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RESUMO

A presenca de alguns patogenos tem afetado o potencial produtivo das lavouras de soja, como
é 0 caso do nematoide do cisto (Heterodera glycines). Embora existam diversas formas de
manejo para esse patdgeno, a utilizacdo de cultivares resistentes é a pratica mais efetiva. No
entanto, o controle genético da resisténcia, por ser uma caracteristica quantitativa, dificulta a
selecdo de novas cultivares, principalmente quando os alelos de resisténcia estdo associados a
caracteristicas indesejaveis. Sendo assim, objetivou-se a selecdo de gendtipos recombinantes
com ampla resisténcia ao nematoide do cisto da soja associado a coloracdo do tegumento
amarelo. O trabalho foi conduzido a partir da realizacdo de uma hibridagdo entre as linhagens
de soja “TMG4182” e “P1437654”. A populacdo foi conduzida pelo método de Bulk até a
geracdo Fs. As sementes da geracdo F4 foram entdo fenotipadas e genotipadas em quatro
experimentos, um para cada raca de interesse (2, 4, 4+ e 14+). Os experimentos foram
conduzidos na estagdo experimental da empresa GDM, localizada no municipio de Cambé -
Parana. O delineamento utilizado foi em blocos aumentados, com nove tratamentos controle
mais os tratamentos regulares, plantas da populagdo F4, com seis e uma repeticdo,
respectivamente. Cada parcela foi constituida por uma planta, distribuida individualmente em
tubetes. A inoculacdo foi realizada sete dias ap6s a semeadura com 4000 ovos e juvenis do
nematoide do cisto. O material para genotipagem foi coletado no estadio vegetativo V3.
Trinta dias apds a inoculacdo foi realizada a fenotipagem das raizes, para quantificacdo do
nimero de fémeas. ApoOs a contagem do numero de fémeas, foram estimados os indices de
fémeas. Os dados de contagem foram submetidos a uma andlise de variancia individual para
cada experimento. Apos analise individual foi realizada uma anélise conjunta, a partir de um
Linear Mixed Model - LMM. Os dados genotipicos foram apresentados por meio de graficos
de Sankey, juntamente com a reacdo dos tratamentos, com o objetivo de visualizar padrdes e
associacGes entre fendtipo e gendétipo. Todas as analises estatisticas foram realizadas
utilizando o ambiente R. Houve diferenca significativa (p<0,05) entre todos os tratamentos
regulares, para todos os experimentos. A partir dos graficos de Sankey, observa-se que para as
racas 2 e 4, existe um padréo entre os fen6tipos e as marcas genotipicas, ja para as ragas 4+ e
14+ nota-se uma reducdo nesses padrbes. A complexidade da resisténcia nas racas 4+ e 14+
pode estar associada a estes resultados, uma vez que a resisténcia nessas ragas € um somatorio
de fatores, como numero de cdpias de Rhgl e Rhg4 e contribuicdo de genes de efeitos
menores. Ante aos resultados, pode-se inferir que a utilizagcdo da P1437654 como genitor em
blocos de cruzamento possibilita a obtencdo de genotipos recombinantes associando
resisténcia ao nematoide do cisto e tegumento de coloracdo amarela. A utilizagcdo dos trés
marcadores ndo foi capaz de explicar a expressao fenotipica para a reacdo, devido a natureza
poligénica da resisténcia. Genotipagens mais amplas devem ser realizadas, para uma selecéo
assistida por marcadores mais eficiente.

Palavras-chave: Heterodera glycines; P1437654; Rhg4; marcadores moleculares.



ABSTRACT

The presence of certain pathogens has significantly affected the yield potential of soybean
crops, particularly the soybean cyst nematode (Heterodera glycines). Although various
management strategies are available to control this pathogen, the use of resistant cultivars
remains the most effective approach. However, the genetic control of resistance—being a
quantitative trait poses challenges for the selection of new cultivars, especially when
resistance alleles are linked to undesirable agronomic characteristics. Therefore, this study
aimed to select recombinant genotypes with broad resistance to soybean cyst nematode
combined with yellow seed coat coloration. The research was conducted by hybridizing two
soybean lines: "TMG4182" and "P1437654". The resulting population was advanced through
the Bulk method up to the F4 generation. Seeds from the F4 generation were phenotyped and
genotyped in four separate experiments, each corresponding to a specific nematode race of
interest (races 2, 4, 4+, and 14+). The experiments were carried out at the GDM experimental
station located in Cambé, Parana, Brazil. An augmented block design was employed,
consisting of nine control treatments and regular treatments (F4 plants), with six and one
replication(s), respectively. Each plot was composed of a single plant, individually placed in
seedling trays. Inoculation was performed seven days after sowing, using 4,000 eggs and
juveniles of the cyst nematode. Genotyping material was collected at the V3 vegetative stage.
Thirty days after inoculation, root phenotyping was conducted to quantify the number of
females. Following the female count, female index values were calculated. Individual analysis
of variance (ANOVA) was performed for each experiment. Subsequently, a joint analysis was
carried out using a Linear Mixed Model (LMM). Genotypic data were visualized through
Sankey diagrams, alongside phenotypic responses, to reveal patterns and associations between
genotypes and phenotypes. All statistical analyses were conducted in the R environment.
Significant differences (p < 0.05) were observed among all regular treatments across all
experiments. Sankey diagram analyses revealed clear patterns between phenotypes and
genotypic markers for races 2 and 4. However, reduced consistency in these patterns was
observed for races 4+ and 14+, suggesting a more complex resistance mechanism. This
complexity is likely associated with factors such as Rhgl and Rhg4 copy number variation
and the contribution of minor effect genes. Based on the results, it can be inferred that the use
of P1437654 as a parent in breeding programs enables the development of recombinant
genotypes that combine resistance to soybean cyst nematode with yellow seed coat coloration.
Nonetheless, the three molecular markers employed were insufficient to fully explain the
phenotypic variation in resistance, reflecting the polygenic nature of the trait. Broader
genotyping efforts are necessary to enhance the efficiency of marker-assisted selection.

Keywords: Heterodera glycines; P1437654; Rhg4; molecular markers.



Impactos sociais, tecnoldgicos, econdémicos e culturais

A soja destaca-se pela sua importancia significativa na agricultura brasileira. Representa a
cultura de maior importancia econdémica para o agronegocio brasileiro, estando presente em
produtos destinados diretamente a alimentacdo humana, bem como a alimentacdo animal.
Embora, sua importancia seja incontestavel a cultura é extremamente afetada por fatores
bidticos e abidticos. Dentre os fatores abioticos podemos destacar a incidéncia de patégenos,
como por exemplo, o nematoide do cisto da soja. A presenca deste em areas destinadas a
sojicultura ocasionam perdas de até 100%, gerando prejuizos significativos aos produtores. O
manejo deste nematoide deve ser realizado de forma integrada, utilizando técnicas como
rotacdo de culturas, sucessdo de culturas, uso de nematicidas biologicos e quimicos e a
utilizacdo de cultivares resistentes. A adocdo de cultivares resistentes tem sido a alternativa
mais eficiente para os produtores. Contudo, a grande variabilidade genética do patégeno
dificulta a obtencéo de cultivares resistentes a todas as racas presentes no territdrio brasileiro.
Desta forma, pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de novas cultivares resistentes ao
nemetoide do cisto é essencial para uma agricultura mais sustentavel. Nesse contexto,
genotipos com ampla resisténcia devem ser desenvolvidos e disponibilizados aos produtores.
A introducdo de novas fontes de resisténcia nos programas de melhoramento genético de soja
é essencial para garantir o desenvolvimento de gendtipos com diferentes mecanismos de
resisténcia. Entretanto, muitas vezes genes de resisténcia podem estar associados a
caracteristicas agrondémicas indesejadas, como por exemplo, a colora¢do do tegumento. Desta
forma, o objetivo deste estudo foi selecionar genotipos recombinantes com ampla resisténcia
ao nematoide do cisto da soja e tegumento de coloracdo amarelo. Os resultados obtidos neste
estudo evidenciam a possibilidade de obter genotipos resistentes oriundos de novas fontes de
resisténcia. Além disso, a utilizacdo de ferramentas como marcadores moleculares deve ser
aprimorada e inserida nos programas de melhoramento, 0 que resultarda em uma maior
agilidade e precisdo no desenvolvimento de novas linhagens de soja.



Social, Technological, Economic, and Cultural Impacts

Soybean holds a prominent position in Brazilian agriculture due to its substantial importance.
It represents the most economically significant crop for the country's agribusiness sector,
being utilized in products intended for both human consumption and animal feed. Despite its
indisputable relevance, soybean cultivation is highly susceptible to various biotic and abiotic
factors. Among the abiotic constraints, the incidence of pathogens is particularly critical, with
the soybean cyst nematode (SCN) standing out as a major concern. The presence of this
pathogen in soybean-growing areas can lead to yield losses of up to 100%, resulting in
significant economic damage to producers. Effective management of SCN requires an
integrated approach, including crop rotation, succession cropping, the application of both
biological and chemical nematicides, and the deployment of resistant cultivars. Among these
strategies, the use of resistant cultivars has emerged as the most effective solution for farmers.
However, the high genetic variability of the pathogen poses a major challenge to developing
cultivars that are resistant to all races present across the Brazilian territory. Therefore,
continuous research aimed at developing new soybean cultivars with resistance to SCN is
crucial for achieving more sustainable agricultural practices. In this context, genotypes with
broad-spectrum resistance must be developed and made accessible to growers. The
incorporation of novel sources of resistance into soybean breeding programs is essential to
ensure the development of genotypes with distinct resistance mechanisms. Nonetheless,
resistance genes are often linked to undesirable agronomic traits, such as seed coat color.
Hence, the objective of this study was to select recombinant genotypes with broad resistance
to the soybean cyst nematode and yellow seed coat color. The findings of this study
demonstrate the feasibility of obtaining resistant genotypes derived from novel resistance
sources. Furthermore, the refinement and integration of tools such as molecular markers into
breeding programs are crucial to enhancing speed and accuracy in the development of new
soybean lines.
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1 INTRODUCAO

Com a expansdo da sojicultura pelo Brasil aumentou-se os desafios relacionados a
incidéncia de pragas e doencas, como por exemplo o Heterodera glycines, um patégeno que
tem causado grandes perdas na sojicultura (Tylka e Christopher, 2021). O Heterodera
glycines, conhecido popularmente como nematoide do cisto da soja (NCS) é considerado um
dos principais fitonematoides da cultura da soja (Dhingra; Mendonca; Macedo, 2009). Ha
relatos de perdas na produtividade de até 100%, dependendo da concentragdo de indculo na
area, suscetibilidade da cultivar, fertilidade do solo e raca patogénica (Dias, 2009; Dhingra;
Mendonca; Macedo, 2009; Ferreira et al., 2019).

No Brasil, ja foram relatadas 11 ragas do NCS, descritas como, raga 1, 2, 3, 4, 4+, 5, 6,
9, 10, 14 e 14+, distribuidas por diversos estados brasileiros (Ferreira et al., 2019). Para um
manejo eficiente deste patdgeno deve-se realizar préaticas integradas, como a rotacdo e
sucessdo de culturas, utilizacdo de produtos quimicos (nematicidas), produtos bioldgicos e
emprego de cultivares resistentes (Meinhardt et al., 2021; Tian et al., 2023).

Embora a resisténcia genética seja a forma mais eficiente no controle do nematoide, a
alta variabilidade do patégeno dificulta a obtencdo de novas cultivares resistentes. Desta
forma, o controle genético da resisténcia tem sido estudado por diversos autores (Butler et al.,
2021; Lian et al., 2022; Tian et al., 2023; Torabi et al., 2023).

No que se tange o controle genético, foram relatados mais de 200 Quantitative Traits
Locus - QTLs, atuando na resisténcia ao NCS. Dentre estes, destacam-se os QTLs Rhgl e
Rhg4, localizados nos cromossomos 18 e 8, respectivamente (Tran et al., 2019). Entretanto, a
utilizacdo incessante de Rhgl, proveniente do genitor PI88788, nos programas de
melhoramento em todo o mundo, resultou em uma base genética estreita, possibilitando
assim, o surgimento de novas racas do NCS (Mitchum, 2016; Niblack et al., 2008).

Deste modo, outros genotipos exdticos de soja foram caracterizados quanto a suas
respectivas resisténcias. A Plant Introduction (P1) 437654, foi coletada na China (1979), e
constatou-se sua resisténcia a todas as racas relatadas do NCS, incluindo as racas 4+ e 14+,
porém, possui graos de coloragéo escura (Shannon; Arelli; Young, 2004; Torabi et al., 2023).

Assim, a selecdo de novos gendtipos que conferem resisténcia as diversas ragas de
nematoide oriundas de P1437654 é dificultada pelo fato de esses alelos estarem associados a
caracteristicas que ndo sdo de interesse nos programas de melhoramento, o que dificulta o

trabalho dos melhoristas. Como é o caso do gene I, responsavel pela coloracdo do tegumento
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em grédos de soja, e que estd associado a QTLs de resisténcia ao NCS (Lopes Da Silva et al.,
2017; Teixeira, 2016).

De forma geral, ndo é tarefa simples obter uma cultivar que seja completamente
resistente ao NCS, pois a interacdo entre 0 numero de alelos, niUmero de racas e a interacdo
gendtipos x ambientes, altera a expressdo fenotipica. Além disso, a baixa variabilidade
genética nos programas de melhoramento de soja visando a resisténcia a esse patégeno tem
dificultado a selecao de gendtipos que apresentem uma resisténcia ampla e duradoura (Tian et
al., 2023; Tylka e Christopher, 2021).

Neste sentido, a utilizacdo da selecdo assistida por marcadores, tem se apresentado
como uma alternativa para caracteristicas complexas como a resisténcia ao NCS (Lian et al.,
2022; Tian et al., 2023). Devido a baixa herdabilidade da resisténcia, a utilizacdo de dados
genotipicos para estudos de associacdo entre fenotipo e gendtipo sdo interesse também dos
programas de melhoramento (Cavalcanti, 2012).

Diante do exposto, objetivou-se a selecdo de gendtipos que associem tegumento de
coloracdo amarela aliado a resisténcia multipla ao nematoide do cisto da soja, por meio da

selecdo fenotipica e selecdo assistida por marcadores moleculares.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1. Nematoide do Cisto da Soja

O Heterodera glycines, popularmente conhecido como Nematoide do Cisto da Soja
(NCS) é um dos patdgenos mais destrutivos para a cultura da soja, causando problemas
significativos na producdo do grdo em todo mundo. Estima-se a perda de bilhdes de dolares
todo o ano devido aos prejuizos causados por esse patdgeno (Kim et al., 2016; Lian et al.,
2022; Tian et al., 2023).

No Brasil, o NCS foi identificado pela primeira vez na safra de 1991/1992 com rapida
disseminacéo por diversos estados brasileiros. Ha relatos em que a perdas atingiram os 100%,
devido a altas densidades populacionais do patogeno e ao dificil controle (Dias et al., 2009;
Dhingra; Mendonga; Macedo, 2009).

O H. glycines é um fitoparasita que tem como uma das principais caracteristicas a
formacdo de cistos. Esses sdo formados a partir da calcificacdo do corpo das fémeas apés a
morte, e seu interior é repleto de ovos (até 500). Os cistos atuam como uma forma de protecéo
dos ovos, podendo resistir por até sete anos nos solos, esperando por condicGes ideais para
infectar novos hospedeiros (Dias et al., 2009).

Os ovos encontrados no interior dos cistos passam por um processo de embriogénese,
dando origem ao juvenil de primeiro estadio (J1). Estes sofrem uma ecdise, que € um processo
biolégico no qual ocorre a troca da cuticula, passando-se assim para o segundo estadio juvenil
(J2). Quando em condicdes ideais 0 J> migra para o solo, infectando as raizes das plantas
hospedeiras. A infeccdo ocorre por meio da penetracdo dos nematoides Jz nas raizes, na regiao
onde ocorre a penetracdo existe uma diferenciacdo do tecido vegetal, o sincicio, que passa a
fornecer a alimentacdo do nematoide. O J, sofre mais trés ecdises antes de se tornar o adulto,
macho ou fémea. Os machos possuem corpo alongado e quando adulto migra das raizes para
o0 solo, fertilizam as fémeas e morrem. As fémeas ap6s serem fecundadas assumem um
formato arredondado, sendo que esta parte fica no exterior das raizes e uma parte fixada no
interior das raizes, por onde se da sua alimentacéo (Dias et al., 2009; Juliatti, 2015).

Os juvenis (J2) séo atraidos para as raizes dos hospedeiros por quimiotaxismo, apurado
sistema sensorial que detecta exsudatos radiculares nas plantas hospedeiras. Até a formacao
do sincicio o J. tem a capacidade de se manter a partir de reservas energéticas, disponiveis por
aproximadamente duas semanas (Mitchum, 2016).

O ciclo de vida do NCS é um dos fatores que contribuem para sua répida

disseminacdo, isso porque em condicdes ideais 0 patdgeno completa um ciclo de vida em
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média com 25 dias. Dessa forma, em uma lavoura de soja com cultivar tardia € possivel que
ocorram até seis geracdes do nematoide (Cunha et al., 2008; Ferreira et al., 2019). A
ocorréncia da reproducao sexuada acarreta a ocorréncia de uma grande variabilidade genética,
termo que fica evidenciado como raca fisioldgica (Juliatti, 2015).

Além do ciclo de vida muito rdpido o NCS possui uma ampla variabilidade genética,
adotando a classificagdo proposta por Riggs e Schimitt (1988) que se baseia na resposta, de
resisténcia ou suscetibilidade, dos genotipos diferenciadores sugeridos por Golden et al.,
(1970), é possivel identificar 16 racas (Tabela 1).

A resposta de suscetibilidade ou resisténcia é definida a partir do calculo de indice de
fémeas (IF). Utilizando a cultivar Lee como padréo de suscetibilidade, o IF € a raz&o entre o
nimero médio de fémeas na diferenciadora e o numero de fémeas na cultivar Lee,
multiplicado por 100. Se a diferenciadora apresentar IF superior a 10% é considerada

suscetivel (+), se o IF for inferior a 10% é considerada resistente (-) (Riggs e Schimitt, 1988).

Tabela 1: Reacdo das linhagens diferenciadoras as diferentes racas de Heterodera glycines.

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 é igual a 10% ou mais, do que o niumero observado em Lee. (Suscetivel) (-)
n° de fémeas e cistos € menor que 10% do ndmero observado em Lee. (Resistente)
Fonte: Adaptado de Dias et al., (1998).
Contudo, a classificagdo proposta por Riggs e Schimitt (1988) foi adaptada quando

encontradas populacBes similares as racas 4 e 14, com capacidade de infectar o gendtipo
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diferenciador tido como resistente para todas as racas, a cultivar Hartwig. A partir de
inoculagBes nas cultivares diferenciadoras e em gendétipos utilizados em programas de
melhoramento foi constatada a resisténcia da Plant Introduction (P1) 437654, genitora da
cultivar Hartwig. Para estas populacdes 4 e 14 que apresentavam a capacidade de parasitar a
cultivar Hartwig e ndo a PIl437654 foram atribuidos o sinal de + possibilitando a
diferenciacéo entre essas ragas, como consta na tabela 1 (Dias et al., 1998).

Embora sejam classificadas 16 racas, mais as variaces 4+ e 14+, de acordo com
Pinheiro et al. (2021) no Brasil, as racas 7, 8, 11, 12, 13, 15 e 16 ainda ndo foram relatadas.
Dentre essas, as racas 7, 8 e 15 sdo encontradas em outros paises, entretanto as racas 11, 12,
13 e 16 sdo apenas hipotéticas isso porque nunca foram detectadas. Além disso sdo
inconsistentes uma vez que para existirem deveriam se reproduzir na cultivar Peking e ndo na
Pickett. Entretanto, como Pickett foi obtida a partir de um cruzamento de Peking é algo muito
improvavel de acontecer (Ferreira et al., 2019; Niblack, 1992).

A classificagdo proposta por Riggs e Schimitt (1988), embora muito utilizada, foi
questionada por Niblack et al. (2002). Segundo os autores a terminologia racas ndo seria
adequada, visto que a diferenciacdo é realizada em hospedeiros de apenas uma espécie,
variando somente as linhagens. Estes autores propuseram entdo uma nova classificagéo,
baseada nos Tipos de Heterodera glycines (HG Type), em que a populacdo é nomeada com
base nos nimeros que corresponde a diferenciadora que a populacdo de NCS se reproduziu, e
foi capaz de atingir um indice de fémeas superior a 10%.

Esta nova classificacdo utiliza como modelo sete linhagens indicadoras em uma ordem
fixa, sdo os gendtipos: 1 (Peking), 2 (P188788), 3 (P190763), 4 (P1437654), 5 (P1209332), 6
(P189772) e 7 (P1548316). Para cada linhagem indicadora é calculado um IF, quando o valor é
maior que 10% esta é denominada como suscetivel e quando o valor € inferior a 10% como
resistente. Dessa forma, toda vez que a populagdo em estudo “quebrar” a resisténcia de uma
linhagem indicadora, ela receberd o nimero da mesma. De maneira exemplificada, uma
populacdo de H. glycines sera classificada como HG Type 0, quando as sete linhagens
indicadoras forem resistentes. O oposto € observado quando todas as linhagens indicadoras se
mostrarem suscetiveis, neste caso teremos a populacéo classificada como HG Type 1, 2, 3, 4,
5, 6, 7 (Dias et al., 2009). Embora seja muito utilizada nos EUA a terminologia HG Type néo
se adequa tdo bem as condicGes brasileiras, visto que essa classificacdo ndo é capaz de
discriminar as racas 4+ e 14+.

Os sintomas ocasionados pela incidéncia do NCS aparecem no formato de reboleiras,

com plantas amareladas, pequenas e em casos mais severos mortas, essas caracteristicas
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atribuiram o termo “Nanismo Amarelo da Soja”, para referenciar essa doenga. Os sintomas
sdo ocasionados devido ao comprometimento do sistema radicular, que reduz a absorcao de
agua e nutrientes do solo (Dhingra; Mendonca; Macedo, 2009; Ferreira et al., 2019; Matsuo,
etal., 2011).

Para 0 manejo do NCS sdo utilizadas praticas como, controle quimico, controle
cultural e controle genético, no qual sdo empregadas as cultivares resistentes. Embora de
forma geral o controle quimico seja muito utilizado no controle de nematoides, para H.
glycines esse controle ndo € muito eficiente, devido aos mecanismos de resisténcia, isto €, 0s
cistos, que impedem a ag&o dos nematicidas (Zhang et al., 2022).

A utilizacdo de cultivares resistentes ao NCS tem sido a pratica mais eficiente e
econbmica no controle dessa doenca (Tian et al., 2023). A eficiéncia na utilizacdo de
cultivares resistentes esta associada ao fato de o NCS ndo conseguir se multiplicar, devido aos
mecanismos de defesa que inibem o desenvolvimento do J> no sistema radicular das plantas
(Holbein, Grundler, Siddique; 2016; Matsuo et al., 2011).

A penetracdo do J, no sistema radicular das plantas de soja ocorre da mesma forma,
seja 0 gendtipo resistente ou suscetivel. Contudo, em casos de genotipos de soja resistentes ao
NCS ocorre uma reagdo de hipersensibilidade, por meio de reprogramagéo transcricional e
metabdlica (Holbein, Grundler, Siddique; 2016). Os tecidos que formam o sincicio sofrem
uma necrose e entram em colapso, impossibilitando que o nematoide se alimente e conclua
seu ciclo, e finalizando assim o desenvolvimento em J> ou no maximo Jz (Lian et al., 2022;
Mitchum, 2016).

O controle genético da caracteristica de resisténcia ao NCS em gendtipos de soja,
ainda ndo esta completamente elucidado, mas se trata de uma caracteristica quantitativa,
poligénica (controlada por muitos genes). De acordo com Tian et al, (2023) mais de 200
Quantitative Trait Locis (QTLs) podem contribuir para a resisténcia ao NCS. Os QTLs sdo
regibes especificas do genoma que estdo associadas a variacbes das caracteristicas
quantitativas.

Embora muitos QTLs sejam relatados no controle genético da caracteristica, dois sdo
considerados principais, um localizado no grupo de ligacdo A2, Rhg4, e outro no grupo G,
Rhgl (Mahalingam e Skoruspka, 1995; Webb et al., 1995; Weiseman; Matthews). Estes foram
comumente mapeados em germoplasmas de soja e utilizados nos diversos programas de
melhoramento da cultura (Basnet et al., 2022; Bayless et al., 2019; Mitchum, 2016). Todavia,
a utilizagéo incessante de P188788 e Peking como genitores nos programas de melhoramento

ocasionou um estreitamento na base genética das cultivares modernas, resultando na selecéo
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de populagdes de nematoides capazes de superar essa resisténcia (Basnet et al., 2022; Tian et
al., 2023).

A grande variabilidade genética e capacidade do patégeno em superar a resisténcia,
incitou a coleta e caracterizacdo genética de novas fontes de resisténcia (Dias, 2009). Ha
relatos da utilizacdo de gendtipos como P1437654, P190763, Hartwig, ZDD2315, P1209332,
Peking e outras, como possiveis fontes de alelos de resisténcias para o desenvolvimento das
cultivares modernas (Dias, 2009; Lian et al., 2017; Mitchum, 2016).

A utilizacdo de diferentes acessos nos programas de melhoramento de plantas muitas
vezes é dificultada devido a estreita ligacdo entre genes de resisténcia, com caracteristicas
agrondmicas consideradas indesejadas (Lian et al., 2022). Um exemplo € a ligacdo entre
genes de resisténcia ao NCS com alelos que conferem coloracdo escura no tegumento dos
grdos, o que proporciona dificuldades na obtencdo de novas cultivares resistentes
recombinantes (Lopes Da Silva et al., 2017; Teixeira, 2016).

O gendtipo P1437654 identificado e caracterizado na China, € uma linhagem resistente
a todas as racas descritas do NCS, incluindo as racas 4+ e 14+. Todavia, esta linhagem possui
tegumento de coloracdo escura, o que dificulta sua utilizacdo como genitora nos programas de
melhoramento (Anand, 1986; Dias et al., 1998; Rao-Areli; Anand; Wrather, 1992).

Embora de tegumento escuro, a P1437654, tém sido amplamente estudada, devido sua
resisténcia total ao NCS. A partir da hibridacdo entre as linhagens P1437654 com Forrest, foi
obtida a cultivar Hartwig (Anand, 1991), que possui grdos amarelos e resisténcia a todas as
racas de NCS, exceto 4+ e 14+ (Dias et al., 1998). Uma explicacdo para isto pode ser a
proximidade do QTL de resisténcia a raca 4+ e 14+ com o gene |, confirmando que a cultivar
Hartwig ndo herdou todos os genes de resisténcia da P1437654 (Anand, 1991; Dias et al.,
1998; Dias et al., 1999).

2.2. Controle genético da coloracédo do tegumento em soja

O tegumento do gréo de soja é a camada externa originado a partir dos integumentos
do ovulo. A sua estrutura é composta pela epiderme da testa, hipoderme da testa e as celulas
parenquimatosas. Suas principais fungdes sdo proporcionar a protecdo do embrido contra
danos mecénicos, ataque de microrganismos, regulacdo das trocas gasosas entre o embrido e o
ambiente externo, intercdmbio de agua e a protecdo durante a embebigdo (Mertz-Henning,
2017, Miller et al., 2010).

A coloragdo de tegumento em soja € uma caracteristica de certa forma complexa, pois

seu controle se perfaz pela acéo de cinco genes principais (I, R, T, W1e O). Os genes I, Re T,
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atuam na via de pigmentacédo diretamente sobre a producdo dos flavonoides, ja os genes W1 e
O atuam na pigmentacdo apenas sobre os alelos recessivos i erouiet (Song et al., 2016).
Além dos genes citados anteriormente ha relatos de outros que podem influenciar na
coloracdo do tegumento, porém sdo de menor importancia.

O gene | apresenta alelismo mudaltiplo (I, i i e i), os alelos I, i i ddo origem a
tegumento de pigmentac@o amarelo claro, hilo pigmentado e regides pigmentadas em formato
de sela, respectivamente. O alelo recessivo i torna o tegumento preto, preto imperfeito,
marrom ou camurca, quando apresenta as respectivas combinacdes (i, Re T), (i, Ret), (i,re
T)e (i, ret) (Lopes Da Silva et al., 2017; Senda et al., 2017; Tuteja et al., 2009) (Tabela 2).

Tabela 2: Principais genes que atuam no controle da coloracdo do tegumento e o fendtipo
observado nas diferentes combinacdes genotipicas

Gene Descricdo

Alelismo multiplo (I > i' > i* > i): atuam diretamente na inibicio da
pigmentacdo de antocianinas e proantocianidinas, alelo 1, tegumento de

| coloracdo amarelo claro, alelo i', hilo pigmentado, alelo i¥, hilo e parte do
tegumento pigmentado, assumindo formato de sela, alelo recessivo i, resulta
em tegumento de coloracao escura.

Pigmentacdo preta (R_) > pigmentacdo marrom com estrias pretas (rm_) >
pigmentacdo marrom (rr).

Modifica os efeitos da série alélica R: (R_T_) sementes pretas, (rrT_) sementes
marrons e (rrtt) marrom claro

Modifica os efeitos da série alélica R: na presenca de ttww, os gendtipos (R_)
W1 apresentam cor marrom-claro, e na presenca de ttW_, os genoétipos R_
apresentam cor preto imperfeito.

Quando em duplo recessivo (rrT_oo) modifica o tegumento de coloracdo
O marrom em marrom-avermelhado e (rm_T_oo) tegumento marrom-
avermelhado com estrias pretas.

Fonte: Adaptado de Lopes Da Silva et al., 2017.

Mapeamentos realizados no gene |, revelam que essa regido € responsavel por
codificar a enzina Chalcona sintases (CHS), enzima que atua na via dos fenilpropandides que
leva a uma grande variedade de compostos do metabolismo secundario, incluindo as
antocianinas que estdo presentes em varios tecidos e conferem a coloracéo preta ao tegumento
da semente de soja (Hernandez-Garcia, 2019; Todd e Vodkin, 1996; Tuteja et al., 2009).

Cultivares com tegumento amarelo claro (alelo I) produzem RNA de interferéncia
(sSiRNAs) de CHS no tegumento, enquanto sementes de tegumento pigmentado (alelo i) ndo
produzem (Hernandez-Garcia, 2019; Tuteja et al., 2009). Estes siRNAs transcritos sdo
processados por um complexo composto por uma enzima, chamada de DICER, um RNA

maduro CHS7-8 (AGO5) e uma RNA polimerase (RdRP). Este complexo uma vez formado
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origina 0 RNA-induced silencing complex (RISC), que ir& produzir siRNAs secundarios que
séo capazes de amplificar o sinal dos siRNAs e silenciar os mRNA de todos os nove genes da
familia CHS, impedindo assim a pigmentacéo do tegumento (Kurauchi et al., 2011; Senda et
al., 2017; Tuteja et al., 2009).

Com base no mapa genético integrado junto ao SoyBase, no grupo de ligacdo
A2 estdo presentes 0 QTL Rhg4 e o gene I. A proximidade entre esses genes dificulta a
selecdo de gendtipos recombinantes a partir da PI1437654, que combine tegumento de
coloracdo amarela e resisténcia maltipla ao NCS (Matson e Williams 1965; Lopes Da Silva et
al., 2017, SOYBASE, 2024)

2.3. Alternativas para incrementar a durabilidade da resisténcia ao NCS

A resisténcia de plantas a patdgenos pode ser monogénica ou poligénica. Quando
controlada por apenas um gene é denominada de resisténcia vertical ou qualitativa, nesse tipo
de resisténcia ndo € possivel quantificar graus intermedidrios, ocorre apenas reacdo de
resisténcia ou suscetibilidade. Entretanto, quando controlada por muitos genes é possivel
quantificar niveis intermediarios de reacdo, neste caso a resisténcia € denominada resisténcia
horizontal, quantitativa ou parcial (Santos, 2022).

Por ser a resisténcia ao NCS uma caracteristica quantitativa € necessaria empregar
métodos que possibilitem o desenvolvimento de linhagens que agrupem o maior nimero de
alelos favoraveis (Lian et al., 2022; Tian et al., 2023). Além disso, a quebra de resisténcia
observada por algumas racas do patdgeno sugerem a necessidade de uma resisténcia mais
duradoura, como a resisténcia horizontal.

O desenvolvimento de linhagens que apresentem a resisténcia do tipo horizontal, pode
ser realizada por meio da piramidacédo de alelos (Mikel et al., 2010; Thurow; Castro; Pereira,
2018). A piramidacdo € uma técnica que consiste na associacdo de diversos alelos de
resisténcia em uma unica linhagem. Essa estratégia figura-se promissora no desenvolvimento
de cultivares resistentes a patdgenos cujo controle genético € quantitativo (Mundt, 2014).

A técnica de piramidacdo tem sido relatada por diversos autores como uma das
estratégias mais eficazes para a durabilidade da resisténcia (Meira et al., 2022; Mundt, 2014;
Parhe et al., 2017; Santos, 2022; Tian et al., 2023; Yamanaka e Hossain, 2019). Os genes
utilizados na piramidacéo podem ser de efeito maiores ou menores, genes especificos ou ndo
especificos (Borém e Miranda, 2013).

Em cultivares elite a piramidacdo de alelos muitas vezes se d& pela utilizacao de fontes

exoticas, ndo adaptadas (Alzate-Marin et al., 2005). Neste ambito, técnicas de melhoramento
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como retrocruzamentos, cruzamentos biparentais, selecdo recorrente e a utilizacdo da sele¢éo
assistida por marcadores moleculares, sdo relatadas em trabalhos visando a piramidacao
(Alzate-Marin et al., 2005; Santos 2022).

Santos (2022), com o objetivo de avaliar e caracterizar o efeito da piramidacdo de
alelos, na reacéo de resisténcia ou suscetibilidade em gendtipos e populacfes segregantes de
soja, obtidas a partir de hibrida¢des, concluiu que esta é uma promissora ferramenta para o
incremento da resisténcia contra Phytophthora sojae, agente causal da podriddo radicular de
fitoftora.

Vigand et al., (2018), objetivando demonstrar as etapas envolvidas na piramidacao de
alelos relacionadas a ferrugem asiatica da soja, a partir de técnicas de selecdo assistida por
marcadores de microssatélites, obteve gendtipos com até quatro alelos relacionados a
resisténcia. Como conclus@es os autores destacam que as plantas obtidas com o processo de
piramidacdo denotam potencial para serem utilizadas nos programas de melhoramento
genético.

Na cultura do feijoeiro a utilizacdo da piramidacdo de alelos como estratégia para
incremento da resisténcia tem sido relatada por diversos autores (Alzate-Marin et al., 2005;
Sanglard, 2006; Sanglard, 2009). A técnica de selecdo recorrente tem se destacado entre as
metodologias de piramidacdo e demonstrado grande potencial na obtencdo de genotipos com
resisténcia duradoura (Amaro; Abreu; Ramalho, 2007; Arantes; Abreu; Ramalho, 2010;
Rezende et al., 2014; Silva et al., 2015).

A técnica de selecdo recorrente objetivando o acimulo de alelos favoraveis, para a
resisténcia a Sclerotinia sclerotiorum também tem sido relatada na literatura. Lima (2022),
avaliando progénies de feijdo obtidas da técnica de selecdo recorrente, constatou que a técnica
visando gendtipos mais tolerantes ao mofo branco é uma alternativa eficiente dentro dos
programas de melhoramento.

Na cultura da soja a utilizacdo da piramidacéo de alelos objetivando a resisténcia ao
NCS, foi proposta como alternativa para uma resisténcia mais duradoura, devido seu carater
guantitativo (Alzate-Marin, et al., 2005). Os autores destacam que devido a quantidade de
genes associados a resisténcia, a selecdo assistida por marcadores moleculares, torna-se a
melhor forma para aumentar a eficiéncia de selecéo.

De acordo com Thurow, Castro e Pereira (2018), a piramidacgéo de alelos de resisténcia
através do melhoramento convencional é possivel, porém extremamente dificil. A maior

dificuldade esta em distinguir de forma precisa o efeito de cada alelo introduzido, a partir da
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fenotipagem convencional. Sendo, portanto, 0 uso da genotipagem uma importante ferramenta

na obtencdo de gendtipos com o maior numero de alelos favoraveis, sobretudo para o NCS.

2.4. Marcadores moleculares no melhoramento de plantas

A utilizacdo de marcadores no melhoramento genético de plantas tem contribuido de
forma significativa para com o desenvolvimento de novas cultivares (Borém; Miranda;
Fritsche-Neto, 2021). Desde o surgimento até agora, a técnica de marcadores moleculares tem
passado por grandes evolugdes. A técnica de Restriction Fragment Length Polymorphism -
RFLP foi a primeira desenvolvida para a finalidade de marcador molecular (Botstein et al.,
1980). Ao longo dos anos outros métodos foram surgindo, devido ao desenvolvimento da
técnica de Polymerase Chain Reaction - PCR. Técnicas de marcadores moleculares que
amplificam fragmentos polimérficos como o Random Amplified Polymorphism - RAPD,
técnica que amplifica de forma seletiva grupos de fragmentos genémicos o Amplified
Fragment Length Polymorphism - AFLP, e os microssatélites, Single Sequence Repeats -
SSRs.

Os microssatélites sdo caracterizados pela amplificacdo de fragmentos de DNA
contendo sequéncias repetidas em tandem de um a sete pares de bases, encontrados
frequentemente no genoma vegetal. Além disso, os microssatélites destacam-se entre 0s
demais marcadores por serem altamente informativos, multi-alélicos, codominantes,
altamente repetiveis e transferiveis entre espécies (Gwinner et al., 2017).

Atualmente, sistemas de marcadores de alta densidade baseados em chips de Single
Nucleotide Polimorphism - SNPs e plataformas de sequenciamento de alto rendimento séo
amplamente utilizados para analisar a diversidade, visto que 0os SNPs estdo distribuidos em
todo genoma (Yu et al., 2021; Zimmerman; Albridge; Oyler-McCance, 2020).

Os SNPs sdao marcadores sequenciados, baseados no polimorfismo de nucleotideo
unico, que possuem diferenca em uma Unica posi¢cdo no genoma, € em um Unico nucleotideo,
seja por delecdo, insercdo ou substituicdo de bases. A primeira tecnologia de sequenciamento,
a de Sanger, surgiu em 1977 (Mardis, 2017).

Hoje, com o sequenciamento de nova geracao, a gendmica passou por uma revolucao,
permitindo a producdo de sequéncias em larga escala. Na cultura da soja, um re-
sequenciamento de 31 gendtipos identificou um conjunto de 205614 SNPs, resultando em um
recurso genético de grande importancia (Lam et al., 2010).

Objetivando reduzir os custos com os marcadores moleculares, foram desenvolvidos

métodos que envolvem o sequenciamento de apenas uma pequena fracdo do genoma. S&o trés
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as principais abordagens descritas na literatura: Bibliotecas de Representacdo Reduzida -
RRL, sequenciamento de DNA associado a locais de restricdo - RAD e Genotipagem por
Sequenciamento - GBS (Boyle et al., 2012).

A metodologia GBS surgiu como uma abordagem de sequenciamento de representacao
reduzida para amostras multiplexadas. O baixo custo e a versatilidade dessa técnica a tornam
uma versétil ferramenta para o estudo da genética e o melhoramento de plantas (Poland e
Rife, 2012).

O GBS identifica principalmente SNPs, os marcadores mais abundantes em todo
genoma. Os SNPs tém sido utilizados para diversos fins, como na constru¢cdo de mapas
hapldtipos, no estudo da diversidade, na descoberta de marcadores moleculares, em analises
de ligacdo gendmica, selecdo genébmica e em estudos de associacdo do genoma ampla -
GWAS (He et al., 2014).

Na cultura da soja, foi encontrando em média um SNP a cada 2000 pares de bases nas
regides codificantes, ja nas regides ndo-codificantes foi encontrado em média um SNP para
cada 191 pares de bases (Weber et al., 2012). Esses valores denotam a importancia de estudos
voltados para o sequenciamento genético, identificacdo de SNPs associados a genes de
interesse e estudos de associacdo gendmica.

Com os GWAS é possivel identificar associacdes entre genotipos e fendtipos, testando
diferencas nas frequéncias alélicas de variantes genéticas entre individuos com diferentes
fenotipos (Cantor; Lange; Sinsheimer, 2010; Korte e Farlow, 2013; Uffelmann et al., 2021). A
identificacdo de marcadores moleculares associados a QTLs a partir de analises de GWAS
possibilita a criacdo de mapas genotipo-fendtipo para as caracteristicas de interesse.

A compreensdo das associacdes entre gendtipos e fenotipos possibilita a utilizacdo da
selecdo assistida por marcadores - SAM. Este, tem como premissa a sele¢do de genotipos com
as caracteristicas desejaveis de forma indireta, utilizando apenas os dados obtidos com os
marcadores moleculares (Cavalcanti, 2012).

A SAM tem grande potencial no melhoramento de plantas, principalmente para
caracteristicas quantitativas, como € o caso da resisténcia ao NCS. A eficiéncia da selecdo
assistida com base na informagdo dos marcadores moleculares estda muito associada a

proximidade entre a marca e o alelo de interesse (Santana, 2008).
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Os experimentos foram conduzidos em parceria com a empresa Grupo Dom Mario —

GDM, sede localizada em Campinas - SP, Brasil. A obtencdo e conducdo da populacdo

segregante foi realizada na estacdo experimental da GDM localizada no municipio de Porto

Nacional - Tocantins (Figura 1). O municipio possui uma altitude média de 280 metros, com

temperatura e precipitacdo media de, 27,4 °C e 1.664 mm, respectivamente. De acordo, com a

classificacdo de Kdppen o clima da regido € classificado como Aw clima tropical, com inverno

seco e verdo chuvoso (Rold&o e Ferreira, 2019).

A experimentacdo para realizacdo de fenotipagem e genotipagem foi realizada na

estacdo experimental da GDM localizada no municipio de Cambé - Parana (Figura 1). O

municipio possui uma altitude de 670 metros, com temperatura e precipitacdo média de, 20 °C

e 1.300 mm, respectivamente. O clima é classificado como subtropical umido, com verdes

quentes e chuvosos e invernos gélidos (Nitsche et al., 2019).

Figura 1: Localizacdo das estacOes experimentais Porto Nacional - TO e Cambé - PR.
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3.2. Obtencéo da populacdo segregante

Para a obtencdo da populacdo segregante foi realizado cruzamento biparental entre os
genitores TMG4182 e P1437654. A TMG4182 € uma cultivar comercial convencional cuja
principais caracteristicas sdo ampla resisténcia ao nematoide do cisto (ragas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9,
10 e 14), tegumento de coloracdo amarela, hilo marrom claro, maturagéo relativa de 8.2 e alta
produtividade.

A PI1437654 é uma plant introduction, coletada na China em 1979. Possui como
principal caracteristica a resisténcia a todas as racas do nematoide do cisto, ciclo precoce,
porte baixo, baixa produtividade e tegumento de coloragao escura.

Para obtencdo das sementes F: foi realizado o cruzamento artificial entre os genitores
em casa de vegetacdo em setembro de 2022. As sementes da geracdo F; foram semeadas em
janeiro de 2023 em vasos e em abril de 2023 foram obtidas as sementes Fo.

As sementes da geracdo F,> foram separadas a partir da coloragédo do tegumento, em
dois grupos, sementes amarelas e sementes escuras. Essas foram multiplicadas no inverno de
2023, originando as sementes da geracdo Fs, que foram colhidas em agosto de 2023. Ao todo
foram obtidas 28280 sementes, 3990 sementes de tegumento amarelo e 24290 sementes
provenientes do grupo de tegumento escuro, apresentando segregacao.

Em abril de 2024, realizou-se analise de FingerPrint para comprovacdo da hibridacao,
e foram semeadas as sementes Fz. Em julho de 2024 as plantas de soja foram colhidas e
trilhadas. Foi obtido um bulk das sementes F4 (apenas tegumento amarelo), originando assim
a populagéo que foi utilizada para fenotipagem e genotipagem.

3.3. Genotipos e racas avaliados
Foram avaliados nove tratamentos comuns, isto €, os dois genitores, e sete linhagens
diferenciadoras, padrdes de resisténcia e suscetibilidade ao nematoide do cisto, além das
plantas F4 (tratamentos regulares). A discriminacdo de todos os tratamentos esta apresentada
na Tabela 3. As plantas Fs foram avaliadas para quatro ragas do nematoide do cisto. Foram

avaliadas as ragas 2, 4, 4+ e 14+, cada qual em um experimento individual.
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Tabela 3: Descricdo dos tratamentos avaliados nos experimentos para fenotipagem e
genotipagem.

Tratamentos

Gendtipo Padréo N° Repeticdes N° Tratamentos
P1437654 Genitor 6 1
TMG4182 Genitor 6 1
Peking Linha diferenciadora 6 1
P188788 Linha diferenciadora 6 1
Pickett Linha diferenciadora 6 1
P190763 Linha diferenciadora 6 1
Hartwig Linha diferenciadora 6 1
Lee Linha diferenciadora 6 1
Valiosa Linha diferenciadora 6 1

Populacao X 1 680

Fonte: Do autor (2025).

3.4. Conducdo do experimento em casa de vegetacdo e parametros avaliados

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo, sob condi¢des climaticas
controladas, no delineamento em blocos aumentados (Federer e Raghavarao, 1975), em que as
testemunhas comuns continham seis repeticbes enquanto os tratamentos regulares apenas
uma. Cada repeticdo foi representada por uma Unica planta, constituindo desta forma uma
parcela experimental.

Para os tratamentos regulares foi semeada apenas uma semente por tubete, ja para 0s
tratamentos comuns foram semeadas trés sementes. Ap6s a germinacdo foi realizado um
desbaste, deixando apenas uma planta por tubete. Adotou-se tubete com volume aproximado
de 290 cm®. O solo utilizado foi previamente preparado, na proporcdo de 25% de terra e 75%
de areia. Em seguida, foi esterilizado em autoclave com temperatura de 120°C por duas horas.
Apbs o processo de autoclavagem o solo permaneceu em repouso e, apds analise quimica, foi
corrigido de acordo com as necessidades.

Sete dias ap0s a semeadura foi realizada a inoculagao, utilizando inéculo puro obtido
da colecédo de nematoides da GDM, com confirmacdo da raga utilizada por meio 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 3,0 centimetros (cm), e didametro de 1,0 cm. Dentro deste furo foi aplicado
com auxilio de uma pipeta, uma suspensdo contendo cerca de 4.000 ovos + J, de H. glycines,

de acordo com a raga avaliada no experimento. Em seguida o orificio foi fechado com solo.
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Transcorrido o periodo de 30 dias apds a inoculacdo, foi realizada a avaliacdo,
descartando a parte aérea das plantas. As raizes foram separadas do solo, de forma manual,
acondicionadas individualmente em sacos plasticos e levadas ao laboratdrio para extracdo das
fémeas. Este processo consiste na tripla lavagem das raizes em agua corrente com esfregacéo
manual, sobre um béquer de dois litros. Na sequéncia, todo conteddo é vertido em um
conjunto de duas peneiras acopladas com granulometrias de 25 e 60 mesh. Neste processo, as
fémeas ficam retidas na peneira mais fina (60 mesh). Estas sdo recolhidas em copos de 100
mL e, posteriormente, quantificadas em lupas, com até 40 x de aumento.

Além dos experimentos realizados para as quatro racas do nematoide do cisto, foram
instalados experimentos com a linhagens diferenciadoras para comprovar se a raga inoculada
era realmente a de interesse.

A classificacao dos gendtipos antes da modelagem estatistica foi realizada pelo critério
de indice de fémeas (IF), de acordo com o estabelecido por Schimitt e Shannon (1992), que é

estimado de acordo com a expressao:

Numero de fémeas no tratamento
[F% = - — x 100
Numero de fémeas na Lee

Considerando o indice de fémeas os tratamentos foram classificados em:

e Resistentes (IF) = menor ou igual 10%,
e Moderadamente Resistente (IF) = de 10,1% a 30% e

e Suscetivel (IF) = acima de 30%.

3.5. Coleta de amostras, extracdo de DNA e genotipagem

Discos foliares de cada planta F4 foram coletados individualmente para extracdo do
DNA. A coleta foi conduzida nas folhas do Gltimo trifélio expandido no estadio vegetativo
V3. A extracdo do DNA foi realizada utilizando o kit Kleargene (LGC Genomics), conforme
recomendacdes do fabricante, no laboratorio de biotecnologia da GDM, visando a
genotipagem de SNPs via ensaios KASP e target GBS.

As amostras coletadas foram acondicionadas em pocgos das placas, que compde o Kit
e, em cada poco, foi adicionado uma pequena esfera metélica para maceracgdo, e agitadas em
“paintshaker” por seis minutos para macerar. Em seguida, foram adicionados dois Buffers L1
e C1, agitados, 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.
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Na sequéncia, foi utilizada uma placa filtro em que 100 pL do lisado, obtido na etapa
anterior, foram transferidos para cada pogo individual desta nova placa, onde foram incubados
em temperatura ambiente por dois minutos, seguido por duas etapas de lavagem com buffers
especificos, e uma terceira lavagem com etanol, sendo entdo realizada uma centrifugacéo a
3000 rpm por dois minutos em cada uma dessas etapas.

Por fim, realizou-se uma etapa de secagem e eluicdo, em que a placa filtro foi
incubada por dez minutos a 55°C, em seguida adicionou o buffer E1, com uma nova
incubacdo por cinco minutos a 55°C, e centrifugacdo a 3.000 rpm por dois minutos.

As amostras foram entdo submetidas a uma analise de genotipagem. Foram testados
trés marcadores moleculares do tipo SNP (Single Nucleotide Polimorphism). Os marcadores
testados foram para os QTLs Rhgl-a (Peking), Rhgl-b (P188788) e Rhg4.

3.6. Analises estatisticas dos dados fenotipicos

ApoOs estimar as reacBes de R (Resisténcia), MR (Moderada Resisténcia) e S
(Suscetibilidade) para todos os tratamentos os dados de frequéncia para a caracteristica
numero de fémeas foram plotados em histogramas, para uma melhor visualizacdo da variacéo
fenotipica. Nos histogramas estdo plotados apenas a distribuicdo dos tratamentos regulares.
Os valores associados a limite inferior, limite superior e média para a caracteristica nimero de
fémeas, bem como a quantidade final de tratamentos avaliados em cada um dos experimentos
estdo apresentados nos histogramas. Além disso, foi realizada uma anéalise de correspondéncia
para a reacao em funcdo das racas (Infantosi; Costa; Almeida, 2014).

Os testes realizados para avaliar a normalidade dos dados indicaram que estes nao
seguiam uma distribuicdo normal. Portanto, visando a necessidade de homogeneizar a
dispersdo dos dados e minimizar a amplitude de variacdo em relacdo a média, os dados

originais foram transformados, sendo a funcao logaritmica mais um, o método utilizado.

Com os dados normalizados foi realizada uma analise de variancia a 5% de
significancia, para cada um dos experimentos. Foi utilizado o pacote augmentedRCBD e Ime4
desenvolvidos por Aravind et al., (2023) e Bates et al., (2015), respectivamente. Adotando o

modelo estatistico descrito a sequir.
yij=,u+Gi+Bj+el-j (1)

em que:
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yij- variavel resposta para o tratamento i repetido j vezes;
u: constante associada a todas as observacoes;

G;: efeito do genotipo i, assumido como aleatorio;

B;: efeito do bloco j, assumido como fixo;

e;. efeito do erro associado a observacdo do genoétipo i no bloco j, assumido como

aleatorio.

Além da andlise individual para cada experimento foi realizada uma andlise de
variancia conjunta a 5% de significancia. O objetivo da andlise conjunta foi identificar a
existéncia de variabilidade para a caracteristica niUmero de fémeas entre os diferentes
experimentos. Para esta analise foi desenvolvido um Linear Mixed Model - LMM, utilizando o

pacote Ime4 (Bates et al., 2015). O modelo utilizado esta descrito a seguir.
Ya =4+ G+ A +GA; +ey (2)
em que:

y;: variavel resposta para o tratamento i no experimento |;

u: constante associada a todas as observacoes;

G;: efeito do tratamento i, assumido como aleatorio;

A;: efeito do experimento |, assumido como fixo;

GA;;: interagdo entre o tratamento i e 0 experimento I, assumido como aleatorio;

e;;- efeito do erro associado a observagédo do tratamento i no experimento I, assumido

como aleatorio.

O coeficiente de variacdo experimental (CVe) foi obtido para todos 0s experimentos

(Pimentel Gomes, 2009), de acordo com o estimador a seguir.

CVe (%) == x 100 (3)
em que:

CVe: coeficiente de variagdo experimental;
QME: é o0 quadrado médio do residuo;

X: é a média amostral transformada.
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A variancia fenotipica (afz), genotipica (g;) e ambiental (¢Z) foram obtidas a partir
da tabela de analise de variancias (ANOVA), de acordo com os valores dos quadrados médios

descrito por Federer (1976), utilizando o seguinte modelo.

of = a5 + o (4)

Ap0s obtencdo das variancias fenotipica (ofz), genotipica (o) e ambiental (¢2) foram
estimadas as herdabilidades no sentido amplo (h?) para todos os experimentos. Esta
estimativa foi obtida a partir do método proposto por Ramalho et al. (2024), utilizando o

seguinte modelo.

h? =% %100 5
%x 5)

g

em que:

h?: herdabilidade no sentido amplo;
o/ variancia genotipica;

afz: variancia fenotipica;

Visando compreender a variacdo da herdabilidade, estimou-se, o intervalo de
confianca associado a esta estimativa, com nivel de significancia a 5%. O modelo para

estimacao, sugerido por Knapp et al., (1985), é apresentado a seguir.

-1

-1
QMT oMT
ICp2, (1—q)) = {1 - [(M) F(l_ %;GLE;GLT)] 1= [(M) F(%;GLEiGLT)] } ©
em que:

IC: intervalo de confianca da herdabilidade;
QMT: quadrado médio tratamentos regulares;
QME: quadrado médio erro;

GLT: grau de liberdade do tratamento;

GLE: grau de liberdade do erro.

Para compreensdo da eficiéncia de melhoramento, foi estimado o ganho genético
esperado, obtido com a selecdo de 15% dos melhores tratamentos. O ganho esperado com a
selecdo foi obtido por meio da metodologia apresentada por Ramalho et al., (2024), com o

estimador apresentado a seguir.
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GS = h?x ds (7)
em que:

GS: ganho com a selecéo;
h?: herdabilidade no sentido amplo;

ds: diferencial de selegéo.
ds = ms —mo 8)
em que:

ms: media dos selecionados (15% melhores);

mo: média original.

Além do coeficiente de variacdo experimental, foi estimada a acuracia seletiva

1,4 Parametro associado a precisdo experimental. Este parametro foi calculado utilizando a

metodologia proposta por Resende e Duarte (2007), 0 modelo é apresentado a seguir.
ryg = VIZ (9)
em que:

1,4+ acuracia seletiva;

h?: herdabilidade no sentido amplo.

Todas as analises estatisticas foram desenvolvidas utilizando o ambiente R (R Core
Team, 2020), versao 4.1.3.

3.7. Analise dos dados genotipicos

Os resultados obtidos pela genotipagem foram plotados em um diagrama de Sankey
(Kennedy e Sankey, 1898). Nesta metodologia foram utilizados os resultados para as trés

marcas moleculares e a informacéo de reacdo obtida a partir do calculo do indice de fémeas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A precisdo experimental estd associada a confiabilidade e a qualidade de um
experimento. Neste contexto, o0 uso de estimativas como o coeficiente de variacdo
experimental é amplamente utilizado para categorizar um determinado experimento, quanto a
precisdo experimental. Neste estudo, para a caracteristica nimero de fémeas os valores de
CVe foram de 17,42%, 19,71%, 7,92 e 7,26%, para 0s experimentos raca 2, 4, 4+ e 14+,
respectivamente (Tabela 1A). De acordo com Pimentel Gomes (2009), os experimentos raca 2
e 4 sdo considerados de boa precisdo (CVe entre 10% e 20%) e 0s experimentos raca 4+ e 14+
séo considerados de alta preciséo (CVe < 10%).

Matsuo (2012), ao avaliar a estabilidade de ragas de nematoide do cisto mantidas em
casas de vegetacdo, encontrou coeficientes de variacdo experimental (CVe) semelhantes aos
observados no presente estudo. No estudo conduzido pelo autor, que analisou 0 nimero de
fémeas em genotipos de soja, foi relatado um CVe de 19,74%, valor considerado satisfatorio.
Os coeficientes de variacdo experimental obtidos em nosso estudo reforcam a importancia de
um controle local rigoroso, alinhado aos principios fundamentais da experimentacao.

Embora o CVe seja muito utilizado em experimentos, quando o objetivo é avaliacdo de
genotipos para fins de selecdo a melhor estratégia é a adocdo de estimativas que considere
também a variacdo de natureza genética. Neste contexto, a acuracia seletiva figura-se como
um parametro mais adequado (Resende e Duarte, 2007). Neste estudo, os valores de acuracia
seletiva foram superiores a 0,9 em todos os experimentos conduzidos (Tabela 1A).

De forma geral, de acordo com Resende e Duarte (2007), experimentos com valores
de acuracia seletiva superiores a 0,9 sdo considerados de alta precisdo, denotando uma 6étima
qualidade experimental para o presente estudo.

Embora tenham sido instalados 680 tratamentos regulares (plantas Fs) para cada
experimento, por motivos de germinacdo houve uma reducdo nesta quantidade. Assim, as
avaliaces de genotipagem e fenotipagem foram realizadas em 568, 629, 585 e 636 plantas
nos experimentos raca 2, 4, 4+ e 14+, respectivamente. Para os tratamentos comuns, foram
avaliadas todas as nove testemunhas nos quatro experimentos (Figura 2). Os testes de raca
realizados para testar a autenticidade das ragas, comprovou que a inoculacao foi realizada de
forma assertiva para cada um dos experimentos.

Silva et al. (2014), em um estudo conduzido para avaliar o efeito da amostragem em
populacdes de plantas autdgamas, chegaram a importantes conclusfes. Os autores destacaram

gue o tamanho da amostragem em estudos de melhoramento genético depende diretamente de
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fatores como o controle genético da caracteristica, expresso pelo nimero de genes envolvidos,
e sua herdabilidade. Embora suas conclusfes indiquem uma amostragem ideal de 2.000
plantas, os resultados demonstram que, a partir de 500 plantas, o nimero de alelos favoraveis
presentes na amostra ja € representativo da populacdo. Nesse contexto, 0 nimero de plantas
avaliadas em cada experimento do presente estudo pode ser considerado satisfatorio.

Na figura 2 é possivel visualizar a distribui¢do de frequéncia do numero de fémeas
para todas as racas, para 0s tratamentos regulares. Nota-se que nos experimentos um e dois a
maior parte dos tratamentos avaliados resultaram em multiplos valores iguais ou proximos de
zero. Nos experimentos raga 4+ e raga 14+, observou-se uma maior frequéncia de tratamentos
com valores diferentes de zero, ou seja, a maior parte dos tratamentos resultou em um
aumento no numero de fémeas.

No experimento raga 2, 81,3% dos tratamentos foram classificados como resistentes,
2,8% moderadamente resistente e 15,84% como suscetiveis. Para o experimento raca 4 0s
tratamentos foram classificados da seguinte forma 78,8% resistentes, 3,34% moderadamente

resistentes e 17,83% suscetiveis (Figura 2).

Figura 2: Histogramas de frequéncia para a caracteristica nUmero de fémeas observada nos
tratamentos regulares, para todos os experimentos.
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N: NUmero de tratamentos regulares fenotipados ao final do ciclo; LI: Limite inferior para a
caracteristica nimero de fémeas e LS: Limite superior para a caracteristica nimero de fémeas.
Fonte: Do autor (2025).

Embora a frequéncia de tratamentos suscetiveis tenha sido menor nos experimentos

raca 2 e 4, este resultado ndo era esperado. Isso porque estas racas ndo apresentam a
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capacidade de parasitar nenhum dos genitores. Desta forma, esperava-se que 0s tratamentos se
comportassem exclusivamente resistentes quando testados para essas ragas.

A presenca de tratamentos suscetiveis as ragas 2 e 4 pode ser explicada por alguns
fendmenos como, por exemplo a segregacao transgressiva para suscetibilidade. A segregacédo
transgressiva se refere ao fenbmeno em que na descendéncia é possivel observar fendtipos
extremos aos observados em qualquer um dos genitores (Koide et al., 2019; Mackay et al.,
2021; Rieseberg, Archer e Wayne, 1999). Para que esse fendbmeno ocorra, é preciso que a
resisténcia nos genitores seja ocasionada por combinacdes de alelos diferentes (Dias et al.,
2005). Desta forma, durante o processo de recombinacdo alélica, alguns descendentes vao
carregar combinag0es que resultem em suscetibilidade (Mackay et al., 2021).

A segregacdo transgressiva pode ser encontrada em diversas caracteristicas, como
produtividade, resisténcia a fatores abidticos e resisténcia a pragas e doencas (Silva, 2021,
Wesp et al., 2008). As caracteristicas quantitativas sdo as mais afetadas, isso porque, quanto
maior o nimero de genes envolvidos para expressdo de um fendtipo, mais dificil sera a
obtencdo de individuos que contenham a combinacao necessaria para expressar o fenotipo de
interesse (Ramalho et al., 2024).

A ocorréncia de segregacgdo transgressiva para a suscetibilidade tem sido relatada em
diversos estudos associados ao nematoide do cisto em soja (Moura et al., 2008; Teixeira,
2016; Cervigni et al., 2007, Dias et al., 2005). Moura et al., (2008), avaliando a reacdo de
linhagens de soja (geracdo Fs) a0 NCS (raga 1) identificaram genotipos com segregagédo
transgressiva para a caracteristica numero de fémeas. Estes resultados corroboram com o do
presente estudo, indicando que este fendmeno pode ser frequente para esta caracteristica.

Texeira (2016), visando compreender o comportamento de populagdes de soja
destinadas a alimentacdo humana inoculadas com NCS (raca 3), avaliou seis geracdes de
interesse. A autora relata em seu estudo a presenca de individuos com segregacdo
transgressiva para a suscetibilidade na geracdo F.. Além disso, a autora relata que este
fendmeno, quando associado a suscetibilidade, pode dificultar os trabalhos dos melhoristas.

Embora tenham sido encontrados tratamentos com segregacgdo transgressiva para a
caracteristica nimero de fémeas nestes experimentos raga 2 e 4, a grande maioria figura-se
como resistente, indicando que a populacdo de soja estudada apresenta alto potencial para
selecdo de gendtipos resistentes para tais racas.

Para o experimento raca 4+, 14,8% dos tratamentos foram considerados como

resistentes, 49,4% moderadamente resistentes e 35,7% suscetiveis. E para o experimento raca
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14+ os tratamentos foram classificados em 13,1% como resistentes, 50,5% como
moderadamente resistentes e 36,4% como suscetiveis (Figura 2).

Diferente dos experimentos raca 2 e 4 nos experimentos raca 4+ e 14+ o resultado
obtido era algo esperado. A menor frequéncia de tratamentos resistentes nestes experimentos
era um resultado esperado. Isso porque, o cruzamento foi realizado entre um genitor resistente
e outro suscetivel para a caracteristica. Além disso, foram selecionadas ao longo das geracGes
de autofecundacéo apenas as sementes de tegumento amarelo, o que pode ter resultado em
uma selecdo indireta para a caracteristica de resisténcia.

A selecdo indireta ocorre quando ao selecionar gendtipos para uma caracteristica, de
forma indireta, seleciona-se para outra, indesejada ou ndo. Para que esse fenbmeno ocorra é
necessario que estas caracteristicas estejam correlacionadas, evento este que ocorre entre as
caracteristicas coloracdo de tegumento e resisténcia ao NCS (Lopes Da Silva et al., 2017;
Teixeira, 2016).

De acordo com Dias (2009), a obtencdo de linhagens elites de soja resistentes as ragas
4+ e 14+ do NCS, é dificultada devido a proximidade entre genes de resisténcia e genes que
conferem tegumento de coloracdo escura. Quando dois genes estdo proximos, a uma distancia
menor de 50 cM, pode-se inferir que esses genes sdo ligados. Neste caso, a segregacao alélica
ocorre em menor frequéncia, dificultando assim, a obtencdo de genétipos recombinantes
(Ramalho et al., 2021).

Neste estudo, a obtencdo de gendtipos resistentes ao nematoide do cisto racas 4+ e 14+
e de tegumento amarelo, podem estar associados ao grande nimero de tratamentos avaliados.
De acordo com Ramalho et al. (2021), para obtencdo de genétipos recombinantes, quando se
tem genes ligados torna-se necessario a avaliacdo de muitos individuos. Além disso, por ser a
resisténcia uma caracteristica de heranca poligénica, por si sd, ja é necessaria a avaliacdo de
uma grande quantidade de tratamentos.

Na figura 3 é possivel visualizar um grafico de correspondéncia, para as informacdes
de reacdo e racas. Nota-se que, como discutido anteriormente, para as ragas 2 e 4 a maior
parte dos tratamentos regulares se comportaram como resistentes. E para as ragas 4+ e 14+
houve uma tendéncia de classificagBes entre suscetiveis e moderadamente resistentes.

Na analise de correspondéncia (Figura 3), € possivel visualizar também que apenas
uma dimensdo foi capaz de explicar mais de 99,9% da variacdo fenotipica dos dados,
enquanto a dimenséo dois representa uma variagdo minima de 0,1%. O fato de a dimensdo um
ter explicado a maior parte dos dados, sugere uma forte estruturacdo na relagdo entre as

variaveis.
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Figura 3: Analise de correspondéncia considerando associacao de racas e reacao fenotipica.
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Reacdo fenotipica dos tratamentos regulares, R (Resistentes), MR (Moderadamente Resistentes) e
Suscetiveis (S) associadas as racas avaliadas (2, 4, 4+ e 14+).
Fonte: Do autor (2025).

Além da analise gréfica, foi realizado um teste de qui-quadrado para testar a
dependéncia entre as variaveis reacdo e raca. O valor de p associado ao teste obtido foi muito
proximo de zero (2,2 x1071%). Este resultado, indica a rejeicdo da hipGtese nula, ou seja, existe
uma dependéncia entre reacao e raca, resultados estes que sdo observados de forma precisa na
analise de correspondéncia (Figura 3).

A fim de comprovar a existéncia de diferenca entre os tratamentos regulares, foram
realizadas analises de variancia para todos o0s experimentos. Foram observadas diferencas
significativas (p<0,05) entre tratamentos para a caracteristica numero de fémeas em todos 0s
experimentos (Tabela 4).

A existéncia de diferenga significativa entre os diferentes tratamentos evidencia, a
principio, a existéncia de variabilidade entre os tratamentos e, consequentemente, maiores
chances de se explorar a selecdo de gendtipos superiores. Por ser esta caracteristica 0 que
determina a reacdo de resisténcia, moderada resisténcia ou suscetibilidade, sua significancia
era esperada principalmente para 0s experimentos raca 4+ e 14+, uma vez que 0s genitores

sdo contrastantes entre si. Embora o uso de genitores contrastantes, por si s0, ndo garanta a
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obtencdo de gendtipos significativamente contrastantes na descendéncia, essa estratégia
amplia a variabilidade genética e, consequentemente, a fenotipica. Essa maior variabilidade
pode contribuir para a obtencdo de significancia nas analises de variancia da caracteristica em
estudo (Borém; Miranda; Fritsche-Neto, 2021).

N&o foram observadas diferencgas significativas (p>0,05) entre os diferentes blocos
para todos o0s experimentos analisados (Tabela 1A). Em experimentos conduzidos em
delineamento de blocos aumentados o erro experimental € estimado considerando as
testemunhas repetidas entre os diferentes blocos. Este fato, associado a nédo significancia entre
os diferentes blocos sugerem um bom controle ambiental (Duarte, 2000).

Peternelli et al. (2009), com o objetivo de avaliar o desempenho da sele¢do, avaliaram
trés delineamentos normalmente utilizados quando se tem muitos gendétipos e pouco material
propagativo. Na ocasido, foram testados trés delineamentos, delineamento em blocos
aumentados (DBA), delineamento com blocos aumentados duplicados (DBAD) e grupos de
experimentos em blocos cazualizados com tratamentos em comum (EBCTC). No estudo em
questdo os autores concluiram que dentre os delineamentos estudados o DBA foi o que
apresentou a maior eficiéncia. Além disso, no estudo conduzido pelos autores, 0s tratamentos
comuns foram repetidos seis vezes, como no presente estudo, 0 que sugere uma alta preciséo

em ambos 0S cenarios.

Tabela 4: Resumo da anélise de variancia (ANOVA) individual e conjunta para os quatro
experimentos, conduzidos em Delineamento de Blocos Aumentados (DBA).

Fonte de variacao GL F value Pr(>F)

Andlise individual

Entre plantas/Raca 2 567 9,024 0*

Entre plantas/Raca 4 627 7,408 0*

Entre plantas/Raca 4+ 584 7,465 0*

Entre plantas/Raca 14+ 633 6,93 o>
Analise conjunta

Entre racas 3 478,29 0*

GL: Graus de liberdade; *Significativo pelo teste F (p<0,05).
Fonte: Do autor (2025).

E possivel observar que ha diferenca significativa (p<0,05), para a caracteristica
namero de fémeas em funcdo da raca inoculada (Tabela 4). A existéncia de significancia na
andlise conjunta era algo esperado, isso porque existe diferenca no grau de patogenicidade
entre as racas utilizadas. A presenca de alelos de viruléncia associados a uma determinada

raca faz com que ocorra uma expressao fenotipica diferenciada (nimero e tamanho de
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fémeas), quando uma determinada populacdo de soja é submetida a diferentes racas do
nematoide (Arjoune et al., 2022). Fato este observado no presente estudo.

Os parametros genéticos e fenotipicos associados aos quatro experimentos estdo
apresentados na tabela 5. Nota-se que para 0s experimentos raca 2 e 4 os valores de variancia
genética foram de maior magnitude. A existéncia de variancia genética é fundamental nos
programas de melhoramento genético, pois permite a obtengdo de ganhos com a selegdo com

incremento de alelos favoraveis nos genotipos de interesse.

Tabela 5: Pardmetros genéticos e fenotipicos para a caracteristica nimero de fémeas nos
diferentes experimentos, obtidos a partir na analise individual.

Parametro Raca 2 Raca 4 Raca 4+ Raca 14+
of 16 1,92 0,74 0,69
o5 1,42 1,66 0,64 0,59
02 0,18 0,26 0,1 0,1
5 88,92 86,50 86,60 85,57
hZ (%)
[80,65 - 92,73] [76,71 - 92,25] [76,76 - 91,27] [75,07 - 90,63]
GS -22,08 -28,36 -44,61 -64,85

afz = variancia fenotipica; aj = variancia genética; o2 = variancia ambiental; h? = herdabilidade no
sentido amplo [intervalo de confianga] e GS = ganho esperado com a selecéo.
Fonte: Do autor (2025).

Embora os valores de variancia genética tenham sido de menor magnitude para 0s
experimentos raca 4+ e 14+, a variancia residual também foi baixa, indicando potencial na
selegdo de genotipos superiores. A existéncia de variabilidade para a caracteristicas niamero de
fémeas para estes experimentos, denota potencial para selecdo de gendtipos resistentes as
racas 4+ e 14+, na populacédo estudada.

A partir das estimativas dos parametros genéticos e fenotipicos associados aos
tratamentos e ao erro experimental, foi possivel obter as estimativas de herdabilidade para a
caracteristica numero de fémeas. De acordo com Barry et al., (2023), a herdabilidade refere-se
a proporgdo da varidncia fenotipica que é de origem genética. Dentro dos programas de
melhoramento a herdabilidade é uma estimativa que reflete a confiabilidade em realizar a
selecdo dentre os genotipos.

Neste estudo, os valores de herdabilidade para a caracteristica nUmero de fémeas
variaram de 85,57% a 88,92% (Tabela 5). Estes valores indicam que a maior parte da
variancia fenotipica observada entre os tratamentos € de origem genética, sendo, portanto,
uma parte minoritaria oriunda da variacdo ambiental. Valores de herdabilidade superiores a
80% sdo considerados de alta magnitude, portanto, experimentos com valores superiores sao

considerados de precisdo experimental muito alta (Cargnelutti Filho; Storck; Ribeiro, 2009).
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O intervalo de confianga associado a estimativa de herdabilidade para os diferentes
experimentos também sdo apresentados na tabela 5. O maior intervalo foi observado no
experimento para a raca 4, ou seja, o real valor neste experimento pode assumir qualquer
namero entre 76,71 e 92,25. De forma geral, observa-se a 5% de significancia, que a
amplitude associada ao limite inferior e ao limite superior dos intervalos foi de pequena
magnitude, resultado este, que indica uma alta confiabilidade para tal estimativa.

Cervigni et al., (2007), avaliando linhagens de soja submetidas as racas 3 e 9, para a
caracteristica numero de fémeas encontram valores de herdabilidade de 80,67% e 77,97%,
respectivamente. De acordo com os mesmos autores, os altos indices encontrados para a
herdabilidade indicam segregacdo para os alelos de resisténcia na populacdo e cenario
favoravel para selecdo fenotipica para resisténcia. Neste estudo, os valores para herdabilidade
associados aos de coeficiente de variacdo experimental e acurécia seletiva (Tabela 1A),
sugerem um excelente controle ambiental e cenario propicio para selecdo de gendtipos
superiores na populagéo.

Com o0 objetivo de se estimar o impacto propiciado com a selecdo de genotipos
superiores, foram estimados o ganho esperado com a selecdo adotando proporcao de selecdo
de 15%. O ganho com selecédo foi de -22,08 e -28,36 nimero de fémeas para as racas 2 e 4,
respectivamente (Tabela 5). Os valores negativos para a estimativa do ganho com a selecéo
indicam a natureza da caracteristica. Em programas de melhoramento visando a resisténcia
fenotipica busca-se a obtencdo de genotipos mais resistentes, consequentemente, com menor
média fenotipica para a caracteristica nUmero de fémeas.

Para o experimento raca 4+, com uma intensidade de selecdo de 15% o ganho
esperado foi de -44,61. Desta forma, ao selecionar os melhores tratamentos espera-se uma
reducdo em média de 44,61 para o nimero de fémeas na nova populacdo. Para o0 experimento
raca 14+, considerando a intensidade de selecdo de 15% o ganho esperado obtido foi de -
64,85. Este resultado indica uma reducdo média de 64,85 para a caracteristica niumero de
fémeas na nova populacdo. Diante de todos 0s experimentos, a raca 14+ apresentou o maior
ganho esperado. Esse resultado deve-se ao elevado diferencial de selecdo obtido para essa
raca, considerando que os valores de herdabilidade foram altos em todos os experimentos.
Destaca-se que o ganho esperado por meio da selecdo € determinado, entre outros fatores,
pelo diferencial de selecéo e pela herdabilidade.

A piramidacdo de alelos, a partir de cruzamento biparental entre P1437654 e
TMGA4182 figura-se de forma eficaz para obtencao de genotipos resistentes as racas 4+ e 14+,

com tegumento de coloragdo amarela. A obtencdo de linhagens resistentes a0 nematoide do
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cisto a partir de fontes diferentes de P188788, tem sido sugerida por diversos autores (Kim et
al., 2016; Niblack et al., 2008; Tylka et al., 2021). Isso porque, a utilizacdo de apenas uma
fonte de resisténcia resulta em uma pressédo de selecéo, e possivelmente surgimento de novas
racas (Lu et al., 2022). A existéncia de variabilidade genética na populacdo para a
caracteristica de resisténcia sugere que no presente estudo a estratégia de pré-melhoramento
utilizada denota-se como uma boa ferramenta na incorporacdo de novas fontes de resisténcia
ao NCS.

Embora tenham sido obtidos gendtipos resistentes, o processo de fenotipagem de uma
grande quantidade de tratamentos pode ser algo invidvel em programas de melhoramento
genético e deve ser facilitado por técnicas como a selecdo assistida por marcadores
moleculares (Lu et al., 2022). Neste ambito, na figura 4, pode-se visualizar os graficos de
Sankey (Kennedy e Sankey, 1898), para os diferentes experimentos. Estes graficos permitem
compreender a existéncia de relacdes entre os fendtipos e os marcadores moleculares
utilizados.

Pode-se observar que, para as ragas 2 e 4, existe associacdo entre o fendtipo e as
marcas moleculares. Para essas duas racas é possivel observar que a maior parte dos
tratamentos caracterizados como resistentes foram positivos para o marcador Rhg4, negativos
para 0 marcador Rhgl-b (P188788) e positivos para 0 marcador Rhgl-a (Peking) (Figura 4).
Pode-se inferir que este comportamento era esperado, uma vez que a reacdo de resisténcia
para as racas 2 e 4 sdo relativamente mais simples.

Para as racas 4+ e 14+, pode-se observar que ao contréario das racas 2 e 4 ndo existe
um padrdo definido entre tipo de reacdo e a marca molecular. Isto porque ao analisar por
exemplo para a raca 4+, tem-se que a maior parte dos fenétipos R, MR e S foram positivos
para o marcador Rhg4, sugerindo que ndo existe uma relacdo exclusiva entre fenotipo e
presenca da marca Rhg4 (Figura 4). Contudo, um fato que chama a atencdo € que a maior
parte dos tratamentos caracterizados como resistentes para as ragas 4+ e 14+, foram positivos
para o marcador Rhg4, negativos para o Rhgl-b e positivos para o Rhgl-a.

O QTL Rhg4 é citado em diversos trabalhos relacionados a resisténcia ao NCS
(Brucker et al., 2005; Liu et al., 2017; Liu et al., 2012; Lu et al., 2022; Meksem et al., 2001;
Torabi et al., 2023). Este QTL esta localizado em uma regido do cromossomo 8 e estudos de
mapeamento revelaram que um dnico gene (Glyma08g11490) é o responsavel pela resisténcia
(Liu et al., 2012; NCBI, 2025). De forma geral, diversos trabalhos atribuem a resisténcia ao
nematoide do cisto a interagdo entre os QTLs Rhgl-a e Rhg4, ou a presenca isolada de Rhgl-b
(Brucker et al., 2005; Liu et al., 2012).
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Figura 4: Relacdo entre o fendtipo e os marcadores moleculares para as quatro racas avaliadas
em diferentes experimentos, plotadas em graficos de Sankey (Kennedy e Sankey,
1898).

Raca 14+ Raca 2

POSPOS

(L]

Raca 4+

POS:POS

Reagio RITG4 RIIG1 PIS8 RIIG1 PK Reagio RIIG4 RIIG1_PI8& RIIG1 PK

Reacdo de resisténcia (R), moderada resisténcia (MR) e suscetibilidade (S). Marcadores moleculares
Rhg4, Rhgl-a (Peking) e Rhgl-b (P188788). Presenca do marcador em homozigose (POS:POS),
presenca do marcador em um dos locos - heterozigoto (NEG:POS) e auséncia do marcador em
homozigose (NEG:NEG).

Fonte: Do autor (2025).

Embora as contribuicdes de Rhgl-a/b e Rhg4 sobre os mecanismos de resisténcia ao
NCS sejam incontestaveis, alguns fatores podem influenciar o nivel de resisténcia de um
genotipo, mesmo quando este apresente estas marcas moleculares. O nimero de cOpias para
0s QTLs Rhgl-a/b e Rhg4 tém sido objeto de estudo para diversos pesquisadores, bem como
seu impacto na expressdo fenotipica de genoétipos de soja submetidos ao NCS (Cook et al.,
2014; Cook et al., 2012; Lee et al., 2015; Torabi et al., 2023).

Torabi et al. (2023), com o objetivo de compreender os mecanismos de resisténcia
planta/patogeno realizaram analises para elucidar o namero de cépias para os QTLs Rhgl e
Rhg4 nos principais genotipos utilizados como fonte de resisténcia ao NCS. Os numeros de

copias variaram dentre 0s genotipos e dentre os QTLs. Para o genotipo P1437654, avaliado
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pelos autores e utilizado como genitor resistente neste estudo foram identificadas trés copias
para Rhgl-a e trés cdpias para Rhg4.

Os resultados encontrados pelos autores (Torabi et al., 2023), podem ser associados
aos obtidos no presente trabalho. Isso porque, embora foi identificado genotipos resistentes
associados a presenca dos marcadores Rhgl-a e Rhg4, também observou-se gendtipos
suscetiveis. A reacdo de suscetibilidade observada para estes tratamentos pode estar atribuida
entdo, ao numero de copias destes QTLs, que pode ter sido reduzida durante o processo de
recombinacéo, fato que devera ser elucidado em investigacdes futuras.

Além do nimero de copias a presenca ou auséncia de outros QTLs de efeito menor
podem ter contribuido para os resultados observados (Figura 4). Por ser a reacdo de
resisténcia ou suscetibilidade uma caracteristica quantitativa (Grant et al., 2010; Lu et al.,
2022), a presenca de Rhgl-a e Rhg4 por si s6 ndo garante a resisténcia. Portanto, para uma
melhor compreensdo dos genes associados a resisténcia ao NCS recomenda-se a realizacéo de
uma genotipagem mais ampla, que possa explorar mais regides do genoma e possibilitar a

realizacdo da associacao genémica.
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5 CONCLUSOES

E possivel obter genétipos de soja recombinantes a partir da utilizacdo da P1437654
como genitor, que associe tegumento amarelo e resisténcia a maltiplas racas do nematoide do
cisto.

A presenca de gendtipos suscetiveis, associados com a presenca de marcadores Rhgl-a
e Rhg4, sugere que fatores adicionais, como o numero de copias de QTLs, bem como a
presenca de outros QTLs de efeito menor, desempenham papel significativo na resisténcia ao
NCS.

E fundamental o emprego de uma abordagem mais abrangente de genotipagem,
incluindo outras regides gendmicas, visando aprimorar a compreensao dos mecanismos de

resisténcia ao NCS e aprimorar 0 emprego da selecdo assistida por marcadores moleculares.
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Tabela 1A: Andlise de variancia (ANOVA) para 0s gquatro experimentos, conduzidos em Delineamento
de Blocos Aumentados (DBA).

Fonte de Variacdo GL SQ QM F value Pr(>F)
Experimento raca 2
Bloco 5 1,36 0,27 1,532 0,205
Tratamentos: regulares 567 908,28 1,6 9,024 0*
Regulares vs. comuns 1 42,73 42,73 241,233 0*
Residuos 35 6,2 0,18
CVe (%) = 17,42 Tyq+ 0,94
Experimento raca 4
Bloco 5 1,16 0,23 0,895 0,495 "
Tratamentos: regulares 627 1206,6 1,92 7,408 0*
Regulares vs. comuns 1 91,05 91,05 350,491 0*
Residuos 35 9,09 0,26
CVe (%) = 19,71 Tyg+ 0,93
Experimento raga 4+
Bloco 5 0,36 0,07 0,722 0,612 "™
Tratamentos: regulares 584 434,16 0,74 7,465 0*
Regulares vs. comuns 1 18,48 18,48 185,598 0*
Residuos 35 3,49 0,1
CVe (%) =7,92 Tyg: 0,93
Experimento raga 14+
Bloco 5 0,6 0,12 1,198 0,33™
Tratamentos: regulares 633 439,3 0,69 6,93 0*
Regulares vs. comuns 1 8,19 8,19 81,813 0*
Residuos 35 3,5 0,1
CVe (%) = 7,26 Tygt 0,92

GL: Graus de liberdade; SQ: Soma de quadrados; QM: Quadrado médio; *Significativo pelo teste F

(p<0,05);

™ Néo significativo pelo teste F (p>0,05); CVe (%): Coeficiente de variagdo experimental e 7,:

Acuracia seletiva.

Fonte: Do autor (2025).



