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RESUMO

SOARES, Bruno de Almeida, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2022.
Identificacdo da base genética da resisténcia parcial de cultivares de soja a Sclerotinia
sclerotiorum. Orientador: Felipe Lopes da Silva. Coorientadores: Renan Cardoso Lima e
Rogério Faria Vieira.

A podriddo branca da haste (PBH), causada pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum é uma das
doencas mais importantes da soja em ambito mundial. Muitos estudos t€m sido realizados para
identificar gendtipos com alta resisténcia parcial a PBH. A resisténcia parcial € a associacdo
entre a resisténcia fisiologica atribuida a cada genétipo de soja somado aos mecanismos de
escape que auxiliam a desfavorecer o patdgeno. Assim, o objetivo deste trabalho foi: avaliar a
resisténcia fisioldgica no processo de germinacao de plantulas de soja e durante o estidio V4;
verificar os possiveis genes associados em ambos os tempos de inoculagdo por meio de
marcadores single nucleotide polymorphism (SNPs) via associacdo gendmica ampla (GWAS);
checar se em ambos os tempos de inoculacao, nas sementes e no estadio vegetativo, 0s mesmos
marcadores foram identificados; e selecionar gendtipos com alta resisténcia parcial no campo
por meio dos indices de sele¢do multivariados MGIDI e FAI-BLUP. Foram conduzidos dois
ensaios em casa de vegetacdo com 100 cultivares de soja e dois tratamentos de inoculacao,
sendo um ensaio com o tratamento denominado inoculado (presenc¢a do fungo no tegumento da
semente) e um ensaio com o tratamento denominado controle (auséncia do fungo no tegumento
da semente); um ensaio com as mesmas 100 cultivares de soja inoculadas no estadio vegetativo
V4; dois ensaios de campo com 20 cultivares inoculados com suspensdo de ascosporos. Os
resultados mostraram diferentes SNPs entre as avaliacdes no processo de germinagdo e as
avaliagdes no estadio vegetativo. Genes putativos nos cromossomos 3, 6, 10 e 14 foram
encontrados em nosso estudo e sdo passiveis de validacdo. Contudo, os SNPs diferentes
associados a cada tempo de inoculagdo nos indicou uma possivel mudanca de resposta no
processo de resisténcia da soja contra S. sclerotiorum. Nos ensaios de campo, quatro cultivares
foram selecionadas tanto pelo indice MGIDI quanto pelo indice FAI-BLUP, se mostrando
promissoras para cendrios de baixa pressao da doenca. Estes resultados fornecem informagdes
importantes para programas de melhoramento que visam aumentar a resisténcia parcial da soja

contra S. sclerotiorum.

Palavras-chave: Glycine max. Mofo branco. Indice de selecio. Melhoramento genético.

Resisténcia quantitativa.



ABSTRACT

SOARES, Bruno de Almeida, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August, 2022.
Identification of genetic base of soybean cultivars partial resistance against Sclerotinia
sclerotiorum. Adviser: Felipe Lopes da Silva. Co-advisers: Renan Cardoso Lima and Rogério
Faria Vieira.

Sclerotinia stem rot (SSR), caused by the fungus Sclerotinia sclerotiorum, is one of the most
important soybean diseases worldwide. Many studies have been carried out to identify
genotypes with high partial resistance to SSR. Partial resistance is the association between the
physiological resistance attributed to each soybean genotype added to the escape mechanisms
that help to disfavor the pathogen. Thus, the objective of this work was: to evaluate the
physiological resistance in the germination process of soybean seedlings and during the V4
stage; to verify the putative genes at both inoculation times using single nucleotide
polymorphism markers (SNPs) via genome-wide association (GWAS); check if at both
inoculation times, in the seeds and in the vegetative stage, the same markers were identified;
and to select genotypes with high partial resistance in the field using the MGIDI and FAI-BLUP
multivariate selection indexes. Two trials were carried out in a greenhouse with 100 soybean
cultivars and two inoculation treatments, one test with the treatment called inoculated (presence
of the fungus in the seed coat) and a trial with the treatment called control (absence of the fungus
in the seed coat); a trial with the same 100 soybean cultivars inoculated at the V4 vegetative
stage; two field trials with 20 cultivars inoculated with ascospore suspension. The results
showed different SNPs between the evaluations in the germination process and the evaluations
in the vegetative stage. Putative genes on chromosomes 3, 6, 10 and 14 were found in our study
and are subject to validation. However, the different SNPs associated with each inoculation
time indicated a possible change in the response in the soybean resistance process against S.
sclerotiorum. In field trials, four cultivars were selected by both the MGIDI index and the FAI-
BLUP index, proving to be promising for low disease pressure scenarios. These results provide
important information for breeding programs aimed at increasing soybean partial resistance

against S. sclerotiorum.

Keywords: Glycine max. White mold. Selection index. Genetic breeding. Quantitative

resistance.



SUMARIO

1. INTRODUGCAO GERAL .....oooooivieeieeeeeieeeeteee et 9
2. REFERENCIAS ......oooooiiceeeeee oot 11

CAPITULO 1 - DIFFERENCE RESPONSE TO SOYBEAN PARTIAL RESISTANCE
AGAINST Sclerotinia sclerotiorum IN GERMINATION AND VEGETATIVE

INOCULATION . ..ottt et e et e e e ettt e e e ettt e e e sbbaeeeesnssaeesesnsaeeeesnnsaeeesnnnees 14
3. ABSTRACT ettt e e ettt e s ettt e e e st e e e e bt a e e e eabteeeenataeens 14
4, INTRODUCTION. ... ..ttt e e e e e et e e e e e e e e eearraaeeeeaeeeeennnassranaaaaens 14
5. MATERIAL AND METHODS ...ttt e e taa e e e e e e 15
0. RESULTS ..ottt e e e e e ettt e e e e e e e e eeetbbareeeaeeeeeeenstaareaeeaeeaanns 17
7. DISCUSSION ...ttt ettt ettt e et e st e e st eesaaeeesabeeesabeeesabeesnnseesnnes 22
8. CONCLUSION ..ottt ettt et e et e et e s rate e s sat e e sabaeeesbaeesabeeesabeesnnseesnaseesnnseas 25
9. REFERENCES ....... oottt e e e ettt e e e et e e e e aaae e e e e abaeeeeearaeeeennnes 25
CAPITULO 2 - SELECAO DE GENOTIPOS DE SOJA COM RESISTENCIA PARCIAL A
PODRIDAO BRANCA DA HASTE POR MEIO DE INDICES MULTIVARIADOS.......... 31
10, RESUMO ..ottt et e e e e e et e e e e aab e e e e e aaaeeeeenssaaeeeennnes 31
11, INTRODUGAO . ......ooiioeeeeeeeeeee ettt esannee 31
12. MATERIAL E METODOS ..ot 33
Ensaios de Casa de VEZELACAO .....ccuuiiiiiieiiiieeiie ettt ettt et e st s esneee e 33
ENSAI0S A€ CAMPO....veiiiiiieiiiieeiieeete ettt ettt sibe e st ee e sab e ssbeeeabeesnaseeesseesnnne 34
ANALISE @STAISTICA 1.eeeeiuiiiieeeiiieeeeecieeeeeete e e e et e e e ee ettt e e e e saaeeeeeeataeeeesaseeeeesasseeeeaasseeeeasrseeeanns 36
13.  RESULTADOS E DISCUSSAO ..ottt 38
Ensaios de casa de VEZELACA0.......cccuteruiiriiiiiiieiieriee ettt ettt 38
ENSaios d€ CAMPO.......couiiiiiiriiiiieeie ettt sttt e et 39
14, CONCLUSAO.......cooieieeieieieeieeie et 49
15, REFERENCIAS ......ooooiiiieieceecie e 49

16.  CONCLUSOES GERALIS ..o e e s e, 55



1. INTRODUCAO GERAL
A soja [Glycine max (L.) Merrill] é uma das comodities mais importantes
mundialmente. Neste cendrio, o Brasil tem grande importincia, pois produz 123.829,5 mil

toneladas, com produtividade média de 3.026 kg/ha na safra de 2021/2022 (CONAB, 2022).

O melhoramento genético possibilitou o aumento da produgdo da soja de forma
significativa ao longo dos anos, visando principalmente o alto rendimento como caracteristica
principal (Al-khayri et al. 2019). Ademais, outros focos no melhoramento da soja também
possibilitaram o aumento expressivo da producao e produtividade, como o melhoramento para

resisténcia a doencas (Lin et al. 2022).

Virias doencas acometem a cultura da soja. Dentre elas, destaca-se a podridao branca
da haste (PBH), causada pelo agente etioldgico Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary. Este
fungo possui uma ampla gama de hospedeiros, além de possuir estruturas de resisténcia,
chamadas de esclerddios, que dificultam a erradicacdo do patégeno de dreas ja infestadas
(Willbur et al. 2019). Além disso, trata-se de um fungo necrotrofico que lanca mao de
metabdlitos e substdncias como o 4cido oxdlico para matar as células do hospedeiro e
posteriormente coloniza-las (Xu et al. 2018). Esse processo dificulta a resposta de resisténcia
por parte do hospedeiro e provavelmente € o principal fator responsével pela falta de imunidade

a S. sclerotiorum.

A PBH ¢ altamente influenciada pelo ambiente (Peltier ez al. 2012, Willbur et al. 2019).
O manejo da PBH € realizado entdo por um conjunto de estratégias que auxiliam a diminuir a
ocorréncia da doenca como baixa populacio de plantas, espagcamento entre linhas adequado,
bom controle de ervas daninhas, modelos preditivos de ocorréncia da doenca, rotacdo de
culturas, uso de fungicidas quimicos e bioldgicos e utilizacao de cultivares resistentes (Hoffman
et al. 2002, Mueller et al. 2002, Rousseau et al. 2007, Peltier et al. 2012, Willbur et al. 2019).
Entre todas essas estratégias, a utilizacdo de cultivares com resisténcia parcial se destaca cada

vez mais por proporcionar maiores ganhos econdmicos, além de serem sustentdveis.

Entender quais genes e regides no genoma da soja sdo responsaveis pela resistencia a
PBH € primordial para programas de melhoramento. Estudos tém mostrado que existem loci no
genoma da soja responsaveis pela resisténcia parcial a S. sclerotiorum (Kim and Diers 2000,
Bastien et al. 2014, Lou et al. 2015, Wu et al. 2016, Moellers et al. 2017, Wel et al. 2017,

Boudhrioua et al. 2020). Esses estudos ainda mostram que tais loci tem efeitos inferiores a 20%
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da expressdo fenotipica dos gendtipos que apresentam os alelos de resisténcia. Contudo, nao é

conhecido se a expressdo de tais loci sd@o continuas ao longo de todo o desenvolvimento da soja.

A busca por gendtipos de soja com resisténcia parcial de campo a PBH no campo
também tem sido realizada (Hoffman et al. 2002, Juliatti et al. 2013, Willbur et al. 2017,
Webster et al. 2021). Contudo, S. sclerotiorum é um fungo habitante de solo e a ocorréncia da
doenca no campo normalmente se dd em reboleiras (Peltier er al. 2012). A dispersao
desuniforme de S. sclerotiorum em campos experimentais pode dificultar a selecdo acurada de
bons gendtipos, pois ndo hd garantia da mesma quantidade de in6culo em todas as parcelas
experimentais. No entanto, o uso da suspensao de ascésporos como metodologia de inoculacdo
tem sido utilizada e pode garantir que todas as parcelas experimentais recebam a mesma

quantidade de in6culo (Huzar-Novakowiski and Dorrance 2018).

A selecdo de gendtipos com resisténcia parcial a PBH pode ser assistida pela sele¢do de
caracteristicas que podem auxiliar a reduzir a quantidade de doenca no campo, como a altura
de planta, pouco acamamento, menor fechamento de entrelinhas, entre outras caracteristicas
(Peltier et al. 2012, Willbur ef al. 2019). Contudo, varias destas caracteristicas se correlacionam
positivamente com a quantidade da doenca e com a produtividade, o que gera transtornos para
ganhos de selecdo equilibrados. Para sanar este problema, o uso de indices de selecao
multivariados baseados em andlises de fatores como o indice multivariado de distancia
genotipo-idedtipo (MGIDI) e o indice FAI-BLUP tem gerado ganhos de sele¢do preditos
satisfatorios e equilibrados para grande parte das caracteristicas em estudo (Rocha et al. 2018,

Olivoto and Nardino 2020).

Os objetivos deste trabalho foram: verificar como € a resposta de resisténcia da soja em
diferentes momentos de desenvolvimento e selecionar cultivares com maior resisténcia parcial
a PBH por meio dos indices multivariados MGIDI e FAI-BLUP. Os objetivos especificos
foram: (a) avaliar a reagdo de genétipos de soja inoculados com o fungo S. sclerotioum em
sementes e em fase vegetativa, (b) verificar genes putativos por GWAS para resisténcia parcial
a SSR, (c) verificar se os genes putativos em ambos os tempos de inocula¢do sdo o mesmo na
soja, (d) avaliar a eficiéncia da metodologia de suspensido de ascOsporos, e (e) selecionar
cultivares com resisténcia parcial a S. sclerotiorum para serem utilizadas em programa de

melhoramento para PBH .
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CAPITULO 1 - DIFFERENCE RESPONSE TO SOYBEAN PARTIAL RESISTANCE
AGAINST Sclerotinia sclerotiorum IN GERMINATION AND VEGETATIVE
INOCULATION

3. ABSTRACT

Sclerotinia stem rot (SSR) is an important disease in soybean caused by Sclerotinia
sclerotiorum. There is a gap in understanding the response of partial resistance to SSR in
different soybean phenological stages. We investigate the effects of time of inoculation on
soybean genotypes for assessing their physiological resistance to SSR. In addition, the putative
genes involved in the defense response against this fungus was assessed using genome-wide
association studies (GWAS). The results showed that time of inoculation affected the response
of genotypes in each evaluation. The GWAS showed different significant markers to the time
of inoculation. Putative genes on chromosomes 3, 6, 10, and 14 were found in our study. The
results indicate that there is genetic variability to SSR partial resistance response in soybean
seeds and in soybean plants. However, this variability changes for both stages of evaluation,
indicating one possible difference in the process of soybean partial resistance against S.

sclerotiorum.

4. INTRODUCTION

Sclerotinia stem rot (SSR) is a disease caused by Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary
which can infect plants and soybean seeds causing yield loss and low quality of seeds (Hartman
et al., 1998; Mueller et al., 1999). There are no soybean genotypes completely resistant to S.
sclerotiorum. However, works have reported partial resistance of soybean genotypes when
infected by the fungus in plants (Kim and Diers, 2000; McCaghey et al., 2017; Vuong et al.,
2008; Willbur et al., 2019).

Seed quality is an important factor for soybean establishment (Bewley et al., 2013) as
initial growth, plant uniformity and grain yield (Ebone et al., 2020) . A high infection rate of
SSR in soybean seeds may affect the germination and the emergence of seedlings, causing yield
loss (Hartman et al., 2016).

Infected seeds, sclerotia and ascospores are the main forms of S. sclerotiorum
dissemination (Henneberg et al., 2012). This fungus generally infects pods during the process
of colonization and the mycelium stay dormant in the seeds until favorable conditions to its
development (Yang et al., 1998). When the conditions are appropriated, the mycelium grows,
new sclerotia are formed and the inoculum increases in the area. The fungus may hinder

germination, seedling emergence, and plant development (Carvalho et al., 2016). Therefore,
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soybean genotypes with low seed transmission rate should be used for the cultivation, in
addition to plants more tolerant to infection. Studies identifying the effects of this pathogen to
the genetic variability of genotypes and the seed quality level to SSR are still incipient.
Molecular studies have been performed to detect markers and resistant genes for SSR.
As result of these studies, Quantitative Trait Loci (QTLs) were found on several chromosomes
when the plants were infected in either vegetative or reproductive stages (Bastien et al., 2014;
Kandel et al., 2018; Vuong et al., 2008; Wei et al., 2017). Single Nucleotide Polymorphic
markers (SNPs) have been used to make genome-wide association studies (GWAS) and identify
new QTLs and genes. However, there is no study that demonstrate genetic variability between
genotype for seed quality caused by S. sclerotiorum on seed, and there is not much knowledge
about resistance in different stages of soybean for SSR. Hence, this study aimed to: (a) assess
reaction of soybean genotypes inoculated with the fungus S. sclerotioum on seeds and on
vegetative stage, (b) verify putative genes by GWAS for SSR partial resistance, and (c) check

if the putative genes at both times of inoculation are the same in soybean.

5. MATERIAL AND METHODS

We conducted a trial in a laboratory in which soybean seeds were inoculated with
Sclerotinia sclerotiorum and a trial in a greenhouse in which the inoculation of this pathogen
was performed at the V4 stage of the soybean. One-hundred soybean genotypes were evaluated.
These genotypes were cultivated, and seeds were obtained in the season 2018/2019.

For the seed inoculation trial, the seeds were disinfected with sodium hypochlorite (1%)
for 1-minute, rinsed for 30 seconds and dried at environmental temperature for 24 hours. Then,
the seeds were inoculated using petri dishes containing mycelium of S. sclerotiorum in the
surface of the Potato Dextrose Agar (PDA). We used the isolate Ss - Formosa-GO which
belongs to the most prevalent mycelial compatibility group in Brazil was used (Lehner et al.,
2015).

The seeds were sown in trays containing the commercial substrate Tropstrato HT
Hortali¢a (Vida Verde, Mogi-Mirim, SP, Brazil). The set of trays was kept in a greenhouse. A
randomized block design with four repetitions was used. of twenty seeds for each plot.

In both trials we evaluated germination, abnormal seedling, germination speed index
(GSI), and plant dry weight. For the germination test, the seeds of each genotype were sown in
4 repetitions of 20 seeds for each repetition. To prevent the S. sclerotinia inoculum from

meeting the seeds used for control trial, the seeds from each trial were sown in different trays.
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Fourteen days after sowing, the germination percentage was evaluated by counting number of
germinated seeds. Plants that with all essential structures and no abnormalities were considered
germinated.

The abnormal seedlings were evaluated during the germination test. Fourteen days after
sowing, the number of abnormal seedlings was counted. The absence of any of their essential
structures as root, stem and leaves or folding, negative geotropism and signs of loss of viability,
were considered abnormal.

The GSI was evaluated during the germination test. The number of seedlings emerged
was performed daily until the 14™ day after sowing. The germination speed index was
calculated as proposed by Maguire (1962).

The plant dry weight was evaluated by standardizing the weight in milligrams of each
genotype according to the number of normal seedlings that this genotype obtained.

For the plant inoculation trial, the straw test method was used (Auclair et al., 2004). In
this test, soybean plants at the V4 stage were inoculated with the isolate of S. sclerotiorum. We
evaluated the lesion length on the main stem at 3, 7, 10 and 14 days after inoculation (DAI). A
randomized block design with tree repetitions of two plants per plot was used.

A genome-wide association study was performed with the mean of each genotype for
all variables within each trial. AIl SNP markers were used to obtain the kinship matrix in the
Tassel software (Bradbury et al., 2007). The population structure described by Contreras-Soto
et al. (2017) was used.

We excluded SNP markers with a call rate < 0.8 and minor-allele frequency (MAF) <
0.01. In the end, we obtained 4268 SNPs for the analysis. The Compressed Mixed Linear Model
(MLM) was used (Zhang et al., 2010) to obtain the association between the genomic data and
the phenotype data using the software R (R Core Team, 2020). Thus, both the kinship matrix
and the population structure Q matrix were used in the GWAS. The Genome Association and
Prediction Integrated Tool (GAPIT) package of the R analytical platform was used. The model
was:

y=Ws+Qm+Zu+e
where “y” is a vector of phenotype observations; “s” is the vector of SNP marker effect (fixed
effect); “m” is the vector of population structure (fixed effect); “u” is the polygenic effect
considering the additive variance (random effect); W, Q and Z are the incidence matrices for
“s”, “m” and “u”, respectively; and “e” is the random error. Vectors “u” and “e” are assumed

to be normally distributed with a null mean and variance:
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vie)=(5 %
where G = ¢%aK, with c%a as the additive genetic variance and K as the kinship matrix; and R=
ol with o% as the residual variance and I as the identity matrix. We considered significant
those SNPs with -log10 (p-value)> 2.5.

ANOVA was used to evaluate the effect of genotypes. The means were grouped using
the Scott-Knott test at 5% probability. The correlation analysis by Pearson was used to
determine the relationship between each pair of traits using the R Core Team (2020).

These association data were used on the assignment to genes with a multi-gene approach
on the NCBI soybean genome browser (Ref Seq assembly accession: GCF_000004515.5)
(O’Leary et al., 2016). Soybean genes within 4000 bp upstream and 4000 bp downstream from
the marker were included in the network analysis. The distance was defined according to the
furthermost genes found from the significant loci and applied to the remaining markers. The

genes found were confirmed in Soybase (Grant et al., 2010), a complete data base of soybean.

6. RESULTS

For both trials (seed and plant inoculation), genotype affected germination, germination
speed index and plant dry weight significantly (p < 0.001). However, genotype did not affect
abnormal seedling (p = 0.064).

The germination of seeds from no inoculated seeds trial formed three groups (Figure
la), indicating differences in initial seed quality among genotypes. To minimize this difference
among genotypes, we excluded the genotypes that belonged to the lower germination group to
perform the GWAS.

In the seed inoculated trial, genotypes formed four groups (Figure 1b). This result means
that the fungus probably affected germination rate of genotypes. In addition, mean germination
percentage in the plant inoculation trial was either equal or greater than that in the inoculated
seed trial, suggesting that germination was negatively affected by the pathogen.

The genotypes differed for GSI and plant dry weight (p < 0.001) for the inoculated trial.
There was no difference between control and inoculated trial for 12 genotypes to GSI and dry
mass per plant. Seven genotypes showed GSI below 1.0 in the non-inoculated trial and 64
genotypes showed GSI below 1.0 in the inoculated trial. For individual plant dry weight, eight
genotypes weighed less than 0.15 mg in the non-inoculated trial and 21 genotypes weighed less

than 0.15 mg in the inoculated trial. These data show the tendency to decrease the initial growth
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of seedlings in inoculated trial compared with the no inoculated trial. However, there were

genotypes that remained with high GSI and dry mass per plant.
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Figure 1 — Groups of germination in either (a) non-inoculated seeds and (b) seed inoculation
trial. The size of each circle represents the mean for each genotype. Each color represents one
group formed by the Scott Knott test at 5% of significance.
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In the inoculation at the V4 stage, genotypes did not affect ( p = 0.68) the lesion length
at 3 DAI, but affected this variable at 7, 10 and 14 DAI (p < 0.001). Three groups of genotypes
were formed for lesion length at 7 and 10 DAI, and seven groups of genotypes for lesion length
at 14 DAL

The correlation between germination and GSI was very high (p < 0.001) (Figure 3).
Plant dry weight had a non-significant correlation with other seed traits. The correlation
between lesion length at 10 and lesion length at 14 DAI was high (p < 0.05). Lesion length at 7
and 10 DAI had a moderate correlation (p < 0.05). The other correlations between seed traits
(germination, GSI and plant dry weight) and lesion length at 7, 10 and 14 DAI was non-

significant.
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Figure 3 - Pearson correlation between each pair of six variables. The square box below the
diagonal was colored to show significance (p < 0.05).



We found 10 significant SNPs for germination, three for plant dry mass and eight for
GSI (Figure 4). Most significant SNPs for germination and GSI are located on chromosomes 3,
6, 12, and 14 (Figure 3). The markers located on chromosomes 6 and 14 were significant for

both variables. The SNP markers for plant dry mass are located on chromosomes 3, 5 and 9.

Germination GSl ; Dry mass per plant
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Figure 4. Manhattan plot of GWAS for germination, germination speed index (GSI) and plant
dry weight. The significant SNPs associated with the trait (p > 2.5 x 107°) are distinguished by
the threshold line.

We identified significant SNPs on chromosomes 3, 5, 8, 9, 10, 11, 13, 14, 17 and 18 at
the V4 stage evaluation (Figure 5). GWAS reveled several peaks of SNPs on different
chromosomes in lesion length at 7, 10 and 14 DAL We did not perform GWAS at 3 DAI
because there was non-significant difference among genotypes for lesion length on this early
evaluation.

The search for genes in the soybean genome revealed 13 putative genes and 1 possible
transcription factor that may be related to the partial physiological resistance to SSR (Table 2).
The majority putative genes that found were associated with germination and GSI. MIR1517,
the transcription factor, was observed on chromosome 14 for germination and GSI.

The variation of SNP1386, SNP3723, SNP3727 was generally significantly different by
the t-Student test (Table 1). These SNPs showed that the potential to increase these seed

parameters is considerable. The GSI, for example, increased 60% when the change G by A
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occurred on SNP1386. On the other hand, only the SNP2664 was significant for lesion length
at 10 and 14 DALI, decreasing the lesion in 10 and 16 %, respectively.
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Figure 5 — Manhattan plot of GWAS for lesion length at 7, 10 and 14 days after inoculation
(DAI). The significant SNPs associated with the trait (p > 2.5 x 107%) are distinguished by the
threshold line.

Table 1 — Average to each single nucleotide polymorphic of plant number germinated
(Germination), germination speed index (GSI), lesion length at 10 days after inoculation
(LL_10) and lesion length at 14 days after inoculation (LL_14)

Trait
Chrom  Position Allele Germination GSI LL 10 LL 14
A 6.88 a* 1.04 a*
SNP1386 6 11948808
G 438D 0.65b
C 9.75 a* 1.48 a*
SNP3723 14 44410612
T 5.76 b 0.87b
T 10.25 a* 1.50 a*
SNP3737 14 44899572
G 5.70b 0.86b
G 22a* 32a*
SNP2664 10 45608453
A 19.99b 27 b

* Means followed by a different letter differ significantly for each allele substitution by the
student’s t test at p < 0.05.



22

7. DISCUSSION

In this study, we used 100 genotypes to analyze the variability of the soybean genotypes
to physiological resistance to SSR. From these 100 genotypes, we used 94 to test the pathogen
reaction on seed germination and vigor and to perform genome-wide association studies. Our
intention was to identify variance between genotypes at different times of inoculation and to
identify putative genes involved with resistance to SSR.

The variability among genotypes for seed variables inoculated with Sclerotinia
sclerotiorum has not been studied yet. However, Carvalho et al. (2016) concluded that the
inoculation of fungus in the seeds was efficient to evaluate difference between genotypes. Thus,
we observed that the variance of some variables of germination was different in this study. On
the other hand, the variability of genotypes for lesion length has been measured to evaluate SSR
partial resistance (Auclair et al., 2004; Huzar-Novakowiski and Dorrance, 2018; Kandel et al.,
2018; Wei et al., 2017). We evaluated inoculation: in seeds and in the V4 stage. Seed variables
had a different response if compared with lesion length at 7, 10 and 14 DAL

The search for genotypes with partial physiological resistance is necessary. We
observed the tendency of most genotypes to decrease germination and vigor due to fungus
inoculation (Figure 1 and 2). However, the variability observed in our study indicates that it is
possible to select genotypes for partial resistance to SSR, even considering the complex
dependencies on the method of the fungus inoculation

Several studies showed QTLs for SSR partial resistance to SSR in soybean, mainly
inoculating plants during the vegetative stage (Bastien et al.,2014; Boudhrioua et al., 2020;
Kandel et al., 2018; Wei et al., 2017; Zhao et al., 2015). We performed GWAS for germination,
GSI and dry mass per plant, and for lesion length at 7, 10 and 14 DAL In total, we had 13
significant SNPs for seed variables. Germination and GSI presented SNPs in common. These
results can be explained by the high correlation between these traits (Figure 3). Lesion length
at 10 and 14 DALI also presented SNPs in common. The results indicated different significant
SNPs for seed variables and lesion length (Figure 4 and Figure 5). Thus, there are probably
different defense mechanisms to prevent infection by SSR in seed germination and vegetative
response.

ABC transport family genes are responsible for the resistance and susceptibility of some
plant diseases (Krattinger et al., 2009; Zaidi et al., 2018; Zhao et al., 2007). Zhao et al., (2007)
suggested that genes encoding putative transporters, like the ABC transporter, are related to the

response of Brassica napus to S. sclerotiorum. We found one gene of the ABC transporter
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family (Glyma.06G146900.1) which may be the gene involved in the partial resistance in
soybean to SSR.

R genes are responsible for the first recognition of plant cells to effectors of
phytopathogens (Gururani et al., 2012; Kourelis and van der Hoorn, 2018). These genes were
observed next to some SNPs in our study, such as the gene Glyma.06G171700.1. Genes annotated
for leucine-rich-repeat are responsible to recognize effectors against biotroph pathogens
(Moellers et al., 2017). However, these genes may be involved with pathways in hormone
signaling such as salicylic acid, jasmonic acid, and ethylene. Wu et al., (2016) showed a model
that includes the recognition of effectors by cells components of Brassica napus to S.
sclerotiorum and it is possible that this process may occur in soybean too.

RNA silencing has been studied to understand plant disease response. In RNA silencing,
the regulation of gene expression is made by small non-coding RNAs. Besides that, there may
be a dialog between plants and pathogens and they result in protein level gene transcripts (Rose
et al., 2019). The MIR1517 was observed to some variables of seed quality in our study. The
soybean resistance against S. sclerotiorum is recognized to be partial and the protein level gene
transcripts of small RNAs may be one of the factors that helps explain the levels of soybean
resistance to SSR.

We did not find relation between some genes (Glyma.06G151700,
Glyma.14G177200.1, Glyma.14G177300.1 and Glyma.10G225400.1) and plant resistance to
diseases. Probably, the association of SNP markers with these genes was randomized and they
are not responsible for resistance. However, these genes may be part of a complex process not
understood yet. Thus, additional studies should be done to elucidate genomic defense of

soybean to SSR.
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Table 2 — Putative genes expressed for germination (Germ), germination speed index (GSI), lesion length at 10 days after inoculation (LL10) and
lesion length at 14 days after inoculation (LL14).

Trait Chrom SNP Position Gene/TF Description
Germ/GSI 3 46055685_T_C | Glyma.03G242500.1 | TRAFFICKING PROTEIN PARTICLE COMPLEX SUBUNIT 6B
Germ/GSI 3 46055685_T_C | Glyma.03G242600.1 | ACYL CARRIER PROTEIN 1, CHLOROPLASTIC-RELATED
Germ/GSI 6 11948808_G_A | Glyma.06G146900.1 | ABC TRANSPORTER F FAMILY MEMBER 2-RELATED
Germ/GSI 6 12346248 _C_T Glyma.06G151800.1 | Polyphosphate kinase / Polyphosphoric acid kinase
Germ/GSI 6 12346248 _C_T Glyma.06G151700 | Putative 50S ribosomal protein .17
Germ/GSI 6 14238413_A_C | Glyma.06G170400.1 | ACID PHOSPHATASE RELATED // SUBFAMILY NOT NAMED
Germ/GSI 6 14238413_A_C | Glyma.06G170500.1 | Snurportin-1 (SNUPN, RNUT1)
Germ/GSI 6 14238413_A_C Glyma.06G170100 | Probable inactive purple acid phosphatase 27
Germ/GSI 6 14321140_T_C Glyma.06G171700.1 |Protein tyrosine kinase (Pkinase_Tyr) // Leucine rich repeat (LRR_8)
Germ/GSI 6 14321140_T_C | Glyma.06G171600.1 | Argininosuccinate synthase / Citrulline--aspartate ligase
Germ/GSI 14 44410612_T_C MIR1517 microRNA MIR1517
Germ/GSI 14 44410612_T_C Glyma.14G177300.1 | GDP-fucose protein O-fucosyltransferase (O-FucT)
Germ/GSI 14 44410612_T_C | Glyma.14G177200.1 |THYLAKOID LUMENAL 29 KDA PROTEIN, CHLOROPLASTIC
LL10/LL14 10 45608453_A_G | Glyma.10G225400.1 |fructose-1,6-bisphosphatase |
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8. CONCLUSION

Our study indicates that the mechanism of soybean partial resistance is different in
seedling's initial development and in the reaction in the vegetative stage against S. sclerotiorum.
However, more studies should be done to elucidate the differential gene expression for soybean

partial resistance to SSR.
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CAPITULO 2 - SELECAO DE GENOTIPOS DE SOJA COM RESISTENCIA
PARCIAL A PODRIDAO BRANCA DA HASTE POR MEIO DE INDICES
MULTIVARIADOS

10. RESUMO

A Podridao Branca da Haste (PBH), causada pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum, ¢ uma
das doencas mais importantes da soja. Nos propomos a selecao de cultivares de soja com
resisténcia parcial a PBH, utilizando os indices multivariados MGIDI e FAI-BLUP. Os ensaios
de campo foram conduzidos com o delineamento em blocos casualizados, utilizando vinte
cultivares: sete padrdes discriminados em moderadamente resistente (MR), moderadamente
suscetivel (MS) e altamente suscetivel, somadas a treze cultivares selecionadas de outros
estudos com moderada resisténcia & PBH. Avaliamos oito caracteristicas agrondmicas nos
ensaios de campo: altura de planta, fechamento de entrelinha, tipo de engalhamento, tipo de
folha, dias de ciclo, incidéncia da doenca, severidade da doenca e produtividade. A inoculagdo
das cultivares foi realizada de forma artificial, por meio de suspensdo de ascOsporos. A
intensidade de doencga nos ensaios foi baixa ou nula. Os indices MGIDI e FAI-BLUP foram
eficientes na selecio de sete caracteristicas avaliadas, ndo promovendo o objetivo de selecdo
apenas para dias de ciclo das cultivares. Adicionalmente, o indice FAI-BLUP promoveu ganhos
de selecdo preditos superiores ao indice MGIDI na ordem de 16%, 19% e 15% para
produtividade, incidéncia e severidade, respectivamente. Os indices apresentaram coincidéncia
de 60.4% na selecdo, indicando quatro cultivares promissoras para um programa de
melhoramento. Contudo, mais estudos sdo necessdrios em ambientes que promovam altos
indices da doenca e que possam gerar selecdes mais acuradas quanto a resisténcia contra S.

sclerotiorum na soja.

11. INTRODUCAO

A soja, Glycine max (L.) Merrill, € a comodity mais exportada do Brasil com producao
estimada de 123.829,5 mil toneladas e produtividade média de 3.026 kg/ha na safra de
2021/2022 (CONAB, 2022). Virios fatores limitam o cultivo dessa leguminosa. Dentre eles, as
doencas causam perdas em produtividade e aumento do custo de produgdo de lavouras. A
podridao-branca-da-haste (PBH), causada pelo fungo habitante de solo Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) de Bary, ¢ uma das doencas mais destrutivas na cultura da soja no Brasil € no mundo.
Esse patégeno produz estruturas de resisténcia, chamadas de esclerddios, capazes de
permanecer vidaveis no solo por varios anos tornando dificil a erradica¢do do fungo em dareas ja

infestadas (Adams and Ayers, 1979; Willbur et al., 2019).
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A PBH ¢ considerada de dificil controle, principalmente em regides do centro-sul do
pais que apresentam longo periodo de chuvas e temperaturas amenas. Essas condicdes
associadas com caracteristicas especificas de cada cultivar propiciam condicdes ideais para o

desenvolvimento do patégeno no dossel das plantas (Paula Junior et al., 2006).

A aplicagdo de fungicida € amplamente utilizada no controle da PBH. Porém, os riscos
ao ambiente e a satide humana associados ao alto custo de defensivos t€ém motivado a busca de
formas alternativas de controle para o manejo dessa doenca. Uma das op¢des de baixo custo e
ambientalmente sustentdvel € a utilizac@o da resisténcia genética para o manejo de Sclerotinia

sclerotiorum (Schwartz and Singh, 2013).

O conhecimento sobre a resisténcia da soja ao fungo causador da PBH ainda € escasso,
0 que limita o desenvolvimento de programas de melhoramento que almejam alcancar
genotipos com resisténcia parcial elevada. Entende-se por resisténcia parcial a associacdo entre
resisténcia fisioldgica e mecanismos de escape. A resisténcia fisioldgica € promovida por
reacdes bioquimicas envolvendo a interacdo planta-patégeno, enquanto os mecanismos de
escape sdao promovidos por componentes morfolégicos intrinsecos de cada genétipo da espécie
hospedeira (Kim and Diers 2000, Kolkman and Kelly 2002). O efeito de gen6tipos x ambientes
(GA) também € um fator agravante que dificulta a obteng@o de linhagens com alta resisténcia
parcial ao patégeno uma vez que os genodtipos t€ém desempenhos diferentes em distintos
ambientes. Estudos envolvendo resisténcia da soja a PBH t€m sido realizados (Huzar-
Novakowiski and Dorrance, 2018; Juliatti et al., 2013; Kim and Diers, 2000; Willbur et al.,
2017; Zhao et al., 2015) e, apesar dos esfor¢os, ainda sdo necessdrias mais informacdes sobre
genodtipos que apresentam elevada resisténcia parcial a S. sclerotiorum e que podem ser

inseridas em programas de melhoramento visando altas produtividades.

Além disso, para a melhor eficiéncia da selecao de gendtipos superiores com resisténcia
parcial a S. sclerotiorum se faz necessario o uso de metodologias adequadas de inocula¢do que
possibilitam diferencid-los quanto aos niveis de reacao a doenga (Kandel et al., 2018). Muitos
estudos ainda sdo feitos com indculo natural em drea infestada com esclerédios o que propicia
diferentes gradientes de pressdo do patégeno e altos valores de coeficientes de variagcdo
experimental. Existem diversas metodologias de inoculacdo descritas para avalicio de PBH,
como a metodologia do inéculo em semente, straw test e suspensdo de ascdsporos (Auclair et

al., 2004; Carvalho et al., 2016; Huzar-Novakowiski and Dorrance, 2018).
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Dentre as metodologias de inoculacdo, a que utiliza a suspensao de ascdsporos, descrita
por Huzar-Novakowiski and Dorrance (2018a), possui a vantagem de mimetizar com a forma
natural de infeccao do patégeno no campo, em que os ascosporos sdo ejetados pelos apotécios,
chegam até os tecidos florais e ddo sequéncia ao processo de infec¢do. Contudo, a suspensao
de ascosporos ainda garante que o indculo esteja em uma concentracao especifica e conhecida,
além de garantir que todas as cultivares de soja recebam o in6culo do patégeno, propiciando

melhores condi¢des para avaliacdo e selecao das cultivares.

Diante do exposto, nosso objetivo foi selecionar cultivares de soja quanto a resisténcia
parcial ao fungo S. sclerotiorum, utilizando a metodologia de suspenc¢do por asc4sporos no

campo.

12. MATERIAL E METODOS

Ensaios de Casa de Vegetacao
Foram conduzidos dois ensaios em casa de vegetacdo localizada na Universidade
Federal de Vigosa, com sistema de aspersdo e exaustores automaticos. Com estes ensaios,
objetivamos classificar sete cultivares de soja adaptadas as condi¢des de cultivo no Brasil
quanto a resisténcia parcial a PBH para serem utilizadas nos ensaios de campo posteriormente.
Utilizamos o delineamento em blocos ao acaso, com quatro repeticdes. Cada parcela
experimental foi constituida de um vaso contendo Tropstrato HT Hortalica (Vida Verde, Mogi-

Mirim, SP, Brasil) e duas plantas.

As cultivares utilizadas foram Willians 82, BMX TURBO RR, BMX APOLO RR, BMX
ATIVA RR, BMX VELOZ RR, NIDERA 5959 IPRO, BMX ENERGIA RR e DM 2333 RR,
previamente selecionadas por apresentarem diferentes reagdes a S. sclerotiorum em pré-testes
no campo (dados observados). A cultivar Williams 82 foi acrescentada nos experimentos por
apresentar moderada susceptibilidade reconhecida internacionalmente (Webster et al., 2021).
Foi utilizado o método straw test (Auclair et al., 2004) e avaliado o comprimento de lesdo na
haste principal aos 3, 5, 7, 10 e 13 dias apds a inoculacdo. Apos obtido os valores de
comprimento de lesdo, foi mensurado a drea abaixo da curva de progresso da doenga (AUDPC)
a partir da seguinte férmula:

AUDPC = Z[(ylz—yz) v (82 — t1)]

onde y1 e y2 sao duas avaliagdes consecutivas realizadas nos tempos tl e t2.
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Ap6s a AUDPC de cada genétipo ser mensurada, os dados foram submetidos a andlise

de variancia e as médias foram agrupadas pelo teste de Scott Knott a 5 % de probabilidade.

Ensaios de campo

Foram instalados dois ensaios (denominados ensaio 1 e ensaio 2) em outubro e
novembro de 2019, a fim de selecionar cultivares de soja produtivos e com resisténcia parcial
a PBH. Os ensaios foram conduzidos em delineamento em blocos casualizados (DBC), com
quatro repeticdes em diferentes campos experimentais da Universidade Federal de Vicosa,
Vigosa-MG. Foram avaliadas vinte cultivares de soja: sete cultivares utilizadas no estudo de
casa de vegetacao deste estudo e, adicionalmente, selecionamos treze cultivares de soja a partir
de estudos em ambiente controlado anteriores (dados ainda nio publicados). Cada parcela foi
constituida de quatro linhas de dois metros de comprimento espacadas de 0,5 metros entre
fileiras. A avaliacdo foi feita nas duas linhas centrais de cada parcela (parcela util). Com base
nos ensaios em ambiente controlado, as cultivares foram classificadas em moderadamente
resistente (MR), moderadamente suscetivel (MS) e suscetivel (S). Além destes, fizeram parte
dos ensaios outras 13 cultivares selecionadas em estudos anteriores em casa de vegetagdo como
MR: CD 242 RR, CD 254 RR, CD 240 RR, CD 231 RR, CD 243 RR, CD 234 RR, IGRARA
516 RR, IGRARA 626 RR, BRS 243 RR, BRS 256 RR, M 7908 RR, M 8527 RR e FUNDACEP
55 RR.

Utilizamos a metodologia de inoculacdo por suspensdo de ascésporos (Huzar-
Novakowiski and Dorrance, 2018) conforme apresentado na Figura 1. Para isso, esclerédios de
S. sclerotiorum foram mantidos em estufa BOD com temperatura controlada (20 °C + 2) e
umidade relativa acima de 80 % para germinagdo dos apotécios. Apds os apotécios atingirem a
maturidade e iniciarem a ejecdo de ascosporos, foi utilizado uma bomba de vacuo para a coleta
dos ascosporos diretamente em agua destilada estéril. A suspensdo obtida foi filtrada em
membrana GS em éster de celulose, com 0.22 um de poro € 47 mm de diametro. A membrana
foi submetida a secagem em temperatura ambiente e os ascOsporos foram armazenados em

freezer (- 20 °C) por até 6 meses.

Foram feitas duas inoculagdes por ensaio devido a ampla variabilidade de ciclo das
cultivares utilizadas e, consequentemente, diferentes tempos de floracdo. O ensaio 1 foi
inoculado entre os dias 20 e 28 de novembro de 2019, enquanto o ensaio 2 foi inoculado entre
os dias 10 e 18 de dezembro de 2019. A suspensdo de ascosporo para a inoculacdo nos ensaios

de campo foi preparada com concentracdo de 7 x 10° e 3 x 10° para a primeira e segunda
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inoculacdo, respectivamente. Conforme Huzar-Novakowiski and Dorrance, (2018) mostraram
em seu estudo, a concentracio da suspencdo de 1 x 10°e 1 x 10° ndo diferiu estatisticamente
sobre o indice de severidade da doenca, porcentagem de eficiéncia da infec¢do e comprimento
de lesdo na haste principal. A inoculacdo foi feita apds o pleno florescimento das cultivares,
utilizando bomba costal de aplicagcdo agricola com bico de cone cheio, utilizando 125 ml de

suspensdo de ascdsporo por parcela experimental.

~ 4 Figura
1 — Coleta e inoculagdo de ascésporos em soja: (A) Doencga desenvolvendo no campo apds a
inoculagdo; (B) e (D) cultivo de esclerédios para germinagdo de apotécios; (C) multiplicagdo
de esclerédios em BOD e cenoura autoclavada; (E) visdo do microscépio de ascésporos com o
tubo germinativo desenvolvido; (F) Porta filtro tipo sterifil para filtrar esporos coletados.

Foram avaliados a cobertura do solo pelas plantas (FEC), o tipo de foliolo lateral (TF),

a altura de cada cultivar em centimetros (ALT), o ciclo em dias de cada cultivar (DIAS), o tipo
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e quantidade de galhos laterais (ENG), a incidéncia (INC) de PBH, a severidade da doenca
(SEV) e a produtividade de graos (PROD).

A FEC foi avaliada visualmente, como realizado para a cultura do feijao (Vieira et al.,
2010). Para tal, as plantas foram observadas de uma extremidade da parcela (olhando para
baixo) e foi estimado a propor¢do da superficie do solo visivel entre as linhas. Caso a superficie
do solo ndo estava visivel estabelecia valor de 0% visto que as plantas cobriram todo o solo.
Esta porcentagem foi transformada para notas, em que: 1 = 81 a 100% do solo visivel, 2 =61 a
80 % do solo visivel, 3 =41 a 60% do solo visivel, 4 =21 a 40 % do solo visivel e 5 =0 a 20

% do solo visivel.

O TF foi avaliado com escala de notas sendo: 1 = Lanceolado estreito, 2 = Lanceolado,
3 = Triangular, 4 = Oval pontiagudo e 5 = Oval lanceolado. Utilizamos a escala de notas de 1
a 4 para avaliar o ENG, sendo: 1 = menos de duas ramificacdes formando angulos maiores que
45° com a haste principal, 2 = menos de duas ramificacdes formando angulos menores que 45°
com a haste principal, 3 = duas ou mais ramifica¢des formando angulos maiores que 45° com a
haste principal, 4 = duas ou mais ramificagdes formando angulos menores que 45° com a haste

principal.

A incidéncia (INC) e severidade da PBH (SEV) foram mensuradas a partir da
percentagem de nimero de plantas doentes e da escala de tecido infectado, respectivamente
(Kolkman and Kelly, 2002). Para o calculo do SEV, as plantas de cada parcela foram avaliadas
usando uma escala de notas de 0 a 4 (Hall e Phillips, 1996), em que: O = planta sadia, 1 =1 a
25% da planta com sintomas de PBH, 2 = 26 a 50% das plantas com sintomas, 3 = 51 a 75%
das plantas com sintomas e 4 = acima de 76% da planta com sintomas. A SEV foi calculada

para cada parcela com base na seguinte férmula:

SEV = Y.(Classe de severidade x n® de plantas por classe)

= x 100
Total de plantas avaliadas x n® de classes com sintomas

A produtividade foi estimada em quilogramas por hectare, corrigindo os dados para o
teor de 13% de umidade no grdao. Os dados climdticos de temperaturas e precipitagdo foram
coletados por meio do portal da NASA para a latitude e longitude especifica dos ensaios,

utilizando a funcdo get_weather() do pacote EnvRtype (Costa-neto et al., 2021).

Analise estatistica

Cada variavel foi analisada utilizando o modelo misto em que:
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Y=Xb+Zu+e.

onde Y € o vetor da varidvel resposta observado pelo ith genétipo e no jth bloco (i=1, 2, . ..
Zij=12,.. .. ny=[yll,yl2,...,yegr], n[= Z;zl(gr)]; b € o vetor 1 x r dos efeitos fixos
dos blocos nao conhecidos e nao observados b = [y1, y2, ..., yr]’; u € o vetor 1 x g do efeito
aleatorio de genotipo nao conhecido e ndo observado u =[al, a2, ..., ag]’; X e Z sdo as matrizes
de incidéncia do efeito de bloco e de gendtipo, respectivamente; e € o vetor n x 1 de efeito
aleatdrio dos erros e = [yl1, y12, ..., ygr]’. Assumimos os efeitos aleatorios de u e e como
normalmente e independentemente distribuidos, com média igual a 0 e matrizes de variancia e
covariancia G e R, em que G = o/l; e R = 0ZI,, seguindo as varidncias aleatérias o e o
das cultivares e dos erros, respectivamente. I e I, sdo as matrizes identidade de ordem g e n.
Os componentes de variancia contidos nas matrizes G e R foram estimados utilizando o método
da maximo-verossimilhanga restrita (REML). A andlise foi feita utilizando o software R 4.2.1
com o pacote metan (Olivoto and Nardino, 2020). Também realizamos uma andlise de

correlagdo linear simples para verificar a associacdo entre as oito varidveis mensuradas.

Foi aplicado a sele¢do por meio do indice de distancia multi-caracteristico genotipo-
idedtipo (MGIDI) e indice FAI-BLUP, com pressao de selecdo de 30 %. Estes indices utilizam
dos melhores valores lineares preditos ndo viesados (BLUP) para cada varidvel, para o fator

aleatdrio de cultivares.

Para o indice MGIDI, a matriz contendo os BLUPs sdo reestruturadas para que os
intervalos de valores assumam intervalos de 0 a 100. A seguir, € realizada uma anélise de fatores
para agrupar as varidveis correlacionadas em fatores e estimar uma pontuacgao fatorial para cada
genotipo. Posteriormente, nosso idedtipo foi aplicado, objetivando maiores valores para ENG,
ALT, FEC, e PROD e menores valores para DIAS, INC, SEV e TF. Por fim, o MGIDI foi
aplicado usando a distancia entre o valor do i-ésimo gendtipo no j-€simo fator e o valor do

idedtipo, conforme estabelecido por Olivoto e Nardino (2020).

O indice FAI-BLUP também utiliza andlise de fatores, todavia, este indice langa mao
da probabilidade espacial de cada gendtipo com o idedtipo, calculando a distincia gendtipo —

idedtipo baseado na distancia Euclidiana padronizada (Rocha et al., 2018).

Os ganhos de selecdo (GS) pelos indices MGIDI e FAI-BLUP foram estimados
utilizando as fungdes mgidi() e fai_blup() do pacote metan (Olivoto and Nardino, 2020). O

indice de coincidéncia foi estimado utilizando a férmula:
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IC =
M-C

x 100

em que A € o nimero de cultivares selecionados comuns a diferentes métodos; C € o nimero
de cultivares esperados selecionados ao acaso; e M é o numero de cultivares selecionados de

acordo com a intensidade de selecao.

13. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ensaios de casa de vegetacao

A interacdo cultivares x ensaios foi significativa para os ensaios de casa de vegetacao
(p =0.004). Assim, foi analisado o agrupamento das cultivares pelo teste de Scott Knott dentro
de cada ensaio para verificar quais permaneceram estaveis (Figura 2). Os resultados dos dois
ensaios mostraram trés grupos de resposta da curva abaixo do progresso da doengca (AUDPC).
Classificamos estes grupos em moderadamente resistentes (MR), moderadamente suscetiveis
(MS) e altamente suscetiveis (AS), visto que ndo existe gendtipo de soja com resisténcia
completa a PBH (Willbur et al., 2019). Williams 82, reconhecida por ser moderadamente
suscetivel a PBH, permaneceu no mesmo grupo nos dois ensaios, denominado grupo das
cultivares moderadamente suscetiveis. BMX ATIVA RR e BMX VELOZ RR foram agrupadas
como altamente suscetivel em ambos os ensaios, enquanto BMX ENERGIA RR foi o tnico
gendtipo que permaneceu no grupo das cultivares moderadamente resistentes em ambos os

ensaios por apresentar menores AUDPC.

A cultivar BMX TURBO RR flutuou entre os grupos MS e MR, enquanto a BMX
APOLO RR flutuou entre os grupos AS e MS. Apenas a cultivar NS 5959 RR apresentou
variacdo extrema permanecendo no grupo das AS e MR nos diferentes ensaios em casa de
vegetacdo. E comum ocorrer mudanca de resposta & PBH, pois se trata de uma resisténcia

poligénica altamente influenciada pelo ambiente (Arahana et al., 2001; Webster et al., 2021;

Willbur et al., 2019).

Como a soja € influenciada por fotoperiodo, diversos genétipos ja testados e
reconhecidos por sua resposta ndo se adaptam para ensaios de campo em nossos locais de
avaliagdo, como a cultivar Williams 82 utilizada em nossos ensaios, e diversos outros genotipos
utilizados em outros paises. Assim, as cultivares BMX ATIVA RR e BMX VELOZ RR podem
ser usados como padrdes de suscetibilidade e BMX ENERGIA RR pode ser usada como padrao

de resisténcia parcial por apresentar estabilidade em ambos os ensaios avaliados.
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Figura 2 — Resposta da curva abaixo do progresso da doengca (AUDPC) de oito cultivares de
soja em dois ensaios (A) e (B) previamente selecionados para discriminar a reacdo quanto a
resisténcia contra Sclerotinia sclerotiorum. As letras mintsculas acima de cada dispersdo da
cultivar representam o grupo pelo teste de Scott Knott a 5 % de probabilidade.

Ensaios de campo
ApOs a caracterizacdo das cultivares em casa de vegetacdo procedeu-se a implantacao
dos ensaios a campo em que treze cultivares e os sete padroes foram avaliados quanto a

resisténcia parcial a PBH e produtividade de graos.

O teste de maxima verossimilhanca foi altamente significativo (p < 0.005) para todas as
caracteristicas avaliadas, exceto para ENG (p <0.05) (Tabela 1). As caracteristicas ALT, DIAS,

TF, INC e PROD apresentaram maior variancia genotipica (ng) sendo o principal componente
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da variancia fenotipica (0'5), enquanto ENG, FEC e SEV apresentaram maior variancia residual
(62) o que levou a esse ser o principal componente da Gg (Figura 5). A herdabilidade no sentido
amplo foi inferior a 0.5 para as caracteristicas FEC, ENG e SEV e, consequentemente, os
valores de acurdcia de selecdo preditos foram menores para estas caracteristicas. As
caracteristicas TF, DIAS, ALT, INC, e PROD apresentaram herdabilidades iguais ou superiores

a 0.56 com valores de acuricia de selecdo maiores ou superiores a 0.91.

A resisténcia da soja ao fungo S. sclerotiorum é quantitativa (Kim and Diers 2000,
Bastien et al. 2014, Wei et al. 2017, Pogoda et al. 2020). Segundo Lin ef al. (2022) 14
quantitative trait loci (QTLs) ja foram validados e mais 200 QTLs ja foram descritos na
literatura e s@o passiveis de serem validados para auxiliar melhoristas em programas visando
aumento da resisténcia parcial da soja a PBH. A herdabilidade de INC e SEV normalmente
varia entre 0.4 e 0.6 (Kandel et al., 2018). Em nosso estudo, esses valores foram observados.
Além disso, grande parte da heranca foi atribuida a varidncia aditiva representada pela
herdabilidade no sentido restrito (Tabela 1). Apenas ENG apresentou herdabilidade abaixo de
0.3, indicando grande influéncia do ambiente e pouca influéncia devido a heranca genética.
ALT e DIAS apresentaram as maiores herdabilidades, 0.9 e 0.91, respectivamente, sugerindo

que sdo as caracteristicas com maior facilidade de obter ganhos de selecao.

Tabela 1: Resumo dos parametros da andlise de deviance e de componentes de varidncia das oito
caracteristicas mensuradas para vinte cultivares de soja no ensaio 1.

PARAMETRO  FEC TF ENG ALT DIAS INC SEV PROD
Gen_var 0,77 0,66 0,27 334,7 43,6 42,42 5,72 1423031
Gen (%) 39,11 59,64 23775 90,05 90,73 56,87 41,27 55,88
Res_var 1,19 0,45 0,88 36,97 4,45 32,17 8,14 1123634
Res (%) 60,89 40,36 76,25 9,95 9,27 43,13 58,73 44,12
Fen_var 1,96 1,11 1,15 371,68 48,05 74,58 13,86 2546665

h? 0,39 0,6 0,24 0,9 0,91 0,57 0,41 0,56
p-valor® <0,001 <0,001 0,022 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

4 p-valor do teste de maximo-verossimilhanca das cultivares para cada varidvel avaliada;
FEC = Fechamento de linhas, TF = Tipo de folha, ENG = quantidade e angulacdo de
engalhamento, ALT = altura de plantas em maturidade fisiologica, DIAS = dias até a
maturidade fisiologica, INC = incidéncia de doenga, SEV = severidade da doenga, PROD =
produtividade.

A média das cultivares para o ensaio 1 foi de 4 % de INC e de 2 % de SEV. Ao todo,

dez cultivares apresentaram sintomas de PBH: BMX APOLO RR, BMX ATIVA RR, BMX
ENERGIA RR, BRS 243 RR, CD 240 RR, CD 242 RR, CD 254 RR, IGRARA 516 RR, M
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8527 RR E NS 5959. Considerando apenas as cultivares que apresentaram doenca, a média de
INC foi de 15 % e SEV de 8 %. A média de PROD para este ensaio foi de 3574 kg ha™.
Enquanto isso, as caracteristicas secunddrias ou que podem influenciar diretamente quantidade
e severidade da doenga tiveram médias de 3,48 para FEC, 3,46 para TF, 2,44 para ENG, 65.8
para ALT, e 123 para DIAS.

Nao foi observado PBH no ensaio 2. A média de PROD para este ensaio foi de 3824 kg
ha!. FEC apresentou média de 3,75 (nota), TF média de 3,27 (nota), ENG média de 3,12 (nota),
ALT média de 66,5 (centimetros) e DIAS apresentou média de 123 (dias). INC, SEV e PROD

foram as caracteristicas que mais diferiram as médias entre o ensaio 1 e o ensaio 2.

As condicdes climédticas de temperatura e precipitacdo durante a condugdo dos ensaios
de campo foram representadas na Figura 3. Houve dias com temperaturas maximas maiores que
30°C apenas no periodo de implantacdo dos mesmos (Figura 1). As temperaturas maximas
diarias variaram de aproximadamente 23 a 30°C no ensaio 1 e de aproximadamente 26 a 30° no
ensaio 2 durante a inoculacio da suspen¢do de ascOsporos. As temperaturas minimas didrias
variaram de aproximadamente 13 a 20°C no ensaio 1 e de aproximadamente 16 a 20°C no ensaio
2 durante a inoculacdo da suspensdo de ascésporo. Houve queda da temperatura média didria
no intervalo de inoculacio do ensaio 1, chegando a média de 20°C. A temperatura média didria

durante o intervalo de inoculacdo do ensaio 2 alcancou 25°C.

Ap6s o intervalo de inoculagdo no ensaio 1, houve sequéncia de nove dias com
precipitacdo didria superior a 5 mm e apenas um dia com precipitacdo igual a zero. Durante o
intervalo de inoculacio do ensaio 2, houve a sequéncia de quatro dias com precipitacao igual a
zero. Apds a dltima inoculag@o do ensaio 2, houve precipitacdo nos quatro dias subsequentes,

seguido de um periodo sem precipitacio de 8 dias seguidos (Figura 3).
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Figura 3 — Série temporal de temperaturas e precipitagdo entre o periodo de plantio e colheita
dos ensaios de campo. Os retangulos representam as épocas de inoculagido no ensaio 1 e no
ensaio 2, nesta ordem cronolégica. MAX = temperatura méxima didria, MEDIA = temperatura
média didria, MIN = temperatura minima didria. A precipitacdo estd representada em
milimetros para cada dia durante a condugdo dos ensaios.
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O desenvolvimento de S. sclerotiorum € favorecido por temperaturas amenas, abaixo de
28°C, associado com altos indices de umidade continua da superficie do tecido da planta, que
normalmente ocorrem de 40 a 112 horas (Willbur et al., 2019). Em nossos ensaios, apesar das
boas condi¢des de temperatura para a ocorréncia da doenca, houve sequéncia continua de dias
com precipitacdo proxima de 0 mm durante o periodo de inoculacio e pos inoculagdo. A falta
de umidade pode ter sido um dos principais influenciadores sobre o baixo desenvolvimento da

doenca no ensaio 1 e desenvolvimento da PBH nulo no ensaio 2.
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As caracteristicas que tiveram correlagdo significativa com INC foram ALT (p < 0.1),
PROD (p <0.1) e SEV (p <0.001). SEV também apresentou correlacdo significativa com ALT
(p < 0.1). FEC, TF e ENG ndo apresentaram correlac@o significativa com INC e SEV como
esperado. J4 as que foram significativas com PROD foram FEC (p < 0.01), ALT (p < 0.001),
ENG (p <0.01), DIAS (p <0.05) e INC, ja citada anteriormente.

FEC TE ENG ALT DIAS INC SEV PROD
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Figura 4 — Scatterplot de correlagdo das oito caracteristicas avahadas no ensaio 1: diagonal é o
histograma de distribui¢do de cada caracteristica; abaixo da diagonal € a regressao linear de
cada combinagdo das oito caracteristicas em que as coloridas de verde foram significativas;
acima da diagonal € o valor do coeficiente de regressdo e significancia de cada regressao em
que * =p <0.05, ** =p <0.01 e ¥** =p <0.001. FEC = Fechamento de linhas, TF = Tipo de
folha, ENG = quantidade e angulagdo de engalhamento, ALT = altura de plantas em maturidade
fisiolégica, DIAS = dias até a maturidade fisiolégica, INC = incidéncia de doenca, SEV =
severidade da doenca, PROD = produtividade.

Segundo Kim and Diers (2000), o indice de severidade da doenca estd correlacionado
positivamente com altura de plantas, acamamento e maturidade relativa da soja. Essas

caracteristicas sdo consideradas como mecanismos de escape do hospedeiro que influencia
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diretamente na formagdo de microclima favoravel para o patégeno. Adicionalmente a essas
caracteristicas nos avaliamos também o fechamento de dossel, o tipo de foliolo lateral e o tipo
de engalhamento de cada gendtipo (FEC, TF e ENG). Nao foi observado acamamento em nosso
ensaio. A correlagdo entre SEV e ALT foi positiva, confirmando o que Kim and Diers (2000)
observaram em seu estudo. Contudo, ndo observamos correlagdo entre SEV e FEC, SEV e TF,
SEV e ENG e SEV e DIAS, que pode ter sido influenciada pelo baixo desenvolvimento da
doenca. Nao houve correlagdo entre PROD e SEV, o que indica que a doenca teve pouca ou
nenhuma associacao com o rendimento das cultivares. Além disso, PROD e INC apresentaram
correlagdo positiva, o que ndo era esperado ja que presenca de doenca normalmente estdo

associados a baixas produtividades (Fall et al., 2018).

O 1dedtipo foi estipulado de forma a aumentar o FEC, ENG, PROD e ALT e diminuir
DIAS, INC, SEV e TF. A arquitetura da planta é importante e influencia diretamente na
incidencia e severidade da PBH na soja (Bastien et al., 2012). Normalmente a alta densidade de
folhas, o fechamento precoce da cobertura do solo, o florescimento tardio e prolongado e o altos
niveis de acamamento sdo caracteristicas que favorecem as condi¢des climéticas propicias para
o desenvolvimento de S. sclerotiorum (Kim and Diers 2000, Kolkman and Kelly 2002,
McCaghey et al. 2017). Em nossos ensaios ndo houve incidencia de acamamento e por isso nao

obtivemos respostas dessa caracteristica em relacao a incidencia e a severidade de PBH.

Com base nos dados procedeu-se as andlises de componentes principais com o objetivo
de aplicar os indices de sele¢dao propostos em nosso estudo. Trés componentes principais foram
detectados como os responsdveis por explicar 82,80% da variancia total entre as oito
caracteristicas. Alta proporcao da variabilidade de cada caracteristica avaliada foi explicada

pelos fatores retidos, devido aos altos valores de comunalidade, com média de 0.828.

Com base na analise de fatores procedeu-se a selec@o via indice MGIDI, proposto por
Olivoto and Nardino (2020). As cultivares selecionados pelo indice foram M 8527 RR,
IGRARA 626 RR, IGRARAS516 RR, BRS 256 RR, M 7908 RR e BMX VELOZ RR (Figura
6A). CD 234 ficou muito préximo do circulo azul, representado pela intensidade de selecao,
indicando que devemos dar atenc¢do a essa cultivar por mais que ele ndo tenha sido selecionado
pelo indice MGIDI. As demais cultivares ficaram longe do circulo azul e, portanto, estdo mais
distantes do idedtipo desejado. As cultivares M 7908 RR e BRS 256 RR ficaram fora da linha
de intensidade de sele¢dao dentro do FA1 (Figura 6B), o que maximizou os ganhos para FEC,

ENG, DIAS e PROD. Todas as seis cultivares selecionadas ficaram fora da linha de intensidade
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de selecdo para o FA2, que obteve maiores cargas fatoriais para INC e SEV. A intensidade de
PBH em nosso experimento foi considerada baixa, o que pode explicar a contribui¢do de todas
essas cultivares para este fator. M 8527 RR foi a cultivar que mais distanciou da linha de
intensidade de sele¢do para o FA3, indicando que o ganho de selecdo para TF e ALT foi

maximizada por esse genotipo.

( ) m8527 BMXATIVA
1 IGRARAB26 CD240
IGRARA516 CD231

2

. BRS256 FUNDACEPS5
_4 M7908 CD242
o]
Q
=

BMXVELOZ BMXENERGIA
CD234 BMXTURBO
CD243 DM2333
NS5859 BRS243

CD254 BMXAPOLO
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(B) Contribuigéo dos gendtipos selecionados para cada fator
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Figura 6 — Cultivares selecionadas pelo indice MGIDI no ensaio 1: (A) o circulo azul representa
a intensidade de selecdo e os pontos azuis representam as cultivares selecionadas e (B) a
importancia das cultivares para cada fator em que a linha tracejada representa a intencidade de
selecdo.

Assim como na selecdo pelo indice MGIDI, o indice FAI-BLUP apresentou trés
componentes principais responsdveis por explicar aproximadamente 83% da variancia de todas
as caracteristicas avaliadas. Por também se tratar de um indice de selecdo fatorial, o FAI-BLUP
reteve trés fatores com cargas fatoriais altas para as mesmas caracteristicas em cada fator. Desta
forma, o FA1 do FAI-BLUP contribuiu majoriariamente para FEC, ENG, DIAS e PROD, o
FA2 do FAI-BLUP contribuiu para INC e SEV, e o FA3 do FAI-BLUP contribuiu para TF e
ALT. Pelo indice FAI-BLUP, foram selecionadas as cultivares M 8527 RR, BRS 256 RR, M
7908 RR, CD 234 RR, IGRARA 626 RR e CD 243 RR (Figura 7).
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Figura 7— Cultivares selecionadas pelo indice FAI-BLUP no ensaio 1: o circulo azul representa
a intensidade de selecdo e os pontos azuis representam as cultivares selecionadas

O indice FAI-BLUP coincidiu a selecao em 60,8% com o indice MGIDI no ensaio 1,
selecionando também as cultivares M 8527 RR, IGRARA 626 RR, BRS 256 RR e M 7908 RR
(Tabela 2). Comparado ao ensaio 2, que optamos por ndo aplicar selecdo, apenas as cultivares
M8527 e IGRARA 626 foram selecionados em comum pelo indice MGIDI. As cultivares
diferentes selecionadas no ensaio 2 podem maximizar o ganho desejado para FEC, ENG, DIAS
e PROD neste cenario. Todavia, devido a exclusao das caracteristicas INC e SEV do ensaio 2,
a selecdo destas cultivares diferentes poderia causar efeitos indesejdveis e, portanto,
prosseguimos com a selec@o apenas no ensaio 1.

Tabela 2: Indice de coincidéncia de selecdo das cultivares no ensaio 1 e ensaio 2, para o indice
MGIDI e indice FAI-BLUP

Cendrio 1 Cenario 2 Indice (%) Comum Cultivares
. ) ) ) MS8527,IGRARA626,B
mgidi_ensaio_1 fai_blup_ensaio_1 60.8 4 RS256.M7908
mgidi_ensaio_1 mgidi_ensaio_2 21.6 2 M8527,IGRARA626
mgidi_ensaio_1 fai_blup_ensaio_2 41.2 3 M8527’I§;§§A626’B
fai_blup_ensaio_1 mgidi_ensaio_2 21.6 2 M8527,IGRARA626
) ) ) ) M8527,BRS256,
fai_blup_ensaio_1  fai_blup_ensaio_2 41.2 3 IGRARA626
M8527,IGRARA626,C
mgidi_ensaio_2 fai_blup_ensaio_2 80.4 5 D240,NS5959,

BMX APOLO
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Ambos os indices obtiveram ganhos preditos para sete das oito caracteristicas
mensuradas, ndo alcancando o objetivo de diminuir a caracteristica DIAS (Tabela 3). DIAS foi
a Unica caracteristica com cargas fatoriais elevadas no fator 1 que dificultou reduzir a média
pelas cultivares selecionadas. Contudo, nosso objetivo principal neste estudo € selecionar
cultivares com maior resistencia parcial a PBH. O indice MGIDI apresentou maior proporcao
de ganho no sentido desejado para TF e menores propor¢des de ganho no sentido desejado para

FEC, ENG, PROD, INC, SEV e ALT comparado ao indice FAI-BLUP.

Tabela 3: Ganho genético predito utilizando os indices MGIDI e FAI-BLUP
Ganho Selecdo Predito (%)

Fator Caracteristica Senso Valor Genético MGIDI FAI-BLUP
FA1l FEC Aumentar 3.48+0.17 0.37 10.31
FA1 ENG Aumentar 2.44+0.09 6.57 7.10
FA1 DIAS Diminuir 123.31£1.61 1.19 4.44
FA1l PROD Aumentar 3574.19+£243.77 1.42 17.36
FA2 INC Diminuir 3.97+1.34 -34.90 -53.96
FA2 SEV Diminuir 2.03+0.46 -24.23 -39.64
FA3 TF Diminuir 3.46+0.17 -19.34 -12.28
FA3 ALT Aumentar 65.81+4.04 8.48 18.44

Em nosso estudo, selecionamos treze cultivares MR para participar dos ensaios de
campo com base na resposta de ensaios feitos em ambiente controlado (dados nao
apresentados). Por isso, a variabiliadade de ciclo das cultivares representada pela caracteristica
DIAS foi alta e pode afetar a resposta da resistencia parcial a PBH, principalmente ao que se
refere a mecanismos de escape. Sugerimos que ensaios de campo futuros sejam planejados com
subgrupos de cultivares com grupo de maturidade fisioldgica proximos. Essa estratégia pode
garantir a mesma pressao da doenca nos subgrupos de cultivares e levar a conclusdes mais

acuradas sobre a resistencia parcial da soja ao fungo S. sclerotioum.

A predi¢do do ganho genético pelo indice FAI-BLUP apresentou maiores percentuais
que o ganho genético pelo indice MGIDI. Ademais, Rocha et al., (2018) demonstraram que o
indice FAI-BLUP teve potencial para gerar ganhos mais equilibrados em todas as caracteristicas
simultaneamente em seu estudo. Ainda assim, a coincidencia de sele¢do das cultivares M 8527

RR, IGRARA 626 RR, BRS 256 RR e M 7908 RR por ambos os indices de selecdo demonstram
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o maior potencial genético dessas cultivares em relacdo as caracteristicas avaliadas neste
estudo. M 7908 RR e BRS 256 RR tiveram grande influencia sob os fatores 1 e 2 pelo indice
MGIDL. Os fatores 1 e 2 calculados neste indice refletem diretamente nas caracteristicas PROD,

INC e SEV, caracteristicas de maior interesse neste estudo.

A cultivar BMX VELOZ RR foi selecionada pelo indice MGIDI mas néo pelo indice
FAI-BLUP no ensaio 1 de campo. Em adi¢ao, foi apontado como altamente suscetivel nos
ensaios em ambiente controlado, que sugere baixa resisténcia fisioldgica (Kolkman and Kelly,
2002). Nosso ensaio em campo demonstrou ambiente desfavordvel para o desenvolvimento da
doenca, e consequentemente, uma baixa pressdo de PBH sobre as cultivares testadas. Por isso,
acreditamos que o gend6tipo CD 234 RR apresente maior pontencial do que BMX VELOZ RR,
uma vez que CD 234 RR foi uma das cultivares selecionados também pelo indice FAI-BLUP.
A cultivar BMX ATIVA RR classificada como AS a Sclerotinia sclerotiorum nos ensaios de
casa de vegetacao ndo foi selecionada no ensaio 1 de campo por ndo apresentar boa performance
para nenhuma das caracteristicas mensuradas neste estudo. Adicionalmente, BMX ENERGIA
RR foi classificada como MR em casa de vegetacdo mas nao foi selecionada por ambos os

indices de selecdo no ensaio 1 de campo.

14. CONCLUSAO

Os indices de sele¢cao MGIDI e FAI-BLUP foram eficientes e puderam contribuir para
o ganho de selecdo de sete caracteristicas agrondmicas simultaneamente, mas principalmente
para diminuir INC e SEV e aumentar PROD. O conjunto de cultivares que utilizamos ndo
possibilitou o ganho de selecdo desejado para diminuir a média de ciclo dos materiais
selecionados. Contudo, estratégias de melhoramento como a selecdo recorrente de linhagens
associado ao uso destes indices de sele¢do, podem auxiliar a maximizar o ganho de selecdo para

todas as caracteristicas avaliadas neste estudo.
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16. CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho acrescenta resultados importantes sobre o conhecimento da resisténcia
parcial da soja contra S. sclerotiorum. Podemos concluir que, mesmo se tratando de uma doenca
reconhecidamente de cardter quantitativo, a diferenca dos marcadores SNPs nos diferentes
tempos de inoculacdo pode significar diferenca no processo de defesa das plantas ao longo do
seu desenvolvimento. Assim, os resultados da GWAS nos levam a crer que vérios conjuntos

diferentes de genes de pequeno efeito atuam em cada tempo de desenvolvimento da soja.

A suspengdo de ascésporo foi eficaz em reproduzir doenca no campo. Contudo, devido a
fatores ambientais, o desenvolvimento da doenca foi prejudicado e os niveis de PBH foram
considerados baixos. Mesmo em condi¢des de baixa pressdo da doenca no campo, os indices
de selecdo multivariados MGIDI e FAI-BLUP foram eficientes em reduzir a incidéncia e a
severidade de PBH em 19% e 15%, respectivamente, e aumentar a produtividade em 16% no
diferencial de sele¢do. Quatro cultivares foram selecionadas por ambos os indices, se mostrando
promissoras para condicdes de baixa pressdo de PBH. Todavia, é necessdrio realizar mais
estudos em condig¢des de alta pressdo da doenca para selecionar com maior resisténcia parcial

contra S. sclerotiorum.
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