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RESUMO 

Os programas de melhoramento genético de soja tradicionalmente focam na seleção 

de genótipos superiores em relação a características agronômicas, mas 

frequentemente negligenciam a qualidade das sementes. O “problema da semente 

verde” tem causado sérios danos às áreas agrícolas de soja em todo o mundo, 

especialmente devido às mudanças climáticas em curso. Compreender a base 

molecular responsável pela retenção de clorofila em sementes maduras é um passo 

crucial para avançar programas de seleção visando qualidade de sementes e grãos. 

Neste trabalho, após uma revisão robusta acerca do esverdeamento de sementes, 

utilizou-se uma abordagem de genotipagem por sequenciamento (GBS) acoplada a 

estudos de associação genômica ampla (GWAS) em 156 genótipos de soja, que 

incluem dois genitores contrastantes, IAC-100 e CD-215, além de 154 linhagens 

endogâmicas recombinantes (RILs). Essa análise buscou correlacionar genótipo e 

fenótipo a partir da porcentagem de sementes esverdeadas e do sequenciamento de 

DNA dessa população segregante. Constataram-se diferenças entre os dois genitores 

e os indivíduos RILs quanto ao caráter do esverdeamento, com variações de 0,25% a 

52%. A herdabilidade do caráter, considerando as safras de 2017/2018 e 2019/2020, 

foi de 96% e 98%. Os dados de GBS da última safra resultaram em um painel 

relativamente denso de marcadores SNP. Seis marcadores SNP em regiões 

genômicas associadas à retenção de clorofila foram identificados por meio da análise 

GWAS, mostrando uma interação moderada a forte para quatro alelos SNP 

localizados no cromossomo 15. O posicionamento de cada marcador SNP encontrado 

no genoma da soja, em combinação com a análise do decaimento do desequilíbrio de 

ligação, possibilitou a identificação de sete genes candidatos associados à 

problemática do esverdeamento em sementes. Esses achados podem ser valiosos 

para programas de melhoramento genético, facilitando a seleção assistida por 

marcadores e a obtenção de plantas mais tolerantes à retenção de clorofila. 

Palavras-chave: melhoramento genético de soja; esverdeamento em sementes; 

retenção de clorofila; genotipagem por sequenciamento; associação genômica ampla. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Soybean breeding programs have traditionally focused on selecting superior 

genotypes for agronomic traits but often neglect seed quality. The "greenish seeds 

problem" has caused significant damage to soybean fields worldwide, particularly due 

to ongoing climate changes. Understanding the molecular basis of for chlorophyll 

retention in mature seeds is crucial to advancing breeding programs to improve seed 

and grain quality. In this study, following a comprehensive review of soybean greenish 

seeds, a genotyping-by-sequencing (GBS) approach was combined with genome-wide 

association studies (GWAS) on 156 soybean genotypes, from which the parents 

presented contrasting greenish seeds incidence, IAC 100 and COODETEC 215 

incidence (one had high and the other had low incidence), as well as 154 recombinant 

inbred lines (RILs). This analysis aimed to correlate genotype and phenotype based 

on the percentage of greenish seeds and the DNA sequencing of this segregating 

population. Differences were observed between the two parents and the RILs 

regarding the greenish seeds trait, with variations ranging from 0.25% to 52%. The trait 

heritability, considering the 2017/2018 and 2019/2020 growing seasons, was 96% and 

98%, respectively. The GBS data from the 2019/2020 season resulted in a relatively 

dense panel of SNP markers. Six SNP markers in genomic regions associated with 

chlorophyll retention were identified through GWAS analysis, showing moderate to 

strong interactions for four SNP alleles located on chromosome 15. The positioning of 

each identified SNP marker in the soybean genome, combined with linkage 

disequilibrium decay analysis, enabled the identification of seven candidate genes 

associated with the greenish seeds problem. These findings may prove useful for 

breeding programs, facilitating marker-assisted selection, and the development of 

more tolerant plants for chlorophyll retention. 

Keywords: soybean breeding; greenish seeds; chlorophyll retention; genotyping by 

sequencing; genome-wide association. 
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1 INTRODUÇÃO 

É indiscutível que o esverdeamento em sementes de soja (Glycine max (L.) Merrill) 

seja um problema que afeta o mercado global da commodity (França-Neto et al., 2012, 

Teixeira et al., 2020, Pelissari; Coimbra, 2023) mas lacunas sobre componentes 

genéticos e moleculares ainda fragilizam o avanço do melhoramento contra a 

problemática. Essa desordem tem se tornado assunto de constantes debates no 

cenário agrícola atual, principalmente devido às mudanças climáticas, e o incipiente 

entendimento do ponto de vista molecular, quanto aos genes responsáveis pela 

degradação da clorofila nas sementes. 

Embora o caminho molecular seja incerto, está claro que a persistência da clorofila 

em sementes maduras resulta em redução da qualidade fisiológica como germinação 

e vigor (Zorato et al., 2007; Pádua et a., 2009;  Pardo et al., 2015; Teixeira et al., 2016, 

Arruda et al., 2016; Teixeira et al., 2020), prejuízos para indústria de processamento 

de óleo (Minguez-Mosquera et al. 1990; Tautorus; Low, 1993) e menor produtividade 

da lavoura (França-Neto et al, 2012).  

As causas deste distúrbio fisiológico estão intrinsecamente relacionadas com a 

morte ou maturação precoce da planta-mãe (França-Neto et al., 2012; Gallo et al., 

2012; Mandarino, 2012). Sob esta perspectiva, a hipótese é de que no momento do 

desenvolvimento e maturação dos grãos/sementes, a planta-mãe tenha sofrido algum 

estresse biótico e/ou abiótico, levando à produção massiva de sementes com retenção 

de clorofila (Mandarino, 2005; Pádua et al., 2009; Mandarino, 2012). No que tange a 

fatores climáticos, a retenção de clorofila em sementes de soja está principalmente 

associada com baixa umidade e altas temperaturas durante a fase de maturação, com 

estas sementes esverdeadas detendo um valor econômico reduzido devido a uma 

série de características fisiológicas e bioquímicas comprometidas, como redução na 

atividade enzimática de ureases e lipoxigenases, conteúdo inferior de fitatos e menor 

rendimento na produção de derivados proteicos, além de necessitarem de maiores 

custos para o refinamento (Mandarino, 2012; Teixeira et al., 2016). 

O esverdeamento em sementes tem se tornado mais frequente em diversas 

regiões produtoras devido às mudanças ambientais e eventos extremos, como ondas 

de calor, secas e chuvas irregulares, que afetam diretamente o ciclo de crescimento 

das culturas agrícolas, prejudicando manejos mais assertivos na produção de 

sementes de alta qualidade. Tais manejos incluem, a escolha adequada da época de 
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semeadura, colheita em fase ideal e manejo químico (Carvalho et al., 2020; Ajala-

Luccas et al., 2023). O impacto dos estresses ambientais na qualidade das sementes 

e grãos já é bem conhecido (França-Neto et al., 2012, Ludwig et al., 2023), mas, em 

última análise, essa condição adversa na produção agrícola leva à insegurança 

alimentar e perdas econômicas.  

Para enfrentar esses desafios, várias abordagens vêm sendo propostas, desde 

práticas de manejo eficazes a estratégias de adaptação, como seleção de cultivares 

resistentes incluindo a engenharia genética (Fatima; Jan, 2023). Teixeira et al. (2016), 

por meio de análises de microarranjos em sementes de soja de cultivar suscetível à 

retenção de clorofila submetida a déficit hídrico e altas temperaturas, identificaram 

genes relacionados à fotossíntese que codificam proteínas de ligação à clorofila 

(STAY-GREEN 1 – D1 e STAY-GREEN 2 – D2) e codificadores de enzimas 

envolvidas na via de degradação da clorofila (PHEOPHORBIDASE 2 – PPH2 e NON-

YELLOW COLORING 1 – NYC1_1) que possuem expressão diminuída nesta cultivar. 

Além disso, ao realizar ensaios de expressão relativa em sementes suscetível e 

tolerante ao esverdeamento, encontraram que sementes totalmente maduras da 

cultivar tolerante apresentavam maior expressão desses genes. 

Estudos envolvendo estratégias com Single Nucleotid Polymorfism (SNPs) em 

programas de melhoramento permitiram a seleção precisa de características 

desejáveis, como composição e tamanho (Ravelombola et al., 2021), peso (Zhang et 

al, 2016) e longevidade (Naflath, et al., 2022). Associação de outras ferramentas como 

GWAS e GBS já provou ser eficiente na identificação de marcadores moleculares 

associados a parâmetros de rendimento em soja (Ravelombola et al., 2021). No 

entanto, ainda não há registros na literatura que abordem essas técnicas em 

investigações relacionadas ao esverdeamento das sementes de soja. 

A adoção de abordagens multifacetadas, que integrem técnicas avançadas de 

melhoramento genético e práticas agronômicas disruptivas, busca oferecer insights 

valiosos sobre como a produção de soja pode se adaptar às mudanças nas condições 

ambientais, além de mitigar problemas relacionados à retenção de clorofila nas 

sementes. Nesse contexto, a genotipagem por sequenciamento (GBS) e os estudos 

de associação genômica ampla (GWAS) em 154 linhagens endogâmicas 

recombinantes (RILs), incluindo os genitores contrastantes IAC-100 e CD-215, 

permitiram avaliar a qualidade fisiológica das sementes e o perfil genético dessa 

população, com objetivo de identificar marcadores genéticos em um painel 
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biotecnológico associado ao esverdeamento das sementes de soja, visando contribuir 

para a melhoria da produção de sementes de soja frente às mudanças climáticas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



66 
 

6 CONCLUSÕES 

1) A população RILs do presente estudo apresenta alta herdabilidade nas 

duas safras avaliadas (h2: 0.96-0.98), ampla variabilidade genética (CVg = 

78.31%) e uma razão CVg/CVe elevada e superior a 1 (2.77), indicando a 

predominância do genótipo na característica de esverdeamento das sementes 

de soja e demonstrando sua aptidão para análises de GWAS. 

2) Seis marcadores SNPs são significativamente associados à retenção de 

clorofila nas sementes de soja. Quatro desses marcadores localizam-se no 

cromossomo 15, enquanto os outros dois estão localizados nos cromossomos 

16 e 18. 

3) Por meio do GWAS, sete genes associados ao fenótipo de 

esverdeamento das sementes de soja foram identificados. Destes, três genes 

são funcionalmente anotados e caracterizados (B, D e F), dois são 

classificados como codificadores de proteínas hipotéticas (C e E) e os outros 

dois como genes não caracterizados (A e G). 
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