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RESUMO

A cultura da soja da soja possui grande representatividade para a agricultura brasileira.
O Brasil € hoje o maior produtor mundial desta oleaginosa. Dentre os diversos fatores que
afetam negativamente a produtividade da cultura, destaca-se o nematoide de cisto da soja
(Heterodera glycines), devido ao seu elevado potencial de dano, grande disseminacéo e ampla
variabilidade genética. Dentre as alternativas de controle deste patdgeno, a estratégia de maior
eficiéncia consiste no emprego de cultivares resistentes. A obtencdo destas é uma atividade
complexa pois pode envolver genes de acdo alélica recessiva e de dificil selecdo. Os genes
mais utilizados sdo Rhgl e Rhg4. Outros genes como Rhg2 e Rhg5, tém ganhado destaque,
como possivel fonte de resisténcia visando cobrir um maior espectro de racas. Assim,
objetivou-se estudar o efeito do gene Rhg5 sobre a reproducdo de H. Glycines raca 6, em
populacdes de segregantes de soja. Os cruzamentos foram realizados entre cultivares
contrastantes. As populacfes foram genotipadas, através da selecdo de SNPs polimorficos, e
fenotipadas quanto a reacdo ao nematoide de cisto da soja — raca 6. O ensaio foi conduzido
em casa de vegetacdo com delineamento de blocos aumentados. As progénies foram semeadas
em tubetes, e apos 7 dias foram inoculadas com 4000 ovos + J2 de Heterodera glycines raca
6. Aos 15 dias de emergéncia foram coletados discos foliares para extracdo de DNA e
genotipagem. Transcorridos 30 dias apds a inoculagdo, as raizes foram coletadas e fez-se a
extracdo e contagem das fémeas, para posterior classificacdo dos individuos. Os dados
fenotipicos foram ajustados por modelo linear generalizado misto associado a distribuigdo de
Poisson com funcdo ativadora logaritmica, e a classificacdo dos grupos fenotipicos foi dado
pelo valor genotipico de cada individuo. Foram selecionados seis primers candidatos a
associacao com feno6tipo de resisténcia a raca 6. Em todos os primers estudados ndo houve
associacao exclusiva de um nucleotideo com uma classe fenotipica apenas, o que ndo
possibilitou a discriminacdo de grupos fenotipicos.

Palavras-chave: Nematoide de cisto da soja. Resisténcia genética. Marcadores moleculares.



ABSTRACT

The soybean crop has great representation for Brazilian agriculture. Brazil is now the
world's largest producer of this oilseed. Among the various factors that negatively affect crop
productivity, the soybean cyst nematode (Heterodera glycines) stands out due to its high
potential for damage, wide dissemination, and wide genetic variability. Among the
alternatives for controlling this pathogen, the most efficient strategy is the use of resistant
cultivars. Obtaining these is a complex activity as it may involve recessive allelic action genes
that are difficult to select. The most used genes are Rhgl and Rhg4. Other genes such as Rhg2
and Rhg5 have gained prominence as a possible source of resistance to cover a greater
spectrum of races. Thus, the objective was to study the effect of the Rhg5 gene on the
reproduction of H. Glycines race 6, in populations of soybean segregants. Crosses were
performed between contrasting cultivars. Populations were genotyped, through the selection
of polymorphic SNPs, and phenotyped for reaction to soybean cyst nematode — race 6. The
assay was conducted in a greenhouse with an enlarged block design. The progenies were
sown in tubes, and after 7 days they were inoculated with 4000 eggs + J2 of Heterodera
glycines race 6. At 15 days after emergence, leaf discs were collected for DNA extraction and
genotyping. Thirty days after inoculation, the roots were collected, and the females were
extracted and counted for later classification of individuals. The phenotypic data were
adjusted by a mixed generalized linear model associated with the Poisson distribution with a
logarithmic activating function, and the classification of the phenotypic groups was given by
the genotypic value of each individual. Six candidate primers were selected for association
with race resistance phenotype 6. In all studied primers, there was no exclusive association of
a nucleotide with a single phenotypic class, which did not allow the discrimination of
phenotypic groups.

Key words: Soybean Cist Nematode. Genetic resistance. Molecular Markers.
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1 INTRODUGCAO

O nematoide de cisto da soja (NCS) Heterodera glycines (Ichinohe, 1952), é uma das
principais pragas da cultura, pelos prejuizos que pode causar e pela facilidade de
disseminacdo. Este nematoide pode ser encontrado em todo o mundo, provocando grandes
perdas econémicas, pois sobrevive no solo e ataca as raizes da soja, provocando clorose foliar,
necrose de raizes, reducdo de porte e consequente diminuicdo da producdo de grdos
(FERREIRA et al., 2019). No Brasil, sua presenca se deu pela primeira vez na safra 1991/92
nos municipios de Nova Ponte — MG, Campo Verde — MT e Chapadéo do Sul — MS (Lima et
al., 1992; Lordello et al., 1992; Monteiro; Morais, 1992), e desde entdo vem se expandindo
rapidamente por todo o territério nacional. Estima-se que as perdas de produtividade de gréos
podem chegar a 90% dependendo do grau de infestacdo, raca do nematoide, suscetibilidade da
cultivar, e fatores ambientais (BARBOSA, 2020). Ha ocorréncia de NCS em todo o territdrio
brasileiro, em especial no estado do Mato Grosso que apresenta elevado percentual de
lavouras infestadas (FAVORETO et al., 2019)

Dentre as opgOes disponiveis para se controlar o nematdide de cisto, destaca-se a
rotacdo de culturas com espécies ndo hospedeiras, por exemplo, milho que possui potencial
para reduzir as populacdes em até 80%, e 0 emprego de cultivares resistentes.

A utilizacdo da resisténcia genética no controle do NCS tem sido a estratégia
economicamente mais viavel, e de melhor aceitacdo do agricultor, entretanto, mesmo com o
uso de cultivares resistentes, é importante que o produtor continue a fazer a rotacdo de
culturas, para manter as populacdes de NCS em equilibrio. E recomendado um sistema de
rotacdo que envolva culturas ndo hospedeiras, cultivares suscetiveis e resistentes,
proporcionando reducdo da populacdo do NCS no solo, garantindo a permanéncia dessas
populacbes em niveis baixos. Isso evitard que ocorra a mudanca da raca predominante na
populacdo do nematoide, preservando também, a resisténcia das cultivares (DIAS et al.,
2010).

A obtencdo de cultivares de soja com resisténcia genética ao NCS ndo é uma tarefa
facil, embora tenha sido um dos principais objetivos dos programas de melhoramento nos
ultimos 20 anos. A resisténcia genética esta condicionada por pelo menos seis genes, alguns
deles de acéo recessiva e de dificil selecdo. Além disso, efeitos como epistasia, codominancia
e aditividade, modificam o espectro de resisténcia em cultivares contendo um, dois, trés ou

mais genes de resisténcia. Os genes mais utilizados tém sido Rhgl e Rhg4, que outorgam
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resisténcia as racas 1 e 3, inicialmente as predominantes. Porém, outros genes tais como Rhg2
e Rhg5 apresentam-se atualmente como indispensaveis, pois, novas resisténcias genéticas sao
necessarias para atuar frente ao surgimento e proliferacao de novas racas (CONCIBIDO et al.,
2004)

De forma geral, ndo é tarefa simples obter uma cultivar que seja completamente
resistente ao NCS, pois a interacdo entre nUmero de genes, nimero de racas e a interacdo
gendtipos x ambientes, modifica substancialmente a manifestacdo da fenotipica. Nos Estados
Unidos o cenario é ainda mais complexo devido a ocorréncia de uma quantidade maior de
racas, por exemplo, as ragas 7, 8 e 15, que ndo ocorrem no Brasil. Além disso, o levantamento
realizado em 2020, evidencia a constante disseminacdo do patégeno no pais, sendo relatados
55 novas cidades com infestacdo de NCS (TILKA et al., 2021).

Assim, a estratégia dos programas de melhoramento da soja no Brasil tem sido
identificar as linhagens pelos genes de resisténcia que elas possuem (quando devidamente
identificados) utilizando marcadores moleculares e fenotipagem via inoculagdo, em tubetes
em casa de vegetacdo. Posteriormente nas fases mais avancadas é realizada a fenotipagem dos
gendtipos em campo, e entdo pode-se sugerir 0 manejo agronémico em funcdo da
predominancia de racas no local de recomendacdo da cultivar langcada, a qual apresenta os
alelos de resisténcia (SANTANA, 2008).

Com o recrudescimento do patégeno, e até mesmo o surgimento de novas racas,
sugere-se que novos alelos de resisténcia sejam incorporados nos programas de melhoramento
genético. Observa-se que hd uma variacdo para resisténcia genética a NCS raca 6, em
linhagens filhas de P188788, que é fonte de resisténcia para ragas 3, 6, 9, e 14, e analisando 0s
resultados de marcadores moleculares para o gene Rhgl, percebe-se que ha materiais que sao
positivos para Rhgl e séo resistentes a NCS raca 6, e ha também materiais Rhgl positivos e
suscetiveis a NCS raga 6, por isso aventa-se a hipdtese de que um outro gene, 0 Rhg5, que
também é oriundo de P188788 seja possivelmente o responsavel por agregar nas cultivares a
resisténcia ao NCS raca 6.

Sendo assim, objetivou-se estudar o efeito do gene Rhg5 na reproducdo do NCS em
casa de vegetacdo usando o método de cruzamento controlado para elucidar a expressdo do

mesmo na resisténcia a Heterodera glycines raga 6 em populacdes segregantes de soja.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 A cultura da Soja

A soja (Glycine max L.), se originou no continente Asiatico, no nordeste da China,
pertencente a familia das Fabaceae (leguminosas), é uma planta conhecida desde 3.000 anos
a.c., e sua disseminacdo do oriente para o ocidente ocorreu através das navegacOes
(EMBRAPA, 2022).

Em 1.765 a soja chegou ao continente americano através dos Estados Unidos da
Ameérica (EUA), que foram os pioneiros no cultivo extensivo desta planta. A partir de 1.917, 0
pais passou a extrair farelo de soja para aplicacdo na alimentacdo animal. O crescente
desenvolvimento da cultura da soja em solo americano, possibilitou que em 1.970, USA tenha
se tornado responsavel por dois tercos da producdo mundial de soja (BANDARA et al.,
2020).

Em 1.882, houve o primeiro relato de cultivo de soja no Brasil, ocorrido no estado da
Bahia, porém com niveis de produtividade muito inferiores aos observados nos EUA
(DUARTE, 2016). Passou em seguida, a ser cultivada no estado de S&o Paulo por imigrantes
japoneses, também com baixa adaptacéo.

A cultura passou a apresentar maior potencial somente a partir de 1.914, quando foi
introduzida no estado do Rio Grande do Sul, sendo este local, o que forneceu inicialmente as
condicGes edafoclimaticas, especialmente de fotoperiodos, mais parecidas com aquelas em
que as cultivares da época foram adaptadas nos EUA (TECCHIO, 2016).

A soja é uma planta de dias curtos, a qual cada cultivar apresenta uma caracteristica
especifica. Acima de um fotoperiodo critico, o florescimento da cultura é atrasado, fato este
que levou a adaptacdo inicial da cultura apenas no sul do pais. O avanco da cultura pelo pais
assim como a amplificagdo da faixa de recomendacéo das cultivares s foi possivel devido a
introducgdo do periodo juvenil longo, que consiste no florescimento tardio, a qual as cultivares
com estas caracteristicas sdo menos sensiveis ao fotoperiodo, vegetando por mais tempo em
dias curtos (FARIAS et al., 2007).

No atual cenario agricola mundial, a soja se figura como o quarto produto entre
oleaginosas e cereais mais empregadas no consumo humano e 0 mais importante quanto a
producdo e comercializacdo (FAO, 2022). No Brasil, na Safra 2021/2022 a soja representou
45,6% da producdo nacional de graos, estando concentrado nas regifes Centro-Oeste e Sul,
que abrangem os cinco estados maiores produtores nacionais desta cultura: Mato grosso,
Parang, Rio Grande do Sul, Goias e Mato Grosso do Sul. Na ultima safra, 2021/2022, o Brasil
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produziu mais de 123 milhdes de toneladas de soja, 0 que corresponde a 37,3% da producéo
mundial de soja, se figurando como maior produtor mundial do gréo, a frente dos EUA, que
ficou em segundo lugar, com 121 milhdes de toneladas (EMBRAPA, 2023).

A rapida expansao do cultivo da soja na regido Centro-Oeste se deu principalmente
pelo baixo valor da terra, subsidios do governo, bom preco do produto e pelo forte
investimento em pesquisas focadas na agricultura do Cerrado, especialmente no
desenvolvimento de cultivares de soja adaptadas as condi¢cdes de fotoperiodo da regido
(CAMARA; HEIFFIG, 2000).

O cultivo desta cultura expandiu muito e hoje abrange praticamente quase todo o
territorio brasileiro desde o Rio grande do Sul até o0 Maranhdo, incluindo algumas regides do
Nordeste e do Norte, onde se destacam o crescente aumento de areas em Rondonia, Para e
Roraima (EMBRAPA, 2020).

A planta de soja é autbgama, ou seja, ndo ocorre a troca de gametas entre individuos,
tendo uma taxa de fecundacgédo cruzada muito baixa, que fica, na maioria dos casos, abaixo de
1% (SANTQOS, 2005). Seu ciclo, da germinacdo a maturacao fisioldgica, pode variar de 75 a
200 dias, dependendo de cultivar e do local de cultivo, e podem ser classificados em grupos
de Maturidade Relativa, que se baseia principalmente na resposta ao fotoperiodo (FARIAS et
al., 2007; ZANON et al., 2015).

A emergéncia da plantula ocorre entre quatro e dez dias apés o plantio, dependendo da
disponibilidade de &gua, da temperatura e da profundidade de plantio. O periodo vegetativo
perdura até o inicio da floracdo. A duracdo do periodo de floracdo varia em funcdo do habito
de crescimento, grupo de maturacdo e condi¢des ambientais, e em sequéncia se da o
crescimento do fruto. A maturacdo fisiologica dos graos ocorre de 40 a 70 dias apds o final da
floragdo (FARIAS, 2007). A produtividade da cultura é dependente da interacdo de diversos
fatores ligados ao solo, planta e ambiente. E assim, muitos fatores atuam como limitantes do
méaximo potencial produtivo das cultivares, como pragas e doencas que incidem sobre a
cultura (SILVA; MENEGHELLO, 2016).

Dentre as doencas que possuem grande potencial de diminui¢do de produtividade na
cultura da soja, se destacam aquelas que sdo causadas por fitonematoides. As espécies dos
nematoides formadores de galhas (Meloidogyne spp.), o de cisto (Heterodera glycines), o das
lesbes radiculares (Pratylenchus brachyurus) e o nematoide-reniforme (Rotylenchulus
reniformis), tém se destacado no Brasil, sendo os mais comuns nas lavouras comerciais de
soja. (FAVORETO et al, 2019)
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O Nematoide de Cisto da Soja (Heterodera glycines) se destaca como uma espécie de
alto potencial de dano, por conta que, além da grande expressividade das perdas que
provocam, facil disseminacéo e dificil controle, possuem grande diversidade genética, tendo
identificadas no Brasil, onze racas, € que se apresentam no campo, na maioria das vezes,
como uma mistura de diferentes racas. Por isso, os maiores desafios aos pesquisadores e
técnicos sdo o desenvolvimento de cultivares de soja resistentes a essas diferentes ragas, e 0
uso de estratégias adequadas para evitar a pressdo de selecdo sobre as populacdes deste
patogeno (DIAS et al., 2010).

2.2 Nematoide de Cisto da Soja

O Nematoide de Cisto da Soja (Heterodera glycines), se destaca entre os principais
patdgenos da cultura da soja, em fungdo do alto nivel de dano que provoca, por sua vasta
disseminacdo e pela ampla variabilidade genética que possui. Ha relatos de que na regido
Central do Brasil, em situacdes de alta densidade populacional, este patégeno ja chegou a
ocasionar perdas de 100%. Porém, os niveis de dano sdo variaveis, e estdo ligados a diversos
fatores, tais como: nivel de in6culo inicial, fertilidade do solo, adoc¢do ou ndo de préticas de
controle, rotacdo de cultura e o emprego de cultivares de soja resistentes (DIAS et al., 2009).

O ciclo de vida do H. glycines é variavel, pois é dependente de uma série de fatores,
tais como a presenca de exsudatos radiculares, temperatura, umidade e aera¢do. No Brasil, em
condicBes de temperatura média do solo em 28,7°C, o ciclo se conclui em 29 dias, 0 que
possibilita com que ocorram de 3 a 4 geracdes do nematoide em uma safra de soja (CUNHA
et al, 2008).

Uma das principais caracteristicas desta espécie € a capacidade de formar cisto, que é
0 corpo da fémea morta, contendo no seu interior até 500 ovos, sendo muito resistente as
adversidades do ambiente, constituindo assim uma estrutura de resisténcia que protege 0s
ovos (TAYLOR, 1971). No interior do cisto, os ovos passam por embriogénese, formando
juvenis de primeiro estadio (J1), e estas passam por uma ecdise ainda dentro do ovo, se
tornando um juvenil de segundo estadio, que em seguida eclode e migra para o solo, onde
através de sinalizagdes quimicas se move em direcdo das raizes de plantas hospedeiras para
infecta-las. Ao penetrar as raizes, o J2, promove algumas modificagbes em um grupo de
células que circundam o local de penetracdo, e assim estabelece um sitio de alimentacéo, que
também é chamado de sincito (ARAUJO, 2013).

O J2 segue se alimentando da planta e dos seus fotossintatos, e seu desenvolvimento
passa por mais trés ecdises, até se tornar adulto, macho ou fémea. (SCHMITT; BARKER,
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1985; TAYLOR, 1971). As fémeas aumentam de volume, apresentando um formato
semelhante ao de limdo ‘Taiti’, com cor branca-amarelada, e continuam aderidas a raiz, com
uma parte do corpo no interior da planta e parte do lado de fora permanecem fixadas a raiz,
com o corpo do lado de fora e a parte anterior internamente nos tecidos radiculares. Ja os
machos, ndo apresentam este formato volumoso, s&o alongados, migram para o solo,
fecundam as fémeas e depois morrem (TAYLOR, 1971).

As fémeas produzem uma matriz gelatinosa que é expelida pelo anus, na qual
depositam cerca de um terco dos seus ovos, e retém o restante no interior de seu corpo. Apds
a morte o corpo da fémea da origem ao cisto, de coloragcdo marrom escura e muito resistente a
deterioracdo e a dessecacdo (SCHMITT; NOEL, 1984; TAYLOR, 1971).

O cisto protege 0s ovos, que conseguem sobreviver por até oito anos sem a presenca
de plantas hospedeiras, fato este que contribui para tornar praticamente impossivel a
erradicacdo deste patdgeno nas areas infestadas. (MOORE et al., 1984). O cisto além de
resistente é tambeém muito leve, o que faz com que sua disseminagdo seja muito fécil,
podendo ser alastrado pelo vento, agua, de chuva ou de irrigagdo, maquinas agricolas, torrdes
(misturados as sementes), animais, e até mesmo através de solo incrustado em calcados
(MOORE et al., 1984; RIGGS; SCHMITT, 1989).

O H. glycines apresenta elevada variabilidade genética, e para fazer a diferenciacéo
dos isolados, convencionou-se a caracterizacdo destes em racas, com base na capacidade de
cada populacdo em se reproduzir sobre uma série de cultivares diferenciadoras. Para tanto, se
avalia a reproducdo relativa ao padrdo de suscetibilidade, que é a cultivar Lee, assim, se
calcula um indice de fémeas (IF%), que é feito da seguinte forma:

IF%= (numero de fémeas na diferenciadora/numero de fémeas na Lee) x 100.

Se a diferenciadora apresentar 1F<10%, é considerada resistente (-), e se 1IF>10%, é
entdo considerada suscetivel (+). Assim, foi desenvolvido um esquema que permitiu a
caracterizacdo de 16 racas (Quadro 1), em que ha quatro racas (11, 12, 13 e 16) que sdo
hipoteticas, por conta que a cultivar Pickett é derivada de Peking, e ndo herdou toda sua
resisténcia (RIGGS; SCHMITT, 1988).

Apos a classificacdo ter sido proposta por Riggs e Schmitt (1988), ao incluir nos testes
de racas duas cultivares resistentes Hartwig e P1437654, pesquisadores da Embrapa Soja
detectaram duas racas que s@o capazes de vencer a resisténcia de Hartwig (Quadro 2). Uma
destas racas tinha comportamento semelhante a raca 4 e a outra semelhante a raga 14, por isso
foram denominadas, respectivamente, 4+ e 14+ (DIAS et al.,1998).
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Quadro 1. Reacédo das linhagens de soja diferenciadoras de ragas de Heterodera glycines,
como proposto por Riggs e Schmitt, 1988.

Raca Pickett Peking P188788 P190763 P1437654
1 - - + - -
2 + + + - -
3 - - - - -
4 + + + + -
5 + - + - -
6 + - - - -
7 - - + + -
8 - - - + -
9 + + - - -
10 + - - + -
11 - ¥ + - -
12 - + - + -
13 - + - - -
14 + + - + -
15 + - + + -
16 - + + + -

+ = n° de fémeas e cistos é igual a 10% ou mais, do que o nimero observado em Lee. (Suscetivel)
- = n° de fémeas e cistos &€ menor que 10% do ndmero observado em Lee. (Resistente)
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Quadro 2. Reacdo das linhagens de soja diferenciadoras de ragas de Heterodera glycines,

como proposto por Dias et al.,1998.

Raca | Pickett Peking P188788 P190763 Hartwig P1437654
1 - - + - - -
2 + + + - - -
3 - - - - - -
4 + + + + - -
4+ + + + + + -
5 + - + - - -
6 + - - - - -
7 - - + + - -
8 - - - - - -
9 + + - - - -
10 + - - + - -
11 - + + - - -
12 - + - + - -
13 - + - - - -
14 + + - + - -
14+ + + - + + -
15 + - + + - -
16 - + + + - -

+ = n° de fémeas e cistos € igual a 10% ou mais, do que o nimero observado em Lee. (Suscetivel)

- = n° de fémeas e cistos € menor que 10% do ndmero observado em Lee. (Resistente)

Até o momento, ndo ha relatos da presenca de populacbes de ragas 7, 8 e 15 no

territorio brasileiro (PINHEIRO et al., 2021). As ragas 11, 12, 13 e 16 sdo hipotéticas, ndo

havendo de fato sua ocorréncia, e um tanto quanto ildgicas, tendo em vista que para existirem,

deveria haver populagdes que reproduzem em Peking, mas ndo em Pickett. Sabendo-se que

Pickett foi selecionada de um cruzamento de Peking, a ocorréncia desta situacdo é muito

improvavel (NIBLACK, 1992).

Em 2.002, um grupo composto pelos principais nematologistas e melhoristas dos

EUA, se manifestaram contrarios a classificacdo da diversidade genética de H. glycines em

racas, especialmente por acreditarem que ndo é abrangente o suficiente, e também por

acreditarem que o termo raca ndo é condizente, visto que a diferenciacdo € feita em
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hospedeiros de mesma espécie, variando apenas a linhagem. E propuseram outro modelo, que
é amplamente empregado no pais, 0 HG Type, no qual se retirou a diferenciadora Pickett, e
incluiu-se outras quatro linhagens diferenciadoras, totalizando sete. Nesta classificacdo, a
populacdo recebe uma denominacdo como uma lista de nameros que corresponde as
diferenciadores em que a populacdo se reproduziu, atingindo um indice de fémeas superior a
10%, relativo ao padrao de suscetibilidade, que € a cultivar Lee (NIBLACK et al., 2002).

Exemplificando: “Essas linhas indicadoras sdao sempre listadas numa ordem fixa,
como segue: 1 (‘Peking’), 2 (PI 88788), 3 (PI 90763), 4 (PI 437654), 5 (PI 209332), 6 (PI
89772) e 7 (P1 548316). Para cada linha indicadora é calculado um indice de fémeas (IF) e a
mesma € taxada como resistente (-) ou suscetivel (+), conforme o valor de IF seja,
respectivamente, < 10 % ou > 10 %. Toda vez que a populacdo do NCS em estudo “quebrar”
a resisténcia de uma determinada linha indicadora, ela recebe o nimero da mesma. Por
exemplo, quando as sete linhas indicadoras sdo resistentes, a populagdo é classificada com
HG tipo 0 (zero). Ao contrério, se todas as linhas sdo suscetiveis, trata-se de HG tipo
1.2.3.4.5.6.7. Se apenas ‘Peking’ ¢ a PI 90763 sao suscetiveis, a populagdo € denominada HG
tipo 1.3 e assim por diante” (DIAS, et al.,2009).

Contudo deve se deixar claro, que para as condigdes brasileiras a classificacdo de
DIAS, (1998) é mais condizente pois permite a distingdo entre populagdes que possuem a
capacidade de quebrar a resisténcia da cultivar Hartwig, que sao as racas 4+ e 14+.

Deve-se evitar ao maximo a disseminacdo do H. glycines, buscando restringir as
diferentes formas de disseminacédo do patdégeno. Mas quando a area ja esta infestada a melhor
forma de manejar é através da associacdo da rotacdo de culturas com o uso de cultivares
resistentes (DIAS et al., 2009).

A obtencéo de cultivares com resisténcia ao NCS € ainda uma atividade que desafia os
melhoristas, devido & complexidade da base genética e da heranca que ndo estdo
completamente elucidadas. Existem mais de 30 QTLs (Quantitative Trait Loci) que controlam
tal resisténcia, contudo a maioria deles sdo tidos como QTLs de efeito menor (CONCIBIDO
et al., 2004). Por isso até dois alelos de resisténcia tém tido ampla utilizagdo nos programas de
melhoramento, visando o desenvolvimento de cultivares resistentes, sdo estes, Rhgl e Rhg4,
identificados em P1 88788 (Rhgl) e Peking (Rhgl / Rhg4), que se localizam nos cromossomos
18 e 8, respectivamente. (TRAN et al., 2019).

Em todo o mundo, verifica-se que o uso repetido da mesma fonte de resisténcia, ainda
que se rotacione a cultivar, especialmente no caso da fonte P188788, tém provocado alteragoes

nas populacdes de NCS, que tém se tornado adaptadas a esta fonte de resisténcia, e
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conseguindo se multiplicar em cultivares que até entdo eram resistentes (NIBLACK et al.,
2008). A ocorréncia de populacbes adaptadas a cultivares com resisténcia oriunda de
P188788, tem aumentado a cada ano, bem como o indice de fémeas destas populacGes
(MITCHUM, 2016).

Estudos citoldgicos mostram que os alelos de resisténcia Rhgl e Rhg4, tem modos de
acdo muito parecidos, atuando na degeneracao do sincito, e que diferem apenas nas organelas
celulares em que atuam. E as cultivares disponiveis no mercado se distinguem apenas na
questdo combinacdo de alelos, se hd a presenca dos dois ou de apenas um deles, e na
combinacdo do numero de copias de cada alelo. Sendo assim, a Unica forma de mudar a
conjuntura do crescente aumento de populacdo de nematoides resistentes, € a inclusdo de
novos genes de resisténcia nos programas de melhoramento, e que atuem em rotas
metabolicas diferentes das ja conhecidas (MITCHUM, 2016).

Para o desenvolvimento de cultivares resistentes, tém se aplicado o uso da selecéo
assistida por marcadores moleculares, buscando a introgressdo de alelos favoraveis, através de
retrocruzamentos. Esta ferramenta é muito importante, ainda mais quando se objetiva a
insercdo de dois ou mais genes, e/ou quando o fendtipo € de dificil determinacdo (LANZA et
al., 2000). Este recurso possibilita a eliminacdo antecipada dos bidtipos indesejados,
economizando recursos, tais como, méo de obra, espaco em casa de vegetacdo e insumos, e
permite uma diminuicdo no numero de linhagens a serem selecionadas (ABDELNOOR;
ALMEIDA, 1999).

2.3 Marcadores moleculares

Marcador molecular pode ser definido como fen6tipo molecular originado a partir de
um gene expresso, podendo ser, por exemplo, um seguimento especifico de DNA, ou
Isoenzimas. Podendo ou ndo ter conhecidas a sua sequéncia de nucleotideos e/ou sua funcéo.
Atualmente estdo disponiveis muitas técnicas de biologia molecular que possibilitam a
deteccdo de variabilidade genética, chegando a nivel de sequéncia de DNA, permitindo
identificar polimorfismo genético. Desta forma é possivel obter um ndmero ilimitado de
marcadores moleculares, abrangendo todo o genoma do organismo em estudo. Os marcadores
possuem uma grande diversidade de possiblidades de aplicacdes, nas quais se destacam o
estudo da genética e 0 seu uso como ferramenta no melhoramento genético de plantas.
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).
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Existem trés categorias principais de marcadores de DNAs marcadores de DNA séo
divididos em trés categorias principais: aqueles que se baseiam em hibridizacdo, os baseados
em PCR (Polymerase Chain Reaction) e os marcadores que sao baseados em sequenciamento.
Contudo, ha também uma outra caracteristica importante ao se classificar os diferentes tipos
de marcadores disponiveis, que é o tipo de heranca alélica, na qual sdo divididos em
Dominantes e Codominantes (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

Os marcadores dominantes sdo capazes apenas de detectar a presenca ou auséncia de
um alelo especifico, ndo identificando se o individuo é heterozigoto ou homozigoto. J& 0s
marcadores codominantes possuem essa capacidade de separar individuos quanto a
homozigose ou heterozigose. Dependendo do objetivo que se deseja alcancar, esta capacidade
se faz muito importante, por exemplo, o caso de testes de paternidades, nos quais ndo podem
ser aplicados o uso de marcadores dominantes. (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

Os marcadores genéticos que se baseiam em hibridizacdo sdo fundamentados na
propriedade de pareamento de bases complementares. Este sistema permitiu a elaboracéo de
metodologias que empregam pequenos fragmentos de DNA como sondas para mostrar
polimorfismos apenas nas sequéncias correspondentes a esta sonda. Um marcador genético
que derivou desta perspectiva é a técnica de RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) que foi o primeiro marcador baseado em DNA desenvolvido (BOTSTEIN et
al., 1980).

O polimorfismo deste marcador se baseia nos diferentes tamanhos de fragmentos que
sdo gerados por enzimas de restricdo. Este marcador € informativo e tem a capacidade de
distinguir gendtipos individuais, especialmente devido ao fato de ser codominante e
identificar um locus especifico. (GEBHARDT et al., 1989). Todavia, este marcador possui
algumas limitagcbes, como a demanda de grandes quantidades de DNA, o fato de que
individuos da mesma espécie podem apresentar os mesmos alelos, o uso de radioatividade ou
outras técnicas de coloracdo e além de ser uma técnica que requer trabalho intenso e tempo
consideravel para execucdo. Desta forma, estes fatores, fizeram com que em muitos casos,
este marcador fosse substituido por outros. Embora a utilizacdo desta técnica tenha diminuido
muito, esta serviu de base para avancos, gerando outros marcadores como 0s CAPS (Cleaved
Amplified Polymorphic Sequences), que também sdo conhecidos como marcadores PCR-
RFLP, utilizados para deteccdo réapida de polimorfismos em sequéncias conhecidas
(CHAMBERS et al., 2014). Com o surgimento da PCR, foram desenvolvidas varias técnicas
para analises de marcadores de DNA, possibilitando a amplificacdo de uma grande quantidade

de uma sequéncia especifica de DNA, sem necessitar de clonagem, e iniciando a partir de
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apenas algumas moléculas da sequéncia de interesse, configurando assim uma vantagem
muito significativa em relacdo aos marcadores baseados em hibridizag&o. Entre os marcadores
baseados em PCR, podemos citar: RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA), SSR
(Simple Sequence Repeats) e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
(TURCHETTO-ZOLET etal., 2017).

Os Marcadores RAPD foram os primeiros desenvolvidos com baseados em PCR.
Nesta técnica € utilizado um primer de geralmente 10 bases de uma sequéncia arbitraria, e
amplificacdo acontece quando o sitio do primers esta presente no DNA alvo em orientacao
oposta. A partir da variacdo da sequéncia nos locais de anelamento do primer sdo gerados 0s
polimorfismos RAPD. Esta técnica ndo é radioativa, requer uma pequena quantidade de DNA,
podendo ser realizada em poucas horas, e com grande nimero de marcas obtidas ao longo do
genoma.

Entretanto, existem muitos fatores limitantes no uso deste marcador, como o
aparecimento de bandas ndo parentais na progénie, 0 que inviabiliza sua utilizacdo em
mapeamentos molecular; o fato deste marcador se comportar como dominante e por possuir
baixa reprodutibilidade, que é associada a baixa temperatura de anelamento, esta por sua vez
resulta em baixa especificidade e também pelo fato de ser influenciado pelas diferengas entre
reagentes e qualidade do DNA extraido. (SCHIERWATER; ENDER, 1993; SKROCH,;
NIENHUIS, 1995).

Os marcadores AFLP sdo oriundos da combinacdo entre as técnicas utilizadas nos
marcadores tipo RFLP e RAPD, em que enzimas de restricdo e amplificacdo por PCR sdo as
bases da técnica. AFLP se fundamenta na amplificacdo seletiva por PCR de fragmentos de
restricdo gerados por enzimas de restricdo especificas e ligados a adaptadores
oligonucleotidicos (VOS et al., 1995). Assim como no RAPD, as marcas de AFLP. Também
estdo distribuidas ao longo do genoma e, por isso, podem ser empregadas no desenvolvimento
de mapas de ligagcdo genética, e ainda apresentam uma maior reprodutibilidade que os
RAPDs, 0 que os torna mais confiaveis. Em contrapartida, possuem uma heranca dominante,
sendo genotipados pela presenca ou auséncia das bandas, e é considerada relativamente cara,
requer intenso trabalho e conhecimento técnico (SAVELKOUL et al., 1999).

Microssatélites, também chamados de Simple Sequence Repeats (SSR), sdo repeticdes
de 1 a 6 nucleotideos que podem ser classificados de acordo com seu tamanho e o tipo de
unidade de repeticdo. O nimero de unidades de repeticdo costuma variar entre genotipos, e
isto faz com que os SSRs sejam considerados marcadores altamente polimorficos, sendo

adequados para diversos tipos de aplicacdes genéticas.
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Geralmente, as sequéncias de DNA que se combinam com as unidades de repeti¢do de
SSR sdo conservadas entre individuos de uma mesma espécie, 0 que permite a projecdo de
primers especificos para essas sequéncias. Desta forma, através da PCR € possivel amplificar
um determinado loci e identificar os polimorfismos individuais relacionados ao nimero de
repeti¢des do SSR para aquele individuo. Portanto, cada loci de SSR tem grande contetdo
informativo, pois é multialélico, e é codominante. Ainda que tenha muitas vantagens, este
método apresenta uma limitacdo muito relevante, que & a necessidade do isolamento e
desenvolvimento de primers especificos para cada espécie. (BUTLER et al., 2004).

Com o avango das técnicas de sequenciamento de genomas, foi viabilizado o
desenvolvimento de novas modalidades de marcadores, como é o caso do Polimorfismo de
nucleotideo unico (SNPs) que possuem diferencas em uma Unica posi¢do no genoma, e em
um Unico nucleotideo, seja por substituicdo, dele¢do ou insercdo. A maioria dos SNPs ocorre
em regides ndo codantes do genoma, e tem como principal vantagem o seu elevado potencial
para uma analise automatizada de alto rendimento a custo moderado, o que possibilitou nos
ultimos anos a descoberta de grande nimero de SNPs revolucionando projetos de associacao
gendémica (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

As principais vantagens deste método sdo: a baixa taxa de mutacéo; alta abundéncia de
marcas (a maior entre todos 0s marcadores); grande quantidade de abordagens analiticas; e a
facil comparacdo entre estudos. E como limitacdo apresenta grande heterogeneidade entre
sitios e baixo contetdo informativo para um unico SNP. (KAHL et al., 2005; KIM et al.,
2014; NIELSEN et al., 2011; PERKEL, 2008).

Todos os marcadores possuem vantagens e limitagdes, que devem ser analisadas e
ponderadas ao se fazer a escolha do marcador a ser utilizado em um programa de
melhoramento, devendo se levar em conta primeiramente as caracteristicas bioldgicas que
serdo investigadas, por exemplo, a complexidade do genoma do organismo alvo; em seguida
deve-se verificar a disponibilidade de material biologico, ou seja, a quantidade de DNA que
se consegue extrair; e a disponibilidade de recursos financeiros e de estrutura; além de
questdes ligadas ao tempo e quantidade de pessoas que cada método demanda.
(TURCHETTO- ZOLET etal., 2017).

No melhoramento convencional, a selecdo de genotipos com caracteristicas de
interesse se baseia na coleta de informacgbes fenotipicas dos individuos, que podem ser
altamente influenciadas pelo ambiente e além disso, podem possuir baixa herdabilidade. Por
isso h& a necessidade de incorporagdo de procedimentos complementares ao processo, como é

0 caso da aplicacdo dos marcadores moleculares. Estes tém a vantagem de ndo sofrerem
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influéncias ambientais e possuirem heranga mendeliana. O uso das informac6es obtidas dos
marcadores de DNA na selecdo de plantas € comumente chamado de selecdo assistida por
marcadores moleculares (SAM) e tem proporcionado ganhos significativos em programas de
melhoramento.

A SAM tem como premissa basica a integracdo entre a genética molecular e a selecéo
fenotipica, que proporciona com que se faca a busca de alelos desejaveis indiretamente
utilizando marcadores ligados. A eficiéncia do processo esta muito ligada a proximidade
fisica que a marca possui em relacdo ao gene que expressa a caracteristica em questdo. Uma
das principais aplicacbes da SAM ¢é a selecdo de alelos de resisténcia a doencas para
desenvolver cultivares, efetuando assim, uma selecéo indireta (CAVALCANTI, 2012).

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencéao das populacdes segregantes

Para obtencdo das populacdes segregantes foram realizados os cruzamentos manuais
utilizando os genitores:

1) NEO 750 (resistente)

2) VORAZ (suscetivel)

3) GDM 191445 (resistente)

4) GDM181209 (suscetivel)

Os cruzamentos foram realizados na estacdo de Cria da empresa GDM Genética em
Porto Nacional, Tocantins. As geracdes F1 e F2 resultantes destes cruzamentos foram obtidas
a campo ainda na estacdo de Cria. As plantas F2 foram colhidas individualmente para
obtengdo das progénies F2:3. As plantas F2:3 foram cultivadas em casa de vegetacdo para
coleta de amostras foliares para genotipagem e avaliacdes fenotipicas, nas quais foram
analisadas a reacdo genética de cada gendtipo ao nematdide Heterodera glycines raga 6,

conforme sera descrito adiante.

3.2 Coleta das amostras e extracdo de DNA

Discos foliares de cada planta F3 foram coletados individualmente para extragédo do
DNA. A coleta foi conduzida nas folhas do Gltimo trifolio expandido no estadio vegetativo
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V3. A extracdo do DNA foi realizada utilizando o kit Kleargene (LGC Genomics), conforme
recomendacfes do fabricante, no laboratorio de biotecnologia da GDM, visando a
genotipagem de SNPs via ensaios KASP e target GBS.

Neste processo, as amostras coletadas foram acondicionadas em pocos das placas, que
compde o Kit, e em cada poco foi adicionado uma pequena esfera metalica para maceracéo, e
agitadas em “paintshaker” por seis minutos para macerar. Em seguida foram adicionados dois
Buffers L1 e C1, houve agitacdo, e as amostras foram incubadas por 10 minutos a 55°C, e
depois centrifugadas a 3.000 rpm por dois minutos, concluindo assim a etapa de quebra de
parede celular.

Na sequéncia se utiliza uma placa filtro em que 100 pL do lisado, obtido na etapa
anterior, foi transferido para cada poc¢o individual desta nova placa, e foram incubados em
temperatura ambiente por dois minutos, e depois passou por duas etapas de lavagem com
buffers especificos, e uma terceira lavagem com etanol, sendo realizada uma centrifugacéo a
.3000 rpm por dois minutos em cada uma dessas etapas.

Por fim for realizada uma etapa de secagem e elui¢cdo, em que a placa filtro foi
incubada por 10 minutos a 55°C, em seguida foi adicionado o buffer E1, uma nova incubacéo

por cinco minutos a 55°C, e centrifugagédo a 3.000 rpm por dois minutos.

3.3 Avaliacao de Heterodera glycines nas plantas F3

O solo que foi utilizado no ensaio de fenotipagem teve o seu preparo iniciado cerca de
90 dias antes da semeadura. Foi coletado na estacdo de pesquisa da GDM em Cambé-Parana,
foi destorroado, peneirado, e recebeu adicdo de areia até atingir a propor¢do de 75% de areia.
Depois foi esterilizado em autoclave com temperatura de 120°C por duas horas, e apos este
processo permaneceu em repouso por 30 dias, e na sequéncia foi amostrado para analise
quimica, e com base nos resultados obtidos foi devidamente corrigido, com adicdo de
calcario, superfosfato simples, e cloreto de potassio, e permaneceu em repouso por mais 40
dias.

As sementes das progénies avaliadas foram semeadas em tubetes com volume
aproximado de 290 cm3, em casa de vegetacdo, em delineamento de blocos aumentados, com
temperatura de 28 a 30°C, umidade do solo proxima a 70% da capacidade de campo e
fotoperiodo por volta de 14 horas de luz, condi¢fes estas mantidas durante todo o periodo do

ensaio.
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A inoculacdo ocorreu aos sete dias apds a semeadura, utilizando inéculo puro de
Heterodera glycines raca 6 obtido da colecdo de nematoides da GDM, com confirmagéo da
raca utilizada através de cultivares diferenciadoras conforme descrito por DIAS et al. (1998).
Neste procedimento foi realizado um furo no solo, proximo ao colo das plantas, com auxilio
de um bastdo, com profundidade aproximada de dois centimetros (cm), e didmetro de um cm,
e dentro deste furo foi aplicado com pipeta quatro mililitros (mL) de suspensdo contendo
cerca de 4.000 ovos + J2 de H. glycines raca 6, e em seguida o orificio foi fechado.

Transcorrido o periodo de 30 dias ap6s a inoculacdo, ocorreu a avaliacdo, em que se
descartou a parte aérea das plantas, e as raizes foram cuidadosamente separadas do solo, de
forma manual, acondicionadas individualmente em sacos plésticos e levadas ao laboratério
para extracdo das fémeas. Este processo consistiu na tripla lavagem das raizes em agua
corrente com esfregacdo manual, sobre um becker de 2 litros, e na sequéncia todo conteido
foi vertido em um conjunto de duas peneiras acopladas com granulometrias de 25 e 60 mesh.
As fémeas ficam retidas na peneira mais fina, e foram recolhidas e posteriormente
quantificadas em microscopio estereoscopico, com até 40x de aumento.

A classificacdo dos genotipos antes da modelagem estatistica foi realizada pelo critério
de indice de fémeas (IF), de acordo com o estabelecido por Schimitt; Shannon (1992), que é
calculado da seguinte forma: 1IF%= (nimero de fémeas na diferenciadora/nimero de fémeas
na Lee) x 100 sendo os gendtipos classificados como resistentes (IF) = menor ou igual 10%,
Moderadamente Resistente (IF) = de 10,1% a 30% e suscetivel (IF) = acima de 30%.

3.4 Selecéo de SNPS polimorficos

Para definir a regido fisica de interesse para a selecdo dos polimorfismos, 0s mapas
genéticos do locus Rhg5 disponiveis na literatura foram integrados ao mapa fisico, conforme
quadro 3. Os marcadores SSR flanqueando as regides de interesse de acordo com cada
mapeamento, foram utilizados para definir a regido alvo. A regido de interesse foi comparada
entre os parentais de cada cruzamento e os SNPs polimorficos identificados com base em
dados internos de genotipagem da empresa GDM utilizando a tecnologia de genotipagem por
sequenciamento (GBS).
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Quadro 3. Mapas genéticos do gene Rhg5 disponiveis na literatura, candidatos a integracao

com mapa fisico.

Aigo |Raga| QITL Intervalo | IniciodoQTL | FimdoQTL |Genomabase paragene | Cromossomo | Marcador
CO?;';P“= % W0 | T Giyma 20 1
gt | 3 | gy | S | M| 6 Gyma 20 5 ol
S | e | 33100 Gyma 20
SaE) | N6 | e Gyma 20
Chang 2001 ) 14 OSVd < om ™ T samtengr | 3190 Gma20 f Sat 24t
WK | B | SONGaT| soTIS624650 | SOTB0f | 30780 ing2a 1 W1

Para cada regido génica foi utilizado um intervalo para selecdo dos SNPs que ficou em
torno de dois Mb, sendo um Mb de cada lado da possivel regido onde o gene esté localizado.
Apos a escolha dos SNPs, as sequéncias que flanqueiam os marcadores (aproximadamente
100 pares de bases para cada lado do SNPs) foram obtidas. Consequentemente, apos a
finalizacdo deste processo, as sequéncias foram encaminhadas para a empresa LGC Genomics
para a sintese dos primers.

Visando estreitar a regido entre o gene e 0os marcadores, uma outra estratégia adotada
foi a analise de um banco de dados da GDM, composto por 160 gendtipos com reacdes
conhecidas para Heterodera glycines raca 6 que foram previamente sequenciados com
SoyChip 50k (Song et al, 2013), e que possuiam a genotipagem para marcador interno da
GDM para o gene Rhgl, que é conhecido por agregar resisténcia a algumas racas de NCS.

De posse dessas informacges, selecionou-se um grupo de genotipos Rhgl positivo e
suscetivel a SCN raca 6, e outros Rhgl positivo e resistente a raca 6. Foram analisadas as
diferencas moleculares entre esses grupos, nas regides obtidas na literatura, e com isso foram
desenhados seis pares de primers visando amplificar regiGes candidatas a se correlacionar

com o fendtipo avaliado, conforme quadro quatro.

Quadro 4. Primers candidatos a amplificar regides associadas a resisténcia a Heterodera

glycines raca 6.

Primer 1 Rhg5-s5715624601
Primer 2 Rhg5-55715624607
Primer 3 Rhg5-55715624540
Primer 4 Rhg5-55715624523
Primer 5 Rhg5-55715623941
Primer 6 Rhg5-55715623940
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A genotipagem foi conduzida via metodologia target-GBS pela empresa Agriplex
(US), que conduz o sequenciamento de amplicons utilizando sequenciamento de nova
geracdo. As reacdes foram conduzidas, conforme recomendacbes do fabricante, em um
volume final de 5 uL, sendo compostas mix de reacdo 1x, dois primers forward e um primer
reverso na concentracao final de 0,2 uM cada um, 0,4 u/ul de Taq Polimerase e 2,5 ng/ul de
DNA de cada amostra. As reagdes de amplificagdo consistiram em 43 ciclos, onde 0s mesmos
sdo: 9 ciclos de desnaturacdo a 95° C por 5's, 61° C por 1 min e 72° C por 30 s; 34 ciclos de
94° C por 30 s, 57° C por 1 min e 72° C por 30s, além de uma etapa final de 72° C por 1
minuto. As amplificacdes e leitura foram conduzidas nos equipamentos da LGC e ap0s a
leitura os polimorfismos presentes em cada amostra foram identificados pelo KRAKEN

Software.

3.5 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido sob o delineamento em blocos aumentados (FEDERER,;
RAGHAVARAOQ, 1975), em que as testemunhas comuns tiveram cinco repeticbes de uma
planta, enquanto os tratamentos regulares apresentaram apenas uma repeticdo, constituida por
uma planta F2:3.

Foram avaliados 12 tratamentos comuns, constituidos pelos quatro parentais das
populacdes e pelas cultivares padrdes de resisténcia e suscetibilidade a H. glycines raca 6,
além de 3.880 tratamentos regulares para todas as populacgdes, totalizando 3.892 tratamentos,

conforme descrito na Tabela 1.



Tabela 1. Descri¢do dos tratamentos avaliados no experimento.

TRATAMENTOS COMUNS

Tipo ID

Py,
)

P

Trat

GDM181209
GDM191445
NEO750
VORAZ

Parental

-

PEKING

P188788

P190763
HARTWIG (Pl 543795)

Padrdo de resisténcia

PICKETT
LEE (P1 548656)
POTENCIA
BRS VALIOSA

Padrao de susceptibilidade

U1 01 01 0101 O1 O1 01|01 O1 O1 O1

e

TRATAMENTOS REGULARES

Populagdo 1 VORAZXNEQO750
Populacédo 2 VORAZxGDM191445
Populacéo 3 GDM18I209xNEO750
Populacgéo 4 GDM181209xGDM191445

e

1050
935
520

1375

TOTAL

3892

NUmero de repeticdes (N Rep); Numero de tratamentos (N Trat).

3.6 Andlise estatistica

3.6.1Dados fenotipicos
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Inicialmente, a funcdo de densidade de probabilidade (FDP) adequada aos dados foi

verificada pela anélise grafica pelo método de densidade de Kernel. De posse da simetria do

gréfico, a FDP de Poisson foi a que melhor se aproximou, sendo entdo realizada a

comparagdo com a simetria esperada, adotando como parametro para lambda, a média dos

dados. Um modelo linear generalizado misto (MLGM) foi ajustado para a anélise dos dados,

conforme descrito abaixo, em que a familia de densidade de probabilidade adotada foi a

Poisson e a funcédo de ativacdo sendo a logaritmica para manter uma relagdo exponencial entre

0 modelo e o intercepto (BOLKER et al., 2009).

O modelo linear misto utilizado de acordo com o delineamento experimental foi:

Yij = U+ G + e
em que:
y;. variavel resposta para o geno6tipo i repetido k vezes;
u: constante associada a todas as observacdes;

G;: efeito do genotipo i, assumido como aleatorio;
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e;. efeito do erro associado a observagdo do gendtipo i no bloco j, assumido como

aleatorio.

O modelo que define sua extensdo do modelo um para MLGM pode ser descrito como
(PIEPHO, 2019):
n=u+G;+ ey
em que:

n: € o predito linear do modelo.

O vetor de observagdes y;; possui a seguinte expectativa relacionada a FDP Poisson:
Em=p=g"m
em que:

g~ 1(n): funcdo de ligacdo inversa entre a expectativa de y ao preditor 7.

De posse dos resultados dos modelos, foram entdo preditos os BLUPs (Best Linear
Unbiased Predictions) para MLGM e o0s gen6tipos ranqueados conforme o idedtipo da
caracteristica avaliada.

A classificacdo dos gendtipos apds a modelagem estatistica foi realizada com base no
tratamento controle LEE (Pl 548656), sendo classificados como resistentes (R) aqueles que
apresentaram um valor genotipico predito de até 10% do valor genotipico predito para LEE
(P1 548656), moderadamente resistente (MR) com valor genotipico predito entre 10 e 30% do
valor de LEE (PI 548656) e suscetiveis (S) para valores genotipicos preditos acima de 30% do

valor genotipico predito para LEE (Pl 548656)

3.6.2Dados Genotipicos

Os resultados obtidos pela genotipagem foram plotados em um diagrama de Sankey
(KENNEDY; SANKEY, 1898) para a compreensao da relacéo entre o fenotipo e as possiveis

formas do polimorfismo identificado pelos SNPs escolhidos.
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3.7 Aspectos computacionais

O software R (R Core Team, 2020) versdo 4.1.3 foi utilizado para o tratamento dos
dados e para o ajuste dos modelos utilizados. Utilizou-se o pacote Ime4 (BATES et al., 2015)
para o0 ajuste do modelo linear generalizado misto. As ferramentas disponiveis no pacote
Tydiverse (WICKHAM et al., 2019) foram utilizadas para a manipulacdo dos dados e para a

elaboracdo dos graficos apresentados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

No ensaio de fenotipagem foram avaliadas 3920 plantas, dentre as quais 40 eram
linhagens com reacbes fenotipicas ao SCN raca 6 conhecidas, sendo utilizadas como
testemunhas, e outras 3880 plantas, progénies F3, das quatro populagdes em estudo.

Os dados de contagem de fémeas de SCN raca 6, ndo apresentaram distribuicéo
normal e por isso adotou-se com curva de distribuicdo de Poisson. A fim de discriminar os
erros associados aos dados, sendo eles de carater ambiental, ou ligado ao processo extragéo,
contagem, adotou-se um Modelo linear generalizado misto associado a distribuicdo de
Poisson com funcdo ativadora logaritmica, e com isto determinou-se o valor genotipico de
cada individuo, que foi utilizado para submeté-los a separacdo por classes fenotipicas, de
forma ajustada, excluindo-se os erros associados estimados. Na figura 1, temos a distribuicédo

dos dados de contagem.

Figura 1. Histograma de frequéncia de individuos em fungdo do nimero de fémeas de

Heterodera glycines raca 6.
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Ao se considerar a hipotese de que a resisténcia ao SCN raca 6 seja condicionada por

um gene, com dois alelos e dominancia completa, e a geracdo em que as plantas foram
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avaliadas, com base na heranca mendeliana, hd& uma frequéncia esperada de classes
fenotipicas, que para este caso ¢ de % de individuos com fendtipo resistente e % de individuos
com fendtipo suscetivel, e uma hipdtese HO de que as diferencas entre a frequéncia esperada e
a frequéncia observada sejam devido ao acaso. Assim, procedeu o teste o teste de Qui-
quadrado, para os parentais, testemunhas resistentes, testemunhas suscetiveis e para cada

populacéo em separado (Tabela 2)

Tabela 2. Teste de Qui-quadrado para parentais, testemunhas e populaces.

Populacao QQ-Calculado QQ-Tabelado Conclusao
BRS VALIOSA 0 6,63 Aceita a hipotese HO
GDM18I1209 1 6,63 Aceita a hipotese HO
GDM191445 0 6,63 Aceita a hipotese HO
HARTWIG (Pl 543795) 0 6,63 Aceita a hip6tese HO
LEE (P 548656) 0 6,63 Aceita a hipotese HO
NEO750 0 6,63 Aceita a hipotese HO
PEKING 0 6,63 Aceita a hipotese HO
P188788 0 6,63 Aceita a hipotese HO
P190763 0 6,63 Aceita a hipotese HO
PICKETT 0 6,63 Aceita a hipotese HO
POTENCIA 0 6,63 Aceita a hipotese HO
VORAZ 1 6,63 Aceita a hipotese HO
GDM181209xGDM191445 159,02 6,63 Rejeita a hipdtese HO
GDM18I209xNEO750 5,55 6,63 Aceita a hipotese HO
VORAZxGDM191445 150,12 6,63 Rejeita a hipdtese HO
VORAZXNEQO750 32,73 6,63 Rejeita a hipdtese HO

Pode-se observar que para os Parentais e Testemunhas, a conclusdo do teste é a
aceitacdo da hipotese HO, o que permite inferir que os desvios observados sdo devidos ao
acaso com 99% de probabilidade.

Para as populagcdes GDM18I1209xGDM191445, VORAZxGDM191445 e
VORAZXNEOQ750, houve a rejeicdo da hipotese HO, assumindo-se que as diferencas entre as
frequéncias esperada e observada ndo se deram devido ao acaso. Algumas razdes para este
fato podem ser aventadas. A primeira, refere-se ao fato de que os genitores ndo séo puros e
contrastantes para o carater em estudo. A segunda hipdtese pode estar relacionada a estratégia
de fenotipagem utilizada (ALZATE-MARIN et al., 2005).

Por seu turno, para a populacdo GDM18I209xNEO750, aceita-se a hipdtese de
nulidade (Tabela 2). Isto é, pode-se inferir que 0s genitores sdo divergentes entre si e também
que um modelo de um gene com dois alelos pode ser utilizado para se explicar a segregacao
observada (BATISTA, 2012).
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Na figura 2, estdo plotadas as distribui¢des dos fenotipos na populagdo mencionada
anteriormente. Veja que, conforme esperado, uma maior propor¢do de plantas esta agrupada
nas classes (R e MR). Por meio dos valores genotipicos ajustados, pode-se observar as classes
fenotipicas, condicdo que corrobora para a proposicdo de que esta populacdo apresenta as
condi¢Bes necessarias para que seus dados fenotipicos sejam empregados no estudo de
associacéo entre fen6tipos e as marcas genotipicas (UNEDA TREVISOLI, 2018).

Figura 2. Distribuicdo dos fenétipos na populacdo GDM181209xNEO750.

GDMI18I209xNEO750

R MR S

Na figura trés um conjunto de diagramas de Sankey (KENNEDY; SANKEY, 1898),
em que a largura das setas € proporcional a taxa de fluxo, relacionando a ocorréncia dos

fenotipos com os nucleotideos observados na genotipagem para cada primer em separado.
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Figura 3. Relacdo fenétipo por nucleotideo, por primer para a populacdo
DM181209xNEO750.

Rhg5-ss715623940 Rhg5-ss715623941 Rhg5-55715624523
.
.

&

Rhg5-ss715624540 Rhg5-ss715624601 Rhg5-5s715624607
:

Classe Nucleotideo Classe Nuclcotideo Classe Nucleotideo

Esta evidente que para nenhuma das marcas utilizadas, para a populagcdo em que se
ajustou o modelo de segregacdo mendeliana, denota potencial de uso em selecdo assistida,
devido ao fato que ndo h& uma clara separagéo entre grupos com ligagéo direta entre fenétipo
e o nucleotideo. Por exemplo, em todos os seis primers, o fenotipo suscetivel esta associado a
um nucleotideo, que por sua vez também esta associado a um grande nimero de individuos

com fendtipo resistente, caracteristica esta que impossibilita a selecao.
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Algumas razdes podem ser utilizadas para se explicar este resultado. O primeiro, se
deve ao fato do nimero de plantas genotipadas em propor¢do das que foram fenotipadas. Na
referida populacdo, avaliou-se 520 plantas, contudo, apenas 59 destas foram genotipadas.
Como nao existe uma correlacdo perfeita entre a marca versus o fenétipo, pode existir um erro
amostral associado. Outro ponto que merece destaque, refere-se a fenotipagem. Sabe-se que
para obtencdo de marcas intimamente ligadas aos fenotipos, € mandatério que os dados
fenotipicos sejam o0s mais acurados possiveis. Como as avaliacbes sdo realizadas pela
contagem manual, pode existir grande proporcédo do erro experimental na expressao fenotipica
(GOULART, 2010). Bem como a efeitos ambientais relacionados conducéo do experimento
(ARAUJO, 2013).

Por exemplo, em Rhg5-ss715624523, os individuos suscetiveis estdo ligados ao
nucleotideo A:A juntamente com parte dos individuos resistentes, porém os nucleotideos G:G
e G:A, juntos estdo ligados a quase dois tercos dos individuos resistentes, e sem associacao
com individuos suscetiveis. Situacdo parecida também ocorre em Rhg5-ss71562460, em que
os nucleotideos A:A e A:G, que juntos estdo associados a quase dois ter¢os dos individuos
resistentes, sem que haja associacdo com individuos suscetiveis. Muito embora estas marcas
ndo sejam suficientemente eficientes para a discriminacdo de grupos com classes fenotipicas
diferentes, podem fornecer subsidios para que trabalhos futuros possam ser aprimorados e

novas pesquisas realizadas no intuito de se identificar novos marcadores moleculares.
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5 CONCLUSAO

Para as populacbes GDM18I1209xGDM191445, VORAZxGDM191445 e
VORAZXNEQ750, rejeita-se a hipdtese HO, assumindo-se que as diferencas entre as
frequéncias esperadas e observadas nas classes fenotipicas ndao sdo devido ao acaso.

Para a populacdo GDM18I209xNEO750, pode-se inferir que 0s genitores sdo
divergentes entre si e também que um modelo de um gene com dois alelos pode ser utilizado
para se explicar a segregacdo observada para o gene Rhg5 em nematoide de cisto em soja.

Nenhuma das marcas utilizadas, para a populacdo em que se ajustou 0 modelo de
segregacdo mendeliana, denota potencial de uso em selecdo assistida, devido ao fato que nao
h& uma clara separagdo entre grupos com ligacdo direta entre fen6tipo e o nucleotideo.
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