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RESUMO

O nematoide de cisto (NCS) ¢ um dos patdégenos que mais causa prejuizos em areas
produtores de soja. Com sua alta variabilidade genética o uso dos marcadores de DNA tornou-
se uma ferramenta util para romper essa barreira por apresentar alto grau de identificacao de
fonte de variagdo de resisténcia genética. O objetivo do trabalho foi determinar marcadores
moleculares tipo SNPs candidatos ligados a resisténcia a NCS, raga 14, em cultivares de soja
brasileiras. O experimento foi conduzido em casa de vegetacao em delineamento inteiramente
casualizado, com cada unidade experimental caracterizada por um grupo de 6 tubetes com 6
repeticdes. A distribui¢do das 46 cultivares foi de forma aleatoria, igualmente para série
diferenciadora, que foram semeadas em bandejas plasticas com capacidade de 54 tubetes de
180cm?, preenchidos com solo e areia média na propor¢ao de 1:3, com 2 sementes por tubete.
Foram inoculados 3000 ovos, e depois de 30 dias, quantificado o nimero de fémeas por raiz.
As reagoes foram determinadas pelo indice de fémeas (IF). Utilizaram-se bancos de dados
para associar marcadores genéticos aos genes de NCS raga 14 como NCBI, Scopus, Science
Direct ¢ Periddicos CAPES, além da plataforma SoyBase para rastrear SNPs proximos aos
marcadores selecionados. Foram genotipados 46 cultivares considerando para cada grupo
genético um valor limite do coeficiente de ancestralidade (> 0,70), mas ndo apresentaram,
porém, uma organizagdo coincidente com a resposta de resisténcia e suscetibilidade ao NCS.
Entre as 46 cultivares testadas apenas TMG 4182, BRS MT Pintado foram resistentes (4%) no
teste fenotipico enquanto BRS GO Chapaddes, BRS GO Ipameri, NK 7059, BMX Extra, BRS
263, SYN 1059, BMX Foco, CD 237, NK 7059 expressaram moderada resisténcia (17%),
sendo todas essas postuladas como candidatas para a busca de marcadores do tipo SNPs
ligados a resisténcia do NCS, raga 14. Dentre os 48 marcadores SNPs rastreados no SoyBase
baseados na literatura, apenas 6 marcadores, Gm16 33360539 T C; Gml16 35700223 G T,;
Gm17_ 32038975 T G; Gm18 1620585 T C; Gml18 3169557 A C e
Gm18 4680723 C T, apresentaram compatibilidade com os resultados adquiridos através do
mapeamento dos 316 SNPs candidatos a resisténcia ao NCS, raca 14. A cole¢do de cultivares
comerciais de soja avaliada apresentou uma expressiva divergéncia genética e estruturada em
dois grupos principais, com leves sinais de subestruturacdo para AK=5 e 7, destacando a
crescente ancestralidade mista entre as cultivares. A correlacao entre os resultados fenotipicos
e moleculares indicou que apenas os marcadores SNPs 60, 110 e 244 estiveram relacionados a
baixa infestagdo de nematoides, sendo estes candidatos a resisténcia ao nematoide de cisto da
soja, raca 14. O marcador SNP 110 apresentou correlacdo consideravelmente alta (-0,40),
além de possuir efeito direto com os marcadores SNPs 60 e 244 com liga¢dao a variavel IF,
tornando-se o principal marcador candidato.

Palavras-chave: Glycines max; Heterodera glycines; RAPD; SoyBase; SSR.
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ABSTRACT

The cyst nematode (NCS) is one of the most damaging pathogens in soybean producing areas.
With their high genetic variability, the use of DNA markers became useful tools to break this
barrier because it presents a high degree of identification of source of variation of genetic
resistance. The objective of this work was to determine candidate SNPs molecular markers
linked to resistance to NCS, race 14, in Brazilian soybean cultivars. The experiment was
conducted in a greenhouse in a completely randomized design, each experimental unit was
characterized by a group of 6 tubes with 6 replicates. The distribution of the 46 cultivars was
randomly, also for the differentiating series, which were seeded in plastic trays with a
capacity of 54 tubes of 180cm3, filled with soil and medium sand in the proportion of 1: 3,
with 2 seeds per tube. 3000 eggs were inoculated, and after 30 days, the number of females
per root was quantified. The reactions were determined by the female index (IF). Databases
were used to associate genetic markers to NCS race 14 genes such as NCBI, Scopus, Science
Direct and CAPES Periods, as well as the SoyBase platform to track SNPs. A total of 46
cultivars were genotyped considering a coefficient of ancestry coefficient (> 0.70) for each
genetic group, but it is not, however, an organization coincident with a response of resistance
and susceptibility to NCS. Among the 46 cultivars tested only TMG 4182, BRS MT Pintado
were resistant (4%) in the phenotypic test while BRS GO Chapaddes, BRS GO Ipameri, NK
7059, BMX Extra, BRS 263, SYN 1059, BMX Focus, CD 237, NK 7059 expressed moderate
resistance (17%), all of which were postulated as candidates for the search for SNP-type
markers linked to NCS resistance, race 14.. Of the 48 SNPs markers screened in the SoyBase
based on the literature, only 6 markers, Gm16 33360539 T C; Gm16 35700223 G T;
Gml17_32038975 T_G; Gm18_ 1620585 T _C; Gm18 3169557 A C and
Gm18 4680723 C_T, showed compatibility with the results obtained by mapping the 316
SNPs candidates for resistance to NCS, race 14. The collection of commercial soybean
cultivars evaluated showed a significant genetic divergence and structured in two main groups
with slight signs of substructure for AK = 5 and 7, highlighting the growing mixed ancestry
among the cultivars. The correlation between the phenotypic and molecular results indicated
that only the SNPs markers 60, 110 and 244 were related to the low nematode infestation,
being these candidates for resistance to the soybean cyst nematode race 14. The SNP 110
marker showed a very high correlation (-0.40), in addition to having direct effect with the
SNPs markers 60 and 244 with binding to the IF variable, becoming the main candidate
marker.

Key words: Glycines max; Heterodera glycines; RAPD; SoyBase; SSR.



1. INTRODUCAO

A Soja (Glycines max (L.) Merr.), se enquadra dentre as leguminosas mais cultivadas e
consumidas em todo o mundo, possuindo uma extensa area cultivada e elevada capacidade
produtiva. No ano de 2018, o Brasil superou a producdo de soja em relagdo ao Estados
Unidos, alcanc¢ando pela primeira vez a lideranca global na exportagao de graos, farelo e oleo.
As vendas brasileiras continuam crescendo, estimando para safra 2018/2019, uma produgao
com 81 milhdes de toneladas, prevendo alcangar até novembro 77 milhdes, segundo USDA
(MENDES, 2018). Essa cultura esta sujeita ao ataque de diversas doencgas que causam sérios
prejuizos, acarretando-se em muitos casos na perda de produtividade. A soja ¢ hospedeira de
cerca de 125 micro-organismo patogénicos (SEDIYAMA, 2009), sendo que 40 dessas
doengas ja foram identificadas e registradas como de importancia econdmica para o pais
(GODOY, 2017).

Dentre esses patdgenos, os fitonematoides sdo responsaveis por causar sérios danos a
essa cultura. Dias et al. (2010) relata que mais de 100 espécies ja foram identificadas,
associando a soja, cerca de 50 géneros em nivel mundial. Por ano os nematoides
proporcionam cerca R$ 35 bilhdes de reais de danos ao agronegocio, somente na soja essas
perdas estdo estimadas em cerca R$ 16 bilhdes entre as espécies (RIVAS, 2015). Heterodera
glycines Ichinohe, 1952 (Nematoide de cisto soja - NCS) ¢ considerado um dos patéogenos
mais agressivos da sojicultura, induzindo sintomas no campo como reboleiras, cloroses,
plantas atrofiadas e baixa produtividade. Sua identificacdo ocorre por meio da observacao das
fémeas no sistema radicular da planta e pela visualiza¢do no solo da estrutura de resisténcia
denominada cisto (DIAS, et al., 2010).

O ciclo de vida desse patdgeno depende muito da temperatura e a umidade do solo,
mas de forma geral dura de 21 a 24 dias (sob 21-23°C), podendo gerar em um cultivo de trés a
seis geragoes, dependendo da cultivar (BERGAMIN et al.,1995). No Brasil esse processo
pode ocorrer em menos tempo, na maioria das vezes em 15 dias se controlarmos a
temperatura para 28 a 31°C (CUNHA et al., 2008). Seu desenvolvimento abrange até 4
ecdises, sendo o juvenil de segundo estadio (j2) a forma infectante do parasita. O juvenil
penetra nas raizes dificultando a absor¢do de agua e nutrientes, o que reduz o sistema
radicular da planta. Suas fémeas possuem o formato de limao “Tahiti”, de coloracdo branca
amarelada, que ao fertilizarem produzem os ovos e armazenam parte deles no interior do seu

corpo. ApoOs a sua morte, sua cuticula sofre alteragdes quimicas, adquirindo uma coloragao



marrom escura ¢ alterando-se para uma estrutura rigida, denominada cisto. O cisto ¢ muito
leve, de dificil deterioragdo, e sobrevive no solo na auséncia de uma hospedeira por mais de
oito anos (FARIA et al., 2011).

A forma de disseminagdao desse cisto pode ser representada principalmente, pelo
transporte de solo infestado, que pode ocorrer por meio dos equipamentos agricolas, pelo
vento, pela dgua, animais e pessoas. Este cisto uma vez estabelecido no campo torna-se muito
dificil a erradicacao desse parasita, devido sua grande variabilidade genética e sua capacidade
de superar os genes de resisténcia da planta hospedeira (VUONG et al., 2015).

No Brasil a variabilidade genética do nematoidenematdide de cisto da soja tem se
mostrado maior em relacdo a outros paises que possuem seu registro. Até agora, com base na
metodologia para definicdo de raca, foram determinadas as ragas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 10 e 14,
além 4+ e 14+ presente somente em nosso pais (ASMUM et al., 2011). Essas racas podem ser
distinguidas por uma série de cultivares diferenciadora, atualmente utilizadas para os testes
fenotipicos (RIGGS e SCHMITT, 1988).

Embora a elevada variabilidade genética encontrada do parasita no campo dificulte seu
controle, uma das formas de manejo econdmico e eficiente se baseia na utilizacdo de
cultivares resistentes. Estudos investigativos de identificacdo e utilizacdo de novas fontes de
resisténcia ao NCS sdo necessarios na pratica de controle desses nematoides. Neste sentido,
torna-se estratégico o uso formas complementares que contribua com a identificacdo de genes
de resisténcia, a exemplo da utilizacdo de marcadores de DNA. Varios estudos contribuiram
para a localizacdo de QTLs (Quantitative Trait Loci) e validacdo de marcadores Simple
Sequence Repeats (SSR) e Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) ligados a
resisténcia ao NCS (ROSA, 2015).

Entretanto, os marcadores de RAPD apresentam limitacGes de reprodutibilidade e
assim como os SSRs nao apresentam plataforma automatizada para estudos de genotipagem
em larga escala, elevando o custo beneficio de seu uso. Com o0s avangos do sequenciamento
de nova geracdo (NGS), os marcadores Single Nucleotide Polymorphism (SNPs) tém se
destacado para tal propdsito e além de apresentar baixo custo por “data point” em relagdo aos
demais marcadores na genotipagem em larga escala (GAUR et al., 2012). Milhares de SNPs ja
foram disponiveis para G. max (LAM et al., 2010) e utilizados para estudos gendmicos como
a associacdo de ampla gendmica (ATWELL et al., 2010; BRANCA et al., 2010; HUANG et
al., 2010; TIAN et al., 2011), genémica comparativa (LUO et al., 2009; MUCHERO et al.,



2009) e construcdo de mapa de ligacdo genética (SHIRASAWA et al., 2010; HUO et al.,
2011).

O mapeamento deste elevado nimero de marcadores SNPs aumentam a chance de
sucesso na identificacdo de QTLs de grande importancia (LIGHTFOOT, 2008) que compde
extensdo de genes candidatos ligados as caracteristicas resisténcia de interesse. Varias
plataformas para marcadores SNPs foram criadas nos ultimos anos, para identificar e mapear
um grande volume de marcadores ao mesmo tempo. Para soja, por exemplo, um painel
universal de ligagdo denominado como Illumina GoldenGate, Infinium Beadchip e Illumina
Infinium com cerca de 1.536, 6.000 e 50.000 SNPs foram desenvolvidos e disponibilizados
(HYTEN et al., 2010; GANAL et al., 2011; SONG et al., 2013).

Embora se tenha essa elevada disponibilidade de informagdo genética acerca dos
marcadores SNPs na soja, pouco ou nada se conhece sobre marcadores SNPs ligados a genes
de resisténcia ao NCS, raca 14, considerando que ndo foram encontrados publicagdes técnicas
ou académicas disponiveis sobre tal. Tendo em vista o impacto dessa praga na cultura da soja,
buscamos neste trabalho identificar e disponibilizar marcadores SNPs candidatos ligados a
resisténcia ao NCS, raga 14, a partir de estudos de correlacdo genética e fenotipicas utilizando
um germoplasma de 46 cultivares de soja brasileiras lancadas até 2017 com resisténcia,

moderada resisténcia e susceptibilidade.



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Identificar marcadores moleculares SNPs candidatos ligados a resisténcia ao

Nematoide do Cisto da Soja (NCS), raca 14, em cultivares de soja brasileiras.

2.2 Objetivos Especificos

Caracterizar fenotipicamente a reacdo das 46 cultivares de soja, descritas como
resistentes, moderadamente resistentes e suscetiveis ao NCS, raca 14;

Selecionar marcadores de DNA disponiveis na literatura que conferem resisténcia e
suscetibilidade a raca 14 do NCS;

Prospectar e selecionar marcadores moleculares SNPs associados a resisténcia ao NCS
raga 14, por meio da plataforma SoyBase;

Caracterizar os marcadores SNPs candidatos ligados a resisténcia ao NCS, raca 14, por
meio da plataforma Infinium;

Identificar a diversidade genética entre os marcadores SNPs selecionados e realizar
estudos de ancestralidade das cultivares de soja;

Correlacionar os resultados fenotipicos e gentipicos identificados nas 46 cultivares
brasileiras;

Indicar os marcadores SNPs candidatos ligados a resisténcia ao NCS, raca 14, para

uma futura validacdo molecular.



3. CULTIVARES E METODOS

3.1 Material vegetal

A execucdo do presente trabalho considerou avalia¢fes fenotipicas e genotipicas
de cultivares de soja nacionais com niveis variados de resisténcia a nematoidenematoide
de cisto da soja, raca 14. Para tal, sementes das 46 cultivares comerciais nacionais
lancadas até 2017 com resisténcia, moderada resisténcia e susceptibilidade ao NCS,
foram obtidas a partir de bancos ativos de germoplasma da Nidera Seeds Brasil e da
Embrapa Soja (Tabela 1). Estas foram armazenadas na camara fria da unidade de
fenotipagem da Nidera Seeds Brasil Ltda, em Uberlandia-MG, para manutencdo da
viabilidade até 0 momento da fase de multiplicacdo das sementes e das avaliacdes.
Para a avaliagdo dos testes fenotipicos, além das 46 cultivares, considerou-se também as
cultivares controle (série diferenciadora) PI 088788, PI 437654 ¢ Hartwig
caracterizadas como resistente ¢ PI 090763, Lee 74, Pickett ¢ Peking como suscetivel,

para confirmagdo da raga em questao, totalizando 53 cultivares (Tabela 2).



Tabela 1: Cultivares comerciais de soja resistentes (R),

analisadas fenotipicamente e genotipicamente.

moderadamente resistentes (MR) e suscetiveis (S) a Heterodera glycines, raga 14,

Cultivar Obetentor Geneologia Reacdo a raca 14 Represe_ntagao
no croqui
Sharkey x (Hatwig x
BRS 231 Embrapa BRO2-31814) MR 14 Cv1
Hartwig x {Sharkey x
BRS 263 Embrapa [Florrest (3) x (Lancer x BR80- MR 14 Cv2
6989)]}
. Sharkey x [Hatwig x
BRS Jiripoca Embrapa (BRS7-567 (3) X FT Estrela]) MR 14 Cvs
BRSGO Hartwig (4) x (BR90-7063
Chapadaes Embrapa x BR9O-7213) 514 Cva
BRSGO Ipameri Embrapa Leflore (4) x BR90-7057; S 14 CV5
: Sharkey x [Hatwig x
BRS MT Pintado Embrapa (BRS7-567 (3) X FT Estrela]) MR 14 CV6
N « Leflore x [Hartwig x
FMT Matrinxa Fundacdo MT (BRS7-567(3) x Ft-Estrela)] MR 14 Cv7
. x Sharkey x [Hatwig x
FMT Tucunare Fundacdo MT (BR87-567 (3) X FT Estrela]) MR 14 Ccvg
NK V-Max Syngenta P188788 S 14 CV9
NK 7059RR Syngenta Peking x P1437654 S 14 CV10
TMG 115RR T™MG Peking x P1437654 MR 14 CVvii
TMG 121RR TMG Né&o Informado MR 14 CVv1z2
TMG 1188RR TMG Né&o Informado S14 CV13
Cultivar Obetentor Geneologia Reacdo a raca Represe_ntagao
14 no croqui

“Continua”



TMG 4182 TMG Nao Informado S 14 CV14
TMG 4185 TMG Nao Informado S 14 CV15
Syn 1059RR Syngenta N&o Informado MR 14 CV16
BMX Foco Brasmax Nao Informado S14 CVv17
BMX Extra Brasmax Nao Informado S14 Cv1s
BMX Ponta Brasmax Nao Informado MR 14 CV19
BMX Ativa Brasmax Nao Informado S14 CVv20
BMX Poténcia Brasmax Nao Informado S14 Cv2l
CD 217 Coodetec Nao Informado - Cv22
CD 237 Coodetec Nao Informado - Cv23
CD 202 Coodetec CEPS77-16 x Invicta; S14 CV24
BRS 7380 RR Embrapa Né&o Informado S14 CVv25
BRS MG 810C Embrapa Né&o Informado - CV26
(Davis x Parana) x (1AS 4 S 14
BRS 48 Embrapa x BR-5); Cv27
Peking (Sharkey) e )
BRS GO lara Embrapa BR904630 Cv2s
M8133 Monsoy N&o Informado S14 CVv29
M6972 Monsoy N&o Informado - CV30
M7739 Monsoy Né&o Informado - Cvi3l
M8001 Monsoy Empaer 10 X Coker 6738 - CVva2
Cultivar Obetentor Geneologia Reizoes araca Representacao
“Continua”

M8372 Monsoy Né&o Informado -

NS6909 Nidera Nao Informado S14 CVvi4
NS7497 Nidera Néo Informado S14 CV35

NS8490 Nidera Nao Informado 3eS14 CV36




NS7490
P98Y30
PO8Y51
TMG 1176
TMG 1180
TMG 132
TMG 133
TMG 2181
TMG Anta
P98Y12

Nidera
Pioneer
Pioneer
TMG
TMG
TMG
TMG
TMG
TMG
Pioneer

Nao Informado
N&o Informado
N&o Informado
Nao Informado
N&o Informado
Nao Informado
Nao Informado
N&o Informado
Nao Informado
Pintado X Pioneer P95B43

3eS14
3eS14
3eS14
3eS14
3eS14
3eS14
3eS14
3eS14
3eS14
3eS14

Cv37
CVv38
CV39
CVv40
Cv4l
Cv42
CVv43
CVv44
CV45
CV46

“Conclusdo



3.1.1 Instalag¢do do ensaio de fenotipagem e delineamento experimental

As analises fenotipicas foram conduzidas na unidade de fenotipagem vegetal da
Nidera Seeds Brasil Ltda. Localizada em Uberlandia/MG, utilizando casas de vegetagdo com
ambiente controlado, com temperatura constante de 25°C (*2). As cultivares/série
diferenciadora foram semeadas em tubetes com 180 cm?3 de capacidade, preenchidos com
substrato composto por solo e areia média na proporc¢édo de 1:3. Os tubetes foram suportados
por bandejas plésticas com capacidade de 54 tubetes cada (disposicdo de tubetes: 6 x 9). O
planejamento experimental utilizado foi baseado no Delineamento Inteiramente Casualizado
(DIC), com 6 repeticdes. Cada unidade experimental ou repeticdo (R), foram caracterizadas
por um grupo de 6 tubetes. A distribuicdo aleatoria das cultivares/linhas (CV) e suas
repeticdes (R) no ensaio podem ser verificadas no croqui representado abaixo (Anexo —
Figura 1).

Para o plantio, foram realizadas a semeadura de duas sementes em cada tubete, e apds
a emergéncia o estande foi ajustado para uma plantula por tubete (arranquio da planta
excedente e/ou transplante na auséncia de germinacéo), no dia definido para a inoculagdo
(Anexo — Figura 2). A irrigacdo das plantulas foi realizada manualmente 2 (duas) vezes ao
dia.

3.1.2 Obtengao e preparo do inéculo de NCS

Para a extracdo de ovos e preparacdo do indculo, fémeas foram extraidas das raizes de
plantas mantenedoras de 30 dias, previamente cultivadas em vasos de barro (1,5 litros de
capacidade) sob as condi¢bes de 28°C da casa de vegetacdo propria para essa finalidade
(Anexo — Figura 3).

As raizes das plantas mantenedoras foram lavadas com um forte jato de &gua no
Laboratorio de Nematologia da unidade de fenotipagem da Nidera Seeds Brasil Ltda, sobre a
peneira de 20 mesh acoplada a outra de 100 mesh, onde as fémeas ficaram retidas. Em
seguida, a peneira de 100 mesh foi acoplada sobre uma peneira de 400 mesh e as fémeas
esmagadas para a liberacdo dos ovos e juvenis. Na sequéncia, 0s ovos e juvenis retidos na
peneira de 400 mesh foram coletados e concentrados por centrifugacdo utilizando tubos tipo
falcon. O processo de centrifugacéo foi realizado em duas etapas, sendo inicialmente em agua
por 5 minutos a 2000 rpm e posteriormente em solucdo de sacarose (400g de agucar para 750

ml de agua) por 1 minutos a 2000 rpm. Ao final da primeira etapa, 0s ovos e juvenis ficaram
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depositados no fundo do tubo da centrifuga junto com sedimentos de argila, areia e matéria
organica, 0 que permitiu o descarte da adgua e sobrenadantes. Ao final da segunda etapa, apos
a suspensao e centrifugacdo dos ovos e juvenis remanescentes da primeira etapa, ovos e
juvenis se concentraram como sobrenadante, enquanto residuos de solo, areia e matéria
organica ficaram depositados no fundo dos tubos falcon. Desse modo, o sobrenadante pode
ser vertido para uma peneira 400 mesh, e transferidos concentradamente para um frasco de
vidro.

Os ovos e juvenis extraidos foram utilizados para o preparo da solucdo de ovos, em
quantidade suficiente para a inoculacdo de todos os tubetes do ensaio, considerando um total
de 3 mL por planta (tubete). Para o preparo da solugdo, os ovos em concentracdo foram
suspensos em agua e homogeneizados com agitador magnético. Uma aliquota de 1 mL da
solucdo contendo ovos foi coletada e depositada em camera de Peters para a quantificacdo em
microscopico oOptico 10x até que a solucdo atingisse a concentracdo de 1000 ovos por
mililitro. Os procedimentos de extracdo das fémeas e de preparacdo do indculo podem ser

visualizados no Anexo — Figura 4.
3.1.3 Inoculacio de NCS e determinacio da reacao fenotipica das cultivares

Durante a inoculagdo na casa de vegetacdo, foram depositados cuidadosamente 3000
ovos por planta na base de cada plantula (o mesmo que 3mL de uma solugdao de 1000 ovos por
mL), mantendo a solu¢do do indculo, preparada previamente, em constante agitagdo. Nessa
etapa foram utilizadas pipetas monocanais com capacidade maxima de 5 mL para a deposicao
da solu¢do de ovos (Anexo — Figura5). As plantulas foram regadas apenas no segundo dia
apods a inoculacdo para evitar a lixiviagdo dos ovos no solo. Posteriormente, as plantas foram
regadas diariamente para manutencdo de umidade entre a “capacidade de campo” e a
“méxima capacidade de retencdo de 4gua” do solo durante os 30 dias de condugdo do teste.

Trinta dias ap6s a inoculagdo, foi realizado o arranquio do ensaio para quantificacdo
do nimero meédio de fémeas por raiz de cada repeticdo no Laboratério de Nematologia. Para
tanto, as fémeas foram extraidas com um jato forte de &gua sobre peneiras de 20 mesh
acoplada sobre outra de 100 mesh. Em seguida, as fémeas depositadas na peneira de 100 mesh
foram coletadas em copo americano de vidro (um copo americano para cada tubete)
encaminhando-os para o procedimento de quantificagdo. A quantificagdo do numero de

fémeas foi realizada visualmente com auxilio de microscopio estereoscopico. O método
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proposto para quantificacdo do nimero médio de fémeas (NF) obtido em cada cultivar foi o
de SCHIMITT; SHANNON (1992), em que os resultados sdo obtidos através da
determinacéo do indice de fémeas (IF), onde IF = (nUmero médio de fémeas em cada cultivar
+ numero médio obtido no padrdo de suscetibilidade [cultivar Lee 74]) x 100. A reacdo de
cada cultivar foi classificada em resistente (se IF <10%), moderadamente resistente (se IF
entre 10,1% e 30%) e suscetivel (se [F>30,1%) (Anexo — Figura 6).

A certificacdo da raca 14 durante o teste foi realizada avaliando-se a reacéo da série
diferenciadora (Pl 088788, Pl 437654, Hartwig (Resistente) e Pl1 090763, Lee 74, Pickett e
Peking (Suscetivel)) testada juntamente com as cultivares comerciais. A observacdo das
reacOes esperadas descritas na para a raga 14, confirma a identidade da raca testada (Tabela
2).

Tabela 2: Reacdo esperada das linhas de soja da série diferenciadora de NCS, como proposto
por RIGGS e SCHMITT (1988).

Raca

Cultivar Geneologia 11 1 1 1

1 23 45 9 0 1 2 3 4
Pl 437654 Plant Introduction RRRRRRRRRRR
Pl 88788 Plant Introduction S SRSSRR S RRR
P190763 Plant Introduction RRRSRRSR S R S
Hartwig Forrest (3) X Pl 437654 RRRRRRRRRRR
Lee 74 Lee 68 X R66-1517 S SSSSSS S S s s
Pickett (D49-2491 (6)xDo_rman)X(Lee 4) RSRSSSSRIRER.S

x Peking)

Peking Introduction RSRSRSR S S S S

* Reacdo: R — Resistente; S — Suscetivel; MR - Moderadamente Resistente. Método proposto
por RIGGS e SCHMITT (1988).

3.2 Analise genotipica

As analises genotipicas foram conduzidas no Laboratorio de Marcadores Moleculares
da Nidera Seeds Brasil em Uberlandia/MG e no laboratério Eurofins Biodiagnostics Inc.
(EBDI) nos Estados Unidos. As mesmas plantas cultivadas em casa de vegetagdo para a

avaliacdo fenotipica foram utilizadas para coleta de tecido foliar e extragdo de DNA (Tabela

1.
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3.2.1 Anadlise de Selecio de marcadores SNPs ligados a fontes de resisténcia a
NCS

Marcadores SSR € RAPD associado a genes com reacdes de resisténcia a NCS, raga
14, em soja foram prospectados em banco de dados: NCBI, Scopus, Science Direct e
Periddicos CAPES. A pesquisa foi realizada entre o setembro e dezembro de 2017, usando
palavras chave em varias combinagdes em Inglés ou Portugués: (1) Glycine max; (2)
Microssatélites; (3) QTL; (4) Loci; (5) RAPD; (6) SNPs; (7) Resisténcia; (8) Nematoide de
cisto da soja. Artigos publicados entre 2001 a 2011 foram encontrados, os quais também
serviram de base para busca de outras referéncias que tratam sobre genes que conferem
resisténcia a NCS.

Nos artigos selecionados, marcadores RAPD e SSR associados a QTLs (Quantitative
Trats Loci) ou genes que conferem resisténcia a NCS foram selecionados. Baseado no nome
ou grupo de ligacdo do marcador selecionado buscou acessar marcadores SNPs mapeados e
que flanqueiam o gene de resisténcia ou o marcador associado a resisténcia a NCS. Esse
rastreamento de SNPs candidatos foi realizado através da plataforma SoyBase
(https://soybase.org/). Basicamente, o esquema de identificacdo do SNPs no SoyBase segue os
passos esquematizado abaixo (Anexo — Figura 8 ¢ 9).

A primeira forma de busca no Soybase foi pelo nome (Satt309) que foram
prospectados da literatura. A segunda opcao de busca foi através do grupo de ligacao (LG G)
de cada marcador ¢ a terceira forma de busca foi através do nimero de cromossomo (Gm18).
Em seguida, o mapa de posicionamento nos permite a busca do nome (GmComposite2003 G
4.53) e posicionamento em centimorgam. Posteriormente, foi rastreado posicionado a direita e
a esquerda no mapa de sequenciamento marcadores os SNPs flanqueados a 50kbp na base
soySNP50K com 50.000 SNPs perto dos microssatélites, determinando Q7Ls de associagdao

de resisténcia ao nematoide de cisto soja, raca 14 (Anexo — Figura 10 e 11).
3.2.2 Genotipagem das cultivares de Soja no marcador SNP

Foi utilizado um total de 46 (quarenta e seis) cultivares de soja de diferentes
instituicdes publicas e privadas, pertencentes ao germoplasma da Nidera Seeds LTDA,
compreendendo cultivares comerciais nacionais lancadas até 2017 com resisténcia ou
moderada resisténcia e susceptibilidade ao NCS, raca 14. Adicionamente, 7 (sete) linhas

diferenciadoras de confirmag¢do da raga em questdo (PIO 088788, PI 437654 e Hartwig
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(Resistente) e PI 090763, Lee 74, Pickett ¢ Peking (Suscetivel)) foram utilizadas como
controles genéticos para andlise genética de agrupamento, totalizando 53 (cinquenta e trés)

cultivares.

3.3  Genotipagem dos SVPs

O tecido foliar de cada cultivar em estadio V2 foram coletados em tubos falcon de 15
mL e acondicionado com gelo para transporte até o laboratorio molecular Nidera Seeds Brasil
e, em seguida mantidas a -80°C por 50 minutos e liofilizados a -54°C por 21 dias. A
maceragdo do material foliar liofilizado foi realizada com auxilio de uma esfera de ago de 5
mm em cada tubo por 2 minutos a 1750 rpm. Uma amostra de 40 mg, devidamente pesada, foi
transferida para criotubos de 2 mL e armazenados até o envio para a Eurofins Biodiagnostics
Inc. (EBDI) nos Estados Unidos para genotipagem.

O DNA foi extraido por procedimento especifico do laboratério EBDI e genotipado
seguindo protocolo Infintum® II Assay Workflow (www.Illumina.com). Os dados genotipicos
das cultivares foram obtidos através da plataforma //lumina iScan e o painel Infinium iSelect
HD Custom Genotyping BeadChips 6k (Illumina, Inc., San Diego, CA, USA), persolizados
para soja, contendo 53 (cinquenta e trés) amostras das cultivares em cada Beadchip. A
genotipagem das cultivares resultou em 8 (oito) beadchip, separados pelo numero de

cromossomos (Chr) de cada marcadores selecionados, composto com 6000 SNPs.

3.3.1 Analise de diversidade e estruturacio genética

A diversidade genética descritiva dos cultivares de soja comum foi estimada utilizando
os marcadores SNPs em equilibrio de ligagdo. Estas andlises foram realizadas no software
GenAlex v. 6.501 (PEAKALL AND SMOUSE, 2012) e foram estimados parametros como:
porcentagem de polimorfismo (%P), nimero de alelos privados (Np), heterozigosidade
observada (Ho), heterozigozidade esperada (He), coeficiente de endogamia (F), probabilidade
de identidade (PI) e exclusdo (PE). Para determinar a estruturacao da diversidade, foram
estimadas as estatisticas /' de Wright através do programa GenAlex v.6.501.

A estruturagdo genética através do método Bayesiano foi investigada através do
modelo implementado no software Structure versao 2.3.4 (PRITCHARD et al., 2000). Para

esta analise foram utilizados somente os SNPs neutros e que estavam em equilibrio de ligacao,
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os quais foram selecionados através do software GenAlex v.6.501. Foi assumido um nimero
de populagdo (K) variando de 1 a 10, com 10 intera¢des cada. O Structure foi executado de
acordo com o modelo admixture usando 1.000.000 de interagdes MCMC (Markov Chain
Monte Carlo), apos um periodo de burn-in de 500.000 interagdes. O valor mais provavel para
K foi estimado de acordo com a estatistica DeltaK proposta por Evanno et al. (2005) através
do programa Structure Harvester v0.6.93 (EARL AND VON HOLDT, 2012), seguido pela
analise usando o software CLUMPP v1.1.2 (JAKOBSSON AND ROSENBERG, 2007) para
determinar o consenso entre as 10 interagdes dos cluster (K) mais provaveis. Um dendograma
foi construido pelo método neighbour joining (NJ) através do software Mega versdo 5
(TAMURA et al., 2011), a partir da matriz de distancia genética de Roger modificada por
Wright (Figura 12).

34 Analises Estatisticas

Os dados obtidos no experimento foram analisados estatisticamente no software R
versdao 3.5.1 (R Core Team, 2018), com codigo do pacote ScottKnott (Enio et al 2014). Foi
usado um modelo de desenho totalmente aleatério, que foi alterado (6 plantas = 1 repetigao)
para (cada plantas germinadas = 1 repeti¢do). A média de cada cultivar seguiu o método
proposto por Riggs e Schmitt (1988), estimando IF = 100 (nimero médio de fémea em cada
cultivar/ nimero médio encontrado Lee 74) x 100. A caracterizagdo seguiu o método proposto
por Schmitt & Shannon (1992) classificando IF= resistente (se IF < 10%), moderadamente
resistente (se IF entre 10,1% e 30%) e suscetivel (se IF > 30,1%).

O teste Box & Cox (1964) para normalidade foi realizado para quarenta e quatro
cultivares, havendo necessidade de transformar os dados. Para as médias do indice de fémeas
(IF) realizou o teste de andlise de varidncia (ANOVA) verificando a variacdo entre as
cultivares (CV baixo = até 15%; CV médio = 15% a 30% e CV alto = acima de 30%) ¢ o teste
t, cuja hipotese foi rejeitada (p<0,05) (STATGRAPHICS, 2014). O teste do erro padrdo foi
determinado com intervalo de confianca 5% (FLORES, 2014). A andlise de probabilidade foi
construida com intervalos de 95% de confianga para o nimero de fémeas de cada cultivar a

partir de um modelo linear generalizado do tipo Poisson (1938).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Analise Fenotipica

A reagdo da série diferenciadora (PI 088788, P1 437654, P1 090763, Hartwig, Lee 74,
Pickett e Peking) demonstrou uma diferenga no comportamento da cultivar PI 88788 (Tabela
3), embora esta cultivar seja determinada por Riggs e Schmitt (1992) com 97% de genes de
resistente ao NCS, ragas 3, 9, 10, 12, 13 e 14. No experimento estudado a cultivar apresentou
reacdo de moderada resisténcia. Atualmente, estudos relatam mudanga no comportamento da
PI 88788, caracterizando como quebra de resisténcia ao nematoide de cisto. Faghihi (2007) da
Unirvesity Purdue Extension relata que a cultivar norte americana PI 88788 est4 apresentando
quebra de resisténcia ao NCS desde 2005 e exacerbando gradativamente. Guiping Yan e
Richard Baidoo (2018) realizaram um estudo com relatos crescentes de populagdes NCS
virulentas que sdo capazes de quebrar a resisténcia dentro de fontes comumente usadas, cujo
comportamento pode estar relacionado a expressdo génica especifica do genotipo. Desta
forma, o resultado apresentado na série diferenciadora ¢ similar aos resultados esperados,

confirmando que o indculo utilizado para o nematoide de cisto tratou-se mesmo da raga 14.

Tabela 3: Reacdes esperadas do teste fenotipicos validas pela reacdo da série diferenciadoras
do NCS, ragal4.

Reacoes da série diferenciadoras do NCS*

Raga ket Peking PI88788 PI90763 PI437654  Hartwig Lee 74
1 R R S R R R S
2 S S S R R R S
3 R R R R R R S
4 S S S S R R S
5 S R S R R R S
9 S S R R R R S
10 S R R S R R S
1 R S S R R R S
12 R S R S R R S
13 R S R R R R S
14 S S R S R R s |
Raca Reacio obtida pelo teste fenotipico

Pickett Peking PI188788 PI90763 PI1437654  Hartwig Lee 74

14 S S S R R s |
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* Reacdo: R — Resistente; S — Suscetivel; MR Moderada Resisténcia. Método proposto por
RIGGS e SCHMITT (1988).

O resultado obtido pela analise quantitativa do nimero médio de fémeas determinou
uma variagao no numero médio de cistos por planta. Os dados foram transformados para a
obten¢do da homocedasticidade do experimento.

Na andlise de varidncia (ANOVA) observou-se que o Pvalor atribuido foi menor
(p<0,05) com resultado de 2,2 x 10"'® (transformado em poténcia de 10), representado
estatisticamente diferencas significativas entre as cultivares. Também com essa mesma analise
pdde-se obter o coeficiente de variacdo destacado por média de 27,02%, o que significa alta
dispersdao dos dados considerando a heterogeneidade dos dados e também uma muito baixa
precisdo experimental (Tabela 4).

Nos experimentos com nematoide de cisto, ¢ normal se obterem diferencas de
comportamento entre as cultivares, o que esta atrelado as variagcdes nas condi¢des ambientais,
comportamento do patéogeno, comportamento do hospedeiro e interacdo entre os trés fatores

(MOURA et al., 2008).

Tabela 4: Resultado da anélise de variancia (ANOVA) para o indice de fémeas das cultivares

para resisténcia ao nematoide de cisto (raca, 14) obtida no software R.

FONTE *DF °ss °MS YFc *Pr>Fc
Tratamento 52 1020.9 19.633  6.309 6.51 x 107'°
Residuo 106 329.9 3.112

Total 158 1350.8

TCVv =28,14%

*DF= Degree of Freedom (Grau de liberdade); °SS= Sum of Squares (Soma dos Quadrados);
‘MS= Mean Square (Média da Soma dos Quadrados); dFe= Fator de correcdo; Pr>Fc =
probabilidade; 'CV = Coeficiente de Variagio.

Dentre o comportamento dos quarenta e seis genotipos testados, dois (4,55%)
mostraram-se resistentes, enquanto oito (18,18%) caracterizaram-se com moderada
resisténcia, e trinta e quatro (77,27%) foram classificados como suscetiveis. Esses dados
revelam a predominancia de gendtipos com comportamento suscetivel em relagdo as demais,
que podem ser associados ao método utilizado para caracterizacao da reagdo da cultivar. Noel
(1992); Arantes et al. (1999); Carvalho et al. (1999); Concibido et al. (2004) descreveram que
os testes fenotipicos requerem recursos, espago, mao-de-obra e sua avaliacdo ¢ bastante

demorada, principalmente para melhoramento genético, que desenvolve testes com elevados
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numero de linhagem. Além de ressaltar sobre os métodos utilizados para avaliagdo, onde
geralmente ocorre uma grande variagdo no nimero de repeticdes, em uma mesma cultivar,

quanto a resposta do patdogeno (Tabela 5).

Tabela 5: Caracterizagéo das 46 cultivares de soja quanto ao ataque do NCS*, raca 14.

. e . Cultivares
Nivel de Resisténcia N° %
Resistente 2 455
Moderada resisténcia 8 18,18
Suscetivel 36 77,27
Total 46 100

A partir dos resultados apresentados na tabela 6, observou-se que dentre as 46
(quarenta e seis) cultivares semeadas, 29 (vinte nove) ndo apresentaram divergéncias nas
reacdes quando comparado com as reagdes publicadas pelas respectivas companhias
desenvolvedoras, ao serem relacionadas com as reagdes obtidas no experimento fenotipico.
No entanto, 15 (quinze) cultivares apresentaram divergéncias de comportamento.

A BRS MT Pintado caracterizada comercialmente como resistente variou sua reagao
para moderada resisténcia. Do mesmo modo, BMX Extra, BMX Foco, BRS GO Ipameri,
BRS GO Chapadodes e NK 7059 classificadas comercialmente com Moderada Resisténcia,
apresentaram reacdes de Resisténcia. Igualmente, para CD 237 que comercialmente estd
caracterizada com Moderada Resisténcia, apresentou comportamento Suscetivel e
considerando a reacdo inversa que se refere ao fator do comportamento inesperado quanto ao
padrao de resisténcia para as cultivares BRS 7380, BRS Jiripoca, TMG 115, TMG 121, FMT
Tucunaré, FMT Matrinxa, BMX Ponta e BRS 231. J4 as cultivares NS 8490, Nk V-max e
TMG 4185 caracterizadas comercialmente como resistentes, apresentaram reagdes suscetiveis

(Tabela 6).

Tabela 6: Probabilidades de classificagdo em percentual quanto a resisténcia (R), moderada
resisténcia (MR) e susceptibilidade (S), dos quarenta e seis genétipos testados

fenotipicamente e resumo do teste de médias para indice de fémeas.

CULTIVARES NF IF R MR S RTF  RPD
BMX Ativa 92.3 70 0% 5.6% 94.4% S S
BMX Extra 8.3 6.3 83.3% 11.1% 5.6% R R
BMX Foco 125 95 55.6% 44.4% 0% R R



BMX Ponta
BMX Potencia
BRS 231

BRS 263

BRS 48

BRS 7380
BRS Chapaddes
BRS GO lara
BRS Ipameri
BRS Jiripoca
BRS MG 810C
BRS Pintado
CD 202

CD 217

CD 237

FMT Matrinxa
FMT Tucunaré
Hartwig

Lee 74

M 6972

M 7739

M 8001

M 8133

M 8372

NK 7059

NS 6909

NS 7490

NS 7497

NS 8490
P98Y12
P98y30
P98y51
Peking

Pl 437654

Pl 88788
P190763
Pickett

SYN 1059
TMG 115
TMG 1176
TMG 1180
TMG 1188
TMG 121
TMG 132
TMG 133
TMG 2181

38.3
94.2
34.2
18.2
160.4
14.9
4.1
104.1
17.6
32.8
955
22.9
126.8
126.8
33.7
36
16.3

131.9
52.4
68.2
86.2
89.9
79.9
17.3

180.9
915
70.4
98.4
73.7
86.7

110.6

77
5.6
19.5
65.3

101.7
21.7
21.3
46.5
110.1
91.9
51.7
133.2
715
80.3

29
71.4
25.9
13.8

121.6
11.3

3.1
78.9
13.3
24.8
72.4
17.4
96.2
88.2
25.6
27.3
12.4

5.3
100
39.7
51.7
65.4
68.2
60.6
131

137.2
69.4
534
74.6
55.9
65.8
83.8
58.3

4.3
14.8
49.5
77.1

21
16.2
35.3
75.9
69.7
39.2

101
54.2
60.9

0%
5.6%
44.4%
50%
0%
61.1%
94.4%
5.6%
16.7%
0%
0%
16.7%
0%
0%
0%
5.6%
38.9%
83.3%
0%
0%
5.6%
0%
0%
0%
22.2%
0%
0%
0%
0%
5.6%
5.6%
11.1%
0%
88.9%
33.3%
0%
0%
22.2%
38.9%
0%
0%
0%
0%
0%
0%
0%

66.7%
5.6%
11.2%
22.2%
0%
16.7%
5.6%
5.6%
72.2%
50%
0%
55.5%
0%
0%
61.1%
5.6%
50%
16.7%
0%
16.7%
22.2%
5.6%
0%
0%
72.2%
0%
0%
5.6%
16.7%
16.7%
0%
11.1%
11.1%
11.1%
38.9%
38.9%
0%
55.6%
27.8%
22.2%
22.2%
5.6%
5.6%
0%
16.7%
0%

33.3%
88.8%
44.4%
27.8%
100%
22.2%
0%
88.8%
11.1%
50%
100%
27.8%
100%
100%
38.9%
88.8%
11.1%
0.0%
100%
83.3%
72.2%
94.4%
100%
100%
5.6%
100%
100%
94.4%
83.3%
77.7%
94.4%
77.8%
88.9%
0.0%
27.8%
61.1%
100%
22.2%
33.3%
77.8%
77.8%
94.4%
94.4%
100%
83.3%
100%

MR

MR
MR

MR

MR

MR

MR

MR
MR
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TMG 4182 3.5 2.7 94.4% 5.6% 0% R R
TMG 4185 111 8.4 555% 38.9% 5.6% R R
TMG Anta 66.3 50.3 0% 16.7% 83.3% S S
V.Max 29.8 226 16.7% 44.4% 38.9% MR R
“Conclusao”

*NF = Numero de Fémeas; IF = Indice de Fémeas; RTF = Reagdo Teste renoupico pela
média do indice de fémeas (IF); R.P.P.O = Reagdes Publicadas Pelas Obtentoras.

No estudo realizado por Dias et al. (2009), cujo objetivo foi determinar a distribuigao
das ragas do Heterodera glycines entre os estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Minas gerais, Parand, Sao Paulo, Rio Grande do Sul e Tocantins, os resultados apresentam
semelhangas com os deste experimento. As cultivares BRS MT Pintado, BRS 7380, BRS
Jiripoca, FMT Tucunaré, FMT Matrinxa, TMG 115, TMG 121, BMX Ponta ¢ BRS 231
determinaram rea¢des de moderada resisténcia ¢ BRS GO Ipameri, BRS Chapaddes e NK
7059 com reacdes de resisténcia. Igualmente, para CD 237 com comportamento suscetivel.
Para cultivar NS 8490 a reagdo foi suscetivel, porém para cultivares NK V-max e TMG 4185
o estudo indicou reagoes de Resisténcia.

Dias et al. (2009) relata que principalmente nos estados de Goids, Mato Grosso ¢ Mato
Grosso do Sul, o niimero de cultivares com resisténcia a multiplas racas do NCS tem se
elevado, rapidamente, no entanto, ainda existe caréncia de cultivares resistente para algumas
racas, pois em seu estudo a maioria das cultivares testada caracterizou resisténcia a raca 1 e 3.
Essa dificuldade de estabelecimento de um portfolio mais completo com cultivares resistentes
a multiragas pode estar atrelado as dificuldades de obtencdo de cultivares adaptadas em
algumas regides de cultivo da soja.

Para as cultivares NK V-Max e TMG 4185 cujo comportamento no experimento
indicou divergéncia em relacdo aos resultados comerciais, ¢ possivel que a heterogeneidade
no numero de plantas germinadas (de 9 a 36 plantas) no experimento, tenha impactado a
correta classificacdo de suas reagaoes, sendo estas classificandas como Suscetiveis.

No entanto, a parte as particularidades de alguns resultados obtidos no teste fenotipico,
a analise de probabilidade do indice de fémeas (IF) de cada cultivar indicou uma confianga de
95%, fato que valida assim o método utilizado no experimento. Em suma, o experimento
conduzido nessa etapa da pesquisa evidenciou que as cultivares TMG 4182, BRS MT Pintado
identificadas como resistente ¢ BRS GO Chapaddes, BRS GO Ipameri, NK 7059, BMX
Extra, BRS 263, SYN 1059, BMX Foco, CD 237 e NK 7059, identificadas como
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moderadamente resistentes, podem ser consideradas candidatas para a busca de marcadores

moleculares do tipo SNP ligados a resisténcia do nematoide de cisto da soja, raga 14.

4.2 Selecio de marcadores SNPs prospectados da literatura

Um total de vinte e quatro marcadores associados a resisténcia ao NCS, raga 14, foram
prospectados com base nos bancos de dados (Tabela 7). Entre estes marcadores de DNA,
dezesseis foram marcadores microssatélite, oito marcadores de intervalos SSRs e quatro
marcadores RAPDs (Tabela 7). Essa amostra de marcadores referéncia apresenta uma
expressiva cobertura, estando distribuidos em oito grupos de ligagdes: A2, C1, C2, Dla, D2,

E,Gel.

Tabela 7: Marcadores microssatélites e RAPD associados a genes de resisténcia a NCS

identificados em publicac6es de 2001 a 2011.

Mli\él?ors;(i(é)lri te Grupo de ligacdo Referéncias
Satt 309 G SILVA et al. (2007)
Sat_168 G SILVA et al. (2007)
Sat_141 G FERREIRA et al. (2011), SILVA et al. (2007)
Satt 570 G SILVA et al. (2007)
Satt 356 G SILVA et al. (2007)
Satt 217 G SILVA et al. (2007)
Satt 038 G FERREIRA et al. (2011)
Satt 376 c2 FERREIRA et al. (2011)
Satt 370 Dla FERREIRA et al. (2011)
Satt 177 A2 SILVA et al. (2007)
Satt 082 D2 FERREIRA et al. (2011), SCHUSTER et al. (2001)
Satt 389 D2 SCHUSTER et al. (2001), SILVA et al. (2007)
Sat-001 D2 SCHUSTER et al. (2001)
M'i\(/:lfors;\(icé)lri te Grupo de ligacdo Referéncias
Satt 574 D2 SCHUSTER et al. (2001)
Satt 301 D2 SCHUSTER et al. (2001)
cgSCNO003 J GLOVER et al. (2004)
Intervalo de Grupo de ligacdo

. 1 Referéncias
Microssatélite

Satt_141/Satt 610 G FERREIRA et al. (2011)
A059-A443 Cc1 YUE etal. (20"
A398-K487 Dla YUE et al. (20 “Continua”
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A656-Satt452 E YUE et al. (2011)
Marcador Grupo de ligacdo o
RAPD Referéncias
OPAA-1175 D2 SCHUSTER et al. (2001)
OPAE-08g3; D2 SCHUSTER et al. (2001)
OPR-07548 D2 SCHUSTER et al. (2001)
OPY-072030 D2 SCHUSTER et al. (2001)

“Conclusdo”

Para a busca de marcadores tipo SNPs associados a esses marcadores na plataforma
Soybase, os quatro marcadores RAPD foram desconsiderados por nao ter sido possivel a
localizagdo de suas sequencias descritas na plataforma soybase. No caso dos marcadores
Sat 168, Satt356, Satt177, cgSCNOO3 e os marcadores dos intervalos A059-A443, A398-
K487, A656-Satt452, igualmente ndo foi possivel localiza-los na plataforma SoyBase, porém
estes marcadores foram substituidos por outros marcadores sequenciados mais proximos no
mapa genético, de modo que Sat 168 foi substituido pelo Sat 210 posicionado a 0,2 cM; Satt
356 substituido por Satt610 a 1,09 cM; Sattl77 substituido por Sat 409 a 1,26 cM e
cgSCNOO03 substituido por Satt409 e Satt431.

Dessa meneira, a partir dos 20 marcadores SSRs pré-definidos, conseguiu-se associar
46 marcadores tipo SNPs a partir da busca no Soybase. Esses marcadores SNPs associados
foram considerados por estarem posicionados a direita e a esquerda de cada marcador tipo
SSR pré-definido (Tabela 8). De acordo com as andlises realizadas pelo laboratorio EBDI,
dentre os 40 marcadores SNPs rastreados no SoyBase, apenas 6 marcadores apresentaram
compatibilidade com os resultados adquiridos através do mapeamento dos SNPs (316
marcadores) candidatos a resisténcia ao NCS, raca 14. Os SNPs compativeis foram:
Gm16 33360539 T C; Gml6_ 35700223 G T; Gm17 32038975 T G;
Gml18 1620585 T C; Gml8 3169557 A C; Gml8 4680723 C T, podendo ser

visualizados na tabela 8.
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Tabela 8: SNPs rastreados no mapa de sequenciamento da plataforma SoyBase.

SNPs franqueadores (Designacéo Illumina 50k)

. Marcador Posicéo
Cultivar Microssatélite GL SNP db SNP rs Alelos Alilos AIZIOS chr_glyma_v1.01 pos_glyma_v1.01
BRS 231 Satt 309 c Esquerda ss715620312  Gmi8 1735487 G A GIA G A 18 1735487
BRS 263 Direita  ss715629315 Gml8 1737445 T C T/C T C 18 1737445
BRS Jiripoca Sat_168, Esquerda ss715629217 Gml8 1620585 T.C T/IC T C 18 1620585
BRSGO associado Sat 210 G ;i 65715629226 GmIS_ 1625693 AG  AIG A G 18 1625693
Chapaddes (0,2cM)
BRSGO Ipameri Satt 141 c Esquerda ss715620996 ~ Gml1g 2401678 A G AG A G 18 2401678
BRS MT Pintado — Direita ~ ss715630002 Gml8 2431585 T C T/C T C 18 2431585
FMT Matrinxa Esquerda ss715630231 Gml8 3157912 T C T/IC T C 18 3157912
FMT Tucunaré Satt 570 G Direita  ss715630235 Gm18 3169557 A.C A/C A C 18 3169557
NK 7059RR Direita ~ 5715630076 Gm18 2675291 G A G/IA G A 18 2675291
TMG 115RR Satt 217 G Esquerda ss715630683  Gml18 4480723 C T CIT C T 18 44800723
TMG 121RR Direita  ss715630690 Gm18 4702681 T G T/G T G 18 4702681
TMG 1188RR Esquerda ss715628872  Gml18_1340190 T _C TIC T C 18 1340190
TMG 4182 Satt 038 G Direita  ss715628880 Gml8 1348367 A G AIG A G 18 1348367
Syn 1059RR Direita  ss715593374 GmO06_15488504 C. T C/T  C T 06 15488504
BMX Foco Satt 370 D, Esquerda ss715579579  GmOL 44441009 T C T/C T C 01 44441009
BMX Extra Direita  ss715579580  GmO1_44500880 A G A/G A G 01 44500880
BMX Ponta Satt 177, Esquerda ss715602603 Gm08 5702524 T C T/IC T C 08 5702524
P1 088788 assoc(ulaggcs'at)_mg A2 Direita 5715602604 GmMO8_ 5717188 G. T  G/T G T 08 5717188
Pl 437654 Satt 082 D2 Esquerda ss715626362  Gml7_19719211 T G T/G T G 17 19719211
Hartwig Direita ~ ss715626363  Gm17 19759026 G A G/IA G A 17 19759026
Lee 74 Satt 389 D2 Esquerda ss715626145  Gml7_14023276 A G AIG A G 17 14023276
PI 090763 Direita ~ ss715626144 Gml7 14026115 T G T/G T G 17 14026115
Pickett Sat 001 D2 Esquerda ss715627048  Gml7_36738479 C T CIT C T 17 36738479
Peking — Direita  ss715627049  Gml7 36753289 A C A/C A C 17 36753289
BMX Ativa Esquerda ss715626722 Gml7 31912048 TC T/IC T C 17 31912048
32038975
BMX Poténcia Satt 574 D2 Direita  ss715626724  Gm17 32038975 T G T/G T G 17

“Continua”
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. Marcador Posigéo . ~ .
Cultivar Microssatélite GL SNP SNPs franqueadores (Designagédo Illumina 50k)
db SNP rs Alelos Alellos Alezlos chr_glyma_v1.01 pos_glyma v1.01
CD 217 Satt 301 D2 Esquerda ss715627113  Gml7_37004518 G_A GI/A G A 17 37004518
CD 237 Direita §5715627114 Gml7_37015253 T C T/C T C 17 37015253
CD 202 Esquerda ss715624431 Gml6 33271679 G T GIT G T 16 33271679
BRS 7380 RR cgSCNO003 Direita §5715624432 Gml6 33360539 T C T/C T C 16 33360539
BRS MG 810C ~ associados (Satt  J  Esquerda SS715624819  Gm16_35700223 G_.T G/IT G T 16 35700223
244/ Satt 431) o
BRS 48 Direita ~ 55715624820  Gm16 35729180 A G AIG A G 16 35729180
Intervalo de SSR - SNPs franqueadores (Designacéo Illumina 50k)
Cultivar GL Posicao Alelos Alelos
X RFLP SNP db SNP rs Alelos 1 5 chr_glyma_v1.01 pos_glyma_v1.01
BRS GO lara Esquerda ss715629996  Gml8_2401678_A G  A/G A G 18 2401678
M8133 Direita ~ ss5715630002  Gm18_2431585_T_C T/IC T C 18 2431585
Sat 141
M6972 Satt 610 G Esquerda SS715630073  Gmig 2662699 C.T C/IT  C T 18 2662699
M7739 Direita ~ SS715630076  Gm1g_ 2675291 G A G/A G A 18 2675291
M8001 A059-A443 Esquerda ss715587398 Gm04_2207255 G_T GIT G T 04 2207255
associados
SCN21-1 = C1 .
M8372 BARC-029425- Direita Ss715587399  Gm04_2210362_A G AlG A G 04 2210362
06191
NS6909 A398-K487 Esquerda ss715580804 Gm01_7683057_G_T GIT G T 01 7683057
NS7497 associados Dla Direita ss715580806  Gm0l1 7729726 C T CIT C T 01 7729726
NS8490 SCN 20-3= Esquerda  ss715579052 Gm01_336090_A G A/G A G 01 336090
NS7490 Sat_353/Sat_332) Direita ~ ss5715579179  Gm01_367189_G_A G/A G A 01 367189
P98Y30 AB56 associados Esquerda ss715621594  Gml5 32148841 C T CI/T C T 15 32148841
P98Y51 SCN 21-3= Direita §s715621596 Gm15 32221790 A G G/A G A 15 32221790
TMG 1176 Satt355/BARC- E Esquerda ss715621791 Gml5 38873997 A G A/G A G 15 38873997
TMG 1180 054023-12243) - Direita §s715621792 Gml5 38933693 T C T/C T C 15 38933693

Satt452

“Continua”


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ss.cgi?ss=ss715580804
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ss.cgi?ss=ss715580806
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ss.cgi?ss=ss715579179
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ss.cgi?ss=ss715621594
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ss.cgi?ss=ss715621596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ss.cgi?ss=ss715621791
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ss.cgi?ss=ss715621792
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Cultivar

TMG 132
TMG 133
TMG 2181
TMG Anta

RAPD marker GL

OPAA-1175
OPAE-08¢y 2
OPR-07545
OPY-07030

Posicdo
SNP

SNPs franqueadores (Designacdo Illumina 50k)

db SNP

Alelos Alelos

rs Alelos chr_glyma_v1.01 pos_glyma_v1.01

1 2

Marcadores RAPD néo estdo descritos na plataforma SoyBase

“Conclusdo”
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4.3 Genotipagem

Codigos foram gerados para identificar o posicionamento de cada marcador tipo SNP
na linha mapeada com o BeadChip 6K. A codificacdo ¢ restrita a empresa Nidera Seeds Brasil
Ltda, a fim de preservar o conflito de interesse da companbhia.

A partir dos 6K marcadores do BeadChip avaliados nas 46 cultivares comerciais
nacionais selecioandas, um total de 316 marcadores SNPs apresentaram amplificacdo (cerca
de 5,26% do total), sendo que 282 foram polimérficos e 34 monomorficos, ou seja, obteve-se
uma taxa de 92% de polimorfismo entre os 316 marcadores SNPs amplificados. Entre os
marcadores polimorficos apenas 8 (oito) SNPs apresentaram estar em desequilibrio de liga¢ao
(p > 0,05), logo apenas os marcadores SNPs em equilibrio de ligacdo foram utilizados nas
estimativas dos pardmetros genéticos, totalizando 276 SNPs.

Na tabela 9 apresenta-se o valor médio da diversidade génica (Hg) total que foi de
0,338 (£0,009), enquanto o valor médio da heterozigosidade observada (Ho) total foi 0,032
(£0,003). A estimativa do valor médio de fixacdo total (F) foi de 0,884 (+0,012). O poder de
exclusao foi alto, obtendo uma probabilidade de exclusao (PE) de 100% e uma probabilidade

de identidade (PT) de 1,8x107 para um conjunto 19 SNPs, diferenciando todos os gendtipos.

Tabela 9: Descritores da diversidade genética do germoplasma de 46 cultivares comerciais de
soja nacionais langadas até 2017 com resisténcia ou moderada resisténcia e susceptibilidade

ao NCS, raca 14, usando 276 marcadores SNPs.

Grupos N P% A Ap He (EP) Ho (EP) F (EP)

R 2 32 290 0  0,021(x0,007) 0,000 (x0,000)  1,000(x0,000)
MR 8 65 464 2  0261(x0,013) 0,005 (x0,002) 0,982 (0,005)
S 36 99 562 100 0,352 (0,009) 0,040 (+0,009) 0,867 (+0,013)

Total 46 100 565 102 0,338 (£0,009) 0,032 (+0,003) 0,884 (+0,012)

Grupos de Resisténcia genética: R — Resistente; MR — Moderadamente Resistente; S — Suscetivel.
Fatores avaliados: N — Numero de cultivares; P% - Porcentagem de locus SNPs polimorfico; A —
Numero de alelos SNPs amplificados; Ap — Numero de alelos privativos; Hg — Diversidade génica ou
heterozigosidade esperada; Ho — Heterozigosidade observada; F — Indice de fixagdo; EP — Erro padrio.

Considerando a resposta fenotipica dos cultivares de soja quanto a resisténcia ao NCS,
raca 14, foi possivel organizar o germoplasma em resistentes (R, 2 cultivares), mediamente

resistente (MR, 8 cultivares) e suscetivel (S, 36 cultivares). O grupo S apresentou a maior
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diversidade genética descritiva com os valores de P%= 99, A= 562 ¢ Hg=0,352 (+0,009),
seguido do grupo MR com P%=65, A=444 e Hg= 0,261 (£0,013) e o grupo R com P%= 3,2,
A=290 e Hg=0,021 (£0,007). A heterozigosidade observada foi baixa nos trés grupos (R=0,00,
MR= 0,005 e S=0,040), gerando elevados indices de fixacao nos trés grupos (Tabela 1). Estes
valores de Hg, Ho e F, revelam que a variagdo genética estd organizada em gendtipos
homozigotos, como esperado para uma espécie predominantemente autégama, além de
indicar também, o compromisso dos programas de melhoramento com a pureza das cultivares
lancadas, assim com a sua homogeneidade e estabilidade.

Cento ¢ dois alelos privativos (Ap) foram constatados entre os 565 alelos
amplificados, isto ¢, aqueles que estdo presentes em apenas um grupo especifico. Os Ap
amplificados foram quase exclusivamente pertencentes ao grupo S (100 alelos privativos),
representando 18% do total de alelos SNPs polimorficos amplificados (Tabela 1).
Considerando as 53 cultivares de soja incluindo as diferenciadoras genotipadas neste estudo,
de um total de 612 alelos amplificados, 157 alelos foram privativos, ou seja, aqueles que estao
presentes em apenas uma cultivar especifica (Tabela 2). Este total de Ap representa 25% dos
alelos amplificados.

Entre as dez cultivares de soja com resposta fenotipica de resisténcia ao NCS, apenas a
cultivar BMX FOCO apresentou um alelo privativo comparado com as demais. Diferente das
susceptiveis ao NCS, a cultivar diferenciadora Lee 74 apresentou o maior numero de Ap,
seguida das cultivares NS 6909 e M 8001 com 20, 10 e 10, respectivamente. Tendo em vista
que o elevado nimero de Ap encontrado na cultivar indica uma base genética mais ampla
comparada entre as demais, fica claro a estreita base genética das cultivares consideradas
fontes de variacdo de resisténcia, fato que deve ser considerado pelos programas de

melhoramento.

Tabela 10: Descri¢ao dos locus com alelos privativos (Ap) por cultivar de soja.

Cultivares NAl;l,e Loco com Ap
Hartwig 1 SNP110
P1437654 2 SNP60; SNP110
PI 088788 1 SNP244
SNP51; SNP52; SNP133; SNP138; SNP142;
Lee 74 20 SNP143; SNP144; SNP145; SNP144; SNP147;

SNP148; SNP153; SNP164; SNP198; SNP228;
SNP270; SNP284; SNP287 SNP288; SNP289

“Continua”
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SNP144; SNP145; SNP144; SNP147; SNP148;

Peking ? SNP154; SNP261; SNP310; SNP313;
PI1 090763 1 SNP262;
Cultivares NA;e Loco com Ap
Pickett 3 SNP228; SNP310; SNP313
BMX FOCO 1 SNP171
NK V-MAX 3 SNPS85; SNP92; SNP228
SNP201; SNP271; SNP272; SNP289; SNP310;
NS 8490 6 SNP313
SNP133; SNP138; SNP142; SNP143; SNP145;
TMG 4185 7 SNP148: SNP153
BMX PONTA 3 SNPS85; SNP92; SNP228
BRS 231 1 SNP163
BRS 7380 RR 1 SNP142
FMT . SNP144: SNP145; SNP144: SNP147; SNP148;
MATRINXA SNP149
FMT
TUCUNARE 1 SNP168
SNP92; SNP117; SNP118; SNP270; SNP271;
BMX ATIVA 8 SNP272; SNP288:; SNP289
BMX . SNP144: SNP145; SNP144: SNP147; SNP148;
POTENCIA SNP270; SNP313
BRS 48 SNP51; SNP53; SNP270
BRS GO IARA . SNP117; SNP118; SNP287; SNP288; SNP289:
SNP313
SNP144; SNP145; SNP144; SNP147; SNP148;
BRS MG 810C 6 SNP149.
CD 202 3 SNP270; SNP288; SNP289
CD 217 4 SNP105; SNP201; SNP310; SNP313
ME9T2 5 SNP32; SNP85; SNP92: SNP117; SNP118; SNP168;
SNP288; SNP290
M7739 4 SNP105; SNP113; SNP201; SNP313
V001 0 SNP51; SNP53; SNP105; SNP113; SNP138;
SNP142 SNP145; SNP148; SNP153; SNP201
M8133 1 SNPS5
M8372 2 SNP32; SNP85
NS 6909 10 SNP32; SNP85; SNP168; SNP228; SNP270;
SNP272 SNP284; SNP287; SNP288; SNP289
NS 7490 4 SNP85; SNP92; SNP310; SNP313
NS 7497 4 SNP32; SNP105; SNP113; SNP198
P9SY51 1 SNP310
T™MG 1176 3 SNP163; SNP310; SNP313
TMG 1180 1 SNP163
TMG 1188 RR 2 SNP310 SNP313
TMG 132 1 SNP288
TMG 2181 2 SNP85 SNP222
TMG ANTA 1 SNP168

“Conclusio”
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Através da Andlise Molecular de Varidncia (AMOVA — Analysis of Molecular
Variance), os marcadores SNPs mostraram que 84% da variagdo genética observada nas 46
cultivares de soja estudadas, que apenas 10% da variagdo se deve aos grupos R, MR e 6%
dentro das cultivares no grupo S. A diferenciagao genética entre os grupos R, MR e S foi
expressiva e significativa com valor de Fsr de 0,09 (p-valor = 0,001). Na andlise par-a-par de
Fsr a maior diferenciagdo genética foi entre os grupos R e MR (Fs1=0,20 e p-valor= 0,03),
seguido R ¢ S (Fs1=0,17 e p-valor= 0,03) ¢ MR ¢ S (Fsr=0,07 e p-valor= 0,001). Estes
maiores valores em relacdo ao grupo R eram esperados, visto que a estimativa de Fgr ¢
diretamente relacionada com a variagdo na frequéncia do alelo entre as amostras e, como este
grupo R amostral ¢ pequeno (n=2) teve apenas 3,2% de polimorfismo apresentando
discrepancias na frequéncia alélica da maioria dos locus SNPs genotipado.

Uma elevada e expressiva divergéncia genética foi mantida entre as 46 cultivares
comerciais de soja avaliadas, como indicado pelo valor médio da distancia genética (DG) de
Roger Modificada de 0,540 ¢ 73% das comparagdes par-a-par entre as cultivares com DG >
0,500. O menor valor de DG foi zero entre as cultivares BRSM Pintado e BRSGO Chapaddes,
enquanto o maior valor de DG foi 0,759 entre as cultivares FMT Matrinxa e NS 6909.
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Figura 12: Dendograma que demonstram a relacdo de 46 cultivares comerciais de soja e sete
cultivares diferenciadoras construido pelo método neighbour joining com base na distancia
genética de Rogers modificada por Wright usando 302 marcadores SNPs. As cultivares
diferenciadoras estdo representadas pelos simbolos vazios, enquanto as cultivares comerciais
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de soja pelos simbolos cheios, sendo o grupo R pelo circulo, o grupo MR pelo quadrado ¢ o
grupo S pelo tridngulo.

A andlise de agrupamento de neighbor joining da cole¢ao das 46 cultivares de soja e as
sete racas diferenciados produziu a formacao de dois grupos principais e cinco subgrupos
entre os gendtipos avaliados (Figura 12). O primeiro grupo principal, amostrado na figura 12
em contorno vermelho, aglomerou 41 gendtipos, entre eles as cultivares NK V-max, NS 6909,
BMX Ativa, BMX Poténcia, TMG 1180, NS 7490, TMG 1188, TMG Anta, BMX Ponta,
TMG 132, P98YS51, TMG 133, BRS 48, M 8001, FMT Tucunar¢, BRS GO Iara, CD 202, NS
7497, BRS 7380, M 8133, TMG 2181, BRS MG 810C, BRS 231, TMG 1176, P98Y30, M
8372, TMG 4185, TMG 115 RR, TMG 121 RR, BRS Jiripoca, todas oriundas dos genes de
suscetibilidade ao nematoide de cisto raga 14; as cultivares CD 237, Syn 1059 RR, BMX
Foco, BMX Extra, NK 7059 RR, BRS GO Ipameri, BRS GO Chapaddes com genes de
moderada resisténcia ao nematoide de cisto raca 14; além das duas cultivares diferenciadoras
Pickett e Lee 74 também com o gene de suscetibilidade ao nematoide de cisto raca 14 (Figura
12).

O segundo grupo, amostrado na figura 12 em contorno azul, aglomerou 12 gendtipos
composto pelas cultivares M 6972, M 7739, NS 8490, CD 217, FMT Matrinxa, P98Y12,
todos com genes de suscetibilidade ao nematoide de cisto raca 14. J& a cultivar BRS 263 e as
cultivares controle PI 88788, Peking, P1 90763, Hartwig e PI 437654 apresentaram gene de
moderada resisténcia ao NCS, raca 14 (Figura 12).

De maneira geral, entre os dois grupos de cultivares foi possivel identificar um
subgrupo gerado por dezessete cultivares, um segundo subgrupo composto por nove
cultivares, um terceiro subgrupo gerado por quinze cultivares, um quarto subgrupo gerado por
cinco cultivares e um quinto subgrupo por seis cultivares.

O valor médio da probabilidade posteriori [LnP(D)] simulada na analise do Structure
para sucessivos valores de K (1 a 10) testados aumentou com o aumento de K, entretanto
nenhuma diferenga expressiva foi observada entre os valores LnP(D). Com o auxilio da
estimativa de AK proposta por Evanno et al. (2005) foi observado um elevado pico para
AK=2, sugerindo dois grupos genéticos. Adicionalmente, outros dois picos ndo acentuados
foram constatados, sendo um para AK=5 e outro para AK=7, sugerindo uma subestruturardo

da colegdo de soja estudada (Figura 13).
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Figura 13: Estimativa do nimero de grupos genéticos (AK) em uma cole¢do de 46 cultivares
de soja comerciais nacionais langadas até 2017 com resisténcia ou moderada resisténcia e
susceptibilidade ao NCS, raga 14, e sete linhas diferenciadoras de confirmacdo da raca em
questdo (Hartwig, P1 437654, PI 088788, Lee 74, Peking, P1 090763 e Pickett) usando o
método de Evanno na analise do Structure.

As cultivares foram atribuidos a cada grupo genético baseado considerando um valor
limite do coeficiente de ancestralidade (> 0,70). Os valores do coeficiente de ancestralidade
de cada cultivar estdo representados pelas colunas, nas quais as cores representam a
probabilidade de atribuicdo nos grupos genéticos (Figura 13). Nesta analise, ¢ possivel
destacar que as cultivares de soja avaliados ndo apresentam uma organiza¢do genética que
coincide com a resposta de resisténcia e suscetiblidade ao NCS, raca 14, além de demonstrar
um crescente compartilhamento de ancestralidade mista entre os grupos com o aumento de K,
indicando um estreitamento da base genética dado o uso compartilhado de genitores no
desenvolvimento das cultivares como pode ser observado na descri¢do genealdgica quando
disponivel (Tabela 1), assim como o uso recorrente de poucos gendtipos como fonte de

resisténcia as diferentes ragas de NCS (Figura 14).
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Figura 14: Andalise da organizagdo da estrutura genética entre as 46 cultivares de soja
comerciais nacionais langadas até 2017 com resisténcia (1-2) ou moderada resisténcia (3-10) e
susceptibilidade (11-46) ao NCS, raga 14, e sete linhas diferenciadoras (47-53) de
confirmagdo da raca em questdo (Hartwig, P1 437654, P1 088788, Lee 74, Peking, P1 090763
e Pickett), respectivamente, para AK=2, 5 e 7. Cada acesso estd representado por uma barra
numeradas de 1 a 53, os numeros correspondem os grupos quanto a resposta de fenotipica de
reacdo a NCS: (1) resistente; (2) moderadamente resistente; (3) susceptivel; (4) diferenciadora
resistente; (5) diferenciadora susceptivel.

4.4 Analise de correlacio fenotipica e genotipica

O tipo de andlise realizada para correlacdo fenotipica e genotipica foi a correlagdo
ponto-bisserial e posteriormente, a andlise de trilha das variaveis. Nessa analise relacionou-se
uma variavel com caracteristica quantitativa (indice de fémeas) com a variavel que é binaria
caracterizada como marcador molecular (Figura 14).

Os coeficientes de correlacdo sdo adimensionais e seu valor absoluto ndo ultrapassa a
unidade, tanto positivo quanto negativa; o coeficiente de correlagdo igual a zero evidencia a
falta de relagdo linear entre duas variaveis e nao a auséncia de relagdo ou de dependéncia.

Os valores de correlagdes dependem da base genética da populacdo para a qual os
caracteres sdo avaliados, apresentando oscilacdo entre estimativas positivas e negativas,
propiciando indicativo de como a sele¢do de um cardter pode influenciar outro (HEIKO,

2001).
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Lopes et al. (2002) relata que seja possivel acrescentar niveis de significancia
estatistica para as correlagdes fenotipicas e genotipicas, existe uma tendéncia entre os
melhoristas de plantas a valorizar mais o sinal (positivo e negativo) e a magnitude dos valores
na interpretagdo aplicada das correlagdes.

Contudo, para se calcular a correlagdo entre esta varidvel e a outra variavel (numérica)
o calculo do coeficiente de correlagdo de Pearson ¢ mais indicado. Também conhecido como
coeficiente de correlacdo ponto-bisserial esse método ¢ usado para se medir a correlagdo entre
uma varidvel nominal dicotomica e uma variavel numérica (FERGUSON, 1981).

Apesar das correlagdes serem de grande importancia no melhoramento genético, elas
podem conduzir a estratégias de sele¢do equivocadas, se interpretadas inadequadamente, pois
suas estimativas ndo expressam uma relacao de causa e efeito, tal como estimado em analises
de trilha.

A analise de trilha consiste no desdobramento das correlagdes nos efeitos diretos e
indiretos de caracteres independentes e explicativos sobre uma varidvel principal bésica, cujas
estimativas sdo obtidas por meio de equacdes de regressdo, em que as variaveis sao
previamente padronizadas (WRIGHT, 1921; 1923; LI, 1975).

Em intmeras culturas tém-se verificado o emprego da andlise de trilha, como, por
exemplo, no amendoim (SANTOS et al., 2000), capim elefante (DAHER et al., 2004),
eucalipto (CORREIA et al., 1996), feijao (COIMBRA et al., 1999; FURTADO et al.,2002),
pimentdo (CARVALHO et al., 1999), mandioca (GOMES et al., 2007) e também, na soja
(CARVALHO et al., 2002; IQBAL et al., 2003; BIZETI et al., 2004).

O éxito na analise de trilha reside, basicamente, na formulagdo do relacionamento de
causa ¢ efeito entre as variaveis. Além disso, o desdobramento das correlagdes depende do
conjunto de caracteres estudados, que normalmente ¢ estabelecido pelo conhecimento prévio
do pesquisador, de sua importancia e das possiveis inter-relagdes expressas em diagramas de
trilha (CRUZ et al., 2004).

Na figura 14 tém-se a representacdo da matriz grafica de correlagdo com os 316

marcadores e a variavel IF (indice de fémeas), totalizando em 317 variaveis.



Figura 15: Redes de correlagdes entre SNPs e indice de fémeas (IF).
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Muitos marcadores que ndo possuem relacdo entre si estdo segregados. Na figura 14
(imagem a esquerda), possui um grupo de marcadores que mostra a relacao de distancia mais
proxima ao do indice de fémeas (IF), apresentando assim, a correlagdo dos marcadores com a
variavel indice de fémeas.

O grupo de marcadores que apresentaram correlagdo em efeito “zoom™ a direita na
figura 14, caracteriza que todos os marcadores t€m relagdo com a variavel IF, mas muitos
possuem relacdo fraca expressado na espessura da linha de ligagdo que corresponde na
coloracdo verde (ligagdo positiva) e vermelha (ligacdo negativa). No estudo a ligacdo de
interesse representada na rede de correlagdes entre SNPs e indice de fémeas (Figura 14) é a
ligacdo negativa. Essa ligacdo negativa determina que os marcadores SNPs com a varidvel IF
expressa a presenca desses marcadores nas cultivares genéticos garantindo um menor indice
de fémeas.

Como exemplo, o SNP 110 esta presente nas cultivares Hartwig e P1437654 (tabela
10) justificando sua associacdo ao indice de fémeas (IF) menores, ou seja, se selecionar esse
marcador aumentard a chance de encontrar genotipos resistentes, € quanto mais estiver
presente maior serd a chance de ter um gendtipo resistente. O marcador SNP 244 aparece
apenas na cultivar diferenciadora PI 088788 e quanto ao SNP 60 ¢ encontrada na cultivar
PI1437654, exposta na tabela 10. A cultivar PI437654 apresenta resisténcia a todas as racas
conhecidas do NCS (ANAND et al., 1988; ANANCI, 1991, 1992) e foi expressa nos
marcadores SNPs 60 e 110 permitindo utiliza-lo como fonte de resisténcia nos programas de
melhoramento para o desenvolvimento de cultivares de soja com resisténcia ao nematoide de
cisto (DIAS et al., 1998).

Os marcadores SNPs 244, 110 e 60 possuem ligacdo positivas entre si e ligagdo com a
variavel IF, mas tanto a 244 e 60 caracterizam-se por possuirem ligagdo negativa fraca com a
variavel IF.

Selecionaram-se os marcadores que apresentaram ligagdes negativas com IF e realizou

a analise de trilha para obter dados explicativos da correlacdo dos marcadores SNPs sobre o IF

(Tabela 11).
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Tabela 11: Anélise de trilha: efeitos diretos (diagonal principal) e indiretos (fora da diagonal) de marcadores SNP sobre o indice de fémeas.

SNP
60
92

110
133
138
142
143
145
148
149
153
154
161
163
171

244

262

290

313

60 92 110 133 138 142 143 145 148 149 153 154 161 163 171 244 262 290 313 | “Cor
-0.19 0.01 -0.19 0.00 0.00 0.03 0.00 -0.01 -0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.01 o0.01 0.01 001 0.01 0.03|-0.29
0.01 -0.09 0.02 0.01 -0.01 0.06 0.01 -0.02 -0.02 0.03 -0.01 0.01 0.01 0.01 0.02 0.01 0.0 -0.10 0.00 |-0.05
-0.13 0.01 -0.27 0.01 0.00 0.04 0.01 -0.02 -0.02 0.02 0.00 0.00 0.00 0.01 0.0 -0.13 0.01 0.01 0.04 |-0.40
0.01 0.01 0.02 -0.09 0.05 -0.36 -0.09 0.07 0.07 0.02 0.05 0.00 0.00 0.01 0.01 0.01 0.01 0.0 0.04 |-0.16
0.01 0.01 0.02 -0.07 0.06 -0.45 -0.07 0.09 0.09 0.02 0.06 0.01 0.0 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01 0.05 |-0.12
0.01 0.01 0.02 -0.06 0.05 -0.52 -0.06 0.07 0.07 0.03 0.05 0.01 0.01 0.01 0.02 0.01 0.01 0.0 0.06 [-0.19
0.01 o0.01 0.02 -0.09 0.05 -0.36 -0.09 0.07 0.07 0.02 0.05 0.00 0.00 0.01 001 0.01 0.01 0.0 0.04 [-0.16
0.02 0.02 0.03 -0.05 0.04 -0.26 -0.05 0.15 0.15 -0.16 0.04 -0.04 -0.04 0.02 0.03 0.01 0.02 0.02 -0.01 |-0.08
0.02 0.02 0.03 -0.05 0.04 -0.26 -0.05 0.15 0.15 -0.16 0.04 -0.04 -0.04 0.02 0.03 0.01 0.02 0.02 -0.01 |-0.08
0.01 o0.01 0.02 0.01 0.00 0.04 o0.01 0.07 0.07 -033 0.00 0.00 0.00 0.01 001 0.01 0.01 0.01 0.04 |-0.01
0.01 0.01 0.02 -0.07 0.06 -0.45 -0.07 0.09 0.09 0.02 0.06 0.01 0.0 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01 0.05 |-0.12
0.01 0.01 0.01 0.00 0.00 0.03 0.00 0.05 005 0.01 0.00 -0.10 -0.10 0.01 0.01 0.01 0.01 0.0 -0.09 |-0.09
0.01 0.01 0.01 0.00 0.00 0.03 0.00 0.05 005 001 0.00 -0.10 -0.10 0.01 0.01 0.01 0.01 0.0 -0.09 |-0.09
0.01 o0.01 0.02 0.01 -0.01 0.05 o0.01 -0.02 -0.02 0.02 -0.01 0.01 0.01 -0.14 0.02 0.01 0.01 0.0 -0.02 |-0.02
0.01 0.01 0.01 0.00 0.00 0.03 0.00 -0.01 -0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.01 -031 0.01 0.01 0.01 0.03 |-0.21
0.01 o0.01 -0.19 0.00 0.00 0.03 0.00 -0.01 -0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.01 0.01 -0.18 0.01 0.0 0.03 |-0.28
0.01 0.01 0.01 0.00 0.00 0.03 0.00 -0.01 -0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.01 0.01 0.01 -0.25 0.01 0.03 |-0.15
0.01 -0.04 0.01 0.00 0.00 0.03 0.00 -0.01 -0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.01 001 0.01 0.01 -0.21 0.03 [-0.16
0.02 0.00 0.04 001 -0.01 0.10 0.0 0.01 0.01 0.04 -0.01 -0.03 -0.03 -0.01 0.03 0.02 0.02 0.02 -0.29 |-0.05

R*=0.50. “Cor= Correlac¢io dos marcadores SNPs.
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Na tabela 11 pode-se notar o realce dos SNPs 60, 110 e 244 quanto aos efeitos diretos
e o percentual de correlagao. O SNP 60 possui efeito direto de -0,19 e com o SNP 110 efeito
de ligagdo ao IF de -0,19, j& o SNP 244 possui efeito direto baixo de 0,01 e com SNP 110 o
efeito de ligacdo ao IF ¢ de também de -0,19. O marcador SNP 110 apresentou correlagao
consideravelmente alta, -0,40, além de possuir efeito direto com os marcadores SNPs 60 e 244

com ligagdo a variavel IF.

5. CONCLUSAO

No mapeamento de 46 cultivares analisadas, apenas 2 apresentaram resisténcia (4%) e
8 moderada resisténcia (17%). Esses numeros de cultivares de interesse (resisténcia NCS, raca
14) sdo muito baixos para usar uma estratégia de descoberta de SNP mais poderosa
estatisticamente, como estudo de Mapeamento de Associagdo (AM).

No entanto, as cultivares TMG 4182, BRS MT Pintado tidas como resistente ¢ BRS
GO Chapadoes, BRS GO Ipameri, NK 7059, BMX Extra, BRS 263, SYN 1059, BMX Foco,
CD 237, expressadas com moderada resisténcia, sao candidatas para a busca de marcadores
moleculares do tipo SNP ligado a resisténcia do nematoidenematoide de cisto da soja, raga 14;

Quarenta e oito marcadores SNPs flanqueando marcadores SSR ligados a genes de
resisténcia a NCS descritos na literatura estao disponiveis para serem validados;

Apenas 6 marcadores foram selecionados pela analise de mapeamento;

Elevada expressiva divergéncia genética e estruturagdo entre as 46 cultivares
comerciais de soja avaliadas, foram atribuidos a cada grupo genético baseado considerando
um valor limite do coeficiente de ancestralidade (> 0,70).

A correlagdo entre resultado fenotipicos e moleculares indicou por aproximacdo ao
indice fémeas trés marcador SNPs 60, 110 e 224 candidatos a resisténcia ao nematoide de
cisto da soja, raga 14.

O marcador SNP 110 apresentou correlacdo consideravelmente alta (-0,40), além de
possuir efeito direto com os marcadores SNPs 60 e 244 com ligagdo a varidvel IF, tornando se
o principal marcador candidato.

Através dos resultados aqui obtidos podem ser validades em um préximo trabalho de

pesquisa utilizando uma populacdo segregante para o nematoide de cisto raga 14
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7. ANEXO

Croqui do Experimento

c’“de‘*‘s"'ﬁ*‘ﬁ"m Casa e Vegetacha 20 CVA3R3 | CVIER3 | CVABR3 | CVERL | CV2ER3 | CVZ3R3 | CV2ERL

Cvigt | Cv7R2 | Cvazmi | Cvited | CViERS | CVZIR1 | CVALRE
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Figura 1: Disposicdo do ensaio na casa de vegetacdo de numero 2 (dois), destinada para o
ensaio (esquerda e abaixo) e croqui demonstrando a distribuicdo das unidades experimentais
ou cultivares (CV*) e suas repeti¢cdes (R). * A lista de cultivares foi apresentada na tabela 1.

Plantio cultivares de Soja candidata a resisténcia NCS.
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Figura 2: Instalacdo do ensaio. (A) semeio de duas sementes por tubetes; (B) desbaste de
plantas apos sete dias. Fonte: Alvarenga, 2018.

Arranquio de raizes de Soja mantedoras de in6culo de Heterodera glycines, raca 14.

Figura 3: Arraquio das raizes para preparacdo do inéculo. (A) plantas mantenedoras do
indculo raca 14; (B) arranquio das raizes para extracdao de indculo. Fonte: Alvarenga, 2018.

Preparacédo de in6culo do Nematdide de Cisto da Soja, raca 14.

& -
N -

Figura 4: Método de calibragdo do indculo. (A) identificagdo das raizes armazenadas em
sacos plasticos; (B) lavagem das raizes para extracdo das fémeas; (C) processo de
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centrifugacdo e homogeneizagdo do inoculo; (D) calibragdo do indculo em microscopio
optico. Fonte: Alvarenga, 2018.

Inoculacio de Nematoide de Cisto da Soja, raca 14.

Figura 5: Caracteizagéo das 46 cultivares de soja quanto ao ataque do NCS, raca 14. Fonte:
Alvarenga, 2018.

Avalia¢do de Nematoéide de Cisto de Soja (SCHIMITT & SHANNON, 1992).

Numero médio de fémeas de cada cultivar
IF = x 100
Numero médio encontrado na cultivar Lee 74

Figura 6: Método de avaliacdo fenotipica para nematdide-de-cisto-da-soja. (A) estagio da
planta, apds 30 dias, para avaliagao; (B) desbaste das plantas; (C) distribui¢do e transporte das
raizes para o laboratorio; (D) lavagem da raiz e extragdo do cisto em jato d’agua; (E)
deposicao dos cistos em copo de vidro e quantificacdo do nimero de fémeas em microscopio
estereoscopio; (F) visualizagdo da massa de cisto em microscopio estereoscOpio e equagao
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para céalculo do numero de fémeas segundo SCHIMITT e SHANNON, 1992 Fonte:
Alvarenga, 2018.

Plantio de Soja para Preparo das Amostras Foliares

Figura 7: Preparo da amostra para analise genotipica para nematdide-de-cisto-da-soja. (A)
Plantio das cultivares; (B) Coletas das folhas e armazenagem dos tecidos foliares em tubo
falcon; (C) Transporte em caixa de Isopor; (D) Armazenagem no freezer a -80°C; (E)
Liofilizagdo no Liofilizador L101; (F) Preparo para maceracao; (G) Maceragem em
Geno/Grinder; (H) Pesagem da amostra e (I) Envio da amostra e armazenagem da
contraprova. Fonte: Alvarenga, 2018.
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Figura 10: Esquema de rastreamento dos SNPs candidatos no SoyBase, através do mapa de
posicionamento. Fonte: <https://www.soybase.org/>, 2018.
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Figura 11: Esquema de rastreamento dos SNPs candidatos no SoyBase, através do mapa de
sequenciamento. Fonte: <https://www.soybase.org/>, 2018.



