIRINOGENIO OXIDASE, METODO DE RASTREAR SOJA
PARA DETERMINAR A PRESENCA OU AUSENCIA DE UM LOCUS DE TRACO
5 QUANTITATIVO ASSOCIADO COM TOLERANCIA A HERBICIDAS QUE INIBEM

A FUNGAO DE PROTOPORFIRINOGENIO OXIDASE

CAMPO DA INVENGCAO

10 Esta invencdo estd relacionada, em geral, a deteccdo das

diferencas genéticas entre sojas.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO
15
A soja (Glycine max L. Merr.) ¢é um importante cultivo
comercial e artigo de investimento na America do Norte e
outros lugares. O 6leo de soja €& um dos o6leos comestiveis
mais amplamente usados, e soja é usada em todo o mundo tanto
20 na alimentacdo animal como na producdo de alimentos humanos.
Adicionalmente, a utilizacdo de soja estd se expandindo para
aplicacdes industriais, manufatureiras e farmacéuticas. 0
manejo de ervas daninhas em campos de soja é importante para
maximizar as producgdes. Um desenvolvimento recente na
25 tecnologia de soja foi o desenvolvimento de variedades de soja
tolerantes a herbicidas. Sojas tolerantes a glifosato foram
comercialmente introduzidas em 1996 e contabilizaram mais de

85% da area plantada de soja nos Estados Unidos em 2007.
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Algumas ervas daninhas estdo comegando a apresentar
tolerdncia aumentada a glifosato. Essa toleréncia aumentada
diminui a eficiéncia da aplicacdo de glifosato e resulta em
menores produtividades para fazendeiros. Como resultado,
existe uma necessidade na arte para variedades de soja que séo

tolerantes a outra quimica herbicida.

SUMARIO DA INVENGAO

Esta invencdo refere-se, em geral, a detecgdo de
diferencas genéticas entre sojas. Mais particularmente, a
invencdo refere-se loci de trag¢o quantitativo (QTL) de soja
para tolerdncia a inibidores de protoporfirinogénio oxidase
(PPOase), para plantas de soja possuindo esses QTLs, que
mapeiam a uma nova regido cromossOmica, e a marcadores
genéticos que s8o indicativos de fendtipos associados com
tolerdncia a inibidor de protoporfirinogénio oxidase. Métodos
e composicBes para uso desses marcadores na genotipagem e

selecdo de soja sdo também descritos.

Um novo método é provido para determinar a presenga ou
auséncia, em germoplasma de soja, de um QTL associado com
tolerdncia a inibidores de protoporfirinogénio oxidase. o)
traco de tolerdncia foi encontrado como sendo proximamente
ligado a um numero de marcadores moleculares que mapeiam aos
grupamentos de ligagcdo L e N. Plantas de soja, sementes,
culturas de tecidos, variantes e mutantes tendo toleréncia a
inibidores de ©protoporfirinogénio oxidase produzida pelos

métodos a seguir sdo também providas nesta invencéo.
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De acordo com a presente invencdo, o QTL associado com
tolerdncia a inibidores de protoporfirinogénio oxidase mapeia
a um grupamento de ligacdo L e/ou N de soja. Esses QTL podem
estar mapeados por um ou mais marcadores moleculares. Para o
grupamento de 1ligacdo L, os marcadores incluem SATT495,
P10649C-3, SATT182, SATT388, SATT313, SATT613, ou marcadores
proximamente ligados a esses. Outros marcadores do grupamento
de 1ligacd3o L também podem ser usados para identificar a
presenca ou auséncia do gene, incluindo outros marcadores
acima do marcador SATT613. Para o grupamento de ligacdo N, os
marcadores incluem Sat_379, SCT_195, SATT631, S60167-TB,
SATT675, SATT624, SATTO080, SATT387, ou marcadores proximamente
ligados a esses. Outros marcadores do grupamento de ligag¢do N
também podem ser usados para identificar a presenga ou
auséncia do gene, incluindo outros marcadores acima do

marcador SATT387.

A informacdo aqui descrita em relagdo ao QTL para
tolerdncia a inibidores de protoporfirinogénio oxidase que
mapeia ao grupamento de ligacdo L e/ou N de soja é usada para
auxiliar na selecdo de plantas de melhoramento, 1linhas e
populacdles contendo toleréncia a inibidores de
protoporfirinogénio oxidase para uso na introducdo desse traco
em germoplasma de soja de elite, ou germoplasma de
superioridade genética comprovada adequado para a liberacdo da

variedade.
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E também provido um método para introduzir um QTL de soja
associado com tolerdncia a inibidores de protoporfirinogénio
oxidase em germoplasma de soja ndo tolerante ou germoplasma de
soja menos tolerante. De acordo com o método, marcadores de
dcidos nucléicos mapeando no QTL s3o usados para selecionar
plantas de soja contendo o QTL. Plantas selecionadas dessa
maneira possuem uma alta probabilidade de expressar o trac¢o de
tolerdncia a inibidores de ©protoporfirinogénio oxidase.
Plantas selecionadas dessa forma podem ser usadas em um
programa de melhoramento de soja. Através do processo de
introducdo, o QTL associado com tolerdncia a inibidores de
protoporfirinogénio oxidase é introduzido a partir de plantas
identificadas usando seleg¢do assistida por marcador para
outras plantas. De acordo com o método, plantas e sementes
desejavels agronomicamente podem ser produzidas contendo o QTL
associado com tolerdncia a inibidores de protoporfirinogénio
oxidase a partir do germoplasma contendo o QTL. Fontes de
tolerdncia a inibidores de protoporfirinogénio oxidase s&o

descritas abaixo.

E também provido aqui um método para produzir uma planta
de soja adaptada para conferir tolerdncia a inibidores de
protoporfirinogénio oxidase. Primeiro, sdo  selecionadas
plantas de soja doadoras para uma linha parental contendo o
QOTL de tolerdncia. De acordo com o método, a selegdo pode ser
conseguida ©por selegcdo associada a marcadores de A&cido
nucléico como aqui explicado. Material vegetal selecionado
pode representar, dentre outros, uma linha intercruzada, um

hibrido, uma populacdo heterogénea de plantas de soja, ou
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simplesmente uma planta individual. De acordo com técnicas
bem conhecidas na arte de melhoramento vegetal, essa linha
parental doadora é cruzada com uma segunda linha parental.
Tipicamente, a segunda linha parental ¢é uma 1linha de alto
rendimento. Esse cruzamento produz uma populacdo de plantas
segregantes composta de plantas geneticamente heterogéneas.
Plantas da populacdo de plantas segregantes s&do rastreadas
para o QTL de tolerdncia e estdo sujeitas a melhoramento
adicional. Esse melhoramento adicional pode incluir, dentre
outras técnicas, cruzamentos adicionais com outras linhas,
hibridos, cruzamento reverso, ou autocruzamento. O resultado é
uma linha de plantas de soja que é tolerante a inibidores de
protoporfirinogénio oxidase e também possui outros tragos

desejdveis de uma ou mais linhas de soja diferentes.

Plantas de soja, sementes, culturas de tecidos, variantes
e mutantes tendo tolerdncia  a inibidores de
protoporfirinogénio oxidase produzidas pelos métodos a seguir

sdo também providas nesta invencgéo.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A invencdo pode ser mais completamente entendida a partir
da descricdo detalhada a seguir e das figuras que acompanham e

a listagem de sequéncias, que forma uma parte desta aplicacédo.

A Figura 1, Painel A, prové um mapa genético integrado de
marcadores de soja no grupamento de ligacdo L, incluindo o

marcador tipo (SSR ou ASH/SNP). As posigdes no mapa genético
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dos marcadores estdo indicadas en centiMorgans (cM),
tipicamente com a posicdo zero sendo o primeiro marcador (mais
distal) no cromossomo. O Painel B prové uma tabela listando
marcadores genéticos que estdo ligados aos marcadores de
toleréncia a inibidor de protoporfirinogénio oxidase (PPOase)
identificados pela presente invencdo no grupamento de ligacédo
L. Esses marcadores sdo do mapa publico composto de soja de

18 de junho de 2008 para o grupamento de ligacdo L.

A Figura 2, Painel A, prové um mapa genético integrado de
marcadores de soja no grupamento de ligag¢do N, incluindo o
marcador tipo (SSR ou ASH/SNP). As posigdes dos marcadores no
mapa genético estdo indicadas em centiMorgans (cM) ,
tipicamente com a posicdo zero sendo o primeiro marcador (mais
distal) no cromossomo. O Painel B prové uma tabela listando
marcadores genéticos que sdo ligados aos marcadores de
toleradncia a inibidores de protoporfirinogénio oxidase
(PPOase) identificados pela presente invencdo no grupamento de
ligacao N. Esses marcadores s8o do mapa composto publico de

soja de 18 de junho de 2008 para o grupamento de ligag¢do N.

A Figura 3 prové uma tabela listando marcadores SSR,
incluindo aqueles marcadores que demonstraram desequilibrio de
ligacdo com o fendétipo de tolerdncia a inibidores de
protoporfirinogénio oxidase (PPOase). A tabela prové as
sequéncias dos primers de PCR da esquerda e da direita usados
na andlise de genotipagem de 1écus marcador SSR. Também
apresentado estd a sequéncia pigtail usada na extremidade 5

do primer da direita.
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A Figura 4 prové uma tabela listando os marcadores SNP
que demonstraram desequilibrio de ligacdo com o fendtipo de
tolerédncia a inibidor de protoporfirinogénio oxidase (PPOase).
A tabela prové as sequéncias dos primers de PCR usados para
gerar um amplicon contendo SNP, as sondas alelo especificas
que foram usadas para identificar o alelo SNP em um teste de

hibridizacdo alelo especifica (teste ASH).

A Figura 5 prové um exemplo de cultivares com fendtipos
de tolerincia a inibidor de ©protoporfirinogénio oxidase
(PPOase) vastamente diferentes. Amostras de campo sao
apresentadas, com uma variedade n8o tolerante a esquerda
(circulo Dbranco: atordoada, necrdético) e uma variedade

tolerante a direita (crescimento normal).

A Figura 6 prové um exemplo de cultivares com fendtipos
de tolerldncia a inibidor de ©protoporfirinogénio oxidase
(PPOase) vastamente diferentes. Amostras de estufa sao
apresentadas, com uma variedade ndo tolerante com checagens
ndo tolerantes (seta, lado esquerdo) e tolerantes (lado
direito), apresentando plantas tratada em primeiro plano, e

plantas ndo tratadas ao fundo.

DESCRIGCAO DETALHADA

Deve ser entendido que esta invencdo ndo estd limitada a
avancos ou exemplos em particular, os quais podem, obviamente,

variar. Também deve ser entendido que a terminologia aqui
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usada ¢é para propdsito de descrever apenas O0s avangos em
particular, e ndo pretende-se que seja limitante. Como usado
nesta especificacdo e reivindicagdes em anexo, o0s termos no
singular e formas no singular "um", "uma" e "o", "a", por
exemplo, incluem referentes no plural, a menos que o conteldo
claramente dite ao contrario. Assim, por exemplo, referéncia
a "planta", "a planta" ou "uma planta" também inclui uma
pluralidade de plantas; também, dependendo do contexto, o uso
do termo "planta" pode também incluir progénie geneticamente
similar ou idéntica daquela planta; o uso do termo "um &cido
nucléico" opcionalmente inclui, como matéria pratica, varias
cbépias daquela molécula de &cido nucléico; similarmente, o
termo "sonda", opcionalmente (e tipicamente), engloba véarias

moléculas sonda similares ou idénticas.

Certas definigBes wusadas na especificacdo sdo providas
abaixo. Também nos exemplos que se seguem, um numero de
termos é usado. Os termos ndo especificamente definidos aqui
deveriam receber seu significado corriqueiro para aqueles da
arte. Para prover um entendimento claro e consistente da
especificacdo e reivindicagdes, incluindo o escopo a ser dado

a tals termos, as seguintes definig¢des sdo providas:

AGRONOMICO, TRACOS AGRONOMICOS, e PERFORMANCE AGRONOMICA
referem-se aos tragos e elementos genéticos de uma dada
variedade de planta que contribuem para produzir sobre o curso
da estagdo de crescimento. Tracos agrondmicos individuais
incluem vigor de emergéncia, vigor vegetativo, toleréncia a

estresse, resisténcia ou tolerdncia a doencas, resisténcia ou
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toleréncia a herbicidas, ramificag¢do, florada, arranjo de
sementes, tamanho de sementes, densidade de sementes, tempo de

permanéncia, habilidade de resisténcia e similares.

ALELO significa qualquer de uma ou mais formas
alternativas de uma sequéncia genética. Em uma célula ou
organismo dipldéide, os dois alelos de uma dada sequéncia
tipicamente ocupam loci correspondentes em um par de

cromossomos homdlogos.

0 termo AMPLIFICAR no contexto de amplificacdo de &acidos
nucléicos é qualquer processo pelo qual cdépias adicionais de
um acido nucléico selecionado (ou uma forma transcrita desses)
s8o produzidas. Métodos de amplificacdo tipicos incluem
vdrios métodos de replicacdo baseado em polimerase, incluindo
a reacdo de cadeia de polimerase (PCR), métodos mediados por

ligase, tais como a cadeia de reacdo de ligase (LCR) e métodos

de amplificagcdo Dbaseados em RNA polimerase (e.g.., por
transcricéo). Um "amplicon" é um &cido nucléico amplificado,
e.g., um A&cido nucléico que é produzido amplificando-se um

dcido nucléico modelo por qualquer método de amplificacgéo
disponivel (e.g., PCR, LCR, transcrig¢do, ou similares).
Uma LINHA ANCESTRAL é uma linha parental usada como fonte

de genes.

Uma POPULACAO ANCESTRAL é um grupo de ancestrais que
contribuiram para o volume da variacdo genética que foi usada

para desenvolver as linhas de elite.
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CRUZAMENTO REVERSO € um processo no qual um criador cruza
uma variedade de progénie de volta a um dos gendtipos

parentais uma ou mais vezes.

MELHORAMENTO significa a manipulacéo genética de

organismos vivos.

O termo SEGMENTO CROMOSSOMICO designa um parelha linear
contigua de DNA gendmico que reside in planta em um uUnico

Cromossomo.

CULTIVAR e VARIEDADE s&8o usados como sindnimos e
significam um grupo de plantas em uma espécie (e.g., Glycine
max) que compartilham tragos genéticos que os separam da forma
tipica e de outras possiveis variedades naquela espécie.
Cultivares de soja sd@o linhas intercruzadas produzidas apds
diversas geracdes de autopolinizacgédo. Individuos em um
cultivar de soja sdo homogéneos, quase geneticamente

idénticos, com a maioria dos loci no estado homozigoto.

Uma LINHA DE ELITE é uma linha agronomicamente superior
que resultou de vAarios ciclos de cruzamento e selecdo para
performance agrondmica superior. Numerosas linhas de elite
estdo disponiveis para aqueles especialistas na arte de

melhoramento de soja.

Uma POPULACAO DE ELITE é uma selecdo de individuos ou

linhas de elite que podem ser usadas para representar o estado
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da arte em termos de gendtipos agronomicamente superiores de

uma dada espécie de cultivo, tal como soja.

Um MAPA GENETICO & uma descricdo de relacdes de ligacédo
genética entre loci em um ou mais cromossomos ou grupamentos
de ligacgdo em uma dada espécie, geralmente representada em uma

forma diagramdtica ou tabular.

GENOTIPO refere-se a constituicdo genética de uma célula

ou organismo.

GERMOPLASMA significa o material genético que compreende
a base fisica das qualidades hereditdrias de um organismo.
Assim como, germoplasma inclui sementes e tecido vivo a partir
dos quails novas plantas podem ser cultivadas; ou, outra parte
de planta, tal como folha, caule, pdlen, ou células, que podem
ser cultivadas em uma planta inteira. Fontes de germoplasma
provém fontes de tracos genéticos usados por cultivadores de
plantas para melhorar cultivares comerciais.

Um individuo é HOMOZIGOTO se o individuo possui apenas um
tipo de alelo em um dado lécus (e.g., um individuo dipldide
possul uma cdépia do mesmo alelo em um lécus para cada dos dois
cromossomos homdélogos). Um individuo é "HETEROZIGOTO" se mais
de um tipo de alelos estd presente em um dado ldécus (e.g., um
individuo dipldide com uma cdépia de cada um dos dois alelos
diferentes). O termo "HOMOGENEIDADE" indica que membros de um
grupo possuem o mesmo gendtipo em um ou mais loci especificos.

Em contraste, o termo "HETEROGENEIDADE" & usado para indicar
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que individuos no grupo diferem-se em gendtipo em um ou mais

loci especificos.

INTRODUCAO significa a entrada ou introducdo de um gene,
QTL, ou lécus trago do genoma de uma planta no genoma de outra

planta.

Uma LINHA ou LINHAGEM é um grupo de individuos de pais
idénticos que sdo geralmente intercruzados em algum grau e que
sdo geralmente homozigotos e homogéneos na maioria dos 1loci
(isogénicos ou quase isogénicos). Uma "SUBLINHA" refere-se a
um subgrupo intercruzado de descendentes que sdo geneticamente
distintos de outros subgrupos similarmente intercruzados
descendentes do mesmo progenitor. Tradicionalmente, uma
sublinha foi derivada intercruzando-se sementes de uma planta
de soja individual selecionada na geracdo F3 a F5 até que os
loci residuais segregantes estejam "fixados" ou homozigotos na
maioria ou todos os loci. Variedades comerciais de soja (ou
linhas) s8o tipicamente produzidas agregando-se ("juntando-
se") a progénie autopolinizada de uma uUnica planta F3 a F5 a
partir de um cruzamento controlado entre 2 pais geneticamente
diferentes. Enquanto a variedade tipicamente se aparenta
uniforme, a variedade autopolinizada derivada da planta
selecionada eventualmente (e.g., F8) se torna uma mistura de
plantas homozigotas que podem variar em gendtipo em qualquer
lécus que foi heterozigoto na planta F3 a F5 originalmente
selecionada. No contexto da invenc8o, sublinhas baseadas em
marcadores que diferem uma das outras baseado em polimorfismo

qualitativo no nivel de DNA em um ou mails loci marcadores
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especificos sdo derivadas genotipando-se uma amostra de
sementes derivada de progénie individual autopolinizada
derivada de uma pianta F3-F5 selecionada. A amostra de
sementes pode ser genotipada diretamente como sementes, ou
como tecido vegetal crescido a partir de wuma amostra de
semente. Opcionalmente, sementes compartilhando um gendtipo
em comum no ldécus especificado (ou loci) sdo juntadas provendo
uma sublinha que é geneticamente homogénea em loci importantes
identificados para um traco de interesse (rendimento,

toleréncia, etc.).

LIGACAO refere-se a um fendmeno caracterizado pelo fato
de que alelos no mesmo cromossomo tendem a segregar juntos
mais frequentemente do que o esperado do que se sua
transmiss8do fosse independente. A recombinacdo genética
ocorre em uma frequéncia assumidamente randdmica por todo o
genoma. Mapas genéticos sdo construidos medindo-se a
frequéncia de recombinacgdo entre pares de tracos ou
marcadores. Quanto mais préximos o0s tracos ou marcadores
reside em relagdo um ao outro no cromossomo, menos a
frequéncia de recombinacgdo, e maior o grau de ligag8o. Tracos
ou marcadores sdo aqui considerados como sendo ligados se
geralmente co-segregam. Uma probabilidade de recombinacgdo por
geracdo de 1/100 é definida como uma distédncia no mapa de 1,0
centiMorgan (1,0 cM). Por exemplo, em soja, 1 cM se
correlaciona, em média, a cerca de 400.000 pares de base (400

Kb) .
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Os elementos genéticos ou genes localizados em um unico
segmento cromossdmico estdo fisicamente ligados. No contexto
da presente invencdo, os elementos genéticos 1localizados no
segmento cromossdmico também estdo geneticamente ligados,
tipicamente em uma distdncia de recombinacdo genética de menos
do que ou igual a 50 centimorgans (cM), e.g., cerca de 49, 40,
30, 20, 10, 5, 4, 3, 2, 1, 0,75, 0,5, ou 0,25 cM ou menos. Ou
seja, dois elementos genéticos em um Unico segmento
cromossdmico passam por recombinagdo um com o outro durante a
meiose em uma frequéncia de menos de ou igual a cerca de 50%,
e.g., cerca de 49%, 40%, 30%, 20%, 10%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%,

0,75%, 0,5%, ou 0,25% ou menos.

GRUPAMENTO DE LIGAGCAO refere-se a tragos ou marcadores
que geralmente co-segregam. Um grupamento de ligacdo
geralmente corresponde a uma regido cromossdmico contendo

material genético que codifica os tracgos ou marcadores.

LOCUS é um segmento de DNA definido.

Uma LOCALIZACAO DE MAPA é uma localizac¢do determinada em
um mapa genético relativa a marcadores genéticos ligados onde
um marcador especificado pode ser encontrado em uma dada
espécie. Marcadores sdo frequentemente descritos como estando
"acima" ou "abaixo" outros marcadores no mesmo grupamento de
ligacdo; um marcador estd "acima" de outro marcador se este
aparece antes no grupamento de ligac¢do, enquanto um marcador
estd "abaixo" de outro marcador se este aparece depois no

grupamento de ligacgédo.
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MAPEAMENTO é o processo de definir as relac¢des de ligacgdo
de loci através do uso de marcadores genéticos, populacdes
segregantes para os marcadores, e principios genéticos padrédo

de frequéncia de recombinacgdo.

MARCADOR MOLECULAR é um &cido nucléico ou sequéncia de
aminodcidos que é suficientemente uUnico para caracterizar um
lécus especifico no genoma. Exemplos incluem Polimorfismos de

Comprimento de Fragmento de Restricdo (RFLPs), Repeticdes de

Sequéncia Unica (SSRs), Polimorfismos de Amplificacdo de
Regido Alvo (TRAPS) , Eletroforese de Isoenzimas, DNAsS
Polimérficos Randomicamente Amplificados (RAPDs), Reagdo de

Cadeia de Polimerase Arbitrariamente Mediada por Primer (AP-
PCR), Amplificac8o de DNA por Impressdo Digital (DAF), Regides
de Sequéncias Caracterizadas Amplificadas (SCARs) ,
Polimorfismo de Comprimento de Fragmento Amplificado (AFLPs),
e Polimorfismos de Nucleotideos Simples (SNPs) .
Adicionalmente, outros tipos de marcadores moleculares sé&o
conhecidos na arte, e tracos fenotipicos podem ser também
usados como marcadores nos métodos desta invengdo. Todos os
marcadores sdo usados para definir um 1ldécus especifico mno
genoma de soja. Grandes numeros desses marcadores foram
mapeados. Cada marcador &, portanto, um indicador de um
segmento de DNA especifico, tendo uma sequéncia de
nucleotideos particular. As posicBes do mapa provém uma
medida das posicdes relativas de marcadores em particular com
respeito um ao outro. Quando diz-se que um tracgo esta ligado a

um dado marcador, serd entendido que o segmento de DNA
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propriamente dito, cuja sequéncia afeta o trago geralmente co-
segrega em relacdo ao marcador. A localizacdo mais precisa e
definitiva de um traco pode ser obtida se marcadores sédo
identificados em ambos os lados do traco. Medindo-se a
aparéncia do(s) marcador(es) na progénie de cruzamentos, a
existéncia do traco pode ser detectada por testes moleculares
relativamente simples sem de fato avaliar a aparéncia do traco
propriamente dito, o que pode ser dificil e demorado, pois a
avaliacdo do traco propriamente dita requer cultivar plantas a
um estdgio onde o traco pode ser expressado. Marcadores

moleculares foram amplamente usados para determinar a

composicdo genética em sojas. Shoemaker and Olsen, ((1993)
Molecular Linkage Map of Soybean (Glycine max L. Merr.). p.
6.131-6.138. In S.J. O'Brien (ed.) Genetic Maps: Locus Maps

of Complex Genomes. Cold Spring Harbor Laboratory Press. Cold
Spring Harbor, New York.), desenvolveram um mapa de ligacgédo
genética molecular que consistiu de 25 grupamentos de ligacédo
com cerca de 365 RFLP, 11 RAPD (DNA polimérfico randomicamente
amplificado), trés marcadores classicos, e quatro loci de
isoenzimas. Ver também Shoemaker R.C. 1994 RFLP Map of
Soybean. P. 299-309 In R.L. Phillips and I.K. Vasil (ed.) DNA-
based markers in plants. Kluwer Academic Press Dordrecht, the

Netherlands.

SELECAO ASSISTIDA POR MARCADOR refere-se ao processo de
selecionar um traco desejado ou tracos desejados em uma planta
ou plantas detectando-se um ou mais marcadores moleculares da
planta, onde o marcador molecular estd 1ligado ao traco

desejado.
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O termo FISICAMENTE LIGADO é usado para indicar que dois
loci, e.g., dois loci marcadores, estdo fisicamente presentes
Nno mesmo Ccromossomo. De forma vantajosa, os dois loci estédo
localizados em proximidade intima de forma que a recombinagédo
entre pares de cromossomos homdlogos ndo ocorra entre os dois
loci durante a meiose com alta frequéncia, e.g., de forma gque
loci ligados co-segregam em pelo menos cerca de 90% do tempo,
e.g., 91%, 92%, 093%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%,

99,75%, ou mais do tempo.

O termo PLANTA inclui referéncia a uma planta inteira
imatura ou Madura, incluindo uma planta da qual sementes ou
grdos ou anteras foram removidas. Semente ou embrido que ira
produzir a planta também & considerado como sendo a planta.

PARTES DE PLANTA incluem folhas, caules, botdes, raizes,
pontas de raizes, anteras, semente, grdo, embrido, pdlen,
6vulos, flores, cotilédones, hipocdtiles, brotos e espigas,

tecidos, células e similares.

POLIMORFISMO significa uma mudanca ou diferenca entre
dois 4&cidos nucléicos relacionados. Um "POLIMORFISMO DE
NUCLEOTIDEO" refere-se a um nucleotideo que é diferente em uma
sequéncia quando comparado a uma sequéncia relacionada quando
os dois 4cidos nucléicos estdo alinhados para méxima
correspondéncia. Um "POLIMORFISMO GENETICO DE NUCLEOTIDEO"
refere-se a um nucleotideo que é diferente em uma sequéncia
quando comparado a uma sequéncia relacionada quando os dois

dcidos nucléicos estdo alinhados para mdxima correspondéncia,
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onde os dois acidos nucléicos estédo geneticamente
relacionados, i.e., homélogos, por exemplo, onde os A&cidos
nucléicos sdo isolados a partir de diferentes linhagens de uma
planta de soja, ou a partir de diferentes alelos de uma uUnica

linhagem, ou similares.

SONDA significa um polinucleotideo projetado para ser
suficientemente complementar a uma sequéncia em um A&cido
nucléico desnaturado para ser sondado e para ser limitado sob

condicBes de estringéncia selecionadas.

Marcador RAPD significa DNA marcador polimérfico
randomicamente amplificado. Pares de sitios complementares a
nucleotideos simples, octanucleotideos ou decanucleotideos
podem existir na orientacdo correta, prdéximos o suficiente um
do outro para amplificacédo por PCR. Com alguns
decanucleotideos randomicamente escolhidos, nenhuma sequéncia
é amplificada. Com outros, os produtos de mesmo comprimento
sdo gerados a partir de DNAs de diferentes individuos. Ainda
com outros, padrdes de bandas ndo sd8o os mesmos para cada
individuo em uma populacdo. As bandas varidveis sdo comumente
chamadas de bandas de DNA polimérfico randomicamente

amplificado (RAPD).

FREQUENCIA DE RECOMBINACAO é a frequéncia de um evento de
crossing over (recombinac¢do) entre dois locli genéticos. A
frequéncia de recombinagcdo pode ser observada seguindo a
segregacdo de marcadores e/ou tracos durante a meiose. No

contexto desta invencdo, um lécus marcador estd "associado
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com" outro lécus marcador ou alguns outros loci (por exemplo,
um 1ldécus de toleréncia), quando os loci relevantes sdo parte
do mesmo grupamento de ligacdo e estdo em desequilibrio de
ligacéo. Isso ocorre quando o 1lécus marcador e um ldécus
ligado s3o encontrados juntos nas plantas de progénie mais
frequentemente do que se os dois loci segregassem
aleatoriamente. Similarmente, um ldécus marcador pode estar
também associado com um trago, e.g., um ldécus marcador pode
estar ‘"associado com toleré@ncia ou tolerédncia aumentada"
quando o lécus marcador estd em desequilibrio de ligag¢d@o com o

trago.

RFLP significa polimorfismo de comprimento de £fragmento
de restric8o. Marcadores moleculares que ocorrem por causa de
qualquer mudanca de sequéncia no DNA, incluindo uma mudanca em
uma Unica mudancga, insercdo, delecdo ou inversdo, podem
resultar em perda ou ganho de um sitio de reconhecimento de
endonuclease de restricgdo. O tamanho e numero de fragmentos
gerados por tal enzima €, portanto, alterado. Uma sonda dque
hibridiza especificamente a DNA na regido de tal alteragédo
pode ser usada para rapidamente e especificamente identificar
uma regido de DNA que apresenta variacdo alélica entre duas
variedades vegetais. Eletroforese de Isoenzimas e RFLPs foram
amplamente usados para determinar a composi¢do genética.

AUTOCRUZAMENTO ou AUTOPOLINIZACAO é um processo através
do qual um criador cruza progénie hibrida com ela mesma; por
exemplo, uma segunda geracdo hibrida F2 com ela mesma para

produzir a progénie designada F2:3.
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SNP significa polimorfismo de nucleotideo simples. SNPs
sdo marcadores genéticos nas quais variag¢Bes na sequéncia de
DNA que ocorrem em um unico nucleotideo (A, T, C, ou G) na
sequéncia gendmica alterada sdo mapeadas a sitios no genoma de
soja. Varias técnicas para detectar SNPs sdo conhecidas na
arte, incluindo hibridizacdo alelo especifica, extensdo de

primer, e sequenciamento direto.

SSR significar repetigdes de sequéncias curtas. SSRs sdo
marcadores genéticos baseados em polimorfismos em sequéncias
de nucleotideos repetidas, tais como microssatélites. Um
sistema de marcador baseado em SSRs pode ser altamente
informativo na andlise de ligacgdo relativa a outro sistema de
marcador no qual maltiplos alelos pode estar presentes. A
deteccdo por PCR ¢é feita por wuso de dois primers de
oligonucleotideo flanqueando o segmento polimérfico do DNA
repetitivo. Ciclos repetidos de desnaturacdo por calor do DNA
seguido por anelamento dos primers as suas sequéncias
complementares em baixas temperaturas, e extensdo dos primers
anelados com DNA polimerase, compreendem a parte principal da

metodologia.

TOLERANTE e TOLERANCIA referem-se a plantas nas quais
doses maiores de um herbicida s&o necessdrias para produzir
efeitos similares agueles observados em plantas ndo
tolerantes. Plantas tolerantes tipicamente exibem menos lesdes

necrdéticas, liticas, clordticas, ou outras lesles quando
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sujeitas ao herbicida em concentragdes e taxas tipicamente

empregadas pela comunidade agricola.

PLANTA TRANSGENICA refere-se a uma planta que compreende
em suas células um polinucleotideo heterdlogo. Geralmente, o
polinucleotideo heterdlogo € estavelmente integrado no genoma
de forma que o polinucleotideo ¢é passado a sucessivas
geragdes. O polinucleotideo heterdélogo pode ser integrado no
genoma sozinho ou como parte de um cassete de expressdo
recombinante. TRANSGENICO ¢é aqui usado para se referir a
qualquer célula, linha celular, calo, tecido, parte de planta
ou planta, cujo gendtipo foi alterado pela presenca de &cido
nucléico heterdlogo incluindo aqueles organismos transgénicos
ou células inicialmente alterados dessa maneira, assim como
aqueles criados por cruzamentos ou propagagdo assexuada a
partir do organismo transgénico ou célula inicial. O termo
"transgénico" como aqui usado ndo engloba a alteragdo do
genoma (cromossémico ou extracromossdmico) por métodos
convencionais de melhoramento vegetal (e.g., cruzamentos) ou
por eventos naturalmente ocorrentes, tals como fertilizagdo
cruzada aleatédria, infeccéo viral nao recombinante,
transformacdo bacteriana n&o recombinante, transposicdo ndo

recombinante, ou mutacdo espontdnea.

Marcador TRAP significa marcador de polimorfismo de
amplificacdo de regido alvo. A técnica TRAP emprega um primer
fixado de sequéncia conhecida em combinag¢do com um primer

aleatdério para amplificar fragmentos gendmicos. As diferencas
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em fragmentos entre alelos podem ser detectadas por
eletroforese em gel.

O termo VETOR é usado em referéncia a polinucleotideo ou
outras moléculas que transferem segmento(s) de 4cidos
nucléicos em uma célula. O termo "veiculo" é, as vezes, usado
intercambiavelmente com "vetor". Um vetor opcionalmente

compreende partes que mediam a manutencdo de vetor e permite

seu uso pretendido (e.qg., sequéncias necesséarias para
replicacgéo, genes inferindo resisténcia a drogas ou
antibidticos, um sitio de clonagem miltiplo, elementos
promotores/intensificadores operacionalmente ligados que
permitem a expressdo de um gene clonado, etc.). Vetores séo
frequentemente derivados a partir de - plasmidios,
bacteriéfagos, ou virus vegetais ou animais. Um "vetor de

clonagem" ou “vetor de transporte” ou “vetor de subclonagem”
contém partes operacionalmente ligadas que facilitam as etapas
de subclonagem (e.g., um sitio de clonagem miltiplo contendo

maltiplos sitios de restrigdo de endonuclease).

O termo PRODUCAQO refere-se a produtividade por unidade de
drea de um produto vegetal em particular de valor comercial.
Por exemplo, a producdo de soja ¢é comumente medida em
alqueires de sementes por acre ou toneladas métricas de
sementes por hectare por temporada. A producdo é afetada por
ambos fatores genéticos e ambientais. A producdo é a

culminacdo final de todos os tracos agrondmicos.

INIBIDORES DE PROTOPORFIRINOGENIO OXIDASE
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Porfirinas s8o Dbiologicamente importantes estruturas
orgdnicas que s3o encontradas em plantas anexadas a clorofila
e pigmentos citocromos. Um intermedidrio na via de sintese de
clorofila e citocromo é ©protoporfirinogénio IX que ¢é
convertido para protoporfirina IX pela protoporfirinogénio
oxidase. A inibicd3o da protoporfirinogénio oxidase previne
essa conversdo e resulta em um aumento de protoporfirinogénio
IX no citoplasma da planta. O protoporfirinogénio, entdo,
sofre auto-oxidacdo ndo enzimdtica e se torna protoporfirina
IX. Quando a protoporfirina IX citoplasmatica é exposta a luz
do sol, radicais livres s8o formados, o gue resulta em reacgdes
de peroxidacdo de lipideos que resulta na morte da planta.
Familias quimicas de inibidores de protoporfirinogénio oxidase
incluem as familias de difenil éter, triazolinona, N-
fenilftalamida, pirimidindiona e oxadiazola. Existem outras

familias de quimicos que também pertencem a esse grupo.

A familia de difenil éter é caracterizada por dois anéis
de benzeno ligados com uma ponte de éter em um grupamento
nitro ligado mna posicgdo 4. Exemplos de difenis éteres
inibidores de protoporfirinogénio oxidase incluem acifluorfen,
fomesafen, oxifluorfen e lactofen. Os éteres difenil sé&o

tipicamente considerados por serem herbicidas de contato.

A familia de triazolinona é caracterizada por um anel de
5 membros contendo trés &dtomos de nitrogénio (dois dos quais
sdo adjacentes) e dois &tomos de carbono, um dos A&tomos de

carbono possui ligac8o dupla com um Adtomo de oxigénio e um dos
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dtomos de nitrogénio estd ligado a um anel de benzeno.
Exemplos de triazolinonas inibidoras de protoprofirinogénio

oxidase incluem sulfentrazona, carfentrasona, e azafeniden.

A familia de N-fenilftalimida é caracterizada pelo grupo
ptalimida, caracterizado pelo fato de que o nitrogénio esta
ligado a um anel de benzeno. Exemplos de N-fenilftalamidas
inibidoras de protoporfirinogénio oxidase incluem flumiclorac

e flumioxazin.

A familia de oxadiazola é caracterizada por um anel de
cinco membros consistindo de dois Atomos de nitrogénio
adjacentes, dois Atomos de carbono, e um &tomo de oxigénio ou
enxofre. Exemplos de oxadiazolas inibidoras de

protoporfirinogénio oxidase incluem oxadiazon e fluthiacet.

As varias familias de inibidores de protoporfirinogénio
oxidase provém uma ampla variedade de opc¢des de aplicagédo.
Sulfentrazona, por exemplo, possui uma meila-vida relativamente
longa (aproximadamente 280 dias), é& conhecida por ter
atividade residual no solo e é frequentemente usado como um
herbicida de pré-emergéncia. Carfentrazona possui uma meia-
vida consideravelmente mais curta (aproximadamente 4 dias),
ndo possui atividade residual no solo, e é usado como um
herbicida de contato/pds-emergéncia. A familia das
pirimidindionas de herbicidas PPO é, ao contrdrio, uma classe
pequena que inclui benzfendizona, butagenacil e saflufenacil.
Essa diversidade em caracteristicas quimicas combinada com

tolerdncia a inibidor de protoporfirinogénio oxidase prové aos
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fazendeiros uma ampla variedade de op¢des para o manejo de

ervas daninhas.

MARCADORES MOLECULARES E LIGACAO GENETICA

Marcadores moleculares foram usados para seletivamente
melhorar cultivos de soja através do uso de selecdo assistida
por marcador. Qualquer traco polimérfico detectdvel pode ser
usado como marcador, contanto que seja diferencialmente
herdado e exiba desequilibrio de 1ligagdo com um trago
fenotipico de interesse. Um numero de marcadores de soja
foram mapeados e grupamentos de ligagdo criados, como descrito
em Cregan, P.B. et al., "An Integrated Genetic Linkage Map of
the Soybean Genome" (1999) Crop Science 39:1464-90, e mais
recentemente em Choli et al., "A Soybean Transcript Map: Gene
Distribution, Haplotype and Single-Nucleotide Polymorphism
Analysis" (2007) Genetics 176:685-96. Varios marcadores de
soja estdo publicamente disponiveis no sitio da internet da

base de soja afiliada do USDA.

A maioria dos tracos vegetais de importéncia agrondmica é
é poligénica, ao contrério conhecidos como tracos
guantitativos. Um traco gquantitativo é controlado por
diversos genes localizados em varias localizag¢des, ou loci, no
genoma da planta. Os muiltiplos genes possuem um efeito
cumulativo que contribui para a variedade de fendtipos
observados em varios tracos vegetais. Esses genes sdo
referidos como loci de traco quantitativo (QTL). A frequéncia

de recombinacdo mede a extensdo a qual um marcador molecular é
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ligado a wum QTL. Frequéncias de recombinagcdo menores,
tipicamente medidas em centiMorgans (cM), indicam maior
ligacdo entre o QTL e o marcador molecular. A extensdo pela

qual duas caracteristicas s8o ligadas ¢é freguentemente
referida como distdncia genética. A disténcia genética é
também tipicamente relacionada a disténcia fisica entre o
marcador e o QTL, contudo, certos fenbmenos Dbiloldégicos
(incluindo "hot spots" de recombinacdo) podem afetar a relacdo
entre a disténcia fisica e disténcia genética. Geralmente, a
utilidade de wum marcador molecular ¢ determinada pela
distédncia genética e fisica entre o marcador e o traco de

interesse selecionavel.

O método para determinar a presenca ou auséncia de um QTL
associado com tolerédncia a inibidores de protoporfirinogénio
oxidase em germoplasma de soja, compreende analisar DNA
gendémico de um germoplasma de soja para a presenca de pelo
menos um marcador molecular, caracterizado pelo fato de pelo
menos um marcador molecular estar ligado ao QTL, e
caracterizado pelo fato do QTL mapear a grupamento de ligacdo
L e N principal'de soja e estar associado com tolerédncia a
inibidores de protoporfirinogénio oxidase. O termo '"esta
associado com" neste contexto significa que o QTL associado
com tolerédncia a inibidores de protoporfirinogénio oxidase foi
encontrado, usando andlise assistida por marcador, para estar
presente em plantas de soja apresentando toleréncia a
inibidores de protoporfirinogénio oxidase em testes in vivo

como aqui descrito.
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Geralmente, marcadores que mapeiam mais prdéximos do QTL
mapeado no grupamento de ligagdo L e N e associados com
tolerédncia a inibidores de protoporfirinogénio oxidase sé&o
superiores a marcadores que mapeiam mais distantes do QTL para
uso nesta invencédo. Em alguns exemplos, um marcador usado
para determinar a presenca ou auséncia de um QTL mapeando no
grupamento de ligagdo L e/ou N de soja e associado com
tolerdncia a inibidores de protoporfirinogénio oxidase mapeia
no grupamento de ligacdo L de soja ¢é SATT495, P10649C-3,
SATT182, SATT388, SATT313, e SATT613 (ou outros marcadores
acima do marcador SATT613), e aqueles mapeados no grupamento
de 1ligagdo N sdo Sat_379, SCT_195, SATT631, S60167-TB,
SATT675, SATT624, SATT080, e SATT387 (ou outros marcadores
acima de SATT387). Qualquer marcador designado para o
grupamento de ligacgdo L e/ou N de soja e ligado a um marcador
aqui descrito como associado com tolerdncia a inibidores de
protoporfirinogénio oxidase pode ser usado com a invengdo.
Geralmente, um marcador 1ligado estd a 50 ¢cM do marcador
referéncia. Informacdes atualizadas em relacdo a marcadores
designados para os grupamentos de ligacdo L e N de soja podem
ser encontradas no sitio da internet da base de soja do USDA.
Adicionalmente, o grupamento de ligacdo L € agora formalmente
referido como cromossomo #19 e o grupamento de ligagdo N é

agora formalmente referido como cromossomo #3.

Marcadores flanqueando o QTL associado com tolerédncia a
inibidores de ©protoporfirinogénio oxidase sdo usados em
processos providos na selegdo assistida por marcador. O DNA

gendmico de germoplasma de soja € tipicamente testado para a
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presenca de pelo menos dois dos marcadores moleculares
anteriores, um marcador em cada lado do QTL. Em alguns
exemplos um QTL no grupamento de ligagdo L ¢é usado.
Marcadores uteis no grupamento de ligag¢do L incluem SATT495,
P10649C-3, SATT182, SATT388, SATT313, e SATT613, incluindo
marcadores acima de SATT613. Marcadores que mapeiam prdximos
a SATT495, P1l0649C-3, SATT182, SATT388, SATT313, e SATT613
também podem ser usados. Em alguns exemplos, um QTL no
grupamento de ligagdo N é usado. Marcadores t1teis no
grupamento de ligacdo N incluem Sat_379, SCT_195, SATT631,
S60167-TB, SATT675, SATT624, SATT080, e SATT387, incluindo
marcadores acima de SATT387. Marcadores que mapeiam prdximos
de Sat_379, SCT_195, SATT631l, S60167-TB, SATT675, SATT624,

SATT080, e SATT387 também podem ser usados.

Métodos de introduzir toleréancia a inibidor de
protoporfirinogénio oxidase em germoplasma de soja ndéo
tolerante ou menos tolerante sdo providos. Qualquer método
para introduzir QTLs em plantas de soja pode ser usado. Em
alguns exemplos, um primeiro germoplasma de soja gque contém
tolerancia a inibidores de protoporfirinogénio oxidase
deriveado do QTL mapeado ao grupamento de ligagdo L e/ou N que
estéd associado com toleréncia a inibidores de
protoporfirinogénio oxidase e um segundo germoplasma de soja
que nd3o possui tolerdncia a inibidores de protoporfirinogénio
oxidase derivado do QTL mapeado ao grupamento de 1ligag¢do L
e/ou N sdo providos. A primeira planta de soja pode ser
cruzada com a segunda planta de soja para prover sojas

progénie. O rastreamento fenotipico e/ou de marcador é, entéo,
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realizado nas plantas da progénie para determinar a presenga
de toleridncia a inibidores de protoporfirinogénio oxidase
derivada do QTL mapeado ao grupamento de ligacdo L e/ou N. A
progénie que testar positivo para a presenga de tolerédncia a
inibidores de protoporfirinogénio oxidase derivada do QTL
mapeado ao grupamento de ligagdo L e/ou N pode ser

selecionada.

Em alguns exemplos, 0 rastreamento e selecdo séo
efetuados usando-se selecdo assistida por marcador usando
qualquer marcador ou combinacdo de marcadores no grupamento de
ligacdo L e/ou N principal provido. Qualgquer método de
identificar a presenca ou auséncia desses marcadores pode ser

usado, incluindo, por exemplo, andlise de polimorfismo de

conformacédo de hélice simples (Sscp) , rastreamento de
sequéncia de excisdo de base (BESS), andlise RFLP, andlise
heteroduplex, eletroforese de gel de gradiente de

desnaturacio, e eletroforese de gradiente de temperatura, PCR
alélico, sequenciamento direto por reacdo de cadeia de ligase,
mini sequenciamento, hibridiza¢do de 4&cidos nucléicos, ou

deteccgdo tipo micro arranjo.

Sistemas, incluindo sistemas automdticos para selecionar
plantas que compreendem um marcador de interesse e/ou para
correlacionar a presenca do marcador com toleré@ncia sdo também
providos. Esses sistemas podem incluir sondas relevantes para
a deteccdo de lécus marcador, detectores para detectar rdétulos
nas sondas, elementos para manuseio adequado de fluidos e

controladores de temperatura que misturam sondas e modelos
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e/ou amplificam modelos, e instrugdes de sistemas que
correlacionam a deteccdo de rdétulo a presenca de um ldécus

marcador ou alelo em particular.

Kits s8o também providos. Por exemplo, um kit pode
incluir primers apropriados ou sondas para detectar loci
marcadores associados a toleré@ncia e instrug¢les no uso dos
primers ou sondas para detectar os loci marcadores e
correlacionar os 1loci coma a tolerdncia a inibidor de
protoporfirinogénio oxidase prevista. Os kits podem ainda
incluir materiais de embalagem para empacotar as sondas,
primers ou 1instrucgles, controles, tais como reacles de
amplificac8o controles que incluem sondas, primers ou &cidos
nucléicos modelos para amplificacgdes, marcadores de tamanho

molecular, ou similares.

Fragmentos isolados de &cidos nucléicos compreendendo uma

sequéncia de 4&cidos nucléicos, codificando toleréncia a
inibidores de ©protoporfirinogénio oxidase em soja, sdo
providos. 0 fragmento de &dcidos nucléicos compreende pelo

menos uma porcdo de &acido nucléico pertencendo ao grupamento
de ligac8o L e/ou N. O fragmento de &cidos nucléicos é capaz
de hibridizar sob condic¢Bes estringentes para &cido nucléico
de um cultivar de soja tolerante a inibidores de
protoporfirinogénio oxidase contendo um QTL associado com
tolerdncia a inibidor de protoporfirinogénio oxidase que estd

localizado no grupamento de ligacdo L e/ou N principal.
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Vetores compreendendo tais fragmentos de acidos
nucléicos, produtos de expressdo de tais vetores expressados
em um hospedeiro compativel com os mesmos, anticorpos para o
produto de expressdo (ambos policlonal e monoclonal), e &acido
nucléico antisenso em relacdo ao fragmento de &acidos nucléicos

também sdo providos.

Sementes de uma soja produzida cruzando-se uma variedade
de soja tendo QTL de toleréncia a inibidor de
protoporfirinogénio oxidase localizado no grupamento de
ligacdo L e/ou N principal em seu genoma com outra variedade

de soja, e progénie dessa, sdo providas.

MARCADORES DE TOLERANCIA E ALELOS FAVORAVEIS

Na andlise tradicional de 1ligacdo, nenhum conhecimento
direto da relacdo fisica de genes em um cromossomo &
necessdrio. A primeira lei de Mendel é que fatores de pares
de caracteristicas sdo segregadas, significando que alelos de
um traco dipldide se separam em dois gametas e, entdo, nos
descendentes diferentes. A andlise cléssica de ligacdo pode
ser pensada como uma descricdo estatistica das freqgiéncias
relativas de co-segregacdo de diferentes tragos. A andlise de
ligacdo, como descrita previamente, é a ferramenta descritiva
bem caracterizada de como tragos sdo agrupados juntos baseado
na frequéncia com a qual eles segregam juntos. Porque a
disténcia cromossbmica é aproximadamente proporcional a

frequéncia de eventos de recombinacdo entre tragos, existe uma
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distlncia fisica aproximada que se correlaciona com a

frequéncia de recombinagédo.

Loci marcadores s8o tracos, e podem ser avallados de
acordo com andlise padrdo de 1ligacdo rastreando-se os loci
marcadores durante a segregacdo. Assim, um cM € igual a uma
chance de 1% de que um lécus marcador seja separado de outro
lécus (que pode ser qualquer outro trago, e.g., outro 1ldécus
marcador, ou outro lécus traco que codifica um QTL), devido a
recombinacdoc em uma uUnica geracdo. Os marcadores aqui, e.g.,
para o grupamento de ligacdo L: SATT495, P10649C-3, SATT182,
SATT388, SATT313, e SATT613 (e outros marcadores acima de
SATT613) e para o grupamento de ligagdo N: Sat_379, SCT_195,
SATT631, S60167-TB, SATT675, SATT624, SATT080, e SATT387 (e
outros marcadores acima de SATT387), foram encontrados como
correlacionando-se com tolerédncia ou tolerdncia aumentada a
inibidores de protoporfirinogénio oxidase em soja. Isso
significa que os marcadores s8o suficientemente préximos a um
traco de tolerdncia que podem ser usados como previsores para
o traco de toleréncia propriamente dito, usando, por exemplo,
selecdo assistida por marcador (MAS). Plantas de soja ou
germoplasma podem ser selecionados para marcadores ou alelo
marcadores que se correlacionam positivamente com toleréncia,
sem, de fato, criar soja e medir a tolerdncia ou toleréncia
aumentada (ou, ao contrario, plantas de soja podem ser contra
selecionadas se possuem marcadores que se correlacionam
negativamente com tolerdncia ou tolerédncia aumentada. MAS é
um atalho poderoso para selecionar fendtipos desejados e

introduzir tracos desejados em cultivares de soja (e.g.,
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introduzindo tracos desejados em linhas de elite). MAS é
facilmente adaptada a métodos de andlise molecular de alta
producdo que podem rastrear rapidamente grandes numeros de
material genético de ©plantas ou germoplasmas para O0S
marcadores de interesse e é mais eficiente em material de

custo do que criar e observar plantas para tragos visiveis.

Qualquer marcador que possa estar ligado a um trago de
interesse (e.g., no presente caso, um traco de tolerdncia ou
traco de tolerédncia de aumentada) pode ser usado como marcador
para aquele traco. Assim, além dos marcadores aqui descritos,
marcadores ligados aos marcadores aqui listados podem ser
também usados para prever o traco de tolerédncia ou trago de
tolerédncia aumentada. Tais marcadores ligados sdo
particularmente dUteis quando estdo suficientemente préximos de
um dado marcador, de forma que apresentem uma baixa frequéncia
de recombinagdo com o dado marcador. Marcadores proximamente
ligados aos marcadores no grupamento de 1ligagcdo L e/ou
grupamento de ligacdo N sdo também providos. Marcadores
proximamente ligados apresentam uma frequéncia de recombinacdo
com um dado marcador de cerca de 10% ou menos (o dado marcador
estd a 10cM do dado marcador). Colocado de outra maneira,
loci proximamente ligados co-segregam em pelo menos 90% do

tempo.

Loci marcadores s8o especialmente uUteis gquando estéo
proximamente ligados a um loci alvo (e.g., QTL para
tolerdncia, ou, alternativamente, simplesmente outros loci

marcadores, talis como aqueles aqui identificados, que estéo
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ligados a tal QTL) para o qual estdo sendo wusados como
marcadores. Um marcador mais proximamente ligado a um 1ldécus
alvo é um melhor indicador para o 1lécus alvo (devido a
frequéncia reduzida de recombinacdo entre o 1lécus alvo e o
marcador) . Assim, em um exemplo, loci proximamente ligados,
tais como um lécus marcador e um segundo lécus (e.g., um dado
marcador ou um QTL) apresentam uma frequéncia de recombinagdo
interlécus de cerca de 10% ou menos, cerca de 9% ou menos,
cerca de 8% ou menos, cerca de 7% ou menos, cerca de 6% ou
menos, cerca de 5% ou menos, cerca de 4% ou menos, cerca de 3%
ou menos, ou cerca de 2% ou menos. Em alguns exemplos, o0s
loci relevantes (e.g., um ldécus marcador e um lécus alvo, tal
como um QTL) apresentam uma frequéncia de recombinacdo de
cerca de 1% ou menos, e.g., cerca de 0,75% ou menos, cerca de
0,5% ou menos, ou cerca de 0,25% ou menos. Assim, os loci
estdo a cerca de 10 cM, 9 ¢cM, 8 cM, 7 ¢cM, 6 cM, 5 cM, 4 cM, 3
cM, 2cM, 1lcM, 0,75 cM, 0,5 cM ou 0,25 cM ou menos distantes um
do outro. Colocado de outra maneira, dois loci que estdo
localizados no mesmo cromossomo, e em uma tal disténcia que a
recombinacdo entre os dois loci ocorre em uma frequéncia de
ndo menos de que 10% (e.g., cerca de 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%,
3%, 2%, 1%, 0,75%, 0,5%, 0,25%, ou menos), sdo ditos pode

serem proximais um do outro.

Quando referindo-se a relagdo entre dois elementos
gendticos, tais como um elemento genético contribuindo para
tolerancia e um marcador proximal, a fase de “pareamento” de
ligacdo indica o estado onde o alelo “favoravel” no lécus de

tolerincia estd fisicamente associado na mesma banda do
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cromossomo, como o alelo ‘“favordvel” do respectivo 1ldécus
marcador 1ligado. Na fase de pareamento, ambos alelos

favordveis s3o herdados pela progénie que herda aquela banda

do cromossomo. Na fase de ‘repulsdo” de ligacdo, o alelo
“favordvel” no lécus de interesse (e.g., um QTL para
toleréncia) estdo fisicamente 1ligado com um alelo “ndo

favordvel” mno 1lécus marcador proximal, e os dois alelos
“favordveis” n&o sdo herdados juntos (i.e., os dois loci sé&o

“desconectados” um com O outro).

Opcionalmente, um, dois, trés ou mais alelo(s)
favordvel (is) s8o identificados na, ou introduzidos na planta.
Varios alelos marcadores podem ser selecionados ou contra-
selecionados durante MAS. Sdo identificadas plantas ou
germoplasma que possuem pelo menos um alelo favordvel destes
que se correlaciona positivamente com tolerdncia ou toleréncia
aumentada. Contudo, é util para propdsitos de excluséo
durante o cruzamento identificar alelos que se correlacionam
negativamente com tolerédncia, para eliminar tais plantas ou

germoplasma de subsequentes rodadas de cruzamento.

A identificac8o de alelos marcadores favordaveis é
especifica de germoplasma. A determinacdo de gquais alelos
marcadores se correlacionam com toleréncia (ou ndo toleréncia)
é determinada para o germoplasma em particular em estudo. Um
especialista reconhece que métodos para identificar os alelos
favordveis s8o rotina e bem conhecidos e, adicionalmente, dque
a identificacdo e uso de tais alelos favordveis estd bem

dentro do escopo da invencdo.
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Primers ou oligos de amplificacdo para amplificar loci
marcadores e sondas marcadoras adequadas para detectar loci
marcadores ou para genotipar alelos SNP s&o providos.
Opcionalmente, outras sequéncias para qualquer dos lados dos
dados primers podem ser usadas no lugar dos dados primers,
contanto que o0s primers possam amplificar uma regido dque
inclui o alelo a ser detectado. Ainda, serd ponderado que a
sonda precisa a ser usada para a deteccdo pode variar, e.g.,
qualquer sonda que possa identificar a regido de um amplicon
marcador a ser detectada pode ser substituida por aqueles
exemplos aqui providos. A configuracdo dos primers de
amplificacdo de sondas de detecgcdo pode, ¢ claro, variar.
Assim, a invencdo ndo estd limitada aos primers e sondas aqui

citados especificamente.

Em alguns exemplos, a presenca de loci marcadores é
diretamente detectada em DNA gendmico né&o amplificado
realizando-se um Southern blot em uma amostra de DNA gendmico
usando sondas para os loci marcadores. Procedimentos para
realizar Southern blotting, amplificacéo (PCR, LCR, ou
similares) e varios outros métodos de deteccdo de &cidos
nucléicos estdo bem estabelecidos e ensinados, e.g., em

Sambrook et al., Molecular Cloning - A Laboratory Manual (3d

ed.), Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, New York, 2000 ("Sambrook"); Current Protocols in
Molecular Biology, F.M. Ausubel et al., eds., Current

Protocols, a joint venture entre Greene Publishing Associates,

Inc. and John Wiley & Sons, Inc., (supplemented through 2002)
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("Ausubel")) e PCR Protocols A Guide to Methods and

Applications (Innis et al. eds) Academic Press Inc. San Diego,

CA (1990) (Innis). Detalhes adicionais em relacdo a deteccgéo
de &acidos nucléicos em plantas podem ser encontrados em, e.g.,

Plant Molecular Biology (1993) Croy (ed.) BIOS Scientific

Publishers, Inc.

Sondas de deteccdo separadas podem ser também omitidas em
métodos de amplificacdo/deteccdo, e.g., realizando-se uma
reacdo de amplificacdo em tempo real que detecte a formacgdo de
produtos por modificacdo do primer de amplificacdo relevante
com a incorporacdo em um produto, incorporac¢do de nucleotideos
rotulados em um amplicon, ou monitorar mudancas nas
propriedades moleculares de rotagdo de amplicons se comparado
a precursores ndo amplificados (e.g., por polarizagdo de

fluorescéncia) .

Tipicamente, marcadores moleculares sdo detectados por
qualquer método estabelecido disponivel, incluindo, sem
limitac8o, hibridizacdo alelo especifica (ASH) ou outros

métodos para detectar polimorfismos de nucleotideos simples

(SNP), deteccdo polimorfismo de comprimento de fragmento
amplificado (AFLP), deteccéo de sequéncia amplificada
variavel, deteccgéo de DNA polimérfico randomicamente

amplificado (RAPD), detecgdo de polimorfismo de comprimento de

fragmento de restricd3o (RFLP), detecgdo de replicag¢do de
sequéncia auto-sustentavel, deteccédo de repeticdes de
sequéncias simples (SSR) , deteccdo de ©polimorfismos de

conformacdo de fita simples (SSCP), deteccdo de isoenzimas
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marcadoras, ou similares. Enquanto os marcadores aqui
providos como exemplos nas tabelas s8o tanto marcadores SSR ou
SNP (ASH), gquaisquer dos tipos de marcadores mencionados
anteriormente podem ser empregados para identificar segmentos
cromossdmicos englobando um elemento genético gque contribua
para desempenho agrondmico superior (e.g., tolerdncia ou

tolerédncia aumentada) .

Em outro exemplo, a presenga ou auséncia de um marcador
molecular é determinada por sequenciamento de nucleotideo da
regido marcadora polimérfica. Esse método ¢é prontamente
adaptado a andlise de alta produgdo assim como sd8o outros

métodos notados acima, e.g., usando métodos de sequenciamento

de alta producdo, tais como, sequenciamento por hibridizacéo.

Em geral, a maioria dos marcadores genéticos confia em
uma ou mais propriedades de &cidos nucléicos para sua
deteccéo. Por exemplo, algumas técnicas para detectar
marcadores genéticos utilizam Thibridizacdo de um Acido
nucléico sonda para 4&cidos nucléicos correspondendo ao
marcador genético (e.qg., acidos nucléicos amplificados
produzidos usando DNA gendmico de soja como modelo). Formatos
de hibridizacd3o, incluindo, mas ndo se limitando a, fase de
solucdo, fase sdélida, fase mista, ou testes de hibridizacdo in
situ sdo uteis para a deteccdo de alelos. Um guila extensivo
para a hibridizac8o de 4&cidos nucléicos ¢é encontrado em

Tijssen (1993) Laboratory Techniques in Biochemistry and

Molecular Biology--Hybridization with Nucleic Acid Probes
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Elsevier, New York, assim como em Sambrook, Berger and

Ausubel.

Por exemplo, marcadores que compreendem polimorfismos de
comprimento de fragmento de restrigdo (RFLP) sé&do detectados,
e.qg., hibridizando-se uma sonda que €& tipicamente um
subfragmento (ou um oligonucleotideo sintético correspondendo
a um subfragmento) do &cido nucléico a ser detectado para DNA
gendmico digerido por restrigdo. A enzima de restricdo é
selecionada para prover fragmentos de restricdo de pelo menos
dois comprimentos alternativos (ou polimdérficos) em diferentes
individuos ou populacles. Determinar uma ou mais enzimas de
restricdo que produzam fragmentos informativos para cada
cruzamento é um procedimento simples. Apbés a separagdo por
comprimento em uma matriz apropriada (e.g., agarose,
poliacrilamida, etc.) e transferir para uma membrana (e.g.,
nitrocelulose, nylon, etc.), a sonda rotulada ¢ hibridizada
sob condicBes que resultam em ligagdo de equilibrio da sonda

ao alvo seguido por remocdo de sonda em excesso por lavagem.

Sondas de &4cidos nucléicos para os loci marcadores podem
ser clonadas e/ou sintetizadas. Qualguer rdétulo adequado pode
ser usado com uma sonda. Rétulos adequados para uso com

sondas de &cidos nucléicos incluem, por exemplo, qualdgquer

composicdo detectével por meios espectroscdpicos,
radioisotdpicos, fotoquimicos, bioquimicos, imunoquimicos,
elétricos, O6ticos ou quimicos. Rétulos uteis incluem biotina

para coloracdo com estreptavidina conjugada rotulada, anéis

magnéticos, pigmentos fluorescentes, radio-rétulos, enzimas, e
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rétulos colorimétricos. Ooutros rdétulos incluem ligantes gue
se ligam a anticorpos rotulados com fluordéforos, agentes
quimicos luminescentes, e enzimas. Uma sonda pode também
constituir primers de PCR radio-rotulados que s&do usados para
gerar um amplicon radio-rotulado. Métodos e reagentes para
para rotular 4&cidos nucléicos e estratégias de deteccéo
correspondentes podem ser encontradas, e.g., em Haugland

(1996) Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals

Sixth Edition by Molecular Probes, Inc. (Eugene OR); ou

Haugland (2001) Handbook of Fluorescent Probes and Research

Chemicals Eighth Edition by Molecular Probes, Inc. (Eugene

OR) .

Métodos de Deteccdo baseados em Amplificacdo

PCR, RT-PCR e LCR estdo particularmente em amplo uso Como

métodos de amplificacéao e amplificacdo-deteccédo para

amplificar 4&cidos nucléicos de interesse (e.qg., aqueles
compreendendo loci marcadores), facilitatar a detec¢do dos
marcadores. Detalhes em relagcdo ao uso desses e outros

métodos de amplificacdo podem ser encontrados em qualquer um
de uma variedade de textos padrdo, incluindo, e.g., Sambrook,
Ausubel, Berger and Croy, supra. Varios textos de biologia
disponiveis também possuem discussles extensas em relagdo a
PCR e métodos de amplificacdo relacionados. Qualguer RNA pode
ser convertido em uma fita dupla de DNA adequada para digestdo
por restricd3o, expansdo por PCR e sequenciamento usando

transcriptase reversa e um polimerase ("PCR de transcrigdo
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reversa, ou "RT-PCR"). Ver também Ausubel, Sambrook and

Berger, supra.

Métodos de Amplificacdo/ Deteccdo em Tempo Real

Em um aspecto, PCR ou LCR em tempo real é realizado nas
misturas de amplificacdo aqui descritas, e.qg., usando
dispositivos de sinalizacdo moleculares ou sondas TagMan™. Um
dispositivo de sinalizacéo molecular (MB) é um
oligonucleotideo ou A&cido nucléico peptidico (PNA) que, sob
condi¢des de hibridizac8o apropriadas, se auto-hibridiza para
formar um ramo e uma estrutura em loop. O MB possui um rétulo
e um repressor no terminal do oligonucleotideo ou PNA; assim,
sob condicBes que permitem hibridizacdo intra-molecular, o
rétulo é tipicamente reprimido (ou ao menos alterado em sua
fluorescéncia) pelo repressor. Sob condi¢des onde o MB nédo

apresenta hibridizacdo intra-molecular (e.g., quando ligando a

um &cido nucléico alvo, e.g., a uma regido de um amplicon
durante a amplificac8o), o rétulo de MB é “desreprimido” e o
sinal detectado. Métodos padrdo de fazer e usar MBs sdo bem

conhecidos e MBs e reagentes estdo comercialmente disponiveis
Ver também, e.g., Leone et al. (1995) "Molecular beacon probes
combined with amplification by NASBA enable homogenous real-

time detection of RNA." Nucleic Acids Res. 26:2150-2155; Tyagi

and Kramer (1996) "Molecular beacons: probes that £fluoresce

upon hybridization" Nature Biotechnology 14:303-308; Blok and

Kramer (1997) "Amplifiable hybridization probes containing a

molecular switch" Mol Cell Probes 11:187-194; Hsuih et al.

(1997) "Novel, ligation-dependent PCR assay for detection of
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hepatitis C in serum" J Clin Microbiol 34:501-507; Kostrikis

et al. (1998) "Molecular beacons: spectral genotyping of human
alleles" Science 279:1228-1229; Sokol et al. (1998) "Real time
detection of DNA:RNA hybridization in 1living cells" Proc.

Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95:11538-11543; Tyvagi et al. (1998)

"Multicolor molecular beacons for allele discrimination"

Nature Biotechnology 16:49-53; Bonnet et al. (1999)

"Thermodynamic basis of the chemical specificity of structured

DNA probes" Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 96:6171-6176; Fang

et al. (1999) "Designing a novel molecular beacon for surface-

immobilized DNA hybridization studies" J. Am. Chem. Soc.

121:2921-2922; Marras et al. (1999) "Multiplex detection of
single-nucleotide variation using molecular Dbeacons" Genet.

Anal. Biomol. Eng. 14:151-156; e Vet et al. (1999) "Multiplex

detection of four pathogenic retroviruses using molecular

beacons" Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 96:6394-6399. Ver

também, e.g., Patente US 5.925.517 (20 de julho de 1999) para
Tyagi et al. intitulada "Detectably labeled dual conformation
oligonucleotide probes, assays and kits;" Patente US 6.150.097
para Tyagi et al. (21 de novembro de 2000) intitulada "Nucleic
acid detection probes having non-FRET fluorescence quenching
and kits and assays including such probes" e Patente US
6.037.130 para Tyagi et al. (14 de marco de 2000), intitulada
"Wavelength-shifting probes and primers and their wuse in

assays and kits."

A deteccdo e quantificacdo por PCR usando sondas de
oligonucleotideo duplamente rotuladas fluorogénicas pode ser

feita, por exemplo, usando sondas “TagMan™”. Essas sondas sdo
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compostas de oligodesoxinucleotideos curtos (é.g., 20-25
bases) que s&8o rotulados com dois tipos diferentes de
pigmentos fluorescentes. No terminal 5' de cada sonda estd um
pigmento repdérter, e no terminal 3' de cada sonda um pigmento
repressor ¢é encontrado. A seqiiéncia de oligonucleotideos
sonda é complementar a uma seqiéncia alvo interna presente em
um amplicon de PCR. Quando a sonda estd intacta, ocorre
transferéncia de energia entre os dois fluordéforos e a emissédo
do repdérter é reprimida pelo repressor por FRET. Durante a
fase de extens3o do PCR, a sonda é clivada por atividade de
nuclease 5°' da polimerase usada na reacdo, liberando,
portanto, o repdérter do repressor de oligonucleotideo e
produzindo um aumento na intensidade de emissdo do repdrter.
Conseqgilientemente, sondas TagMan™ sdo oligonucleotideos que
possuem um rdétulo e um repressor, onde o rétulo é liberado
durante a amplificacdo pela acdo de exonuclease da polimerase
usada na amplificag¢do. Isso prové uma medida em tempo real de
amplificacdo durante a sintese. Uma variedade de reagentes
TagMan™ sdo comercialmente disponiveis, e.g., da Applied
Biosystems (Division Headgquarters em Foster City, CA), assim
como de uma variedade de wvendedores especializados, tais como

Biosearch Technologies (e.g., sondas repressoras black hole).

Detalhes adicionais em relacdo a seqiéncias amplificadas

varidveis, SSR, AFLP, ASH, SNPs e marcadores de isoenzimas

Seqiiéneias amplificadas varidveis referem-se a seqiiéncias
amplificadas do genoma de planta, que exibem alta

variabilidade de residuos de &cidos nucléicos entre membros da
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mesma espécie. Todos ©0Ss organismos possuem seqiéncias
gendmicas varidveis e cada organismo (& exceg¢do de um clone)
possui um diferente grupo de seqiéncias varidveis. Uma vez
identificadas, a presenca de seqiiéncias varidvels especificas
pode ser usada para prever trac¢os fenotipicos. Tipicamente, o
DNA da planta serve como modelo para a amplificagdo com
primers que flanqueiam uma seqiiéncia varidvel de DNA. A

seqiiéncia varidvel é amplificada e, entdo, seqlenciada.

Alternativamente, replicacdo de seqiéncias auto-
sustentdvel pode ser usada para identificar marcadores
genéticos. Replicacdo de seqiiéncias auto-sustentdvel refere-
se a um método de amplificacdo de &cidos nucléicos usando
seqiéncias de 4cidos nucléicos alvo que sdo replicadas
exponencialmente in vitro sob condi¢cdes substancialmente
isotérmicas usando trés atividades enzimdticas envolvidas em
replicacdo retroviral: (1) transcriptase reversa, (2) Rnase H,
e (3) uma RNA polimerase dependente de DNA (Guatelli et al.

(1990) Proc Natl Acad Sci USA 87:1874). Imitando a estratégia

retroviral de replicacdo de RNA por meios de intermedidrios de
DNAc, essa reacdo acumula cdépias de DNAc e RNA do alvo

original.

Polimorfismos de comprimento de fragmento amplificado
(AFLP) podem ser também usados como marcadores genéticos (Vos

et al. (1995) Nucl Acids Res 23:4407). A frase “polimorfismo

de comprimento de fragmento amplificado” refere-se a
fragmentos de restricdo selecionados que sdo amplificados

antes ou apds a clivagem por uma endonuclease de restrigdo. A
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etapa de amplificacdo permite uma detecgdo mais facil de
fragmentos de restricdo especificos. AFLP permite a detecgdo
de grandes numeros de marcadores polimérficos e foi usada para
mapeamento genético em plantas (Becker et al. (1995) Mol Gen

Genet 249:65; and Meksem et al. (1995) Mol Gen Genet 249:74).

Hibridizac3o alelo-especifica (ASH) pode ser usada para
identificar os marcadores genéticos da invencdo. A tecnologia
ASH é Dbaseada em anelamento estdvel de um oligonucleotideo
sonda curto, de fita simples, para um &cido nucléico alvo de
fita simples completamente complementar. A detecgdo é através

de um rétulo isotdpico ou ndo-isotdpico anexado a sonda.

Para cada polimorfismo, duas ou mais sondas ASH
diferentes sdo projetadas ©para ter seqiiéncias de DNA
idénticas, exceto nos nucleotideos polimérficos. Cada sonda
terd homologia exata com uma sequéncia alélica de forma que a
amplitude de sondas possa distinguir todas as seqiéncias
alélicas alternativas conhecidas. Cada sonda é hibridizada ao
DNA alvo. Com o desenho de sonda e condig¢des de hibridizacgédo
apropriados, uma falta de correspondéncia de uma uUnica base
entre a sonda e o DNA alvo ird prevenir a hibridizag¢do. Dessa
maneira, apenas uma das sondas alternativas ird hibridizar a
uma amostra alvo que é homozigota ou homogénea para um alelo.
Amostras que s8o heterozigotas ou heterogéneas para dois

alelos irdo hibridizar a ambas as sondas alternativas..

Marcadores ASH sdo usados como marcadores dominantes onde

a presenca ou auséncia de apenas um alelo é determinada da
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hibridizacdo ou falta de hibridizacgdo por apenas uma sonda. O
alelo alternativo pode ser inferido da falta de hibridizacdo.
A sonda ASH e moléculas alvo s8o, opcionalmente, RNA ou DNA;
as moléculas alvo sdo de qualquer comprimento de nucleotideos
além da seqgiéncia que ¢é complementar a sonda; a sonda é
projetada para hibridizar com qualquer fita de um DNA alvo; a
sonda varia em tamanho para se conformar a varias condicdes

estringentes de hibridizacdo, etc.

PCR permite que a seqiéncia alvo para ASH seja
amplificada a partir de baixas concentracdes de Aacido nucléico
em volumes relativamente pequenos. De outra maneira, a
seqiéncia alvo de DNA gendmico € digerida com uma endonuclease
de restricdo e separada por tamanho por eletroforese de gel..
HibridizacBes ocorrem tipicamente com a seqiiéncia alvo ligada
a superficie de uma membrana ou, como descrito na Patente U.S.
5.468.613, a seqiiéncia sonda ASH pode estar ligada a uma

membrana.

Em um exemplo, dados de ASH sdo obtidos, tipicamente,
amplificando-se fragmentos de &cidos nucléicos (amplicons) de
DNA gendmico usando PCR, transferindo o DNA amplicon alvo a
uma membrana em um formato dot-blot, hibridizando uma sonda de
oligonucleotideo rotulada ao amplicon alvo, e observando os

pontos de hibridizacdo por auto-radiografia.

Polimorfismos de nucleotideo simples (SNP) s&o marcadores
que consistem de uma seqiéncia compartilhada diferenciada na

base de um uUnico nucleotideo. Tipicamente, essa distingdo é
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detectada por padrdes de migracdo diferencial de um amplicon
compreendendo o SNP em e.g., um gel de acrilamida. Contudo,
modos alternativos de deteccdo, tails como hibridizacgéo, e.g.,

ASH, ou andlise RFLP sdo também apropriados.

Marcadores de isoenzimas podem ser aqui empregados como
marcadores genéticos, e.g., para rastrear marcadores que ndo
os marcadores de toleréncia, ou para rastrear marcadores de
isoenzimas ligados aos marcadores daqui. Iscenzimas sédo
formas miltiplas de enzimas que diferem um do outro em seus
aminodcidos e, portanto, suas seqiiéncias de &cidos nucléicos.
Isoenzimas s8o formas miltiplas de enzimas que diferem umas
das outras em sua sequéncia de aminodcidos e, portanto, sua
sequéncia de acidos nucléicos. Algumas isoenzimas sdo enzimas
multiméricas contendo sub-unidades levemente diferentes.
Outras isoenzimas s8o tanto multiméricas ou monoméricas, mas
foram clivadas a partir da pré-enzima em diferentes sitios na
seqiéncia de aminodcidos. Isoenzimas podem ser caracterizadas
e analisadas no nivel de proteina, ou alternativamente,
isoenzimas que diferem no nivel de &cido nucléico podem ser
determinadas. Em tais casos, qualquer dos métodos baseados em
dcidos nucléicos aqui descritos pode ser usado para analisar

marcadores de isoenzimas.

Métodos de Sintese de Sondas/Primers

Em geral, métodos sintéticos para fazer
oligonucleotideos, incluindo sondas, primers, dispositivos

sinalizadores moleculares, PNAS, LNAS (dcidos nucléicos
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trancados), etc., sdo bem conhecidos. Por exemplo,
oligonucleotideos podem ser sintetizados quimicamente de
acordo com o método de fosforamidita triéster em fase sdélida

descrito por Beaucage and Caruthers (1981), Tetrahedron Letts,

22(20):1859-1862, e.g., usando um sintetizador automdtico
comercialmente disponivel, e.g., como descrito em Needham-

VanDevanter et al. (1984) Nucleic Acids Res., 12:6159-6168.

Oligonucleotideos, incluindo oligonucleotideos modificados
podem ser solicitados de uma variedade de fontes comerciais
conhecidas de especialistas. Existem varios fornecedores
comerciais de servicos de oligo sintese e, dessa forma, essa é
uma tecnologia amplamente acessivel. Qualquer &cido nucléico
pode ser pedido de qualgquer de uma variedade de fontes

comerciais, tails como The Midland Certified Reagent Company

(mcrc@oligos.com), The Great American Gene Company
(genco.com), ExpressGen Inc. (expressgen.com), Operon
Technologies Inc. (Alameda, CA) e varias outras.
Similarmente, PNAs podem ser solicitados sob medida de

qualquer de uma variedade de fontes comerciais, tails como
PeptidoGenic (pkim@ccnet.com), HTI Bio-products, inc.
(htibio.com), BMA Biomedicals Ltd (U.K.), Bio. Synthesis,

Inc., e varias outras.

Deteccdo de marcadores in silico

Em avancos alternativos, métodos in silico podem ser
usados para detectar os loci marcadores de interesse. Por
exemplo, a seqiiéncia de um &cido nucléico compreendendo o

lécus marcador de interesse pode ser armazenada em um
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computador. A seqiiéncia 1lécus marcadora desejada ou sua
homéloga pode ser identificada usando um algoritmo de busca de
dcidos nucléicos apropriado como provido, por exemplo, em tais
programas prontamente disponiveis como BLAST, ou até simples

processadores de palavras.

PRIMERS DE AMPLIFICACAO PARA DETECCAO DE MARCADORES

Em alguns exemplos, marcadores moleculares sdo detectados
usando um método de deteccdo adequado baseado em PCR, onde o
tamanho ou seqgiéncia do amplicon de PCR é indicativo da
auséncia ou presencga do marcador (e.g., um alelo marcador em
particular). Nesses tipos de métodos, primers de PCR séo‘
hibridizados as regides conservadas flanqueando a regido
polimdérfica marcadora. Primers adequados podem ser projetados
usando qualquer método adequado. Ndo se pretende que a
invencdo esteja limitada a qualquer primer ou par de primers
em particular. Por exemplo, os primers podem ser projetados

usando qualquer software adequado, tal como LASERGENE®.

Em alguns exemplos, os primers da invencgdo s&o radio-
rotulados, ou rotulados por dqualguer modo adequado (e.g.,
usando uma marca fluorescente ndo-radioativa), para permitir
rdpida visualizacdo dos amplicons de diferentes tamanhos
seguindo uma reacdo de amplificacdo sem qualquer etapa de
rotulacdo adicional ou etapa de visualizacédo. Em algumas
incorporacdes, os primers ndo sdo rotulados, e os amplicons
sdo visualizados seguindo seu tamanho de resolugdo, e.g.,

seguindo eletroforese de gel de agarose. Em alguns exemplos,
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coloracdo por brometo de etidio dos amplicons de PCR seguindo
resolucdo de tamanho permite a wvisualizagdo de amplicons de

diferentes tamanhos.

Os primers usados para amplificar os 1loci e alelos
marcadores daqui n8o estdo limitados a amplificar toda a
regidio do lécus relevante. Em alguns exemplos, a amplificacdo
de marcador produz um amplicon de pelo menos 20 nucleotideos
em comprimento, ou alternativamente, pelo menos 50
nucleotideos em comprimento, ou alternativamente, pelo menos
100 nucleotideos em comprimento, ou alternativamente, pelo
menos 200 nucleotideos em comprimento, ou até e incluindo o

comprimento total do amplicon.

SELECAO ASSISTIDA POR MARCADOR E MELHORAMENTO DE PLANTAS

Uma motivacéado primdria para o desenvolvimento de
marcadores moleculares em espécies de cultivo é o potencial
para eficiéncia aumentada no melhoramento de plantas através
de selecdo assistida por marcador (MAS). Marcadores genéticos
sdo usados para identificar plantas que contém um gendtipo
desejado em um ou mais loci, e que sd8o esperados para
transferir o gendétipo desejado, junto com um fendtipo desejado
para sua progénie. Marcadores genéticos podem ser usados para
identificar plantas que contém um gendtipo desejado em um
lécus, ou em varios loci 1ligados ou ndo-ligados (e.g., um
haplétipo), e que seriam esperadas de transferir o gendtipo
desejado, Jjunto com um fendétipo desejado a sua progénie.

Meios para identificar plantas, particularmente plantas de
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soja, que sdo tolerantes, ou que exibem tolerdncia aumentada a
inibidores de protoporfirinogénio oxidase s&o providos, por
exemplo, indentificando plantas tendo loci marcadores
especificados e.g., para o grupamento de ligagdo L: SATT495,
P10649C-3, SATT182, SATT388, SATT313, and SATT613 (e outros
marcadores acima de SATT613) e/ou para o grupamento de ligacgédo
N: Sat_379, SCT_195, SATT631, S60167-TB, SATT675, SATT624,
SATT080, e SATT387 (e outros marcadores acima de SATT387).
Similarmente, identificando-se plantas sem o 1l1ldécus marcador
desejado, ndo tolerantes ou menos tolerantes, plantas podem
ser identificadas, e, e.qg., eliminadas de cruzamentos
subsequentes. Similarmente, esses loci marcadores pode ser
introduzidos em qualquer base gendmica desejada, germoplasma,
planta, linhagem, variedade, etc., como parte de um programa
de reproducdo por MAS total projetado para intensificar a

producdo de soja.

Em geral, a aplicacgdo de MAS usa a identificacdo de uma
populacdo de plantas tolerantes e mapeamento genético do trago
de toleréncia. Loci polimérficos na vizinhanca do traco de
tolerancia mapeado sdo escolhidos como potenciais marcadores
de toleréncia. Tipicamente, um ldécus marcador mais prdéximo do
lécus de tolerdncia é um marcador preferido. Andlise de
ligacdo é, entdo, usada para determina qual sequéncia de alelo
marcador polimérfica demonstra uma probabilidade estatistica
de co-segregacdo com o fendtipo tolerante (assim, um "alelo
marcador de toleréncia"). Apdés a identificacdo de um alelo
marcador para co-segregacdo com o alelo de tolerédncia, ¢é

possivel usar esse marcador para rastreamento rapido e acurado
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de linhas de plantas para o alelo de tolerédncia sem a
necessidade de se criar plantas através de seu ciclo de vida e
esperar avaliacdes fenotipicas, e, adicionalmente, permite a
selecdo genética para o alelo de tolerdncia em particular,
mesmo quando a identidade molecular do QTL de toleréncia
propriamente dito é andnima. Amostras de tecidos podem ser
retiradas, por exemplo, da primeira folha da planta e
rastreadas com o marcador molecular apropriado, e em dias fica
determinado qual progénie ird avancgar. Marcadores ligados
também removem o impacto de fatores ambientais que podem

frequentemente influenciar a expressdo fenotipica.

Apdés um fendtipo desejado (e.g., toleréncia a inibidores
de protoporfirinogénio oxidase) e um lécus marcador
cromossdmico polimérfico serem determinado para co-segregarem,
o lécus marcador polimérfico pode ser usado para selecionar
alelos marcadores que segregam com o fendtipo de toleréncia
desejado. Esse processo geral ¢é tipicamente chamado de
selecdo assistida por marcador (MAS). Resumidamente, um &cido
nucléico correspondendo ao &cido nucléico marcador é detectado
em uma amostra bioldgica de uma planta a ser selecionada.
Essa deteccdo pode tomar a forma de hibridizacdo de um &cido
nucléico sonda a um alelo marcador ou amplicon deste, e.g.,
usando  hibridizacdo alelo especifica, anadlise Southern,
andlise northern, hibridizacdo in situ, hibridizacdo de
primers seguida por amplifica¢do por PCR de uma regido do
marcador, ou similares. Apdés a presenca (ou auséncia) de um

marcador em particular na amostra bioldégica ser verificada, a
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planta ¢é selecionada, e.g., usada para fazer plantas

descendentes por reproducdo seletiva.

Criadores de plantas de soja desejam combina¢des de loci
de toleréncia com genes para alto rendimento e outros tragos
desejados para desenvolver variedades melhoradas de soja.
Rastrear grandes nlUmeros de amostras por métodos ndo
moleculares (e.g., avaliacd8o de tracos em plantas de soja)
pode ser caro, consumir tempo, e ndo ser confidvel. O uso dos
marcadores polimérficos aqui descritos, quando geneticamente
ligados a loci de toleréncia, prové um método efetivo para
selecionar variedades resistentes em programas de
melhoramento. Por exemplo, uma vantagem da seleg¢do assistida
por marcador sobre avalia¢des em campo para tolerancia é que
MAS pode ser feita em qualquer época do ano, independente da
temporada de cultivo. Além do mais, efeitos ambientais sédo

largamente irrelevantes para a selec¢do assistida por marcador.

Quando uma populacio estd segregando para multiplos loci
afetando um ou multiplos tracos, e.g., loci mualtiplos
envolvidos em tolerédncia, ou loci miltiplos, cada qual
envolvido com toleréncia ou tolerd@ncia a diferentes doencas, a
eficiénecia de MAS comparada ao rastreamento fenotipico se
torna ainda maior, porque todos os loci podem ser avaliados no
laboratdério juntos a partir de uma uUnica amostra de DNA. No
presente exemplo, para o grupamento de ligagdo L: SATT495,
P10649C-3, SATT182, SATT388, SATT313, e SATT613 (ou outros
marcadores acima de SATT613) e para o grupamento de ligacdo N:

Sat_379, SCT_195, SATT631, S60167-TB, SATT675, SATT624,
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SATT080, e SATT387 (ou outros marcadores acima de SATT387)
marcadores podem ser testados simultaneamente ou

sequencialmente em uma unica amostra ou populagdo de amostras.

Outro uso de MAS no melhoramento de plantas é prestar
assisténcia a recuperacdo dos gendtipos parentais recorrentes
por cruzamento reverso. Cruzamento reverso é o processo de
cruzar uma progénie de volta a um de seus pais ou linhagens
parentais. Cruzamento reverso ¢é usualmente feito para o
propdésito de introduzir um ou alguns loci de um pai doador
(e.g., um pai compreendendo loci marcadores de toleréancia
desejados) em antecedente genético desejado do pai recorrente
(e.g., uma linhagem de soja, de outra maneira, de alta
produgédo) . Quanto mais ciclos de cruzamento reverso séo
feitos, maior é a contribuicdo genética do pail recorrente a
variedade introduzida resultante. Isso é frequentemente
necessario, porgue plantas tolerantes podem ser, de outra
forma, indesejdveis, e.g., devido a baixa produgdo, baixa
fecundidade, ou similar. Em contraste, linhagens que sdo o
resultado de programas intensivos de reprodugdo podem ter
excelente producdo, fecundidade ou similar, meramente sendo
deficiente em um traco desejado, tal como tolerédncia a

inibidores de protoporfirinogénio oxidase.

A presenca e/ou auséncia de um marcador genético ou alelo
em particular, e.g., para o grupamento de ligacdo L: SATT495,
P10649C-3, SATT182, SATT388, SATT313, e SATT613 (incluindo
marcadores acima de SATT613) e para o grupamento de ligac¢do N:

Sat_379, SCT_195, SATT631, S60167-TB, SATT675, SATT624,
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SATT080, e SATT387 (incluindo marcadores acima de SATT387) no
genoma de uma planta exibindo um trago fenotipico preferido é
feita por qualquer método aqui anotado. Se o0s Aacidos
nucléicos da planta sdo positivos para um alelo marcador
genético desejado, a planta pode ser auto-fertilizada para
criar uma linhagem de cruzamento verdadeira com © mesmo
gendtipo, ou pode ser cruzada com uma planta com © mesmo
marcador ou com outras caracteristicas desejadas para criar

uma geracdo hibrida cruzada sexuadamente.

Introducdo de Alelos Favordveis — Cruzamento Eficiente de

Marcadores de Toleradncia em Outras Linhagens

Uma aplicacdo de MAS é usar os marcadores de toleréncia
ou tolerdncia aumentada para aumentar a eficiéncia de uma
introduc8o ou esforgco de cruzamento reverso visado quando

introduzindo um QTL de tolerdncia em um antecedente desejado

(tipicamente com alta produgdo). No cruzamento reverso de
marcadores especificos assistido por marcador (e QTL
associados) de uma fonte doadora, e.g., para um antecedente

genético de elite ou exdtico, seleciona-se entre a progénie de

cruzamentos reversos para o trago doador.

Assim, os marcadores e métodos podem ser utilizados para
guiar a selegdo assistida por marcador ou cruzamento de
variedades de soja como o complemento desejado (grupo) de
formas alélicas de segmentos cromossdmicos associados com
performance agrondmica  superior (toleréncia, junto com

qualquer outro marcador disponivel para producdo, toleréncia a
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doencas, etc.). Qualquer dos alelos marcadores descritos pode
ser introduzido em uma linhagem de soja via introdug¢do, por
cruzamento tradicional (ou introduzido via transformacdo, ou
ambos) para produzir uma planta de soja performance agrondmica
superior. O numero de alelos associados com tolerdncia que
podem ser introduzidos, ou estar presente em uma planta de
soja da presente invencdo, varia de 1 ao numero de alelos aqui
descritos, cada numero inteiro dos gquais € aqui incorporados

como se explicitamente citados.

Métodos de fazer uma planta de soja descendente e essas
plantas de soja descendentes tendo tolerédncia a inibidores de
PPO sd&o ﬁfovidos. Esses métodos compreendem cruzar uma
primeira planta de soja parental com uma segunda planta de
soja e cultivar a planta de soja fémea sob condi¢Ses de
cultivo para produzir plantas de soja descendentes. Tal
progénie de planta de soja pode ser testada para alelos
associados com toleré@ncia e, dessa forma, a progénie desejada
ser selecionada. Tais plantas descendentes ou sementes podem
ser vendidas comercialmente para producdo de soja, usadas para
alimentacdo, processadas para obter um constituinte desejado
da soja, ou ainda utilizadas em subseqlientes rodadas de
cruzamento. Ao menos uma da primeira ou segunda plantas de
soja é uma planta de soja compreendendo pelo menos uma das
formas alélicas dos marcadores providos, de forma que a

progénie seja capaz de herdar o alelo.

A herdabilidade do alelo de tolerédncia desejado pode ser

rastreada, tal como a partir de 1linhagens progenitoras ou
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descendentes no pedigree de plantas de soja alvo, de forma que
o numero de geracdes separando as plantas de soja sendo
sujeito aos métodos da presente invencdo serd geralmente de 1
a 20, comumente 1 a 5, e tipicamente 1, 2, ou 3 geracdes de
separacdo, e muito frequentemente um descendente direto ou pai
direto da planta de soja serd o objeto do método (i.e., 1

geracdo de separacdo).

METODOS PARA IDENTIFICAR PLANTAS DE SOJA TOLERANTES A INIBIDOR

DE PROTOPORFIRINOGENIO

Cultivadores de plantas experientes podem reconhecer
plantas de soja tolerantes no campo, e podem selecionar os
individuos ou populac¢des tolerantes para propdsitos de
melhoramento ou para propagacdo. Neste contexto, o cultivador

reconhece plantas de soja tolerantes e ndo tolerantes.

O rastreamento e selecdo podem ser também efetuados
expondo as plantas contendo dito germoplasma progénie a
inibidores de ©protoporfirinogénio oxidase em um teste e
sélecionando aquelas plantas apresentando toleréncia a
inibidores de ©protoporfirinogénio oxidase como contendo
germoplasma de soja no qual o germoplasma tendo toleré&ncia a
inibidores de protoporfirinogénio oxidase derivado do QTL
mapeado no grupamento de liga¢do L e/ou N foi introduzido. 0
teste in vivo pode ser qualquer teste conhecido na arte, e.g.,

Taylor-Lovell et al. (2001) Weed Tech 15:95-102.
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Contudo, tolerédncia de plantas é um espectro fenotipico
consistindo de extremos de alta toleréncia até ndo toleréncia
com um continuo de fendtipos de tolerédncia intermedidrios. A
avaliacdo desses fendtipos intermedidrios usando testes
reproduziveis s8o de valor para cientistas que procuram
identificar loci genéticos que acarretam tolerdncia, conduzir
selecdo assistida por marcador para a populacdo tolerante, e
para técnicas de introducdo para criar um tra¢o de toleréncia
em uma 1linha de soja de elite, por exemplo. Descrever O
continuo de tolerlncia pode ser feito usando qualquer sistema
de pontuacdo conhecido ou derivado desse, incluindo os

sistemas de pontuacdo descritos nos Exemplos 1-4.

SISTEMAS DE DETECCA0O/CORRELACAO AUTOMATICOS

Em alguns exemplos, o0s métodos incluem um sistema
automdtico para detectar marcadores e ou correlacionar os
marcadores com um fendtipo desejado (e.g., tolerédncia). Dessa
forma, um sistema tipico pode incluir wum grupo de sondas
marcadoras ou primers configurados para detectar pelo menos um
alelo favordvel de um ou mais loci marcadores associados com
toleréncia ou toleréncia aumentada a inibidores de
protoporfirinogénio oxidase. Essas sondas ou primers sao
configuradas para detectar os alelos marcadores notados nas
tabelas e exemplos daqui, e.g., usando qualquer formato de
deteccdo de alelo, e.g., detecgdo baseada em arranjo de fase
sélida ou liquida, deteccdo baseada em amostra microfluida,

etc.
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Em alguns exemplos, marcadores envolvendo o grupamento de
ligacdo L sdo wusados. Em alguns exemplos, um marcador
proximamente ligado ao 1ldécus marcador de SATT495, P10649C-3,
SATT182, SATT388, SATT313, e SATT613 ¢é usado, e a grupo de
sondas é configurado para detectar o(s) marcador (es)
proximamente ligado(s). Em alguns exemplos, o 1lécus marcador
é SATT495, P10649C-3, SATT182, SATT388, SATT313, e SATT613 (ou
outro marcador acima de SATT613) e o grupo de sondas ¢é
configurado para detectar o lécus. Similarmente, alelos de
SATT495, P10649C-3, SATT182, SATT388, SATT313, e SATT613 podem

ser detectados.

Em alguns exemplos, marcadores envolvendo o grupamento de
ligagdo N sdo wusados. Em alguns exemplos, um marcador
proximamente ligado ao 1ldécus marcador de Sat_379, SCT_195,
SATT631, S60167-TB, SATT675, SATT624, SATT080, e SATT387 (ou
outro marcador acima de SATT387) & usado, e o grupo de sondas
é configurado para detectar of(s) marcador(es) proximamente
ligado(s). Em alguns exemplos, o lécus marcador é Sat_379,
SCT_195, SATT631, S60167-TB, SATT675, SATT624, SATT080, e
SATT387 e o grupo de sondas ¢é configurado para detectar o
lécus. Similarmente, alelos de Sat_379, SCT_195, SATT631,
S60167-TB, SATT675, SATT624, SATT080, e SATT387 podem ser

detectados.

O sistema tipico inclui um detector que estd configurado
para detectar um ou mais sinais resultantes do grupo de sondas
marcadoras ou primers, ou amplicon desse, identificando, dessa

forma, a presenca ou auséncia do alelo. Uma ampla variedade de



—10

15

20

25

60/85

aparatos de deteccdo de sinais estd disponivel, incluindo
tubos de foto multiplicadores, espectrofotdmetros, arranjos
CCD, arranjos e escaners de arranjos, detectores de
rastreamento, fototubos e fotodiodos, estacdes de
microscépios, galvo-escaners, dispositivos de detecgdo de
amplificacdo de &cidos nucléicos microfluida e similares. A
configuracdo precisa do detector dependerd, em parte, do tipo
de rdétulo usado para detectar o alelo marcador, assim como a
instrumentacdo gque €é mals convenientemente obtida para o
usudrio. Detectores que detectem fluorescéncia,
fosforescéncia, radioatividade, PH, carga, absorbancia,
luminescéncia, temperatura, magnetismo ou similares podem ser
usados. Exemplos de detectores tipicos incluem detectores de
luz (e.g., fluorescéncia) ou detectores de radioatividade.
Por exemplo, a deteccdo de uma emissdo de luz (e.g., uma
emissdo de fluorescéncia) ou outro rbétulo de sonda é
indicativa da presenca ou auséncia de um alelo marcador. A
deteccdo fluorescente é geralmente usada para a detecgdo de
&dcidos nucléicos amplificados (contudo, opera¢des acima e/ou
abaixo podem ser também efetuadas em amplicons, as quais podem
envolver outros métodos de deteccgdo). Em geral, o detector
detecta uma ou mais emissBes de rdétulos (e.g., luz) de um
rétulo de sonda, o que é indicativo da presenca ou auséncia de

um alelo marcador.

O(s) detector (es) opcionalmente monitora um ou uma
pluralidade de sinais de uma reagdo de amplificacgéo. Por

exemplo, o detector pode monitorar sinais Oticos que
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correspondem a resultados de testes de amplificacdo em “tempo

real”.

Instrucdes de sistema que correlacionam a presenca ou
auséncia do alelo favordvel com a tolerd@ncia prevista sédo
também um aspecto da invencdo. Por exemplo, as instrucgdes
podem incluir ao menos uma tabela de consulta que inclui uma
correlacdo entre a presenca ou auséncia dos alelos favordveis
e a toler&ncia ou tolerdncia aumentada prevista. A forma
precisa das instrugdes pode variar dependendo dos componentes
do sistema, e.g., podem estar presentes como software de
Sistema em uma ou mais unidades integradas do sistema (e.g.,
um microprocessador, computador ou meio legivel em
computador), ou podem estar presentes em uma ou mais unidades
(e.g., computadores ou meio legivel em computador)
operacionalmente combinadas ao detector. Como notado em um
exemplo tipico, as instrucles de sistema incluem ao menos uma
tabela de consulta que inclui uma correlacgdo entre a presenca
ou auséncia dos alelos favordveis e a tolerdncia ou toleréncia
aumentada prevista. As instrucdes também incluem,
tipicamente, instrucgdes provendo uma interface de usudrio com
o} sistema, e.g., para permitir um usudrio visualizar os
resultados de uma andlise de amostras e incluir paré@metros no

sistema.

O sistema tipicamente inclui componentes para armazenar
ou transmitir dados legiveis em computador representando ou
designando os alelos detectados pelos métodos da presente

invencdo, e.g., em um sistema automdtico. 0 meio legivel em
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computador pode incluir memdéria cache, principal, e de
armazenamento e/ou outros componentes de armazenamento de
dados eletrdnicos (discos rigidos, drives de disquetes, drives
de armazenamento, etc.) para armazenamento de cédigo de
computador. Dados representando alelos detectados pelo método
da presente invencédo podem se transmitidos, também,
eletronicamente, oticamente, magneticamente em um sinal de
dados de computador incorporado em um meio de transmissdo em
uma rede, tal como intranet ou internet ou combinac¢des destas.
O sistema pode transmitir, também ou alternativamente, dados
via wireless, IR, ou outras alternativas de transmisséo

disponiveis.

Durante a operacdo, O sistema tipicamente compreende uma
amostra que estd para ser analisada, tal como um tecido
vegetal, ou material isolado do tecido, tal como DNA gendmico,
DNA gendmico amplificado, DNAc, DNAc amplificado, RNA, RNA

amplificado, ou similar.

A frase ‘“sistema de deteccdo/ correlacdo de alelos”
refere-se a um sistema no qual dados entrando em um computador
correspondem a objetos fisicos ou processos externos ao
computador, e.g., um alelo marcador, e um pProcesso gue, em um

computador, causa uma transformacdo fisica dos sinais de

entrada a diferentes sinais de saida. Em outras palavras, o
dado inserido, e.g., amplificagdo de um alelo marcador em
particular é transformado em dado de saida, e.g., a

identificacdo da forma alélica de um segmento cromossdmico. O

processo no computador ¢é um grupo de instrugdes, ou
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“programa”, pelo qual sinais positivos de amplificag¢do ou
hibridizac8o s8o reconhecidos pelo sistema integrado e
atribuidos as amostras individuais como um gendtipo. Programas
adicionais correlacionam a identidade de amostras individuais
com valores fenotipicos ou alelos marcadores, e.g., métodos
estatisticos. Além disso, existem numerosos programas, e.d.,
C/C++, para computacdo, programas Delphi e/ou Java para
interfaces GUTI, e ferramentas de produtividade (e.qg.,
Microsoft Excel e/ou SigmaPlot) para fazer grdficos ou criar
tabelas de consulta de correlacdes alelo-traco relevantes.
Outras ferramentas de software Uteis no contexto dos sistemas
integrados da invengdo incluem pacotes estatisticos, tais como
SAS, Genstat, Matlab, Mathematica, e S-Plus e pacotes de
modelagem genética, tal como QU-GENE. Adicionalmente,
linguagens de programacdo adicionais, tais como visual basic

s8o também adequadamente empregadas nos sistemas integrados.

Por exemplo, valores de alelos marcadores de toleréncia
designados a uma populagdo de progénie descendendo de
cruzamentos entre linhagens de elites s8o gravados em um meio
legivel em computador, estabelecendo, dessa forma, uma base de
dados correspondendo a alelos de toleréncia com
identificadores particulares para membros da populacdo da
progénie. Qualquer arquivo ou pasta, seja feita sob encomenda
ou comercialmente disponivel (e.g., da Oracle ou Sybase)
adequado para gravar dados em um meio legivel em computador é
aceitdvel como uma base de dados no contexto da presente
invencdo. Dados em relacdo a gendtipos para um ou mais

marcadores moleculares, e.g., ASH, SSR, RFLP, RAPD, AFLP, SNP,
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marcadores de isoenzimas ou outros marcadores, como aqui
descrito acima, s8o similarmente gravados em uma base de dados
acessivel por computador. Opcionalmente, dados de marcadores
sdo obtidos usando um sistema integrado gue automatiza um ou
mais aspectos do teste (ou testes) usado para determinar
gendétipos marcadores. Em tal sistema, dados de entrada
correspondendo a gendtipos para marcadores moleculares sdo
revezados de um detector, e.g., uma ordenag¢do, um escaner, um
CCD, ou outro dispositivo de detecgdo diretamente para
arquivos em um meio legivel em computador acessivel a unidade
central de processamento. Um grupo de instrug¢des de sistema
(tipicamente incorporadas em um ou mais programas) codificando
as correlacdes entre tolerdncia e os alelos da invencgdo &,
entdo, executado pelo dispositivo computacional para
identificar correlacdes entre alelos marcadores e tragos

fendtipos previstos.

Tipicamente, o sistema inclui, também, um dispositivo de
insercdo de dados pelo usudrio, tal como um teclado, um mouse,
uma tela de toque, ou similares, para, e.g., selecionar
arquivos, corrigir dados, revisar tabelas de informacSes de
marcadores, etc., e um dispositivo de saida (e.g., um monitor,
um impressora, etc.) para visualizar ou recuperar o produto

das andlises estatisticas.

Sistemas integrados compreendendo um computador ou meio
legivel em computador compreendendo grupos de arquivos e/ou
uma base de dados com ao menos um grupo de dados due

correspondam aos alelos marcadores daqui s8o aqui providos.
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Os sistemas incluem, também, uma interface de usudrio
permitindo um usudrio visualizar seletivamente uma ou mais
dessas Dbases de dados. Além disso, softwares padrdo de
manipulacdo de textos, tais como softwares processadores de
palavras (e.g., Microsoft Word™ ou Corel WordPerfect™) e
softwares de base de dados ou planilhas (e.g., software de
planilhas, tais como Microsoft Excel™, Corel Quattro Pro™, ou
programas de bases de dados, tais como Microsoft Access™ ou
Paradox™) podem ser usados em conjungdo com a interface de
usudrio (e.g., um GUI e um sistema operacional padrdo, tal
como um sistema Windows, Macintosh, Unix ou Linux) para
manipular séries de caracteres correspondendo aos alelos ou

outros aspectos da base de dados.

Os sistemas opcionalmente incluem componentes para

manipulacédo de amostras, e.g., dispositivos robdéticos
incorporados. Por exemplo, uma armadura robdética para
controle de liquidos para transferir solug¢des (e.g., extratos
de células vegetais) de uma fonte a um destino, e.g., de uma

placa de microtitulo para um substrato de ordenacdo, ¢&
opcionalmente operacionalmente ligada ao computador (ou a um
computador adicional no sistema integrado). Um dispositivo de
insercdo para inserir dados no computador para controlar
transferéncias de 1liquidos de alta produgdo pela armadura
robdtica para controle de liquido e, opcionalmente, controlar
a transferéncia pela armadura ao suporte sélido é comumente um
aspecto do sistema integrado. Varios tais sistemas robdticos
automdticos de manuseio de fluidos s&8o comercialmente

disponiveis. Por exemplo, uma variedade de sistemas
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automdticos sdo disponiveis da Caliper Technologies
(Hopkinton, MA), os quais utilizam varios sistemas Zymate, e

que tipicamente incluem, e.g., mdédulos robdéticos e de manuseio

de fluidos. Similarmente, o robd comum ORCA®, que é usado em
uma variedade de sistemas laboratoriais, e.dg., para
manipulacéo de bandejas de microtitulo, também estéd
comercialmente disponivel, e.g., da Beckman Coulter, Inc.
(Fullerton, CA) . Como uma alternativa para robdtica
convencional, sistemas de microfluidos para realizar o

manuseio e deteccédo de fluidos sdo também amplamente
disponiveis, e.g., da Caliper Technologies Corp. (Hopkinton,

MA) e Agilent technologies (Palo Alto, CA).

Sistemas para andlise de marcador molecular podem incluir
um computador digital com um ou mais softwares de controle de
ligquido, softwares de andlise de imagem para analisar dados de
rétulos de marcadores, softwares de interpretacdo de dados,
armadura robdtica para controle de 1liquido para transferir
solucdes de uma fonte para um destino operacionalmente ligado
ao computador, um dispositivo de insercdo (e.g., um teclado de
computador) para entrada de dados no computador para controlar
a transferéncia de 1liquidos pela armadura robdtica para
controle de ligquido e, opcionalmente, um escaner de imagem
para digitalizar sinais de rétulos das sondas hibridizadas
rotuladas, e.g., para marcadores em um suporte sdélido
operacionalmente ligados ao computador. O escaner de imagem
interage com a o software de andlise de imagens para prover
uma medicdo de, e.g., intensidade de rétulo de sonda de &cido

nucléico em hibridizac8o para uma populacdo amostra de &cidos



']

10

15

20

25

67/85

nucléicos ordenada (e.g., compreendendo um ou mais
marcadores), onde a medicdo de intensidade de rdétulo da sonda
é interpretada pelo software de interpretacdo de dados para
mostrar se, e em qual grau, a sonda rotulada hibridiza a um
dcido nucléico marcador (e.g., um alelo marcador amplificado).
Os dados derivados dessa forma sdo, entdo, correlacionados com
a identidade de amostra, para determinar a i1dentidade de uma
planta com um‘ gendétipo(s) em particular para marcadores ou
alelos em particular, e.g., para facilitar a selegdo assistida
por marcador de plantas de soja com formas alélicas favoraveis
de segmentos cromossdmicos envolvidos na performance

agrondmica (e.g., tolerdncia ou toleréncia aumentada).

Imagens dticas, e.g., padrdes de hibridizacgéao
visualizados (e, opcionalmente, gravados) por uma camera ou
outro dispositivo de gravagdo (e.g., um fotodiodo e
dispositivo de armazenamento de dados) s&o opcionalmente
processados em qualguer dos avangos aqui, e.g., digitalizando
a imagem e/ou armazenando e analisando a imagem em um
computador. Uma variedade de equipamentos periféricos e
softwares comercialmente disponiveis estdo disponiveils para
digitalizar, armazenar e analisar um video digitalizado ou
imagem Otica digitalizada, e.g., usando computadores PC
(mdquinas baseadas em Intel x86 ou pentium chip-compatible
DOS™, (082™ WINDOWS™, WINDOWS NT™ ou WINDOWS95™), computadores
baseados em MACINTOSH™, LINUX, ou UNIX (e.g., SUN™ work

station).
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Também incluidos nesta inveng¢do sdo plantas de soja

produzidas por qualguer dos métodos precedentes.

A presente invencdo é ilustrada pelos exemplos a seguir.
As descricBes precedente e subsequente da presente invengdo e
dos varios avancos ndo pretendem limitar a invenc¢do, mas, ao
contrdrio, ser ilustrativa da mesma. Assim, serd entendido que
a invencdo ndo estd limitada aos detalhes especificos desses

exemplos.

EXEMPLOS

Exemplo 1l: Identificagdo de Linhas de Soja Sensiveis e
Tolerantes a Sulfentrazona - bioensaio de rastreamento de
herbicida e diagnéstico intergrupo baseado em associagdo de

marcador

Sulfentrazona é um inibidor de PPO é o ingrediente ativo
no herbicida Authority®. Authority® 75DF (FMC Corp.,
Philadelphia, PA, USA) é uma formulagdo de ingrediente 75%
ativa de sulfentrazona contendo nenhum outro ingrediente

ativo.

Parte 1l: Bioensaio de Herbicida

Cento e dezesseis (116) 1linhas de soja de elite foram
rastreadas para tolerdncia a sulfentrazona usando o0 seguinte

protocolo. Sementes de variedades de soja com qualidade de
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sementes adequadas, tendo mais do que 85% de taxa de

germinacdo foram usadas.

DESENHO E REPLICAGAO: Apdés o plantio, entradas foram
preparadas em um desenho de Dbloco completo randomizado,
bloqueado por replicacgdo. Foram usadas trés replicacles por
experimento. Uma ou mais de variedades de checagem bem
estabelecidas foram incluidas no experimento, tais como linhas

de checagem do setor publico.

Checagem ndo tolerante: Pioneer 9692, Asgrow A4715

Checagem tolerante: Pioneer 9584, Syngenta S$5960

As condicdes de crescimento foram como a seguir (estufa/
cémara de crescimento): fotoperiodo de 16 hr a 85° F (w/ 75°
ajuste noturno). A iluminacdo é critica para o sucesso do

rastreamento como afirmado a seguir.

METODO DE RASTREAMENTO: Potes pldsticos de quatro polegadas
foram preenchidos com um solo de pote universal de alta
qualidade. As entradas foram plantadas em uma profundidade de
1 polegada em uma taxa de 5 sementes/pote. Uma tarja
pldstica com um cédigo de barras foi usada para identificar
cada entrada. Apbés o plantio, os potes foram deixados
descansando na estufa de um dia para o outro para se aclimatar
ao solo e melhorar a germinacdo. No dia seguinte, uma solucdo
de herbicida sulfentrazona foi lentamente pulverizada em cada
pote e deixada mesmo infiltrar através de todo o perfil do

solo. Isso assegurou que cada semente foi exposta a uma
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quantidade igual de sulfentrazona. Potes foram posicionados
em bandejas de aluminio e colocados em uma estufa ou cémara de
crescimento sob condic¢Bes de luminosidade de alta intensidade
com densidade de fluxo de fdétons fotossintéticos (PPFD) de
pelo menos 500 Mmol/m/s. Condig¢des de luminosidade adequadas
foram necessdrias para esse rastreamento devido a natureza do
inibidor de PPO usado. Os potes foram levemente enxaguados de
forma que o herbicida n3o vazasse do perfil de solo. Apds a
emergéncia da soja, os potes foram enxaguados mantendo-se as

bandejas de aluminio preenchidas com %" de &gua sob cada pote.

SOLUGAO DE HERBICIDA:

A) Misturar uma solucd3o de estoque de 0,926 g Authority® 75DF
(FMC Corp.), cuidadosamente dissolvida em 1000 ml de &gua.

B) Misturar 10 ml de SOLUCAO DE ESTOQUE em 1000 ml de &gua
para criar a solucgdo final.

C) Pulverizar 100 ml de SOLUCAO FINAL em cada pote.

GRAVAGCAO DE DADOS: 10-14 dias apds o tratamento, as plantas
estavam prontas para serem pontuadas. Todas as pontuacgdes
foram baseadas em uma comparacgdo as checagens e avaliadas como

a seguir:

9 = Equivalente, ou melhor quando comparado com a

checagem tolerante

7 = Muito pouco dano ou resposta notados.
5 = Resposta ou danos intermedidrios
3 = Dano acentuado, incluindo necrose foliar e

atordoamento
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1 = Dano severo, incluindo atordoamento severo e necrose;
equivalente ou pior quando comparado com a checagem ndo

tolerante

Das 116 1linhagens de soja rastreadas, 102 apresentaram
pelo menos alguma tolerdncia a Therbicidas Dbaseados em
sulfentrazona e 11 apresentaram alta sensitividade. Uma
referéncia relevante para este protocolo seria: Dayan et al.
(1997) 'Soybean (Glycine max) cultivar differences in response

to sulfentrazone' Weed Science 45:634-641.

Parte 2: Andlise Intergrupo

Uma andlise de "Distribuicdo de Frequéncia Intergrupo de
Alelos" foi conduzida usando o software GeneFlow™ versdo 7.0.
Uma andlise de distribuicdo de frequéncia intergrupo de alelos
prové um método para encontrar distribuic¢Bes ndo aleatdérias de

alelos entre dois grupos fenotipicos.

Durante o processamento, uma tabela de contingéncia de
frequéncias de alelos foi construida e, a partir dela, foram
calculadas a estatistica G e a probabilidade. A estatistica G
foi ajustada usando o fator de correg¢do de William. O valor de
probabilidade foi ajustado para levar em considerag¢do o fato
de que miltiplos testes estdo sendo feitos (assim, existe uma
taxa esperada de falsos positivos). A probabilidade ajustada
& proporcional & probabilidade de que as diferengas da
distribuicdo de alelos observada entre as duas classes

ocorreriam por acaso sozinhas. Quanto menor o© valor da
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probabilidade, maior a chance de que o fendétipo de tolerdncia
e o0 marcador co-segreguem. Uma discussdo mais complete da
derivacdo dos valores de probabilidade pode ser encontrada na
documentacdo do software GeneFlow™ versdo 7.0. Ver também
Sokal and Rolf (1981), Biometry: The Principles and Practices
of Statistics in Biological Research, 2nd ed., San Francisco,

W. H. Freeman and Co.

A légica é a de que marcadores com distribuigdes de
alelos significativamente diferentes entre os grupos
tolerantes e ndo tolerantes (i.e., distribuig¢des nao
aleatdérias) devem estar associados com o trago e podem ser
usados para separd-los para propdsitos selegdo assistida por
marcador de linhas de soja com tolerl@ncia ou ndo tolerédncia a
inibidores de protoporfirinogénio oxidase previamente ndo
caracterizados. A presente andlise examinou um ldcus marcador
em um momento e determinou se a distribuig¢@o de alelos no
grupo tolerante é significativamente diferente da distribuicgdo
de alelos no grupo ndo tolerante. Uma distribuicdo de alelos
significativamente diferente €& uma indicag¢8o de que o marcador
estd ligado a um lécus que é associado com tolerédncia ou né&o
tolerédncia a inibidores de protoporfirinogénio oxidase. Nesta
andlise, probabilidades n&o ajustadas menores do que um sdo
consideradas significativas (o marcador e o fendétipo
apresentam desequilibrio de ligacédo), e probabilidades
ajustadas menores do que aproximadamente 0,05 s&o consideradas
altamente significativas. Classes de alelos representadas por

menos de 5 observacdes em ambos os grupos ndo foram incluidas
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na andlise estatistica. Nesta andlise, 1043 loci marcadores

tinham observacdes suficientes para a andlise.

Esta andlise compara a pontuacdo fenotipica das plantas
com os gendtipos em varios loci. Este tipo de andlise
intergrupo nem gera nem necessita de qualquer dado de
mapeamento. Subsequentemente, dados de mapeamento (por
exemplo, um mapa genético composto de soja) sdo relevantes ja
que miltiplos marcadores significativos que também estéo
geneticamente ligados podem ser considerados como evidéncia
colaborativa de que uma dada regido cromossbmica esta

associada com o traco de interesse.

Resultados

A tabela 1, abaixo, prové uma listagem dos marcadores de
soja que demonstraram desequilibrio de ligag¢do com o fendtipo
de inibidor de tolerdncia a protoporfirinogénio oxidase.
Foram usados 1043 marcadores nesta andlise. Também indicados
naquela tabela estdo os cromossomos nos quais os marcadores
estdo localizados e sua posigdo aproximada no mapa relativa a
outros marcadores conhecidos, dada em cM, com a posicdo zero
sendo o priméiro (mais distal) marcador conhecido no inicio do
cromossomo. Essas posicBes no mapa ndo sdo absolutas, e
representam uma estimativa da posicédo no mapa. As
probabilidades estatisticas de que o alelo marcador e o
fendtipo de toleréncia estejam segregando independentemente
estdo refletidas nos valores de Probabilidade Ajustada. Dos

584 loci estudos em 38 linhas de soja sensiveis e 160 linhas
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de soja tolerantes, QTLs em Lg L e em Lg N foram altamente

significativos, como mostrado na tabela abaixo.

Tabela 1: Resultados da Andlise Intergrupos para os marcadores

LgL e LgN

Lécus Teste | Chrom# | Posicdo |Valor |df | Probabil. Probabil.
de G (G) ajustada

S00224-1 GW L 12,03 89,87 |-1 |0 0

P10649C-3 | ASH L 3,6 86,01 |-1 (O 0

SATT523 SSR L 32,4 24,02 | -1 |0,000001 0,000592

S60167-TB | SSR N 26 62,35 {-1 |0 0

P5467A-1 ASH N 25 16,25 | -1 0,000056 0,032192

P5467A-2 ASH N 25 16,2 -1 0,000057 0,032731

A Tabela 2 abaixo apresenta a distribuig¢do de alelos entre 101
linhas tolerantes e 32/33 1linhas n&o tolerantes analisadas.
Linhas exibindo toleridncia estdo indicadas na primeira coluna
como "TOL," e linha exibindo n&do tolerédncia estdo indicadas na
primeira coluna como "NON." Chamadas de marcador para o lécus
P10649C-3 e o lécus S60167-TB ldécus estavam disponiveis para

132 e 63 das linhas respectivamente.

Tabela 2: Distribuicdo de alelos

Fendtipo alelo alelo
P10649C-3 $60167-TB
LG-L LG-N
TOL 1 1
TOL 1 1
TOL 1
TOL 1
TOL 1
TOL 1 2
TOL 1
TOL 1
TOL 1 1
TOL 1
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TOL
TOL
TOL
TOL
TOL
TOL
TOL
TOL
TOL
TOL

TOL
TOL
TOL
TOL
TOL
TOL
TOL
TOL
TOL
TOL
TOL
TOL
TOL

TOL
TOL
TOL
TOL
TOL
TOL
TOL

TOL
TOL
TOL
TOL
TOL
TOL
TOL
TOL
TOL
TOL
TOL
TOL
TOL

TOL
TOL
TOL
TOL
TOL
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TOL
TOL
TOL
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A distribuicdo nd3o aleatdéria de alelos entre os grupos de
plantas tolerantes e ndo tolerantes nos loci marcadores na
Tabela 2 é uma boa evidéncia de que um QTL influenciando
tolerdncia a inibidores de protoporfirinogénio oxidase estéd

ligado a esses loci marcadores.

Exemplo 2: Previsdo e confirmagdo de selegdo baseada por
marcador para resposta a quimicos de PPO em um grupo de linhas

de soja puiblicas diversificadas.

Dados de hapldétipos marcadores para um grupo de 17 linhas

de soja publicas diversificadas foram determinados para dois
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OTL identificados no Exemplo 1 para marcadores moleculares do
Grupamento de ligacdo L P10649C-3 (posicdo aproximada 3,6) e
S00224-1 (posicgdo aproximada 12,0). A resposta dessas linhas
ao herbicida sulfentrazona foi publicada por Hulting et al.
(Soybean (Glycine max (L.) Merr.) cultivar tolerance ¢to
sulfentrazone. 2001 Science Direct, Vol. 20(8): 679-683). A
resposta fenotipica foi relatada como um indice de redugdo de
crescimento: altura de planta e ferimentos visiveis como
expressado como uma porcentagem da plotagem de checagem de
cada cultivar. Dados para o haplétipo marcador no Grupamento
de ligacdo L e os resultados do bioensaio de herbicida estdo
apresentados na Tabela 3. 0O uso do diagnéstico molecular
P10649C-3 (QTL ligado no Grupamento de ligag¢do L, posigédo
aproximada 3,6) para este grupo de linhas de soja fenotipadas
é 92% preditivo para toleré@ncia a sulfentrazona quando o

z

ferimento é ajustado a 39% ou menor GRI e é 100% preditivo
para ndo tolerédncia a sulfentrazona gquando o ferimento &
ajustado a 40% ou maior GRI. 0O uso do marcador S00224-1
(posicdo aproximada 12,0) para este grupo de linhas de soja é
88% preditivo para tolerdncia a sulfentrazona quando o
ferimento é ajustado a 39% ou menor GRI e é 100% preditivo
para ndo tolerdncia a sulfentrazona quando o ferimento é

ajustado a 40% ou mais GRI.

Tabela 3. Hapldétipo marcador no/prdéximo QTL no Grupamento de
ligacdo L para resposta a herbicida PPO (sulfentrazona) e
medida fenotipica de resposta de cultivo, expressada em termos
de Indice de Reducdo de Crescimento, para cultivares de soja

(itens em itdlico indicam desvio do esperado)
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Grupamento de ligag¢do L
QTLs
Posicgédo 3,6 Posicdo 12,0
Cultivar |-odice de Reducio P10649C-3 $00224-1
de Crescimento *
P188788 2 1,1 3,3
Richland 4 1,1 3,3
Lincoln 5 1,1 3,3
PI180501 8 1,1 3,3
Illini 8 1,1 3,3
S100 8 1,1 3,3
Mukden 8 1,1 3,3
Arksoy 10 1,1 3,3
Capital 10 1,1 3,3
Haberlandt 10 3,3 2,2
Ralsoy 13 1,1 2,3
Dunfield 16 1,1 3,3
Peking 22 1,1 3,3
Roanoke 40 3,3 2,2
Ogden 42 3,3 2,2
Hutcheson 46 3,3 2,2
Ransom 52 3,3 2,2
Percentual de
acuracia de carga
de chamada de
alelo
o (alelo 3)
Tolerante (alelos 1) 24/26 = 92% 23/26 = 88%
~ o (alelo 2) =
Ndo tolerante (alelo 3) 8/8 = 100% 8/8 = 100%

*indice de redugdo de crescimento (altura de planta e
ferimentos visiveis expressos como uma porcentagem de
plotagem de chcagem de cada cultivar); Aplicagdo de
sulfentrazona pré-emergéncia a 0,28 kg ai/ha, de
Hulting, et al. (supra)

Dados de hapldétipos para um grupo de 15 linhas de soja
puiblicas diversificadas foram determinados para dois QTL
identificados no Exemplo 1 para o Grupamento de ligacdo N
marcador molecular S60167 (posicdo aproximada 26,0). A
resposta dessas 15 linhas para herbicida sulfentrazona foi

determinada e publicada por Hulting et al. (Soybean (Glycine
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max (L.) Merr.) cultivar tolerance to sulfentrazone. 2001
Science Direct, Vol. 20(8): 679-683). A resposta fenotipica
foi relatada como um indice de redugdo de crescimento: altura
de planta e ferimentos visiveis como expressado como uma
porcentagem da plotagem de checagem de cada cultivar. Dados
para o hapldétipo marcador no Grupamento de ligagdo N e os
resultados do bioensaio de herbicida sdo apresentados na
Tabela 4. O cultivar Ralsoy € heterozigoto para o marcador
S60167. O uso do marcador S60167 para esse grupo de linhas de
soja fenotipadas é 88% preditivo para toleréncia a
sulfentrazona quando o ferimento é ajustado a 39% ou menos GRI

e é& 100% preditivo para tolerédncia a sulfentrazona quando o

ferimento é ajustado a 40% ou maior GRI.

Tabela 4. Hapldétipo marcador no/prdéximo QTL no Grupamento de
ligacdo N para resposta a herbicida PPO (sulfentrazona) e
medida fenotipica de resposta de cultivo, expressada em termos
de Indice de Reducdo de Crescimento, para cultivares de soja

(itens em itdlico indicam desvio do esperado).

Grupamento de ligacdo
N QTL
Posicdo 26
Cultivar Indice de.redugao de S60167-TB
crescimento*
PI88788 2 1,1
Richland 4 1,1
Lincoln 5 1,1
Il1lini 8 1,1
S100 8 1,1
Mukden 8 1,1
Arksoy 10 1,1
Haberlandt 10 1,1
Ralsoy 13 1,2
Dunfield 16 1,1
CNS 20 2,2
Peking 22 1,1
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Roanoke 40 2,2
Ogden 42 2,2
Hutcheson 46 2,2
Percentual de acuracia
de carga de chamada de
alelo
Tolerante (alelo 1) 21/24 = 88%
Nao tolerante (alelo 2) 6/6 = 100%
Exemplo 3: Previsdo e confirmagdo de selegdo baseada em

marcador para resposta a quimicos PPO em um grupo de linhas de

soja comerciais

Dados de haplétipos marcadores para um grupo de 7 linhas
de soja comerciais foi determinado para dois QTL identificados
no exemplo anterior para os marcadores moleculares do
Grupamento de ligacdo L P10649C-3 (posigdo 3,6) e S00224-1
(posicdo 12,0). A reposta dessas linhas a herbicida
sulfentrazona foi determinada pelo método usado no Exemplo 1.

Além disso, a mesma escala fol usada para pontuagdo, de forma

que:

9 = Equivalente, ou melhor quando comparado com a

checagem tolerante

7 = Muito pouco dano ou resposta notados.

5 = Resposta ou danos intermedidrios

3 = Dano acentuado, incluindo necrose foliar e
atordoamento

1 = Dano severo, incluindo atordoamento severo e necrose;

equivalente ou pior quando comparado com a checagem né&o

tolerante
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Dados para o hapldétipo marcador no Grupamento de ligacdo
L o os resultados do bioensaio de herbicida sdo apresentados
na Tabela 5. O uso de um dos dois ou ambos marcadores para
esse grupo de linhas de soja fenotipadas é 100% preditivo
tanto para toler&ncia (pontuacdo de 7 ou 9) e ndo toleréncia

(pontuacdo de 1 para a checagem ndo tolerante).

Tabela 5: Previsdo e confirmagdo de selegdo baseada em
marcador em QTL para o grupamento de ligagdo L para resposta a

quimicos PPO (sulfentrazona) em um grupo de variedades de soja

comerciais.
Posicdo 3,6 Posicgdo 12,0
Pontuag¢do de
Variedade | ferimento por P10649C-3 $00224-1
sulfentrazona
93B41 9 1,1 3,3
93B82 9 1,1 3,3
9281 9 1,1 3,3
9584 9 1,1 3,3
92B52 7 1,1 3,3
92B61 7 1,1 3,3
9692 1 3,3 2,2

Exemplo 4: Previsido e confirmagdo de selegdo baseada em
marcador para resposta a quimicos PPO (sulfentrazona) em dez
linhas de wum grupo de linhas de soja fenotipadas na

Universidade de Illinois (University of Illinois)

Uma comparacdo para a previsibilidade de marcador a
reposta a PPO foi conduzida. O experimento de bioensaio de
herbicida usado estd descrito em Phytoxic Response and Yield
of Soybean (Glycine max) Varieties Treated with Sulfentrazone

ou Flumioxazin (Taylor-Lovell et al., 2001 Weed Technology



=10

15

0

25

83/85

15:96-102). Dados fenotipicos foram tomados a partir da
Tabela 2 da publicacdo para aquelas variedades para as quais
dados de marcador in-house estavam disponiveis. Pontuacgédo
fenotipica e dados de hapldétipos para um grupo de 10 linhas de
soja (1 publica 9 comerciais) nas regides cromossdmicas ao
redor do QTL para o Grupamento de ligacdo L est@o apresentados
na Tabela 6. A pontuacdo fenotipica foi determinada como
percentual de ferimentos, o que ¢é definido como taxas de
ferimentos visiveis incluindo atordoamento, clorose, e
sintomas de bronzeamento (0 = nenhum ferimento; 100 = morte
completa) com aplicacdo em campo de 448 g ai/ha. As taxas
foram obtidas 12 dias apds o tratamento. 0O uso do marcador
P10649C (QTL 1ligado no Grupamento de ligag¢do L, posigéo
aproximada 3,6, chamada de alelo 1) para esse grupo de linhas
de soja fenotipadas é 100% preditivo para tolerédncia (chamada
de alelo 1) para sulfentrazona quando os ferimentos s&o de 21%
ou menos e é 100% preditica de ndo tolerédncia (chamada de
alelo 2 ou 3) para sulfentrazona quando os ferimentos sdo 43%
ou mais. A previsibilidade do marcador S00224-1 é também 100%
acurada para toleréncia (alelo 3) e ndo tolerédncia (alelo 2)

para este grupo de material.

Tabela 6. Hapldétipo marcador no ou préximo ao QTL no
Grupamento de ligacdo L para resposta a herbicida PPO

(sulfentrazona) e medida fenotipica de ferimento de cultivo

Posicgdo 3,6 Posicgdo 12,0
Pontuagdo de
Variedade | ferimento por P10649C-3 s00224-1
sulfentrazona
P9584 5 1,1 3,3
P9671 5 1,1 3,3
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P9151 8 1,1 3,3
P9306 15 1,1 3,3
Elgin 18 1,1 3,3
P9282 19 1,1 3,3
P9352 21 1,1 3,3
P9362 43 2,2 2,2
91B01 58 3,3 2,2
P9552 61 3,3 2,2
LSD
(0,05) 8
acuracia de carga de chamada de alelo
(alelos 1 ou 2) | (alelo 3)
Tolerante 14/14 = 100% 14/14 = 100%
(alelo 3) 8/8 =| (alelo 2) = 8/8
Ndo tolerante 100% = 100%
Exemplo 5: Fotograficas de resposta de variedades de soja

(variedades de checagem tolerantes e ndo tolerantes) a
ferimentos por sulfentrazona em bioensaios no campo e em

estufa/cédmara de crescimento

Germoplasma conhecido ndo tolerante (i.e., Pioneer
variety 9692, Asgrow variedade A4715) e tolerant (i.e.,
Pioneer variedade 9584, Syngenta variedade S5960) pode exibir
severas diferencas em sintomas quando condi¢des de campo
conduzem ao dano e quando condicBes de laboratdério para
bioensaios s8o otimizadas para propdsitos de selegdo. As
figuras 5 e 6 apresentam essas diferencas em fendtipo. A
Figura 5 apresenta uma amostra de campo, com uma variedade nd&o
tolerante na esquerda (atordoada, necrdética) e variedade
tolerante na direita (crescimento normal). A Figura 6
apresenta uma amostra de estufa, com variedades de checagem
ndo tolerante (lado esquerdo) e tolerante (lado direito),

tratadas no primeiro plano, ndo tratadas no plano de fundo.
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Serd aparente aqueles especialistas na arte que ndo
pretende-se que a invencdo esteja limitada a tais avancos ou
mecanismos ilustrativos, e que modificag¢ldes podem ser feitas
sem sair do escopo ou espirito da invengdo, como definido
pelas reivindicac8es em anexo. Pretende-se que tais
modificacdes e variacbes O&bvias seja incluidas no escopo da
presente invenc¢do, como definido nas reivindica¢des em anexo.
As reivindicac¢des devem cobrir os componentes e etapas
reivindicados em qualquer sequéncia que seja efetiva para
encontrar os objetivos ai pretendidos, a menos gue o contexto

especificamente indique o contrdrio.

Todas as publicacdes aqui referidas s&@o aqui incorporadas
por referéncia para o propdsito citado na mesma extensdo como
se cada uma fosse especificamente e individualmente indicada a

ser aqui incorporada por referéncia.



1/4

REIVINDICACOES

1. Método de selecionar uma planta de soja ou germoplasma
com tolerédncia ou tolerdncia melhorada a herbicidas que inibem
a funcdo de protoporfirinogénio oxidase, caracterizado por

compreender:

a) performar um bioensaio de herbicida em uma planta de
soja ou germoplasma;

b) avaliar a toleréncia ou tolerédncia melhorada das
plantas de soja ou germoplasmas a herbicidas que inibem a
funcdo de protoporfirinogénio oxidase;

c) detectar na planta de soja ou germoplasma pelo menos

um alelo de um ldbécus marcador que é associado com a
tolerdncia ou tolerédncia melhorada a herbicidas que
inibem a funcdo de protoporfirinogénio oxidase,
através da andlise comparativa da pontuacdo fenotipica
das plantas em gque o um ou mais ldécus marcador é um
lécus marcador localizado em (i) uma distdncia de
recombinacdo genética menor ou igual a 10 cM do
marcador P10649C-3 no grupamento de ligacdo L com
sequéncias primer SEQ ID NO 5 e SEQ ID NO 6 e com
sondas SEQ ID NO 7 e SEQ ID NO 8; (ii) uma distéancia
de recombinacdo genética menor ou igual a 10 cM do
marcador S00224-1 no grupamento de ligacdo L com
sequéncias primer SEQ ID NO 10 e SEQ ID NO 11 e com
sondas SEQ ID NO 12 e SEQ ID NO 13; (1ii) uma
distdncia de recombinacdo genética menor ou igual a 1

cM do marcador SATT523 no grupamento de ligacdo L com

Petica0 870180005690, de 22/01/2018, pag. 12/20
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sequéncias primer SEQ ID NO 3 e SEQ ID NO 4; (iv) uma
distédncia de recombinacdo genética menor ou igual a 10
cM do marcador S60167-TB no grupamento de ligagdo com
sequéncias primer SEQ ID NO 1 e SEQ ID NO 2; (v) uma
distdncia de recombinacdo genética menor ou igual a 1
cM do marcador P546A-1 no grupamento de ligacdo N com
sequéncia primer SEQ ID NO 14 e com sonda SEQ ID NO
16; (vi) uma disténcia de recombinacdo genética menor
ou igual a 1 cM do marcador P5467A-2 no grupamento de
ligagdo com sequéncia primer SEQ ID NO 15 e com sonda

SEQ ID NO 17; e

d) selecionar a planta de soja ou germoplasma
compreendendo pelo menos um alelo de um ou mais lbcus
marcador, selecionando, dessa forma, uma planta de soja com
tolerdncia ou tolerdncia melhorada a herbicidas que inibem a

fungcédo de protoporfirinogénio oxidase.

2. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que o dito 1ldécus de tragco guantitativo é
localizado em um 1intervalo cromossémico definido por e
incluindo os marcadores P10649C-3 (SEQ ID 5-9) e S00224-1 (SEOQ

ID 10-13).

3. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que o herbicida é selecionado a partir do grupo
consistindo de difeniléteres, N-fenilptalamidas, oxadiazola e

triazolinonas.

Petica0 870180005690, de 22/01/2018, pag. 13/20
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4., Método de acordo com a reivindicacdo 3, caracterizado
pelo fato de que o herbicida é selecionado a partir do grupo

consistindo de sulfentrazona, carfentrazona-etil, acifluorfen,

lactofen, fomesafen, flumioxazina, flumiclorac-pentil e
oxifluorfen.
5. Método de rastrear soja para determinar a presenca ou

auséncia de um 1ldécus de trago quantitativo associado com
toleréncia a herbicidas que inibem a funcéo de

protoporfirinogénio oxidase, caracterizado por compreender:

a. rastrear a soja para um Aacido nucléico que se
associa com toleradncia a herbicidas que inibem a funcgéo
de protoporfirinogénio oxidase e que se localizam a (i)
uma disténcia de recombinagdo genética menor ou igual a
10 cM do marcador P10649C-3 no grupamento de ligacdo L
com sequéncias primer SEQ ID NO 5 e SEQ ID NO 6 e com
sondas SEQ ID NO 7 e SEQ ID NO 8; (ii) uma disténcia de
recombinacdo genética menor ou igual a 10 cM do
marcador S00224-1 no grupamento de ligacdo com
sequéncias primer SEQ ID NO 10 e SEQ ID NO 11 e com
sondas SEQ ID NO 12 e SEQ ID NO 13; (iii) uma distéancia
de recombinacdo genética menor ou igual a 1 cM do
marcador SATT523 no grupamento de ligacdo L com
sequéncias primer SEQ ID NO; 3 e SEQ ID NO 4; (iv) uma
disténcia de recombinacd&o genética menor ou igual a 10
cM do marcador S60167-TB no grupamento de ligagdo com
sequéncias primer SEQ ID NO 1 e SEQ ID NO 2; (v) uma

distédncia de recombinagdo genética menor ou igual a 10

Petica0 870180005690, de 22/01/2018, pag. 14/20
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cM do marcador P546A-1 no grupamento de ligacdo N com
sequéncia primer SEQ ID NO 14 e com sonda SEQ ID NO 16;
ou (vi) uma distédncia de recombinacdo genética menor ou
igual a 10 cM do marcador P5467A-2 no grupamento de
ligacdo com sequéncia primer SEQ ID NO 15 e com sonda

SEQ ID NO 17; e

b. determinar se a soja compreende dito &acido nucléico,
determinando, dessa maneira, a presenca ou auséncia de
um lécus de traco quantitativo associado com toleréncia
a herbicidas que inibem a funcdo de protoporfirinogénio

oxlidase.
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FIGURA 1A
Marcador Grupo Ligante | Posicao Tipo
SATT495 L 0.00 SSR.
SATT723 L 0.44 SSR
Sat 408 L 1.00 SSR
Sat 301 L 10.31 SSR
SATT446 L 11.13 SSR
P10649C-3 L 12.5 ASH
SATT232 L 12.55 SSR
SATTI182 L 13.90 SSR
SATT238 L 1941 SSR
Sat 071 L 20.04 SSR
SATT388 L 21.61 SSR
SATT497 L 26.06 SSR
SATT313 L 27.35 SSR
SATT143 L 28.16 SSR
Sat 397 L 28.26 SSR
SATT418 L 28.57 SSR
Sat 134 L 28.66 SSR.
SATT652 L 28.67 SSR
SATT711 L 28.67 SSR
Sat 187 L 28.68 SSR
Sat 195 L 28.68 SSR
Sat 388 L 28.71 SSR
SATT694 L 28.71 SSR
SATT398 L 28.90 SSR
Sat 191 L 29.19 SSR
Sat 405 L 29.40 SSR
Sat 320 L 29.74 SSR.
SATTS23 L 30.18 SSR
SATT278 L 30.34 SSR
SATT613 L 32.64 SSR.
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FIGURA 1B

Marcadores Ligados

SATT495 SATT723 Sat 408 AL69 1 EV2 | Sle3 4s
BLTO10 2 | BLT007 1 | SATT232 Sat 301 SATT446 SATT182
R176 1 JUBC090 SATT238 Sat 071 BLT039 1 | Bng071 1
SATT388 A264 1 RGA 7 RGA7 SATT523 Sat 134
LbA ig 2 A450 2 A106 1 Sat 403 SATT143
B124 2 A459 1 SATT398 SATT694 Sat 195 Sat 388
SATT652 SATT711 Sat 187 SATT418 SATT278 Sat 397
Sat 191 Sat 320 0109 1 A204 2 SATT497 G214 17
SATT313 B164 1 G214 16 SATT613 A023 1 SATT284
AW508247 | SATT462 LO50 7 F014 1 AQ71 5 B046 |
L1 B162 2
FIGURA 2A

Marcador Grupo Ligante Posicao Tipo

Sat 379 N 2.70 SSR

SCT 195 N 4.63 ASR

SATT63] N 20.31 SSR

SATTIS9 N 21.76 SSR

SATTO09 N 22.42 SSR

SATT641 N 23.32 SSR

Sat 186 N 23.91 SSR

SATTIS52 N 24.79 SSR

S60167-TB N 26.00 SSR

SATTA30 N 27.41 SSR

SATT675 N 28.92 SSR

SATTEE83 N 28.96 SSR

SATT624 N 29.55 SSR

SATT393 N 29.64 SSR

SATTI25 N 30.30 SSR

SATT485 N 30.30 SSR

SATTA84 N 30.64 SSR

Sat 166 N 31.09 SSR

Sat 084 N 31.36 SSR

Sat 275 N 33.84 SSR

Sat 208 N 35.48 SSR

Sat 280 N 36.82 SSR

SATTORO N 38.56 SSR

Sab 266 N 44.02 SSR

SATT387 N 45.03 SSR
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FIGURA 2B

Marcadores Ligados
SCT 195 Sat 379 A071 10 A071 3 A071 4
AQ71 6 AC telo Rps7 RO22 1 LOS0 12
SATTIA2 OP NO3 BLT0O04 1 SATT631 SATT159
SATTO009 SATT641 RGA6a Sat 186 AQ71 2
K418 1 Rpsl K395 2 OPAC12b SATTS30
gcdd 2 SATT683 SATT6H75 A280 | SATT624
A426 2 Sle 003 i4 2 Sat (484 SATT393
SATTSB4 SATT485 Sat 166 Sat 208 BLT049 1
Bng(95 2 OP F13 SATTI125 Sat 275 Sle2 3
Mngd56 1 RGA6b OP U09b mO128 1 Sat 280
SATTOR0 Sat 266 L1031 B162 1 peG488 2
SATT3R7 Rpg4 Sat 236 Sat 033
FIGURA 3
sz:seor Sequéncia do Primer esquerdo Sequéncia do Primer direito "Pigtail”
S560167- TTATTGAGGTGGGCAAGGTGTG CATGAACGTCTGGTGGTTGAACA GTTTCTT
TB LG-N (SEQ ID NO, 1) (SEQ ID NO: 2)
SATT523 | GCGATTTCTTCCTT GAAGAATTTTCTG | GCGCTTTTTCGGCTGTTATTTTTAACT | GTTTCTT
LG-L (SEQ 1D NO. 3) {SEQIDNO. 4)
FIGURA 4
Marcador Primers de PCR Sondas de Alelos
Nome

Sonda de Alelo 1 (SEQ ID NO. 7).

Primer Seq 1 (SEQ ID NO. 5): TCATcTgTGATAA
P10649C-3 | GAGGGCTATGTTTTCTTCTCCAGATGTGAG Sonda de Alelo 2 (SEQ ID NO. 8):
LG-L Primer Seq 2 (SEQ ID NO. 6): TCATgTeTGATAA
AAGGTCGGCTTGGTGGTTAAAGGCAG Sonda de Alelo 3 (SEQ ID NO. 9):
TCATCTCTGATAA
Primer Seq 1 (F) (SEQ ID NO. 10): Sonda de Alelo 1 (PF1) (SEQ ID NO. 12):
S500224-1 CTGGACCTACCCGGGATGAAAA CGCGACTCTCCTC
LG-L Primer Seq 2 (R) (SEQ ID NO. 11): Sonda de Alelo 2 (PV1) (SEQ ID NO. 13):
TCTTCCTCTCCCTTCCTCTCGC CGCGATCTCCTC
Primer Seq 1 (SEQ ID NO. 14): Sonda de Alelo 1 (SEQ 1D NO. 16):
P5467-1 TCCCAGGTTAGATTTTCTGAACGAAGA CACTCCTTAAGETAAT
LG-N Primer Seq 2 (SEQ ID NO. 15): Sonda de Alelo 2 (SEQ ID NO. 17):

CATCAGCACAAAAGGGCATCCTCA

CACTCCTTAAGaTAAT
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FIGURA 5

N
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FIGURA 6

Nio tolerante
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