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ESTUDO GENETICO E VALIDACAO DE MARCADORES MOLECULARES
ASSOCIADOS AO NEMATOIDE DE CISTO EM POPULACOES DE SOJA

RESUMO - Para atender a necessidade de novas cultivares de soja tipo alimento com
resisténcia ao nematoide de cisto da soja (NCS), este trabalho teve como objetivo
selecionar progénies superiores e estimar parametros genéticos em duas populacdes
de soja F2:3, F3.4 e Fa:5 oriundas de cruzamentos entre gendtipos tipo alimento x tipo
gréo. As caracteristicas avaliadas foram: altura de plantas na maturidade (APM),
altura da insercao da primeira vagem (AlV), acamamento (AC), valor agrondmico (VA),
namero de vagens por planta (NV), numero de dias para maturidade (NDM), nimero
de ramos (NR), numero de nés (NN), peso de 100 sementes (PCS) e producédo de
graos por planta (PG). O delineamento experimental utilizado foi o de blocos
aumentados e as analises estatisticas foram realizadas utilizando-se a abordagem de
modelos mistos (REML/BLUP). As estimativas dos parametros genéticos obtidos
indicaram alta variancia genética na populacédo, em que a herdabilidade apresentada
foi alta para a maioria dos caracteres avaliados e os coeficientes de variagédo
ambiental, em sua maioria, foram baixos. Além destas avaliacdes, foi realizada a
identificacdo de marcadores moleculares do tipo microssatélites (SSR) associados a
resisténcia ao NCS (raca 3). Esta etapa foi realizada utilizando-se progénies F2 dos
cruzamentos entre soja tipo grdo X tipo alimento, as quais foram previamente
fenotipadas quanto a resisténcia ao NCS. Foram identificados 2 pares de primers SSR
flanqueando 2 genes associados a resisténcia ao NCS, sendo Satt275 e Satt309 no
cromossomo 18 ligados ao gene rhgl e dois no cromossomo 8, Sat 162 e
GMES6186, associados ao gene Rhg4. Em conjunto, estes marcadores podem ser
utilizados de maneira eficaz na selecdo assistida de progénies superiores para a

resisténcia ao NCS.

Palavras-Chave: Glycine max, Heterodera glycines, REML/BLUP, SSR,

componentes de variancia, parametros genéticos.



GENETIC STUDY AND VALIDATION OF MOLECULAR MARKERS ASSOCIATED
WITH CYST NEMATODE IN SOYBEAN POPULATIONS.

ABSTRACT - To meet the need of new food-type soybean cultivars with resistance to
soybean cyst nematode (SCN), this work aimed to select superior progenies and to
estimate genetic parameters in two soybean populations F2:3, F3:4 e Fass originated
from crosses between genotypes type food x grain type. The evaluated traits were:
height of plants at maturity (APM), height of first pod insertion (AlV), lodging (AC),
agronomic value (VA), number of pods per plant (NV), number of days to maturity ND),
number of branches (NR), number of nodes (NN), weight of 100 seeds (PCS) and grain
yield per plant (PG). The experimental design used was the augmented blocks and the
statistical analyses were performed using mixed model REML/BLUP. The genetic
parameters estimates indicated a high genetic variance in the population, the
heritability presented was high for most of the evaluated traits and the coefficients of
environmental variation were mostly low. In addition, the identification of molecular
markers of the microsatellite type (SSR) associated with resistance to SCN (race 3).
This step was performed using F2 progenies of the crosses between grain type
soybean x food type, which were previously phenotyped for resistance to NCS. Two
pairs of SSR primers flanking 2 genes associated with resistance to the SCN were
identified, with Satt275 and Satt309 on chromosome 18 linked to the rhgl gene and
two on chromosome 8, Sat 162 and GMES6186, associated with the Rhg4 gene.
Together, these markers can be used effectively in the assisted selection of higher

progenies for resistance to NCS.

Keywords: Glycine max, Heterodera glycines, mixed models, REML/BLUP, SSR,

variance components, genetic parameters.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO
A soja (Glycine max (L.) Merrill) € a oleaginosa mais cultivada no mundo,
sendo seu grao utilizado sob diferentes formas, dentre elas, na alimentacéo animal,
na composicdo de ragdes, para 0 consumo humano, como o Oleo, in natura ou
industrializada e, também, como principal matéria prima na producédo de biodiesel
(YOKOMIZO et al., 2013; HADDAD et al., 2017).

O Brasil se destaca entre os principais produtores de soja do mundo e seu
cultivo € de grande importancia para a agricultura e economia brasileira. No ano
agricola 2016/2017, foram cultivados 33,9 milhdes de ha, sendo produzidos 114,1
milhdes de toneladas de soja, representando uma produtividade média de 3,36 ton.ha
1, Para o ano agricola 2017/2018 a estimativa é de uma area cultivada de 35 milhGes

de ha, com a produgéo de 111,5 milhGes de toneladas de soja (CONAB, 2018).

Desta producéo, cerca de 70% € exportada em forma de grdo in natura,
enguanto menos de 2% destina-se para o consumo humano (CASTOLDI et al., 2011).
Em paises asiaticos, a soja € considerada um alimento basico da populacéo,
entretanto, em paises ocidentais a falta de tradicdo para consumo e o sabor
caracteristicos da soja associado a alguns gendtipos comerciais, sdo 0s principais
fatores de seu baixo consumo. Segundo Silva et al. (2012), este sabor indesejavel é

devido principalmente a presenca de enzimas lipoxigenases nos graos.

Além das caracteristicas necessarias ao mercado consumidor, &€ necessario
que o0s genotipos comerciais desenvolvidos para fins de alimentacdo humana
apresentem caracteristicas agrondmicas de interesse, como alta produtividade de
graos, resisténcia aos principais patdégenos e pragas, porte adequado para colheita
mecanizada, precocidade, adaptabilidade as diferentes condicdes de cultivo, dentre
outras (CASTOLDI et al., 2011; CHARNAI et al., 2014).

Em relacéo ao aspecto de resisténcia genética a fatores bidticos, 0 nematoide
de cisto da soja (NCS - Heterodera glycines) é considerado um dos principais
responsaveis por prejuizos significativos na produtividade de grdos de soja em todo o

mundo. Este patdégeno sobrevive no solo e ataca as raizes da planta, apresentando



como sintomas a clorose foliar, necrose da raiz, crescimento reduzido da planta e

perda na producédo de graos que podem chegar a 80% (ABDELMAJID et al., 2014).

Devido a importancia do NCS, a base genética para a resisténcia a este
patogeno tem sido amplamente estudada nas ultimas décadas, primeiramente por
meio de estudos classicos de heranca e, posteriormente, com a evolugcdo da
biotecnologia, a utilizagdo de marcadores moleculares possibilitou a identificagcéo,
localizac&o e caracterizacao de “quantitative trait loci” (QTL) associados com diversas

caracteristicas de interesse, entre estas, a resisténcia ao NCS.

Por meio de QTLs, é possivel realizar a sele¢do assistida por marcadores
moleculares (MAS), permitindo a selegéo precoce de linhagens resistentes com base
em marcadores genéticos ligados a resisténcia, reduzindo as dispendiosas e
demoradas avaliacfes fenotipicas para o NCS (FERREIRA et al., 2011; BAO et al.,
2014).

Neste sentido, 0 objetivo deste trabalho foi estimar os parametros genéticos
em duas populacdes de soja provenientes de cruzamentos efetuados entre gendtipos
do tipo gréo x tipo alimento, além de selecionar progénies com caracteristicas para a
alimentacdo humana e superiores agronomicamente. Além disso, buscou-se validar
marcadores moleculares flanqueando dois genes de importancia (rhgl e Rhg4), que
conferem resisténcia ao NCS para estas populacdes.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos Gerais da Cultura
A soja (Glycine max (L.) Merrill), € um dos legumes de maior importancia
econdbmica mundial, sendo uma espécie autégama da familia Fabaceae, subfamilia
Faboideae, com niumero de cromossomos 2n = 40. Sua semente é rica em proteina
(em torno de 40%) e 6leo (em torno de 20%), sendo desta forma amplamente utilizada

na alimentacdo animal e humana (SINGH, 2017).

Por se tratar de uma planta de dias curtos e altamente sensivel ao fotoperiodo,
o cultivo da soja depende de cultivares adaptadas a diferentes latitudes e
temperaturas. Esta caracteristica limitou a producao de soja, pois, fotoperiodos curtos

(noites longas) induzem o florescimento e, deste modo, até algum tempo atras, as



regides de latitude abaixo de 22° Sul, onde, devido a baixa adaptacao das cultivares,
o florescimento era antecipado com a consequente baixa producgéo de grdos em areas

de fotoperiodo curto, inerente de regides tropicais como o Brasil (LU et al., 2017).

Entretanto, com a identificacdo do gene de periodo juvenil longo na década
de 1970, esta barreira em relacdo ao cultivo em altas latitudes foi quebrada e
atualmente, é possivel o cultivo de soja em uma ampla diversidade de ambientes,
como por exemplo, no centro-oeste do Brasil. Devido a isto, foi possivel a expansao
das &reas cultivadas de soja no Brasil, 0 qual, em um curto periodo de tempo se
transformou no segundo maior produtor mundial da cultura (LU et al., 2017).

Na safra 2016/2017, os principais estados produtores foram Mato Grosso,
Parana, Rio Grande do Sul e Goias, 0s quais representaram 69% da producéo total

de soja do pais.

2.2 Soja na Alimentagdo Humana
A soja € a principal fonte de proteina vegetal utilizada no mundo, sendo a
Unica fonte de proteina vegetal que contém todos os aminoacidos essenciais para o

crescimento e manutenc¢ao do organismo (ERDAW et al., 2016; RIGO et al., 2015).

Sua utilizacdo na alimentacdo humana ainda € considerada baixa,
principalmente no ocidente, devido a falta de tradicdo e ao sabor indesejavel
associado a alguns genaétipos comerciais. Entretanto recentes estudos demonstram
as caracteristicas funcionais do grdo de soja e com isto nos ultimos anos tem se
observado o aumento da demanda por seus derivados (KITAMURA, 1993; SILVA et
al., 2012).

Dentre essas substancias funcionais, pode-se citar: as isoflavonas,
responsaveis pela reducédo de doencas cardiovasculares, reducao do cancer de mama
e reducdo dos sintomas da menopausa; antioxidantes, que atuam na prevencao do
cancer e protegem o coracao; fibras, que auxiliam na reducdo do colesterol; niveis
satisfatorios de calcio, fosforo e, vitaminas B1 e B2 (CORREA et al., 2010; SILVA et
al., 2012).

Cultivares de soja destinadas ao consumo humano, além das caracteristicas

agrondmicas tradicionais, devem apresentar caracteristicas diferenciadas, que



melhorem o sabor do grdo, como maior teor de amido, sacarose, frutose, acido
glutdmico, alanina e proteina; além de preferencialmente, auséncia de enzimas
lipoxigenases (L1L2L3), baixo teor do inibidor de tripsina Kunitz, que permite reducao
de tratamento térmico, bem como caracteristicas fisicas ideais como coloracdo de
tegumento e hilo, tamanho, textura e baixo tempo de cozimento (CASTOLDI et al.,
2011; CHARNAI et al., 2014; ZOLDAN et al., 2014).

2.3 Parametros Genéticos

A selecao precoce é utilizada no melhoramento de plantas autbgamas por
meio da avaliacdo e selecdo de progénies nos estégios iniciais (F2, Fz e F4). Deste
modo progénies com baixo potencial para os caracteres de interesse sdo eliminadas
e os esforcos sao dirigidos aos genotipos com maiores potenciais (CARVALHO et al.,
2009). Este procedimento se baseia na premissa de que a performance da progénie
em geracdes iniciais € um bom preditor para suas linhagens derivadas (BERNARDO,
2002).

Contudo, a maior parte dos caracteres de importancia agronémica como por
exemplo, ciclo da cultura e produgcéo de gréos sado de natureza quantitativa e, em
geral, muito influenciados pelo ambiente. Nestes casos, é necessario avaliar o quanto
da variabilidade fenotipica observada nos experimentos é herdavel e quais o0s
principais tipos de acdo génica presentes, para assim escolher o método mais
adequado de melhoramento e obter maiores ganhos com a selecdo. Estas
informacBes sdo conhecidas como parametros genéticos e sdo obtidas a partir dos
componentes de médias e de variancias (CRUZ et al., 2004; RAMALHO et al., 2013).

De acordo com Rossmann (2001), a natureza da variabilidade fenotipica
observada pode ser estimada por meio dos coeficientes de herdabilidade, correlacéo
fenotipica, genotipica e ambiental, das variancias genotipicas e fenotipicas, dentre
outros parametros genéticos, que indicam a natureza da variagdo observada,
possibilitando distinguir a acdo do ambiente e o efeito genético, permitindo desta

forma, a predicdo dos ganhos com a selecao.

A herdabilidade (h?) indica a proporcdo do valor fenotipico que é de origem
genética, ou seja, quantifica o que pode ser herdado. Embora apenas o valor



fenotipico de um individuo possa ser mensurado, apenas o valor genético influenciara
na proxima geracdo (RAMALHO et al., 2012).

Segundo Borém (1998), a estimativa da herdabilidade refere-se a uma
caracteristica de uma populacdo, sendo especifico para o ambiente ao qual os
gendtipos foram avaliados. O coeficiente de herdabilidade pode variar de 0 a 1, em
que, um coeficiente igual a zero indica que a variabilidade observada do carater nao
€ de origem genética, por outro lado, um coeficiente de herdabilidade igual a 1 indica
que toda a variacdo observada é de origem genética, ndo havendo influéncia do
ambiente na manifestacdo do carater (ALLARD, 1971; RAMALHO et al., 2013).

A herdabilidade também pode ser dividida em dois tipos, sendo: herdabilidade
no sentido amplo a qual é calculada por meio da razao entre a variancia genotipica
pela variancia fenotipica e, herdabilidade no sentido restrito, estimada pela raz&o entre

a variancia genética aditiva pela variancia fenotipica (FALCONER; MACKAY, 1996).

Conforme (FEHR, 1987), no melhoramento de autégamas, quando a
herdabilidade € alta, a selecao € eficiente quando aplicada nas geracfes iniciais. Em
contrapartida, em casos de estimativas baixas de herdabilidade, a selecdo deve ser
realizada em geragdes mais avancadas, devido ao aumento da herdabilidade no
sentido restrito, em decorréncia da autofecundagéo.

2.4 Resisténcia ao Nematoide de Cisto da Soja (NCS)

No Brasil, o nematoide de cisto da soja (NCS) (Heterodera glycines) foi
detectado pela primeira vez na safra 1991/1992 e atualmente, encontra-se
disseminado em praticamente todas as regides de cultivo, causando perdas em
milhdes de hectares (ARRIAGADA et al., 2012). Este patdégeno sobrevive no solo e
ataca as raizes da planta, apresentando como sintomas a clorose foliar, necrose da
raiz, crescimento reduzido da planta e perda na producao de graos que podem chegar
a 80% (ABDELMAJID et al., 2014).

Ressalta-se que, apdés a instalacdo do patdgeno na area, seu controle
apresenta grandes dificuldades, devendo ser realizado principalmente por meio de
rotacdo com culturas ndo hospedeiras e utilizagao de cultivares resistentes (MATSUO
et al., 2012).



Segundo Dias et al. (2009), embora existam varias fontes de resisténcia ao
NCS, nos programas brasileiros de melhoramento genético da soja 0s genotipos

Peking, Pl 88788 e Hartwig sdo utilizados como a principais fontes de resisténcia.

O gendtipo Hartwig foi o primeiro cultivar de soja relatado como resistente a
todas as ragas conhecidas do NCS. No Brasil, Dias et al. (2009), citam a presenca de
11 racas do NCS (1, 2, 3, 4, 4+, 5, 6, 9, 10, 14 e 14+), em 10 estados do Brasil (MS,
MT, GO, SP, PR, RS, BA, BA, TO, MA), sendo as racas 3 e 14 as mais disseminadas
e importantes do ponto de vista agricola.

Devido a importancia do NCS, a base genética para a resisténcia a este
patdgeno tem sido amplamente estudada. Os primeiros genes de resisténcia foram
reportados com base em estudos classicos de heranga, primeiramente por
(CALDWELL et al., 1960), que estudando a cultivar Peking encontraram 3 genes

recessivos, denominados rhgl, rhg2 e rhg3.

Posteriormente, Matson e Williams (1965) encontraram na cultivar Peking um
guarto gene dominante de resisténcia, denominado Rhg4, gene este ligado ao loco i,
responsavel pela cor preta do tegumento da semente. Um quinto gene dominante
oriundo de Pl 88788 também foi identificado por Rao-Arelli et al. (1992), sendo este
denominado Rhg5, porém as dificuldades envolvidas na realizacdo de testes de
alelismo tornava dificil a comprovacao de novos genes descobertos em novos estudos
com PI's (CONCIBIDO et al., 2004).

Recentemente, com auxilio da biotecnologia a natureza da resisténcia ao NCS
vem sendo amplamente estudada, sendo que dois genes de resisténcia maior ao
NCS, rhgl e Rhg4 foram sistematicamente mapeados e identificados nos
cromossomos 18 e 8 respectivamente, e, posteriormente clonados com sucesso
(VUONG et al., 2015).

Brucker et al. (2005), classificaram a resisténcia do gene rhgl em dois tipos,
sendo, rhgl-A, em “Peking-type” na qual sdo necessarios os genes rhgl-A e Rhg-4
para a resisténcia, e rhgl-B em Pl 88788-type na qual apenas o gene rhgl-B confere

a resisténcia ao gendotipo.



2.5 Marcadores Moleculares Associados ao NCS

A selecao de gendtipos resistentes ao NCS € um desafio, pois a fenotipagem
para esta caracteristica € lenta, destrutiva, muito afetada pelo ambiente e, também,
pelo indculo utilizado. Além disso, o solo utilizado necessita passar pelo processo de

infeccéo, fato que inviabiliza a utilizagdo do mesmo para outros trabalhos de pesquisa.

Com a evolugcao da biotecnologia, a utilizacdo de marcadores moleculares
facilitou a identificacdo, localizacdo e caracterizacdo de QTLs associados com
diversas caracteristicas de interesse, entre elas a resisténcia ao NCS. Deste modo,
esforgos tém sido feitos para desenvolver marcadores moleculares associados com a

resisténcia ao NCS.

Dentre os marcadores moleculares, os do tipo microssatélites ou SSR “simple
sequence repeats”, tem sido amplamente utilizados devido suas caracteristicas
desejaveis como: abundancia no genoma, facil utilizacdo, codominancia, loci
multialélicos, universais e apresentarem resultados confiaveis e reprodutiveis
(GROVER; SHARMA, 2014).

De acordo com Mason (2015), os marcadores SSR podem ser classificados
de acordo com o motivo, sendo: i) perfeito, quando composto apenas de repeticbes
de um Unico motivo (ex: ATCATCATCATCATC); ii) imperfeito, se apresentar um par
de bases nao pertencente ao motivo (ex: CACACACATCACACA); iii) interrompido, se
uma sequéncia com alguns pares de base € inserida no motivo (ex:
GAGAGATCCTGCGC); iv) composto, quanto formado por mdultiplos motivos
adjacentes repetitivos (ex: ATATATATCGCGCGCG).

Em relag&o aos marcadores moleculares associados ao NCS, Concibido et al.
(2004), em uma ampla revisao sobre o0 assunto, citam diversos genes de resisténcia
comuns em alguns estudos e genes inéditos em outros estudos avaliando diferentes
Pl’s.

Segundo Kim e Diers (2013), QTLs de resisténcia ao nematoide do cisto
foram mapeados em 18 dos 20 cromossomos da soja. Destes QTLs, seis foram
mapeados e confirmados de acordo com as regras do Comité de Genética da Soja,
incluindo o gene de resisténcia maior rhgl, com o QTL designado cqSCN-001, o qual

foi localizado no cromossomo 18.



Em seguida, foram confirmados os QTLs de resisténcia cqSCN-002
pertencente ao gene Rhg4 no cromossomo 8, o QTL cgSCN-003 mapeado no
cromossomo 16, cgSCN-005 mapeado no cromossomo 17, posteriormente o cqSCN-
006 no cromossomo 15 e cqSCN-007 no cromossomo 18 (KIM; DIERS, 2013).

Contudo, embora diversos genes tenham sido identificados, mais de 90% das
cultivares comerciais possuem a resisténcia ao NCS derivadas das plantas
introduzidas Pl 88788 e Pl 548402 (Peking), ou seja, os genes rhg1-(A/B) e Rhg4 (SHI
et al., 2015).

Marcadores do tipo Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) foram
identificados e reportados como eficientes na identificagdo de ambos os genes rhgl
(CONCIBIDO et al., 2004; VIERLING et al., 1996) e Rhg4 (MEKSEM et al., 2001;
SUZUKI et al., 2012). Marcadores SSR foram ainda mais estudados e aplicados na
selecéo assistida para a resisténcia ao NCS (CREGAN et al., 1999; MEKSEM et al.,
2001; GUO et al., 2005) e, recentemente marcadores SNP também foram descritos
para ambos os loci (BAO et al., 2014; SHI et al., 2015).

Por meio destes QTLS, é possivel realizar a selecdo assistida por marcadores
moleculares (SAM), permitindo a selegcdo precoce e nao destrutiva de linhagens
resistentes com base em marcadores genéticos ligados a resisténcia, reduzindo-se
assim as dispendiosas e demoradas avaliacdes fenotipicas para o NCS (FERREIRA
et al., 2011; BAO et al., 2014).



3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABDELMAJID, K. M. et al. Quantitative Trait Loci (QTL) that Underlie SCN Resistance
in Soybean (Glycine max (L.) Merr) P1438489B by ‘ Hamilton * Re- combinant Inbred
Line ( RIL ) Population. Agronomy & Horticulture -- Faculty Publications, v. 1, n. 3,
p. 29-38, 2014.

ALLARD, R. W. Principios do melhoramento genético das plantas. S&o Paulo:
Edgard Blucher, 1971.

ARRIAGADA, O.; FERREIRA, M. F. S.; CERVIGNI, G. D. L.; SCHUSTER, I.; SCAPIM,
C. A.; MORA, F. QTL mapping of soybean cyst nematode race 9: a generalized linear
modeling approach. Australian Journal of Crop Science, v. 9, n. 8, p. 721-727,
2015.

ARRIAGADA, O.; MORA, F.; DELLAROSSA, J. C.; FERREIRA, M. F. S.; CERVIGNI,
G. D. L.; SCHUSTER, I. Bayesian mapping of quantitative trait loci (QTL) controlling
soybean cyst nematode resistant. Euphytica, v. 186, n. 3, p. 907-917, 2012.

BAO, Y.; VUONG, T.; MEINHARDT, C.; TIFFIN, P.; DENNY, R.; CHEN, S.; NGUYEN,
H. T.; ORF, J. H.; YOUNG, N. D. Potential of Association Mapping and Genomic
Selection to Explore PI 88788 Derived Soybean Cyst Nematode Resistance. The
Plant Genome, v. 7, n. 3, p. 0, 2014.

BERNARDO, R. Breeding for quantitative traits in plants. Woodbury: Stemma
Press, 2002.

BOREM, A. Melhoramento de plantas. Vicosa: UFV, 1998.

BRUCKER, E.; NIBLACK, T.; KOPISCH-OBUCH, F. J.; DIERS, B. W. The effect of
rhgl on reproduction of Heterodera glycines in the field and greenhouse and

associated effects on agronomic traits. Crop science, v. 45,n. 5, p. 1721-1727, 2005.

CALDWELL, B. E.; BRIM, C. A.; ROSS, J. P. Inheritance of Resistance of Soybeans
to the Cyst Nematode. Agronomy Journal, v. 52, n. 11, p. 635-636, 1960.



10

CARVALHO, A. D. F.; GERALDI, I. O.; SANTOS, V. D. S. Avaliagao de progénies F2.4
e Fs46 de soja e perspectivas do uso de teste precoce para a producao de graos.
Bragantia, v. 68, n. 4, p. 857-861, 2009.

CASTOLDI, R.; VARGAS, P. F.; BRAZ, L. T. Agronomic characteristics, isoflavone
content and Kunitz trypsin inhibitor of vegetable soybean genotypes. Horticultura
Brasileira, v. 29, n. 2, p. 222-227, 2011.

CHARNAI, K.; MAURO, A. O. Di; SANTIAGO, S. de; VIANNA, V. F.; REVOLTI, L. T.
M.; COSTA, M. M. Estimates of genetic parameters in F4 — Fs soybean populations
resistant to Asian soybean rust. African Journal of Agricultural Research, v. 9, n.
15, p. 1200-1206, 2014.

CONAB. Indicadores Agropecuarios: Estimativas 2018. Disponivel em:

<www.conab.gov.br>. Acesso em: 20 ago. 2002.

CONCIBIDO, V. C.; DIERS, B. W.; ARELLI, P. R. A Decade of QTL Mapping for Cyst
Nematode Resistance in Soybean. Crop Science, v. 44, n. July 2003, p. 1121-1131,
2004.

CORREA, C. R. et al. Composition and stability of phytochemicals in five varieties of
black soybeans (Glycine max). Food Chemistry, v. 123, n. 4, p. 1176-1184, 2010.

CREGAN, P. B.; MUDGE, J.; FICKUS, E. W.; DANESH, D.; DENNY, R.; YOUNG, N.
D. Two simple sequence repeat markers to select for soybean cyst nematode
resistance coditioned by the rhgl locus. Theoretical and Applied Genetics, v. 99, p.
811-818, 1999.

CRUZ, C. D.; REGAZZI, A. J.; CARNEIRO, P. C. S. Modelos biométricos aplicados

ao melhoramento genético. 3. ed. Vigcosa: UFV, 2004.

DIAS, W. P.; SILVA, J. F. V; CARNEIRO, G. E. S.; GARCIA, A.; ARIAS, C. A. A
Nematoide de Cisto da Soja : Biologia e Manejo Pelo Uso da Resisténcia Genética.

Nematologia Brasileira, v. 33, n. 1, p. 1-16, 2009.

ERDAW, M. M.; BHUIYAN, M. M.; JI, P. A. Enhancing the nutritional value of
soybeans for poultry through supplementation with new-generation feed enzymes.
World’s Poultry Science Journal, v. 72, n. 2, p. 307-322, 2016.



11

ESPINDOLA, S. M. C. G.; HAMAWAKI, O. T.; OLIVEIRA, A. P.; HAMAWAKI, C.D. L.;
HAMAWAKI, R. L.; TAKAHASHI, L. M. Selecting soybean resistant to the cyst
nematode heterodera glycines using simple sequence repeat (microssatellite)

markers. Genetics and Molecular Research, v. 15, n. 1, p. 1-7, 2016.

FALCONER, D. S.; MACKAY, T. F. Introduction to quantitative genetics. 4. ed. [s.|.]
Trends in Genetics, 1996.

FEHR, W. R. Principles of cultivar development. [s.l.] Macmillan publishing
company, 1987.

FERREIRA, M. E.; GRATTAPAGLIA, D. Introdugé&o ao uso de marcadores RAPD e

RFLP em andlise genética. [s.l.] Embrapa-Cenargen, 1995.

FERREIRA, M. F. da S.; CERVIGNI, G. D. L.; FERREIRA, A.; SCHUSTER, I,
SANTANA, F. A.; PEREIRA, W. D.; BARROS, E. G. de; MOREIRA, M. A. QTLs for
resistance to soybean cyst nematode, races 3, 9, and 14 in cultivar Hartwig. Pesquisa

Agropecuaria Brasileira, n. 5, p. 1-22, 2011.

GARDNER, M.; HEINZ, R.; WANG, J.; MITCHUM, M. G. Genetics and Adaptation of
Soybean Cyst Nematode to Broad Spectrum Soybean Resistance. G3: Genes,
Genomes, Genetics, v. 7, n. 3, p. 835-841, 2017.

GROVER, A.; SHARMA, P. C. Development and use of molecular markers: Past and
present. Critical Reviews in Biotechnology, v. 36, n. 2, p. 290-302, 2014.

GUO, B.; SLEPER, D. A.; ARELLI, P. R.; SHANNON, J. G.; NGUYEN, H. T.
Identification of QTLs associated with resistance to soybean cyst nematode races 2, 3
and 5 in soybean Pl 90763. Theoretical and Applied Genetics, v. 111, n. 5, p. 965—
971, 2005.

HADDAD, P. E.; LEITE, L. G.; LUCON, C. M. M.; HARAKAVA, R. Selection of
Trichoderma spp. strains for the control of sclerotiorum in soybean. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, v. 52, n. 12, p. 1140-1148, 2017.

KADAM, S. et al. Genomic-assisted phylogenetic analysis and marker development
for next generation soybean cyst nematode resistance breeding. Plant Science, v.
242, p. 342-350, 2016.



12

KALENDAR, R.; LEE, D.; SCHULMAN, A. H. Java web tools for PCR, in silico PCR,
and oligonucleotide assembly and analysis. Development, v. 98, n. 2, p. 137-144,
2011.

KIM, M.; DIERS, B. W. Fine mapping of the SCN resistance QTL cqSCN-006 and
cqSCN-007 from Glycine soja P1 468916. Crop Science, v. 53, n. 3, p. 775-785, 2013.

KITAMURA, K. Breeding trials for improving the food-processing quality of soybeans.
Trends in Food Science and Technology, v. 4, n. 3, p. 64—67, 1993.

LIMA, F. S. O.; CORREA, V. R.; NOGUEIRA, R.; SANTOS, P. R. R. Nematodes
Affecting Soybean and Sustainable Practices for Their Management. Soybean - The
Basis of Yield, Biomass and Productivity, v. 3, p. 95-110, 2017.

LIU, S. et al. The soybean GmSNAP18 gene underlies two types of resistance to

soybean cyst nematode. Nature Communications, v. 8, 2017.

LIU, S. et al. Soybean cyst nematode resistance gene points to a new mechanism of
plant resistance to pathogens. Nature, v. 492, n. 7428, p. 256-260, 2012.

LU, S. et al. Natural variation at the soybean J locus improves adaptation to the tropics
and enhances yield. Nature Genetics, v. 49, n. 5, p. 773-779, 2017.

MASON, A. S. Plant Genotyping. New York: Humana Press, 2015.

MATSON, A. L.; WILLIAMS, L. F. Evidence of a Fourt Gene for Resistance to the
Soybean Cyst Nematodde. Crop Science, v. 5, n. 5, p. 477, 1965.

MATSUO, E.; SEDIYAMA, T.; ARC, R. D.; OLIVEIRA, D. L.; CRUZ, C. D.; CASSIA, R.
De; OLIVEIRA, T. Characterization of type and genetic diversity among soybean cyst
nematode differentiators. Scientia Agricola, v. 69, n. 2, p. 147-151, 2012.

MEKSEM, K.; PANTAZOPOULOS, P.; NJITI, V. N.; HYTEN, L. D.; ARELLI, P. R;;
LIGHTFOOT, D. A. “Forrest” resistance to the soybean cyst nematode is bigenic:
Saturation mapping of the Rhgl and Rhg4 loci. Theoretical and Applied Genetics,
v. 103, n. 5, p. 710-717, 2001.



13

RAMALHO, M. A. P.; ABREU, A. D. F.; SANTOS, J. D.; NUNES, J. A. R. Aplicacdes
da genética quantitativa no melhoramento de plantas autbgamas. Lavras: UFLA,
2012.

RAMALHO, M. A.; PATTO; CARVALHO, B. L.; NUNES, J. A.; RODRIGUES.
Perspectives for the use of quantitative genetics in breeding of autogamous plants.
ISRN Genetics, v. 2013, p. 1-6, 2013.

RAO-ARELLI, A. P.; ANAND, S. C.; WRATHER, A. J. Soybean resistance to soybean
cyst nematode race 3 is conditioned by an additional dominant gene. Crop Science,
v. 32,n. 4, p. 862-864, 1992.

RESENDE, M. D. V. De. Selegen-reml/blup. Colombo: Embrapa Florestas, 2007.

RIGGS, R. D.; SCHMITT, D. P. Complete characterization of the race scheme for
Heterodera glycines. Journal of nematology, v. 20, n. 3, p. 392—-395, 1988.

RIGO, A. A.; DAHMER, A. M.; STEFFENS, C.; STEFFENS, J.; CARRAO-PANIZZI, M.
C. Characterization of Soybean Cultivars Genetically Improved for Human
Consumption. ETP International Journal of Food Engineering, v. 1, n. 1, p. 1-7,
2015.

ROSSMANN, H. Estimativas de pardmetros genéticos e fenotipicos de uma populacéo
de soja avaliada em quatro anos. Genética e Melhoramento, v. Mestrado, p. 80,
2001.

SANTANA, F. A.; SILVA, M. F. da; GUIMARAES, J. K. F.; FERREIRA, M. F. da S.;
PEREIRA, W. D.; PIOVESAN, N. D.; BARROS, E. G. de. Marker-assisted selection
strategies for developing resistant soybean plants to cyst nematode. Crop Breeding
and Applied Biotechnology, v. 14, n. 3, p. 180-186, 2014.

SCHMITT, D. P.; SHANNON, G. Differentiating soybean responses to Heterodera
glycines races. Crop Science, v. 32, n. 1, p. 275-277, 1992.

SHI, Z.; LIU, S.; NOE, J.; ARELLI, P.; MEKSEM, K.; LI, Z. SNP identification and
marker assay development for high-throughput selection of soybean cyst nematode
resistance. BMC Genomics, v. 16, n. 1, p. 1-12, 2015.



14

SILVA, E. C.; CARRAO-PANIZZI, M. C.; MANDARINO, J. M. G.; LEITE, R. S.;
MONACO, A. P. do A. Teores de isoflavonas em gréos inteiros e nos componentes
dos graos de diferentes cultivares de soja (Glycine max (L.) Merrill). Brazilian Journal
of Food Technology, v. 15, n. 2, p. 150-156, 2012.

SILVA, M. F.; SCHUSTER, I.; DA SILVA, J. F. V.; FERREIRA, A.; DE BARROS, E. G,;
MOREIRA, M. A. Validation of microsatellite markers for assisted selection of soybean
resistance to cyst nematode races 3 and 14. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.
42,n. 8, p. 1143-1150, 2007.

SINGH, R. J. The Soybean Genome. 1. ed. [s.l.] Springer, Cham, 2017.

SUZUKI, C.; TANAKA, Y.; TAKEUCHI, T.; YUMOTO, S.; SHIRAI, S. Genetic
relationships of soybean cyst nematode resistance originated in Gedenshirazu and
P184751 on Rhgl and Rhg4 loci. Breeding Science, v. 61, n. 5, p. 602—-607, 2012.

TEIXEIRA, L. C. A. ESTUDO GENETICO DE POPULAQ@ES DE SOJA COM FONTE
DE RESISTENCIA A Heterodera glycines (RACA 3) ORIUNDAS DE
TOPOCRUZAMENTOS TIPO ALIMENTO X TIPO GRAO. 2016. Universidade
Estadual Paulista - UNESP, 2016.

VIERLING, R. A.; FAGHIHI, J.; FERRIS, V. R.; FERRIS, J. M. Association of RFLP
markers with loci conferring broad-based resistance to the soybean cyst nematode

(Heterodera glycines). Theoretical and Applied Genetics, v. 92, n. 1, p. 83—86, 1996.

VUONG, T. D.; SONAH, H.; MEINHARDT, C. G.; DESHMUKH, R.; KADAM, S
NELSON, R. L.; SHANNON, J. G.; NGUYEN, H. T. Genetic architecture of cyst
nematode resistance revealed by genome-wide association study in soybean. BMC
Genomics, v. 16, n. 1, p. 1-13, 2015.

YOKOMIZO, G. K. |.; DUARTE, J. B.; VELLO, N. A.; UNFRIED, J. R. Analise AMMI
da produtividade de grdos em linhagens de soja selecionadas para resisténcia a
ferrugem asiatica. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 48, n. 10, p. 1376-1384,
2013.



15

ZOLDAN, S. M.; BRAGA, G. de S.: FONSECA, F. J.; CARRAO-PANIZZI, M. C.
Electronic tongue system to evaluate flavor of soybean (Glycine max (L.) Merrill)
genotypes. Brazilian Archives of Biology and Technology, v. 57, n. 5, p. 797-802,
2014.



16

CAPITULO 2 - ESTIMATIVA DE PARAMETROS GENETICOS EM POPULACOES
ORIUNDAS DE CRUZAMENTOS ENTRE GENOTIPOS DE SOJA
TIPO GRAO X TIPO ALIMENTO

RESUMO - Além das caracteristicas agronémicas de interesse, as cultivares de soja
destinadas a alimentacdo humana devem possuir atributos especificos que atendam
as exigéncias do mercado consumidor. Para suprir esta demanda, este trabalho teve
como objetivo selecionar progénies com caracteristicas agronémicas e comerciais de
interesse em populacdes de soja, obtidas a partir de cruzamentos entre genaotipos tipo
alimento x tipo gréo, além de estimar os parametros genéticos destas populagées.
Progénies F23, F3.4 e Fa:5 oriundas dos dois cruzamentos foram avaliadas nos anos
agricolas 2014/15, 2015/16 e 2016/17, respectivamente, utilizando-se o método
genealdgico. O delineamento experimental utilizado foi de blocos aumentados e as
analises estatisticas foram realizadas pela metodologia REML/BLUP. As
caracteristicas avaliadas foram: altura de plantas na maturidade (APM), altura da
insercéo da primeira vagem (AlV), acamamento (AC), valor agronémico (VA), nimero
de vagens por planta (NV), nimero de dias para maturidade (NDM), nimero de ramos
(NR), numero de nés (NN), peso de 100 sementes (PCS) e producdo de gréos por
planta (PG). Foram selecionadas as progénies superiores e estimados os parametros:
variancia genética, variancia fenotipica, herdabilidade e acuracia seletiva. As
estimativas dos parametros genéticos obtidos indicam elevada variancia genética nas
populacdes. A herdabilidade foi alta para a maioria dos caracteres indicando bom

potencial para selecdo de gendtipos superiores.

Palavras-Chave: Glycine max, componentes de variancia, REML/BLUP, método

genealdgico
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CHAPTER 2 - GENETIC PARAMETERS ESTIMATION IN SOYBEAN
POPULATIONS FROM CROSSES BETWEEN GRAIN TYPE X
FOOD TYPE GENOTYPES

ABSTRACT - Besides to the agronomic characteristics of interest, soybean cultivars
destined for human consumption must have specific attributes that meet the demands
of the consumer market. To meet this demand, this work aimed to select progenies
with agronomic and commercial traits of interest in soybean populations, obtained from
crosses between genotypes type food and grain type, in addition to estimating the
genetic parameters of these populations. Progenies F2:3, F3:4 € Fa:s originated from the
two crosses were evaluated in the agricultural years 2014/15, 2015/16 and 2016/17,
respectively, using the pedigree method. The experimental design was of augmented
blocks and statistical analyzes were performed by the REML / BLUP methodology. The
evaluated characteristics were: height of plants at maturity (APM), height of first pod
insertion (AlV), lodging (AC), agronomic value (VA), number of pods per plant (NV),
number of days to maturity (NDM), number of branches (NR), number of nodes (NN),
weight of 100 seeds (PCS) and grain yield per plant (PG). the best progenies were
selected and the genetic parameters estimated were: genetic variance, phenotypic
variance, heritability and selective accuracy. Estimates of the genetic parameters
obtained indicate high genetic variance in the populations. Heritability was high for

most of the traits indicating good potential for selection of superior genotypes.

Keywords: Glycine max, variance components, REML/BLUP, pedigree method.
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1. INTRODUCAO

O melhoramento convencional continua sendo o método mais utilizado para
selecéo de gendtipos com combinacgdes especificas para caracteres agronémicos e
comerciais desejaveis (JAUREGUY et al., 2011).

Em plantas autbgamas como a soja, os métodos de selecdo combinam os
caracteres de interesse por meio de cruzamento entre linhagens elite e/ou
germoplasma exotico, utilizando-se normalmente entre dois a quatro genitores. Em
seguida, as progénies destas populacdes sdo selecionadas durante as geracdes de
endogamia, ou apoOs atingir a homozigose, dependendo do método utilizado,
identificando gendtipos superiores com base em diversas caracteristicas de interesse
avaliadas (BOREM, 2009).

O método genealdgico, baseia-se na selecado de progénies superiores desde
as geracdes iniciais (F2 a Fs) onde, neste caso, genétipos com baixo potencial
agrondmico séo eliminados e apenas as progénies superiores sdo aproveitadas na
proxima geracdo (CARVALHO et al., 2008). Este método se baseia no principio de
gue o desempenho da progénie nas geracdes iniciais € um bom preditor para o
desempenho de suas linhagens derivadas (BERNARDO, 2003).

No caso de cultivares de soja destinadas ao consumo humano, além das
caracteristicas agrondmicas tradicionais para a cultura, os gendtipos devem
apresentar caracteristicas especificas para o mercado consumidor, como por
exemplo, caracteristicas fisicas ideais de colora¢do do tegumento e hilo, tamanho e
textura, além de atributos que melhorem o sabor do grédo, como maior teor de amido,
sacarose, frutose, acido glutdmico, alanina e proteina, auséncia de enzimas
lipoxigenases e baixo teor do inibidor de tripsina Kunitz, que permite reducédo de
tratamento térmico (CASTOLDI et al., 2011; ZOLDAN et al., 2014).

Entretanto, como a maioria destes caracteres sao de natureza quantitativa e
muito influenciados pelo ambiente, € indispensavel se determinar o quanto da
variabilidade fenotipica avaliada nos experimentos é herdavel, ou seja, de natureza

genética, para assim escolher a melhor estratégia de selecdo e obter maiores ganhos.
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Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi selecionar progénies superiores de
duas popula¢@es de soja provenientes de cruzamentos entre genotipos do tipo grao x

tipo alimento, por meio do método genealdgico e estimar os parametros genéticos.

2. MATERIAL E METODOS

e Material Genético

Foram avaliadas progénies F2:3, F3.4 e Fa:5 de soja provenientes do cruzamento
entre as cultivares BRSMG 810C x BRSMG 790A (populacdo A) e BRSMG 810C x
BRSMG 800A (populacéo B). Estas populacdes sdo uma continuidade do trabalho
realizado por Teixeira (2016), e estes genitores foram selecionados visando a
obtencdo de novas cultivares de soja com caracteristicas agronémicas e comerciais
de interesse para alimentacdo humana, em conjunto com a resisténcia ao nematoide
de cisto da soja (NCS) proveniente da cultivar BRSMG 810C.

A cultivar BRSMG 810C consiste de um genotipo classificado como tipo gréo,
com crescimento determinado, ciclo médio (114 — 140 dias), resisténcia ao
acamamento, tegumento amarelo e hilo preto, alto teor de proteinas e resisténcia ao
nematoide de cisto ragas 1 e 3, a mancha “olho de ra”, ao cancro da haste e a pustula

bacteriana.

A cultivar BRSMG 790A possui caracteristicas organolépticas, nutricionais e
industriais favoraveis ao consumo humano e a inddstria de alimentos. Apresenta
crescimento determinado, ciclo médio (110 — 130 dias), tegumento e hilo amarelo, alta
taxa de carboidratos e sabor suave. Possui resisténcia a mancha “olho de rd”, cancro
da haste e ao nematoide das galhas (Meloidogyne incognita), porém apresenta
suscetibilidade ao NCS.

A cultivar BRSMG 800A apresenta crescimento determinado, ciclo médio (120
— 140 dias) e resisténcia ao acamamento. Possui tegumento marrom e apos o
cozimento apresenta caracteristicas fisicas semelhantes ao feijao tipo “carioca”,

conferindo maior aceitabilidade para o consumo humano na alimentacao.
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e Local de Condugédo do Experimento

Trés experimentos foram conduzidos durante os anos agricolas de 2014/15,
2015/16 e 2016/17, no municipio de Jaboticabal, localizado no norte do Estado de S&o
Paulo, a 21°15°22” de latitude sul e 48°18’58” de longitude oeste, com altitude
aproximada de 605 m. O solo predominante da area € classificado como Latossolo
Vermelho Eutréfico. De acordo com a classificacdo de Kdppen, o clima da regiao é do
tipo Cwa, apresentando verdo quente e Umido, com inverno seco, temperatura e
precipitacdo média anual de 22,2 °C e 1.451 mm, respectivamente (VIANNA et al.,
2013).

e Tratos Culturais

No ano agricola 2014/15, a semeadura foi realizada sob o sistema de plantio
convencional. Nos anos agricolas 2015/16 e 2016/17, as semeaduras foram
realizadas pelo sistema de plantio direto. A adubacéo de acordo com a analise quimica
do solo e recomendacgéo para a cultura (EMBRAPA, 2014), sendo aplicados 350
kg.ha! do formulado NPK 00-20-20. No momento da semeadura, as sementes foram

inoculadas com Bradyrhizobium japonicum.

Durante todo o desenvolvimento da cultura foram realizados manejos para
controle de insetos e doencas, por meio da aplicacdo de inseticidas e fungicidas,
respectivamente. O controle de plantas daninhas foi realizado por meio de capina
manual. Nos estadios de desenvolvimento inicial, quando necessério, foi realizada

irrigacéo por meio de aspersao.
e Avaliacdo dos gendétipos

No ano agricola 2014/15, foram avaliadas 327 progénies F2:3, selecionadas
de acordo com o tegumento desejado para alimentacdo humana, sendo, 180 da
populacao “A” e 147 da populacéo “B”. Neste experimento foi realizada selecao entre
e dentro de progénies e, 386 plantas foram selecionadas levando-se em consideracéo
a coloracéo do tegumento e hilo com caracteristicas de mercado para a alimentagéo
humana e, também, para atributos agronédmicos de interesse. Destas 386 plantas, 204

pertenciam a populagao “A” e 182 a populagéo “B”.
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Em 2015/16, as 386 progénies Fss4 foram semeadas e novamente
selecionadas, primeiramente em fungéo dos atributos de mercado para a alimentacao
humana e caracteres agronbmicos. Em seguida, 80 familias Fsa4, (40 de cada
populacdo) com desempenho produtivo superior foram selecionadas, e de cada uma
destas familias 3 plantas individuais com a maior produc¢éo de graos por planta (dentre
as 6 plantas avaliadas em cada parcela) foram selecionadas, totalizando-se assim 240

plantas selecionadas, sendo 120 de cada familia.

Posteriormente, no ano agricola 2016/17, as 240 progénies Fas foram

semeadas e avaliadas para 0s mesmos caracteres acima descritos.

Os experimentos foram realizados por meio do delineamento de blocos
aumentados de Federer. Foram utilizadas como testemunha os trés genitores
(BRSMG 810C, BRSMG 790A e BRSMG 800A) e a cultivar comercial TMG 7262. Este
delineamento foi adotado devido a baixa quantidade de sementes disponiveis por
progénies, impossibilitando o uso de delineamentos estatisticos com repeticdes. Cada
parcela foi constituida por uma linha de 5 m de comprimento, espacadas de 0,5 m
entre linhas, com uma densidade de 12 a 15 plantas por metro.

e Caracteres Avaliados

Foram selecionadas e avaliadas seis plantas individuais dentro de cada
parcela para 0s seguintes caracteres: altura de planta na maturidade (APM), em
centimetros, da superficie do solo até o apice da haste principal; altura de insercdo da
primeira vagem (AlV), em centimetros, da superficie do solo até a insercéo da primeira
vagem, acamamento (AC), escala de notas visuais, variando de 1 (planta ereta) a 5
(planta prostrada); valor agronémico (VA), escala de notas visuais, variando de 1
(planta ruim) a 5 (planta excelente); nUmero de vagens por planta (NV), contagem do
namero total de vagens; numero de nés (NN), contagem do numero de nés da haste
principal; namero de ramos (NR), contagem do niumero de ramos derivados da haste
principal, nimero de dias para maturidade (NDM), contagem em dias a partir da
germinacao até a maturidade no estadio R8; peso de 100 sementes (PCS), expresso
em gramas; producao de gréaos (PG), peso total dos grdos de cada planta, expresso

em gramas, cor do tegumento e cor do hilo.
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e Anélises Estatisticas

Os trés experimentos foram analisados via metodologia de modelos lineares
mistos (procedimento REML/BLUP), sendo estas realizadas com auxilio do software
estatistico SELEGEN (RESENDE, 2007).

Devido ao delineamento de blocos aumentados ser desbalanceado e nao
ortogonal por construcdo, optou-se por realizar a anélise de deviance (ANADEV), ou
teste de razdo de verossimilhanca (LRT). Segundo Resende (2007), esta analise deve
ser preferida para substituir o teste F da ANOVA quando se utiliza a analise de
modelos mistos com dados desbalanceados, para isto, a significancia foi testada pelo
teste de Qui-quadrado a 5% e 1% de probabilidade (MCCULLAGH, 1984). Por meio
do software Selegen, as deviances podem ser obtidas utilizando o modelo com ou
sem os efeitos a serem testados, zerando os coeficientes de determinacao

correspondentes.

Os dados de cada populacdo na geracdo F2:3 foram analisados
separadamente a partir dos dados de plantas individuais. Foi utilizado o modelo
genético-estatistico do Selegen (numero 60), para linhagens derivadas de um

cruzamento em geragéao F2.

y=Xr + Zate

Onde: y = vetor de dados, r = vetor de repeticdo (assumidos como fixos) somados a
média geral; a = vetor dos efeitos genéticos aditivos individuais (assumidos
como aleatérios); e = vetor de erros ou residuos (aleatorios).

As letras mailsculas representam as matrizes de incidéncia para os referidos

efeitos.
As progénies Fs4 e Fas foram analisadas a partir dos dados de média de

parcela, utilizando-se o modelo 17 do Selegen, onde:

y=Xf+ Zg+Wb+e

Onde: y = vetor de dados, f = vetor dos efeitos assumidos como fixos; g = vetor
dos efeitos genotipicos (assumidos como aleatérios); b = vetor dos efeitos ambientais
de blocos (assumidos como aleatdrios); e = vetor de erros ou residuos (aleatorios);
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As letras mailsculas representam as matrizes de incidéncia para os referidos

efeitos.
e Componentes de Variancia
Foram estimados os seguintes componentes de variancia:

h?: herdabilidade a nivel de parcelas individuais no sentido amplo:

2

he = %

GZ

f

H2%4: herdabilidade dentro de parcela, equivalendo a herdabilidade no sentido
restrito, desde que ignorada a fracao (1/4) da variancia genética de dominéancia, o que
nao afeta a selecdo de individuos, pois as duas herdabilidades sao utilizadas no
coOmputo dos valores genéticos. Estando as duas estimativas inflacionadas pela
mesma quantidade, a proporcionalidade entre elas ndo sera afetada (RESENDE,

2007).

. _ 1@l

oF:
n

Acgen: acuracia da selecdo de gendtipos, assumindo sobrevivéncia completa.

Ac=\/ﬁ

CVg: Coeficiente de variacao genético:

CVg: Coeficiente de variagdo ambiental:

g

i

CV, =
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CVg/CVe: Coeficiente de variagdo relativa:

CV,/CV. CVe
o/CVe = o

Em que, os componentes n, |, 0%, 0% e 0%, referem-se ao nimero de
individuos por parcela, média, variancias genética, ambiental e fenotipica,

respectivamente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a andlise de deviance, detectou-se efeito significativo de
gendtipos (p<0,01) para todas as caracteristicas avaliadas nas progénies F2:3 de
ambas as populacdes (Tabela 1). Em relacdo as progénies Fsa (Tabela 2), foi
observado que na populacdo “A” apenas para o carater VA nao houve efeito
significativo de gendtipos. Para todos os outros caracteres avaliados nas populacdes
F2:3, foi detectado efeito significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

Considerando as progénies Fas (Tabela 3), houve efeito significativo de
gendtipos para todos os caracteres em ambas as populacdes, exceto o carater AC na
populagado “A”. Estes resultados indicam a presenca de variabilidade genética para

estas caracteristicas, 0 que torna possivel a selecdo de gendtipos para 0S mesmos.

Os coeficientes de variacdo ambiental observados (CVe) nas progénies F2:3
(Tabela 4) variaram entre 1,52% (NDM) e 40,38% (PG) na populagédo “A” e entre
1,33% (NDM) e 39,67% (NV) para a populagéo “B”. Considerando as progénies F3.4
(Tabela 5) os coeficientes de variacdo ambiental (CVe) ficaram entre 1,04% (NDM) e
35,00% (NV) na populacgao “A” e entre 0,85% (NDM) e 49,58% (NR) na populagao “B”.
Em relacdo as progénies Fa:s (Tabela 6) os CVe observados variaram entre 1,87%
(NDM) e 31,13% (AC) para populacao “A” e entre 1,83% (NDM) e 33,44% (AC) para
a populacéo “B”.

Storck et al. (2010), avaliando diversos ensaios de competicdo com cultivares
de soja, verificaram que o coeficiente de variagdo médio foi de 13,3% para a

produtividade de grdos, com um valor minimo de 3,5% e maximo de 33,9%.



Tabela 1. Andlise de deviance (ANADEV) das caracteristicas
agronbmicas avaliadas em progénies F..; de soja, em Jaboticabal —
SP, durante o ano agricola 2014/2015.

Populacdo A - BRSMG 790A x BRSMG 810C

PG APM
Efeito Deviance LRT Efeito Deviance LRT
Genotipo 2941.,0 85,8** Genotipo 2297,8  188,8**
Modelo 3026,8 Modelo 2486,6

PCS AlV
Gendtipo 1059,9 123,4** Gendtipo 1764.,4 36,0**
Modelo 1183,3 Modelo 1800,4

NV VA
Genotipo 3709,3 87,8** Genotipo -366,0 168,0**
Modelo 3797,1 Modelo -198,0

NN AC
Genétipo  1147,15 104,0** Genotipo -202,0 31,0%*
Modelo 1251,19 Modelo -171,0

NR NDM
Genotipo 861,54 47, 7%* Genotipo 1039,9 29,0
Modelo 909,2 Modelo 1068,9

Populacdo B - BRSMG 800A x BRSMG 810C

PG APM
Efeito Deviance LRT Efeito Deviance LRT
Genotipo 2656,2 63,3** Genotipo 2040,2  145,1**
Modelo 2719,5 Modelo 2185,3

PCS AlV
Genotipo 908,4 144,6** Genotipo 874,5 58,8**
Modelo 1053 Modelo 933,4

NV VA
Genotipo 3436,9 29,2*%* Genotipo -222,2 64,9**
Modelo 3466,1 Modelo -157,3

NN AC
Gendtipo 987,4 60,9** Gendtipo -176,1 6,8**
Modelo 1048,3 Modelo -169,3

NR NDM
Genotipo 948,2 87,6** Genotipo 853,6 32,2
Modelo 1035,8 Modelo 885,8

NDM: nimero de dias para maturidade; APM: altura de plantas na maturidade (cm); AlV: altura
da insercao da primeira vagem (cm); AC: acamamento (escala de notas); VA: valor agronémico
(escala de notas); NR: nimero de ramos (contagem); NN: nimero de nés (contagem); NV:
namero de vagens (contagem); PCS: peso de 100 sementes; PG: peso de grdos (gramas por
planta). *, **: significativo a 5% e 1% pelo teste de qui-quadrado (5%= 3,84; 1%=6,63).
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Tabela 2. Andlise de deviance (ANADEV) das caracteristicas
agrondmicas avaliadas em progénies de soja na geracdo Fsza, em
Jaboticabal — SP, durante o ano agricola 2015/2016.

Populacdo A - BRSMG 790A x BRSMG 810C

PG APM
Efeito Deviance LRT Efeito Deviance LRT
Genotipo 1659,0 25,4** Genotipo 1371,7 2,6%*
Modelo 1684.,4 Modelo 1374,3

PCS AlV
Genotipo 642,0 40,1** Genotipo 967,5 35,0**
Modelo 682,1 Modelo 1002,5

NV VA
Gendtipo 2148,0 14,1** Gendtipo -200,1 3,6m
Modelo 2162,1 Modelo -196,5

NN AC
Genotipo 656,7 10,4**  GenGtipo -206,2 6,9**
Modelo 667,1 Modelo -199,3

NR NDM
Gendtipo 478,9 13,1*  Genotipo 641,8 311,3**
Modelo 492,0 Modelo 953,1

Populacdo B - BRSMG 800A x BRSMG 810C

PG APM
Efeito Deviance LRT Efeito Deviance LRT
Genotipo 1577,5 15,7**  Gendtipo 1386,5 4,3*
Modelo 1593,2 Modelo 1390,8

PCS AlV
Genotipo 652,0 40,0  Genotipo 630,6 42,2**
Modelo 692,0 Modelo 672,8

NV VA
Genotipo 2202,7 20,1** Genotipo 4942 101,9**
Modelo 2222.8 Modelo 596,1

NN AC
Gendtipo 651,3 22,6  Gendtipo -286,0 27,3**
Modelo 673,9 Modelo -258,7

NR NDM
Gendtipo 386,7 47, 7%  GenGtipo 513,4 401,4**
Modelo 434.4 Modelo 914,8

NDM: nimero de dias para maturidade; APM: altura de plantas na maturidade (cm); AlV: altura
da insercao da primeira vagem (cm); AC: acamamento (escala de notas); VA: valor agronémico
(escala de notas); NR: numero de ramos (contagem); NN: ndmero de nés (contagem); NV:
namero de vagens (contagem); PCS: peso de 100 sementes; PG: peso de graos (gramas por

planta).

* ** gsignificativo a 5% e 1% pelo teste de qui-quadrado (5%= 3,84; 1%=6,63). ns: ndo
significativo a 5%.
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Tabela 3. Andlise de deviance (ANADEV) das caracteristicas
agronbmicas avaliadas em progénies F.:s de soja, em Jaboticabal —
SP, durante o ano agricola 2016/2017.

Populagdo A - BRSMG 790A x BRSMG 810C

PG APM
Efeito Deviance LRT Efeito Deviance LRT
Gendtipo 1346,9 54 ,8** Gendtipo 1282,13 120,1**
Modelo 1401,7 Modelo 1402,19

PCS AlV
Gendtipo 320,43 43,7%* Gendtipo 792,69 18,5**
Modelo 364,1 Modelo 811,21

NV VA
Gendtipo 1792,29  49,3** Gendtipo -33,39 113,5**
Modelo 1841,58 Modelo 80,1

NN AC
Gendtipo 532,14 15,3** Gendtipo -132,3 0,0ms
Modelo 547,47 Modelo -132,3

NR NDM
Genotipo 389,91  37,6* Genotipo 745,3 281,5**
Modelo 427,46 Modelo 1026,8

Populacdo B - BRSMG 800A x BRSMG 810C

PG APM
Efeito Deviance LRT Efeito Deviance LRT
Gendtipo 1520 38,4** Gendtipo 1475,5 90,4**
Modelo 1559 Modelo 1565,9

PCS AlV
Gendtipo 365,1 41,7%* Gendtipo 914,6 17,6**
Modelo 406,8 Modelo 932,1

NV VA
Gendtipo 2043,6 56,6%* Gendtipo -6,3 106,0**
Modelo 2100,2 Modelo 99,7

NN AC
Gendtipo 655,9 19,2**  Genotipo -163,7 4,0*
Modelo 675,2 Modelo -159,7

NR NDM
Genotipo 4427 21,0%* Genotipo 837,0 305,3**
Modelo 463,7 Modelo 1142,3

NDM: nimero de dias para maturidade; APM: altura de plantas na maturidade (cm); AlV: altura
da insercao da primeira vagem (cm); AC: acamamento (escala de notas); VA: valor agrondémico
(escala de notas); NR: nimero de ramos(contagem); NN: nimero de nés (contagem); NV:
namero de vagens (contagem); PCS: peso de 100 sementes; PG: peso de graos (gramas por
planta).

* ** significativo a 5% e 1% pelo teste de qui-quadrado (5%= 3,84; 1%=6,63). ns: ndo
significativo a 5%.

Entretanto, os autores mencionados avaliaram experimentos com cultivares
comerciais, ou seja, em homozigose e em delineamento de blocos ao acaso. Pinheiro
et al. (2013) relataram CVe para produtividade de graos de 27,8% e 20,0% para

progénies Fa6 e Fa:7, respectivamente. Ndo obstante, Bhat et al. (2012) citam CVe
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superiores aos observados neste experimento, com 50,41% para produtividade de
grdos em progénies F2:3. Em relagdo as outras caracteristicas, os coeficientes de
variacdo obtidos foram semelhantes aos obtidos por Andrade et al. (2016) e Bhat et
al. (2012).

Tabela 4. Estimativas de parametros genéticos estimados para o0s caracteres

agrondmicos avaliados em progénies F2:3de soja, em Jaboticabal — SP, durante o ano
agricola 2014/2015.

Populacédo A - BRSMG 790A x BRSMG 810C

PG PCS NV NN NR VA AC APM AIV NDM

Parametro escala de _
gr/iplanta gramas = --------- contagem --------- notas T cm ------- dias

0% 189,90 2,69 1236,81 2,89 0,82 0,11 0,05 78,18 6,02 0,91
0% 327,90 3,33 2091,50 4,21 2,29 0,11 0,18 62,26 20,74 3,66
0% 517,80 6,03 3328,40 7,10 3,11 0,21 0,23 140,44 26,77 4,57
h2 0,37 0,44 0,37 0,41 0,26 052 0,21 0,56 0,23 0,20
h’mp 0,77 0,83 0,78 0,80 0,68 0,87 061 0,88 0,64 0,60
h2ad 0,29 0,40 0,29 0,34 0,18 055 0,13 063 0,15 0,12
Acclon 0,88 0,91 0,88 0,89 082 093 0,78 094 0,80 0,77
CVgw 30,70 9,51 30,67 11,92 21,68 9,92 16,82 11,75 19,52 0,76
CVey 40,38 10,58 39,90 14,36 36,20 9,46 32,80 10,40 36,21 1,52
CVg/CVe 0,76 0,90 0,77 0,83 060 1,05 051 1,13 0,54 0,50
Média 44,84 17,24 114,64 14,28 4,18 3,37 1,30 75,22 12,58 126,25

Populagdo B - BRSMG 800A x BRSMG 810C

PG PCS NV NN NR VA AC APM AIV NDM

Paré.metl'o escala de

gr/iplanta gramas = --------- contagem --------- notas T cm ------- dias
0% 169,24 3,00 81463 185 2,19 0,75 0,02 62,99 1,34 0,84
0% 345,52 2,84 301529 391 3,38 0,15 0,20 59,44 289 2,89
0% 514,76 583 3829,92 576 557 0,23 0,22 122,44 4,23 3,72
h2 0,33 0,51 0,21 0,32 039 0,33 0,09 051 0,32 0,22
h’mp 0,75 0,86 0,62 0,74 0,79 0,75 038 086 0,73 0,63
h2ad 0,25 0,53 0,14 0,24 032 0,2 0,05 0,53 0,23 0,14
Acclon 0,86 0,86 0,78 0,86 089 0,87 062 093 0,86 0,80
CVgw 24,84 10,03 20,62 9,82 30,92 8,20 11,42 11,59 10,73 0,72
CVey 35,49 9,76 39,67 13,82 38,38 11,60 35,32 11,26 15,80 1,33
CVg/CVe 0,70 1,03 0,52 o71 081 0,717 0,32 1,03 0,68 0,54
Média 52,38 17,26 138,00 14,30 4,78 3,34 1,26 68,46 10,76 127,82

0% varidncia genética, equivalendo a variancia genética aditiva mais (1/4) variancia de dominancia, ignorando-se os
componentes D1 e D2; 0%: variancia ambiental; 0%: variancia fenotipica; h? herdabilidade individual no sentido amplo entre
familias, equivalente a herdabilidade no sentido restrito desde que ignorada a fragdo (1/4) da variancia de dominancia; H?mp:
herdabilidade da média de progénie, assumindo sobrevivéncia completa; h?ad: herdabilidade aditiva dentro de parcela, desde
que ignorada a fragdo (1/4) da varidncia genética de dominancia; CVg: coeficiente de variagdo genético; CVe: coeficiente de
variagdo ambiental; CVg/CVe: razdo entre o coeficiente de variagdo genético e o coeficiente de variagdo ambiental.

NDM: nimero de dias para maturidade; APM: altura da planta na maturidade; AlV: altura da insercéo da primeira vagem; AC:
acamamento; VA: valor agrondmico; NR: nimero de ramos; NN: nimero de nés; NV: nimero de vagens; PCS: peso de 100
sementes; PG: produtividade de gréos
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Tabela 5. Parametros genéticos estimados para os caracteres agrondmicos avaliados
em progénies F3.4 de soja, em Jaboticabal — SP, durante o ano agricola 2015/2016.

Populagdo A - BRSMG 790A x BRSMG 810C

. PG PCS NV NN NR VA AC APM AIV NDM
Parametro gr/iplanta gramas = --------- contagem --------- esr(]:gtlzsde -------- cm ------- dias
0% 315.89 1.72 173546 3.13 0.63 0.02 0.05 21.11 22.32 4.99
0% 6.09 0.00 89.31 0.01 0.09 0.00 0.01 0.04 0.01 0.12
0% 128.09 3.79 141500 3.06 2.05 0.14 0.10 9284 488 151
0% 450.07 552 3240.15 6.20 2.77 0.16 0.16 113.98 27.21 6.62
h? 0.70 0.31 054 050 023 0.14 031 0.19 0.82 0.75
Acclon 0.84 0.56 0.74 071 048 038 056 043 091 0.88
CVow 46.93 8.04 38.75 12.12 18.63 4.57 1795 582 3556 1.89
CVey 29.88 11.93 35.00 11.98 33.74 11.26 26.41 12.21 16.63 1.04
CVg/CVe 1.57 0.67 1.11 1.01 055 041 068 048 214 1.82
Média 37.87 16.31 107.48 14.60 4.24 3.27 1.23 78.87 13.29 118.16

Populagdo B - BRSMG 790A x BRSMG 810C

. PG PCS NV NN NR VA AC APM AIV NDM
Parametro gr/iplanta gramas = --------- contagem --------- esrfgtlgsde -------- cm ------ dias
0% 167.92 1.86 2916.17 3.09 0.76 5.14 0.03 3143 179 2.59
0% 0.23 0.00 531 0.11 0.00 0.00 0.01 0.05 0.25 0.10
0% 130.05 3.90 1382.22 287 123 0.14 0.08 91.39 334 104
0% 298.21 577 4303.71 6.09 2.00 529 0.11 12288 538 3.74
h? 0.56 0.32 068 051 038 097 026 0.26 0.33 0.69
Acclon 0.75 0.57 082 072 062 099 053 051 059 0.84
CVgw 32.66 7.75 43.32 11.48 39.02 64.99 12.00 7.38 13.79 1.34
CVey 28.74 11.21 29.82 11.07 49.58 10.91 19.17 12.58 18.79 0.85
CVg/CVe 1.14 0.69 1.45 104 079 596 063 059 0.73 1.58
Média 39.67 17.60 124.63 15.32 223 349 145 7524 9.72 119.92

0%y variancia genética; 0%: varidncia ambiental entre blocos; o%: variancia ambiental; 0%: variancia fenotipica; h% herdabilidade
de parcelas individuais no sentido amplo; H?m: herdabilidade ajustada da média da progénie, assumindo sobrevivéncia completa;
Ac: acuracia da selegdo de genotipos, assumindo sobrevivéncia completa; CVg: coeficiente de variacdo genético; CVe:
coeficiente de variagdo ambiental; CVg/CVe: razao entre o coeficiente de variacéo genético e o coeficiente de variacdo ambiental.
NDM: numero de dias para maturidade; APM: altura da planta na maturidade; AlV: altura da insercéo da primeira vagem; AC:
acamamento; VA: valor agronémico; NR: nimero de ramos; NN: nimero de nés; NV: nimero de vagens; PCS: peso de 100
sementes; PG: produtividade de gréos.
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Tabela 6. Parametros genéticos estimados para os caracteres agronémicos avaliados
em progénies F4:5 de soja, em Jaboticabal — SP, durante o ano agricola 2016/2017.
Populacdo A - BRSMG 790A x BRSMG 810C

PG PCS NV NN NR VA AC APM AIV NDM
Parametro escala de .
gr/iplanta gramas = --------- contagem --------- notas T cm ------ dias
0% 150.58 040 1138.36 1.76 192 0.20 0.01 79.70 8.74 6.16
0% 0.10 0.05 209 001 001 000 0.00 102 0.00 0.05
0% 49.09 1.14 34044 251 095 0.16 0.19 5230 6.11 543
0% 199.76 1.58 1480.89 4.27 2.88 0.36 0.20 133.02 14.86 11.65
h%g 0.75 0.25 0.77 041 0.67 055 002 060 059 053
Acclon 0.87 0.51 088 064 082 074 015 0.78 0.77 0.73
CVgy 31.66 4.15 33.84 8.42 39.09 14.78 4.64 9.27 2399 1.99
CVey 18.09 7.02 18.51 10.04 27.53 13.35 31.13 7.51 20.06 1.87
CVg/CVe 1.75 0.59 183 084 142 111 0.15 123 1.20 1.06
Média 38.76 1519 99.70 15.76 3.55 3.03 141 96.28 12.32 124.99
Populagdo B - BRSMG 790A x BRSMG 810C
A PG PCS NV NN NR VA AC APM AIV NDM
Parametro gr/planta gramas = --------- contagem --------- esrcl:stlzsde ------- cm ------ dias
0% 133.87 0.37 117583 296 191 0.24 042 8591 953 581
0% 2.18 0.00 27.68 0.00 0.01 000 0.00 041 0.01 0.02
0% 48.08 120 311.32 251 098 0.17 0.15 5591 6.12 5.26
0% 184.13 157 1514.83 547 291 041 0.20 142.23 15.66 11.08
h%g 0.73 0.23 0.78 054 066 058 022 060 0.61 0.52
Acclon 0.86 0.48 0.89 074 081 0.76 047 0.78 0.78 0.72
CVgy 32.98 3.79 33.50 11.59 46.70 15.94 13.56 9.22 2399 1.93
CVey 19.77 6.85 17.23 10.68 33.44 13.59 2556 7.44 19.22 1.83
CVg/CVe 1.67 0.55 1.94 1.09 140 117 053 124 125 1.05
Média 35.08 16.01 102.36 14.84 296 3.05 1.52 100.45 12.86 123.97

0%y variancia genética; 0%: varidncia ambiental entre blocos; o%: variancia ambiental; o%: variancia fenotipica; h% herdabilidade
de parcelas individuais no sentido amplo; H?m: herdabilidade ajustada da média da progénie, assumindo sobrevivéncia completa;
Ac: acuracia da selegdo de genotipos, assumindo sobrevivéncia completa; CVg: coeficiente de variagdo genético; CVe:
coeficiente de variagdo ambiental; CVg/CVe: razdo entre o coeficiente de variacéo genético e o coeficiente de variacdo ambiental.
NDM: numero de dias para maturidade; APM: altura da planta na maturidade; AlV: altura da insercéo da primeira vagem; AC:
acamamento; VA: valor agronémico; NR: nimero de ramos; NN: nimero de nés; NV: nimero de vagens; PCS: peso de 100
sementes; PG: produtividade de gréos.

De acordo com Brogin et al. (2003), valores de herdabilidade no sentido amplo
sdo considerados baixos quando inferiores a 0,30, intermediarios entre 0,30 e 0,60 e
altos quando superiores a 0,60. Estes autores, também, citam que herdabilidades
superiores a 30% permitem ganhos genéticos por meio da selecdo em geracdes

iniciais de endogamia, como em progénies F3 ou Fa.

Com excecéao do carater AC na populacgéo 2, as estimativas de herdabilidade

da média de progénie observadas na geracdo Fz3 (Tabela 4), foram consideradas
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altas (>0,60), indicando que a maior parte da variagdo observada é decorrente dos

efeitos genéticos, 0 que propicia alta precisdo na selecéo.

O carater producdo de graos apresentou herdabilidade média de progénies
de 0,77 e 0,75 para a populagéo “A e B” respectivamente. Estes valores sao proximos
dos obtidos por Bhat et al. (2012), que avaliando duas populacdes de progénies F2:3
relatam valores de herdabilidade no sentido amplo de 67,95% e 84,04% para
producdo de graos por planta, 79,54% e 91,25% para PCS e de 94,18% e 92,97%

para nimero de vagens por planta.

Entretanto, os mesmos autores citados acima observaram baixos valores de
herdabilidade no sentido amplo para o carater NDM, sendo de 20,54% e 29,79%.
Ressalta-se ainda, que a estimativa da herdabilidade refere-se a uma caracteristica
de uma populacdo, sendo especifico para o ambiente ao qual os gendétipos foram
avaliados (BOREM et al., 1999).

A acuracia da selecao de progénies indica a qualidade das informacdes e nos
meétodos utilizados na predicdo dos valores genéticos. De maneira geral, os valores
observados de acuracia foram de alta magnitude variando entre 0,77 e 0,94, com
excecao da variavel AC, na populacdo 2, com a acuracia de 0,62. De acordo com
Pimentel et al. (2014), esta medida esta associada a precisdo da selecao e refere-se
a correlacao entre os valores genéticos preditos e os valores genéticos verdadeiros.

As herdabilidades dentro de parcela, ou herdabilidades individual no sentido
restrito (RESENDE, 2007), para as progénies F2:3 (Tabela 4) foram, de maneira geral,
baixas para todos os caracteres avaliados. De acordo com Pimentel et al. (2014),
valores baixos de herdabilidade individual indicam que n&o ha condicbes favoraveis

para a selecdo de plantas individuais.

O coeficiente de variacdo genética (CVQ) indica a propor¢cdo da variacédo
genética existente, sendo, desta forma, desejados os valores altos. Para as progénies
F2:3 (Tabela 4), os CVg obtidos foram moderados para todos os caracteres avaliados,
com excecao ao NDM, o qual foi considerado muito baixo, entretanto, isto pode ser
explicado devido aos genitores apresentarem ciclo semelhante, ou seja, baixa

variabilidade para esta caracteristica.
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A razdo CVg/CVe ou coeficiente de variacéo relativa indica situacao favoravel
a selecdo quando possuem valores superiores a 1,0 (VENCOVSKY e BARRIGA,
1992). No caso das progénies F2:3, valores acima de 1,0 foram observados apenas

para os caracteres APM, em ambas as populacdes, e VA, na populagao “A”.

Considerando as progénies Fsz.4 (Tabela 5), observou-se que os valores de
herdabilidade de parcela e da média do gendtipo apresentaram alta variacdo dentro
de populacbes e entre populacdes. As herdabilidades da média de gendtipos para
producao de graos foram de 0,71 e 0,56, para as populagdes “A e B”, respectivamente,
onde esses valores possibilitam boa precisdo na sele¢do de gendtipos, com acuracia

seletiva de gendtipos de 0,84 e 0,75, respectivamente nas populagdes “A e B”.

Entretanto, os caracteres PCS, NR, AC e APM (Tabela 5) apresentaram
baixos valores de herdabilidade. E interessante notar que o carater VA apresentou
valores de herdabilidade bem distintos entre as populacdes, sendo que a
herdabilidade de VA foi de 0,14 para a populagao “A” e, 0,97 para a populagéao “B”.
Isto pode ser explicado devido a diferenca na varidncia genética para esta
caracteristica entre estas popula¢cdes, onde na populagao “A”, a variancia genética
observada foi muito baixa, e o inverso ocorreu na populagdo “B” com uma variancia
genética para esta caracteristica muito alta. Isto, também, pode ser observado pelo
coeficiente de variagdo genotipica, de 4,57% e 64,99% para as populagdes “A e B”,

respectivamente.

Os coeficientes de variacao relativa para as progénies Fz:.4, foram superiores
a 1 para os caracteres PG, NV, NN e NDM de ambas as populagdes, AlV na populacéo
“‘A”, e, VA na populacdo “B”, indicando possibilidade de sucesso na selecédo entre

progénies.

Em relagdo as progénies Fa:5 (Tabela 6) foram observados altos valores de
herdabilidade média da parcela (>0,60) para os caracteres PG, NV, NR e APM em
ambas as populagdes e, AlIV na populagcdo “B”. Estes valores possibilitam boa
precisao na selecéo, o que pode ser comprovado com os valores da acuracia seletiva
destes caracteres, que variaram entre 0,78 e 0,89. Situacdo favoravel a selecéo,
também, foi confirmada para essas caracteristicas pelos valores do coeficiente de

variacao relativa, os quais foram todos acima de 1.
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De acordo com Resende (2004), quando se considera o efeito de tratamentos
como aleatorios na analise, ndo se deve utilizar os testes de comparac¢des multiplas
entre as meédias, uma vez que estes testes sao provenientes de uma suposicao de
efeitos fixos de tratamentos e produzem inferéncias sobre as médias fenotipicas e nao
genotipicas. Na analise de modelos mistos, se obtém estimativas dos valores
genéticos, os quais sdo corrigidos e penalizados para ocorréncia de efeitos
ambientais, e por meio destes valores, os genotipos sdo ordenados de maneira

decrescente.

Os valores genéticos preditos para PG entre as progénies F2:3 (Tabela 7),
indicaram um ganho genético acumulado de 12,62% e 10,50% na selecéo, para as
plantas selecionadas (PS) das populacdes “A e B” respectivamente.

Tabela 7. Efeito genético (a), valor genético (u+a) e ganho genético acumulado (GA),

preditos para plantas individuais em populacdes F2:3 de soja para o carater producao
de graos por planta.

Ordem Populacdo A Populacédo B
Familia Planta a uta GA(%) Familia Planta a uta GA(%)
1 98 4 13,51 58,35 30,12 122 6 13,91 66,29 26,56
2 47 5 13,29 58,13 29,34 122 4 13,75 66,13 25,86
3 69 1 13,02 57,86 29,60 88 1 13,34 65,72 26,19
4 181 2 12,88 57,72 29,38 7 2 13,11 65,49 25,90
5 47 3 12,87 57,71 29,25 18 6 13,07 65,45 25,71
6 42 5 12,84 57,68 29,14 199 6 12,94 65,32 25,54
7 69 6 12,76 57,60 29,05 9 5 12,88 65,26 25,40
8 201 1 12,61 57,45 28,93 11 4 12,84 65,22 25,29
9 98 2 12,38 57,22 28,78 52 6 12,73 65,11 25,18
10 7 5 12,18 57,02 28,62 18 2 12,61 64,99 25,07
pPS! 3,64 48,48 12,62 4,16 56,54 10,50
Média 44,84 52,38

1 Progénies Selecionadas

Entre as progénies F3.4 (Tabela 8) o ganho de sele¢cdo acumulado com todas
as progénies selecionadas (PS) foi de 10,09% na populagdo “A” e 11,06% na
populacéo “B”. E considerando as progénies Fas (Tabela 9), o ganho de selegéo
predito foi de 8,76% e 11,31% para as populacdes “A e B” respectivamente.

Esses valores foram semelhantes aos obtidos por Costa et al. (2004), que

observaram ganhos entre 9,81% e 15,50%, entretanto foram inferiores aos obtidos
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por Pinheiro et al. (2013), que comparando os métodos dos quadrados minimos e
REML/BLUP, obtiveram ganhos entre 16,20% e 18,60% pelas estimativas
REML/BLUP. Os autores também relataram que os maiores ganhos preditos foram
obtidos pelo método REML/BLUP.

Tabela 8. Efeito genético (a), valor genético (u+a) e ganho genético

acumulado (GA), preditos para média de familias em populacdes
F3.4 de soja para o carater producdo de grdos por planta em

gramas.
Ordem - Populacéo A . Populacéo B
Familia a uta GA(%) Familia a uta GA(%)
1 120 8,09 45,96 21,37 32 9,27 48,94 24,48
2 228 6,88 44,75 19,77 39 8,23 47,90 23,10
3 13 6,67 44,54 19,05 179 8,00 47,67 22,44
4 144 6,20 44,07 18,38 79 7,23 46,90 21,61
5 130 6,01 43,88 17,87 54 6,61 46,28 20,78
6 100 5,98 43,85 17,53 185 6,29 45,96 20,08
7 175 5,35 43,22 17,04 85 6,05 45,72 19,49
8 57 5,18 43,05 16,62 121 5,95 45,62 19,02
9 138 5,09 42,96 16,27 49 5,76 45,43 18,60
10 108 5,02 42,89 15,97 191 5,53 45,20 18,20
pPSt 1,21 39,08 10,09 1,97 41,64 11,06
Média 37,87 39,67

1 Progénies Selecionadas

Tabela 9. Efeito genético (a), valor genético (u+a) e ganho genético
acumulado (GA), preditos para média de familias em populacdes
Fas de soja para o carater producdo de grdos por planta em

gramas.
Ordem . Populacéo A . Populacéo B
Progénie a u+ta GA(%) Progénie a u+ta GA(%)
1 67 10,19 48,95 26,30 57 8,94 44,02 25,48
2 20 8,71 47,47 24,38 89 8,21 43,29 24,44
3 133 7,34 46,10 22,56 188 7,86 42,94 23,76
4 123 6,95 45,71 21,41 18 7,75 42,83 23,34
3) 147 6,20 44,96 20,32 140 6,92 42,00 22,62
6 101 577 44,53 19,42 39 6,67 41,75 22,02
7 11 525 44,01 18,58 75 6,05 41,13 21,33
8 50 4,26 43,02 17,63 23 5,65 40,73 20,68
9 77 4,10 42,86 16,84 86 5,32 40,40 20,07
10 6 3,78 42,54 16,14 50 4,79 39,87 19,43
pPS! 0,65 39,41 8,76 1,07 36,15 11,31
Média 38,76 35,08

1 Progénies Selecionadas
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4. CONCLUSAO

1. As estimativas obtidas indicaram alta varidncia genética nas populagdes
avaliadas, para os caracteres PG, NV, NR e VA.

2. As herdabilidades da média de progénies foram altas para a maioria dos
caracteres avaliados o que indica que a maior parte da variancia fenotipica foi
devida aos efeitos genotipicos, configurando uma boa condi¢édo para a sele¢éo de
progénies superiores.

3. As acuracias observadas permitem a eficiéncia do ganho com a selecao.
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CAPITULO 3 - IDENTIFICACAO E VALIDACAO DE MARCADORES MOLECULARES
ASSOCIADOS A RESISTENCIA AO NEMATOIDE DE CISTO DA SOJA

RESUMO - A selecéo assistida por marcadores moleculares é uma ferramenta Gtil no
melhoramento genético de plantas, pois pode ajudar na identificagdo de gendtipos
com caracteristicas desejaveis de maneira rapida e segura. Assim, o objetivo deste
trabalho foi identificar marcadores associados com a resisténcia a raca 3 do
nematoide de cisto da soja (NCS), em populacfes de soja oriundas de cruzamentos
entre genotipos do tipo gréo x tipo alimento, além de caracterizar a resisténcia destas
populacdes. Para este estudo, progénies F2 obtidas de dois cruzamentos, foram
fenotipadas quanto a resisténcia ao NCS raca 3. Foram realizadas coletas de
amostras foliares e na sequéncia, realizada a extragdo de DNA de cada uma das
progénies avaliadas. As progénies avaliadas foram genotipadas com marcadores
moleculares SSR, sendo que quatro pares de primers foram identificados para a
resisténcia ao NCS, raca 3, sendo, Satt 275 e Satt_309 ligados ao cromossomo 18 e
Satt 632 e GMES6186 ligados ao cromossomo 8. A partir destes marcadores, foi
possivel identificar os genotipos resistentes ao NCS, com grande eficiéncia no
processo, podendo assim, estes marcadores serem utilizados para selegéo assistida
ao NCS, raca 3. Em seguida, os genes de resisténcia ao NCS também foram re-
sequenciados e indicaram gue a fonte de resisténcia destes gendtipos € de origem da
cultivar Peking, com isto foi possivel encontrar SNPs nos genes, 0s quais também
podem ser utilizados para a selecéo assistida para resisténcia ao NCS.

Palavras-chave: SSR, Heterodera glycines, soja alimento
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CHAPTER 3 - IDENTIFICATION AND VALIDATION OF MOLECULAR MARKERS
ASSOCIATED TO SOYBEAN CIST NEMATOD RESISTANCE

ABSTRACT - Molecular markers assisted selection is a useful tool in plant breeding
as it can assist the genotype identification with desirable traits quickly and safely. In
this way the objective of this work was to identify markers associated with soybean
cyst nematode (NCS) race 3 resistance in soybean populations from grain type x food
type crosses and characterize the resistance of these populations . F2 progenies
obtained from the crossing of the BRSMG 810c grain type cultivar between the
BRSMG 790a and BRSMG 800a food type cultivars. F2 progenies were phenotyped
for resistance to NCS race 3 and DNA samples were extracted from each of the
evaluated progenies. These genotypes were genotyped with SSR molecular markers,
and four pair of primers were identified for resistance to NCS race 3, with Satt 275 and
Satt 309 linked to chromosome 18 and Satt 632 and GMES6186 linked to
chromosome 8. From these markers it was possible to identify the NCS resistant
genotypes, and these markers can thus be used for NCS race 3 assisted selection.
Then, the NCS resistance genes were also re-sequenced and indicated that the source
of resistance of these genotypes is of Peking origin, with this it was possible to find

SNPs in genes which can also be used for assisted selection for resistance to the NCS.

Keywords: SSR, Heterodera glycines, food soybean
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1. INTRODUCAO

O nematoide de cisto da soja (NCS, Heterodera glycines Ichinohe) € um dos
patdogenos de maior importancia econémica para a cultura da soja (Glycine max (L.)
Merr.), sendo disseminado em, praticamente, todas as areas de cultivo ao redor do
mundo (GARDNER et al., 2017).

No Brasil, o NCS foi relatado pela primeira vez em 1991 na regi&éo do cerrado
e, atualmente, encontra-se presente em, praticamente, todas as regides produtoras,
ocasionando perdas na producédo que podem chegar a 90%, dependendo do grau de
infestacéo, suscetibilidade do cultivar, tipo e fertilidade do solo (ARRIAGADA et al.,
2015).

Uma vez que a area é infectada pelo NCS, seu controle € limitado, pois o cisto
pode sobreviver no solo por periodos superiores a 8 anos. Desta forma, o manejo
deste patdgeno é feito por meio da rotacdo de culturas e utilizacdo de cultivares
resistentes (KADAM et al., 2016; LIMA et al., 2017).

Entretanto, a identificacdo e sele¢cdo de gendtipos resistentes por meio do
melhoramento tradicional € um desafio, devido as dificuldades na fenotipagem, a qual
€ destrutiva e trabalhosa e, além disso o NCS possui uma variedade de racas que
devem ser testadas. Por este motivo, a identificacdo de marcadores moleculares
associados a resisténcia ao NCS tem sido amplamente estudada e se tornou uma
ferramenta importante na identificacdo de genétipos resistentes por meio da selecdo
assistida por marcadores (SAM) (SHI et al., 2015).

Segundo Kim; Diers (2013), QTLs (“quantitative trait loci”) de resisténcia ao
nematoide do cisto foram mapeados em 18 dos 20 cromossomos da soja. Contudo,
embora diversos genes tenham sido identificados, mais de 90% das cultivares
comerciais possuem como fonte de resisténcia ao NCS, os genotipos Pl 88788 e Pl
548402 (Peking).

Estes dois gendétipos se constituem em fonte dos dois principais genes que
conferem resisténcia ao NCS nas cultivares atuais, sendo o rhgl, no cromossomo 18

e Rhg4, no cromossomo 8 (LIU et al., 2012). De acordo com Brucker et al. (2005), a
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resisténcia do gene rhgl é classificada em 2 tipos: rhgl-a (Peking-type) e em rhgl-b
(P1 88788-type).

Em gendtipos que possuem a resisténcia derivada da Pl 88788, apenas o
gene rhgl é suficiente para conferir a resisténcia ao NCS. Em outros casos, quando
a fonte de resisténcia é o genoétipo Peking, sdo necesséarios ambos os genes (rhgl e

Rhg4) para se obter a resisténcia (LIU et al., 2017).

Recentemente, estes dois genes foram identificados, sequenciados e tiveram
sua funcionalidade na resisténcia ao NCS validada por técnicas como: clonagem,
TILLING (targeting-induced local lesions in genomes) e silenciamento génico (virus
induced gene silencing “VIGS” e RNA interfence) (LIU et al., 2012, 2017). Com isto, a
utilizacdo de marcadores para estes genes foi simplificada, pois deste modo, é
possivel identificar os marcadores mais proximos a posic¢éao fisica do gene, bem como

desenvolver marcadores especificos.

Diversos estudos demonstram a eficiéncia no uso de marcadores moleculares
na selecdo de gendtipos com resisténcia ao NCS. Espindola et al. (2016), relatam
sucesso na identificacdo de gendtipos resistentes com a utilizacdo de marcadores
SSR. Recentemente, marcadores do tipo SNP (“single nucleotide polymorphism?”)
também foram identificados e possibilitam a selecédo assistida para o NCS (SHI et al.,
2015).

Partindo do pressuposto de que nao existem no mercado cultivares
comerciais com atributos para alimentagcdo humana, em conjunto com a resisténcia
ao NCS, o objetivo do presente trabalho consiste em validar marcadores moleculares
associados a resisténcia ao nematoide de cisto da soja (raca 3) para utilizacdo na
selecdo assistida de genotipos de soja com caracteristicas destinadas a alimentacao
humana e portadores da referida resisténcia.

2. MATERIAL E METODOS

e Material Genético

Foram avaliadas 186 progénies F2 sendo, 94 progénies oriundas do
cruzamento artificial entre as cultivares BRSMG 810C (resistente ao NCS) x BRSMG
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790A (suscetivel ao NCS) e 94 progénies do cruzamento entre BRSMG 810C x
BRSMG 800A (suscetivel ao NCS). Estes gendtipos foram selecionados visando-se a
obtencéo de progénies com caracteristicas necessarias para a alimentacdo humana,
em conjunto com a resisténcia ao NCS (raca 3), sendo esta pesquisa uma
continuidade do trabalho realizado por (TEIXEIRA, 2016).

A cultivar BRSMG 810C é gendtipo classificado como tipo gréo, de ciclo médio
entre 114 a 140 dias e, com crescimento determinado. Por possuir resisténcia ao
nematoide de cisto racas 1 e 3, foi escolhida como genitor comum para 0s

cruzamentos.

A cultivar BRSMG 790A possui caracteristicas necessarias ao consumo
humano e a industria de alimentos, como tegumento e hilo amarelo, alta taxa de
carboidratos e sabor suave. Seu ciclo médio varia entre 110 a 130 dias, apresentando

0 crescimento determinado.

A cultivar BRSMG 800A é um genoétipo de tegumento marrom e apds o
cozimento apresenta caracteristicas fisicas semelhantes ao feijao tipo “carioca”,
conferindo maior aceitabilidade para o consumo humano na alimentacédo. Seu ciclo

médio varia entre 120 a 140 dias, sendo de habito de crescimento determinado.
e Fenotipagem

Para a avaliacdo da resisténcia, a inoculacao foi realizada com o isolado do
NCS raca 3, o qual foi obtido no municipio de Londrina — PR pela empresa GDM Seeds
Inc. A identificacdo da raga foi realizada por meio da utilizagdo de cultivares
diferenciadoras, conforme descrito por (RIGGS; SCHMITT, 1988).

Sementes das progénies F2 foram semeadas em vasos de 300 ml de
capacidade e sete dias ap6s a emergéncia foi realizada a inoculacdo conforme
detalhado por (DIAS et al., 2009), onde cada vaso com 1 planta foi inoculado com 1

ml da suspenséo do NCS raca 3 ajustado a concentracdo de 4.000 ovos e juvenis ml-
1

O experimento foi conduzido na Epamig Oeste, Uberaba — MG, em casa de
vegetagcdo, com temperatura, umidade e luz controlada. A avaliacdo da reacao dos

genotipos para a resisténcia ao NCS foi realizada 30 dias apds a inoculacao.
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A classificacdo dos gendtipos foi realizada pelo critério de indice de fémeas
(IF), de acordo com o estabelecido por Schimitt; Shannon (1992), sendo os genoétipos
classificados como resistentes com IF<10%, moderadamente resistentes 10% < IF 2

30% e suscetiveis, IF =2 31%.
e Extracdo de DNA

Amostras foliares das 186 progénies F2 fenotipadas, foram coletadas e
utilizadas para extracdo do DNA. O método de extracao utilizado foi o CTAB, conforme
descrito por (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995). Em seguida, foi realizada a
quantificacdo do DNA extraido, mediante leitura da densidade 6tica a 260 e 280 nm,
em equipamento Nano Drop. De acordo com as concentragdes obtidas, foi feita a
leitura em gel de agarose, com padrbes, para confirmacdo das concentracdes e
qualidade do DNA. Posteriormente a quantificacdo, parte das amostras de DNA foi

diluida para a concentragéao de 30 ng/ul.
e Andlises Genotipicas

Por meio do site SoyBase (https://www.soybase.org/), marcadores
moleculares microssatélites (SSR) proximos aos genes rhgl (cromossomo 18) e Rhg4
(cromossomo 8) foram identificados de acordo com a sequéncia e posicao fisica dos
genes relatadas por (LIU et al., 2012, 2017). Foram selecionados 5 pares de primers
SSR flanqueando cada gene (Tabela 1), os quais foram testados primeiramente nos

trés genitores quanto a qualidade da amplificacdo e polimorfismo.

Em seguida, para cada gene foram selecionados os 2 pares de primers mais
préximos ao gene e que apresentaram polimorfismo. Estes 4 primers foram utilizados

para a genotipagem das duas populacdes F2.
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Tabela 1. Lista de primers SSR utilizados para identificacdo dos genes de resisténcia
ao nematoide de cisto da soja.

Primer GL Motivo Forward Reverse PB
Satt632* A2 (AAT)17 GGGCTATGAAGGGAATGGAAAGGA CCCATATTGAAGATTTGAAGTAAT 263
Sat_162 A2 (AT)34 GCGTGGTTITTTCGCTGGATATA GCGCATTTCGTAACATATTTTTCAC 173
GMES3044 A2 - GCAATTCAGAGCAATCAGCA GATGATGGGTTTGACTGGCT 277
GMES6186* A2 (TA)4A(AT)5(AG)5 AGCGGGAATTGAAGGTTITT GGAATCTCATCTGAAAATAATGGA 224
Satt275* G (AAT)11 GCGGGATAATTGGTTTTACGAAAATGC GCGCCTAATCACCTAAAAAAACGTTTA 207
Satt038 G (TAA)17 GGGAATCTTTTTTICTTTCTATTAAGTT  GGGCATTGAAATGGTTTTAGTCA 177
Sat_210 G (AT)23 GCGCCAGCAACAAAGTTCCTGACAAA GCGCATGCAAATGAAATAATAA 254
Satt309* G (TAA)13 GCGCCTTCAAATTGGCGTCTT GCGCCTTAAATAAAACCCGAAACT 147
GMES2956 G (GA)7 TCTTGCTGGCATCCTATCATT CAGCAAAAAGGCACAAAACA 352

* Marcadores selecionados para avaliacdo das duas populacdes; GL: Grupo de ligacdo; PB: Tamanho
do fragmento em pares de base

As reaclOes de amplificacdo foram realizadas por meio do termociclador
Applied Biosystems 2720, com um volume total de 15 uL, contendo 45 ng de DNA, 1X
DreamTag® Green Buffer com 2 mM MgClz (Thermo Scientific), 0,4 mM de dNTPs,
0,75 U de DreanTag® DNA polimerase (Thermo Scientific), 0,04 uM de primer forward
com cauda M13 (5'-CACGACGTTGTAAAACGAC-3'), 0,4 uM de primer reverse, e 0,4
MM de primer M13 marcado com fluorescéncia (FAM, NED e VIC, sintetizadas por
MWG, Ebensburg, Alemanha).

O protocolo térmico utilizado para amplificagdo consistiu em 5 minutos a 95
°C para desnaturacédo, seguidos de 35 ciclos: 95 °C (45 segundos), 50 °C (45
segundos), 72 °C (1 minuto), e extensao final a 72 °C por 10 minutos.

A separacgdo dos fragmentos foi realizada por meio de eletroforese capilar
multiplex, com o equipamento ABI PRISM 310 (Applied Biosystems). Para tanto, 1 yL
de cada um dos 4 produtos da PCR marcados com fluorescéncia foram adicionados
a um mix contendo 0,4 pL de GeneScan 500 LIZ size standard (Applied Biosystems)

e 10,6 uL de formamida.

Todas estas etapas foram realizadas no “Dipartamento di Scienze dela Vita”,
na Universita Degli Studi di Modena e Reggio Emilia — UNIMORE, Itélia.

e Sequenciamento dos Genes rhgl e Rhg4

Para deteccdo e validacdo dos marcadores SNP (single nucleotide

polymorphism) foi realizado o re-sequenciamento dos genes rhgl e Rhg4 nos 3
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parentais (BRSMG 810C, BRSMG 790A e BRSMG 800A). Dois primers adjacentes a
estes genes foram desenhados (Tabela 2) de acordo com o genoma de referéncia
para a soja sequenciado a partir da cultivar Willians 82, disponivel no site SoyBase
(https:/lwww.soybase.org/). A amplificacdo dos fragmentos e especificidade dos
primers foi primeiramente testada por meio de in silico PCR com auxilio do programa
FastPCR (KALENDAR et al., 2011).

Tabela 2. Primers desenhados para amplificacdo dos genes de resisténcia ao

nematoide de cisto da soja

Primer GL Gene Forward Reverse PB
SNAP18 G rhgl ACATTTATGAAGAGATAGCTCG CATAGTAGTACAATGTAAATCATC 1929
SHMT A2 Rhg4 CTCACGAACAAATACTCCGAG CTATCACCAAAACAGCGTTC 1071
GL: Grupo de ligacdo; PB: Tamanho do fragmento em pares de base

As reagdes de amplificagao foram realizadas com um volume total de 15 L,
contendo 45 ng de DNA, 1X DreamTaq® Green Buffer com 2 mM MgClz (Thermo
Scientific), 0,4 mM de dNTPs, 0,75 U de DreanTag® DNA polimerase (Thermo
Scientific), 0,4 uM de primer forward, e 0,4 uM de primer reverse.

O protocolo térmico utilizado para amplificagdo consistiu em 5 minutos a 95
°C para desnaturacdo, seguidos de 35 ciclos: 95 °C (45 segundos), 50 °C (45

segundos), 72 °C (2 minutos) e extenséo final a 72 °C por 10 minutos.

Em seguida, os produtos da PCR foram purificados por meio de precipitacao
com etanol/sédio acetato (NaOAc) da seguinte forma: foram adicionados 3 pL de
NaOAc 3m, pH 5.5, 62,5 uL de EtOH 95%, o qual foi incubado a -80 °C por 30 minutos,
centrifugado a 15.000 g por 15 minutos, sendo o sobrenadante descartado e o pellet
lavado com 150 pL de EtOH 70%, centrifugado novamente a 15.000 g por 15 minutos,

seco e finalmente ressuspenso em 15 uL de H20.

O sequenciamento foi realizado com o equipamento ABI PRISM 310 (Applied
Biosystems), utilizando-se o Kit de sequenciamento ANI Prism™ BigDye v3.1
Terminator, de acordo com o protocolo do fabricante. A sequéncia das analises foi

feita pelo software Sequence Scanner v1.0 (Applied Biosystems).
e Analises dos Dados

Primeiramente, os dados genotipicos foram divididos em haplotipos por grupo

de ligacéo, de acordo com o padrdo observado na genotipagem dos genitores, sendo
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atribuida a letra “R” a genoétipos com alelo marcador do parental resistente BRSMG
810C e, “S” aos gendtipos semelhantes aos parentais suscetiveis BRSMG 790A e
BRSMG 800A. Desta forma foram formados 9 grupos de haplétipos: R/R, R/H, H/IR,
H/H, R/S, S/H, H/S, SIR e S/S. Em que, a primeira letra identifica os marcadores
ligados ao loco rhgl e a segunda letra ao loco Rhg4. R, H e S, correspondem a

resistente, heterozigoto e suscetivel, respectivamente.

Em seguida os efeitos de haplotipos foram testados por meio de modelo linear,
sendo que a estimacdo de componentes de variancias foi realizada pela méaxima

verossimilhancga restrita (REML).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Um total de 188 progénies F2 foram avaliadas quanto a reagéo de resisténcia
ao NCS, sendo 94 progénies de cada uma das duas populacdes estudadas. Foram
observados grandes contrastes para o IF entre as progénies, bem como entre 0s
parentais suscetiveis e o resistente (Tabela 1). O menor e 0 maior porcentagem de IF
foram encontradas na Populagéo “A”, de 1% e 329%.
Tabela 1. Nomero médio, minimo e maximo

do indice de fémeas avaliado nas popula¢cdes
F2 e parentais.

Populagao* Média Minimo Maximo
A 76 1 329
B 61 4 254
Total 69 1 329
BRSMG 810C 3

BRSMG 790A 109

BRSMG 800A 91

* Populagdo A e B referem-se aos cruzamentos entre as
cultivares BRSMG 810C x BRSMG 790A e BRSMG 810C
x BRSMG 800A, respectivamente.
A distribuicdo das progénies com base no IF (Figura 1) demonstrou que no
total 15 progénies foram consideradas resistentes, sendo 10 pertencentes a
populacdo “A” e 5 a populacédo “B”, o que representou uma porcentagem de 8% de

progénies resistentes do total das 188 avaliadas.

Trinta e sete progénies no total foram consideradas moderadamente

resistentes (Figura 1), 17 da populacéo “A” e 20 da populagcéo “B”. A maioria das
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progénies avaliadas (72%) foram identificadas como suscetiveis, ou seja, 67

progénies da populacao “A” e 69 progénies da populacao “B”.
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Figura 1. Frequéncia das progénies F2 fenotipadas para reacao de
resisténcia ao nematoide de cisto da soja (NCS) raca 3 com base no
indice de fémeas.

Em relacdo as analises genotipicas, dentre os 10 pares de primers SSR
testados, foi possivel obter produto de amplificacdo em 7 (Tabela 2), sendo quatro
para o gene rhgl e quatro para o gene Rhg4, porém neste Ultimo, apenas trés
amplificaram em todos os genitores, sendo possivel obter amplificagdo com o
marcador Sat_162 apenas para o genitor resistente BRSMG 810C. Dentre os primers
gue amplificaram, quatro apresentaram polimorfismo, sendo dois flanqueando cada

gene.
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Tabela 2. Primers utilizados na genotipagem para avaliacdo da
associacado com a resisténcia ao nematoide de cisto da soja (raca

3).
Primer? Gene Genétipo? Amplificacdo Fragmento® Polimorfismo
P1R sim 209
Sat 210 rhgl P2a sim 209 nao
P2b sim 209
P1R sim 194
Satt275 rhgl P2a sim 197 sim
P2b sim 203
P1R sim 132
Satt309 rhgl P2a sim 129 sim
P2b sim 129
P1R sim 350
GMES2956 rhgl P2a sim 350 nao
P2b sim 350
P1R nao -
Satt 038 rhgl P2a nao -
P2b nao -
P1R sim 246
Satt 632 Rhg4 P2a sim 258 sim
P2b sim 258
P1R sim 132
Sat 162 Rhg4  P2a n&o - presenca /
~ auséncia
P2b nao -
P1R nao -
Sat 212 Rhg4 P2a nao -
P2b nao -
P1R sim 202 nao
GMES3044 Rhg4 P2a sim 202 nao
P2b sim 202 nao
P1R sim 221
GMES6186 Rhg4 P2a sim 219 sim
P2b sim 219

1 Marcador molecular SSR; 2 P1IR: BRSMG 810C, P2a: BRSMG 790A, P2b:
BRSMG 800A, 2 Tamanho do fragmento em pares de base.

Para realizacdo da andlise dos dados, foram removidos todos 0s genotipos
que possuiam recombinacdo, isto é, os haplétipos que apresentaram divergéncia
entre os marcadores que flanqueiam o loco. Deste modo, 161 genotipos foram

considerados nas andlises.
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Foi observado que houve efeito significativo ao nivel de 1% de probabilidade
pelo teste F para os haplétipos (Tabela 3). Como os dados de IF ndo eram continuos,
a analise de variancia foi realizada com os dados de IF transformados por 2\IF.

Tabela 3. Resumo da analise de variancia

para indice de fémeas de nematoide de cisto
(raca 3) em progénies F2 de soja.

FV GL SQ QM F
Haplétipo 8 867,0 108,4 20,58**
Residuo 152 800,3 53

Total 160 1667,3

CVy 20,5

Médial 11,19
1 Média transformada pela 2VIF

As médias preditas pelo modelo de regresséo (Tabela 4), indicam que existe
diferenca entre os haploétipos, sendo possivel identificar que os haplétipos
semelhantes ao do parental resistente (R/R) apresentaram menor valor para IF. De
maneira contraria, os haplétipos S/S foram os que apresentaram maiores valores

estimados para IF.

Isto pode ser visualizado de forma mais clara a partir dos dados nao
transformados (Figura 2), onde se observa que 13 genoétipos apresentaram o haplotipo
R/R, 40 gendtipos foram classificados como heterozigotos para ambos os locos (H/H)
e 13 genotipos classificados como suscetiveis (S/S).

Tabela 4. Médias preditas para o

indice de fémeas de nematoide de
cisto da soja por meio do modelo de

regressao.

Haplétipo  Média! Erro Padrédo
R/R 2,60 0,63
R/H 4,71 0,52
H/R 6,27 0,46
H/H 7,78 0,36
R/S 8,84 0,72
S/H 9,11 0,58
S/IR 9,31 0,68
H/S 9,45 0,57
SIS 11,17 0,63
DMS 2,64

IMédia transformada pela 2VIF
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Figura 2. Histograma de frequéncia dos haplotipos pelo indice de fémeas de
nematoide de cisto da soja.

Por meio do histograma (Figura 2), € possivel observar a alta relacdo que os
marcadores possuem com a resisténcia ao NCS. Nota-se também que possivelmente,
a fonte de resisténcia € derivada do genotipo Peking, pois conforme Liu et al. (2017),
para este gendtipo sdo necessarios os dois genes (rhgl-a e Rhg4) para se conferir a

resisténcia completa ao NCS.

Diversos outros autores relatam a eficiéncia do Satt309 na identificacdo de
genotipos resistentes a raca 3 do NCS (SILVA et al., 2007; FERREIRA et al., 2011).

Foi calculada a eficiéncia de sele¢cdo com todos os marcadores combinados
(Satt275 + Satt 309 para o gene rhgl e Satt632 + GMES 6186 para o gene Rhg4),
obtendo-se uma eficiéncia de 95,65% na selecdo de gendtipos, indicando alta
eficiéncia na selecdo assistida por meio destes marcadores. Outros autores também

relatam alta eficiéncia na sele¢éo assistida por marcadores para o nematoide de cisto
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raca 3. Santana et al. (2014), relatam eficiéncia de 100% na selecdo com a
combinagcao dos marcadores Satt309 + Sat_141, e, Sat_168 + Satt309. Ao utilizar a
combinacédo dos marcadores Satt309 +Satt 187, Silva et al. (2007), também, relatam
eficiéncia de 100% na selecdo do NCS raca 3, porém 0os mesmos autores relatam

eficiéncia de 78% ao se utilizar a combinagédo dos marcadores Satt309 + Sat_168.

Para confirmar a fonte da resisténcia do NCS nestas populacbes e obter
informacBes sobre SNP dentro dos genes de resisténcia desta populacdes, foi
realizado o re-sequenciamento dos genes rhgl e Rhg4. De acordo com os resultados
do sequenciamento, confirmou-se que a resisténcia apresentada por estes gendtipos
€ de origem da cultivar Peking. As sequencias obtidas sdo semelhantes as relatadas

por Liu et al. (2012), para gene Rhg4, e por Liu et al. (2017), para o gene rhgl.

A partir destes resultados, foi possivel também, confirmar trés SNPs para
estas populacdes, os quais foram descritos por (SHI et al., 2015), sendo 2 no gene
rhgl, (GSM383 e GSM381) e, 1 SNP no gene Rhg4 (GSM191).

4. CONCLUSAO

e Aresisténcia ao NCS das populacdes é derivada da cultivar Peking

e Sao necessarios os genes rhgl e Rhg4 para conferir a resisténcia ao NCS
nas populagdes estudadas.

e A combinacdo dos marcadores SSR, Satt275, Satt 309, Satt632 e GMES

6186 tem alta eficiéncia na selecdo assistida para resisténcia ao NCS.
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