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ESTUDO GENETICO DE POPULACOES DE SOJA COM FONTE DE
RESISTENCIA A Heterodera glycines (RACA 3) ORIUNDAS DE
TOPOCRUZAMENTOS TIPO ALIMENTO X TIPO GRAO

RESUMO - A soja [Glycine max (L.) Merrill] é uma leguminosa de ciclo anual que
apresenta distintas finalidades, dentre elas, uma crescente vertente relaciona-se ao
uso na alimentacao humana. Ha demanda de cultivares de soja com esta destinacéo
com resisténcia a patdgenos e pragas. Em especial destaca-se o nematoide de cisto
da soja (Heterodera glycines) que causa expressiva perda na produtividade. Em
virtude do exposto, utilizando topocruzamentos de soja tipo alimento x tipo gréo, o
objetivo do presente trabalho é: a. Determinar a heranca da cor do tegumento, da
cor do hilo e da expresséo do carater derramamento de hilo em populagfes Fz3; b.
Determinacédo do estudo da heranca da resisténcia ao nematoide de cisto da soja
(NCS), bem como estimativa do numero e modo de acéo dos genes envolvidos a fim
de contribuir no delineamento de cruzamentos, que envolvem 0s genitores em
estudo, com maior possibilidade de acumular genes que conferem resisténcia a raca
3 do NCS e; c. Verificar com uma abordagem quantitativa, a adequacdo das
populacbes a um modelo aditivo-dominante, assim como estimar parametros
genéticos nos cruzamentos gerados. Utilizaram-se genitores contrastantes, um
resistente ao NCS raga 3 (‘BRSMG 810C’) e dois suscetiveis, porém aptos para
utilizacédo na alimentacdo humana (‘BRSMG 790A’ e ‘BRSMG 800A’). Obtiveram-se
as geracdes Fi1, RC, RCs e F, que foram utilizadas para o estudo da heranca da
resisténcia, por meio da segregacdo do carater. As avaliacbes de nematoide foram
realizadas utilizando-se como estimador o indice de Fémeas (IF) e analisadas pelo
teste de Qui-Quadrado (x°) para testar o ajuste ao modelo proposto para a heranca.
As sementes F3 provenientes de plantas F, foram caracterizadas para elucidar a
heranca para caracteres morfologicos de interesse (cor de tegumento, cor e aspecto
de hilo). Para os caracteres morfolégicos dos graos avaliados, os resultados
observados se ajustam a proporcao esperada considerando a existéncia de quatro
genes (R/I/WI/T) controlando a expressdo da cor do tegumento e cor do hilo para
ambos os cruzamentos. Para o cruzamento ‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 800A’
gendtipos ii impediram a expressao dos genes W e T na pigmentacdo da semente.
Ocorreu variacdo na expressividade do carater hilo derramado, com heranca
monogénica e dominancia completa para o fenoétipo auséncia de derramamento de
hilo. Ha ligacdo do locus que confere derramamento do hilo com o gendtipo T_
(pubescéncia marrom). O processo de hibridacdo foi eficiente na geracdo de
variabilidade. Quanto a avaliacdo nematoldgica, as plantas F, apresentaram dois
padrdes de segregacdo aceitos (resistente: suscetivel): 1:15 (dois genes recessivos
complementares) e 3:61 (um gene dominante e dois recessivos complementares). A
heranca foi confirmada utilizando-se as plantas do RC,;, que segregaram na
proporcao de 1.7, padrdo esperado para heranca condicionada por trés genes. A
hipétese de segregacdo 1:3 (dois genes) foi rejeitada em RC,. A falta de um dos
genes recessivos proporcionou resisténcia moderada ao NCS raca 3 aceitando-se a
hipétese de moderadamente resistente: suscetivel na propor¢do de 3:13 (um gene
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dominante e um gene recessivo). Assim, nestes cruzamentos, a resisténcia
moderada ao NCS raga 3 é condicionada por dois genes epistaticos (um dominante
€ um recessivo) e 0 acumulo de um terceiro gene recessivo confere resisténcia
completa em relagdo ao fitonematoide em estudo. Os resultados evidenciam que
ambos 0s cruzamentos apresentam acentuada variabilidade genética em F,. O
modelo aditivo-dominante foi suficiente para explicar o carater, sendo o efeito
genético aditivo o mais importante. A resisténcia ao NCS raca 3 teve grande
influéncia ambiental. De acordo com os resultados obtidos, existe evidéncia de
ganho com selecdo em processo seletivo. A herdabilidade no sentido restrito de
baixa magnitude indica provavel ponderacdo na pressdo de selecdo, fato que
prioriza a realizagdo de selecdo em fase avancada dos programas de
melhoramento, como no teste de progénies, para a obtenc&o de cultivares especiais
para a alimentacdo humana e homozigota para resisténcia a este fitonematoide.
PALAVRAS-CHAVE: estudo da heranca, nematoide de cisto da soja, parametros
genéticos, pigmentacao, soja alimento
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GENETIC STUDY OF SOYBEAN CROSSINGS WITH SOURCE OF RESISTANCE
OF Heterodera glycines (RACE 3) IN FEED TYPE x GRAIN TYPE
TOPOCROSSES

ABSTRACT - Soybean [Glycine max (L.) Merrill] is an annual leguminous that has
distinct purposes, among them, a growing amount is related to the human feed.
There is a demand of cultivars aiming this destination, which are resistant to
pathogens and plagues. A special plague is highlighted, the soybean nematode of
cyst (Heterodera glycines) (NCS). It causes expressive loss of productivity. Facing
this, using soybean topcrosses feed-like x grain-like this work aims: a. determine the
tegument color, hilum color, and hilum spread character heritance in F, populations;
b. determine the NCS resistance heritage, as well the involved genes number and
action mode estimative in order to contribute in the crosses design, which involve the
parents studied, with a higher possibility of accumulation of genes which provide
resistance to the NCS race 3; and c. Verify in a quantitative approach the adequacy
population in an additive-dominant model, as well estimate the genetic parameter
into the crossings. We used contrasting parents, being resistant to the race 3
(‘BRSMG 810C’) and two susceptible, however suitable to the human feed (‘BRSMG
790A’ and ‘BRSMG 800A’). Thus, the generations F1, RC;, RCs, and F, were created.
They were used to study heritage resistance through the character segregation. The
nematode evaluations were done using as estimator the Female Index (IF) and they
were analyzed by the chi-square test (x°) to test the adjustment to the suggested
model to the heritage. The F3; seeds from the F, plants were characterized to
elucidate the heritage to interest morphologic traits (seed coat color, hilum color and
hilum aspect). For the morphological character of grain, the results observed of
descendent were adjusted to the expected proportion, considering that there were
four genes (R/I/WIT) controlling the expression coat and hilum color to both
crossings. At crossing ‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 800A’, the allele ii genetic owners
hindered the expression of genes W and T at seed pigmentation. There was variation
in the expression of spread hilum character, presenting monogenic heritance and full
dominance to the characteristic. There are locus binding that gives outpouring of
spread hilum with T locus (brown pubescence). The hybridization process was
efficient to obtain genetic variability. Regarding to the nematologic evaluation, F;
plants presented two segregation patterns accepted: (resistant:susceptible) 1:15 (two
complementary recessive genes) and 3:61 (one dominant gene and two
complementary recessive genes). The heritability was confirmed using the BC,
plants, which segregated at 1:7 proportion. Such proportion is expected in heritance
conditioned to three genes. The 1:3 segregation hypothesis (two genes) was rejected
in BC,. The lack of one of recessive gene provided moderate resistance to NCS race
3, accepting the hypothesis of moderately resistant. susceptible at 3:13 proportion
(one dominant and one recessive). Thus, in these crossings, the moderate resistance
to NCS race 3 is conditioned by two epistatic genes (one dominant and one
recessive) and the accumulation of a third recessive gene provides full resistance to
the phytonematodes evaluated in this article. The results highlight that both crossings
have high genetic variability in the F,. The additive-dominant model was enough to
explain the character, where the most important genetic effect was the additive. The
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NCS race 3 resistance had a great environmental influence. According to the
obtained results, there is an evidence of gain with selection in the selective process.
The heritability in the narrow sense of low magnitude indicates a probable weighting
in the selection pressure. This fact prioritizes the selection conduction in a more
advanced phase of breeding program, like in the progenies test, to obtain special
cultivars to feed humans, and in the homozygote to resist to this phytonematode.
KEYWORDS: heritance study, soybean cyst nematode, genetic parameters,
pigmentation, soybean human consumption.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

A soja é uma leguminosa anual, pertencente a classe Dicotyledoneae, familia
Fabaceae, género Glycine e a espécie Glycine max (L.) Merrill. Possui numero
cromossOmico 2n=40. E uma planta de origem oriental, milenar, consumida em larga
escala nos paises asiaticos (PAIVA; ALVES; HELENO, 2006), sendo uma
commodity de grande interesse mundial devido a gama de utilizagdo de seus
produtos na alimentagdo humana e animal, e ao seu valor econémico nos mercados
nacional e internacional.

O Brasil foi 0 segundo maior produtor mundial de soja, com uma producédo de
94,50 milhdes de toneladas no ano agricola 2014/2015, e os Estados Unidos foi o
maior produtor, produzindo 108,01 milhdes de toneladas nesta safra (SEAPA, 2015).

O consumo de soja e sua relacdo com a saude humana tém sido amplamente
investigados pelas caracteristicas nutricionais desse alimento, quer pelo elevado
teor de proteina com adequada qualidade nutricional, elevado conteido de minerais
e fibras, ou ainda, pela quantidade reduzida de gordura saturada e a auséncia de
colesterol (SILVA et al., 2006).

Existe uma associacdo do consumo de graos de soja e seus subprodutos com
a reducdo do risco de diversas doencas, tais como cancer de esbfago, pulmao,
préstata, mama e colon/reto, doencas cardiovasculares, osteoporose, diabetes e
sintomas da menopausa devido a isoflavona presentes nos graos de soja (FELIX;
CANNIATTI-BRAZACA, 2008; GIORDANO et al., 2015).

As cultivares de soja para consumo humano devem apresentar propriedades
guimicas, fisicas e sensoriais especiais. Dentro desta constituicdo quimica, ha
destaque para adequada fracdo de proteinas, acidos graxos (acidos oléico, linoléico
e linolénico) e teor de acucar, bem como auséncia da enzima lipoxigenase. O tempo
de cozimento é uma caracteristica tecnolégica imprescindivel para a aceitabilidade
pelo consumidor final, sendo importante a avaliacdo em fases avancadas nos
programas de melhoramento. Os grdos devem ser uniformes, o tegumento e o hilo

devem ser da mesma coloracdo, devem apresentar auséncia de derramamento do



hilo, o tegumento ndo pode apresentar imperfeicbes como rachaduras, manchas
causadas por doencas ou pragas, danos mecanicos, ou ainda tamanho muito
diferente ao dos graos de feijdo apds o cozimento, caracteristicas utilizadas como
parametros de aceitagdo pelos consumidores (JUHASZ et al., 2014). Todas essas
caracteristicas podem ser modificadas por meio do melhoramento genético, a fim de
obter gendtipos de soja adequados para consumo humano (SILVA; CARRAO-
PANIZZI; PRUDENCIO, 2009).

O uso da soja como alimento é tradicional nos paises orientais como China,
Japdo, Coréia e Taiwan e, preferencialmente, devem apresentar maior teor e melhor
qualidade de proteina, menor teor e melhor qualidade de 6leo, sabor adocicado, alto
teor de carboidratos, auséncia ou menor quantidade de odores desagradaveis,
auséncia ou reduzido teor de fatores antinutricionais (OLIVEIRA; SEDIYAMA;
SEDIYAMA, 2015). No Brasil, aos poucos, a soja tem sido introduzida na dieta,
principalmente na forma de sucos preparados a partir do extrato de soja.

Na producao de gréos de soja tipo alimento, a qualidade dos graos deve ser
superior quando em comparacao com 0s graos produzidos para a industria, uma vez
gue o consumidor final avalia o produto pela sua aparéncia e sabor. Para atender
estas exigéncias, os tratos culturais devem ser mais rigorosos, evitando-se o
aparecimento de pragas e doencas, que danificam a qualidade dos graos. Porém,
mesmo com os tratos culturais adequados alguns problemas fitossanitarios podem
ocorrer. Com a expansao de areas agricolas no Brasil, o desafio é ainda maior. As
doencas mais comuns na cultura da soja sdo causadas por fungos, bactérias, virus e
nematoides.

Mais de 100 espécies de nematoides, envolvendo cerca de 50 géneros, estao
associadas ao cultivo da soja em todo o mundo. Entretanto, no Brasil, 0s nematoides
mais prejudiciais a cultura tém sido os formadores de galhas (Meloidogyne spp.), 0
de cisto (Heterodera glycines Ichinohe), o das lesdes radiculares (Pratylenchus
brachyurus Filipjev) e o reniforme (Rotylenchulus reniformis Linford e Oliveira) (DIAS
et al., 2010). A estratégia mais eficaz e econbmica de controle de nematoides em

soja continua sendo o uso de cultivares resistentes.
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Um dos nematoides de maior importancia na cultura da soja é o Heterodera
glycines, devido a formacgdo de estruturas de resisténcia (cistos), dificuldades de
manejo e sua facil disseminacao nas areas cultivadas de soja.

Esse fitopatégeno parasita o sistema radicular, diminuindo a absorcdo de
nutrientes e consequentemente reduzindo a produtividade da cultura (SANTOS,
2015), além de diminuir o nimero de nddulos de fixacdo biolégica de nitrogénio
(RIGGS; SCHMITT, 1987).

No Brasil Central, em condicbes de populacbes muito elevadas,
especialmente se associadas com excesso de calagem, as perdas devidas ao
nematoide de cisto da soja podem chegar a atingir 100% (DIAS et al., 2007).

O nematoide do cisto da soja (H. glycines) foi relatado pela primeira vez no
Brasil em 1992, em seis municipios de quatro estados, e atualmente esta
disseminado nas principais regides produtoras de soja do Pais; onde foram
identificadas 11 racas 1, 2, 3, 4, 4%, 5, 6, 9, 10, 14, 14"(EMBRAPA, 2010). No
entanto, a raca 3 € a mais presente nas areas de cultivo, sendo, portanto a de maior
importancia econémica (ABDELNOOR et al., 2001).

Embora gendtipos com estas peculiaridades ndo sejam adaptados as
condi¢cbes edafoclimaticas brasileiras ja ha registro da cultivar de soja “Soybean
Norin 122", desenvolvida no Japao, que agrega resisténcia ao nematoide de cisto da
soja (NCS) raca 3, ao virus do mosaico comum da soja (VMCS) e apresenta ainda
caracteristicas de grados proprias para o consumo humano (hilo e tegumento
amarelos). Esta cultivar apresenta-se descrita como apta ao uso industrial de tofu e
possui teor elevado de isoflavona (SHIMADA et al., 2004).

Diante deste fato, e da necessidade de desenvolvimento de gendtipos com
adaptabilidade e estabilidade as condi¢cdes de cultivo no Brasil, é importante estudar
gendtipos de soja tipo alimento, bem como a heranca de descritores morfologicos
associados a este grupo especial de soja, a heranca da resisténcia ao nematoide de
cisto da soja raca 3, assim como o0s parametros genéticos associados a heranca do
hospedeiro a resisténcia, visando o direcionamento de estratégias de melhoramento

genético para esta cultura.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Soja tipo alimento

2.1.1 Origem

A utilizagdo da soja na forma de alimento se relaciona com a propria origem
do povo chinés, cuja existéncia € mencionada ha mais de 5000 anos (MIYASAKA,
1958) sendo posteriormente sua area expandida para paises como india, Ceildo e
Malésia no século XVII.

Em trabalho de revisdo feito por Morse (1950) sobre a histéria da soja, é
relatado que a primeira escrita sobre a planta esta contida no livro Pen Ts’ao Kong
Um, descrevendo a soja da China pelo Imperador Sheng-Nung em 2838 a.C.,
embora Dong et al. (2004) relatem uso precedente.

A introducédo da soja no Brasil, mais especificamente para consumo humano,
ocorreu em 1908, com a vinda dos imigrantes japoneses para Sao Paulo quando
ocorreu importacdo de novas cultivares (OLIVEIRA; SEDIYAMA; SEDIYAMA, 2015).

Os produtos orientais tradicionais, como extrato, tofu, miso, kinako, moyashi e
natto sao principalmente comercializados em casas especializadas. Em
supermercados, os produtos de maior presenca sao as farinhas e proteinas vegetais
texturizadas, concentradas e isoladas empregadas como substitutos de proteina de
origem animal, bebidas fermentadas e, recentemente, bebidas a base de extrato de
soja, contendo ou ndo chocolate ou suco de frutas (CASAS-LEAL, 2015).

A farinha integral, farinha desengordurada e proteina texturizada (carne de
soja) fazem parte de alguns alimentos como embutidos, hamburgueres, paes, bolos,
biscoitos, chocolates e doces (DESTRO, 1991).

As perspectivas para 0 mercado interno sdo promissoras e, tendo em vista o
grande crescimento do segmento nos paises desenvolvidos, pode-se prever que
ingredientes ou produtos funcionais contendo soja ou seus derivados tém grande
potencial exportador (CASAS-LEAL, 2015).



2.1.2 Classificacao

A soja pode ser classificada em dois grupos principais: tipo gréao e tipo
alimento (VELLO, 1992). A soja tipo gréo apresenta sementes com massa entre 10 e
19 gramas por 100 sementes, cuja finalidade principal é a producéo de 6leo e farelo,
tanto pelas inddstrias nacionais como internacionais. Quanto a soja alimento podem
ser representadas por duas classes: as de sementes pequenas com massa menor
do que 10 gramas por 100 sementes, destinadas ao consumo em forma de brotos e
de fermentado (“natto”), e as de sementes grandes, com massa igual ou maior que
20 gramas por 100 sementes. As sementes grandes de soja alimento podem ser
utilizadas na forma de vagens imaturas, como soja hortalica, com 0s graos
adocicados. As de tegumento amarelo sdo conhecidas como “vegetable soybean” ou
‘edamame” e as de tegumento preto, como “kuromame”. Na forma de graos
maduros, a soja com tegumento de coloracdo clara pode ser consumida como
salada, queijo (“tofu”) e leite (“extrato”).

As cultivares para alimentacdo humana apresentam grande diversidade
genética quanto a cor do tegumento das sementes (amarelo, verde, preto e
marrom). Nesse tipo de soja, sdo levados em consideragdo o sabor caracteristico, 0
rendimento, a consisténcia e a aparéncia do produto a ser desenvolvido, como do
tofu e de outros derivados (VELLO, 1992).

Outras classificacbes podem ser encontradas quanto a finalidade e
peculiaridade de consumo (YOKOMIZO, 1999).

2.1.3 Uso na dieta humana

Houve aumento significativo no consumo direto de alimentos de soja no
Brasil, devido a oferta de centenas de produtos alimenticios industrializados, onde a
soja ndo é apenas um ingrediente funcional tecnolégico, mas é o ingrediente
principal da formulacdo desses alimentos. Resultados sobre os beneficios da soja
para a saude humana também impulsionaram esse mercado a partir do final dos
anos 90. A disponibilidade de produtos a base de soja com qualidade tem

aumentado muito nos ultimos cinco anos e com um crescimento significativo do



6

mercado brasileiro para vendas de produtos a base de soja. Tecnologias que
conferem melhor qualidade aos produtos sdo responsaveis por este aumento na
demanda (MANDARINO; CARRAO-PANIZZI, 2015).

O sabor da soja tem sido um dos fatores limitantes para 0 seu consumo
natural ou industrializado, principalmente pelos povos ocidentais. O uso de soja na
alimentacdo humana, no Brasil, teve inicio por volta de 1908, com a chegada dos
primeiros imigrantes japoneses a Sao Paulo (SEDIYAMA; TEIXEIRA; REIS, 2013).

A soja e seus derivados possuem sabor caracteristico, denominado de “feijao
verde”, “cru”, “verde”, sabor amargo e adstringente, sendo proveniente da interagao
de diversos componentes quimicos dos graos (TSUTSUMI, 2000). Uma das
principais causas deste sabor é a acdo das enzimas lipoxigenase no efeito oxidativo
dos lipidios, além da acéo catalitica exercida pelas enzimas lipoxigenases sobre os
acidos graxos poli-insaturados, acido linolénico e linoleico dos gréos de soja, por ser
um dos responsaveis pelo aparecimento dos compostos carboxilicos, os quais
causam o sabor desagradavel (OLIVEIRA; SEDIYAMA; SEDIYAMA, 2015; UTUMI et
al., 1998; LANZA, 1995).

A enzima lipoxigenase pode ser inativada por processamento térmico, ou
ainda pela auséncia destas em cultivares triplo nulas, que ocorre na presenca dos
alelos recessivos. Esta caracteristica € governada por trés genes (L-1, L-2 e L-3)
gue controlam trés enzimas (Lox1, Lox2 e Lox3) (KITAMURA, 1995), sendo que o
loco 3 é independente dos locus 1 e 2.

No entanto, nem todas as cultivares para alimentacdo humana séo triplo nulas
para a lipoxigenase, mas na sua composicdo ha diferencas que a tornam mais
saborosas, comprovadas em analises sensoriais, devido ao maior teor de
carboidrato, como ocorre com as cultivares ‘BRSMG 790A’ (tegumento e hilo
amarelo) e a ‘BRSMG 800A’ (tegumento e hilo marrom), desenvolvidas pela
Embrapa/Epamig/Fundacéo Triangulo (CHIARELLO, 2002).

A ‘BRSMG 790A’ é uma cultivar de soja convencional com caracteristicas
organolépticas, nutricionais e industriais favoraveis ao consumo humano e a
indastria de alimentos. Possui grédos graudos, tegumento e hilo amarelos, e altas
taxas de carboidratos que conferem sabor suave, apesar de ndo ser livre de
lipoxigenase (JUHASZ et al., 2014). A cultivar convencional ‘BRSMG 800A’ é a
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primeira cultivar brasileira de soja de tegumento e hilo marrom. ApGs cozimento
apresenta caracteristicas fisicas que se assemelham bastante com o feijdo do tipo
carioca, promovendo melhor aceitabilidade do grédo de soja para consumo humano
(JUHASZ et al., 2014).

J& existem cultivares de soja desenvolvidas geneticamente com auséncia da
enzima lipoxigenase como as langcadas pela Universidade Federal de Vigosa (UFV):
UFVTNK-106, UFVTN-102, UFVTN-103, UFVTN-1-4, UFVTN-105 e UFVTN-106,
gue sdo altamente produtivas e adaptadas as condicbes do Cerrado do Brasil
Central (SEDIYAMA et al., 2003).

Ha relatos que a soja triplo nula (auséncia de lipoxigenase) agregue qualidade
funcional e nutricional, principalmente em relagdo a degradacdo da vitamina E,
vitamina C e luteina (NISHIDA; SUDA, 1998).

Desta forma, a soja possui diversas utilidades na dieta humana, podendo os
graos serem preparados pela dona de casa ou restaurantes, ou pelo uso dos
produtos industrializados a base de soja. Independente da demanda, os programas
de melhoramento devem dar especial atencdo as exigéncias do mercado
consumidor e fazer linhas diferenciadas de pesquisa para atender tais objetivos, pois

a qualidade do gréo interfere significativamente no produto final.

2.1.4 Composicao Nutricional

O uso da soja na alimentacdo humana €é favorecida pela sua composicéo
nutricional, destacando-a também como alimento funcional, principalmente pelo seu
elevado teor proteico (aproximadamente 40%), seguido de carboidratos, lipideos,
fibras e cinzas, além de minerais (célcio, magnésio, manganés, fésforo, ferro, sodio,
potassio, cobre e zinco) e as vitaminas (Tiamina, Riboflavina, Piridoxina e C).

Estes teores variam em funcdo dos efeitos ambientais, genéticos e suas
interacdes. Alteracdes de estimativas de composicdo quimica também ocorrem
conforme o produto final & base de soja obtido (TACO, 2011). O melhoramento
genético de plantas pode apresentar como objetivo a elevacdo desses compostos

guimicos em detrimento de outros, conforme a sua finalidade.
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Quanto ao teor de proteina e 6leo em cultivares, ha relatos de teores de
proteina variando de 35 a 50% (ALVES et al., 2011; MORAES et al., 2006a;
KRISHNAN, 2005; BONATO et al., 2000), enquanto apresenta valores aproximados
de 6leo em torno de 20% (VIEIRA; CABRAL; PAULA, 1999).

Estes teores s&o negativamente correlacionados (VIEIRA; CABRAL;
PAULA,1999; BONATO et al., 2000; MORAES et al., 2006a) e h& evidéncia de
interacdo gendtipo x ambiente para teores de 6leo (ROCHA et al., 2002).

A biodisponibilidade proteica esta associada aos aminoacidos essenciais. A
soja apresenta teores limitantes de aminoacidos sulfurados (metionina e cistina), o
gue é uma desvantagem quando comparado a proteina de origem animal. Este
entrave pode ser revertido com uso de mutagénese (KRISHNAN, 2005).

O oleo de soja contém aproximadamente, na sua composi¢cao, acidos graxos
saturados, monoinsaturado e poli-insaturados. Acidos graxos saturados: 11% de
acido palmitico e 4% de acido estearico; monoinsaturado: 25% de acido oleico; e
poli-insaturados: 52% de é&cido linoleico e cerca de 8% de acido linolénico (FEHR,
2007).

Para melhorar a qualidade do 6leo de soja € necessario aumentar sua
estabilidade oxidativa, pelo aumento do teor de acido oleico e reducao dos teores
dos acidos linolénico e linoleico, o que ja vem sendo desenvolvido por programas de
melhoramento (RAY; SHIPE; BRIDGES, 2008).

A identificacdo de QTL’s associados ao conteudo de acido oleico pode
favorecer a selecdo assistida por marcadores moleculares no melhoramento de
plantas, para o aumento do teor deste componente do 6leo de soja nas cultivares
geradas para alimentacdo humana (MATTA, 2012).

No Brasil a Resolu¢cdo RDC n° 360, de 23 de dezembro de 2003 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — (BRASIL, 2003), determinou a
obrigatoriedade de incluir na rotulagem de alimentos o teor de gordura total (GT) ou
lipidios, acidos graxos saturados (AGS) e trans (AGT), e nos Estados Unidos o U.S.
Food and Drug Administration fez a mesma exigéncia. Estas exigéncias em
rotulagem estdo relacionadas a importante relacdo entre a ingestdo excessiva de

acidos graxos saturados e trans na dieta, e 0 aumento do risco de doencas
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cardiovasculares, como estratégia de prevencdo das doencgas crbnicas (AUED-
PIMENTEL; ZENEBO, 2009).

Em relacdo aos carboidratos, sabe-se que a soja é constituida de acgUcares
como glicose, frutose, sacarose e oligossacarideos, como a rafinose e estaquiose.
Altos teores de sacarose sdo desejaveis em gendtipos de soja destinados para a
alimentacdo humana, por melhorar caracteristicas de sabor e aroma de seus
subprodutos, sendo uma caracteristica que pode ser incluida nos programas de
melhoramento (TEIXEIRA, 2008).

2.1.5 Usos da soja como alimento funcional

As plantas, entre outros organismos, produzem ampla variedade de
compostos que sao oriundos dos metabolitos primarios, denominados metabdlitos
secundarios. Dentre os metabolitos secundarios encontram-se os flavonoides, os
acidos fendlicos, as saponinas, os glicosinolatos, as furanocumarinas e o0s
compostos cianogénicos (SIMOES et al., 2004). As isoflavonas sdo as formas mais
comuns desses metabodlitos, sendo predominantemente encontradas em
leguminosas, especialmente na soja.

Varios estudos tém demonstrado os efeitos positivos do consumo de
alimentos derivados da soja por possuirem na sua constituicdo as isoflavonas, que
possuem também atividades fitoestrogénicas. Entre os beneficios estdo a reducao
do risco de doencas cardiovasculares devido ao aumento dos niveis de HDL (“bom”
colesterol), prevencdo de cancer de mama, colon e préstata (MORAIS; SILVA,
1996), reducdo dos sintomas da menopausa (como calores ou “hot flashes” e
irritabilidade) e osteoporose (auxiliam na deposicdo de célcio na matriz 0ssea,
inibem a reabsor¢céo 6ssea e promovem um balanco de calcio adequado, prevenindo
a perda 6ssea) (KIM et al., 2012).

Pode ser também utilizada no tratamento de obesidade, empregando-se
isolados de soja em dietas hipocal6ricas e na hipertensao arterial por apresentar teor
relativamente baixo de sodio, em alguns produtos derivados (OLIVEIRA;
SEDIYAMA; SEDIYAMA, 2015).
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Chiarello (2002) compila outros efeitos benéficos na salde humana que sao
associados com 0s componentes da soja:

a) Proteina: contribuem para a diminuicdo do nivel de colesterol e

auxiliam na diminuicdo da secrec¢édo urinaria de célcio, provavelmente devido

ao menor conteudo de aminoacidos sulfurados;

b) Fibras: as fibras solliveis auxiliam na diminuicdo do colesterol e das

concentracBes de acucar no sangue, facilitando no controle do diabetes tipo

Il. As fibras insolUveis auxiliam as funcdes gastrointestinais, atuando na

prevencdo ao aparecimento do cancer de célon. As fibras dietéticas oferecem

beneficios adicionais em regimes com dietas hipoenergéticas, pois promovem

a sensacao de saciedade;

c) Acido fitico: auxilia na reducdo do risco de cancer de colon e,

provavelmente, mama, e na prevencdo de doencas cardiovasculares (efeito

hipocolesterolémico e antioxidante) e no controle da diabetes;

d) Saponinas: sdo imunoestimulantes, possuem acao antioxidante e causam

inibicao da reacao do HIV “in vitro”;

e) Inibidor Bowman-Birk: pode prevenir certos tipos de cancer (eséfago, oral);

f) Oligossacarideos: promovem o crescimento das bifidobactérias, que

contribuem para a saude do célon, aumento da longevidade e diminui¢cdo do

risco de cancer de colon;

g) Tocoferol (vitamina E): antioxidante com efeitos na prevencao e tratamento

de doencas cardiacas, cancer e envelhecimento;

h) Esterois e estendis: diminuem os niveis de LDL (“mau” colesterol) sem

diminuir os de HDL (“bom” colesterol).

2.1.6 Compostos antinutricionais da soja

As leguminosas apresentam, em sua maioria, além da sua por¢ao nutricional,
outra porcao considerada antinutricional, e quando consumidas principalmente cruas
ou inadequadamente processadas, podem provocar efeitos fisiol6gicos adversos ao

homem ou reduzir a biodisponibilidade de determinados nutrientes (RACKIS, 1974).
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Essas substancias compreendem os termolabeis (sensiveis ao calor) como
inibidores de tripsina, hemaglutininas, antivitaminas e fitatos e os termorresistentes
como isoflavonas, saponinas, fatores de flatuléncia (oligossacarideos rafinose,
estaquiose e verbascose), lisinoalanina, alergénicos e fitatos (CARDOSO et al.,
2007; LIENER, 1994). O inibidor de tripsina Kunitz (KTI) e o inibidor Bowman-Birk
(BBI) sdo os mais conhecidos por afetarem a digestibilidade das proteinas da soja
(BRUNE et al., 2010; KRISHNAN, 2001; JOFUKU; SCHIPPER; GOLDBERG, 1989;
WOLF; COWAN, 1975).

Os fatores antinutricionais encontrados na soja, lectina e inibidor de tripsina
Kunitz, sdo geralmente inativados por tratamento térmico. No entanto, a atividade
residual destes fatores pode ser encontrada em varios tipos de produtos derivados
da soja. O tratamento térmico nao elimina completamente esses fatores, e, além
disso, pode diminuir consideravelmente a solubilidade proteica. A eliminagao
genética destes fatores antinutricionais pode ser uma alternativa ao tratamento
térmico (MORAES et al., 2006b).

Para obtencédo de sementes com atividade reduzida do inibidor é necessaria a
presenca dos alelos mutantes recessivos kti-kti que por meio da alteracdo do
processo de traducdo, confere 50% de reducdo em sua atividade inibidora
(JOFUKU; SCHIPPER; GOLDBERG, 1989).

Com finalidade de reduzir custos no processamento de soja e diminuir 0s
fatores antinutricionais, foram desenvolvidas cultivares de soja com baixas
atividades de inibidor de tripsina e auséncia do inibidor Kunitz (KTI). Tem-se também
investigado cultivares com auséncia do inibidor de Bowman-Birk e também cultivares
livres desses dois inibidores de tripsina (MIURA et al., 2001).

Sendo assim, no melhoramento da soja para alimentacdo humana, além das
caracteristicas agrondémicas, outros aspectos devem ser considerados, como a
reducdo do sabor desagradavel, a aparéncia do grao (a cor, o tamanho e o aspecto
global), a melhoria da composic¢ao nutricional do gréo (elevar o teor de proteina e de
isoflavonas, adequar os teores de acidos graxos e aguUcares), caracteristicas fisicas
apOs o cozimento e aspectos relacionados aos componentes antinutricionais devem

ser enfatizados. Essas caracteristicas podem ser modificadas por meio do
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melhoramento genético, a fim de se obter cultivares de soja especiais para 0

consumo humano.

2.1.7 Programas de melhoramento

A crescente demanda por cultivares de soja destinada a alimentacdo humana
€ suprida principalmente em instituicbes publicas, embora existam nichos
especificos que sao supridos por empresas privadas. Juhasz, Ciaboti e Teixeira
(2015) compilaram alguns exemplos das principais instituicbes e alguns materiais

com diferentes finalidades de utilizacdo (Tabela 1).
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Tabela 1. Cultivares desenvolvidas por programas de melhoramento com
caracteristicas especiais a alimentagdo humana.

Instituicdo Cultivar Caracteristicas

UFVTN 101/ UFVTN 102 /
UFVTN 103/ Triplo Nulo.

. . UFVTN 104 / UFVTN 105
Universidade

UFV TNC 105 Triplo Nulo e baixo contetdo de acido linolénico.
Federal . .
UFVTNKL 105 Triplo Nulo, sem KTI e lectina.
de Vicosa (UFV) 1y 105ap Triplo Nulo, alto teor de proteina.
UFVTNK 106 Triplo nulo e sem KTI.
UFVTNKC 106 Triplo nulo, sem KTI e baixo teor de &cido linolénico.
Coodetec e UFV CD 223 AP Alto teor de proteina.
NT 1475 EX Tegumento preto.
Gréos miudos (peso de 100 grdos < 11,5g). Préprio para producao
NT 1482 NA ) (p g g). Proprio para produg
e natto.
Naturalle? _
NT12 Proprio para mercado de tofu. Teor de proteina >44%.
NT4 e NT2 Tegumento e hilo amarelos. Préprio para produgéo de miso.
NT 1478 SP Destinado para bebidas e misé.
) BRSMG 800A Tegumento e hilo marrom.
Embrapa/Epamig/ )
o BRSMG 790A Tegumento e hilo amarelo.
Fundacgao Triangulo
BRSMG 715A Tegumento e hilo preto.
BRS 267 Gréos grandes, hilo amarelo e sabor superior.
BRS 213 Triplo nulo.
BRS 216 Gréos pequenos.
Embrapa
BRS 232 Alto teor de isoflavona e baixo teor de tripsina.
BRS 284 e BRS 133 Alto teor de isoflavona.
BRS 267 Graos graudos. Hilo amarelo. Préprio para edamame.

Dados cedidos por Naturalle ®

2.1.8 Heranca dos descritores morfoldégicos de sementes de soja

Sao descritos seis genes principais que interagem entre si e condicionam a
expressdo da cor de hilo e tegumento em sementes de soja, como apresentado na
Tabela 2.

*JUHASZ, A. C. P.; CIABOTI, S.; TEIXEIRA, L.C.A.A. (Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas
Gerais — EPAMIG Oeste). Comunicacdo Pessoal, 2015.
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Tabela 2. Principais genes envolvidos com os descritores morfoldégicos de sementes
de soja: cor de tegumento e cor de hilo.

Gene Descricéao

G Alelo G é dominante e confere fenétipo verde. O alelo g confere pigmento
amarelo.
R Pigmentacéo preta (R_) € dominante sobre o pigmento de cor marrom (rr), além

da possibilidade de sementes com presenca de estrias pretas sobre pigmentos

marrom (™).

I Série alélical>i“>i>i: inibicdo da pigmentacdo total de antocianinas e
proantocianidinas, na semente (l); pigmentacdo do hilo e em parte do tegumento
em que a pigmentacdo se estende além dos limites do hilo (i¥); pigmentacao
restrita ao hilo (i') e; ndo inibicéo da pigmentacdo da semente (i). Excecéo para os
gendtipos | em genétipos R T_ e R ttW_ em que os hilos apresentam

pigmentagéo cinza.

T Controla a cor da pubescéncia (T — pubescéncia marrom escura; t'— pubescéncia
marrom clara e; t — pubescéncia cinza) e modifica os efeitos da série alélica R.
Gendtipos R_T_ apresentam sementes pretas, rrT_ apresentam sementes

marrons e rrtt podem apresentar fenétipo marrom—claro.

w Controla a cor da flor (flor roxa (W_) e flor branca (ww)) e modificam os efeitos da
série alélica R. Na presenca de ttww; 0s genoétipos R_ apresentam cor marrom-
claro; e na presenca de ttW_, os gendétipos R_ apresentam cor preto imperfeito.

0] Modifica a cor do tegumento marrom em marrom-avermelhado quando em duplo
recessivo (rr'T_oo) e presenca de sementes com tegumento marrom avermelhado

com estrias pretas (" _T_o00).

Fonte: Vernetti e Vernetti Junior (2009)

2.2 Nematoide de cisto da soja

2.2.1 Biologia, ocorréncia e disseminacéao

O nematoide de cisto da soja (Heterodera glycines Ichinohe) é um
fitonematoide que causa o “nanismo amarelo da soja” (DHINGRA; MENDONCA;

MACEDO, 2009). O patégeno pertence a ordem Tylenchida, familia Heteroderidae,



15

sendo considerado parasita obrigatério que estabelece com o hospedeiro uma
relacdo semi-endoparasita sedentaria (WRATHER; ANAND; DROPKIN, 1984).

O ciclo de vida do nematoide de cisto da soja (NCS) compreende
aproximadamente 30 dias, podendo ocorrer variagbes dependentes das condi¢des
ambientais, com destaque para a temperatura ambiente e a umidade do solo, como
principais limitadores. Temperaturas <10°C e >34°C podem interromper o ciclo vital
do nematoide. A umidade do solo préxima a capacidade de campo e fatores
quimicos como exsudatos radiculares afetam a ecloséo dos ovos (YOUNG, 1992).

Por reproduzir-se por anfimixia, apresenta dimorfismo sexual, sendo o macho
atraido pela fémea por intermédio de ferombnio. O ciclo de vida do NCS apresentam
seis estadios: ovo, quatro estadios larvais e a forma adulta. A forma infectiva é o
juvenil de segundo estadio (J2) que penetra na raiz até o cilindro vascular, onde
desenvolve estrutura alimentar (ENDO, 1992).

A fémea, na fase reprodutiva, apresenta o formato de um liméo. Nesta
estrutura pode abrigar de 100 a 600 ovos (EMBRAPA, 2008; TIHOHOD; SANTOS,
1993). Nas condicdes brasileiras, a média de niumero de ovos por cisto esta entre
150 a 250 (EMBRAPA, 2011).

Apés a morte, a cuticula da fémea passa por endurecimento das camadas
envoltérias do corpo, que protegem os ovos das condicbes adversas do meio
ambiente, e esta estrutura passa a apresentar coloracdo marrom e é denominada a
partir de entdo de cisto (CAMPOS, 1999).

Esta estrutura de protecdo é a grande responsavel pela disseminacdo da
doenca e persisténcia em areas agricultaveis, visto que o cisto pode permanecer em
estado “latente” por cerca de 11 anos, mesmo em condi¢des desfavoraveis de
umidade, temperatura e aeracao (INAGAKI; TSUTSUMI, 1971).

Os cistos (cuticula da fémea que sofreu transformacdes quimicas) sdo a
principal protecdo mecanica dos ovos. Além desta protecdo, os ovos dentro do cisto
tém protecao adicional proporcionado pela matriz gelatinosa no interior deste, pela
membrana do ovo e pela cuticula do nematoide (KONDO; ISHIBASHI, 1975).

Os cistos sédo disseminados por meio de movimentacdo do solo infestado,
aderidos a maquinario e implementos, presentes em lotes de sementes ou

carreados pela agua, pelos implementos e pelos ventos (EMBRAPA, 2005).
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Devida sua facil disseminacéo, o fitonematoide em estudo est4d amplamente
distribuido em areas agricolas brasileiras, estando presente em pelo menos 10
estados brasileiros (MG, MT, MS, GO, SP, PR, RS, BA, TO e MA) comprometendo
mais de 2,0 milhdes de hectares (EMBRAPA, 2008).

Embora haja relatos de que nestas &reas, uma vez infestadas, tornam-se
economicamente inviavel, levando, portanto, em desvalorizagdo financeira (SILVA,
1998), o correto manejo da doenca pode amenizar as perdas econdmicas. Medidas
preventivas sdo importantes, pois permitem a continuidade de &reas isentas do

patdégeno.

2.2.2 Diagnostico e controle

Os sintomas no campo, que aparecem em forma de reboleiras (FREITAS;
OLIVEIRA; FERRAZ, 2004), sédo descritos como: plantas com enfezamento, folhas
cloréticas e com baixa producdo, caracterizando o “nanismo amarelo da soja”.
Porém, perdas consideraveis de produtividade podem ocorrer sem a visualizacao de
sintomas na parte aérea (LILLEY; ATKINSON; URWING, 2005), o que pode ocorrer
em areas com fertilidade adequada e boa distribuicdo de chuvas (DIAS et al., 2010).

Durante o diagnéstico da parte radicular, a partir dos 30-40 dias apds a
semeadura da soja, observam-se minusculas fémeas do nematoide, com formato de
liméo, ligeiramente alongados e com coloracdo branca. Com o passar do tempo, a
coloracdo vai mudando para amarelo, marrom claro e, finalmente, a fémea morre e
seu corpo se transforma em uma estrutura resistente de coloragdo escura,
denominado cisto, que se desprende da raiz e permanece no solo (DIAS et al.,
2010).

O controle de nematoides em culturas extensivas, que possibilitem a reducéo
populacional para tornar viavel o cultivo de determinadas culturas, pode ser
realizado seguindo o principio da exclusdo (evitar introducdo e disseminacéo),
erradicacdo, regulacdo (modificacdo do ambiente e manejo de fertilidade) e

imunizacao (utilizacao de cultivares resistentes) (TORRES et al., 2008).
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O controle é basicamente realizado por meio de rotacao de culturas (GARCIA
et al., 1999) e uso de cultivares resistentes (EMBRAPA, 2011; DIAS et al., 2009), ja
gue ha grande diversidade genética devido a existéncia de racas fisioldgicas (ROSS,
1962). O uso de nematicidas (QING et al., 2005; DEMUNER et al., 2001) é uma
alternativa de controle, porém apresenta o entrave de baixo custo/beneficio
(KOENNING et al., 1998; WRATHER; ANAND, 1988). O controle biolégico pode ser
realizado tanto com fungos (MEYER et al., 2004; WARRIOR et al., 1999; RIBEIRO et
al.,, 1997; COSTA; CAMPOS, 1997; HARTWIG, 1981) como pela aplicagcdo de
feroménio e substancias analogas, visto a reproducdo sexuada da espécie (STERN
et al., 1988; MEYER; HUETTEL, 1996). O controle também pode ser feito com 0 uso
de solarizacdo (URAGAMI et al., 2005), extratos vegetais (RODRIGUES; JHAM,;
OLIVEIRA, 2001) ou residuos organicos (ARAUJO; BETTIOL, 2005).

Estudos preliminares indicam que uma alternativa é o uso de tratamento de
sementes, visando a fase inicial de desenvolvimento da cultura, conferindo uma
protecao inicial ao sistema radicular. Produtos a base de avermectina (VITTI, 2009),
aldicarb (PEDROZO; HENNING; HOMECHIN, 1999), carbofuran, oxamil e fenamifés
(TORRES et al., 2008) apresentaram resposta positiva embora ainda ndo sejam
liberados pelo MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) para a
cultura.

O método preventivo é a melhor alternativa: sementes livres de patégeno,
desinfestacdo de maquinas, adubacao equilibrada (BARBOSA et al., 2010; ROCHA
et al., 2007; ROCHA et al.,, 2006), descompactacio (AVENDANO:; PIERCE;
MELAKEBERHAN, 2004), bom manejo de solo, incluindo-se, 0 uso de sistema de
plantio direto (TORRES et al., 2008).

Para nematoides como o do cisto, cuja variabilidade genética é muito grande,
também é importante rotacionar os genes de resisténcia, prolongando a vida util das
cultivares resistentes (MATSUO et al., 2015).

A utilizacao de resisténcia genética deve estar associada as diferentes racas
fisiol6gicas. Para tanto séo utilizadas cultivares diferenciadoras, sendo a cultivar ‘Lee
74’ a padrdo de suscetibilidade. Inicialmente a primeira série de genoétipos de soja
utilizada para diferenciar racas de H. glycines foi composta pelas fontes de
resisténcias ‘Peking’, ‘Pickett’, PI88788 e PI90763 e a cultivar ‘Lee 74’, incluida
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como padrdo de suscetibilidade (GOLDEN et al.,1970). Posteriormente, esse
esquema foi expandido e permitiu a caracterizacdo de até 16 racas (RIGGS;
SCHMITT, 1987). No Brasil, foi identificada, no Estado do Mato Grosso, uma
populacdo do NCS com habilidade de parasitar a cultivar norte-americana Hartwig
(DIAS et al., 1998). Com isso, Dias et al. (1998) propuseram a incluséo desta cultivar
como uma nova diferenciadora e sugeriram que toda vez que a resisténcia de
‘Hartwig’ for vencida, o nimero da raca do NCS devera vir acompanhado de um
sinal positivo (+). Até o momento, no Brasil foram encontradas 11 ragas (1, 2, 3, 4,
4*,5,6,9, 10, 14, 14") (EMBRAPA, 2010).

O conjunto de cultivares diferenciadoras ideais deve ser representado por
uma linhagem suscetivel a todas as racas e, as demais, por linhagens portadoras de
alelos de resisténcia em todos os genes. Porém, cada uma, com apenas alelos de
resisténcia em um dos genes (VAN DER PLANK, 1982).

De acordo com as suas caracteristicas, a resisténcia genética pode ser do
tipo vertical ou horizontal (VAN DER PLANK, 1963). A resisténcia vertical é do tipo
gualitativa, com heranca mono-oligogénica, a qual se expressa por genes maiores e
€ raca especifica, em que a sua baixa durabilidade esta ligada ao processo evolutivo
dos fitopatégenos, além dos mecanismos de variabilidade genética, tais como as
mutacdes e a recombinacéo (VAN DER PLANK, 1982).

Por sua vez, a resisténcia horizontal € do tipo quantitativa, com heranca
poligénica, caracterizando-se por criar meios a baixa penetracdo e esporulacdo dos
fitopatdgenos, o que diminui a taxa média de infeccdo a uma raca inespecifica e
possui alto periodo de laténcia (PARLEVLIET; ZADOKS, 1977).

2.2.3 Resisténcia genética

O mecanismo de defesa de cultivares é relatado como o de resisténcia por
‘reacao de hipersensibilidade” (SCHMITT; NOEL, 1984). Isto é, os tecidos afetados
morrem e 0 nematoide ndo completa seu ciclo. A penetracdo dos juvenis independe
da resisténcia do gendtipo, sendo que a penetracdo de juvenis de segundo estadio

ocorre de forma semelhante em cultivares de soja suscetivel e resistente. Nas
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cultivares resistentes os sincitos (célula multinucleada de transferéncia da qual a
fémea se alimenta) se necrosam e entram em colapso, resultando na morte dos
nematoides antes que atinjam a fase adulta (SCHMITT; NOEL, 1984), sendo que h&
relatos de que o estabelecimento do sincito, nas cultivares resistentes, é
interrompido com aproximadamente dez dias ap6s a infeccdo (CARPENTIELI-
PIPOLO et al., 2005).

O uso de cultivares resistentes deve ser ponderado evitando-se presséao de
selecdo nas racas fisioldgicas ja que ha variabilidade patogénica, ocorrendo
alteracdo na frequéncia alélica, quebra de resisténcia e aparecimento de novas
racas fisiolégicas, ndo contempladas pelos genes de resisténcia comumente
utilizados, comprometendo a vida Util de cultivares, especialmente em condi¢des de
monocultivo de soja (BOREM; MIRANDA, 2013; VITTI, 2009; RIGGS; SCHMITT,
1993; BALDWIN; MUNDO-OCAMPO, 1991).

Um exemplo € um estudo de monitoramento de populacdes de H. glycines em
lllinois conduzido entre 1990 e 2005. Observou-se que de uma populacgéo inicial com
64% de amostras caracterizadas como raca 3, posteriormente 70% das populacdes
eram capazes de quebrar a resisténcia proveniente de Pl 88788 (TYLKA, 2007).

Gendtipos resistentes devem estar inseridos em um programa de rotacao de
culturas para minimizar essa pressao de selecédo, alternando espécies vegetais nao
hospedeiras (milho, arroz, algodao, sorgo, girassol e mamona) ou antagonicas como
a Crotalaria spectabilis (TORRES et al., 2008), com variedades resistentes e
suscetiveis de soja (SANTOS, 2015; DONG; BARKER; OPPERMAN, 2005). Dentre
0s hospedeiros, figuram 149 espécies, destacando-se a soja (Glycine max), o feijao
(Phaseolus vulgaris), a ervilha (Pisum sativum) e o tremoco (Lupinus albus) (DIAS et
al., 2009).

A sucessao de culturas na entressafra ndo mostrou ser uma boa opc¢ao para a
reducdo da populacdo de nematoide. A presenca de soja voluntaria ou de espécies
hospedeiras na area durante a entressafra contribui para aumentar o inéculo para a
safra seguinte (DIAS et al., 2005).

A utilizacdo de uma cultivar suscetivel a raca predominante do nematoide no

local de plantio destina-se a reduzir a pressao de selecdo, impedindo a selecao de
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racas virulentas que estavam em baixa frequéncia, sobre a frequéncia génica da
populacéo inicial do patdgeno, favorecendo a sele¢éo estabilizadora (FLOR, 1971).

As populacdes de H. glycines s@o altamente heterozig6ticas, mesmo com a
limitada atividade migratdria do patdgeno (DONG; BARKER; OPPERMAN, 2005).

O desenvolvimento de gendtipos resistentes € uma busca constante de
pesquisadores que se deparam com esses problemas fitossanitarios que afetam
significativamente a producdo da soja. O efeito do uso de cultivares de soja
resistente a nematoides também pode ser percebido nos cultivos subsequentes de
outras espécies vegetais suscetiveis, que sdo beneficiadas pela reducéo
populacional do nematoide na area (SANTOS, 2015).

Devido a resisténcia ndo ser completa e permitir o desenvolvimento do
nematoide no sistema radicular das plantas, mesmo em niveis reduzidos, a
caracterizacao da resposta dos genaotipos de soja a H. glycines é dado pelo indice
de fémeas (IF). Este é calculado pela divisdo do numero médio de fémeas nas
raizes da cultivar testada, pelo niumero médio de fémeas por planta na variedade
sabidamente suscetivel, multiplicado por cem. Assim, plantas resistentes
apresentam IF< 10%, moderadamente resistentes IF entre 10% e 30%,
moderadamente suscetivel de 30% a 60% e suscetivel IF > 60% (SCHMITT,;
SHANNON, 1992).

Niblack et al. (2002) propde uma medida de variabilidade, classificando as
populacdes de nematoide como HG types (Tipos HG — H. glycines). Este novo
esquema de racas utiliza sete linhas indicadoras com uma ordem fixa, cujos
gendtipos sao: 1. P1548402 (‘Peking’), 2. Pl 88788, 3. Pl 90763, 4. Pl 43654, 5. PI
209332, 6. PI1 89772 e 7. Pl 548316 (‘Cloud’). O gendtipo ‘Lee 74’ foi considerado o
padrdo de suscetibilidade. Para a classificacdo, utiliza-se o indice de Fémeas (IF)
gue € a razao entre o numero médio de fémeas da soja diferenciadora e 0 nimero
médio de fémeas da cultivar ‘Lee 74’. IF<10% corresponde ao sinal negativo (-) e
IF=10%, ao sinal positivo (+). A denominacéo da populacdo do nematoide apresenta
a numeracao das posicdes das diferenciadoras que apresentam o sinal positivo.
Quando as sete linhas indicadoras sao resistentes, ou seja, apresentam o sinal
negativo, a populacao é classificada com o HG tipo 0 (zero). Ao contrario, se todas

as linhas forem suscetiveis, a populacéo sera denominada de HG tipo 1.2.3.4.5.6.7.
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Plantas resistentes apresentam resisténcia parcial, ou seja, permitem o
desenvolvimento de nematoides em seu sistema radicular. Quando a cultivar, antes
resistente, passa a se comportar como suscetivel ha duas hip6teses: o surgimento
de novas racas e mudanca populacional de H. glycines na area de cultivo (DIAS et
al., 2005).

Existem diversas racas que apresentam acéo patogénica sobre a cultura da
soja. Entende-se por raca a designacdo de formas intra especificas do NCS. J&
foram encontradas 12 racas nos EUA (racas 1 a 10, 14 e 15), e no Brasil ja foram
encontradas 11 (1, 2, 3, 4, 4+, 5, 6, 9, 10, 14 e 14+). Araca 3 € a mais comum nos
EUA e no Brasil, e asragas 1, 2, 9 e 14 vém se tornando cada vez mais importantes
(EMBRAPA, 2007).

Ha caréncia de cultivares de soja resistente ao NCS para todas as regides de
cultivo. Outra dificuldade é encontrar resisténcia em cultivares precoces, que sao
priorizadas em virtude do manejo de ferrugem asiatica da soja (DIAS et al., 2010).

A maioria das cultivares resistentes ao nematoide de cisto apresentam a
mesma fonte de resisténcia, ‘Pl 88788’. Com esta fonte de resisténcia € mais facil
obter gendtipos resistentes pelas técnicas tradicionais de melhoramento vegetal
(SANTOS, 2015).

A estratégia mais utilizada para incorporacao de resisténcia ao nematoide de
cisto tem sido a selecdo de linhagens a partir de populacBes originarias de
hibridacdes entre gendétipos adaptados e cultivares norte-americanas resistentes
derivadas de ‘Peking’, ‘Pl 90763’ e ‘Pl 437654’, como ‘Hartwig’, ‘Pickett’, ‘Peking’,
‘Centennial’, ‘Forrest’, ‘Padre’, ‘Sharkey’, ‘Bryan’, ‘Gordon’, ‘Bedford’, ‘Epps’,
‘Nathan’, ‘Foster’, ‘Carver’, ‘Stonewall’, ‘Cornell e ‘Thomas’. A estratégia é a
realizacdo de cruzamentos simples e multiplos (retrocruzamento modificado)
envolvendo diferentes fontes e variedades adaptadas (DIAS et al., 2009).

A coleta e caracterizacdo genética de novas fontes de resisténcia devem ser
atividades constantes, uma vez que o patdogeno pode facilmente superar a
resisténcia das cultivares desenvolvidas, em funcdo de sua elevada variabilidade
genética (DIAS et al., 2009).

Assim, além da variabilidade dos genoétipos obtidos, outro problema crucial

das doencas em plantas é a variabilidade fitopatogénica, ou seja, a capacidade de
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producdo de novas ragas fisiologicas do patdgeno, depois de um trabalho exaustivo
dos melhoristas na obtencao de cultivares resistentes a raca ou racas prevalecentes
(BUENO; MENDES; CARVALHO, 2006). Raca fisioldgica (patétipo) é definida como
patdbgenos de mesma espécie, morfologicamente semelhantes e com mesma
viruléncia, porém com variabilidade genotipica quanto a patogenicidade em
diferentes cultivares hospedeiras diferenciadoras. A variagdo genética das racas €
gue obriga o melhorista estar constantemente descobrindo novas fontes de
resisténcia.

Dias et al. (2009) relataram, com base em varios trabalhos cientificos, que a
base genética da resisténcia em soja a H. glycines é complexa e que necessita de
mais estudos para ser completamente entendida. Isto porque, tem sido verificado o
envolvimento de blocos de genes de resisténcia ou poucos genes com varios alelos,
alelos de resisténcia em diferentes fontes e ligacdo entre alelos de resisténcia as
diferentes racas com o gene l/i (responsavel pela cor do tegumento da semente). Ha
uma ligacéo dos alelos de resisténcia com o loco génico responsavel pela cor preta
das sementes de soja, sendo necessaria a adocdo de estratégias de obtencdo de
cultivares que apresentem resisténcia moderada.

A identificacdo de marcadores moleculares ligados a alelos de resisténcia a
NCS é muito desejavel, pois a avaliacdo do fenotipo € complexa e geralmente,
requer a destruicdo da planta de soja (LANZA; GUIMARAES; SCHUSTER, 2000).

Validacdo de marcadores moleculares RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), SSR (Simple
Sequence Repeats) ou microssatélites e AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) ligados a alelos de resisténcia da soja a racas de H. glycines estéao
disponiveis.

Para estudo da resisténcia a raca 3, trabalhos com RFLP (MAHALINGAM;
SKORUPSKA, 1995; QIU; SLEPER; RAO-ARELLI, 1997), RAPD (CARVALHO,
1999), SSR (MAURO et al., 2004; SILVA et al., 2007, WU et al.,, 2009) e AFLP
(MEKSEM et al., 2001) sao relatados.

O uso de SNP (Single Nucleotide Polimorphism) auxiliou na determinacao da
sequéncia do alelo rhgl (LI et al.,, 2009). Estes autores identificaram dois SNPs

associados com a resisténcia ao nematoide na P188788.
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Para o NCS, a Sele¢cdo Assistida por Marcadores € realizada normalmente
para a regido do gene rhgl, presente em quase todas as fontes de resisténcia e com
grande efeito para a maioria das racas. A aplicabilidade do conhecimento acerca de
marcadores moleculares permite a utilizacdo de selecdo assistida por marcadores,
como a realizada por Santana et al. (2014) que conseguiram selecionar, com
sucesso, gendtipos resistentes e moderadamente resistentes a nematoide de cisto
de soja por meio de marcadores microssatélites localizados no grupo de ligacdo G
da soja. Para outro gene importante, o gene Rhg4, Concibido, Diers e Arelli (2004)
descrevem-no localizado no grupo de ligacdo A2. Diversos autores relatam eficiéncia
com a selecdo assistida por marcadores moleculares (MAURO et al.,, 2004,
SCHUSTER et al., 2001; MUDGE et al., 1997).

O uso de marcadores moleculares como ferramenta em selecdo de cultivares
resistente € um respaldo importante, visto que a utilizacdo de genotipos com fonte
de resisténcia é uma alternativa menos onerosa e que ndo causa danos a saude dos
seres.

Assim, € muito importante incentivar os investimentos em pesquisa visando a
obtencao de cultivares melhoradas e especificamente, o melhoramento de plantas
visando resisténcia a doenca.

Héa consenso que o melhoramento visando a resisténcia a doenca deve ser
um processo continuo devido a variabilidade dindmica dos patdégenos que nao
permite que uma cultivar permaneca resistente indefinidamente, o que se aplica
principalmente quando se usa a resisténcia vertical.

O lancamento de cultivares resistentes ao nematoide de cisto da soja no
Brasil é recente. Em 1997, a cultivar ‘BRSMG Renascenca’ foi pioneira (ARANTES;
KIIHL; ALMEIDA, 1999). No Brasil, ha relato de predominio de lancamento de
cultivares resistentes as racas 1, 3, 4 e 14, sendo a alternativa para as demais racas
0 uso de cultivares moderadamente resistentes (DIAS, 2003).

A obtencdo de cultivares resistentes adaptadas possibilitou vencer um
entrave, visto que, na obtencéo de cultivares por hibridacdo com fontes exéticas, séo
transferidos alelos deletérios de fontes exéticas para cultivares elite devido a
existéncia de ligacdo em blocos génicos (KABELKA; CARLSON; DIERS, 2006).
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A diversidade na habilidade parasitaria do nematoide, que permite sua
reproducdo nas cultivares resistentes, advém da enzima H. glycines “chorismate”
mutase-1 (Hg-CM-1), que tem o potencial de supressdo dos compostos de defesa
da planta hospedeira (LAMBERT et al., 2005). Estas habilidades parasitarias
dependem da herdabilidade deste carater no pool génico de uma populacao.

Assim, o sistema patdgeno x hospedeiro aqui envolvido (nematoide de cisto
da soja x soja) deve ser melhor compreendido a fim de auxiliar no manejo do
problema, conhecendo-se a biologia do patégeno, seu comportamento e adotar
medidas que promovam a reducdo populacional do fitonematoide. Exemplos de
estudos genéticos sao encontrados para diferentes racas.

Em trabalho realizado com a populacdo proveniente do cruzamento entre BR
90-4722 e FT-Cristalina, observou-se que a resisténcia genética da soja a raca trés,
era de natureza qualitativa e governada por trés genes, sendo um dominante e dois
recessivos (MAURO; OLIVEIRA; MAURO, 1999).

Em trabalho realizado por Silva et al. (2007) em avaliagdo de uma linhagem
endogamica recombinante derivada de ‘Hartwig x Y23’, foram identificados quatro
genes que condicionam resisténcia a raca 14 e trés genes para a resisténcia as
racas 3 e 9. A falta de um dos genes proporcionou resisténcia moderada em ambas
as situacoes.

Os mesmos autores avaliaram a resisténcia da populacéao F».3 [(M-SOY8001
(resistente) x MG/BR-46 (suscetivel)] para a raca 3. Neste cruzamento a resisténcia
€ governada por dois genes recessivos. Para resisténcia moderada foi identificado
apenas um gene recessivo.

Ja para Moura et al. (2008) a heranca de NCS a raca 1 definiu-se como
poligénica, utilizando-se de uma populacdo envolvendo os genitores Hartwig e
EMGOPA-316.

Em contrapartida, Arelli e Wang (2008) propuseram que a resisténcia a raca 1
seria controlada por dois genes e por trés genes para as racas 3 e 5, utilizando
progénies F,.3 derivadas do cruzamento entre Pl 494182 x Skylla.

Essa divergéncia ocorre porque no caso deste nematoide em especifico, o
numero de fatores efetivos, ou denominado de numero de genes, depende da

populacdo em que foram feitos os cruzamentos. Assim, ha a necessidade de
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determinacdo de controle genético para a raca de interesse, utilizando diferentes
geracdes para estudo (RAMALHO et al.,, 2012) bem como em esquema de

cruzamentos especificos.
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CAPITULO 2 - HERANCA DE DESCRITORES MORFOLOGICOS DE SOJA
ORIUNDAS DE TOPOCRUZAMENTOS TIPO GRAO x TIPO
ALIMENTO

RESUMO - O estudo do controle genético da pigmentacao do tegumento e do hilo
em populacdes de soja destinadas ao uso direto na alimentagcdo humana €
necessario devido a relacao intrinseca destes caracteres com a aceitabilidade do
produto pelo mercado consumidor. Sendo assim, 0 objetivo da presente proposta
consistiu em determinar a heranca da cor do tegumento, cor do hilo e expressao da
caracteristica derramamento de hilo em populacdes F».3 provenientes de hibridacdes
realizadas entre genétipos de soja tipo grao (‘BRSMG 810C’: tegumento amarelo,
hilo preto, pubescéncia cinza, presenca de derramamento no hilo (cor do hilo
extrapola para o tegumento no formato de uma “sela invertida”) e flor branca) com
gendtipos tipo alimento (‘BRSMG 790A’: tegumento amarelo, hilo amarelo,
pubescéncia marrom, auséncia de derramamento de hilo e flor roxa; ‘BRSMG 800A’:
tegumento marrom, hilo marrom, pubescéncia marrom, auséncia de derramamento
de hilo e flor roxa). Foram avaliadas 317 plantas do cruzamento A (‘BRSMG 810C’ x
‘BRSMG 790A’) e 357 plantas do cruzamento B (‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 800A").
Os resultados observados da descendéncia se ajustam a proporcdo esperada,
considerando a existéncia de quatro genes (R/I/W/T) controlando a expressao da cor
do tegumento e cor do hilo para ambos os cruzamentos. No cruzamento B,
gendtipos ii impediram a expressao dos alelos W e T na pigmentacdo da semente.
Ocorreu variacdo na expressividade do fenoétipo presenca de derramamento de hilo,
gue apresentou heranca monogénica, com dominancia completa para o fenoétipo
auséncia de derramamento de hilo. Ha ligacdo dos genes que conferem
derramamento de hilo com o genoétipo T_ (pubescéncia marrom). O processo de
hibridacao foi eficiente na obtencéo de variabilidade genética nestes cruzamentos.
Palavras-chave: aspecto de hilo, controle genético, expressividade, Glycine max,
tegumento.
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CHARPTER 2 — SOYBEAN MORPHOLOGICAL DESCRIPTORS HERITAGE BY
GRAIN TYPE x FEED TYPE TOPOCROSSES

ABSTRACT — The study of seed coat pigmentation and hilum genetic control in
soybean crossings, driven to human feed, is necessary due to the intrinsic relation
between these characters and the acceptability of it by the market. Thus, this
propose aims to evaluate the seed coat color heritance in addition to the color and
expression of the characteristic hilum shedding in F,.3 crossings from hybridization
done among soybean genotypes grain-type (‘BRSMG 810C’: yellow coat, black
hilum, gray pubescence, spread hilum (hilum color extrapolates to the integument in
an " inverted saddle " format) and white flower) with feed-type genotypes (‘BRSMG
790A’: yellow coat, yellow hilum, brown pubescence, no-spread hilum and purple
flower; ' BRSMG 800A ": brown seed coat, brown hilum, brown pubescence, pouring
absence in hilum and purple flower). We evaluated 317 plants of crossing A
(‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 790A’) and 357 plants from crossing B (‘BRSMG 810C’ x
‘BRSMG 800A’). The results observed of descendent were adjusted to the expected
proportion, considering that there were four genes (R/I/W/T) controlling the
expression coat and hilum color to both crossings. At crossing B, the genotypic ii
owners hindered the expression of alleles W and T at seed pigmentation. There was
variation in the expression of spread hilum phenotypic, presenting monogenic
heritance and dominance for the phenotype absence spread-hillum. There are genes
binding spread hilum with T_ genotype (brown pubescence). The hybridization
process was efficient to obtain genetic variability in this crossing.

Keywords: hilum aspect, genetic control, expressiveness, Glycine max, seed coat.
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1 INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merrill] pertence a familia fabaceae (leguminosa). E
uma cultura anual e seus graos sdo utilizados para diferentes finalidades. H& um
crescimento referente ao seu consumo direto na alimentacdo humana, devido as
suas propriedades nutracéuticas. Para tanto, h4 necessidade de obtencdo de
gendtipos superiores convencionais com caracteristicas especificas relacionadas ao
aspecto do grédo, quanto a pigmentacdo do tegumento e hilo, que favorecam a
aceitabilidade pelo mercado consumidor, agregado as caracteristicas tecnolégicas
favoraveis tais como tempo adequado de cozimento, adaptacdo do sabor da soja ao
paladar e melhoria da composic&o quimica dos grdos (JUHASZ et al., 2014).

A aparéncia visual da semente de soja foi alterada como resultado de
domesticacdo durante a transicdo da soja Glycine spp. para a atual Glycine max
cultivada. Como consequéncia do processo seletivo, cultivares comerciais modernas
de Glycine max de alta qualidade possuem sementes de tegumentos amarelos com
uma gama de cores do hilo (marrom, preto, preto imperfeito, cinza e amarelo)
(CARPENTIERI-PIPOLO; ALMEIDA; KIHL, 2015; SENDA et al., 2012).
Caracteristicas morfologicas como cor de hilo e tegumento néo influenciam a
utilizac&o pela industria, porém ha exigéncia de que a cor do tegumento acompanhe
a cor do hilo quando a demanda € para suprir 0 consumo direto na alimentacao
humana. A presenca de derramamento em sementes de soja ndo foi um carater
morfologico considerado depreciativo na selecdo de gendtipos para a industria,
embora seja relevante para o consumo humano.

A aceitabilidade pelo mercado consumidor também € relevante quanto a
pigmentacdo de tegumento e hilo em outras leguminosas, como o feijdo (TOMAZ et
al., 2007).

A caracterizacdo de cultivares de soja apresenta-se alicercada na Lei de
Protecdo de Cultivares, em que a pigmentacao do hilo e tegumento sdo descritores
morfolégicos obrigatérios para a protecdo de novos eventos genéticos junto ao
Servico Nacional de Protecdo de Cultivares do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (SNPC/MAPA), obedecendo aos critérios de distinguibilidade,

homogeneidade e estabilidade.



43

Embora classificada como uma caracteristica qualitativa, portanto de heranca
simples, o controle genético da formacdo da cor do hilo e tegumento em soja
apresenta interacdes alélicas com os genes envolvidos no controle da cor da
pubescéncia e cor da flor (NOGUEIRA et al., 2015; VERNETTI; VERNETTI JUNIOR,
2009).

As variagOes fenotipicas encontradas na cor de hilo podem estar associadas
a influéncia ambiental, como relatado por Moreira et al. (1999) devido as alteracdes
de temperatura e umidade durante o desenvolvimento das sementes. Marcadores
moleculares podem auxiliar na determinacdo genética de sementes de soja quanto a
coloracao do hilo, visto que caracterizacdes fenotipicas podem apresentar influéncia
ambiental (RABEL et al., 2010).

Sao descritos seis genes principais que interagem entre si e condicionam a
expressao da cor de hilo e tegumento em sementes de soja:

1) gene G, em que o alelo G & dominante e confere fenoétipo verde. O alelo g
confere pigmento amarelo (TERAO, 1918);

2) gene R, em que pigmentacao preta (R_) € dominante sobre o pigmento de
cor marrom (rr) (NAGAI, 1921; WOODWORTH, 1921), além da possibilidade de
sementes com presenca de estrias pretas sobre pigmentos marrom (™) (WEISS,
1970; NAGAI; SALTO, 1923). Estudos recentes sugerem que a perda da funcédo do
gene R2R3 MYB é responsavel pela expressao da cor marrom em sementes de soja
(GILLMANN et al., 2011). A heranca dos pigmentos preto e marrom sao ditos como
independentes dos pigmentos verde e amarelo (YANG et al., 2010).

3) gene |, com alelos que podem, na ordem de dominancia da séria alélica
apresentada (1>i“>i>i): inibir a pigmentacdo total de antocianinas e
proantocianidinas na semente (l); permitir a pigmentacdo do hilo e em parte do
tegumento em que a pigmentacdo se estende além dos limites do hilo (i%);
pigmentac&o restrita ao hilo (i) e; n&o inibicéo da pigmentacéo da semente (i). Assim
na presenca do alelo I, as sementes apresentam hilo e tegumento totalmente
amarelos, exceto nos genodtipos R_. T e R ttW_ em que os hilos apresentam
pigmentacado cinza (BHATT; TORRIE, 1968; MAHMUD; PROBST, 1953; WILLIAMS,
1952; MORSE; CARTTER, 1937; OWEN, 1927; WOODWORTH, 1921; NAGAI,

1921). A inibicdo da pigmentacdo das sementes de soja pelos alelos | e i' sdo
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descritos por Tuteja e Vodkin (2008), como processo de silenciamento génico do
RNA mensageiro da enzima chalcona sintase (CHS), sendo esta via enzimética
responsavel pela biossintese dos pigmentos antocianina e proantocianidinas;

4) gene T: controla a cor da pubescéncia (T — pubescéncia marrom escura,
t'— pubescéncia marrom clara e, t — pubescéncia cinza) e modifica os efeitos da série
alélica R (WOODWORTH, 1921). Assim genétipos R_T_ apresentam sementes
pretas; rrT_ apresentam sementes marrons. Genoétipos rrtt podem apresentar
fenétipo marrom—claro (NAGAI, 1921; WOODWORTH, 1921);

5) gene W, que controla a cor da flor [flor roxa (W_) e flor branca (ww)], que
também modificam os efeitos da série alélica R. Na presenca de ttww; 0s genétipos
R_ apresentam cor marrom-claro; e na presenca de ttW_, os gendtipos R_
apresentam cor preto imperfeito. Alelos condicionantes a cor da flor em soja foram
mapeados no grupo de ligacdo B2 (YANG et al., 2010); e

6) gene O, que modifica a cor do tegumento marrom em marrom-avermelhado
guando em duplo recessivo (rrT_oo) e presenca de sementes com tegumento
marrom avermelhado com estrias pretas (r"_T_oo0) (NAGAI, 1921; WOODWORTH,
1921; MAHMUD; PROBST ,1953).

Apesar da interacdo e acao génica para caracteres morfolégicos nas
sementes de soja ser descrita como de controle genético relativamente simples, ha
necessidade de melhor compreensdo em populacbes especificas, como em
programas de melhoramento para alimentacdo humana, onde a variabilidade
genética para pigmentacdo de tegumento e hilo € aumentada por meio de hibridacéo
entre topocruzamentos tipo grdo com tipo alimento, com o intuito de agregar
caracteres agrondmicos de interesse a estas populacdes geradas.

Mediante o exposto, o objetivo do trabalho foi determinar a heranca da
pigmentacdo do tegumento, pigmentacdo de hilo de sementes de soja e
derramamento de hilo em dois cruzamentos oriundos de topocruzamentos tipo

alimento x tipo grao.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de conducao experimental

As hibridacbes dos genitores, a conducdo das geracdes F; e F, foram
efetuadas em casa de vegetacdo climatizada pertencente a Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais (Epamig Oeste) — Uberaba — MG, situada a 850
metros de altitude, latitude 19° 44’ Sul e longitude 47° 57’ Oeste. Segundo Koppen
(1948), o clima da regido é do tipo Aw, tropical quente umido, com inverno frio e
seco.

O experimento para obtencdo dos gendtipos F,3 foi realizado em éarea
experimental da mesma instituicdo (Epamig Oeste — Uberaba — MG).

2.2 Genotipos utilizados

Foram utilizados genotipos contrastantes para derramamento de hilo e cor de
hilo (Cruzamento A) e genotipos contrastantes para derramamento de hilo, cor de
hilo e cor de tegumento (Cruzamento B) (Figura 1).

Utilizaram-se as cultivares ‘BRSMG 790A’, ‘BRSMG 810C’ e ‘BRSMG 800A’.
Ambas foram desenvolvidas pela parceria Embrapa/Epamig/Fundacgéo Triangulo. O
sufixo “A” das cultivares ‘BRSMG 790A’ e ‘BRSMG 800A’ designam cultivares
desenvolvidas com caracteristicas especiais para a alimentacdo humana.

A ‘BRSMG 790A’ é uma cultivar de soja convencional com caracteristicas
organolépticas, nutricionais e industriais favoraveis ao consumo humano e a
industria de alimentos. Possui graos graudos, tegumento amarelo, hilo amarelo,
auséncia de derramamento de hilo e altas taxas de carboidratos que conferem sabor
suave, apesar de nao ser livre de enzimas lipoxigenases (JUHASZ et al., 2014).

A cultivar convencional ‘BRSMG 800A’ é a primeira cultivar brasileira de soja
de tegumento marrom, hilo marrom e auséncia de derramamento de hilo. Apos
cozimento apresenta caracteristicas fisicas que se assemelham bastante com o
feijdo do tipo carioca, promovendo melhor aceitabilidade do grdo de soja para
consumo humano (JUHASZ et al., 2014).
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(A) (B) (©)

Figura 1. Graos de soja provenientes das cultivares utilizadas para obtencéo das
geracdes avaliadas. (A) ‘BRSMG 790A’, (B) ‘BRSMG 800A’, (C) ‘BRSMG 810C’.
Fonte: Arquivo pessoal.

A cultivar ‘BRSMG 810C’ apresenta como principal fenétipo de interesse a
resisténcia as racas 1 e 3 do nematoide de cisto da soja (NCS). Morfologicamente
0s graos desta cultivar apresentam tegumento amarelo e hilo preto com presenca de
derramamento de hilo (cor do hilo extrapola para o tegumento no formato de uma
“sela invertida”). Apresenta resisténcia a outros patdgenos, incluindo a pustula
bacteriana e cancro da haste. Também merece destaque o seu alto teor proteico
(41,66%) (ARANTES et al., 2010).

2.3 Obtencao das geracdes

Foram realizadas hibridac6es entre a cultivar tipo grdo, com resisténcia ao
NCS e as duas cultivares especiais para alimentacdo humana, porém suscetiveis ao
NCS. Foram originados dois cruzamentos: cruzamento A - ‘BRSMG 810C’ x
‘BRSMG 790A' e cruzamento B - ‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 800A'.

Foram realizadas hibridacdes artificiais, no periodo compreendido entre
novembro de 2012 a fevereiro de 2013, para obtengdo da geracdo F; seguindo os
procedimentos descritos por Borém e Miranda (2005). Para sincronizar o
florescimento entre o genitor tardio (‘BRSMG 810C’), utilizado como genitor feminino,
com os genitores semi-tardios (‘BRSMG 790A’ e ‘BRSMG 800A’), utilizados como
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genitores masculinos, foram realizados plantios escalonados dos genitores, com
intervalo de 3 dias.

Para multiplicar as sementes obtidas por hibridagéo, estas foram semeadas
em vasos com capacidade de 20 litros, preenchidos com substrato composto por
uma mistura de latossolo e esterco de curral peneirado, em setembro de 2013.
Foram cultivadas trés plantas F; por vaso, para obtencdo das sementes F,. A
confirmagdo da hibridagcdo foi realizada ap6s a emergéncia das sementes Fi,
utilizando-se a cor do hipocotilo como marcador morfologico. A cor do hipocétilo
indica com antecipacédo a cor da flor, em razdo de apresentar ligacdo génica com o
loco W. Portanto, plantas com hipocétilo pigmentado de antocianina terdo flores
roxas, e o hipocétilo de cor verde, flores brancas, sendo a pigmentacdo roxa
dominante sobre a branca (BRANDAO, 1961).

A confirmacdo da hibridacdo por intermédio do hipocotilo foi possivel por
meio do contraste entre os genitores de cor de flor branca e hipocétilo verde
(‘BRSMG 810C’), e os de cor de flor roxa e hipocotilo roxo (‘BRSMG 790A’ e
‘BRSMG 800A’) nos esquemas de cruzamento, sendo 0 genotipo com expressao
fenotipica hipocotilo roxo dominante sobre a expresséo fenotipica hipocatilo verde. A
cultivar ‘BRSMG 810C’ foi utilizada como genitor feminino em ambos os esquemas
de cruzamento.

As geracbes F,3 foram avaliadas no ano agricola 2013/2014, cuja
semeadura ocorreu em 3 dezembro de 2013, em area experimental da Epamig
Oeste, Uberaba — MG. Foram avaliados 317 plantas F,.3 do cruzamento A e 357
plantas F2.3 do cruzamento B. As sementes foram dispostas em 8 linhas de 5 metros,
espacadas de 0,50 metros. Os genitores foram incluidos na area experimental, de
modo a permitir as predicbes das variacbes ambientais, para avaliacdo da
expressado dos caracteres em estudo.

Para a semeadura foi utilizada uma semeadora de parcela. Utilizou-se
densidade populacional de 20 plantas.metro’. O manejo da cultura foi o
normalmente adotado na regido (EMBRAPA, 2011).

A colheita foi realizada em 10 de abril de 2014 quando as plantas
apresentavam-se em estadio fenolégico Rg, ou seja, maturacdo plena (95% das

vagens com coloracdo madura) (FEHR; CAVINESS, 1977). Apos a colheita, os
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graos das sementes F,3 foram trilhados e limpos, sendo acondicionados em
embalagens de papel com capacidade aproximada de 100 gramas, posteriormente

armazenados em camara fria, para posterior fenotipagem.

2.4 Avaliacgéo individual

Foram utilizados os seguintes descritores morfolégicos para a avaliagdo das
plantas F,3 em estudo: cor de tegumento, cor de pubescéncia, cor de hilo e
derramamento de hilo. A fenotipagem foi realizada utilizando-se avaliagao visual, por
critérios do SNPC/MAPA.

Primeiramente foi realizada a fenotipagem do tegumento nas diferentes
classes fenotipicas e, em seguida, houve a fenotipagem para a cor e aspecto do
hilo. Assim, foram formados subgrupos dentro da fenotipagem do tegumento,
relacionados a cor e aspecto do hilo.

O tegumento foi classificado em amarelo, marrom claro, marrom médio,
marrom escuro e preto. Fendtipos marrom claro, marrom médio e marrom escuro
foram agrupados na classe fenotipica marrom para realizacdo das analises de
segregacao.

Para a cor do hilo foram consideradas as seguintes pigmentacdes: cinza,
amarelo, marrom claro, marrom, preto e preto imperfeito Apds a fenotipagem, os
graos com coloracdo marrom claro e marrom foram agrupados na classe fenotipica
marrom, e grados com coloracéo preto e preto imperfeito foram agrupados na classe
fenotipica preta.

Quanto ao aspecto do hilo, houve a fenotipagem do derramamento de hilo em
presente ou ausente.

Realizou-se a fenotipagem da cor da pubescéncia como marrom ou cinza
para todas as geracgoes.

A cor de flor dos gendétipos F; e genitores foi classificada como branca ou
roxa, para efeito de confirmacao de hibridacéo.

Apés agrupamento em classes fenotipicas dos gendétipos das geracoes Fi, F»
e genitores, as frequéncias observadas para cada carater em estudo foram

confrontadas por frequéncias esperadas pelo teste de qui-quadrado (X?) para
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verificacdo do ajuste para os modelos de genes propostos. O X foi estimado pela
expresséo, utilizando-se o software Genes (CRUZ, 2013):

r Pel
2= Z (0; — &))"
. £
i=1

Em que: r € o numero de classes fenotipicas; ‘o € a frequéncia observada
de individuos na i-ésima classe fenotipica; e, ‘e’ é a frequéncia esperada de
individuos na i-ésima classe fenotipica.

Para os testes das hipoteses foram considerados os genes R, I, T e W para a
expressao do carater cor de hilo e tegumento; gene W para expressao da cor da flor
e gene T para a cor da pubescéncia. Uma hipétese monogénica foi testada para
presenca do derramamento de hilo.

A aceitacdo da hipotese de nulidade implica na obtencdo de segregacdes
esperadas iguais ou muito proximas as observadas, a 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as sementes provenientes de plantas F;, em cada cruzamento,
apresentaram fenotipagem semelhante para os diferentes descritores morfologicos
em estudo (Tabela 1), o que indica que os genitores apresentam os alelos dos

genes dos caracteres em estudo em homozigoze (X?= 0,000; P = 100%).
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Tabela 1. Cor de flor, cor de tequmento, cor de hilo, derramamento de hilo e cor da pubescéncia dos genitores ‘BRSMG
790A’ (Genitor 1 — P;), ‘BRSMG 800A’ (Genitor 2 — P,) e ‘BRSMG 810C’ (Genitor 3 — P3) e das geragbes F; do cruzamento A
(‘BRSMG 810C’x ‘BRSMG 790 A’) e cruzamento B (‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 800 A’) em sementes de soja.

Fenotipo
Cruzamento Genotipos anesr:ié:fj ° Cordefior Corde  Corde Derramamento  Cor da X* P(%)**
tegumento hilo de hilo pubescéncia

P19 rrlIiTTWW Roxa Amarelo  Amarelo Ausente Cinza 100
Genitores p, ., rhiTTWW Roxa Marrom  Marrom Ausente Cinza 100
P34 RRii'ttww Branca  Amarelo  Preto Presente Marrom 100
A Ps;x P, Rrli'TtWw Roxa Amarelo Cinza Ausente Marrom 100
B - Ps;x P, rrliTtWw Roxa Amarelo Preto Ausente Marrom 100

*Teste de Qui-quadrado. ** Probabilidade.
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Considerando o cruzamento B, que apresenta genitores contrastantes para o carater
derramamento de hilo, a heranga do derramamento do hilo em sementes de soja
também apresentou padrdo de segregacdo monogénica com dominancia completa
do fendtipo auséncia de derramamento de hilo sobre a presenca de derramamento
de hilo (3:1) (Tabela 2). Tal resultado é semelhante ao apresentado por Carpentieri-
Pipolo et al. (2007).

A determinagéo da herancga relacionada ao derramamento de hilo foi realizada
somente com as sementes de soja de tegumento amarelo, devido a sua facil
visualizacdo. As sementes de tegumento coloridas (pigmentadas) foram agrupadas
em classe fenotipica distinta e as seguintes propor¢cdes fenotipicas pelo teste do
Qui-quadrado foram obtidas: sementes amarelas e auséncia de derramamento de
hilo: sementes amarelas e presenca de derramamento de hilo: sementes
pigmentadas (9:3:4). A estimativa de X* apresentou valor de 1,341 (P=51,14%),
demonstrando que os resultados observados se ajustam a proporcao hipotética em
estudo. Essa hipétese também foi confirmada por Souza (2007) que encontrou valor
de X?® de 0,01025 (P=91,93%) para populacdo proveniente de genitores
contrastantes para este carater [T48 (presenca de derramamento de hilo) x Bragg
(auséncia de derramamento de hilo)].

Para a populacdo F,; derivada de ‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 800A’ foi
observada diferenca pronunciada na expressividade do carater para os genétipos
portadores do gene duplo recessivo que confere derramamento do hilo, porém, a
existéncia de um controle genético mais complexo foi descartada devido a néao
rejeicao da hipotese monogeénica.

A expressividade é descrita por Ramalho et al. (2012) como o modo de
expressado do alelo, que pode ser uniforme ou variavel, ou seja, a expressao do alelo
resulta no aparecimento de varios padrées de fendtipos ou graus de expressao. Esta
€ uma dificuldade para o melhorista, pois, a primeira vista, parece tratar-se de
caracteres com controle genético mais complexo, quando na verdade, trata-se de

um carater em que um alelo apresenta expressdes variadas.
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Tabela 2. Segregacao fenotipica da geracédo F,.3 ho cruzamento A (‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 790 A’) e no cruzamento B
(‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 800 A’) para o estudo da heranga do carater derramamento de hilo e cor da pubescéncia em soja.

Cor do Tegumento

Cor da Pubescéncia

Cruzamento  Genotipos — ﬁ‘)mizi?namemo ——— Pigmentado X POY) Marrom cinza X P(%)
hilo presente ausente (Gendtipos T_) _ (Gentipos t)
A Observados O 317 0 0 100 249 68 2,129 14,45
Esperados O (317) 0 - - (237,80) (79,25) - -
5 Observados 71 190 96 1,341 51,14 270 86 0,135 71,35
Esperados  (66,93) 200,80 (89,24) - - (267,00) (89,00) - -
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Verificou-se ligagdo do gene T, que controla a cor da pubescéncia, com a
expressdo do derramamento de hilo. Dessa forma, somente gendétipos com
pubescéncia marrom (T_) apresentaram presenca de derramamento de hilo.
Consequentemente, plantas com fendétipo de pubescéncia caracterizado como cinza
(tt) ndo apresentaram fendtipo presenca de derramamento de hilo. Carpentieri-
Pipolo et al. (2007) também observaram esta relacdo génica entre os caracteres cor
de pubescéncia e derramamento de hilo, embora tenham enfatizado a existéncia de
pleiotropia.

N&o foi observada segregacdo na populacéo F,.3; derivada de ‘BRSMG 810C’
x ‘BRSMG 790A’ para o carater derramamento de hilo, o que pode estar relacionado
a presenca de genes inibidores. Esta hipétese deve ser confirmada em outros
estudos devido a importancia do derramamento de hilo para a aceitabilidade do gréo
pelos consumidores.

A cor da pubescéncia é governada por um gene com dominancia completa (3
marrom : 1 cinza), tanto no cruzamento A (X°=2,129; P=14,45%) quanto no
cruzamento B (X?=0,135; P=71,35%) (Tabela 2).

Em ambos os cruzamentos a acao de quatro genes independentes (R/I/WI/T)
foi a que melhor se ajustou as propor¢cdes observadas de cor de tegumento e cor de
hilo (Tabela 3).

Houve variabilidade fenotipica para a cor de hilo no cruzamento A,
evidenciada pelo numero de classes fenotipicas encontradas, uma vez que 0sS
genitores eram contrastantes: ‘BRSMG 810C’, de hilo preto e ‘BRSMG 790A’, de hilo
amarelo.

Considerando-se todas as interacdes para controle genético de hilo testou-se
a seguinte proporcdo fenotipica no cruzamento A: 178,30 hilo cinza: 59,48 hilo
amarelo: 55,72 hilo preto: 23,50 hilo marrom. Com estas propor¢ces fenotipicas
observadas na geracao F»3, a heranca conferida pela acdo de quatro genes é a que
melhor se adequa para explicar a heranca da cor do hilo (X? = 7,184; P=20,73%)
(Tabela 3).

Para o estudo do controle genético para cor de tegumento e hilo no
cruzamento B (‘BRSMG 810C’, de tegumento amarelo e hilo preto x ‘BRSMG 800A’,

de tegumento e hilo marrom), testou-se a hipétese da acdo dos genes R/I/T/W como
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descrito anteriormente, porém nao houve ajuste das classes fenotipicas a hipétese
testada (X? = 17,64; P=0,50%) (Tabela 3).

Considerando-se todas as interacdes para controle genético de cor de
tegumento e hilo, e, a inibicdo dos genes W e T em gendtipos ii no cruzamento B,
testou-se a hipétese com a seguinte proporcdo fenotipica: 200,25 tegumento
amarelo e hilo preto: 66,75 tegumento amarelo e hilo marrom: 61,19 tegumento e
hilo preto: 27,81 tegumento e hilo marrom. O teste de hipGtese considerando a
inibicdo dos genes modificadores W/T em genotipos ii proporcionou a obtencédo de
frequéncias fenotipicas da geracdo F»3 conforme o esperado (X* = 2,626;
P=45,29%). Assim, para o cruzamento B, a heranca da cor do hilo e tegumento é
conferida pela acao de quatro genes, na qual ha inibicdo os genes modificadores
W/T em genotipos ii.
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Tabela 3. Segregacéo fenotipica da geracdo F,3 no cruzamento A (‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 790A’) para o estudo da
heranca da cor do hilo em soja e; no cruzamento B (‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 800A’) para o estudo da heranca da cor do
hilo e cor do tegumento em soja.

Cor do Hilo Cor do tegumento
Amarelo Preto Marrom
Genétipos X2 P(%) X2 P(%)
Cinza® Amarelo Preto Marrom Cor do Hilo
Preto Marrom Preto Marrom
‘BRSMG 810C’ 0 0 55 0 0 100 55 0 0 0 0 100
‘BRSMG 790A’ 0 65 0 0 0 100 - - - - - -
‘BRSMG 800A' - - - - - - 0 0 0 70 0 100
F5.3 - Observados 178 56 50 33 - - 196 65 59 36 -
(F2.3-Esperados)® (178,30) (59,48) (55,72)  (23,50) 7,18 20,73  (200,25) (66,75) (61,19) (27,81) 2,626 45,29
(F2.3- Esperados) @ - - - - - - (167) (78) (84) (28) 17,64 0,50
“Genotlpos I_LR_T__ _el_R_ttW_ apresentam hilo cinza; I_rrT_, |_rrtt, |_R_ttww apresentam hilo amarelo; i"R_T apresentam hilo preto; iT'R_ttwW_

apresentam hilo preto |mperfe|to ii'rrT_ apresentam hilo marrom; ||rrtt e iR _ttww apresentam hilo marrom claro. @ Acéo génica dos locus R/I/T/\N
considerando ac¢do do gene i como bloqueador da acdo dos genes T e W na expressado da cor do hilo e tegumento para o cruzamento B. ®Ac&o
génica dos locus R/I/T/W considerando acdo do gene i ndo bloqueando a acdo dos genes T e W na expressdo da cor do hilo e tegumento.
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4 CONCLUSOES

1. A caracteristica derramamento de hilo apresenta controle genético
monogénico com dominancia completa da auséncia sobre a presenca do
derramamento de hilo. Gendtipos duplo recessivos, e, portanto, com presenca de
derramamento de hilo, apresentam expressividade varidvel. Existem alguns genes
inibidores do fendtipo presenca de derramamento de hilo no cruzamento ‘BRSMG
810C’ x ‘BRSMG 790A’;

2. A pubescéncia marrom em sementes de soja € determinada pelo genétipo
T_, que é ligado a presenca derramamento de hilo;

3. Para ambos os cruzamentos, a acdo génica de quatro genes (R/I/T/W)
permite o ajustamento as proporcdes observadas para o carater qualitativo cor do
hilo e cor de tegumento, porém a presenca do gendtipo ii inibe a acdo dos locos
modificadores T e W na expressdo da pigmentacdo do hilo e tegumento em
sementes de soja.

4. Os cruzamentos estudados sdo promissores, visto que a hibridacdo gerou
variabilidade genética suficiente para a selecdo de grédos de soja com diferentes
cores de tegumento e hilo, caracteristica essencial a ser selecionada em programas

de melhoramento de soja para a alimentacdo humana.
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CAPITULO 3 — HERANCA DA RESISTENCIA AO NEMATOIDE DE CISTO DA
SOJA RACA 3 EM POPULACOES DE SOJA ORIUNDAS DE
TOPOCRUZAMENTOS TIPO GRAO x TIPO ALIMENTO

RESUMO - O uso de cultivares especiais destinadas a alimentagdo humana
demanda incorporacédo de resisténcia genética aos principais fitopatdégenos, visando
um produto mais sustentavel e de melhor qualidade. Neste sentido, podemos
destacar o nematoide de cisto da soja raca 3 (NCS-3), como um dos agentes
causadores de maiores danos econdémicos. A presente proposta possui como
principal objetivo a determinagédo da herancga da resisténcia ao NCS-3 (Heterodera
glycines Ichinohe) em dois cruzamentos originados de topocruzamentos tipo grao -
portador de resisténcia (‘BRSMG 810C’) x tipo alimento - suscetivel (BRSMG 790A’
e ‘BRSMG 800A’). Os gendtipos foram inoculados com a raca 3 do NCS:
Cruzamento A (‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 790A’): 31 plantas do genitor resistente
(P1), 29 plantas do genitor suscetivel (P,), 30 plantas F;, 239 plantas F,, 55 plantas
do retrocruzamento suscetivel (RCs) e 66 plantas do retrocruzamento resistente
(RC)); Cruzamento B (‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 800A’): 31 plantas P;, 33 plantas
P,, 53 plantas F;, 252 plantas F,, 50 plantas RCs e 60 plantas RC,. Para a avaliacao
de resisténcia, utilizou-se o critério de indice de Fémeas, avaliado pelo teste do qui-
quadrado (X?). Observou-se que 0s cruzamentos apresentaram os mesmos padrées
de segregacao. As plantas representantes da geracao F; e as plantas do RC, foram
caracterizadas como suscetiveis. As plantas F, apresentaram dois padrbes de
segregacao nao significativos (resistente: suscetivel): 1:15 (dois genes recessivos
complementares) e 3:61 (um gene dominante e dois recessivos complementares). A
heranca foi confirmada utlizando-se as plantas do RC,;, que segregaram na
proporcao de 1.7, padrdo esperado para heranca condicionada por trés genes. A
hipétese de segregacédo 1:3 (dois genes) foi rejeitada em RC,. A falta de um dos
genes recessivos proporcionou resisténcia moderada ao NCS-3 aceitando-se a
hipétese de moderadamente resistente: suscetivel na proporcdo de 3:13 (um gene
dominante e um gene recessivo). Assim, nestes cruzamentos, a resisténcia
moderada ao NCS-3 é condicionada por dois genes (um dominante € um recessivo)
e 0 acumulo de um terceiro gene recessivo confere resisténcia completa em relacéo
ao fitonematoide em estudo.

Palavras-chave: estudo da heranca, Glycine max, Heterodera glycines, teste qui-
guadrado.
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CHARPTER 3 - RACE 3 OF SOYBEAN CYST NEMATODE RESISTENCE
HERITANCE IN SOYBEAN CROSSINGS FROM TOPCROSSES
GRAIN TYPE x FEED TYPE

ABSTRACT - The use of special cultivars driven to human feed demands
incorporation of genetic resistance to the main phytopathogens, aiming a product
more sustainable and with a better quality. This way, we can highlight the soybean
cyst nematode, race 3 (NCS-3), as one of the worse agent of economic damage.
This proposal has as aim to study the resistance heritance to NCS-3 (Heterodera
glycines Ichinohe) in two crossings from topcrosses grain type - resistance carrier
(‘BRSMG 810C’) x feed type -susceptibility (BRSMG 790A’ and ‘BRSMG 800A’). The
genotypes were inoculated with the race-3 of NCS: Crossing A (‘BRSMG 810C’ x
‘BRSMG 790A’): 31 plants from resistant genitor (P1), 29 plants from susceptible
genitor (P2), 30 F; plants, 239 F, plants, 66 plants from the resistant backcross (BC,),
55 plants from the susceptible backcross (BCs); Crossing B (‘BRSMG 810C’ x
‘BRSMG 800A’): 31 P, plants, 33 P, plants, 53 F; plants, 252 F, plants, 50 BCs plants
and 60 BC, plants. To evaluate the resistance, we used the Female Index criteria,
evaluated by the chi-square test (X?). We observed that the crossings presented the
same segregation pattern. The F; and RCs plants were characterized as susceptible.
The F, plants presented two no-significant segregation patterns (resistant:
susceptible) 1:15 (two complementary recessive genes) and 3:61 (one dominant
gene and two complementary recessive genes). The heritability was confirmed using
the BC, plants, which segregated at 1:7 proportion. Such proportion is expected in
heritance conditioned to three genes. The 1:3 segregation hypothesis (two genes)
was rejected in BC,. The lack of one of recessive gene provided moderate resistance
to NCS-3, accepting the hypothesis of moderately resistant: susceptible at 3:13
proportion (one dominant and one recessive). Thus, in these crossings, the moderate
resistance to NCS-3 is conditioned by two independent genes (one dominant and
one recessive) and the accumulation of a third recessive gene provides full
resistance to the phytonematodes evaluated in this article.

Keywords: study of heritability, Glycine max, Heterodera glycines, chi-square study.
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda de cultivares de soja destinada para utilizagdo na
alimentacdo humana motiva esforgos e investimentos no melhoramento genético da
cultura para este fim. Atualmente, existe a demanda de cultivares de soja com esta
destinacao aliada a resisténcia a inUmeros patégenos e pragas, de modo a adequar
o cultivo a uma forma mais sustentavel de modelo agricola, visto que os gréos
produzidos visam o consumo humano e ndo o processamento industrial. Com
relacao aos fitopatdgenos, uma das principais preocupacdes nos cultivos comerciais
atuais € o nematoide de cisto da soja (Heterodera glycines Ichinohe) (NCS) que
causa expressiva perda na produtividade em areas comerciais, além de ser de dificil
controle.

No Brasil Central, em condicbes de populacdes muito elevadas,
especialmente se associadas com excesso de calagem, as perdas devidas ao
nematoide de cisto da soja podem chegar a atingir 100% (DIAS et al., 2007).

O NCS apresenta-se como comprometedor de produtividade visto que, ao
parasitar as raizes de plantas de soja, o fitonematoide dificulta a absor¢céo de agua e
de nutrientes, retardando o crescimento, além de inibir a nodulacdo do
Bradyrhizobium japonicum (Kirchner) Buchanan, causando reducdo do porte e do
numero de vagens (RIGGS; SCHMITT, 1987).

Este fitonematoide, denominado “nanico amarelo” ou “nanismo amarelo da
soja”, foi observado pela primeira vez no Japao, em 1915 (DHINGRA; MENDONCA,;
MACEDO, 2009). Sua deteccéo pela primeira vez no Brasil ocorreu no ano agricola
1991/92 (LIMA; FERRAZ; SANTOS, 1992). Atualmente esta presente em mais de
100 municipios de dez Estados brasileiros (BA, GO, MA, MT, MS, MG, PR, SP, RS,
TO) (EMBRAPA, 2010).

Como técnicas de manejo de nematoides, destacam-se: a rotacdo de cultura
com espécie ndo hospedeira, medidas preventivas e utilizacdo de cultivares
resistentes. O modo de controle do NCS mais seguro, econdbmico € com maior
aceitacdo pelo sojicultor € o uso de cultivares resistentes, associado a rotacdo com
culturas ndo hospedeiras, e, no caso de nematoide de cisto da soja, cuja

variabilidade genética € muito grande, deve-se também rotacionar as cultivares com
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0s genes de resisténcia, evitando-se selecionar novas racas do nematoide virulento,
e, desta forma, prolongar a vida util da cultivar resistente (MATSUO et al., 2015). A
possibilidade de utilizacdo de multilinhas ndo deve ser descartada como alternativa
de controle (BUENO; MENDES; CARVALHO, 2006).

O grande entrave relativo aos mecanismos de defesa se deve ao fato de que
apos a morte da fémea, seu corpo transforma-se em uma estrutura rigida e
resistente denominada cisto, que se desprende das raizes e pode permanecer viavel
no solo, na auséncia de planta hospedeira, por mais de oito anos. O cisto, por ser
muito leve e resistente a deterioracdo e a dessecacao, permite a disseminacao
rapida do nematoide entre lavouras e, também, entre regifes distantes (DHINGRA;
MENDONCA; MACEDO, 2009; DIAS et al., 2009; EMBRAPA, 2010).

A expansdo da area cultivada de soja € um dos motivos de fomento de
programas de melhoramento relacionados a obtencdo de cultivares resistentes. A
estimativa € de crescimento na area cultivada com a oleaginosa entre 2,1 e 3,8%
(671,3 a 1.244,4 mil hectares) (CONAB, 2014).

A elevada variabilidade genética existente neste fitonematoide é devido a
existéncia de racas fisiologicas, que aumenta sua patogenicidade (NIBLACK;
LAMBERT; TYLKA, 2006), o que refor¢ca a necessidade de maiores esfor¢os para a
obtencao de gendtipos com fonte de resisténcia.

A classificacdo de H. glycines em racas fisioldgicas é realizada por meio de
linhagens diferenciadoras (GOLDEN et al., 1970; RIGGS; SCHMITT, 1987; DIAS et
al.,1998). Por sua vez, Niblack et al. (2002) propuseram a classificacdo das
populacdes do NCS em tipos (HG type), ao invés de utilizar o conceito de raca.

Até o momento, no Brasil ha relato de 11 racas (1, 2, 3, 4, 4+, 5, 6, 9, 10, 14,
14+), dentre estas, a raca 3 € a mais comum no pais, sendo a Unica encontrada no
estado do Parana e em Séo Paulo (EMBRAPA, 2010).

Dependendo da fonte de resisténcia para a raca 3 do NCS, o controle
genético da resisténcia pode variar de um a quatro genes, dominantes ou recessivos
(Tabela 1), o que deve ser analisado pelo melhorista para a realizacdo de
hibridacdes controladas.

A heranca ao NCS é complexa, envolvendo bloco de genes de resisténcia ou

poucos genes com varios alelos, interacdes epistaticas, ligacédo alélica de resisténcia
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as diferentes racas e forte ligacdo dos alelos de resisténcia com genes relacionados
ao gene |, que é responsavel pela pigmentacdo do tegumento e hilo de sementes de
soja. Além disto, acBes génicas variam de uma fonte de resisténcia para outra, bem
como o numero de genes de resisténcia presentes nas diferentes fontes. Alguns
trabalhos tém apresentado diferentes resultados da heranga do carater em estudo
(MATSUO et al., 2015).

Tabela 1. Estudos de heranca genética para nematoide de cisto da soja (raca 3)
proveniente de diferentes fontes de resisténcia.

Fonte ge . Genes identificados Referéncia

Resisténcia

Peking 1 dominante (Rhg 4) Matson e Williams (1965)
Peking rhgl, rhg2 e Rhg4 Rao-Arelli, Anand e Wrather (1992)
P1 88788 1 dominante e 1 recessivo Rao-Arelli e Anand (1988)

P1 88788 rhg2, Rhg4 e Rhg5 Rao-Arelli, Anand e Wrather (1992)
P190763 rhg 1, rhg 2 e Rhg4 Rao-Arelli, Anand e Wrather (1992)
Hartwig 1 recessivo e 1 dominante Faghihi et al. (1995)

P1 438489B 2 recessivos Rao-Arelli (1994)

P1 438489B 2 dominantes Rao-Arelli e Anand (1988)

P1 89772 1 dominante e 1 recessivo Rao-Arreli (1994)

P1 209332 1 dominante e 1 recessivo Rao-Arreli (1994)

M-SOY 8001 2 recessivos Silva et al. (2007)

BR 90-4722 1 dominante e 2 recessivos  Mauro, Oliveira e Mauro (1999)
Hartwig 4 genes Cervigni et al. (2007)

P1 494182 2 dominantes e 1 recessivo  Arelli e Wang (2008)

Para o estudo do controle genético de caracteres, € necessario que 0s
genitores sejam puros, ou seja, que ndo estejam segregando e apresentem reacao
contrastante para o carater de interesse. Sao obtidas as geracodes F1, F,, (podendo-
se inserir demais geracbes avancadas) e os retrocruzamentos (RC; e RCy).
Posteriormente, toda a populacéo obtida, incluindo os genitores, sdo avaliados para
o carater de interesse para verificar a segregacao fenotipica. Para caracteres com
distribuicdo discreta, as hipéteses de segregacao sao testadas pelo teste de qui-
guadrado, que verifica se os desvios entre as frequéncias observadas e esperadas

sao significativos, em determinado nivel de probabilidade (RAMALHO et al., 2012).
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Nos programas de melhoramento para a incorporacdo de resisténcia
genética, € importante a realizacdo do estudo da heranca da resisténcia para a
populacdo que se deseja melhorar e a raca especifica, devido ao controle genético
da resisténcia ser diferenciado em relagdo a fonte utilizada. Assim, visa-se tracar a
melhor estratégia para que a resisténcia seja duravel face a natureza dindmica das
populacdes patogénicas.

Sendo assim, o presente trabalho teve por objetivo determinar a heranca da
resisténcia ao NCS ragca 3 em populagdes obtidas dos cruzamentos entre soja tipo
grao x soja tipo alimento: Cruzamento A (‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 790A’) e
Cruzamento B (‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 800A").

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de conducao experimental

As hibridacbes dos genitores para obtencdo da geracdo F; e
retrocruzamentos foram conduzidas em casa de vegetacao climatizada pertencente
a Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (Epamig Oeste) — Uberaba —
MG, situada a 850 metros de altitude, latitude 19° 44’ Sul e longitude 47° 57’ Oeste.
Segundo Koppen (1948), o clima da regido € do tipo Aw, tropical quente umido, com
inverno frio e seco.

Para fenotipagem das populacdes, estas foram conduzidas em casa de
vegetacdo da Epamig Oeste, Uberaba - MG, sendo as analises nematolégicas

realizadas no Laboratdrio de Nematologia ha mesma instituicdo de pesquisa.

2.2 Genotipos utilizados

Foram utilizados os genitores ‘BRSMG 810C’, ‘BRSMG 790A’ e ‘BRSMG
800A’ desenvolvidos pela parceria Embrapa/Epamig/Fundacado Tridngulo, para a
obtencao de dois cruzamentos.

A cultivar ‘BRSMG 810C’, tipo grao, apresenta resisténcia as racas 1 e 3 do

NCS derivada do genétipo ‘Peking’ (Sharkey). Estudos sobre diversidade genética
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indicaram a cultivar ‘Peking’, juntamente com as Pls Pl 89772 e Pl 437654 e a
cultivar ‘Hartwig’, como as que possuem maior potencial de uso em programas de
melhoramento (MATSUO et al., 2012). Morfologicamente seus graos apresentam:
tegumento amarelo, hilo preto e presenca de derramamento de hilo.

As cultivares especificas para alimentacdo humana sao suscetiveis a raca 3
do NCS, e possuem diferentes cores de tegumento: A ‘BRSMG 790A’ é de
tegumento e hilo amarelo e a ‘BRSMG 800A’ € de tegumento e hilo marrom. Ambas

apresentam auséncia de derramamento de hilo.

2.3 Obtencéao das geracodes

Para obtencdo da geracédo F; do Cruzamento A: ‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG
790A" e Cruzamento B: ‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 800A’ foram realizadas
hibridacdes artificiais, no periodo compreendido entre novembro de 2012 a fevereiro
de 2013, seguindo os procedimentos descritos por Borém, Almeida e Kiihl (1999).

Para multiplicar as sementes F; obtidas por hibridacéo, estas foram semeadas
em vasos com capacidade de 20 L, preenchidos com substrato formado por uma
mistura de latossolo e esterco de curral peneirado, em setembro de 2013. Foram
cultivadas trés plantas F; por vaso, para obtencdo das sementes F,. Neste mesmo
periodo, foram conduzidos 0s genitores, para a hibridacdo entre estes e a geracéo
F1, para a obtencdo dos retrocruzamentos resistentes (RC;) (F1 x ‘BRSMG 810C’) e
suscetiveis (RCs) (F1 x ‘BRSMG 790A’ e, F1 x ‘BRSMG 800A)).

Apés a obtencdo das sementes e germinacdo destas, o Cruzamento A foi
composto por 450 plantas e o Cruzamento B por 479 plantas, das seguintes
geracoes:

a) Cruzamento A: 31 plantas do P; (‘BRSMG 810C’), 29 plantas de P,
(‘BRSMG 790A’), 30 plantas F;, 239 plantas F,, 55 plantas RCs e 66
plantas RC;;

b) Cruzamento B: 31 plantas do P; (‘BRSMG 810C’), 33 plantas do P
(‘BRSMG 800A’), 53 plantas F;, 252 plantas F,, 50 plantas RCs e 60
plantas RC..
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2.4 Obtencédo do in6culo

A populagdo de NCS foi obtida no municipio de Londrina, Parana, pela
empresa GDM Seeds ®. Para identificagcdo da raca 3, foram utilizadas cultivares
diferenciadoras padronizadas por Riggs e Schmitt (1988) acrescida da cultivar
Hartwig (DIAS et al., 1998).

Vasos de ceramica foram preenchidos com solo contendo cistos previamente
identificados como Heterodera glycines raca 3 (RIGGS; SCHMITT, 1988). Para
multiplicacdo do inéculo foi utilizada uma cultivar de soja padréo de suscetibilidade
[MG/BR 46 (‘Conquista’)], que foi semeada nos vasos em casa de vegetacao.

Apos 30 dias, o sistema radicular das plantas infestadas com as fémeas do
nematoide de cisto da soja foram lavadas sequencialmente em peneiras de malha
de 200 mesh e 500 mesh (0,074 mm e 0,025 mm, respectivamente). As fémeas
retidas na peneira de 200 mesh foram rompidas na propria peneira por friccao,
utilizando-se a extremidade oval de uma borracha em bastdo. Os ovos e juvenis
provenientes de fémeas foram liberados e retidos na peneira de 500 mesh.

Em seguida, foram recolhidos em suspensdo aquosa, em um béquer de 100
mL, e retirada uma aliquota de 1mL para determinacédo da concentracdo de ovos e
juvenis, com auxilio de uma camara de Peters. ApOs a contagem, a concentracao da
suspensao foi ajustada para aproximadamente 4000 ovos e juvenis, para inoculacao

do experimento.

2.5 Avaliacao das populacdes

O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso com testemunhas
intercalares. Foram instalados sete blocos experimentais (Tabela 2), que eram
compostos por igual numero de plantas de cada geracéao (P1, P2, F1, F2, RC, e RCy).
A unidade experimental foi composta por uma planta, conduzida individualmente em
vasos, e aleatorizada dentro do bloco experimental. Como testemunha suscetivel
intercalar, utilizou-se a cultivar de soja MG/BR 46 (‘Conquista’). Foram avaliadas
sete testemunhas intercalares por bloco, juntamente as demais geracdes de

avaliacao.
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Tabela 2. Data de semeadura, data de inoculacdo, data de avaliacdo e dias apés
inoculacdo para cada bloco experimental de experimento de nematoide de cisto da
soja raca 3 em populagbes provenientes de topocruzamentos tipo grédo X tipo
alimento.

Bloco
Experimental

Data semeadura

Data inoculacgéo

Data avaliacdo

Dias ap0s
inoculacéo (DAI)

1 14/02/2014 24/02/2014 26/03/2014 31
2 21/08/2014 04/09/2014 07/10/2014 33
3 21/08/2014 04/09/2014 07/10/2014 33
4 03/09/2014 21/09/2014 17/10/2014 26
5 31/10/2014 10/11/2014 10/12/2014 30
6 03/11/2014 13/11/2014 12/12/2014 29
7 05/11/2014 15/11/2014 15/12/2014 30

As seis geracdes (Pi: genitor resistente; P,: genitor suscetivel; Fi, F2, RC, e
RC;) dos dois cruzamentos foram semeadas em vasos de ceramica com 0,300 L de
capacidade (11 cm de altura, 6 cm base menor e 9 cm base maior) preenchidos com
uma mistura de solo e areia autoclavada, na propor¢cdo de 1:1. Os vasos foram
parcialmente enterrados em caixas de poliestireno (250 cm x 100 cm), com bordas
elevadas de 7cm, com areia lavada e mantida umida, para propiciar menor oscilacao
de temperatura no interior dos vasos. As caixas de poliestireno foram mantidas
sobre bancadas elevadas.

Apoés aproximadamente sete dias da emergéncia, foi realizada a inoculacdo da
suspensao de NCS raca 3, por meio de um orificio aberto, ao lado do colo de cada
planta, com o auxilio de uma pistola automatica, seguida de irrigacdo leve, com o
objetivo de evitar o ressecamento dos ovos e juvenis do nematoide.

Os vasos foram mantidos em casa de vegetacdo, com o objetivo de minimizar
variacbes ambientais, tais como temperatura e umidade, por um periodo de
aproximadamente 30 dias apés a inoculacdo, quando foi realizada a avaliacdo de
resisténcia ao NCS raca 3 (Tabela 2). Evitou-se a instalacdo dos blocos em épocas
com possibilidade de coincidéncia com temperaturas baixas, 0 que poderia
comprometer a multiplicacdo do nematoide.

As fémeas de cada raiz foram extraidas, sob jato forte de agua, sobre um
conjunto de peneiras de 20 e 60 mesh (TIHOHOD, 2000). O material retido na

peneira de 20 mesh foi descartado e o retido na peneira de 60 mesh foi transferido
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para uma placa de petri quadriculada e levado ao estereoscépio (lupa) para
contagem do numero de fémeas com auxilio de contador manual.

Foi estimado o indice de Fémea (IF), que é calculado pela razdo do nGimero
de fémeas de cada individuo, dividido pela média do nimero de fémeas do padrao
suscetivel (Conquista) em cada bloco, multiplicado por 100. Os gendtipos foram

classificados conforme especificado na Tabela 3.

Tabela 3. Classificacdo de genotipos de soja quanto a resisténcia ao nematoide de
cisto da soja quanto ao Indice de Fémeas (IF).

Estimativa de IF Classificacao do genétipo

IF <10% Resistente (R)

10% <IF<30% Moderadamente Resistente (MR)
30%=IF<60% Moderadamente Suscetivel (MS)
IF=60% Suscetivel (S)

Para a avaliacdo da heranca de resisténcia da soja ao NCS foram feitas duas
analises: uma considerando o padrdo de resisténcia moderada, com todos os
individuos com IF<30% e uma segunda considerando o padrdo de resisténcia para
0S genotipos classificados com IF<10%.

A fim de verificar a segregacao fenotipica para resisténcia e suscetibilidade
das plantas das populacées, foi utilizado o teste qui-quadrado (X?), com o auxilio do
programa Genes (CRUZ, 2013).

O x? calculado foi estimado por meio da expressao:

r i
X% = Z (0; — e;)
g;
i=1

Em que:
r: nimero de classes fenotipicas;
oi: frequéncia observada de individuos na i-ésima classe fenotipica;

ei: frequéncia esperada de individuos na i-ésima classe fenotipica.

Para a populacdo F, foram testadas as proporcbes fenotipicas esperadas

para um gene, dois genes e trés genes (Tabela 4), e confirmadas para um gene
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(1:1), dois genes (1:3) e trés genes (1:7) na populacdo de retrocruzamento
resistente.

Procurou-se detectar, entre as propor¢cdes esperadas, aquelas que melhor
explicavam as frequéncias de classes fenotipicas observadas. Assim, aceitar a
hipétese de nulidade implicou a obtencdo de segregacdes esperadas iguais ou
maiores as observadas, a 5% de probabilidade.

Tabela 4. Proporcdes fenotipicas esperadas para um, dois e trés genes envolvidos
para a segregacdo da caracteristica, em uma populacao F,,

NGmero de genes Proporgdo (Resistente:

Suscetivel)
Um gene dominante 31
Um gene recessivo 1:3
Dois genes dominantes 15:1
Um gene dominante e outro recessivo 13:3
Dois genes recessivos 79
Dois genes dominantes complementares 9:7
Um gene dominante e outro recessivo complementares 3:13
Dois genes recessivos complementares 1:15
Trés genes dominantes 63:1
Dois genes dominantes e um recessivo 61:3
Um gene dominante e dois recessivos 55:9
Trés genes recessivos 37:27
Trés genes dominantes complementares 27:37
Dois genes dominantes e um recessivo complementares 9:55
Um gene dominante e dois recessivos complementares 3:61
Trés genes recessivos complementares 1:63
Um gene dominante independente e dois dominantes
complementares 57:7
Um gene dominante independente e um dominante e outro
recessivo complementares 51:13
Um gene dominante independente e dois recessivos
complementares 49:15
Um gene recessivo independente e dois dominantes
complementares 43:21
Um gene recessivo independente e um dominante e outro recessivo
complementares 25:39
Um gene recessivo independente e dois recessivos
complementares 19:45

Fonte: Pestana (2010)
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os genitores apresentaram padréo fenotipico contrastante para resisténcia ao
NCS racga 3 para ambos os cruzamentos em estudo (Tabela 5). Para o cruzamento
A, 0 genitor resistente apresentou média de 6,00 fémeas, enquanto foi verificada
uma média de 173,28 fémeas para o genitor suscetivel. Estimativas de numero de
fémeas para o cruzamento B foram de 7,00 para o genitor resistente e de 207,03

para o genitor suscetivel.

Tabela 5. Média de niumero de fémeas nos genitores, F;, F,, RC, e RCs em cada
geracdo dos dois cruzamentos: Cruzamento A: ‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 790A’ e
Cruzamento B: ‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 800A’.

Geracao Cruzamento A Cruzamento B
Genitor Resistente 6,00 (0-22)" 7,00 (0-22)
Genitor Suscetivel 173,28 (100-458) 207,03 (89-728)
Fi1 168,50 (134-512) 170,02 (112-634)
F2 162,10 (0-899) 159,39 (1-783)
RC, 114,32 (1-508) 135,78 (0-567)
RCs 259,84 (45-948) 180,12 (56-768)

Y Amplitude de nimero de fémeas nas diferentes geracdes (valores minimo e maximo).

As plantas representantes da geracdo Fi foram suscetiveis (X* = 0,00;
P(%)=100%), com numero de fémeas médio de 168,50 para o0 cruzamento A e
170,02 para o cruzamento B. Nenhuma das plantas da geracdo RCs foram
resistentes, com numero de fémeas meédio de 259,84 (Cruzamento A) e 180,12
(Cruzamento B) (Tabela 5).

A geracdo F, apresentou segregacao transgressiva para suscetibilidade em
ambos os cruzamentos. Neste caso, a segregacao transgressiva nao é interessante
para o trabalho do melhorista, ja que esta se manifestou no sentido contrario a
resisténcia, porém ha possibilidade de obtenc&o de plantas F, resistentes, ou seja,
com IF<10 (Figura 1).

A variabilidade fenotipica em F, pode ser observada pela amplitude em

ambos os cruzamentos para o indice de Fémeas (Figura 1).
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Em ambos os cruzamentos, grande porcentagem de plantas F, foram
classificadas nas classes fenotipicas intermediarias (MR e MS), provavelmente
devido as interacdes alélicas envolvidas no fendétipo em estudo, evidenciando
interacdo alélica e/ou génica presentes no carater. No entanto, ndo se pode
descartar a influéncia ambiental na manifestagdo do carater, como ja relatado por
Matsuo et al. (2015).

'BRSMG S10C'X 'BRSMG 790A" 'BRSMG S10C' X 'BRSMG S00A”
20
£ 70 =
£ % £
g 40 bl
= 30 =
=0 9 [}
% 30 2
£ 0 :
£ I T A R S S L £
= R S & & & o7 ’ z
Indice de Fémeas Indice de Fémeas

Figura 1. Namero de genotipos F, em classes fenotipicas observadas quanto ao
indice de Fémeas em relacédo ao Nematoide de Cisto da Soja raca 3, provenientes
de dois cruzamentos originarios de topocruzamentos tipo grao x tipo alimento:
‘BRSMG 810C X BRSMG 790A’ e ‘BRSMG 810C X BRSMG 800A'.

O numero de gendtipos em cada classe fenotipica e em cada geracdo em
estudo é apresentado na Tabela 6.

Das 239 plantas F, avaliadas no cruzamento A, 13 foram classificadas como
resistentes (5,14%), 33 como moderadamente resistentes (21,88%), 57 como
moderadamente suscetiveis (45,55%) e 136 como suscetiveis (56,90%). No
cruzamento B, em que foram avaliadas 252 plantas F,, 17 foram classificadas como
resistentes (6,75%), 29 como moderadamente resistentes (11,51%), 61 como

moderadamente suscetiveis (24,21%) e 145 como suscetiveis (57,54%) (Tabela 6).
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Tabela 6. Numero de plantas (NP) e média de indice de Fémeas (MIF), obtida para
diferentes geracbes [P; (genitor resistente), P, (genitor suscetivel), F;, F2, RC;
(retrocruzamento resistente) e RCs (retrocruzamento suscetivel)]: resistente - R
(IF<10%); moderadamente resistente - MR  (10%<IF<30%); moderadamente
suscetivel - MS (30% <IF< 60%) e suscetivel - S (IF=60%).

R MR MS S Total de

Cruzamento Geragéo

NP MIE NP MIE NP MIF NP MIE lantas

Py 31 3,19 - - - - - 31

P,’ - - - - - - 29 108,95 29

A Fi - - - - - - 30 81,34 30
Fa 13 479 33 21,88 57 4555 136 119,82 239

RC, 9 476 13 17,55 14 3853 30 104,19 66

RCs 0 000 5 2021 6 42,09 44 132,63 55

Py 31 3,40 - - - - - - 31

Py’ - - - - - - 33 109,08 33

5 Fi - - - - - - 53 91,97 53
Fa 17 529 29 2246 61 4541 145 113,22 252

RC 7 527 13 19,94 15 40,37 25 12503 60

RCs 0 000 8 2026 12 4647 30 150,38 50

" ‘BRSMG 810C’, “ ‘BRSMG 790A’, > BRSMG 800A’

Com base nestes dados fenotipicos encontrados das plantas da geracédo F»,
foram testadas as 22 hipdteses de segregacdo esperadas para um, dois e trés
genes, sugeridos por Pestana (2010).

Ambos o0s cruzamentos apresentaram os mesmos padrbes de segregacao
para as geracgles Fi, F,, RC, e RC; (Tabela 7).

Duas proporcfes de segregacdo foram aceitas pelo teste de qui-quadrado a
5% de significancia, na geragédo F,. A primeira indica que a resisténcia € governada
por dois genes recessivos complementares (1R:15S; P = 59,38% e 79,61%, para o
cruzamento A e B respectivamente) e a segunda, que € governada por trés genes,
sendo um gene dominante e dois recessivos complementares (3R:61S; P = 53,70%

e 13,91% para o cruzamento A e B, respectivamente (Tabela 7)).
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Tabela 7. Proporcéo observada de plantas F2, F;, RCs (retrocruzamento suscetivel)
e RC, (retrocruzamento resistente) testada pelo método de X? quanto & reacdo ao
nematoide de cisto da soja raga 3, derivadas de dois cruzamentos: Cruzamento A
(‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 790A’) e Cruzamento B (‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG
800A").

Proporcgao Hipotese

Cruzamento Gerag&o ﬁ\léae”nigoi()) Observada *X?  *P(%) Total
R? S° NG* SG°
IF'<30 (MR) 46 193 2 3:13° 0,027 86,86
F 154 239
2 IF<10 (R) 13 296 2 115 0,28 59,38
3 361° 0,38 5370
A F IF<10 (R) 0 30 - 01 000 100 30
RC.? IF<10 (R) 0 55 - 0:1 0,00 100 55
.~f
RC®  IF<10 (R) 9 57 2 I3 40 am o
3 179 1,28 2579
IF<30 (MR) 46 206 2 3:13° 0,026 87,15
F 15¢ 252
2 IF<10 (R) 17 238 2 1:15° 0,067 7961
3 3:61° 2,188 13,91
B = IF<10 (R) 0 53 - 0:1 0,00 100 53
RC? IF<10 (R) 0 50 - 01 0,00 100 50
.f
RCY  IF<10 (R) 7 53 2 13 589 17 g

3  17° 0,144 70,41

YE: indice de Fémeas;’R: nimero de individuos resistentes;®S: nimero de individuos
suscetiveis; “NG: numero de genes;’SG: Segregacdo;*Teste de Qui-quadrado; **P(%):
Probabilidade.

aRetrocruzamento suscetivel;"Retrocruzamento resistente; ‘hipétese de segregacéo de dois
genes (um dominante e um recessivo complementares); hipétese de segregacéo de dois
genes (dois genes recessivos complementares); *hipétese de segregacéo de trés genes (um
gene dominante e dois genes recessivos complementares); hiptese de segregacdo de dois
genes em RC,, °hipétese de segregacéo de trés genes em RC,.

A heranca foi confirmada pela inoculacdo das plantas do RC;, em que nao
houve diferenca significativa, no teste de X* a 5% de probabilidade, entre as
frequéncias observadas e as frequéncias esperadas na proporcdo de segregacao
1R:7S. Esta proporcdo é o padrdo esperado para heranga condicionada por trés
genes [X* de 1,28 (P(%) de 25,79) e 0,144 (P(%) de 70,41] para o cruzamento A e B,
respectivamente. A hipotese de segregacdo 1R:3S para dois genes foi rejeitada
[X?=4,04 (P(%) = 4,44) e X*= 5,69 (P(%) = 1,71] para o cruzamento A e B,
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respectivamente), o que confirma que a segregacao 3R: 61S seja a mais adequada
(Tabela 7).

Para a resisténcia parcial (plantas moderadamente resistentes), a hipétese
aceita é a de 3R:13S (um gene dominante e um gene recessivo), 0 que indica que a
falta de um dos genes recessivos proporcionou resisténcia moderada a raca 3 em
ambos os cruzamentos (P(%) = 86,86 para o cruzamento A e P(%) = 87,15 para o
cruzamento B).

A reacao ao nematoide de cisto da soja raca 3 € controlada por trés locos. O
gendtipo resistente é portador de um alelo dominante em um loco e homozigose
recessiva nos demais.

Utilizando como fonte de resisténcia a raca 3 de NCS a cultivar ‘Peking’, Rao-
Arelli, Anand e Wrather (1992) propuseram também a existéncia de 3 genes
condicionando a resisténcia, sendo um dominante e 2 genes recessivos, designados
rhgl, rhg2 e Rhg4. Matson e Williams (1965) encontraram um unico gene
(dominante) condicionando a resisténcia (Rhg4).

Utilizando-se a cultivar M-SOY 8001 com fonte de resisténcia derivada de
‘Peking’ (Coker 6738), Silva et al. (2007) identificaram um gene recessivo
condicionando a resisténcia moderada ao nematoide em estudo, e, dois genes
recessivos condicionando a resisténcia completa.

Mauro, Oliveira e Mauro (1999) classificaram a heranca do NCS raca 3 como
gualitativa, utilizando como fonte de resisténcia a cultivar MR 90-4722 e também
identificaram que 0s genoétipos resistentes se devem a um gene dominante
homozigoto e dois recessivos.

A cultivar ‘BRSMG 810C’ deve ser utilizada nos blocos de cruzamentos para
obtencdo de genoétipos com resisténcia ao nematoide de cisto raca 3, e no caso do
programa de melhoramento de soja para a alimentacdo humana, € necessario
agregar a resisténcia com caracteristicas especiais para atender os padrées de
cultivares para este objetivo.

A metodologia utilizada para classificacdo dos genétipos se mostrou eficiente
guanto a discriminacdo e quanto a viabilidade de execucdo. A forma de avaliacéo

permitiu melhor uniformidade comparativamente as avaliacfes realizadas em campo
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experimental, que sdo comumente adotadas, podendo ser adaptada em programas
de melhoramento com esta finalidade.

Nestes cruzamentos a heranca da resisténcia ao nematoide de cisto raca 3 foi
classificada de natureza qualitativa, o que facilita a insercdo da resisténcia em
programas de melhoramento genético para obtencdo de cultivares com

caracteristicas especiais para alimenta¢do humana.

4 CONCLUSOES

1. A resisténcia moderada ao nematoide de cisto da soja raca 3 é condicionada
por dois genes (um dominante e um recessivo)

2. O acumulo de um terceiro gene recessivo confere resisténcia completa em
relacdo ao fitonematoide em estudo. Assim, trés locos condicionam a resisténcia
completa ao nematoide de cisto da soja raca 3. O gendtipo resistente é portador de

um alelo dominante em um loco e homozigose recessiva nos demais.
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CAPITULO 4 - PARAMETROS GENETICOS ASSOCIADOS A RESISTENCIA AO
NEMATOIDE DE CISTO DA SOJA EM POPULACOES DE SOJA
VISANDO ALIMENTACAO HUMANA

RESUMO - Na procura de melhor compreenséo da resisténcia ao nematoide de
cisto da soja (NCS) raca 3 (Heterodera glycines), objetivou-se verificar, com uma
abordagem quantitativa, a adequacédo da variabilidade para resisténcia ao NCS raca
3 a um modelo aditivo-dominante, assim como estimativa de parametros genéticos
em dois cruzamentos oriundos de topocruzamentos entre cultivar do tipo gréo -
portador de resisténcia ao NCS (‘BRSMG 810C’) x cultivar tipo alimento - suscetivel
ao nematoide em estudo (‘BRSMG 790A’ e ‘BRSMG 800A’). O experimento foi
conduzido no delineamento de blocos casualizados, com 7 blocos e seis geracoes
de estudo (P1, P2, F1, F2, RC, e RCy). As populagdes foram inoculadas com a raca 3
do NCS. Foram avaliadas plantas individuais aproximadamente 30 dias apls a
inoculagéo, utilizando como critério o indice de Fémeas (IF). Com o IF foram
estimados componentes de média (por meio do método dos minimos quadrados
ponderados), variancias e parametros genéticos associados. O modelo aditivo-
dominante foi suficiente para explicar o carater, sendo o efeito genético aditivo o
mais importante na determinacdo do carater IF relacionado a resisténcia a H.
glycines raca 3. Observou-se que existe segregacéo transgressiva na geracao F»
para suscetibilidade a Heterodera glycines. Os resultados evidenciam que ambos 0s
cruzamentos apresentam acentuada variabilidade genética em F,. A resisténcia ao
nematoide de cisto da soja raca 3 teve grande influéncia ambiental. De acordo com
os resultados obtidos, existe evidéncia de ganho com selecdo em processo seletivo.
A herdabilidade no sentido restrito de baixa magnitude indica ponderacdo na
pressao de selecao, fato que prioriza a realizacdo de selecdo em fase avancada dos
programas de melhoramento, como no teste de progénies, para obter cultivares
especiais para a alimentacdo humana e homozigotas para resisténcia a este
fitonematoide.

Palavras-chave: componentes de variancia, Glycine max, heranca da resisténcia,
herdabilidade, Heterodera glycines.
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CHARPTER 4 — GENETIC PARAMETERS ASSOCIATED TO CYST NEMATODE
RESISTANCE IN SOYBEAN CROSSINGS AIMING HUMAN FEED

ABSTRACT - Searching a better understanding of soybean cyst nematode (NCS)
race 3 (Heterodera glycines) resistance, aimed to verify, with a quantitative
approach, the adequacy of variability for resistance to soybean cyst nematode race 3
to an additive-dominant model, as well as estimates of genetic parameters from
topcrosses between grain type - NCS resistance carrier (‘'BRSMG 810C’) x feed type
- susceptible to this nematode (‘BRSMG 790A’ and ‘BRSMG 800A’). The experiment
was carried out in a randomized block design, with seven blocks and six generations
(P1, P2, F1, F2, BC; and BCs). Both crossings were inoculated with the NCS race 3.
Individual plants were evaluated at 30 days after inoculation, using the Female Index
criteria (IF). Having in hands the IF, we estimated the average components (through
the weighted least squares method), variances, and associated genetic parameters.
The additive-dominance model was enough to explain the character in such
crossings, where the additive genetic effect the most important to determine the IF
character related to H. glycines race 3 resistance. We observed that there is a
transgressive segregation in the F, generation to H. glycines susceptibility. The
results highlight that both crossings have high genetic variability in the F,. The
soybean cyst nematode race 3 resistance had a great environmental influence.
According to the obtained results, there is an evidence of gain with selection in the
selective process. The heritability in the narrow sense of low magnitude indicates a
probable weighting in the selection pressure. This fact prioritizes the selection
conduction in a more advanced phase of breeding program, like in the progenies
test, to obtain special cultivars to feed humans, and in the homozygote to resist to
this phytonematode.

Keywords: components of variance, Glycine max, heritance of resistance,
heritability, Heterodera glycines.
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1 INTRODUCAO

O nematoide de cisto da soja (Heterodera glycines Ichinohe) é de grande
importancia para a cultura da soja, por causar perdas significativas de producéo,
além de ser de dificil controle e facil disseminacdo. Entre os métodos de controle,
destaca-se o0 uso de cultivares resistentes, por sua maior eficiéncia e menor custo.

Geralmente, para o estudo do controle genético da reacdo ao nematoide de
cisto da soja (NCS) raca 3, sdo utilizadas metodologias para caracteres qualitativos
(distribuicdo discreta), sobretudo quando se considera a resisténcia especifica a
racas ou resisténcia vertical (VAN DER PLANK, 1968). Varios trabalhos tém sido
realizados a esse respeito, como apresentado por Matsuo et al. (2015).

No entanto, a variabilidade patogénica permite inferir que exista ligacéo
génica e alelismo multiplo (RAO-ARELLI, 1994), assim como a existéncia de genes
de menor efeito ou modificadores, com influéncia do ambiente, o que fornece ao
carater aspecto de caracteres quantitativos. Algumas evidéncias indicam que mais
genes estejam envolvidos no controle genético do carater (MOURA et al., 2008;
YUE; ARELLI; SLEPER, 2001).

A partir desta suposicdo, modelos de genética quantitativa, como
componentes genéticos de meédia, variancia e covariancia podem ser utilizados
(RAMALHO; FERREIRA; OLIVEIRA, 2005; CRUZ; VIANA; CARNEIRO, 2004;
MATHER; JINKS, 1984; ROWE; ALEXANDER, 1980).

Para componentes de média, normalmente obtidas por meio dos quadrados
minimos ponderados (CRUZ; VIANA; CARNEIRO, 2004, RAMALHO; SANTOS;
ZIMMERMANN, 1993) estimam-se a média fenotipica entre gendtipos homozigotos
(m), o afastamento do valor fenotipico dos genitores em relacdo a média (a) e o
afastamento do valor fenotipico do heterozigoto em relacdo a média (d). Estas
estimativas permitem o fornecimento do grau de dominancia (gd) para o loco, sendo
estimado pela razdo entre o valor fenotipico dos genitores em relacdo a média e o
afastamento do valor fenotipico do heterozigoto em relacdo a média (BERNARDO,

2002), embora alternativas de céalculo possam ser empregadas (CRUZ, 2013).
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Quando se consideram varios locos, tem-se 0 somatorio dos respectivos
desvios (d e a), o que pode culminar com pequena estimativa de gd (MATHER,;
JINKS, 1984).

Ja os componentes de variancia eliminam esta desvantagem, jA que 0s
efeitos individuais dos locos sé@o elevados ao quadrado, sendo uma estatistica de
segunda ordem, embora erros associados elevados possam ser encontrados devido
a elevacao ao quadrado dos desvios (RAMALHO et al., 2012).

As estimativas de variancia genética aditiva e de dominancia permitem a
obtencéo da herdabilidade (h?), que é definida como a proporcdo da variancia
genética presente na variancia total. E a confiabilidade do valor fenotipico como
indicador de valor reprodutivo (RAMALHO et al., 2012, LANA; CARDOSO; CRUZ,
2003).

A h? é frequentemente utilizada nas expressées relacionadas com a predicéo
de ganhos seletivos durante a conducdo do programa de melhoramento. As

estimativas de h? auxiliam os melhoristas na tomada de decisdes. A h? pode ser

. . 2 . .
expressa no sentido amplo (hZ) ou restrito (h;). No primeiro caso, o numerador da
expressdo envolve a parte da variancia genética total, ja no segundo caso, O
numerador da expressao envolve a variancia genética aditiva, sendo este ultimo

caso, a estimativa usada na selecdo. Observa-se que tanto as estimativas de hZ2

como h? variam amplamente (RAMALHO et al., 2012).

Visando melhor compreensdo dos atributos genéticos envolvidos nesta
fitonematologia e otimizar a selecdo nas populacdes geradas, objetivou-se com este
trabalho testar a adequacéo da variabilidade de populacdes de soja a resisténcia ao
NCS raca 3 a um modelo aditivo-dominante, estimacao de parametros genéticos e
do progresso na selecdo em dois cruzamentos provenientes da hibridacdo entre
uma cultivar portadora de resisténcia ao NCS raca 3 e duas cultivares utilizadas em
programas de melhoramento genético com caracteristicas especiais para

alimentacdo humana.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de conducao experimental

As hibridacdes dos parentais para obtencdo da geracao F; foram conduzidas
em casa de vegetacdo climatizada pertencente a Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais (Epamig Oeste) — Uberaba — MG, situada a 850
metros de altitude, latitude 19° 44’ Sul e longitude 47° 57’ Oeste. Segundo Koppen
(1948), o clima da regiao é do tipo Aw, tropical quente umido, com inverno frio e
seco.

Para fenotipagem das populacdes, estas foram conduzidas em casa de
vegetacdo da Epamig Oeste, Uberaba, MG e as analises nematoldgicas foram

realizadas no Laboratorio de Nematologia ha mesma instituicdo de pesquisa.

2.2 Genotipos utilizados

Foram utilizados os genitores ‘BRSMG 810C’, ‘BRSMG 790A’ e ‘BRSMG
800A’ desenvolvidos pela parceria Embrapa/Epamig/Fundacédo Tridangulo, para a
obtencao de dois cruzamentos.

A cultivar ‘BRSMG 810C’, tipo grao, apresenta resisténcia as racas 1 e 3 do
NCS derivado do gendtipo ‘Peking’ (Sharkey). Estudos sobre diversidade genética
indicaram a cultivar ‘Peking’, juntamente com as Pls Pl 89772 e Pl 437654 e a
cultivar ‘Hartwig’ como as que apresentam maior potencial de uso em programas de
melhoramento (MATSUO et al.,, 2012). Morfologicamente apresenta grdos com:
tegumento amarelo, hilo preto e presenca de derramamento de hilo (ARANTES et
al., 2010).

As cultivares especificas para alimentacdo humana utilizadas sédo suscetiveis
a raca 3 do NCS e possuem diferentes cores de tegumento: A ‘BRSMG 790A’ é de
tegumento e hilo amarelo, e a ‘BRSMG 800A’ é de tegumento e hilo marrom. Ambas

apresentam auséncia de derramamento de hilo (JUHASZ et al., 2014).
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2.3 Obtencéao das geracdes

Para obtencdo do cruzamento A: ‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 790A' e
cruzamento B: ‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 800A’ foram realizadas hibridacdes
artificiais, no periodo compreendido entre novembro de 2012 a fevereiro de 2013,
seguindo os procedimentos descritos por Borém, Almeida e Kiihl (1999).

Para multiplicar as sementes F; obtidas por hibridacéo, estas foram semeadas
em vasos com capacidade de 20 L, preenchidos com substrato formado por uma
mistura de latossolo e esterco de curral peneirado, em setembro de 2013. Foram
cultivadas trés plantas F; por vaso, para obtencdo das sementes F,. Neste mesmo
periodo foram conduzidos os genitores, para a hibridacdo entre estes e seus
hibridos, para a obtencdo dos retrocruzamentos resistentes (RC,) (F1 x ‘BRSMG
810C’) e suscetiveis (RCs) (F1 x ‘BRSMG 790A’ e F; x ‘BRSMG 800A').

Apés a obtencdo das sementes e germinacdo destas, o cruzamento A foi
composto por 450 plantas e o cruzamento B por 479 plantas, das seguintes
geracoes:

a) Cruzamento A: 31 plantas do P; (‘BRSMG 810C’), 29 plantas de P,
(‘BRSMG 790A’), 30 plantas F;, 239 plantas F,, 55 plantas RCs e 66
plantas RC;;

b) Cruzamento B: 31 plantas do P; (‘BRSMG 810C’), 33 plantas do P»
(‘BRSMG 800A’), 53 plantas F,;, 252 plantas F,, 50 plantas RCs e 60
plantas RC..

2.4 Obtencéo do In6culo

A populacdo de NCS foi obtida no municipio de Londrina, Parana, pela
empresa GDM Seeds ®. Para identificacdo da raca 3, foram utilizadas cultivares
diferenciadoras padronizadas por Riggs e Schmitt (1998) acrescida da cultivar
Hartwig (DIAS et al., 1998).

Vasos de ceramica foram preenchidos com solo contendo cistos previamente
identificados como Heterodera glycines raca 3 (RIGGS; SCHMITT, 1988). Para
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multiplicagdo do inoculo, a cultivar de soja suscetivel MG/BR 46 (‘Conquista’) foi
semeada em vasos na casa de vegetacao.

Apos 30 dias, o sistema radicular das plantas infestadas com as fémeas do
nematoide de cisto da soja foram lavadas sequencialmente em peneiras de malha
de 200 mesh e 500 mesh (0,074 mm e 0,025 mm, respectivamente). Os cistos
retidos na peneira de 200 mesh foram rompidas na prépria peneira por friccao,
utilizando-se a extremidade oval de uma borracha em bastdo. Os ovos e juvenis
provenientes de fémeas foram liberados dos cistos e retidos na peneira de 500
mesh.

Em seguida, foram recolhidos em suspensdo aquosa, em um béquer de 100
mL, e retirada uma aliquota de 1mL para determinag¢do da concentracdo de ovos e
juvenis, com auxilio de uma camara de Peters. Apds a contagem, a concentracdo da
suspensao foi ajustada para aproximadamente 4000 ovos e juvenis, a ser utilizado
para inocular o experimento para obtencdo de parametros genéticos associados a

resisténcia ao NCS racga 3.

2.5 Avaliacao das populacdes

O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso com testemunhas
intercalares. Foram instalados sete blocos experimentais (Tabela 1), que eram
compostos por igual numero de plantas de cada geracao (P1, P2, F1, F2, RC, e RCy).
A unidade experimental foi composta por uma planta, conduzida individualmente em
vasos, e aleatorizada dentro do bloco experimental. Como testemunha suscetivel
intercalar, utilizou-se a cultivar de soja MG/BR 46 (‘Conquista’). Foram avaliadas
sete testemunhas intercalares por bloco.

Ramalho, Santos e Zimmermann (1993) comentam que, a respeito da
disposicdo das populacbes no campo para o0 estudo de controle genético, é
aconselhavel conduzir o trabalho com repeticdes e também proceder a estratificacéo
das parcelas, de modo a permitr a obtencdo de melhores estimativas,
principalmente da variancia ambiental. Desta forma deve-se distribuir os genitores e

as geracoes por toda a repeticdo, como realizado neste experimento.
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Tabela 1. Data de semeadura, data de inoculacdo, data de avaliacdo e dias apés
inoculacdo para cada bloco experimental de experimento de nematoide de cisto da
soja raca 3 em populagcbes provenientes de topocruzamentos tipo grao x tipo
alimento.

Dias ap6s
Bloco Data _ Data Data avaliacdo  inoculacdo
Experimental semeadura inoculagédo (DAI)
1 14/02/2014 24/02/2014 26/03/2014 31
2 21/08/2014 04/09/2014 07/10/2014 33
3 21/08/2014 04/09/2014 07/10/2014 33
4 03/09/2014 21/09/2014 17/10/2014 26
5 31/10/2014 10/11/2014 10/12/2014 30
6 03/11/2014 13/11/2014 12/12/2014 29
7 05/11/2014 15/11/2014 15/12/2014 30

As seis geracdes (Pi: genitor resistente, P,: genitor suscetivel, Fi, F2, RC, e
RCs) dos cruzamentos foram semeadas em vasos de ceramica com 0,300 L de
capacidade (11 cm de altura, 6 cm base menor e 9 cm base maior) preenchidos com
uma mistura de solo e areia autoclavada, na proporcdo de 1:1. Os vasos foram
parcialmente enterrados em caixas de poliestireno (250 cm x 100 cm), com bordas
elevadas de 7 cm, com areia lavada e mantida Umida, para propiciar menor
oscilagcdo de temperatura no interior dos vasos. As caixas de poliestireno foram
mantidas sobre bancadas elevadas.

Apés aproximadamente sete dias da emergéncia, foi realizada a inoculacdo da
suspensao de NCS raca 3, por meio de um orificio aberto, ao lado do colo de cada
planta, com o auxilio de uma pistola automatica, seguida de irrigacdo leve, com o
objetivo de evitar o ressecamento dos ovos e juvenis do nematoide.

Os vasos foram mantidos em casa de vegetacdo, com o objetivo de minimizar
variacbes ambientais, tais como temperatura e umidade, por um periodo de
aproximadamente 30 dias apés a inoculacdo, quando foi realizada a avaliacdo de
resisténcia ao NCS raca 3 (Tabela 1). Evitou-se a instalacdo dos blocos em épocas
com possibilidade de coincidéncia com temperaturas baixas, 0 que poderia
comprometer a multiplicacdo do nematoide.

As fémeas de cada raiz foram extraidas, sob jato forte de 4gua, sobre um
conjunto de peneiras de 20 e 60 mesh (TIHOHOD, 2000). O material retido na
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peneira de 20 mesh foi descartado e o retido na peneira de 60 mesh foi transferido
para uma placa de petri quadriculada e levado ao estereoscopio (lupa) para
contagem do numero de fémeas com auxilio de contador manual.

Foi estimado o indice de Fémeas (IF), que € calculado pela raz&o do ntimero
de fémeas de cada individuo dividido pela média do numero de fémeas do padrédo
suscetivel (‘Conquista’) em cada bloco, multiplicado por 100.

A andlise das médias das geracbes foi realizada pelo modelo aditivo-
dominante, em que as variacdes nas médias foram atribuidas apenas aos efeitos da
média dos homozigotos (m), do efeito aditivo (a) e do desvio de dominancia (d).

O modelo considerando a média dos homozigotos e o desvio dos genoétipos
homozigotos e heterozigotos em relacdo a média, desconsiderando a existéncia de
epistasia (modelo aditivo-dominante) foi testado pelo teste de escala conjunta por
meio dos quadrados minimos ponderados (MATHER; JINKS, 1984). O método
consiste em estimar os parametros do modelo (m, [a], [d]) a partir de todos os tipos
de familias disponiveis. Com estas estimativas foram obtidos valores esperados para
as médias. Posteriormente, os valores esperados e observados foram comparados
pelo teste de X% Nesta andlise, se o teste for ndo significativo, indica que o modelo
proposto foi suficiente para explicar o que esta contido no valor fenotipico médio de
cada geracao.

O método dos quadrados minimos ponderados utiliza a seguinte expressao:

B = (C'NS™C)* (C’'NS™Y), em que o vetor B é o vetor dos estimadores, ou

seja:

sendo 7t 0 estimador da média, & o estimador dos desvios do homozigoto em
relacéo & média e d o estimador do desvio do heterozigoto em relacéo a média.

C é a matriz do modelo que, na presente situacdo, corresponde a:
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1 1 0
1 -1 0
1 0 1
C= 1 o0 05
1 05 05
1 -05 05

N a matriz associada ao numero de plantas avaliadas, dada por:

n, 0 0 0 0 0
0O n, 0O 0 0 O
|00 n, 0 0 0
N o 0 o n, 0 0}
0 0 0 0 ne O
0 0

sendo a diagonal ocupada pelo niumero de plantas das geracdes Pi, Py, Fi,
F», RC, e RC..
S € a matriz de variancias associadas as populagées, ou seja:

o’p, O 0 0 0 0
0 o’ O 0 0 0
_lo 0 o’ O 0 0
sl 0 0 o 0 0
0 0 0 0 o O

0 0 0 0 0 o

Segundo Mather e Jinks (1984) as varias geracdes ndo sdo obtidas com a
mesma precisao, por isso, os dados devem ser ponderados.

Y o vetor dos valores médios observados:

R I = |

2
™y

s
™y
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A partir da analise das variancias das geracfes foram obtidas as seguintes
estimativas (CRUZ; VIANA; CARNEIRO, 2004):

A2 A2 A2

A : o Crtorto
a) Variancia ambiental (52): §2==2 =% "%

b) Variancia fenotipica (67): 67= 67

¢) Variancia genotipica (57):

d) Variancia aditiva (65): 6= 2 67— (4., * 64c,)

A2 L2 a2

N _ , 99 oOoi—0e

f) Herdabilidade no sentido amplo (h;): ~2 =———
GFZ O-FZ

g) Erro associado a estimativa da herdabilidade no sentido amplo:

1/2

s(hy) = (3{ = 2}{(651)2+(6§2) +(0§1)2 +( 1 j(3—hj)
9 (052) n+2 n,+2 n+2| (n,+2

A2

h) Herdabilidade no sentido restrito (h7?):— J: —

OatOdt+0Oe

i) Erro associado a estimativa da herdabilidade no sentido restrito:

1/2

' (aéz)z ng+2 Ny +2 n, +2 '
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sendo:“Er;E:a variancia do genitor resistente, c’fﬁz a variancia do genitor
suscetivel, 47 a variancia de Fi, 7 a variancia em Fp, &z a variancia no
retrocruzamento resistente e c’fj,_rs a variancia no retrocruzamento suscetivel. ni, ny,
N3, N4, Ns, Ng SA0 0 numero de individuos do genitor resistente, genitor suscetivel,
geracao Fi, F2 RC, e RCs, respectivamente.

j) Grau médio de dominancia (baseado em médias) (GMD):

GMD = 2E1_— (El_+ P,)
P:—P2

Os procedimentos estatisticos envolveram a realizacdo de contrastes que
permitiram verificar a existéncia de divergéncia genética entre os parentais e inferir
se a heranca dos caracteres é do tipo aditivo ou dominante. A heranca genética do
tipo dominante engloba a dominancia parcial, dominancia completa e
sobredominancia.

A partir da variancia genética e a média do carater foram estimados 0s
coeficientes de variagcdo genética (CVg), em porcentagem, de acordo com a

seguinte expressao:

|
CVg ==

um k1

.100

X

A significancia das estimativas dos efeitos genéticos foi verificada pela
aplicacdo do teste t, com n-2 graus de liberdade (BEIGULMAN, 2006), por meio da

seguinte expressao:

Em que:
r: € o coeficiente de correlacao fenotipica;
n: € o numero de pares de dados utilizados na estimativa de r.

A significancia é testada com base numa hipétese de nulidade (Ho:p=0) contra
uma hipotese alternativa (Ha: p#0).

As estimativas genéticas foram realizadas por meio do programa Genes
(CRUZ, 2013).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve variabilidade genética quanto ao comportamento das geracdes em
relacé@o a resisténcia ao nematoide de cisto raga 3, sendo este um pré-requisito para
estudo de controle genético, permitindo a estimacdo de parametros genéticos nas
populacdes em estudo (Tabela 2).

Pela andlise das médias de indice de Fémeas (IF) obtidas na avaliacdo dos
cruzamentos e as suas respectivas geracdes, observou-se que 0s genitores
diferiram com relag&o a resisténcia e confirmaram suas rea¢fes conhecidas.

A variancia da geragao F, foi superior & variancia observada nos genitores
(Tabela 2), o que é explicado pela recombinacdo génica, criando variabilidade
genética, que contribuiu para o aumento da variabilidade fenotipica. Nesta geracéo a
variabilidade fenotipica foi atribuida aos efeitos da variancia ambiental, variancia
aditiva e variancia de dominancia.

As médias de F; foram intermediarias com tendéncia de domin&ncia no
sentido da suscetibilidade, no cruzamento A e B. As médias dos retrocruzamentos
estavam dentro do esperado, considerando o genitor utilizado como recorrente
(Tabela 2).

Em ambos os cruzamentos, em todas as geracdes as médias de indice de
Fémeas foram menores do que nos genitores suscetiveis (‘(BRSMG 800A’ e ‘BRSMG
790A’). Ha tendéncia de dominéancia no sentido da suscetibilidade na determinagao
da resisténcia ao nematoide de cisto raca 3 (Tabela 2).

Observaram-se maiores variancias nas geracdes RCs e F,. Essa maior
variancia, comparada com as demais geracdes, pode ser atribuida a maior
segregacao dos genes, ou seja, variancia genética atribuida a recombinacdo génica

que ndo ocorre em Py, P2 e Fi.
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Tabela 2. Resumo da andlise de variancia dos valores por planta, do indice de
fémeas (IF) para o nematoide de cisto da soja, em diferentes geracdes (P, P2, Fi,
F2, RC; e RCs) com seus respectivos grau de liberdade (GL), quadrado médio (QM),
média e esperancas do quadrado médio [E(QM)] em dois cruzamentos.

=Y, Cruzamento Af . Cruzamento B*f . E(QM)

GL QM Médias GL QM Médias
Blocos 6 11341,57 - 6 128219,61 - -
Geracdes 5 65689,88* - 5 336073,17* - -
Erro 30 2704,15 - 30 61198,40 - -

NP? NP¥
P,V 31 3,18 341 31 5,15 3,40 o3
P, 29  1863,32 117,95 33 1320,86 109,08 o2
F. 30 1300,86 83,73 53 1779,18 90,08 o2
F, 239 311148 82,33 252 252771 77,96 ol +o5+o?
RC, 66 215838 5692 60  2103,62 61,76 1205+03+120505+03
RC, 55  3296,60 112,53 50 2181,72 104,71 1202+03-120505+07
CVg(%)” 27,049 22,663
Média Geral 79,594 77,260

Y Estimativa Dentro de Pi, P2, F1, F2, RC, e RCs, © Coeficiente de variagdo genético, >° Numero de Plantas
avaliadas em cada geracgéo, *BRSMG 810C’ x ‘BRSMG790A’, **BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 800A’.

Nos dois cruzamentos, a geragdo F, e 0s retrocruzamentos expressaram
maior variacdo do que 0s genitores e a geracdo F;. A pequena variacdo na geracao
F1 e nos genitores era esperada, uma vez que todos os individuos nessas geracoes
possuem o mesmo gendtipo, sendo esta variacdo, portanto, de natureza ambiental.
Essa variacdo de natureza ambiental pode ser devido as variacfes de alocacéo das
parcelas experimentais como também devido a variabilidade fisiologica das
sementes e plantas. Estas variacdes, dentro dos genitores e Fi, ndo influenciaram
na interpretacdo quanto a resisténcia e a suscetibilidade, jA que os gendtipos
resistentes ndo expressaram valor de IF maior que 60%, o0 que caracterizaria
suscetibilidade e os genotipos suscetiveis ndo expressaram valores de IF menor que
10%, o que caracterizaria resisténcia.

A reacdo de resisténcia a H. glycines se da por mecanismo de
“hipersensibilidade”, o que nao descarta a possibilidade de reproducédo do patégeno
em genotipos resistentes, isto €, a penetracdo dos juvenis independe da resisténcia
do gendtipo, sendo que a penetracado dos juvenis de segundo estadio (J2) ocorre de

forma semelhante em cultivares de soja suscetivel e resistente. Nas cultivares
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resistentes, o sincito (célula multinucleada de transferéncia da qual a fémea se
alimenta), iniciado nas raizes dentro de aproximadamente 42 horas apds a
inoculagdo se necrosam e entram em colapso, resultando na morte dos nematoides,
antes que atinjam a fase adulta (SCHMITT; NOEL, 1984).

Araujo (2013) comenta que a reagdo de hipersensibilidade n&o ocorre
imediatamente apdés a inoculacdo e ndo impede o estabelecimento inicial do
nematoide. Cerca de cinco dias ap06s a inoculacdo, o0 nudcleo das células
componentes do sincito ficam com amplas massas de cromatina aglutinada,
desintegrando-se. Apds a desintegracdo do nudcleo, o citoplasma degenera,
cessando a fonte de nutriente ao nematoide, matando-os por inani¢do. Dessa forma,
enquanto a reacdo de hipersensibilidade ndo se completa, o nematoide continua o
seu desenvolvimento.

Esta realizagdo de “hipersensibilidade” foi evidenciada no parental resistente,
visto que a média dos genitores resistentes foi diferente de zero para o IF (Tabela 2),
indicando que houve reproducéo do NCS raca 3 nesta geracéo.

A herdabilidade no sentido amplo (hZ) foi estimada em 66,07% no

cruzamento A ‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 790A’ e 59,05% no cruzamento B ‘BRSMG
810C’ x ‘BRSMG 800A’. Por sua vez, a herdabilidade no sentido restrito (h2) foi

estimada em 24,68% e 30,47%, respectivamente, sendo esta a herdabilidade fixada
pela selecao (Tabela 3).

Sao encontrados valores de herdabilidade do NCS raca 3 entre 48% a 81%
(MANSUR; CARRIQUIRY; RAO-ARELLI, 1993), e valor proximo a 81% para
herdabilidade no sentido restrito em trabalho realizado por Cervigni et al. (2007)
trabalhando com Linhagens Endogémicas Recombinantes (RIL’s). Moura et al.
(2008) também estimaram valores de herdabilidade em RIL’s obtidas do cruzamento
entre Hartwig (genitor resistente) e EMGOPA-316 (genitor suscetivel) em relacdo ao
nematoide de cisto da soja (raca 1) utilizando como carater de avaliacéo indice de
Fémeas, porém com valores bem menores (25,80%). Tais resultados demonstram
gue a raca interfere na estimativa de parametros como a herdabilidade.

Valores de herdabilidade de 96% foram descritos por Mauro, Oliveira e Mauro

(1999) considerando a resisténcia qualitativa condicionada por 3 genes.



95

A diferenca entre os valores de herdabilidade no sentido amplo e restrito
reflete elevada influéncia ambiental sobre o carater e influéncia dos efeitos néo
aditivos na heranca genética ao nematoide de cisto raca 3 nas populacdes em
estudo. Herdabilidade de pequena magnitude € um indicativo de que a heranca de
resisténcia ao nematoide de cisto é complexa e demanda maiores esforcos em
programas de melhoramento. Variagbes ambientais podem estar relacionadas a falta
de precisdo da amostragem e ao método e imprecisdo de avaliagdo que inclui
diversas fases (semeadura, inoculacdo e contagem de fémeas).

Herdabilidades baixas permitem inferir também que selecfes nas fases mais
avancadas do programa de melhoramento devem ser preferidas, como o que ocorre
no teste de progénie. A pressao de selecao deve ser aplicada com precaucao nesse

carater, pois o ambiente exerce forte influéncia na expressao fenotipica.

Tabela 3. Estimativas dos parametros genéticos obtidos mediante andlise de
variancia para resisténcia ao nematoide de cisto da soja raca 3, avaliados a partir de
plantas de soja das geragcbes Pi, Py, Fi, F2, RC, e RCs em dois cruzamentos
utilizando como critério de avaliacéo o indice de Fémeas.

Parametros Cruzamento A* Cruzamento B**
ﬂ 1055,78 1035,06
ﬂf: 3111,48 2527,71
Ty 2055,70 1492,65
a? 767,98 770,08
oF 1287,72 722,56

- 24,68%%28,11% 30, 47%327,13%
h2 66,07%9,40% 59,05%79,39%
GMDY 0,40 0,64
GS(%)? -48,84 -41,02

¥ Grau médio de dominancia. ¥ Ganho de selecdo com base na selecdo de 10% dos individuos com
fenétipo favoravel. “BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 790A’. ***BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 800A'.

A herdabilidade ndo é apenas uma propriedade do carater, mas também da
populacdo e das condicbes ambientais a que foram submetidos os individuos da
populacdo. A herdabilidade pode ser aumentada estratificando-se mais o ambiente
no qual as plantas irdo se desenvolver, além de introducdo de maior variacédo

genética na populacdo e aumento na precisdo da amostragem experimental.



96

Vello e Vencovsky (1974) relataram a importancia de estimacao do erro das
estimativas. Os erros associados a herdabilidade foram maiores ou muito préximos a
propria estimativa, portanto, bem maior que a herdabilidade no sentido restrito. Altos
valores de erros associados a herdabilidade podem estar relacionados ao numero
de plantas empregadas para 0s retrocruzamentos, como recomendado por
Ramalho, Santos e Zimmermann (1993) com numero entre 100 a 200. Porém, em
soja, Godoi e Pinheiro (2009) utilizaram o nimero de plantas de retrocruzamentos
proximo ao empregado neste trabalho com sucesso.

A variancia genotipica observada na geracdo F, pode ser atribuida
principalmente aos efeitos de aditividade dos genes, juntamente com os efeitos de
dominéncia, que também foram pronunciados.

A variancia aditiva para os dois cruzamentos apresentou valores proximos
(767,98 e 770,08) o que se deve ao fato desta depender do afastamento dos
homozigotos em relacdo a meédia dos genitores. O efeito de dominancia e do
ambiente (de grande magnitude) influenciaram as estimativas da heranca da
resisténcia.

Foi estimado o ganho seletivo com a selecdo de 10% das plantas F»
superiores para o carater (menores valores de IF). Pode-se predizer um ganho com
a selecdo, em -48,84% e -41,02% para o cruzamento ‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG
790A’ e ‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 800A’ respectivamente. Valores de ganho de
selecdo negativo indicam que a selecéo € realizada no sentido de diminuir o carater
utilizado como critério seletivo, ou seja, os valores de IF, tendendo, portanto, para a
obtencao de individuos resistentes.

O grau médio de dominancia (baseado em médias) foi de 0,40 e 0,64 para o
cruzamento A e B respectivamente, o que indica, em uma abordagem quantitativa, a
existéncia de locos com dominancia, dominancia parcial e outros com apenas efeito
aditivo, ndo podendo, neste caso, afirmar a exclusiva existéncia de dominancia
incompleta dos genes que conferem resisténcia ao NCS raca 3. Ha predominancia
de dominancia no sentido de aumentar a suscetibilidade a doenca.

Considerando que, no controle genético da reacdo ao NCS estejam
envolvidos genes de menor efeito ou modificadores, com influéncia do ambiente, tal

fato fornece ao carater aspecto de caracteres quantitativos.
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Os resultados do teste de escala e de escala conjunta indicam que as médias
dos gendtipos ajustam-se ao modelo aditivo-dominante, e que ndo ha evidéncia de
interacdo epistatica entre os genes que condicionam a resisténcia ao nematoide de
cisto de soja raca 3 nos cruzamentos obtidos (Tabela 4).

A média dos indices de Fémea (IF) do Nematoide de Cisto da Soja raca 3
(NCS - 3), para as cultivares genitoras foram contrastantes, condi¢édo indispensavel
para se estimar os componentes genéticos de média (Tabela 4). O genitor ‘BRSMG
810C’ foi caracterizado como resistente em ambos 0s cruzamentos em estudo e 0s
genitores ‘BRSMG 790A’ e ‘BRSMG 800A’ como suscetiveis.

Tabela 4. Numero de plantas inoculadas com Heterodera glycines, médias
observadas e médias esperadas para cada uma das geracbes no modelo aditivo-
dominante (m,[a], [d]) para resisténcia ao nematoide de cisto da soja raca 3,
determinada pelo indice de Fémeas, avaliados nas geracbes Pi, P,, Fi1, F2, RC, e
RC; de dois cruzamentos de soja.

Geracgao Numero de plantas Média observada” Média esperada Desvios

Cruzamento A%

p,? 31 3,19 3,20 -0,01
p,¥ 29 117,96 123,03 -5,07
= 30 83,74 96,51 -12,77
=5 239 82,33 79,81 2,52
RC, 66 56,07 49,86 6,21
RCs 55 112,53 109,77 2,76
r 0,9901 -6,36
R’ 0,9802

X% =2,82"

Cruzamento BY

P, 7 31 3,40 3,42 -0,02
P,Y 33 109,08 110,52 -1,44
= 53 90,08 97,76 -7,68
F, 252 77,96 77,37 0,59
RC, 60 61,76 50,59 11,17
RC. 50 104,71 104,14 0,57
r 0,9895 3,19
R? 0,9792

X?=3,10™

X7 (3GL) = 7,82 (P(%)=5,00%)

Y valores baixos indicam niveis altos resisténcia ao nematoide de cisto da soja (NCS), baseado em indice de
Fémeas (IF).? BRSMG 810C’ (resistente ao NCS raca 3). ¥ BRSMG 790A’ (suscetivel ao NCS raca 3).* BRSMG
800A’ (suscetivel ao NCS raca 3). ® Cruzamento A: ‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 790A’. ® Cruzamento B: ‘BRSMG
810C’ x ‘BRSMG 800A).

A média do IF do genitor ‘BRSMG 810C’ foi de 3,19 para o cruzamento
‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG790A’ e de 3,40 para o cruzamento ‘BRSMG 810C’ x
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‘BRSMG 800A'. Para as geragdes F1, F, e RC, foram observados valores médios de
IF proximos ao do genitor suscetivel, indicando tendéncia a suscetibilidade nessas
geracoes.

A média de IF da geracdo F; (83,74 para o cruzamento A; 90,08 para o
cruzamento B) foi maior que a média obtida dos genitores (60,57 e 56,24 para 0s
dois cruzamentos respectivamente). H& presenca de heterose, ou seja,
superioridade da geracdo F; em relacdo a média dos genitores, o que pode ocorrer
devido a complementacdo génica (FU; DOONER, 2002). A média de IF em F;
também foi diferente da média dos genitores, sendo maior que a média do P; e
menor que a média do P,. Com base nesses resultados, pode-se inferir que ha um
indicativo de dominancia dos alelos para suscetibilidade da resisténcia ao NCS raca
3.

Houve segregacao transgressiva na geracao F,, para suscetibilidade, quanto
a resisténcia, em ambos os cruzamentos. O valor maximo de IF na geracdo F;, do
cruzamento A foi de 328,51, enquanto para o genitor suscetivel ‘BRSMG 790A’ foi
estimado valor maximo de IF em 279,26. No cruzamento B valor maximo de IF na
geracao F, foi estimado em 361,02, sendo que o genitor suscetivel ‘BRSMG 800A’,
obteve IF maximo de 246,15. Tal fato esta relacionado a duas hipéteses: que as
cultivares suscetiveis ndo possuem todos os alelos associados a suscetibilidade ou
as cultivares resistentes ndo possuem todos os alelos associados a resisténcia.

A avaliacdo do ajustamento do modelo aditivo-dominante foi realizada por
meio do coeficiente de determinacdo (R?) e pelo teste de qui-quadrado (X?) dos
valores médios estimados e observados. O teste de escala conjunta para modelo
aditivo-dominante demonstrou que este modelo € suficiente para explicar os desvios
dos valores fenotipicos de cada geracdo com valores de X? estimados em 2,82 e
3,10 para os dois cruzamentos, respectivamente (Tabela 4), além da correlacéo
entre as médias estimadas pelo modelo e as médias obtidas nas geracfes serem
altas (r=0,9901 e 0,9895). Houve influéncia, embora de pequena magnitude de
outros efeitos além dos aditivos e de dominancia.

Mansur, Carriquiry e Rao-Arelli (1993), adotando procedimentos de genética
guantitativa para resisténcia ao nematoide de cisto da soja raca 3, propuseram um

modelo genético aditivo como suficiente para explicar a maioria da variacao
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genética. A analise dos dados obtidos a partir de todos os cruzamentos, no entanto,
indicou também a presenca de efeitos de dominancia. A investigacdo teve como
base cruzamentos envolvendo os genotipos ‘A20° (tipo ‘Peking’), ‘Jack’ (tipo PI
88788) e ‘Cordell’ (genes de ‘Peking’ e das Pls 90763 e 88788), como parentais
resistentes, e os gendétipos ‘A2234’ e ‘DSR 284°, como parentais suscetiveis.

Trabalho realizado por Dias et al. (2005) com NCS raca 4+ com fonte de
resisténcia da Pl 437654 revelou que a heranga é explicada por um modelo aditivo-
dominante com epistasia aditiva-aditiva. Um modelo mais complexo pode estar
relacionado a esta ser uma racga nova oriunda de quebra de resisténcia do cultivar
ao patogeno.

Orsini (2013) estudou modelos genéticos de médias e varidncias de NCS
também com raca 4+, utilizando populacdo com fonte de resisténcia derivada da Pl
437654. Foi relatado predominancia de efeitos génicos aditivos e efeitos epistaticos
do tipo aditivo-aditivo, no sentido de aumentar a resisténcia.

As médias observadas e as médias estimadas do genitor resistente foram as
mais proximas, com desvios de -0,01 e -0,02 para os cruzamentos A e B,
respectivamente, sendo a geracao avaliada com maior precisédo (Tabela 4).

A decomposicdo ndo ortogonal da soma dos quadrados de parametros,
considerando o modelo completo (modelo aditivo-dominante-epistasia) confirma que
0 ajuste ao modelo aditivo-dominante foi adequado. Observa-se que o modelo
aditivo-dominante explicou 99,16% da variagdo no cruzamento ‘BRSMG 810C’ x
‘BRSMG790A’ e 97,79% da variagdo no cruzamento ‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG
800A’. O efeito aditivo foi responsavel por grande parte desta variacdo em ambos 0s
cruzamentos (95,93% e 94,51% para os dois cruzamentos respectivamente) (Tabela
5).

No modelo completo, apesar de nado significativos, os efeitos epistaticos
contribuiram com percentagem minima nas variacdes fenotipicas observadas em
ambos os cruzamentos (0,84% e 2,21% respectivamente), sendo que a maior
porcentagem deste total se deve ao efeito epistatico dominante-dominante (dd)
(0,79% e 1,19% respectivamente para os cruzamentos A e B).

Tal resultado confirma pressupostos de que efeitos de dominancia e suas

interacdes epistaticas sdo menores nas espécies autdgamas (BRIM; COCKERHAM,
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1961; ARIAS, 1986) apesar de que a baixa contribuicdo dos efeitos das interacdes
epistaticas ndo pode ser negligenciada, estando o modelo sujeito a ocorréncia de
viés (COCKERHAM, 1954).

Tabela 5. Coeficiente de determinacdo (R? pela decomposicdo ndo ortogonal da
soma de quadrados de parametros para o modelo completo (m, a, d, aa, ad, dd*)
avaliados em plantas de soja nas geragbes Pi, P2, Fi, F2, RC, e RCs em dois
topocruzamentos entre soja tipo grao x soja tipo alimento.

FV GL SQ R? (%) SQ R? (%)
Cruzamento AY Cruzamento B?
m/a, d, aa, ad, dd 1 3,92 2,36 1,96 1,35
a/m, d, aa, ad, dd 1 159,72 95,93 137,03 94,51
d/m, a, aa, ad, dd 1 1,44 0,87 2,79 1,93
Subtotal 3 165,08 99,16 141,78 97,79
aa/m, a, d, ad, dd 1 0,09 0,05 0,73 0,5
ad/m, a, d, aa, dd 1 0 0 0,76 0,52
dd/m, a, d, aa, ad 1 1,32 0,79 1,73 1,19
Subtotal epistasia 3 1,41 0,84 3,22 2,21
Total 6 166,49 100 145 100

Cruzamento A: ‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG790A’. ¥ Cruzamento B: ‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 800A’.
¥ m: média, a: efeito aditivo, d: efeito dominante, aa: efeito aditivo-aditivo, ad: efeito aditivo-
dominante, dd: efeito dominante-dominante.

Por meio da decomposicdo ndo ortogonal da soma dos quadrados de
parametros ajustados para NCS — 3, a média foi o parametro de maior estimativa,
explicando cerca de 50% da variabilidade existente em ambos o0s cruzamentos
(Tabela 6).

Apesar das estimativas dos efeitos de dominancia e de aditividade ndo serem
muito discrepantes, pela decomposicdo nao ortogonal, é possivel verificar que os
efeitos aditivos apresentam maior importancia ([a] = 45,67% e 43,68%) na
determinacdo do carater quando comparada a importancia do efeito de dominancia
([d] = 3,65% e 6,86%) (Tabela 6). Assim, ha possibilidade de obtencao de gendtipos
homozigotos superiores a partir da geracdo F, e de ganhos nos ciclos seletivos

satisfatorios, uma vez que o componente de natureza aditiva € de elevada

magnitude.
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O efeito de aditividade é superior ao de dominancia pela decomposi¢cdo néo
ortogonal, sendo possivel verificar que os efeitos aditivos apresentam maior

importancia na determinacéo do carater nos dois cruzamentos.

Tabela 6. Decomposi¢cdo nado—ortogonal da soma dos quadrados de parametros
ajustados para resisténcia ao nematoide de cisto da soja raga 3, determinada pelo
indice de Fémeas, avaliados nas geracdes Pi, P, F1, F2, RC, e RCs em dois
topocruzamentos de soja tipo gréo x soja tipo alimento.

Estimativa SQ R? Estimativa SQ R2
FV Cruzamento AY Cruzamento BY
m/a,d¥ 1 63,11 260,62 50,68 56,97 226,66 49,46
aimd 1 -59,91 234,83 45,67 -53,55 200,11 43,68
dma 1 33,38 18,76 3,65 40,79 31,41 6,86
Total 3 514,21 100 458,18 100

" Cruzamento A: ‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 790A’. ¥ Cruzamento B: ‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG
800A"). ¥m: média, a: efeito aditivo, d: efeito dominante.

O predominio de efeitos aditivos no modelo analisado indica facilidade de
selecdo de gendtipos geneticamente superiores, 0s quais podem proporcionar
ganhos mais vantajosos em razao da selecdo de plantas resistentes, existindo a
possibilidade de a caracteristica ser fixada pela selecdo (CRUZ; VIANA; CARNEIRO,
2004).

Verifica-se a presenca de efeitos aditivos e de dominancia no controle do
carater. Esse fato pode ser observado pela estimativa do grau de dominancia, que
foi de 0,40 e 0,66. A estimativa de [d] foi positiva, indicando que a dominancia € no
sentido de aumentar a suscetibilidade (Tabela 7).

Pelo teste t (Tabela 7) verificou-se que somente o efeito genético de
aditividade foi significativo para o modelo completo (aditivo-dominante-epistéatico),
onde evidencia a possibilidade de sucesso na selecdo em populacdo segregante,
podendo prever a possibilidade de a caracteristica ser fixada com a selecdo nas
geracOes seguintes. As técnicas de melhoramento de plantas autégamas se
beneficiam da alta variancia aditiva, pois é possivel obter ganhos genéticos
satisfatorios (GRAVINA et al., 2004).

Para os efeitos génicos e suas magnitudes com base no modelo aditivo-

dominante-epistatico em componentes de média, o parametro de maior variancia foi
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o de dominancia [d], seguido do parametro epistatico domin&ncia-dominancia [d-d]
(Tabela 7).

Tabela 7. Estimativa dos parametros genéticos, variancias e teste t para o modelo
completo (aditivo-dominante-epistatico), ajustado com base no indice de fémeas (IF)
das seis geracoes (P1, P2, Fi1, F2, RC, e RCs) em dois topocruzamentos de soja tipo
grao x soja tipo alimento.

Efeito Estimativa Variancia t Estimativa Variancia t
geneético Cruzamento A? Cruzamento B¥

m Y 52,68 707,72 1,98 35,13 629,9 1,4
a -57,38 20,61 -12,64** -52,85 20,38 -11,71*
d 87,53 5308,06 1,20 116,35 4846,69 1,67
aa 7,89 687,11 0,30 21,11 609,52 0,86
ad 1,83 544,39 0,08 19,79 517,40 0,87
dd -56,47 2413,12 -1,15 -61,4 2181,77 -1,31

Ym — média, a — efeito aditivo, d- efeito dominante, aa — efeito aditivo-aditivo, ad- efeito aditivo-
dominante, dd- efeito dominante-dominante.?Cruzamento A: ‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 790A'.
¥Cruzamento B: ‘BRSMG 810C’ x ‘BRSMG 800A’.

Por definicdo, o componente de efeito aditivo (a) nunca seria negativo,
enquanto o sinal do componente dos desvios de dominancia (d) depende da direcéo
predominante da dominancia (MATHER; JINKS, 1984). No entanto, nos dois
cruzamentos em estudo, as estimativas do efeito aditivo foram negativos, o que
pode ser explicado pelo fato de que o genitor P,, assim como seu respectivo
retrocruzamento (RCs) se refere ao gendtipo com maior expressao do carater que,
nesse caso seria 0 genotipo de maior suscetibilidade a doenca. O genitor P; com
resisténcia é aquele com menores indice de Fémeas, e, consequentemente, menor
média, por isso o sinal negativo do efeito aditivo foi verificado.

Os efeitos aditivos foram significativos, o que significa que os ganhos preditos
com a resisténcia do nematoide de cisto da soja raca 3 poderao ser alcancados.

As estimativas do efeito de dominancia foram diferentes de zero e positivos, 0
gue indica que o efeito de dominancia é no sentido de aumentar a expressao do

carater, ou seja, aumentando a suscetibilidade ao NCS raca 3 nestes cruzamentos.
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4 CONCLUSOES

1. O modelo aditivo dominante foi suficiente para explicar o caréater resisténcia ao
nematoide de cisto raga 3, nos cruzamentos em estudo.

2. H& predominancia de efeitos génicos aditivos, tanto nos modelos de médias
como nos de variancia. Os efeitos de dominancia foram n&o significativos nos
modelos genéticos tendo com base as variancias.

3. Existe segregacdo transgressiva na geracdo F, para suscetibilidade a
Heterodera glycines raca 3 nos cruzamentos em estudo.

4. A resisténcia ao nematoide de cisto da soja raca 3 apresenta elevada
influéncia ambiental.

5. A herdabilidade da resisténcia ao nematoide de cisto da soja raca 3 foi baixa.
Portanto, para utilizar essa fonte de resisténcia deve-se realizar preferencialmente,
teste de progénies no processo de selecdo, utilizando familias com repeticoes,
visando obtenc&o de cultivares especiais para a alimentacdo humana e homozigota

para a resisténcia a doenca e maiores ganhos com a selecao.
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Tabela 1A. Teste de Qui-quadrado (X?) para hipéteses de segregacdo esperadas
considerando um, dois e trés genes envolvidos na resisténcia completa da soja a
raca 3 do nematoide de cisto da soja em geracdes P; (genitor resistente — ‘BRSMG
810C’), P, (genitor suscetivel — ‘BRSMG 790A’), F1, F», retrocruzamento resistente
(RC)) e retrocruzamento suscetivel (RCs) pertencentes ao Cruzamento A (‘BRSMG
810C’ x BRSMG 790A").

N Proporcao Proporcao .
Geragéo Pigggg:o esg)era?da oszrvgda *x2 **Probg/t:)llldade
R s? R

Py 1:0 31 0 31 0 0,00 100
P2 0:1 0 29 0 29 0,00 100
F, 1:0 30 0 0 30 - 0
0:1 0 30 0 30 0,00 100

31 179 60 13 226 613,21 0

1:3 60 179 13 226 49,16 0

15:1 224 15 13 226 3166,82 0

13:3 194 45 13 226 896,89 0

7:9 105 134 13 226 143,77 0

9:7 134 105 13 226 248,7 0

3:13 45 194 13 226 28,03 0

1:15 15 224 13 226 0,285ns® 59,38

63:1 235 4 13 226 12530,72 0

61:3 228 11 13 226  4405,01 0

5, 55:9 205 34 13 226 1264,06 0
37:27 138 101 13 226 267,93 0
27:37 101 138 13 226 132,79 0

9:55 34 205 13 226 15,12 0

3:61 11 228 13 226  0,381ns 53,70

1:63 4 235 13 226 20,595 0

57:7 213 26 13 226 1726,25 0
51:13 190 49 13 226 804,26 0
49:15 183 56 13 226 673,99 0
43:21 161 78 13 226 416,87 0
25:39 93 146 13 226 112,65 0
19:45 71 168 13 226 67,4 0

RCs  0:1 0 55 0 55 0,00 100
Re, 13 16 50 9 57 4,04 4,44
1:7 8 58 9 57 1,28 25,79

IR - resistente; “S - suscetivel;’ns — ndo significativo;*x* - qui-quadrado.



110

Tabela 2A. Teste de Qui-quadrado (X?) para hipéteses de segregacdo esperadas
considerando um, dois e trés genes envolvidos na resisténcia completa da soja a
raca 3 do nematoide de cisto da soja em geracdes P (genitor resistente- ‘BRSMG
810C’), P, (genitor suscetivel — ‘BRSMG 800A’), F1, F,, retrocruzamento resistente
(RC)) e retrocruzamento suscetivel (RCs) pertencentes ao Cruzamento B (‘BRSMG
810C’ x BRSMG 800A").

- Proporcgéo Proporgéo -
~  Proporcéo esperada observada. o2 Probabilidade
Geragao testada P v % (%)
R! s? R
Pi 1:0 31 0 31 0 0,00 100
P2 0:1 0 33 0 33 0,00 100
. 0:1 0 53 0 30 0,00 100
' 1:0 53 0 0 30 - 0
3:1 63 189 17 235 44,78 0
1:3 189 63 17 235 626,12 0
15:1 236 16 17 235 3200,79 0
13:3 205 47 17 235 924,41 0
7:9 110 142 17 235 139,54 0
9:7 142 110 17 235 252,08 0
3:13 47 205 17 235 23,54 0
1:15 16 236 17 235 0,067ns® 79,61
63:1 248 4 17 235 13555,41 0
61:3 240 12 17 235 4351,28 0
. 55:9 217 35 17 235 1327,19 0
2 3727 146 106 17 235 270,97 0
27:37 106 146 17 235 128,98 0
9:55 35 217 17 235 10,75 0
3:61 12 240 17 235 2,188ns 13,91
1:63 4 248 17 235 42,93 0
57:7 224 28 17 235 172161 0
51:13 201 51 17 235 832,28 0
49:15 193 59 17 235 685,51 0
43:21 169 83 17 235 415,07 0
25:39 98 154 17 235 109,55 0
19:45 75 177 17 235 63,86 0
RCs 01 0 50 0 50 0,00 100
RC 1:3 15 45 7 53 5,69 1,71
r
1:7 8 52 7 53 0,14 70,41

'R - resistente; “S - suscetivel;’ns — ndo significativo;*x* - qui-quadrado.
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Tabela 3A. Teste de Qui-quadrado (X?) para hipéteses de segregacdo esperadas
considerando um, dois e trés genes envolvidos na resisténcia moderada da soja a
raca 3 do nematoide de cisto da soja em geracao F, pertencentes ao Cruzamento A
(‘BRSMG 810C’ x BRSMG 790A").

Proporgéo Proporgéo Proporcéo . Probabilidade
testada esperada observada (%)
MR* s? MR S

1.3 60 179 46 193 4,362 3,68
3:1 179 60 46 193 393,64 0,00
15:1 224 15 46 193 2.253,71 0,00
13:3 194 45 46 193 599,67 0,00
79 105 134 46 193 59,13 0,00
9:7 134 105 46 193 131,54 0,00
3:13 45 194 46 193 0,027ns® 86,86
1:15 15 224 46 193 9082,25 0,00
63:1 235 4 46 193 9.569,15 0,00
61:3 228 11 46 193 3.156,55 0,00
55:9 205 34 46 193 866,88 0,00
37:27 138 101 46 193 145,14 0,00
27.37 101 138 46 193 51,87 0,00
9:55 34 205 46 193 4,94 2,63
3.61 11 228 46 193 116,74 0,00
1:63 4 235 46 193 448,51 0,00
57.7 213 26 46 193 1.203,59 0,00
51:13 190 49 46 193 532,32 0,00
49:15 183 56 46 193 437,73 0,00
43:21 161 78 46 193 251,69 0,00
25:39 93 146 46 193 38,88 0,00
19:45 71 168 46 193 12,52 0,04

MR - moderadamente resistente; %S - suscetivel;®ns — ndo significativo;*x2 - qui-quadrado.
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Tabela 4A. Teste de Qui-quadrado (X?) para hipéteses de segregacdo esperadas
considerando um, dois e trés genes envolvidos na resisténcia moderada da soja a
raca 3 do nematoide de cisto da soja em geragao F, pertencentes ao Cruzamento B
(‘BRSMG 810C’ x BRSMG 800A).

Proporgao Proporcgéao Proporcgéo . Probabilidade
esperada observada (%)
testada
MR* S MR S

1:3 63 189 46 206 6,12 1,34
3:1 189 63 46 206 432,78 0,00
15:1 236 16 46 206 2.409,22 0,00
13:3 205 47 46 206 661,22 0,00
7:9 110 142 46 206 66,08 0,00
9:7 142 110 46 206 148,68 0,00
3:13 47 205 46 206 0,026ns® 87,15
1:15 16 236 46 206 60,07 0,00
63:1 248 4 46 206 10.365,53 0,00
61:3 240 12 46 206 3.293,15 0,00
55:9 217 35 46 206 970,21 0,00
37:27 146 106 46 206 162,83 0,00
27:37 106 146 46 206 58,62 0,00
9:55 35 217 46 206 4,015 4,51
3:61 12 240 46 206 101,15 0,00
1:63 4 248 46 206 448,11 0,00
57:7 224 28 46 206 1.273,02 0,00
51:13 201 51 46 206 590,61 0,00
49:15 193 59 46 206 478,22 0,00
43:21 169 83 46 206 271,8 0,00
25:39 o8 154 46 206 45,15 0,00
19:45 75 177 46 206 15,97 0,00

MR - moderadamente resistente; °S - suscetivel;’ns — n&o significativo;*x - qui-quadrado.
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Figura 1A. Viséo geral do experimento de fenotipagem nematoldgica desenvolvida
em casa de vegetacdo. (A) Bloco experimental instalado. (B) Vasos de ceramica
com capacidade de 300mL. (C) Bancada de poliestireno com bordas elevadas de

7cm, imersos em areia.
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Figura 2A. (A) Inoculacdo do nematoide de cisto raca 3 em genoétipos de soja dos
cruzamentos em estudo, com inoculacao em orificio préximo ao colo da plantas. (B)
Contagem de numero de fémeas em estereoscopio (15x). Nota-se fémeas em
diferentes fases de desenvolvimento - Laboratorio de Nematologia da Epamig Oeste.
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Figura 3A. Processamento de experimento nematoldgico instalado em casa de
vegetacado. (A) 30 Dias Apds a Inoculacdo (DAI) : o solo com sistema radicular foi
retirado dos vasos de ceramica (B) Fémeas do NCS aderidas ao sistema radicular.
As fémeas apresentam aspecto amarelo leitoso. (C) Realiza-se o destorroamento
cuidadoso do sistema radicular do solo. (D) Separa-se solo e sistema radicular em
sacos plasticos para avaliacdo no Laboratério de Nematologia da Empresa de
Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais — Epamig Oeste.
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Figura 4A. (A) Fémea de NCS raca 3 rompida sob estereoscépio. (B) Ovos de NCS
raca 3 sob microscopio Optico. (C) Juvenil de NCS raca 3 sob microscépio éptico -
Laboratorio de Nematologia da Epamig Oeste.
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(A) (B)

Figura 5A. (A) Placa de Petri com fémeas de NCS raca 3 extraidas das raizes de
genotipos de soja em processo de fenotipagem. (B) Leitura em estereoscopio (15x) -
Laboratério de Nematologia da Epamig Oeste.
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Figura 6A. FEémea de NCS raca 3 em estereoscopio apds processo de extracao.
Nota-se a presenca de ooteca - Laboratdrio de Nematologia da Epamig Oeste.



