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RESUMO

FARIA, Sirlene Viana, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, janeir@Qd.
Caracterizacdo fenotipica e molecular e analise de GWAS e GWS para aateres
de raiz em um conjunto de linhagens endogamicas de milho tropicalrientador:
Rodrigo Oliveira de Lima.

A arquitetura de raiz do milho é importante para a ancoragem d#aspk para a
absorcao de nutrientes e agua. Ferramentas como a associagdo gamjmai¢&\WAS)

e a selecdo genbmica ampla (GWS) podem ajudar os melhoristas a tomar decisées sobre
quais genotipos devem avancar em seus programas de melhoramento.iZeaiareal
caracterizacao fenotipica e molecular de um conjunto de 187 linhagen&rarcsyde

milho tropical do programa de melhoramento publico da Universidade Fed¥liigbda

e posteriormente a analise de GWAS para identificar polimorfismo de nucleotideo uni
(SNP) associados a caracteres de morfologia de raiz relacionafici§recia no uso de
nitrogénio e possiveis genes candidatos que afetam o desenvolvimeaiaekas avaliar

a acuracia da selecdo genémica (GWS). Os resultados mostraram que existe uma grande
variacao fenotipica e genotipica no conjunto de linhagens. Também foi encatfitaado
diversidade genética (GD = 0,34) e baixos coeficientes de parentescasdimiagens

de milho. O declinio do LD com o aumento da distancia fisicataetos os dez
cromossomos em todo o conjunto de linhagens de milho com r2 = 0,2 foi de 86.899 pb.
Em relacdo a estrutura populacional, os resultados do STRUCTURE e da dedl
componentes principais distinguiram as linhagens endogamicas em trés subpspulacde
com muita consisténcia entre os dois resultados. Além disso, osdesutaandlise de
agrupamento com base em dados fenotipicos e moleculares agrupdardragens em

14 e 22 agrupamentos de divergéncia genética, respectivamente. Na GWAS, um total de
10 SNPs acima do limite de significancia foi detectado. Esses I8iPam a 16 genes
candidatos. Na GWS, as acuracias para o modelo que incorpora todos osN®6883 S
variaram de -0,22 a 0,16. Quando foi considerado apenas os SNPs associados
significativamente as acuracias variaram de -0,17 a 0,46. A anélise 48 @#elou
marcadores associadas aos caracteres de morfologia de raiz, locainasggdes que
contém genes ou modelos de genes com func¢des celulares relacionadoscde pliax
plantas a estresses ambientais, incluindo estresse de nitrogénio.Na&a¢uracias do
modelo que utilizaram apenas o0s SNPs associados aos caracteres fora

significativamente maiores do que as acuracias obtidas no modelo que irreonpora



todos os SNPs para todos os 14 caracteres avaliados nas condi¢coesAl.BDé genes
encontrados podem ser mais estudados para ajudar a entender a base dmnética

desenvolvimento radicular e auxiliar no desenvolvimento de cultivares de mdfrs

eficientes no uso de nitrogénio.

Palavras-chave Diversidade genética. Estrutura de populacdo. Desequilibrio de ligacéo.
Associacao gendmica ampla. Selecdo gendémica.



ABSTRACT

FARIA, Sirlene Viana, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, January, 2021.
Phenotypic and molecular characterization and analysis of GWAS and GWS for
root traits in a set of tropical maize inbred lines Adviser: Rodrigo Oliveira de Lima.

The root architecture of maize is important for plant anchorage and for the absorption of
nutrients and water. Tools such as Genome Wide Association StudieAS(G&vid
Genomic Wide Selection (GWS) can help breeders to make decidions &hich
genotypes should advance in their breeding programs. We carried out the phenotypic and
molecular characterization of a set of 187 inbred lines of tropical rfraizethe public
breeding program of the Universidade Federal of Vicosa (UFV) and later the GWAS
analysis to identify single nucleotide polymorphism (SNP) associatéd ot
morphology characters related to the efficiency in the use of nitrogen an@lgoss
candidate genes that affect root development and evaluate the accugayownfic
selection. The results showed that there is a great phenotypic angpgeratiation in

the set of inbred lines of tropical maize from the UFV corn breeding programls&/e
found a high genetic diversity (GD = 0.34) and low coefficients of kinship batme&e

line (only about 4.00% of the kinship relative to the pairs was above 0.50). The LD deca
distance on all ten chromosomes across the set of maize limes2wit0.2 was 86,899

kb. Regarding the population structure, the results of STRUCTURE and the suodélysi
main components distinguished inbred lines in three subpopulations, with much
consistency between the two results. In addition, the results dJR@&MA cluster
analysis based on phenotypic and molecular data grouped the lines into 14 andi@2 genet
divergence clusters, respectively. At GWAS, a total of 10 SNPs abowgthigcance

limit were detected. These SNPs led to 16 candidate genes. AttG&&&curacy for the
model that incorporates all 3,083 SNPs ranged from -0.22 to 0.16. When only the
significantly associated SNPs were considered, the accuracy variedOfrbmto 0.46.

The GWAS analysis revealed markers associated with the root morphologytetsarac
located in regions that contain genes or models of genes with relatddrdeihctions to
protect plants from environmental stresses, including nitrogen stressW&, @e
accuracy of the model that used only the SNPs associated witthdnacters was
significantly higher than the accuracy obtained in the model that incorg@hteNPs

for all 14 characters evaluated under the conditions of BN and AN. The genes found can



be further studied to help understand the genetic basis of root developessast in

the development of corn cultivars that are more efficient in using nitrogen.

Keywords: Genetic diversity. Population structure. Linkage Disequilibrium. Genome

wide association studies. Genomic wide selection.
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1. INTRODUCAO GERAL

O milho (Zea mays ssp.mays) € um dos cereais mais importantes cultivados para
alimentos, ragbes e biocombustiveis em todo o mundo. O Brasil é o tenz@on
produtor mundial de milho, depois dos Estados Unidos e da China (FAO,. 2020)
Atualmente, o milho hibrido € responsavel por mais de 95% da area de produngié&o de
no Brasil. A expanséao dos locais e da época de cultivo do milho, faz cactmmgueacao
significativa da producéo do cereal seja conduzido em condigbes estressantes por fatores
abidticos (Monneveux et al., 200&iacomo et al., 2015). Entre os diversos tipos de
estresses abiobticos, a deficiéncia de nitrogénio (N) € comum nos sollesrbsasomada
a baixa eficiéncia na adubacao nitrogenada, geralmente menor que 50%agmrida
por volatilizac&o, desnitrificacao e lixiviagdo (Gallais e Hirel, 208#ta negativamente
o desenvolvimento das plantas e reduz a produtividade (Fritsche-Betéra, 2012).

Por meio do melhoramento genético, é possivel desenvolver cultivareshdenmils
eficientes no uso de nitrogénio (EUN), ou seja, que produzam mais ou a mesma
quantidade de graos, com menor demanda por N.

Uma estratégia para aumentar a eficiéncia do uso de nitrog&y) (® milho é
o melhoramento genético da aquisi¢cdo de N por meio da morfologia radiculas(€brr
al., 2019). Caracteres relacionados a morfologia do sistema radicular podenerfornec
informacdes relevantes sobre a EUN em gendtipos de milho (Majerowiczet al.,/2002).
morfologia da raiz pode ter um impacto consideravel na EUN em milho, pdim&pte
em solos secos e empobrecidos, uma vez que as caracteristicas da raiz dasempenh
papel essencial na aquisicao de N (Saengwilai et al., 2014; Morasini2&tl7, Sanchez
et al., 2018).

A arquitetura do sistema radicular pode ser de grande importancia plaoaama
EUN em cereais (Garnett et al., 2009). Isto porque 0 sistema raceseliaoe papel
essencial na captacdo do N via agua (Baziddackay, 1986; Horst et al., 2003). Assim,
sob estresse nutricional ou hidrico, por exemplo, um maior desenvolvimento radicular e,
consequentemente, da area superficial das raizes pode auxititera nutriente em
camadas de solo mais profundas e evitar a deficiéncia (Horst 20@;,Chunet al.,

2005; Pace et al., 20lbaFoi descoberto que a demanda por nutrientes esta
correlacionada com o crescimento da raiz (Peng et al., 2010) e intimanseciadsao

rendimento de graos (Cai et al., 2012). Sendo assim, regides gendmicéstameoa
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desenvolvimento e o crescimento das raizes podem afetar a EUNt(Blac20d5a). Os
caracteres da raiz sdo quantitativos, controlados por varios genes e fiogitodit serem
mensurados (Hochholdinger et al., 2018). A caracterizacdo de genétipos eoambas
dados moleculares pode contribuir para otimizar o uso de germoplasméagfio i@
selecao para EUN (Morosini et al., 2017).

Ferramentas como a associacdo gendmica ampla (GWAS) e a sghegiica
ampla (GWS) podem auxiliar os melhoristas a tomar decisfes sobregguétgpos
devem avancar em seus programas de melhoran@ntapeamento de associacao bem-
sucedido requer a escolha ou criagdo de uma cole¢éao de germoplasaneompreensao
profunda da diversidade genética e o parentesco, estrutura populaciontdresacedo
decréscimo do desequilibrio de ligacibB) desse germoplasma (Ersoz et al., 2009; Zhu
et al.,, 2008; Flint-Garcia et al., 2003; 2005). O milho tem uma grande idaes
genética e rapido declinio do LD, o que o torna uma cultura modelo parse at&li
associacao (Flint-Garcia et al. 2005; Yanlet2011).

A GWAS é uma metodologia baseada na associacdo entre marcadores de
polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) de alta densidade e o fenétimbedesse
(Korte e Farlow, 2013) em nivel populacional por meio de testes de hipétesrdo
detectar efeitos de SNPs significativos. Essa metodologia vem setethsieamente
usada em estudos genéticos de plantas para condi¢cdes de esliésses (Xue et al.,
2013; Zhang et al., 2015; Laperche et al., 2017). Wang et al. (2019) avafidfa
linhagens de milho para tolerancia a seca no estagio de muda e identificataal dn
413 SNPs associados aos caracteres nas condi¢fes de alta disponidslidlgde e 696
SNPs nas condi¢des de estresse hidrico. Eles encontraram informagises \yadra a
compreensao da variacdo genética da tolerancia ao estressertuanitioo. Morosini et
al. (2017) avaliaram 74 linhagens de milho tropicais em campo contrastanddbara
A analise de GWAS revelou regifes gendmicas associadas dblhef condicbes de
campo.

A GWS ou predicado gendua, proposta por Meuwissen et al. (2001) permite a
predicdo simultdnea dos efeitos dos marcadores, € um método de seiegdnde
aumentar o ganho genético por unidade de tempo e reduzir custos (Wang &8al., 20
Segundo Pace et al. (2015b), a predicdo genémica permite identificaipgerpgara
caracteesde dificil mensuracdem um grande numero de individuos. Para eles a GWS

nao € apenas uma abordagem promissora para fins de melhoramento, masp@mbéem
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pesquisa basica. Pace et al. (2015b) aplicaratt @m caracteres de raiz dena
populacdo de treinamento composta por 384 linhagens consanguineas des milho

encontraram acuracias médias entre 0,38 e 0,55.

O programa de melhoramento de milho da UFV tem se concentrado na introducéo
e desenvolvimento de reservatorios de germoplasma, mapeamento de GespdRc
QTL, variedades de polinizacao aberta e linhagens endogamicas para condpjéais,
principalmente para ambientes com baixo teor de fésforo e nitrogénio, saloa. ©
programa possui uma cole¢do de germoplasma, de quase 200 linhagens easlogami
adaptadas aos ambientes tropicais do Brasil. A maioria dessaghshdesenvolvidas
pelo programa foi caracterizada fenotipicamente quanto a eficiénasorte nitrogénio
e morfologia de raiz em casa de vegetacao e condi¢des tropicais de campo (Rodrigues et
al., 2017 Torres et al., 2018; 2019), e algumas delas também foram avaliadas em
combinacgdes hibridaem condi¢des de estresse, especialmente baixo nitrogénio, calor e
alta populacao de plantas. No entanto, nenhum estudo molecular fod@akza fazer
qualquer diferenciacao quantitativa entre a diversidade genétidahaagens e, portanto,
ndo temos informacdes sobre a diversidade genética, grupos heteréticosraLD pa
posterior estudo de associagéo e predicdo gendmica neste conjunto de linhagens do atual

programa de melhoramento da UFV.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Realizar uma caracterizacéo fenotipica e molecular de umrntorge linhagens
de milho tropical e realizar as anéalises de selecdo genbndieaassociacdo genémica
ampla para identificar SNPs associados a caracteres de morfologgéz d= genes
candidatos relacionados a esses marcadores.

2.2. Objetivos Especificos

Quantificar a variacdo genética para caras@grondmico e avaliar a diversidade
fenotipica e genética em um conjunto de 187 linhagens de milho tropicahcio d&
germoplasma de milho da UFV;

Estimar as correlagdes genética entre os caracteres agronawatiados para as
187 linhagens endogéamicas.

Investigar a estrutura de populagédo e padrdes heteréticos e o0 grau desparent
entre as linhagens de milho tropical.

Avaliar se este conjunto de linhagens endogamicas pode compreender um paine
de linhagens endogamicas de milho tropical para andlise de mapeamento dedassociac

Determinar a extensdo e distribuicdo gendmica do desequilibrio deoligasse
conjunto de linhagens para posterior mapeamento de associagao;

Identificar SNPs associados a caracteres de morfologia de raiz rethasoa
eficiéncia no uso de nitrogénio;

Investigar a localizagdo dos marcadores SNPs associados para pagsiesis
candidatos que afetam o desenvolvimento das raizes e fazer a ahotaigi@l desses
SNPs

Avaliar a acurécia da selecdo gendmica em diferentes conjuntos decpepude

treinamento.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Cultura do Milho

O milho Zea mays L.) é um dos cereais de maior importancia econdmica,
caracterizada pelas diversas formas de utilizacédo, que vao desde a @fimbotaana e
animal, até a industria de alta tecnologia (Méro e Fristsche-Neto, 2015).

O germoplasma de milho pode ser classificado principalmente em dois:grupos
milho tropical e milho temperado, com base na latitude e nastedsticas ambientais
onde é cultivado, principalmente a duracdo do dia (Paliwal, 2000). No germoplasma
temperado, o desenvolvimento de grupos heteréticos comecgou ha cerca de 1@ anos,
padrdo heterdtico dos Estados Unidos Stiff Stalk x Non-Stalk Stalk demarsiplamente
utilizado na maior parte do mundo temperado (Beckett et al., 2017). Em @&mi@ast
milho tropical, o trabalho em grupo heter6tico comecou hé apenas trés deeladas
Centro Internacional de Melhoramento do Milho e do Trigo (CIMMYT), pois at&mini
dos anos 1990, o programa de melhoramento do CIMMYT enfatizou o desenvolvimento
de germoplasma de milho com uma base genética ampla para diagariedades de
polinizagcdoaberta sem considerar o padréo heterdtico (Ertiro et al., 2017, Wu et al., 2016;
Semagn et al., 2012; Lu et al., 2009). Entdo, com o aumento da ado¢ao de hibridos de
milho nas areas tropicais, o CIMMYT mudou seu foco para o desenvolvimento de
linhagens nos ultimos 30 anos, mas a maioria das linhagens de nufhicalt
desenvolvidas por eles foram inicialmente derivadas de amplos pools dpigsna,
independentemente da origem racial ou padréo heterético (Wu et al., 2026nSxmal.,
2012). Aléem disso, a autofecundacdo de hibridos comerciais para produzir novas
linhagens tem sido uma pratica muito comum na maioria dos programathadeamento
ao redor do mundo, principalmente no Brasil (Guimardes et al., 2018). Esses
procedimentos complicaram a atribuicdo limpa de linhagens endogadscasiho
tropical em grupos heteréticos, resultando na mistura desses, principalemente
programas de melhoramento de milho brasileiro.

Atualmente, a alocacéo de linhagens endogamicas de reproducéo trgpical, c
origens complexas e diversificadas, em grupos heteréticos tem sido beseaga
desempenho de testcross com varios testadores de elite represeMatieaganto, a
confiabilidade da atribuicdo de linhagens em conjuntos heteroticos cannbas

capacidade combinada depende de véarios fatores: i) o histérico genéticthalgesns
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endogamicas, ii) o tipo e numero de testadores, iii) nUmero de ambientes para ensaios de
producdo, e iv) falta de um hibrido de verificacdo comum em diferente®® i
rendimento que podem ser usados para comparar resultados entre emgtisgges

e melhoristas (Leng et al., 2019; Ertiro et al., 2017; Wu et al., 2016). Agsira,
complementar a avaliagdo baseada na capacidade de combinacéo,auéoies
sugeriram o emprego de marcadores moleculares em agrupamento heterético,
principalmente para germoplasma com fundo genético complexo como linhagens
endogamicas de milho tropical (Adu et al., 2019; Leng et al., 2019; Wu, 206;
Mundim et al., 2015; OImos et al., 2013; Lu et al., 2009). Em um estudadiagéo,

Viana et al. (2013) concluiram que, com um numero adequado de marcadores
moleculares, a analise de estrutura populacional € muito edicigata designar
individuos em sua populacao de origem. Por outro lado, a andlise de agrupametdo é

atil em um programa de melhoramento de milho, uma vez que um dendrograma preciso
com base na distancia genética e nas relacbes entre as rimhaape ajudar os
melhoristas a entender o histérico genético de linhagens derivauidsides comerciais
(Breckett et al., 2017), auxilia-los na reducdo do numero de cruzamentos éeseea
avaliados (Ajala et al., 2020; Silva et al., 2020).

3.2. Melhoramento com foco em eficiéncia no uso de nitrogénio

Extensivas areas de plantio de milho no mundo séo cultivadas em centlcoe
solos tropicais, nos quais predominam a ocorréncia de seca e de baicdademiatural,
principalmente de nitrogénio (N) e fésforo. O N é o nutriente absorvido éor ma
quantidade pela cultura do milho. Ele é constituinte de aminoacidos, pspteizimas
e acidos nucléicos e, além disso, esta associado a processos éssotlEyfotossintese,
respiracao e absorcao iénica (Taiz e Zeiger, 2010). Por participar de procelsgpsds
essenciais das plantas, a deficiéncia de N geralmente provocaaetiuarea foliar, da
fotossintese e da biomassa final e, consequentemente, na produtidalagi@os
(Boomsma et al., 2009; Ciampitti; 201Na cultura do milho, ele € necessario desde os
estadios fenologicos iniciais de desenvolvimento da planta asealé enchimento de
grdos (Basso e Ceretta, 200@\ssim, ha uma enorme demanda por alternativas
sustentaveis, como a utilizagdo de plantas mais eficientes e ddEUN), ou seja,
gue apresentem produtividades satisfatorias em baixa disponibilidade desse hatriente

ainda, que produzam a mesma quantidade, mas com menor demanda de adubo.
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Os cultivares modernos de milho foram desenvolvidos em condi¢cdes de alta
fertilidade do solo, com foco em altas produtividades. O germoplasma de milho
selecionado em condi¢fes 6timas de cultivo geralmente ndo é adequadiilipacao
em condicbes de estresses abidticos como a deficiéncia nafrid@mitrogénio
(Cecarelli, 1996; Fidelis et al., 2007). Alguns genes importantes que contaolam
produtividade de grdos em condicOes de estresses abibticos sdo dife s dan
condicdes otimas (Atlin e Frey, 2000; Fritsche-Neto et al., 2010; Sowata 2008), o
que faz com que um material selecionado em condi¢cfes favoraveis n&anaceste
seja o melhor em condi¢cdes de estresse (Souza et al., 2009). Portaifoe s@rabtenha
sucesso na selecao para EUN, a mesma deve ser feita submetgdadtaasn&do apenas
as condicbes ideais, mas também, a condicdo estressante.chiessto, 0 uso de
métodos de selecdo precoce e selecao indireta para EUN énde greresse, pois
aceleram o processo de selecao, e permite o descarte de imedggndipos inferiores
e possibilita concentrar 0s recursos nos potencialmente superioresh@-histo et al.,
2012).

Alguns autores tém constatado ampla diversidade genética entre plantas quanto a
mecanismos fisiologicos e morfolégicos da raiz e de parte aérea, quandsdela
submetidas as condi¢des adversas de fertilidade do solo (DoVale et alM20i@;et
al., 2004). Dentre os caracteres que tem potencial para serem usadecaugeh EUN,
pode-se destacar o maior desenvolvimento do sistema radicular. Esdereagac
altamente responsivo a disponibilidade de nutrientes e sua distribuicdo ibirsiobhr
et al., 2002). Foi descoberto que a demanda por nutrientes esta correlaciomaza co
crescimento da raiz (Peng et al. 2010) e intimamente associados atergndie graos
(Caietal., 2012). Segundo Toaldo et al. (2013) a extensédo e natureza da gyanatéa
do sistema radicular possuem grande implicacdo na obtencdo e absorcdo de agua
nutrientes para o aumento da produtividade sob estresse hidrico ou baictadertio
solo. Assim, o crescimento do sistema radicular determina a laaleilida planta em
explorar recursos que estdo mal distribuidos. Com isso, o comprimento rgubcigdaer
um indicador do potencial de absorcédo de agua e nutrientes, sendo proporcionalmente
maior o volume ocupado e explorado do solo quanto maior for o comprimento deste
(Zonta et al., 2006). As caracteristicas da raiz sdo quantitato@greladas por varios

genes e muito dificeis de medir (Hochholdinger et al., 2018).
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A caracterizacdo detalhada dos gendétipos com base em dados malquuidiere
contribuir estrategicamente para otimizar a utilizacdo do germopldsponivel em
programas de melhoramento de milho visando alta EUN (Romay et al., 2013). Assim,
para o aperfeicoamento da relacao custo-beneficio, a otimizacao do tempo eg@cealiza
de uma sele¢do com acuracia, deve-se lancar mao de metodmiegisas que amostrem
0 genoma e 0 correlacionem com as caracteristicas fenotipicasnérgas como a
associacao gendmica ampla (GWAS) e a selecao gendmica ampla pGies ajudar
os melhoristas a tomar decisdes sobre quais genétipos devem avancar@oysanss
de melhoramento. Pace et al. (2015a) e Sanchez et al. (2018) encontrars8t 368°s,
respectivamente, associados a caracteres de raizes de pléantuli#sodocalizadas ou

ligadas a modelos de genes relacionados ao desenvolvimento da raiz.

3.3. Diversidade Genética

A diversidade genética pode ser definida como a amplitude de varewéiicg
existente em uma determinada espécie. Assim, torna-se necessamiweoimento da
variabilidade e da sua interacdo com o ambiente para a obtencao dal meweético a
ser utilizado em programas de melhoramento. A quantificacdo da variag@ticge
presente nos bancos de germoplasma € indispensavel para o sucesso de qualque
programa de melhoramento. A caracterizacao fenotipica e a avaliagheedadade
genética do germoplasma € o primeiro passo para o conhecimento daudeadog
parametros genéticos, essenciais em um programa de melhoramento.

O conhecimento da diversidade genética entre as linhagens de miigho e
associado a busca do vigor hibrido no F1 proveniente do cruzamento de parentais que
exibem alta divergéncia entre si (Paterniani et al., 2008). Os gruposibetesab grupo
de plantas que quando cruzadas entre si 0s hibridos ndo apresentam hetemsaaoa
cruzadas com plantas de outro grupo ha heterose significativa (MelchiGgenleer,

1998). A avaliacdo da diversidade € essencial para definir estratégiasihoramento
genético e identificar pais superiores para o desenvolvimento de novas cultivares. Para o
sucesso de qualquer programa de melhoramento a avaliacdo precis&rsiaadig
genética pode auxiliar o melhorista na alocacdo de linhagens lde @m grupos
heteroticos, selecdo de testadores eficientes para testes dermi@gn combinacdes
hibridas, inferéncias sobre a introgressao de genes desejaveis de dorgesmsie

germoplasma na base genética disponivel, identificacdo de diversas céeinac
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parentais para criar progénies segregantes com maxima variabijdadéca para
posterior selecdo e a estimativa da perda de diversidade genétitie ducanservacao
ou selecao (Adu et al., 2019; Semang et al., 2012).

Existem duas estratégias para inferir sobre a divergéncia genétifarnde
quantitativa e de forma preditiva. Entre as de natureza quantitatara;se as analises
dialélicas (Griffing, 1956), baseiam-se nos conceitos de capacidatie gepecifica de
combinacdo. As quais Sd0 necessarios cruzamentos entre genitorepastsuar
avaliacdo. A avaliacao das linhagens quanto a capacidade de cgnkéra etapa mais
trabalhosa e onerosa dos programas de melhoramento de milho com foco no
desenvolvimento de hibridos. As de natureza preditiva tém por base as dferenc
morfoldgicas, fisioldégicas ou moleculares quantificadas com emprego de atgpdita
de dissimilaridade que possa expressar o grau de diversidade genétics getnitores
(Cruz et al., 2012). A diversidade genética pode ser estimada por meio de ¢goEsma
fenotipicas, genealdgicas e genotipicas.

A diversidade entre genotipos, com base em dados fenotipicos, € qadatdic
partir de medidas de dissimilaridade e as mais utilizadaa détancia euclidiana e de
Mahalanobis. Apds andlise da dissimilaridade, faz-se necess&aeda dos genotipos
em grupos. A forma mais conhecida e utilizada para representar osragntgs com
base na distancia entre pares de genotipos é atravées da matiséhasas entre todos
0s pares de gendtipos analisados, denominado de método UPGMA&Idhted Pair
Group Method using Arithmetic averages) (Bertan et al., 2006). A determinacao do
namero de grupos pode ser definida a priori, por meio do conhecimento que se tenha dos
dados, com base na inspecéao visual das ramificacbes do dendrograma, ou regarrer a al
procedimento estatistico, como o0 método de Mojena (1977).

A avaliacdo da diversidade genética a partir de marcadores molepaldesser
estimada por diferentes tipos de marcadores moleculares (Nyombawke 2016).
Atualmente, os avanc¢os na tecnologia molecular tém mostrado uma medeadigacao
a utilizacdo dos marcadores SNPs. Estes marcadores sdo biaé&mnsboa cobertura
no genoma do milho (Van Inghelandt et al., 2010). Eles apresentam especifizdade
loco, baixo custo, codominancia, abundancia genémica elevada, potencialgiaeace
alto rendimento e menores taxas de erro de genotipagem (Chagné et al, 2007). Assim, os
SNPs vém sendo empregado com sucesso em estudos de diversidade genéticase estru

populacional, construcdo de mapas genéticos (Gore et al., 2009), deteccas/@@lgsne
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e analise de arquitetura genética de caracteres complexos (Giqk26t2; Peiffeet
al., 2014). Dada a relevancia de unir analises fenotipicas e fisiologinakeulares,
diferentes abordagens tém sido utilizadas. De forma geral, elas implicgenotipagem
com alta densidade de marcadores no genoma e o uso de métodos baseados em
desequilibrio de ligacdo (LD). Semagn et al. (2012) relataram que osdor@sc&NP
sdo uma ferramenta poderosa em estudos de diversidade genéticaauistes
genotiparam 450 linhagens de milho com emprego de 1.065 marcadores SNPs com
objetivo de avaliar a utilidade dos SNPs e identificar um subconjum@aadores SNP
altamente informativos para a genotipagem de rotina e de baixo cugondoplasma
do CIMMYT.

Dos estudos mais antigos, que se basearam apenas em caracteres cosrfitdgi
0S mais recentes, que sao realizados por meio de marcadores molgodi@se&m como
objetivo o entendimento da diversidade genética do milho. Os primeiros estados us
a morfologia como método para agrupar as varias racas de milho conhecidas, e
contribuiram para o inicio da organizacéo da variabilidade dess&eesp@mdman e Bird
(1977) realizaram um importante trabalho separando mais de 200 racaana¢incanas
de milho em 14 grupos, partindo de 20 caracteres morfologicos de espiga e das
localidades originais das plantas. Eles também analisararpraildemas que a
classificacdo por meio da morfologia traz e mostraram como isso pode éngesinos
agrupamentos. Os principais problemas, destacados por eles, em estudos wusfologi
sdo: a possibilidade de uma mesma planta ser classificada cors diderentes, a
necessidade de selecdo de caracteristicas que ndo receberam rftaédeiai do
ambiente, e a posicao intermediaria de algumas racas com emdagrupos proximos.
Os autores concluiram que a principal fonte de variabilidade do esthoconcentrada
nos grupos “dent” e “flint” e que o grande nimero de introdu¢des, vindas na América do
Norte, Europa e México, torna dificil a caracterizacdo do germoplasma brasileiro.

O primeiro trabalho que avaliou a diversidade genética de linhagensisagec
milho foi o de Warburton et al. (2002). Estes autores caracterizaram 5Felirsheom
marcadores SSR e encontraram alto nivel de diversidade gené&jioajradica que foi
incorporado diversidade genética consideravel no germoplasma de milho. Eémtam
observaram que apenas linhagens intimamente relacionadas por pedigree foram
agrupadas e que a populacdo de origem e o grupo heterético ndo foram associados aos

agrupamentos formados com base nos marcadores SSR, resultado consistente com o alto
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nivel de diversidade nas populacfes de origem das linhagens. Os autores concluiram que
embora isto dificulte a atribuicdo das linhagens endogamicas a grupodtitete
existentes, os marcadores podem ser Uteis para refinar os grupos heterogogsosm
adicionais e mais uniformes.

Van Inghelandt et al. (2010) examinaram a diversidade genéticaratarastie
populacdo em 1.537 linhagem de milho genotipadas com 359 SSR e 8.244 marcadores
SNP. Os autores concluiram que a organizacdo do germoplasma em qub® gr
heter6ticos foi consistente com resultados de andlises de estrutura populeseadhs
em marcadores SSR e SNP. Yang et al. (2011) avaliaram 527 linhagens endogamicas de
milho com origens tropicais, subtropicais e temperadas, representandersaaddoe
global do milho. As linhagens foram genotipadas com 1.536 marcadores SNP, e trés
subpopulacdes foram consistentemente identificadas por diferentes métaistgesta
Semagn et al. (2012) relataram em seu trabalho que os marcadoregficGNMas
ferramenta poderosa em estudos de diversidade genética. Wu et al. (2016) utilizaram um
painel de 538 linhagens endogamicas e 362.008 SNPs para compreender a diversidade
genética, a estrutura populacional e os padrées heteroticos dessa colegio.des
resultados indicaram que a ampla distancia genética reflete a sotayldada maioria das
linhagens, a estrutura populacional e a divergéncia genética entre o subgmpp@de
e 0s subgrupos tropicais eram claras, a diversidade genética dobgrépass tropicais
foi semelhante e maior que a do subgrupo temperado e os padrdes heterGt@oa em
grupo de adaptacdo ambiental estimado usando os SNPs foram apenas pagcialment
consistentes com os padrdes estimados com base nos testesidadap@combinacao
e na informacédo de pedigree. Os autores concluiram que a combinagéwrdacées
heteréticas com base em testes de habilidade de combinacaelacéss genéticas
inferidas de andlises de marcadores moleculares podem ser a gstiht#gia para
definir grupos heteréticos para a futura melhora do milho tropical. E que asagfasn
resultantes desta pesquisa ajudardo os melhoristas a entender methartitzsn as
linhagens para selecionar parentais, substituir testadores, designar gruposdseterot
criar um conjunto basico de germoplasma de reproducdo. Nyombayire et al. (2016)
quantificaram a diversidade genética predominante entre 71 linhagensreitdsgde
diferentes fontes que foram genotipadas com 92 marcadores SNP. Os autduémoonc

qgue as informacdes de agrupamento genético adquiridas sdo adequadas também pa
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outros programas de melhoramento de milho tropical. E que os resultados pedéan ori
para padrdes e grupos heteréticos adequados.

Vérios estudos de caracterizacdo molecular do milho foram realizalizzndt
diferentes germoplasmas e varios tipos de marcadores moleculares(lL.2@®9, Mir
et al., 2013, Warburton et al., 2005, 2008, Wen et al., 2011, Wu, et al., 2014, Xia et al.,
2004, Yan et al., 2009). Esses estudos revelaram a estrutura populaciore mgiges
temperada e tropical/subtropical, a maior diversidade genética Ho trolpical e os
padrdes heteréticos no germoplasma de milho temperado. No entanto, falta iaformag
clara sobre o germoplasma de milho tropical para os padrdes de agruparseatioda
no fendtipo, na adaptacdo ambiental e no grupo heterético. As analisesadelores
moleculares fornecem uma abordagem alternativa importante para rizaecte
diversidade genética, a estrutura da populacéo e as relacdes geméteas materiais
de reproducéo de elite dentro de uma determinada cole¢ao de germajganitien. No
entanto, a maioria dos estudos anteriores se concentrou principakementeilho
temperado que ndo incluia um numero suficiente de linhagens paraemégres
plenamente o milho tropical melhorado. Assim, torna-se de extrema imper&nc

caracterizacdo molecular e fenotipica do germoplasma de milho tropical.

3.4. Estrutura Populacional

A estrutura de uma populacdo pode ser entendida a partir das frequéncias dos
alelos que compdem os diferentes gendtipos dos diferentes individegsaimes da
populacdo. De acordo com Brown (1978), a estrutura genética de uma populacdo €&
definida como a forma pela qual a variabilidade genética é distribuigaeetentro dos
niveis hierarquicos de subdivisdo de uma espécie. Como os individuos de uti& espé
raramente se distribuem de maneira homogénea no espago, eles quaseesHn
associados, agregados e, assim, a estrutura genética de populacbese refere-
heterogeneidade na distribuicAo dos genodtipos e do grau de endogamia dentro de
populacdes e entre estas (Robinson, 1998).

A estrutura populacional de qualquer espécie domesticada é influenciada pel
histéria de domesticacdo de seus ancestrais, bem como petoasdg melhoramento
utilizado (Xie et al., 2008). No melhoramento genético, a informacdo da estrutura

populacional permite ao melhorista conhecer a estrutura genétizaalg@opulacéo,
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detectar a estrutura familiar, estimar niveis de migracéo e dispaiésdiode auxiliar na
manutencao do banco de germoplasma e no diagnostico evolutivo (Cruz et al., 2011).

A complexa histdria do melhoramento de muitas culturas importantesiroo fl
génico limitado na maioria das plantas silvestres criaram estgéib complexa dentro
do germoplasma, o que complica os estudos de associacdo (Sharbel2@dQl.,
Historicamente, as andlises de associacdo tém sido amplamibréelas na genética
médica, mas praticamente ndo tém aplicacdo na genética desplamt obstaculo a sua
aplicacao sao as populacdes estruturadas frequentemente encontraldasdasmopque
pode levar a associacdes espurias ndo-funcionais (Thornberry et al.,, 2001). Segundo
Gupta et al. (2005) e Nordborg e Weigel (2008) € necessario considerar a estrutura
populacional para inferéncias sobre o desequilibrio de ligacdo (LD), petsutura da
populacao interfere grandemente na sua mensuracao. A existéncia degaesdaiso-
positivas entre locos nado ligados € um dos problemas que ocorrem quando nZaddreal
o controle efetivo da influéncia deste fator sobre o LD (Rafalski, 20023ne@ate como
pode acontecer nas analises tradicionais de desenvolvimento de modeldsSdeé\
mistura de individuos oriundos de diferentes fragmentos homogéneos (subpopulagdes) de
uma populacdo pode levar a associagOes preferenciais. A presencaait@arhénte
significativo entre polimorfismos em diferentes cromossomos pode produzir asseciacoe
entre um marcador e um fendtipo, embora 0 marcador néo esteja fisedige aos
locos responsaveis pela variacdo fenotipica (Pritchard e Rosenberg, 1999). Para o
mapeamento associativo o controle eficiente da estrutura de populacdo é imprescindivel,
de modo que apenas associagdes entre locos ligados sejam cdosigara a selecéo
assistida por marcadores.

De acordo com Viana et al. (2013), a analise da estrutura populaciqralfosta
como procedimento a ser utilizado antes do mapeamento de assecata objetivo
de descartar associacfes significativas entre marcadores ¢ geaedo esses Sao
realmente independentes (Pritchard e Rosenberg, 1999; Pritchard et al., 2000). Pritchard
et al. (2000) publicaram uma das ferramentas mais difundidas e impogardeabordar
a estrutura populacional: o método de agrupamento baseado em modelo conhexido com
STRUCTURE. Eles usaram uma abordagem de agrupamento Bayesiana paraaesolver
problema de associacdes espurias. Esse software detecta a estruturéopapdadui
individuos a populacdes e identifica migrantes e individuos que possuem ginuas

ou mais populacdes. Além disso, permite a inclusdo de informacdes a priori, 0 que tende
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a tornar as andlises mais precisas (Viana et al., 2013). O métodepapkcado a varios

tipos de marcadores moleculares, mas assume que 0s locos dos marcde@mes e
desvinculados e em equilibrio de ligacao entre si dentro das populacdes. Tasabéma

o equilibrio de Hardy-Weinberg dentro das populacdes (Pritchard et al., 2000). Na
primeira aplicacdo desse método, modificado para caracteresajuargjtThornberry et

al. (2001) avaliaram o florescimento em milho. Eles usaram abordagen®daciss

para avaliar polimorfismos da sequéniarf8 em 92 linhagens endogamicas de milho.

A estrutura populacional foi estimada usando uma andlise Bayesianarafctilores

SSR. Os resultados indicaram que um conjunto de polimorfismos no gene do milho
dwarf8 se associa a variacdo no florescimento das plantas, que incluem uma delecdo que
pode alterar um dominio chave na regido codificadora. A distribuicao ideog@mos
nao-sindbnimos sugere quiwvarf8 tenha sido alvo de selegédo. A incidéncia de falsos
positivos criados pela estrutura populacional foi reduzida em até 80% como resultado do
método de Pritchard et dR000). Além desse, outros métodos baseados em marcador
molecular também tém sido desenvolvidos para o controle da estrutura deEfaoptbm

0 objetivo de estudar o mapeamento associativo. Por exemplo, 0 métedddbam
modelos mistos, permite estimar a estrutura populacional e a matriz depeog Yu et

al., 2006). Segundo Viana et al. (2013) a maioria das analises de estrutura populacional
no melhoramento de plantas, envolveu Ilinhagens endogamicas e revelaram
subpopulacdes de acordo com a adaptacdo geografica e climatica, inésrnoleco
pedigree, origem do germoplasma e grupos heteréticos. E eles afirmam dgeresn a
estudos, a analise descartou com sucesso as associacdes edmiri@arda et al.
(2005) descreveram a estrutura populacional de 302 linhagens endoganmahm de
investigaram a relacéo entre a estrutura populacional e vaididamnee valor fenotipico

e genético. Eles concluiram que a inclusdo da estrutura populaciomabdsios de
associacdo é fundamental para analises significativas e no plangade projetos
futuros para explorar a diversidade presente no milho. Com o objetivo de identifica
grupos heteréticos em germoplasma de milho, a partir da analise da @&stlaitur
populacdo, Yang et al. (2011) avaliaram 527 linhas endogamicas de origem tropical,
subtropical e temperada, representando a diversidade global do milhmh&gehs
endogamicas foram genotipadas com 1.536 SNPs, e trés subpopulacdes foram
consistentemente identificadas por diferentes métodos estatistamosnghelandt et al.
(2010) genotiparam 1.537 linhagens com 359 marcadores SSR e 8.244 SNPs e
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concluiram que a organizagcdo do germoplasma em quatro grupos heteréticos foi
consistente com resultados de analises de estrutura populacional baseatwcadores
moleculares. Semagn et al. (2012) investigaram a estrutura populacionadedes pie
relacionamento do germoplasma em 450 linhagens de milho desenvolvidas pel
CIMMYT usando 1.065 marcadores SNP. E concluiram que os resultados seréa Uteis
selecdo de melhores combinagBes parentais para novos cruzamentesndoap
desenvolvimento populacional e o melhoramento assistido por marcadores. alVu
(2016) avaliaram a diversidade genética e a estrutura populacional dsehcqa 538
linhagens de milho tropical do CIMMYT e seis linhagens endogamicastadgs. Os
resultados indicaram que a estrutura populacional e a divergén@tcgeentre o
subgrupo temperado e os subgrupos tropicais foram claras. A diversidade giosetica

trés subgrupos tropicais foi semelhante e superior a do subgrupo temperado.

3.5. Desequilibrio de Ligacéo

Desequilibrio de ligagéo (linkage disequilibrium, LD), também é conheocicho
desequilibrio da fase gamética, desequilibrio gamético e assoecil@iiga. O termo
desequilibrio de ligacédo foi definido pela primeira vez por Lewontin e kKo(irf60) e €
uma das definicbes mais utilizadas. Esses autores observaram gagiia éntre locos
era fator determinante para uma populacdo atingir o equilibrio (Hedrick, 2014 Ele
definiram com base na analise das frequéncias de pares de aletbs ddamacao de
gametas, por comparacdo entre as frequéncias observadas com as espbradas s
independéncia, obtidas com base nas frequéncias de cada um doguslelommpdem
esses pares. Quando as frequéncias gameéticas observadas em determingda gépula
idénticas aquelas esperadas, obtidas pelo produto das frequéncias atéloblvidas, diz-
se que os locos estdo em equilibrio de ligacdo. Quando isto ndo éooise & falta de
equilibrio de ligacédo, ou seja, o LD. Assim, quando h& desvio nas frequénciaadase
dos haplotipos quando comparadas as esperadas tem-se o desequilibrio&de ligac
(Lewontin e Kojima, 1960; Lewontin, 1964; Weir, 1979). Flint-Garcia et &103»
definiram LD como a associagdo ndo aleatéria entre alelos de difefecds em uma
populacédo. LD e a ligagéo fisica sdo termos frequentemente confundidsgmpomiitas
vezes, encarados como sinbnimos. Isso normalmente ocorre porque locos inttmament
ligados estédo em elevado LD (Flint-Garcia et al., 2003). O fato ddatms quaisquer

estarem em LD ndao significa que estéo fisicamente ligados. Do nmesdw o fato de
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dois locos estarem fisicamente ligados em determinado cromossomo dipbapié
significa que estdo em LD (Pritchard e Przeworski, 2001; Slatkin, 2008; Hedrick, 2011).

Para o melhoramento genético, de modo geral, o desequilibrio de ligacédo é fator
determinante para a selecdo com base em marcadores genéticos (ark, 2010;
Resende et al., 2010). Ele auxilia no desenvolvimento de estratégiagstama reducao
de custos, o que contribui para o aumento da eficiéncia dos programelhdemento
genético (Rosa, 2011). Varios trabalhos que visam maior eficiéncia dos méédos
selecdo em programas de melhoramento sdo embasados no LD (Carneiro e Vieira, 2002;
Hedrick, 2011).

Por interferir diretamente na dindmica genética das populacfes oueDsee
entendido como um fendmeno genético. Seu efeito é visualizado na segme@@acao
independente dos alelos dos diferentes locos (Hartl e Clark, 2010), o que resulta em uma
correlacao entre eles durante a formacao dos haplétipos (Flint-Ganicj2603). Assim,
sua existéncia acaba interferindo na formacdo dos gendtipos dos individuos nas
populacbes. E importante ressaltar que qualquer fator que altere as freqal@licas
pode interferir na dinamica do LD. Consequentemente, todos os fatoresvesoluti
considerados nos estudos de genética de populacdo, bem como todas as ferramentas
integrantes do processo de melhoramento genético que modifiquem estas ifieguénc
atuam sobre esta din&ral

Antigamente, quando a disponibilidade de dados moleculares aindaitaddjm
o LD detectado em uma populacdo era normalmente atribuido a sefegliarea de
locos. Nos dias de hoje, em especial para locos intimamente ligadaonhecido que
mutacdo e deriva genética sdo fatores importantes no surgimento de ihDc@®®
recombinacdo na sua queda ao longo das geracdes (Hedrick, 2011). No entanto, esses
fatores ndo sdo os Unicos. Tamanho populacional, endogamia, sistema reproduti
inversdo e conversdo de genes também podem afetar o LD de uma populteg@odPri
e Przeworski, 2001; Gallais, 2003; Flint-Garcia et al., 2003; Hartl e Clark, 2007; Slatkin,
2008; Hedrick, 2011). Outro fator que afeta substancialmente o LD é a estrutura
populacional. Possivelmente, esta € a principal causa da ocodérfeigos positivos
em estudos de mapeamento associativo (Abdurakhmonov e Abdukarimov, 2008). A
mistura de individuos oriundos de diferentes fragmentos homogéneos (subpopulagées) de

uma populacdo pode culminar em associacdes preferenciais.
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Existem diversas maneiras de aferir a magnitude do desequilibrio dioligac
coeficiente de correlacéo r € uma medida relativa do LD. Esta nmadigasta por Hill
e Robertson (1968) é comumente expressa em termos quadraticas’r Ele mede o
grau de associacao entre locos (covariancia) de acordo com a variag&éoislaelos.
Essa medida depende do conceito basico do LD, o qual é baseadau@scies dos
haplétipos. Obtido por: 2y=Cov(X,Y)/V(X).V(Y), em que: fxy (coeficiente de
determinacao, ou quadrado do coeficiente de correlacéo) é a medida relafvardoe
dois locos bialélicos quaisquer X e Y, Cov(X, Y) € a covariancia entre esses locos, V(X)
e V(Y) sdo suas respectivas variancias? fdde variar entre 0 e 1 (0<r’<1), r>=1, indica
associacgao preferencial maxima entre alelos de pares de locosgptider que dois dos
quatro haploétipos estdo ausentes na amostra, 0 que caracteriza agéo sitl perfeito
LD (Ardlie et al., 2002).

Varios estudos tém sido realizados para investigar o LD em nathcemprego
de diferentes tipos de populacbes e de marcadores. Os padroes de LD variam
substancialmente com a populacdo escolhida (Flint-Garcia et al., ZD)®yimeiros
estudos de associacdo em milho foram publicados em 2001 (Tenaillan 2204l
Remington et al., 2001). Tenaillon et al. (2001) avaliaram nove linhagens endogamicas
dos EUA e 16 racas exoticas para inferir sobre o impacto da selegéobisacéo e LD
na modelagem da diversidade do milho. Eles mediram a diversidadpuéecas em 21
locos distribuidos ao longo do cromossomo 1 do milho. Os resultados mostraram que a
diversidade de sequéncias foi heterogénea entre os locos, mas naqéduindee de
diversidade ao longo do mapa genético do cromossomo 1. A recombinacao foi suficiente
para quebrar o desequilibrio de ligagdo entre os SNPs. Os autores mogtraraD
tipicamente quebra dentro de algumas centenas de pares de basesdesgquilibrio
de ligacdo declina dentro de 100-200 pb em média, sugerindo que osneranta
gendmicos para analises de associacdo requerem SNPs a cada 100-3e@uitdo
Remington et al. (2001), estudos de associacdo com base em LD podem fotaecer al
resolucao para a identificacdo de genes que podem contribuir paracaoégizotipica.
Em um estudo realizado com 102 linhagens de milho eles observaram queaaiLD c
rapidamente com a distanci& €r0,1 dentro de 1.500 pb), porém, as taxas de declinio
foram muito variaveis entre os genes. Portanto, estudos de associaciaseoem
desequilibrio de ligacdo podem permitir a identificacdo dos genes mepokse por

QTLs. Em geral, o LD ocorre de forma aleatéria no genoma e depende dia espe
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populacdo em estudo (Oraguzie et al., 2007). Stich et al. (2005) estudieaegoilibrio

de ligacdo (LD) em 147 linhagens elites de milho da Europa (dent e ftioy Estados
Unidos (stiff stalk e non stiff stalk). Foram utilizados 100 marcadores SSButOres
encontraram LD significativo para 49% dos pares de marcas nas 80 linfiagensara

56% dos pares de marcas nas 57 linhagens dent. O numero total de bilesexidéibrio

foi maior no grupo flint, em comparacéo ao grupo dent. Contudo, o grupo dent apresentou
blocos de LD de maior tamanho. Os maiores blocos de LD foram emtmnin®s
cromossomos 2 (105 cM) e 8 (103 cM), em relagcdo aos grupos flint e dent,
respectivamente. O tamanho médio dos grupos de LD foi de 33 cM. Wan(608).
utilizaram 145 marcadores SSR para avaliar a diversidade genéticaturast
populacional e o LD de um conjunto de 95 linhagens de milho que represemtsivam
linhagens de milho chinés. Os autores encontram LD significativo entre 68¢898ares

de SSR e concluiram que entre os fatores que influenciam o LD, a ligajée fgéa
principal causa de LD dos loci SSR. Stich et al. (2006), inveatigarextenséo e a
distribuicdo do LD entre pares de marcadores. Eles utilizaram 72 dimhagyiropeias
genotipadas com 452 marcadores AFLP e 93 SSR. O LD foi significativo (P < 0:®5) pa
15% dos pares de marcadores AFLP e para 49% dos pares de SSR em cada wn dos doi
grupos de germoplasma utilizados, flint e dent. Em ambos 0s grupos, a propqadEsde

de locos ligados e ndo ligados em LD foi maior para AFLPs que B&s 3 observacao

de LD devido a ligacdo para ambos os tipos de marcadores, sugeriuugoede
mapeamento associativo € possivel utilizando tanto marcadores AFLPs quanto SSRs. Lu
et al. (2011) analisaram um total de 287 linhagens tropicais e 160 lshageperadas

qgue foram genotipadas com 1.943 marcadores SNPs e comparadas quantde lgDeda
Eles encontraram significativa variacdo na queda da distancia (i&-1@kb) em todo

0 genoma. Em média a queda da distancia de LD (10-100kb) no germoplaperatem

foi de duas a dez vezes maior do que no germoplasma tropical (5-10kd)itdDes
concluiram que o milho tropical possui um rapido decaimento do LD que fonaémes
possibilidades para a selecdo. Morosini et al. (2017) estimaram o padracedé¢.Ds
Cromossomos e 0 genoma inteiro pelo coeficiente de correlagcio ao quadjraiesés
autores avaliaram 64 linhagens de milho tropical para identificar magsa&hP
associados a caraaterde eficiéncia no uso de nitrogénioUHR) e para estudos de
GWAS. Os autores observaram um répido declinio no LD com o aumentstétzcidi

fisica (Mb) em todos os cromossomos. E que o comprimento médio do d#cadue



30

LD em todos eles foi de 8000 kb (f=0,13). Eles afirmaram que a extensido do LD
limitada exige um numero substancialmente maior de marcadores, de madpagler
da analise para detectar associacdes entre marcadores echbusass possa se
assegurado. Eles concluiram que a pequena média geral de LD coatpetaalto
namero de SNPs utilizados juntamente com as estimativas de hdedbbios caracteres
avaliados, indicou uma boa resolucédo para a identificacdo de SNPs relacionbidos a E
O LD é uma base para a sele¢cdo genbmica, imputacdo de mageadorico,
selecao assistida por marcador, mapeamento de locos de es@uesetitativos (QTL),
testes de parentesco e estudos de associacdo do genoma complatoo Assudo da
extensdo do LD é muito importante, e possibilita determinar a resolucdo de mapeamento
e a densidade de marcadores necessarios na identificagdo de QTL’s (Nordborg et al.,
2002; Wei et al., 2006; Zhu et al., 2008). Se o LD permanecer em curtasiassténc
genoma, uma alta resolucdo de mapeamento sera esperada, mas asacgei@ntidade
de marcadores sera necessaria. Em contrapartida, se o LD se esteaidees distancias
no genoma, a resolucdo de mapeamento tendera a ser baixa, mas uma quaetidade
de marcadores sera requerida (Yu e Buckler, 2006; Oraguzie et al., 2007; &hu et
2008).

3.6. Estudos de Associacao gendmica ampla (GWAS)

Com o rapido desenvolvimento das tecnologias de sequertoiaraen
métodos computacionais, emerge a GWAS (Genome Wide Associatidresptu
utilizada como uma poderosa ferramenta para detectar a variacao natualadieaos
caracteres complexos em diversas culturas (Rafalski, 2BOpopulacdes genéticas,

LD é a associacao ndo aleatoria de alelos em loci diferentes. Su@extetessmina nao
apenas a resolucdo de mapeamento que pode ser alcancada, masaamaiéro de
marcadores necessarios para uma cobertura adequada do genoma em urmeestudo
associacao genomica (Whitt e Buckler, 2003).

A abordagem GWAS permite a identificacdo de regides cromossmica
associadas a um determinado fen6tipo sem conhecimento da mutacao causal da variagdo
genética, de forma que os SNPs identificados podem né&o ter efeito dibe¢o as
caracteristica em estug@orte e Farlow, 2013). Como néo sao feitas suposicdes sobre a
localizacdo gendmica das variantes causais, essa abordagemaeassuxiacao entre

locos e o caractere fenotipico em nivel populacional por meiestiestde hipoteses,
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visando detectar efeitos com significancia estatistica (Reseinadé, 2013). Nesse
contexto, os estudos GWAS para identificacdo de QTLs podem auxiliar o
desenvolvimento mais rapido de cultivares com maior EUN, pois permitem o
entendimento do controle genético e fisiolégico dessa caracteristcpolssie, apds a
identificacdo dos SNPs emD com caracteres relacionados a EUN, é possivel o
monitoramento de regibes cromossOmicas especificas, genes candidatafetajnea
expressao do carater, fornecendo informagdes sobre o niumero e a localizacdo dos locos
que o controlam (Fritschedtb e Borém, 2011). Ainda, por meio do uso de bancos de
dados, é possivel realizar a caracterizacdo dos marcadores digofficasultantes
através de anotacdo funcional. A GWAS vem sendo usada para encontrar genes
associados a caracteres para EUN como uma ferramenta poderosa qua conect
informacdes de gendtipo-fendtipo (Zhang et al., 2015; Laperche et al., 2017)invioros

et al. (2017) avaliaram 74 linhagens de milho tropicais em campo comti@agia EUN

A analise de GWAS revelou regifes gendmicas associadas dblref condicbes de

campo.

3.7. Selecdo gendbmica ampla (GWS)

A selecdo genbmica ampla (GWS) ou selecdo gendbmica (GS) foi prpposta
Meuwissen et al. (2001) como uma forma de aumentar a eficiéncia exaacel
melhoramento genético. Com 0s avangos nas técnicas de genétiaslanaleGWS se
tornou uma ferramenta promissora para encurtar o intervalo de geragéo, cenlist@
por ciclo e economizar custos de méo de obra (Wang et al. 2018). A Se@y@nita
Ampla (Genome Wide Selection - GWS) consiste na predicao simall(&em o uso de
testes de significAncia para marcas individuais) dos efeitos gendté grande nimero
de marcadores genéticos dispersos em todo o genoma de um organismo, de forma a
capturar os efeitos de todos os locos, de pequenos e grandes efeitos, egaplia
parte da variacdo genética de um carater quantitativo (Meuwisaen2€01). Para que
iSso seja possivel é necessario que haja desequilibrio de ligacatved populacional,
entre alelos dos marcadores e alelos dos genes que controlam o carater.

A predicdo dos efeitos genéticos é realizada com base em dauu#igos e
fenotipicos de individuos pertencentes a uma amostra da populacdo de. $&deeé
efeitos genéticos dos marcadores sobre fenétipos de caracteres quaansidat somados

e usados na predicdo de valores genéticos de individuos apenas genotipadizdpsandi



32

a selecao nos programas de melhoramento. A predicéo e a selecao padatizadas

em fases juvenis, pois atua precocemente sobre 0s genes expressos maauliade
(selecéo precoce direta), acelerando assim o processo de melhoramétitm.gao

contrario da selecdo precoce tradicional indireta, via avaliacdo fenotipictugsobre

genes ativados na idade precoce, esperando que esses informem par@almegenes
expressos na idade adulta (Resende et al., 2012). A GWS é superior e apras@nta
acuracia seletiva que a selecéo fenotipica, por usar a matriz deepenereal de cada
carater, propiciar repeticdo experimental sem uso de testessatoda progénies, por

usar maior numero de informagfes, combinando informacdo fenotipica, genotipica e
genealdgica para corrigir e desregressar os dados e por usar a selecao precoce direta, que
aumenta o ganho genético por unidade de tempo. Apos a obtencdo dos marcadores, seus
efeitos sé@o estimados, baseados em dados fenotipicos de uma populacédecooimeci

de estimacdo. Uma vez estimados os efeitos, eles séo testadosaepopulacdo de
validacéo e, entdo, selecionados os marcadores que explicam grande pari&énda

genética do carater em estudo para que sua informacao seja efetvenvenuorada a

etapa de selecao do programa de melhoramento (Resende et al., 2010).

Existem numerosas abordagens de predicdo gendmica, procedimentos de modelo
bayesiano e misto. O modelo RR-BLUP (Randon Regression Best Linear Unbiased
Predictor) (Fernando et al., 2007), tem se mostrado um modelo confidvel no fornecimento
de boa acuracia de predicdo para caracteres quantitativos. O modelasadd pelo
RR-BLUP reduz todos os efeitos do marcador igualmente com a mesma iaapidirsc
um caractere. I1sso explica o bom desempenho do RR-BLUP para predi¢do @easaract
complexos (Clark et al., 2011). Computacionalmente, RR-BLUP é menos exigente o que
o torna um dos métodos mais acessiveis e sugeridos para a predicdo gendmica (Heslot et
al., 2012; Pace et al., 2015). Pace et al. (2015b) aplicaram GWS emrtstieasede raiz
em um subconjunto do painel de linhagens de milho e encontraram pre@siieEsentre
0,38 e 0,55. Cantelmo et al. (2017) avaliaram 838 e 797 hibridos simples naslsafra
inverno e verao, respectivamente, em diferentes locais para estpregisdo preditiva
usando diferentes populacdes de treinamento e validacdo. Eles encointiemaios de
correlacdes de 0,82 a 0,89 na safra de inverno, 0,56 a 0,76 na safra de verao, e entre

diferentes safras e locais foram de 0,53.
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5. CAPITULO 1

Caracterizagcdo molecular e fenotipica de um conjunto de linhagens de
milho tropical
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RESUMO

A caracterizacdo da diversidade genética e a estrutura populacidinabdens
de milho sdo de grande importancia para o0 sucesso de qualquer programa de
melhoramento pois auxiliam os melhoristas a manter e potencialmenentar a taxa
de ganho genético. Assim, o objetivo do presente estudo foi realizaacecaacao
fenotipica e molecular de um conjunto de linhagens endogamicashaetrapical do
banco de germoplasma de milithm programa de melhoramento publa@oUniversidade
Federal de Vigosa (UFV), com base em 18 caracteres agronémicos e argadares
moleculares SNPsS(hgle Nucleotide Polymorphism) para: (i) quantificar a variagao
genética para caracteres agronémicos ; ii) estimar a relacaccgesméte as linhagens;
iii) determinar o decaimento de LD; iv) investigar a estrutura pojral; v) avaliar a
diversidade fenotipica e genética e vi) avaliar se esse conjumib@gans endogamicas
pode compreender um painel de linhagens endogamicas de milho tropicastpdos e
de mapeanzxento de associagd@s resultados mostraram que existe uma grande
variacao fenotipica e genotipica no conjunto de linhagens endogamicabalé&opical
do programa de melhoramento de milho da UFV. Também encontramos uma alta
diversidade genética (GD = 0,3d)aixos coeficientes de parentesco entre as linhagens
de milho (apenas cerca de 4% do parentesco relativo aos pares estavdedtjs0)A
distancia de decaimento de LD em todos os dez cromossomos em todo o atmjunto
linhagens de milho cont F 0,2 foi 86.899 kbEm relacéo a estrutura populacional, os
resultados do STRUCTURE da andlise de componentes principais distinguiram as
linhagens endogamicas em trés subpopulacdes, com muita consistéreciasetbis
métodos. Além disso, os resultados da analise de agrupabie@®A com base nos
dados moleculares e fenotipicos agruparam as linhagens em 14 e 22 agrupdenentos
divergéncia genética, respectivamente. Esses resultados indicamcgogumto de
linhagens endogamicas do programa de melhoramento de milho da UFV pode
compreender um painel de linhagens de milho tropigak este é adequado para o estudo
de associacdo de todo o genoma, principalmente em ambientes deapica. Além
disso, as informacdes resultantes deste estudo serdo Uteis para raskdecao das
melhores combinacgfes parentais para novos cruzamentos, mapeamento de gppulacde
cruzamentos orientados para obtecao de hibridos altamente heteréticos e produtivos e na
predicao de hibridos nédo testados no programa de melhoramento de nufRd.da



45

5.1. INTRODUCAO

A avaliacdo da diversidade genética, a estrutura populacionetlagi®es dentro e
entre as linhagens de milho sdo de grande importancia para o sucegsaloquer
programa de melhoramento e para estudos de associacdo gendmicanmillao.
Informacdes precisas da diversidade genética podem auxiliar o melhoekiaagiio de
linhagens de milho em grupos heteréticos, na sele¢cédo de testadorestesfiggga testes
de linhagens em combinacdes hibridas e € util para ampliar gareiea dos programas
de melhoramento (Adu et al., 2019; Semagn et al., 2012; Wu et al., 2016). Diversas
estratégias tém sido usadas, ao longo dos anos, para avaliar a dleagsicética entre
e dentro de populagdes, com base em diferencas morfoldgicas, agronéromgpadioges,
bioquimicas e moleculares.

A caracterizacao fenotipica fornece uma gama de informacdes sobebdidade
genética. Entretanto, os efeitos do ambiente, a interacédo gendtipbgeri@se os erros
de medicao também contribuem para as diferencas observadas entre peg&hdti et
al., 2019; Nyombayire et al., 2016; Schlotterer, 2004; Silva et al., 2017). Por outro lado,
a caracterizacdo molecular é livre de efeitos ambientaimesido uma ferramenta
indispensavel para caracterizar recursos genéticos e fornecer aos taslhhdaemacoes
mais detalhadas que podem auxiliar na selecdo de linhagens maierdr®(geal et al.,
2010). Varios autores relataram que o uso combinado das informacfes de marcadores
moleculares e de caracteres fenotipicos pode ser mais efip@rmatequantificar as
diferencas genéticas entre as linhagens de milho (Barata e Carena, 2006 eFednc
2001; Hartings et al., 2008; Mundim et al., 2015; Wu et al., 2014).

Diferentes marcadores moleculares tém sido amplamente utilipadsvaliar a
diversidade genética em milho. No entanto, os marcadores SNgte(Nucleotide
Polymorphism) apresentam algumas vantagens, como por exemplo, o baixo custo por
data point, alta abundancia gendémica, especificidadéode codominancia, potencial
para andlise de alto rendimento e menores taxas de erro de ggotiizhagné et al,
2007; Van Inghelandt et al., 2010; Wu et al., 2014). Semagn et al. (2012) relataram que
os marcadores SNPs sdo uma ferramenta poderosa em estudos de diversitiade gen
Esses autores utilizaram 1.065 SNPs para genotipar 450 linhagens de mitiigetovo
de avaliar a utilidade desses marcadores e identificar um subconjiBitf’deltamente
informativos para a genotipagem de rotina e de baixo custo do germoplasma do milho.
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No melhoramento genético, a informacdo da estrutura de populacdo permite a
melhorista conhecer a estrutura genética de uma populacdo, detectaraefsruotiar,
estimar niveis de migracdo e dispersdo, além de auxiliar na mgiwtdo banco de
germoplasma e no diagnostico evolutivo. Também € utilizada paréficde grupos
heteréticos. Além disso, a estrutura populacional estimada a partnaticadores
moleculares, fornece informacdes Uteis para controlar associacfes agpelfiagtam
estudos de mapeamento associativo. A existéncia de associagoegsofitivas entre
locos ndo ligados € um dos problemas que ocorrem quando nao é realizado o controle
efetivo da influéncia deste fator sobre o desequilibrio de ligag3o(Rafalski, 2002),
exatamente como pode acontecer nas andlises tradicionais de gele@dica (GWS).

LD € a associacdo nao aleatéria de alelos em diferentesléodessempenha um papel
integral no mapeamento de associagdo e determina a resolucdo estudim de
associacao (Flint-Garcia et al., 2003). Vérios estudos mostragfindeia da estrutura

de populacao na classificacdo dos agrupamentos (Van Inghelandt et al., 2dh0gtv

al., 2013; Xie et al., 2008). Wang et al. (2008) utilizaram 145 marcadores SSRalean

a diversidade genética, estrutura populacional e LD de um conjunto de 3etisha
endogamicas de milho. Eles identificaram quatro subgrupos que correspondem as quatro
principais origens do germoplasma chinés.

Diversos estudos de caracterizacdo molecular e estrutura populaciomalhem
foram realizados com diferentes germoplasmas e varios tipos de marcaolemgares
(Liu, et al., 2003; Olmos et al., 2014; Smith et al., 2015; Warburton et al., 2002etWe
al., 2012; Yan et al., 2009; Yang et al., 2011). No entanto, a maioria dos esiiedioses
se concentrou principalmente em milho temperado e, portanto, ha umaiacakénc
informacdo sobre o germoplasma de milho tropical, principalmente no B@asil.
germoplasma de milho tropical tem maior diversidade genética, menorcidistin
decaimento de LD e, consequentemente, contém mais alelos raros dongjlie
temperado (Zhang et al., 2016; Wu et al., 2014; Lu et al., 2011; Yan et al., R8€8),
torna-se de extrema importancia a caracterizacdo moleculastgpfea do germoplasma
de milho tropical (Wu et al., 2016).

O Programa Milho®, Programa de Melhoramento de Milho da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), possui um banco de germoplasma de milhacqostiéuido
por linhagens obtidas de diferentes fontes de germoplasma de milho tropiaijuiia

tempo, esse banco vem sendo mantido e renovado. Esse conjunto de linhagens foram
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fenotipadas para caracteres de raiz e algumas delas foram fengbi@adearacteres de
eficiéncia no uso de nitrogénio (Rodrigues et al., 2017; Torres et al., 2018; Tailes et
2019). Entretanto, estudo detalhado sobre a diversidade genética exstentessa
linhagens ainda nédo foi realizado. Além disso, analises molecularepugessem
certificar a existéncia de grupos divergentes de linhagens, a partir dopaperiam ser
escolhidos pares de linhagens que pudessem atuar como genitores, ainda ndo foram
conduzidas. Contudo, pouca informacdo sobre a diversidade genética, estrutura
populacional e LD é conhecida nesse conjunto de linhagens endogamicasspeniar

estudo de mapeamento de associacao.

Assim, os objetivos deste estudo fordih quantificar a variacdo genética para
caacteres agrondmicos; ii) estimar a relacdo genética entrehagéins; iii) avaliar a
diversidade fenotipica e genética; iv) investigar a estrutura populaciopatirées
heterdticos; v) determinar a extensdo e o decaimento de LD das lisleagg avaliar se
este conjunto de linhagens endogamicas pode compreender um painel de linhagens

endogamicas de milho tropical para posterior analise de mapeamento de associaca

5.2. MATERIAL E METODOS
5.2.1. Material vegetal

Neste estudo foi utilizado um conjunte 187 linhagens endogéamicas de milho
tropical do Banco Ativo de Germoplasma do Programa MijlhBrograma de
melhoramento de milho da Universidade Federal de Vicosa (UFV), Depattade
Fitotecnia, Vicosa, Minas Gerais, Brasil. As linhagens foram obtiddgedentes fontes
de germoplasma de milho tropical: hibridos comerciais de milho (convaig)ion
populacdes melhoradas e variedades de polinizacdo :alié@alinhagens foram
derivadas de 49 hibridos comerciais plantados no Brasil (areas tropicais)nhagetis
foram derivadas de duas variedades de polinizacédo aberta (BR106 e Nitrofie e
linhagens foram derivadas de duas populacgdes sintéticas (CMS28 e CMS58)a3oda
187 linhagens sao resultantes de pelo menos oito geracdes dausata¢éo e, em teoria,
aproximadamente todos os locos encontram-se em homozigose. Elas foram
desenvolvidas usando um método de pedigree modificado na mesma regidao onde foram
avaliadas. As linhagens representam uma amostra do germoplasma usadssem

programa de melhoramento de milho para desenvolver hibridos, novas linhagens
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consanguineas, populacdes melhoradas e populacdes para mapeamente det@ids

de heranca para ambientes de estresse, principalmente nitrogénio.

5.2.2. Dados Fenotipicos

Para a caracterizacdo fenotipica foram utilizadas 187 linhagens enckg @i
milho tropical avaliadas em trés locais do sudoeste do Estado de®&iras e em duas
safras, o que totalizou quatro ambientes. Foram avaliadas na safrinha denaGkdra
2016/2017 na Estacao Experimental de Coimbra, Coiliia{20°49°46,5” S,
42°45°51,1” O, altitude 715 m). Além disso, na safra de 2016/2017, as linhagens foram
avaliadas na Estacao Experimental da Horta Nova (20°45°47,6” S, 42°49°25,1” O, altitude
665 m), localizado no distrito de S&o José do Triunfo, Vicosa-MG; e ngadBsta
Experimental do Aeroporto (20°45°47,6” S, 42°49°25,1” O, altitude 665 m), Vicosa-MG.
Todas as estacBes experimentais pertencem ao Departamentooeniait da
Universidade Federal de Vigcosa (UFV). Os experimentos foram conduzidos em
condi¢cles de sequeiro, e nenhuma irrigacao foi aplicada. O gerenciameitiba @get o
mesmo para todos 0s experimentos que empregavam praticas agricolas padrdo. Todas as
sementes de milho foram tratadas com CropStar® (Imidacloprid, Tiodicaeyie
Advanced® (Metalaxyl-M, Tiabendazol, Fludioxonil). Em todos os ambientassaice
foi realizado em delineamento experimental Alfa-latice (17x11) daas repeticdes.
Cada parcela era uma unica linha de 4 m com linhas espacadas de O,gantio das
parcelas foi manual e desbastadas no estagio V3 para uma populacéd@depl&at500
plantas ha, que € a populacio de plantas ideal para o cultivo de milho nessestas

Foram avaliados os seguintes caracteres, medidos em cinco plantgrdode
cada parcetaUm caractere fisiologico, contetdo de clorofila na folha (SPAD), que foi
mensurado na folha abaixo da espiga superior, 15 dias apds o florescimentoofemini
usando o medidor portatil de clorofila (SPAD-502); 10 carasterarquitetura de planta,
dias até o florescimento masculino (F&teminino (FF), dias desde a semeadura até o
florescimento masculino para 50% das plantas em uma parcela e edsenaté a
emergéncia dos cabelos (estilo-estigma visiveis) para 50% atatagpdentro de uma
parcela, respectivamente; comprimento foliar (CF) e largura foliar (LAnfaradidos
em centimetros do inicio da ligula até a ponta da folha da esppgaor e na secdo mais
larga da folha da espiga, respectivamente e a area foliar (AF), fioadstem centimetros

quadrados usando a formula de Montgomery (1909): [(comprimento x largura) x 0,75];
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altura de plantas (AP), altura de espigas (AE), foram medidos eimeg&ns como a
distancia do nivel do solo até o ponto de insercdo da folha bandeira @a@téo de
insercao da espiga superior, respectivamente; diametro de colmdo{D@edido em
milimetros no primeiro entrené acima do solo usando um paquimetro didgitedm
registrados o numero de nds acima (NNAE) e abaixo (NNBE) da folha da espiga,
respectivamente. Para os componentes da producéo, seis caracteraadnsarados:
Prolificidade (PRL) ou numero de espigas por planta foi estimado dividindo asmime
total de espigas por parcela pelo nimero de plantas cqlb@aaprimento da espiga (CE)
medido em centimetros por meio de uma régua da base a ponta darespg/@ de
fileiras (NF), diametro de espiga (DE) e diametro de sabugo (DS) foetinms em
milimetros usando um paquimetro digital; peso de 1000 graos (P1000) medidoas gra
com o peso de 1000 gréos ajustado para 14,5% de unagealdim produtividade de
graos (PG), foram descascadaggistrado 0 peso e a porcentagem de umidade dos graos
para todas as espigas nas parcelas na maturidade fisiol6gie& dod corrigido para
14,5% de umidade.

5.2.3. Dados Genotipicos

Para a caracterizacdo molecular, foram genotipadas 182 linhagens endodémicas
187 avaliadas quanto aos caracteres fenotipicos. Amostras de tecido foliar foram obtidas
a partir de cinco plantas para cada linhagem endogamica plantadess e vegetacéo
no campo experimental Diogo Alves de Melo, UFV e as amostras farkatadas no
estadio de trés folhas completamente expandidas (V3) e enviadasspapeesa DuPont
Pioneer®, onde a extracdo de DNA e a genotipagem foram realizadas. $di3 a
linhagens foram genotipadas usando a plataforma GoldenGate (lllumina, §an@Ae
EUA) contendo 3.713 SNPs distribuidos em 10 cromossomos (Fan et al. 2003). A
informacdo dos SNP utilizada neste estudo foi encontrada nos traballwsedetlal.
(2009); Gore et al. (2009) e Ganal et al. (2011). As informacdes sobre os SNPs estéao
disponibilizadas publicamente no banco de dados MaizeGDB (www.maizegdb.org) e
NCBI (National Center for Biotechnology Information) (www.ncbi.nlm.nih.gov). Dos
3.713 SNPs genotipados, um conjunto de 3.083 SNPs com frequéncia de alelo menor
(MAF) maior que 0,01 e Call rate de 90% foi selecionado para analiseadéecaacao

genética de todas as linhagens endogamicas neste estudo.
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5.2.4. Andlises estatisticas dos dados fenotipicos

Para estimar os componentes de variancia e prever os valores genotipads de
linhagem endogamica em todos os ambientes foi utilizado um modelo mis
implementado no pacote R “lme4” (Bates et al., 2015). O ambiente foi incluido no modelo
como efeito fixo, enquanto bloco, repeticéo e linhagem foram considerados eto® ef
aleatérios. As interacdes entre os efeitos fixos e aleatorios foramdamclno modelo
como efeitos aleatérios. Os valores fenotipicos foram obtidos de acordo cguindese
equacao:

Yirmk = L+ 0 + Yk + oyik + Ork) T Om(rk)t Eikrm
em queu é a média geral, a; € 0 efeito aleatorio da linhagemdogamica, yk € 0 efeito
fixo do ambiente, ayik € 0 efeito aleatério da interagéo linhagem ¢k € o efeito fixo
da repetiao dentro do ano, dm (k) € 0 efeito aleatdrio do bloco dentro da repeticdo dentro
do ambiente, ¢ €ikrm € 0 efeito aleatorio do erro.

Uma analise de deviance e teste de razdo de verossimilhangadaipara testar
os efeitos aleatdrios por meio da estatistica qui-quadrado (Resende, 2ed7gldsite
valores médios foram baseados em BLUPs. A herdabilidade no sentido amplo (h?) com
base na média das linhagens foi estimada para cada caractesequehte expressao
(Hallauer et al., 2010):

A~

2=

%
G2 52

oe+-CxEL
em quesé, 64, €462 sdo as estimativas de variancia genotipica, estimativas daciari
devido a interag&o linhagem x ano e estimativas de variancia do erro, respetgéyame
e r sdo o numero de ambientes e repeti¢cdes, respectivamente.

Os coeficientes de correlacdo de Pearson entre pares de reardoi@am
estimados usando as melhores estimativas lineares nao envigsgadicdo (BLUP)
de cada caractere. Os coeficientes de correlagdo foram estimadde ospacote R
“agricolae” (Mendiburu, 2019). ApGs a obtencdo dos coeficientes de correlagéo, foi feito
um Heatmap no software R (R Core Team, 2015). Além disso, para evitar os efeitos
adversos das relacdes lineares entre linhas ou colunas da matazrelagdes residuais
na analise da diversidade genética, a multicolinearidade foi diagmtzstom base em
uma matriz de correlagdo genotipica (Montgomery e Peck, 2001).

A avaliacdo da diversidade genética entre as 187 linhagens com bdaedam

fenotipicos foi realizada usando os pacotes R “ade4” (Dray et al., 2018} “adegenet”
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(Jombart et al., 2018). Geramos a matriz de distancias por meist@lacia generalizada

de Mahalanobis, responsavel pelas correlagbes residuais entre 0s resaracte
(Mahalanobis, 1936). Em seguida, uma matriz de distancia de Mahalanobsadai

como dados de entrada para analise de agrupamento com base no método deragrupame
da ligacdo média entre grupos (UPGMA). O dendrograma UPGMA foi gerado com base
na distancia generalizada de Mahalanobis para estimar o nipalrelgtesco entre as
linhagens endogémicas usando o pacote R “apé€’ (Paradis et al. 2018). O método de
Mojena (1977) foi usado para alocar as linhagens em grupos. De acordo comazkie mét

o dendrograma deve ser cortado em fungdo do valor médio da distandieageog
niveis de fusdo e do desvio padrédo dos valores de distancia. A importéatora das
caracteristicas na quantificacdo da diversidade genética ifoadatde acordo com o

método de Singh (Singh et al., 1981) usando o pacote R " biotools" (Silva et al. 2017).

5.2.5. Andlises estatisticas dos dados genotipicos

Usamos o conjunto de dados de 3.083 SNPs filtrados para estimar a frequéncia de
alelos, o conteudo de informacédo polimoérfica (PIC), a diversidade de genaseede t
heterozigosidade. A analise da frequéncia alélica dos 3.083 SNPs fradealsando o
software TASSEL 5.0 (Bradbury et al. 2007). A diversidade de genes e a taxa de
heterosigosidade observada foi calculada utilizando o pacote “Poppr” (Kamvar et al.,

2019) implementado no software R. Os valores de contetdo de informacaorficdim
(PIC) foram obtidos por:
PIC=1X72] Pj — X721 Xz jea 2PGPG

em que: P e R sdo as frequéncias dos j-ésimo e k-ésimo alelos do marcador i,
respectivamente; a soma estende-se sobre n alelos.

Para acessar as relacdes genéticas entre todas as linhagens iead@gamilho,
o coeficiente de parentesco relativo aos pares entre elas foidestiora todo o conjunto
de dados de 3.083 SNP usando o software TASSEL 5.0 (Bradbury et al., 2007). Um
parentesco proximo de 0 indica nenhuma relacdo entre elas, e valorpsaxiai®s de
1 indicam uma relacéo entre as linhagens.

O desequilibrio de ligacdo (LD) entre cada par de SNPs em cada cromdesomo
estimado pelo coeficiente de correlagdo de Peaedjuadrado & com 3.083 SNPs
usando o software TASSEL 5.0 (Bradbury et al., 2007). A distancia média de dgoaime

LD dentro e ao longo de dez cromossomos comQ;2 foi usada para medir a diferenca
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da distancia de decaimento LD entre todas as linhagens endogadmcasjanela
deslizante de 50 kb foi usada para determinar a largura da janela em um lado do local de
inicio, o espagamento entre dois loci no mesmo cromossomo foi segmantizai®
distancia de 50 kb e o LD médio foi avaliado para cada janela. OssveloieD entre

cada par de SNPs foram plotados usandgaostes R “ggplot2”, “Mass” e “scales”
(Wickham, 2018; Wickham, 2019; Ripley et al., 2019;

A estrutura populacional das 182 linhagens foi investigada usando o software
STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) e analise de componentes princi@ai$ ¢Bm
base em 3.083 SNPs. Na primeira abordagem, um método de agrupamento &asea
um modelo de mistura implementado no STRUCTURE foi executado para K nimero de
grupos variando de 1 a 10, e cada K foi executado 20 vezes com um periodcide burn
de 10.000 e 100.000 MCMC (cadeias de Markov e Monte C#tlestatistica ad hoc
delta K (AK) foi usada para determinar o nimero mais provavel de grupos (Evanno et al.

2005) usando o software Structure Harvester (Earl e VonHoldt, 2011). O software
Clumpak (Kopelman et al, 2015) foi usado para alinhar os rétulos de agrupamento nas 20
execucOes antes de plotar os dados. As frequéncias alélicas forammetadas
correlacionadas e os loci considerados nao vinculados. Foi estimatitbagdes de

cada linhagem a cada grupo de acordo com seus valores médios de probabilidade de
adesdao (Pritchard et al., 2000). Linhagens endogamicas com probabilidadeséa® ad
maiores ou iguais a 0,60 foram atribuidas ao mesmo grupo, enquanto aquelas com
probabilidades de adesdo menores que 0,60 foram designadas a um grupo "misto”
(Segman et al., 2012; Yang et al., 2011; Wu et al., 2014; Wu et al., R#H 6ggunda
abordagem para inferir a estrutura populacional, PCA com base em 3.083 SNPs foi
realizada usando o pacote R "pcaMethods" (Price et al., 2006), e sopriooeiros
componentes principais foram ilustrados para o exame visual do padréo de agtapam
das linhagens.

A diversidade genética a partir dos dados moleculares foi obtida conmdase
distancia genética de Nei (Nei, 1972) entre as 182 linhagens para os 3.083 SNPs
utilizando o pacote “adegenet” (Jombar et al., 2018) no software R. Em seguida, o
dendrograma UPGMA para todas as 182 linhagens de milho foi gerado com base nas
distancias genéticas de Nei usando o pacote "ape" (Paradis2€x18).,0 método de

Mojena (1977) foi usado para alocar as linhagangrupos.
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5.3. RESULTADOS

5.3.1. Variacédo fenotipica e parametros genéticos com base em caracteres
fenotipicos

Houve uma enorme variagao para ®de caracteasmensurados neste conjunto
de linhagens endogamicas de milho, conforme mostrado pelos valores genetipicos
quatro ambientes (Tabela 1). Florescimento masculino e femikce FF) variaram
em torno de 66 a 73 dias. Altura de planta e de espiga @B variaram de 102,1 a
170,2 e 40,5 a 100,6 cm, respectivamente. O comprimento e largura da folha (GF e LF)
a éarea foliar (AF) variaram de 60,2 a 96,6 cm, 7,3 a 12,7 cm e 401,7 a 7£0,3 cm
respectivamente.

Em relacdo aos componentes da producédo, numero de fileirps pidso de 1000
graos (P1000) variaram de 9,7 a 21,9 linhas e de 158,7 a 350,1 g, respectivamente. A
produtividade de gréos variou de 1.208,8 a 3.605,9 Kg @acoeficiente de variag&o
(CV) variou de 2,5%KM) a 28,6% (PG), e a maioria dos caracteres apresentou CVs
baixos, esperado para SPAD (11,9%), @B,4%),AE (11,9%) e PRL(18,3%), que
exibiu valores de CV intermediarios, e PG que apresentou um valor de CV alto.

Os componentes de variancia devido as linhagens foram altamenteaiiyoi§i
(P <0,01) pelo teste da razao de verossimilhanca para todas os ca(@etess1). Os
componentes de variancia devido a interacéo linhagens x ambientes foram significativos
(P <0,05) para sete dos 18 caradenaliados: LF, AP, AEDE, DS, P1000e PG, e,
portanto, as linhagens endogamicas tiveram desempenho relativo diferedi alevi
variacdo ambieat para esses caracteres. Em geral, as estimativas de herdalmbdade

sentido amplof()z—() foram intermediéarias a altas e variaram de 0,44 (PRL) a BF9 (

Os valores deﬁf—( foram consistentemente maiores que 0,50 para quase ¢sdo
caracteres, exceto para PRL (0,4#&(0,47).
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Tabela 1 - Estimativas de componentes de variancia, herdabilidade, coefidiente
variacédo (CV), média, minimo e maximo para os BLUPs dos 18 caracteres avaliados em

quatro ambientes em 187 linhagens endogamicas de milho

Caracteres Minimo  Médio  Maximo 6% Gik h? CV%
FM 66,2 72,8 80,8 9,1*** 0,5 0,79 2,5
FF 65,8 73,0 80,1 9,3*** 0,6" 0,76 2,7
CF 60,2 76,3 96,6 39,1*** 6,8™ 0,58 9,2
LF 7,3 9,3 12,7 0,8*** 0,1* 0,67 8,7
AF 401,7 529,9 710,3 3.229,0%** 712,2¢ 0,53 13,4
PRL 0,8 11 1,4 0,0*** 0,0® 0,44 18,3
AP 102,1 136,8 170,2 249,3*** 21,1* 0,75 8,8
AE 40,5 71,7 100,6 133,5%** 13,7%** 0,76 11,9
DC 17,4 21,3 26,1 3,4%** 0,3 0,59 9,8
SPAD 30,3 44,1 55,0 25,8%** 1,5 0,64 11,9
NNBE 55 7,1 9,4 0,5%** 0,1 0,66 9,8
NNAE 4.4 59 7,4 0,3*** 0,0 0,68 8,6
CE 10,1 13,1 16,9 1,8*** 0,3* 0,67 8,0
NF 9,7 13,9 21,9 3,4%** 0,2 0,76 8,8
DE 30,5 37,5 45,2 7,5%** 1,8*** 0,69 51
DS 16,0 23,4 28,8 5,3*** 0,3 0,76 6,4
P1000 158,7 239,0 350,1 1.314,6** 335,0** 0,71 9,8
PG 1028,8 2263,3 3605,9 289.626,0*** 94102*** 0,47 28,6

* g ¥ gignificativo a 10, 5 e 1 % de probdiade pelo teste da razdo de verossimilhanca
(TRV), respectivamentelFM-florescimento masculino, FF-florescimento femininGF-
comprimento foliar, LF-largura foliar, AF-area f|iPRL-prolificidade, AP-altura de planta, AE-
altura de espiga, DC-diametro de colmo, SPAD-teoeldrofila na folha, NNBE-numero de nds
abaixo da espiga, NNAE-numero de nos acima da&splg-comprimento da espiga, NF-numero
de fileiras, DE-diametro de espiga, DS-didametreatmugo, PG-produtividade de grdos e P1000-
peso de 1.000 gréos.

Embora a maioria dos coeficientes de correlacdo de Pearson entre as
caracteristicas ndo tenham sido significativos (P> 0,05) ou tenham apfeseaitea
magnitude, encontramos correlacdes positivas moderadas a fortes (r> 0,45)ypea al
pares de caracteres (Figura 1). Fortes correlacdes foram observad&d/eat€ (r =
0,91), DS e DE (r = 0,81), AE e AP (r = 0,77) e ARNNBE (r = 0,76), enquanto
correlagcdes moderadas foram apresentadas enB& MNP (0,45), AF eCF(0,57), AF
e LF(0,68), N- e DS(0,45) NF e DE (0,55), e entred® DE (0,47) e PG eM. (0,48).

A produtividade de gréos apresentou baixa ou nenhuma correlacdo com outtesssarac

testads.
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Figura 1- Heatmap de correlacdes fenotipicas entre 18 caracteres morfoagronémicos. As
cores atribuidas a um ponto na gradéidatmap indica a intensidade de uma correlacéo
particular entre duas caracteristicas. O nivel de correlag@icado por vermelho para
correlacdes positivas e azul para correlagdes negativas, conformemtgaesia chave
colorida. FM-florescimento masculino, FF-florescimento feminino, CF-comprimento
foliar, LF-largura foliar, AF-area folia, PRL-prolificidade, AP-alturapienta, AE-altura

de espiga, DC-diametro de colmo, SPAD-teor de clorofila na folha, NNBEfo(ohee

nés abaixo da espiga, NNAE-namero de nés acima da espiga, CE-centprita espiga,
NF-nimero de fileiras, DE-diametro de espiga, DS-diametro de sabugo, PG-
produtividade de graos e P1000-peso de 1.000 graos.

5.3.2. Caracterizagao molecular

Apds o controle de qualidade dos dados, 3.083 SNPs de alta qualidade com
frequéncia de alelo menor (MAF) maior que 0,01 e call rate de 90% foram satkxson

para posterior analise de caracterizacdo genética. O numerddeafidsentou variacao
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moderada entre 0os 10 cromossomos do milho e variou de 207 no cromossomo 10 a 494
no cromossomo 1, com uma média de 308 SNPs por cromossomo (Talbilss By

rate variou de 0,84% nos cromossomos 3 e 7 a 1,04% no cromossomo 10, com um valor
médio de 0,94%, enquanto a taxa de heterozigosidade observada variou de 1,61% no
cromossomo 3 a 2,61% no cromossomo 2, com um valor médio de 1,97%. Os valores de
PIC variaram de 0,26 nos cromossomos 1 e 6 a 0,35 no cromossomo 8, com média de
0,28. A MAF e a GD apresentaram pouca variagdo entre 0s cromossomos, coaemédia
0,25% e 0,34, respectivamente.

Tabela 2—- Heterozigosidade observada, menor frequéncia alélica (MAF), diversidade de
genes, Missing rate e PIC por cromossomo

Numero Missing Diversidade Heterozigosidad
Cromossomc MAF (%) PIC
de SNPs rate (%) de Genes  observadd%)
1 494 0,93 0,24 0.32 2,10 0,26
2 340 1,03 0,25 0.34 2,61 0,27
3 369 0,84 0,25 0.33 1,61 0,27
4 355 0,98 0,26 0.35 1,82 0,28
5 304 0,87 0,25 0.33 1,16 0,27
6 247 0,87 0,24 0.32 2,31 0,26
7 254 0,84 0,25 0.34 2,15 0,35
8 277 0,96 0,27 0.35 2,19 0,28
9 236 1,00 0,24 0.33 1,62 0,27
10 207 1,04 0,26 0.34 2,15 0,27

Média 308,30 0,94 0,25 0.34 1,97 0,28
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5.3.3. Parentesco relativo

Os coeficientes de parentesco relativo aos pares entre as 182rmtaguilho
estimadas com 3.083 SNPs variaram de 0 e 2,00, mas sua distrilmire&®,@0 e 0,50
representa 96,34% dos dados (Figura 2). Os resultados mostraram que um t@&btle 10,
do parentesco relativo aos pares foram iguaissé,88% deles variaram de 0,00 a 0,10;
48,16% variaram de 0,10 a 0,50, e apenas cerca de 4,00% estavam acima deaB,50. Ess
informacdes de parentesco genético indicam a maioria das linhagensneicdsgsio
fracamente ou modestamente relacionadas entre si, e apenas digoasasiostraram
fortes semelhancas entre elas neste conjunto de linhagens endogamdas tropical.

0.000 0.025 0.050 0.100 0.200 0.300 0.400 0.500 1.000 2.000
Relative Kinship

201

Percentage(%)
S

o
L

Figura 2 — Distribuicdo de parentesco relativo para 182 linhagens endogamiainde m
tropical usando 3.083 SNPs.
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5.3.4. Desequilibrio de ligacéo (LD)

A distancia de decaimento LD em todos os dez cromossomos em todo o conjunto
de linhagens de milho corh#* 0,2 foi 86.899 bp e variou de 163 bp (no cromossomo 7)
a102.750 bp (no cromossomo 8) (Fig. 2). A distancia de decaimento do LD foi muito
semelhante em oito cromossomos, mas um decaimento LD relatiteardpido com uma

distancia curta foi observado nos cromossomos 7 (163 bp) e 2 (6.244 bp).
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Figura 3 - Decaimento do LD para todos os 10 cromossomos e a distancian ldp e
quando ¥=0,2.
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5.3.5. Estrutura populacional

Os resultados da anélise de estrutura de populacéo de todas as 182 linhagens de K
(numero de grupos ou populacdes) variando de 1 a 10 sdo apresentados na Figura 4a. A
estatisticaad hoc AK apresentou valores de maior verossimilhanga quando k foi igual a
2, com decréscimo acentuado quando k aumentou de 2 pdsa@rtanto, em k = 3, Ak
foi significativamente maior do que em k = 4 e, portanto, k = 2 e k = 3 podem ser
considerados os melhores numeros possiveis de subpopulaséies, o conjunto de
linhagens endogamicas de milho pode ser dividido em duas ou trés subpopHacias
4a).0 primeiro nivel de agrupamento (k = 2) separou as linhagens nas subpopulactes 1
e 2, com 141 (77,5%) e 25 (13,7%) linhagens de milho em cada subpopulacéao,
respectivamente, e uma subpopulacdo mista (probabilidades de adesawsr,a®)

(8,8%) linhagens (Figura 4linquanto em k = 3, as subpopulagdes 1, 2 e 3 consistiam
em 84 (46,2%), 47 (25,8%) e 21 (11,5%) linhagens endogéamicas, respectivamente, e as
30 (16,5%) linhagens restantes tinham probabilidades de adesédo <0,60 e foram
classificadas em uma subpopulacdo mista (Figura Ac)inhagens agrupadas nas
subpopulacoes 1, 2 e 3, do agrupamento (k=3) séo derivadas de diferentes oaigiens, el
vieram de 35, 24 e 13 hibridos comerciais, respectivamente. Embora alguns fiérido
milho tenham contribuido com linhagens para mais de uma subpopulac@eram
linhagens endogamicas derivadas do mesmo hibrido e de hibridos diferentes, mas
desenvolvidas pela mesma empresa de sementes, tenderam a se regmegasma
subpopulacao. Assim, € provavel que as linhagens pertencentes a mesma sutapopulac
derivadas dos hibridos da mesma empresa compartilham uma ancestralclaahegor
exemplo, o0 mesmo pai) e, a partir dai, um parentesco genético. Coido raac
germoplasma de origem, todas as sete linhagens derivadas de Nitré8ide quatro de
CMS50 e duas de quatro de CMS28 foram agrupadas na subpopulacéo 1, enquanto as
outras linhagens derivadas de CMS50 e CMS28 foram agrupadas na subpopulagéo 2. As
duas linhagens derivadas de BR106 foram agrgretsubpopulagomista. Os hibridos

que mais tiveram linhagens extraidas foram AG4051, DKB435, GARRA, Nitroflint,
POINTER, 28480, 30F87, BALU551, BALU184, CMS28 e CMS50 e todas foram para

a subpopulacao 1.
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Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K})

(b)
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Figura 4 - Estrutura populacional de 182 linhagens endogamicas de milho estimadas com
3.083 SNPs(a) valores deAk (delta K) para K variando de 1 a 1®) A estrutura
populacional das 182 linhagens para k=2 representada por uma Unica linha vertical que é
particionada em segmentos coloridos no eixo x, com comprimentos proporcionais a
associacao de probabilidade estimada em cada uma das popunteytiss de K (eixo

y). As coresvermelha e vele representamspopulacdes 1 e 2, respectivamente.
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5.3.6. Andlise de componentes principais

A estrutura populacional revelada pela anélise de componentes psnElQa)
com base nos SNPs distinguiram claramente as 182 linhagens endogamate de
tropical em trés subpopulagdes (Figura 5). Os primeiros dois componentes fgrincipa
(PCs) explicaram 7,21% da variacao total do SNP em todo o conjunto de linhagens de
milho. O agrupamento com base no PCA foi muito consistente com osdesultaidos
pelo STRUCTURE, e as subpopulacdes 1 (98 linhagens), 2 (54 linhagens) e 3 (30
linhagens) compreenderam todas as linhagens de milho da subpopulagéo 1, 2 e 3 dos
resultados do STRUCTURE, respectivamente. Além disso, as linhagens gue fora
classificadas como subpopulacéo mista pelo STRUCTURE foram separadas énéise
subpopulacdes com base nos resultados de PCA, e 14, sete e nove linbagdas ahs

subpopulacdes 1, 2 e 3, respectivamente.

group
—=— pop1
—&- pop2
—=— pop3

L0000

-10 0 1
PC1 (4.53%)

Figura 5 - Associacdes entre as linhagens reveladas pela analise de component
principais com base nas semelhancas genéticas. PC1 e PC2 foram o prorssigundo

20
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componente principal que juntos representaram cerca de 7,21% ddototal entre as
linhagens.

5.3.7. Diversidade genética com base em dados fenotipicos e dados moleculares

As distancias genéticas de Nei entre as comparacfes de paceasas 182
linhagens endogamicas de milho foram calculadas a partir de 3.083 marcadeses SN
(Figura 6). Distancia genética média geral foi de 0,40 e variou de 0,003 a 0,48assom
no método de Mojena (1977), o dendrograma UPGMA gerado a partir da matriz de
distancia genética de Nei agrupou as 182 linhagens endogamicas em 14 grupos. A maior
distancia genéticgd0,480) foi obtida entre as linhagens endogamicas VML0O06 e
VMLO79, as quais foram alocadas nos clusters | e Il. Estas linhagensrdaane®rigens
diferentes, elas foram derivadas dos hibridos AG4051 e BALU184, respectivamente.
Enquanto as linhagens mais similares foram VML0OO1 e VML0O36 que apneserda
menor distancia (0,003) e foram alocados no agrupamento |. Curiosamente, essas
linhagens foram derivadas de diferentes hibridos de milho (30F87 e AG1051,
respectivamente). Os grupos lll, I e V, os maiores grupos formados, consistiram de 69,
35 e 28 linhagens, respectivamente. Os grupos VI (VML019 e VML084), VIII (VML030
e VML177), XI (VMLO72 e VML102), Xl (VML086 e VML095), Xl (VML115 e
VML139), com duas linhagens cada, e XIV (VML182), com uma linhagem, esam
menores agrupamentos de diversidade genética. Quase todos esses agrupamentos
compreendem linhagens endogamicas derivadas de diferentes hibridosaisnesuzto
que ambas as linhagens pertencem ao agrupamento VIII, que foram derivadas do hibrido
P3041. Os resultados do agrupamento com base nos dados de marcatixrulaes
foram parcialmente consistentes com o0s resultados da estrutura cpoallae
descobrimos que todas as linhagens endogamicas agrupadas no agrupamento | foram
alocadas na subpopulacdo 2 com base nos resulatdos da estrutura de populacéo
(STRUCTURE e PCA), e quase todas as linhagens endogamicas nos agrupmentos
V e VII, e todas as linhagens nos agrupamentos VI, X, XI, XII, XIll e XIV foramealas
na subpopulacdo 1. No geral, as linhagens endogamicas derivadas do mesmo hibrido
comercial mostraram uma leve tendéncia a se agrupar nos mesmos gruposoaasim, t
as linhagens derivadas do hibrido BRS1010 (2 linhagens), DKB199 (3), C333 (7) e Z8420
(4) foram alocadas nos grupos lll, I, Il e lll, respectivamente. Além disso, quase todas
as linhagens derivadas dos hibridos Balul84 (6 de 9 linhagens), AG8080 (5 de 6),
Balu551 (4 de 7), DKB435 (5 de 6) e P30F90 (6 de 7), e de populacdo Nitroflint (5 de 7)
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foram agrupados nos mesmos grupos. Em contraste, as 16 linhagens derivadas do hibrido
P3041, sete derivadas de P30F87 e seis de Garra foram agrupadas eis sejeat®

grupos diferentes, respectivamente.

Figura 6- Dendrograma UPGMA usando dados genotipico®endrograma do método
de grupos de pares ndo ponderados de agrupamento aritmético para 182 dinhagen
endogamicas de milho a partir das distancias genéticas deldidadas a partir de 3.083
marcadores SNPs.

Os coeficientes de distancia de Mahalanobis foram estimadosaesureparacao
de pares de todas as 187 linhagens de milho com base em 18 caracteresi@goném
medidos em quatro ambientes (Figura 7). A distancia genética médeagbj81, variou
de 4,66 (VMLOO1 e VMLO036) a 219,46 (VML089 e VML1170). Com base no método
de Mojena (1977), a analise de agrupamento alocou as 187 linhagens endogamicas de
milho em 22 agrupamentos (ponto de corte = 46, 91). As linhagens endogamicas VML089
e VML170, as linhagens mais distantes, foram alocadas nos gruposll,l e

respectivamente, enquanto que as linhageas similares VML0O01 e VML036 foram
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alocadas no grupo |. Essas linhagens também apresentaram menaciadestforam
alocados no mesmo grupo com base na analise de agrupamneto com inaseaelores
moleculares. Os grupos | e Il foram 0os maiores grupos e consistiram emlgghag@éns,
respectivamente, enquanto os grupos XIV (VMLO043), XVIII (VML097), XIX
(VML139), XXI (VML161) e XXl (VML182) consistiram de apenas uma linhagem
endogamica cada. A VML182 também foi alocada sozinha em um grupo cemdas
agrupamento a partir de marcador molecular. Além disso, os grupos IV (9), V (10), XII
(9) e XVI (11) consistiam em aproximadamente dez linhagens de milho, enquanto o
namero de linhagens em outros grupos variou de duas a sete. Curiosamerde,5@%¥ca

(35 linhagens) das linhagens no agrupamento |, e todas as linhagens nos agrupamentos
VIII (5 linhagens) e XI (7 linhagens) foram alocadas na subpopulacdo 1 cambs
resultados de PCA e estrutura populacional. Embora quase 50% (32 linhagens) das
linhagens no agrupamento | com base nos dados fenotipicos tenham sadasaioc
mesmo agrupamento (lll) com base no agrupamento de marcadores moleculares, houve
baixa concordancia entre o agrupamento de linhagens com base em apwysriss

de dados. Além disso, ndo observamos correspondéncia entre germoplasma de origem
(hibridos comerciais) e o agrupamento de linhagens de milho com base em dados
fenotipicos.
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Figura 7- Dendrograma UPGMA usando dados fenotipicos. As distancias genéticas entre
as 187 linhagens endogamicas de milho tropical foram calculadas usando Mahalanobis e
0 numero de grupos determinado por Mojema.

5.4. DISCUSSAO

A caracterizacdo fenotipica e molecular das linhagens endogamicas fornecagésm
importantes para o conhecimento da variabilidadi diversidade genética, relagdes
entre elas e estrutura populacional presente no banco de germoplasma doapdegra
melhoramento de milho da Universidade Federal de Vigcosa. Essas iriesnaadem
auxiliar os melhoristas de milho a definir estratégias de melhatameermite avaliar

se esse conjunto de linhagens endogamicas pode compreender um painel dedinhage
para estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS) para caragtepsxos. Um
painel de mapeamento de associa¢ao ideal deve abranger o maximo de Yem@tpica
possivel (Flint-Garcia et al., 2005; Zhu et al., 2008; Ersoz et al., 2009). dh\Sm a

incluséo de linhagens endogamicas com boa adaptacéo do programa de melha&ment
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milho da UFV em um painel de associacao pode ajudar os melhoristas a aumentar a taxa
de ganho genético (Breseghello e Sorrells, 2006; Inghelandt et al., 2010; Beckett et a
2017).

Neste estudo, realizamos uma caracterizacdo fenotipica e genatgiom
conjunto de linhagens endogamicas de milho do banco de germoplasma de i da
que apresentam boa adaptacdo para a maioria das condi¢cdes de cultmbiemea
tropicais brasileiros e sao atualmente utilizadas no programa de meintoa
Encontramos variagdo genotipica substancial pars wsl®8 caracteres medidos entre
ambientes, e esses mostraram valores intermediarios a altosddbilidade, mesmo
agueles que apresentaram uma interagdo linhagens x ambientesasigmifiEsses
valores def()z—() refletem que podemos ter estimativas precisas de efeitos geméticos
experimentos de QTL com este conjunto de linhagens endogamicas,renteffe
associacOes genbmicas podem ser detectadas em ambientes gmreaesgteres. A
enorme variacdo fenotipica apresentada para os gasaatgondmicos neste conjunto
de linhagens e os valores (ﬁé)( para alguns caracteres foram semelhantes aos relatados
em outros painéis de associacdo de milho ao redor do mundo (Peiffer et al., 288¥; Ha
et al., 2011; Yang et al., 2011; 2010; Flint-Garcia et al., 2005).

O GD médio (0,34) do conjunto de 182 linhagendogamicas de milho tropical
foi semelhante aos valores obtidos por Zhang et al. (2016) e Wu(20) GD em
torno de 0,35 para dois conjuntos de linhagens de milho e supefE &ariando de
0,22 a 0,32) observado em quatro conjuntos de linhagens endogamicas (Wu et al., 2016;
Lu et al., 2009; Hansey et al., 2011, Inghelandt et al., 2010; Hamblin @0@ar)
consistindo de germoplasma de milho tropical e temperado, mas abaixoates dal
GD de 0,39 encontrados por Lu et al. (2011) em um conjunto de 527 linhagens de milho.
No entanto, as linhagens endogamicas tiveram uma diversidade de geratarda que
a diversidade genética demonstrada por um conjunto de 94 linhagens de milbindwasi
adaptadas as condi¢des tropicais (GD = 0,27; Lu et al., 2009) e 94 linliggeiiio
tropical de maturacéo precoce do Oeste e Africa Central (GD = 0,22; Atly2019).

Além disso, embora a maioria das linhagens avaliadas fossem derieadidisridos
comerciais, elas mostraram uma diversidade genética muito maior danggeupo
heterdtico chinés (GD = 0,21), que consiste em linhagens puras essentgalerivadas
de hibridos modernos dos EUA (Wu et al., 2011). Assim, pode-se dizer que ardabund

diversidade genética apresentada pelas 182 linhagens endogamicas se deve
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principalmente a ampla base genética entre os hibridos comercaiesusomo
germoplasma fonte dessas linhagens. Esses hibridos foram desenvolvidos por varias
empresas de sementes, e ha uma grande variabilidade genéticagartreoplasma de
milho usado em seu programa de melhoramento comercial (Andrade et al., 2016).

O valor PIC fornece uma estimativa do poder discriminatorio de um marcador e é
sinbnimo de diversidade genética. O PIC pode ser calculado para indivisiuitentes
de um grande numero de autofecundacdes, em que ha poucos heterozigotos e em que a
variagdo se revela na existéncia de homozigotos para difererites &le presente
estudo, os valores de PIC variaram de 0,02 a 0,38 a média do PIC foi de 0,25% pode-
inferir que as 182 linhagens analisadas com os marcadores SNPs apredewndala
variabilidade genética. Os valores encontrados sdo semelhantkssao® por outros
autores. Wu et al. (2016) encontraram valores de PIC variando de 0,09 a 0,38, com média
de 0,25. Para Nyombaryire et al. (2016), o alto valor de PIC revelado emuskupEsie
ser uma indicacao relevante do potencial dos marcadores SNPs parairthscas
linhagens endogamicas de origens diversas.

Os baixos coeficientes de parentesco entre as 182 linhagens indicamecite a
falta de linhagens redundantes no germoplasma estudado e a singularidada denét
maioria desses acessos no banco de germoplasma da UFV. Isso sugete lipfeacem
neste conjunto de linhagens endogamicas de milho tropical tem potencial pabaicontr
com novos alelos para nosso programa de melhoramento. Nossos coeficientes de
parentesco foram semelhantes aos de Wu et al. (2014) entre 367 lirdnagéaraente
utilizadas no melhoramento do milho na China, Wu et al. (2019) entre 226 acessos
derivados de recursos tropicais e temperados, e Ertiro et al. (2017) enlirdh@géns
amplamente utilizadas no programa de melhoramento de milho da Etiopia, € menores do
que os coeficientes de parentesco encontrados por Semagn et al (2012) aqaerglat
79% dos coeficientes de parentesco variaram de 0,05 a 0,50 entre 450 lirdwmgens
CIMMYT. No entanto, os coeficientes de parentesco entre as 182 linhagéadasva
nesse estudo foram um pouco maiores do que os coeficientes de parenteshrs (eda
Wu et al. (2016) entre as 538 linhagens de milho que representam a cole¢agTCIM
em todo o mundo, Yan et al. (2009) entre 632 linhagens de programas de mellerament
publico temperado, tropical e subtropical, e Zhang et al. (2016) entre 36@elishdo
programa de melhoramento da China. Nesses trés estudos antetewdsscobriram

que cerca de 60% dos coeficientes de parentesco entre pares de liehageigsiais a
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zero, enguanto neste estudo apenas 10,80% deles eram iguais a zero. Ete contra
esses autores, avaliamos um conjunto menor de linhagens de milho ttepéralolvidas

e liberadas exclusivamente pelo programa de melhoramento de milho da l8RvV, a
disso,algumas linhagens foram derivadas do mesmo hibrido comercial. E apresentam
assim, uma divergéncia genética mais estreita do que as colegdbalesadas nos
estudos anteriores.

O declinio de LD médio foi de 86.899 pb em todo o conjunto de 182 linhagens de
milho tropical com %= 0,2, valor menor do que 391 kb obtidos em um painel com 367
linhagers endogamicas (Wu et al., 2014). Lu et al. (2011) analisaram um total de 287
linhagens tropicais e 160 linhagens temperadas que foram genotipadas co®NE343
e comparadas quanto ao declinio de LD. Eles encontraram sigwafic@iiacdo no
decréscimo do LD com o aumento da distancia figee00kb) em todo o genoma. Em
média o decréscimo de LD no germoplasma tempefHat@00kb) foi de duas a dez
vezes maior do que no germoplasma tropical (5-10 kb). Os autores concluiram que o
milho tropical possui um rapido declinio do LD que fornece maiores padadsk para
a selecéo. No entanto, a distancia média de declinio de LD neste estundmfaio que
0s 41,15 kb em 226 acessos de milho de regides tropicais e tempera@hgl(y\a019),

e muito maiores do que-50 kb estimados em uma cole¢&o global de milho altamente
diversa de 632 linhagens endogamicas (Yan et al., 2009), e 3,76 kb na colecao global
CIMMYT de 538 linhagens de milho (Wang et al., 2016). Como pode ser observado, 0s
estudos mencionados acima avaliaram as extensdes de LD em gralegégs de
linhagens de milho que sdo muito mais diversas e provavelmentmguoaté alelos raros

do que as 182 linhagens deste estudo. No geral, o declinio do LD é muitta afela
composicdo do germoplasma de origem e pela intensidade da selecéo durante o processo
de melhoramento (Beckett et al., 2017; Gupta et al., 2005; Flint-Gaalia2203), e o
decréscimo do LD tende a ser consideravelmente maior no germoplkesma
melhoramento do que em colecdes de germoplasma mais diversas, uma eez que
programas de melhoramento as populacdes sofrem uma alta pressao de sEhgoéb (L

al., 2019; Inghelandt et al. ., 2011). Leng et al. [31] (2019) encontraram um declinio de
LD médio de 1.050 kb em um painel de 157 linhagens de criacao avadogu@grama

da China. A 182 linhagens avaliadas foram derivadas de um conjunto de hibridos
comerciais brasileiros que foram previamente formados por linhagens pteaome

varios anos de selecédo para adaptacao aos ambientes tropicaisdwasiem disso, a
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maioria delas foram selecionadas para eficiéncia no uso de nitrogginaicteres de raiz
com estresse de nitrogénio e fosforo e caracteres agronémicos em condi¢des tropicais de
campo (Torres et al., 2019; 2018; Rodrigues et al., 2017) e, portanto, alguns alelos raros
podem ser perdidos durante o processo de selecdo. No nivel cromossémico, descobrim
que o declinio do LD com o aumento da distancia fisica para os cromoss(88sp)
e 2 (18.450 bp) foi muito mais rapido do que o declinio do LD para os outros
cromossomos (cujo decréscimo variou de 48&%02.750 bp). Esta variacdo também
foi relatada em outros estudos com germoplasma de milho, e pode setacpos
diferentes padrdes de LD entre os cromossomos e indica que a faixa deqessddpio
em diferentes cromossomos foi devido aos diferentes objetivos no melhoramento do
milho (Zhang et al., 2016; Wu et al., 2014; Lu et al., 2011; Yan et al., 2010).

A maioria das linhagens endogamicas de milho tropical usadas nesse estudo foram
derivadas de hibridos comerciais e ainda ndo ha nenhuma informacéo hetebytca
elas. Nesse cenario, os marcadores moleculares obtidos por meio dadanédisatura
populacional podem ser usados como uma abordagem alternativa para dildicageiss
em grupos heteroticos (Leng et al., 2019; Beckett et al., 2017; Wu et al., 2015; €l
al., 2013; Viana et al., 2013a; Inglelandt et al., 2010; Lu et al., 2009; Reif22@3ab).
A estrutura populacional definida pelos marcadores moleculares pareaais plausivel
para o0 agrupamento heterético do que os métodos tradicionais baseados esrdestudo
linhagem e capacidade de combinacédo (Adu et al., 2019; Ertiro et al., 2Q1at; AV,
2016). Assimaestrutura populacional de um conjunto de 182 linhagens endogamicas de
milho tropical, a maioria delas derivadas de hibridos comerciaigdiizada usando os
métodos baseados em modelo STRUCTURE e PCA baseados em 3.083 SNPs, e ambos
0s métodos distinguiram as 182 linhagens em trés subpopulacdes com #térooas
entre seus resultados. O agrupamento de linhagens endogamicas de milhemapésa
grandes grupos heterdticos também foi proposto em outros estudos, uma vez que devido
aos altos niveis de diversidade no germoplasma de milho tromcatigem mista das
populacdes usadas para desenvolver linhagens, os padrdes heteréticos emndailho ai
nao esta claro em comparacdo com os padrdes heteréticos bem definisestagos
em milho temperado (Ertiro et al., 2017; Dinesh et al., 2016; Wu et al., 2016; Segman et
al. , 2012). Adu et al. (2019) atribuiram 94 linhagens endogamicas de milho tropical
derivadas de 12 populagbes com origens mistas em trés grupos heteroéstratuka

populacional presente no conjunto de linhagens endogamicas avaliaa@tgilsuicao
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em trés grupos ajudard a entender como utilizar essas linhagens endsgdani
escolher testadores, atribuir grupos heteréticos e, consequentemente, ldeisenvo
hibridos de alto rendimento. Assim, linhagens alocadas no mesmo grupo l®mmom
desempenho fenotipico podem ser recombinadas para desenvolver populacdes
melhoradas: uma populacéo sintética e/ou varias populagdes biparestéaigpdelem ser

usada como fonte de germoplasma para o desenvolvimento de novas linhagens, e as
populacdes sintéticas podem ser usadas como populacdes base para iniciar um programa
de selecdo recorrente reciproca entre sintéticos de diferentes sabpepyKolawole et

al., 2017; Viana et al., 2013; Dona et al., 2012; Romay et al., 2011; Hinz€@0%).

Por outro lado, as linhagens alocadas em um grupo podem ser cruzadas diretamente com
linhagens de outro grupo para desenvolver hibridos altamente heteréticos e produtivos
para as condi¢des tropicais brasileiras.

Andlise de agrupamento com base em dados fenotipicos e moleculares, dest
estudo, mostraram niveis altamente variaveis de distancia geeétiea pares de
linhagens de milho com um grande numero de agrupamentos de divergéniiia ¢&hé
e 22 agrupamentos de dados moleculares e fenotipicos, respectivamentesuliatdo
concorda com a baixa relacdo entre as linhagens endogamicas obtidosfimémtznde
parentesco neste estudo e sugere a presenca de uma baixa porcdatighagens
endogamicas redundantes que pouco contribuem para a varia¢ao gendtijgicgéacia
genética no germoplasma de milho do programa de melhoramento da UF\kaA bai
correlacao entre o agrupamento com base em dados fenotipicos e moleculares observada
concorda com os resultados de estudos anteriores em milho (Hartlinigs 2808;

Reboug et al., 2003), e ndo deve ser considerada como uma limitacaegharaaa
diversidade genética entre acessos de reproducdo em um banco de geran@mdato,

a avaliacdo da diversidade genética entre 0s acessos e seunagtapeom base em

dados fenotipicos fornecem informacdes adicionais que geralmente sdo indesendent
das informac@es genotipicas, e € uma ferramenta complementar que deve ser combinada
com dados moleculares para auxiliar nos esforcos do programa de melhorarjeato (A

et al., 2020; Mundim et al., 2015; Wen et al., 2012; Silva et al., 2017; W\t 2012;

Geleta et al., 2006). Aléem disso, de acordo com Hansey et al. (2011), um painel de
linhagens de milho destinado ao mapeamento de associacdo deve utiédmo de
diversidade fenotipica possivela@andlise de agrupamento mostrou que as linhagens de

milho do programa de melhoramento da UFV sdo amplamente diversasingaratal.
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(1991), a melhor maneira de identificar divergéncias entre genoétipos € o usaaaonbi
de dados fenotipicos e moleculares.

Em contraste com o agrupamento baseado em dados fenotipicos, encontramos um
concordancia moderada entre a analise de agrupamento de marcadoresureslecs
resultados da estrutura populacional em termos de membros de cada grup@sTodas
linhagens endogamicas alocadas no grupo 1 pertencem a subpopulacdo 2, e o maior
nimero de grupos de divergéncia obtido pela andlise de agrupamento (14) em
comparacdo com as trés subpopulagcbes foi principalmente devido a subdivisdo da
subpopulacdo 1 em quase uma duzia de grupos de divergéncia. Embora o padrédo de
agrupamento da andlise da estrutura populacional pareca ser maisetaid que a
analise de agrupamento molecular para o estabelecimento de grupos heteréticos (Leng et
al., 2019; Segman et al., 2012), a avaliacdo da diversidade genétiaabardagem
importante que pode ajudar os melhoristas a selecionar 0os cruzameastpomesores
em um programa de melhoramento de milho, uma vez que o desempenho doséibridos
maior quando os pais sdo geneticamente divergentes (Laude e Carena, 2015¢tGeorge
al., 2011; Makumbi et al., 2011; Reif et al., 2005). De acordo com Silva(20aD),
distancias genéticas baseadas em SNP fornecem informagdes irepgréaatselecionar
as melhores combinagdes parentaeyita cruzamentos entre linhagens endogamicas de
milho semelhantes dentro ou entre grupos heteroticos. Nesse estudo, nBnhage
endogamicas de milho tropical que pertencem a um grupo heterético definidodela
da estrutura populacional devem ser cruzadas com linhagens endogémmatsod
grupos, e o melhorista de milho deve priorizar o cruzamento entre linhagenseicdsga
mais divergentes que apresentam caracteristicas agronédmicaseaiesef@r outro lado,
as linhagens menos divergentes dentro de cada subpopulacdo devemaskas ceuz
pares para produzir populagdes biparentais que serdo usadas para o desenvalgiment
novas linhagens de milho tropical (Hallauer et al., 2010).

5.5. CONCLUSAO

Neste estudo, encontramos grande variacéo fenotipica e genotiporgumacde
linhagens endogéamicas de milho tropical do programa de melhoramento de rhifié da
que pode ser explorada para fins de melhoramento de milho. Foram identifrésdos t

grupos heteréticos que, juntamente com a analise de agrupamento com base nos
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marcadores moleculares, serdo Uteis para guiar cruzamentos em nosso pdagrama
melhoramento de milho para selecionar testadores, desenvolver populacbes de
melhoramentoe de mapeamento e desenvolver hibridos altamente heteréticos e
produtivos para ambientes tropicais brasilei@stesultados também mostraram que ha
baixos coeficientes de parentesco e alta distancia genética (comernasiados
fenotipicos e genotipicos) entre a maioria dos pares de linhagens endsgamica
juntamente com curta distancia de decaimento de LD em todo o aomjassas
linhagens. Isso indica claramente a singularidade da maioria dagdimhendogamicas

gue podem contribuir com novos alelos para o programa de melhoramento da UFV e,
além disso, podem compreender um painel de linhagens endogamicas de piitiad tro
que é adequado para o estudo de associacdo gendmica acgiacteres quantitativos

complexos em milho, principalmente em ambientes tropicais.
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6. CAPITULO 2: Estudo de associacdo gendmica e andlise da predicdo
gendmica para caracteres de raiz relacionados a eficiéncia no uso deagénio em
um painel de linhagens de milho tropical
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RESUMO

O sistema radicular € importante para a ancoragem das plantato a® 3a
aquisicdo e absorcao de agua e nutrientes, como nitrogénio. A deficiénitiaginio é
um dos estresses abidticos mais criticos para a cultura do @iltesenvolvimento de
genaotipos mais eficientes no uso do nitrogénio € essencial para se rohtenaior
produtividade e a sustentabilidade. Analise de associacdo gendmieadangenoma
(GWAS) e a selegdo gendbmica ampla (GWS) permite analisar aidadgsalélica de
caracteres complexos e identificar alelos superiores e auxiliar naaomeadecisao
guanto aos genotipos que devem avancar nos programas de melhoramento. Este estudo
teve como objetivo identificar marcadores de polimorfismo de nucleotideo (8\P)
associados a caracteres de morfologia de raiz em condi¢cOesale Akadisponibilidade
de N e genes candidatos relacionados a esses marcpdorestudo de associacao do
genoma (GWAS)Um painel com 150 linhagens de milho tropical genotipadas com 3.083
marcadores SNPs e 28 caracteres fenotipados para morfologia de racagledem
estadio de plantula em alta (AN) e baixa (BN) disponibilidade de &itrogforam
utilizados para executar analise de GWAS e GWS. Foi utilivath@delo linear misto
(MLM) para realizar um estudo GWAS para identificar marcadores S$¢Bsiados a0
caracteres de morfologia de raiz em condi¢des de baixa e alta disgadéidie N. Um
total de 13 SNPs acima do limite significativo (p<2,8x10) foi detectado. Esses SNPs
levaram a 15 genes candidatos. Na GWS, os modelos de predicdo que intorpora
associacOes de marcadores de traco apresentaram maior pre@sédigi® do que 0s
modelos de predi¢do usando um numero equivalente de SNPs selecionatnsadias
do modelo que utilizaram apenas o0s SNPs associados aos -cardorams
significativamente maiores do que as acuracias obtidas no modelo que imaonpora
todos os SNPs para taslus 14 caracteres avaliados nas condico@N\NdeAN. A andlise
de GWAS revelou marcadores associadas aos caracteres de morfologia, de ra
localizados em regifes que contém genes ou modelos de genes cors tahlgidees
relacionados de protecdo das plantas a estresses ambientais, inchiredse ede
nitrogénio. Os genes encontrados podem ser mais estudados para ajutaea & biese
genética do desenvolvimento radicuéaauxiliar no desenvolvimento de cultivares de

milho mais eficientes no uso de nitrogénio.
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6.1. INTRODUCAO

O milho é uma das safras de cereais mais importantes cudtipadaalimentos,
racoes e biocombustiveis em todo o mundo, e o Brasil é o terceiro maior praghdalm
de milho, depois dos Estados Unidos e da China (FAO, 2020). Devido ao seu alto
potencial produtivo, ele apresenta alta exigéncia nutricioBatre 0s nutrientes
considerados como essenciais, 0 nitrogénio (N) é o requerido em maior qeapétad
cultura do milho. O N é constituinte de diversos compostos como: antdasaciorofila
e proteinase envolvido em diversas rotas metabdlicas importantes para o
desenvolvimento da planta (Taiz e Zeiger, 2015). Entre os estress@ahideficiéncia
de N, comum nos solos brasileiros, aliado ao cultivo de milho de segunda safed,
ocorre em regides e épocas com maior frequéncia de estresses alpidtieas limitar
significativamente o desenvolvimento das plantas e reduzir a proddvidFritsche-

Neto e Borém, 2012). Aléem dissthaixa eficiéncia na adubacéo nitrogenada, geralmente
menor que 50% devido aos processos de perda por volatilizacdo, desnitrificacdo e
lixiviacdo (Gallais e Hirel, 2004). Assim, o desenvolvimento de geo®tinais eficientes

no uso de nitrogénio (EUN) é essencial para se obter um cenario mais produtivo e
sustentavel. Por meio do melhoramento genééqmssivel desenvolver cultivares de
milho mais EUN, ou seja, que produzam mais ou a mesma quantidade cam me
demanda por N. A identificacdo de linhagens EUN e permite a obtendgibriakos
eficientes no uso desse nutriente, e dessa forma, reduzir o custo com @dubaca
nitrogenada e o0s impactos ambientais gerados com o0 uso excessivo de adubos
nitrogenados (Mundin et al., 2018).

A EUN foi definida por Moll et al. (1982) como a produtividade de gréos por
unidade de nitrogénio do solds dois componentes principais da EUN séo a eficiéncia
de absorcédo de N, que € arazdo entre o N total na planta e o suprilyre@ddiciéncia
de utilizacdo de N que € expressa como a produtividade de graos por N paataaO
controle genético da EUN envolve muitos genes e eles sdo expressmsdiecom a
disponibilidade de N (Gallais e Hirel, 2004). Portanto, requer a avaliacamapgs
sob condicdes de baixo e 6timo disponibilidade de N para fazer inferéncias.

Uma estratégia para aumentar a eficiéncia do uso de nitrogénio (EUNhoo mi
€ 0 melhoramento genético da aquisicdo de N por meio da morfologia raflicutas
et al., 2019). A morfologia da raiz pode ter um impacto consideravel naeginNilho,

principalmente em solos secos e empobrecidos, uma vez que asristicas da raiz
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desempenham um papel essencial na aquisicdo de N (Saengwila2@t4 Morosini

et al., 2017, Sanchez et al., 2018). A arquitetura do sistema radicular pddeyssmde
importancia para melhorar a EUN em cereais (Garnett et al., 2002t &la 2020)
Segundo Pace et al. (2015a), a arquitetura e o desenvolvimento da r@mpénentes-

chave para a eficiéncia no uso de N. O aumento do tamanho da raiz e, qupsesie,

a area superficial das raizes pode ser uma estratégia usadagrgispara aumentar a
eficiéncia de absorcéo, quando os nutrientes como o N s&o limitantes (Horst et al., 2001;
Pace et al., 201%aSendo assim, regibes gendmicas que afetam o desenvolvimento e 0
crescimento das raizes podem afetar a EUN (Pace et al., 2818&ajacterizacdo de
genotipos baseada em dados moleculares pode contribuir para otimizar o uso de
germoplasma em relacao a selecéo para EUN (Morosini et al., 2017).

Ferramentas como estudos de associacdo do genoma (GWAS) e a selecao
gendmica ampla (GWS) podem ajudar na tomada deadestibre quais genoétipos devem
avancar nos programas de melhoramento (Ma et al.,, 2020; Wang et al., 2349). E
metodologia é baseada na associacao entre marcadores de polimdefisoabeotideo
anico (SNP) de alta densidade e o fendtipo de interesse (Korte e ROy, GWAS
se tornou uma abordagem popular e eficiente para estudar as variagheagede varios
caracteres complexos em varias plantas, como Arabidopsis, milho e arngzefyal.,
2020). No milho, a GWAS ¢é adequada devido a alta diversidade e a ramdgdsicao
do desequilibrio de ligacdo (LD) nesta espécie, oagoena uma cultura modelo para
andlise de associacdo (Flint-Garcia et al., 2005; Yan &(dll). Pace et al. (2015a) e
Sanchez et al. (2018) encontraram SNPs associados a caracteres de f@dé&gslas de
milho localizadas ou ligadas a modelos de genes que codificam psasgtxiadas ao
desenvolvimento das raizes. Wang et al. (2019) avaliaram 210 linhagenba@ana
tolerancia a seca no estagio de muda e identificaram um tetaBd&NPs associados aos
caracteres nas condi¢des de alta disponibilidade de dgua e 69&&NRMdicdes de
estresse hidrico. Eles encontraram informacdes valiosas para a compraeras#gdo
genética da tolerancia ao estresse hidrico no milho. A GWAS wvedo ssada para
encontrar genes associados a caracteres para EUN como uma fermoderdaa que
conecta informacgdes de gendtipo-fendtipo (Zhang et al., 2015; Laperche2&t @).
Morosini et al. (2017) avaliaram 74 linhagens de milho tropicais em campostantia
para EUN. A andlise de GWAS revelou regibes gendémicas assoc@daBUiN em

condi¢cBes de campo.
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A GWS ou predicdo gendmica, proposta por Meuwissen et al. (2001) permite a
predicdo simultanea dos efeitos dos marcadores € um método de seleqgimeyue
aumentar o ganho genético por unidade de tempo e reduzir custos (Wang &8al., 20
Segundo Pace et al. (2015b), a predicao genémica permite identificaipgerndra
caracteesde dificil mensuragdem um grande numero de individuos. Para ele¥&sG
nao € apenas uma abordagem promissora para fins de melhoramento, masp@ambéem
pesquisa basica. Existem numerosas abordagens de predicdo gendmica, procedimentos
de modelo bayesiano e misto. O modRIR-BLUP (Randon Regression Best Linear
Unbiased Predictpr-ernando et al., 2007), tem se mostrado um modelo confidvel no
fornecimento de boa acuracia de predicéo para caracteres quantitativodel® misto
usado pelo RR-BLUP reduz todos os efeitos do marcador igualmente comma mes
variancia para um caractere. I1sso explica o bom desempenho doBfRpBka prediao
de caractarscomplexos (Clark et al., 2011). Computacionalmente, RR-BLUP é menos
exigente o que o torna um dos métodos mais acessiveis e sugeridasppadido
gendmica (Heslot et al., 2012; Pace et al., 20R&ce et al. (2015b) aplicaram @
caracteres de raiz de uma populacdo de treinamento composta por 38é&nknha
endogamicas de milho e encontraram acuracias médias entre 0,38 e 0,55.

A fim de avaliar a tolerancia ao estresse de nitrogénio eifidantgenes
associados a caracteres de interesse que sejam Uteis para mrdelgermoplasma de
milho do programa de melhoramento de milho da Universidade FederaaaMum
painel com 150 linhagens endogamicas de milho foi usado neste estudo paes dedli
GWAS e GWS. Esse painel de linhagens foi fenotipado para 14 caraleenesfologia
de raiz e de caule em plantulas em dois ambientes, em ali@alizponibilidade de N
por Torres et al. (2019). Esse painel de linhagens também foi genotipado conN&?813 S
e realizado a caracterizacdo molecular e fenotipica por Fasla @020). Assim, 0s
objetivos do presente estudo foram: i) identificar SNPs associados cdemgade
morfologia de raiz relacionados a tolerancia ao estresse de nitrogémuoestigar a
localizacéo dos marcadores SNPs associados para possiveis geidesasagde afetam
o desenvolvimento das raizes e iii) avaliar a acuracia da sglegéamica em diferentes

conjuntos de populac¢des de treinamento.

6.2. MATERIAL E METODOS

6.2.1. Material Genético
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Um painel de 150 linhagens endogamicas de milho tropical oriundas do Banco
Ativo de Germoplasma do Programa Milho®, Programa de Melhoramento de Milho da
Universidade Federal de Vigcosa, Departamento de Fitotecnia foramaddas. Essas
linhagens foram selecionadas por suas origens, desempenhsg’ 'para caracteres
agronémicos de arquitetura de planta e producéo de graos.

Foram conduzidos dois experimentos em casa de vegetacao localizada no Campo
Experimental Diogo Alves de Melo, pertencente ao Departamento dechitotda
Universidade Federal de Vicosa (latitude 20°46’S; longitude 42°52°W; 640 metros de
altitude). Resumidamente, foi conduzido um experimento em condi¢c&o de ajte (AN
outro em condicdo de baix@N) disponibilidade de N. Em cada experimento foi
utilizado o delineamento de blocos ao acaso com trés repet&dgdantas foram
coletadas no estadio vegetativo de cinco folhas completamente expdN@daSada
unidade experimental foi constituida por um vaso de polietileno. Dezagias a
semeadura, as plantulas passaram a ser adubadas com 0,3 litros densiiitigé em
intervalos de dois dias. A solucdo nutritiva utilizada foi adaptatiserita por Chun et
al. (2005). As plantulas foram cortadas e as raizes separadas damieAa raizes
foram avaliadas utilizando-se o software WIinRHIZO Pro 2009a (Basic, Regk Pro
Arabidopsis for Root Measurement). Os detalhes do experimento foram degaoritos
Torres et al(2019).

6.2.2. Dados fenotipicos

Os seguintes caracteres foram avaliadosA®&ime BN por Torres et al. (2019):
altura de planta (AP, cm), diametro do colmo (DC, mm), densidade do tecicalaadi
(DTR, mg cm-3), massa de raiz seca (MRS, mg), massa da parte aardRAa8, mg),
massa total seca (MTS, mg), relacao raiz:parte aérea (RSR, Wgomegcimento diario
(CD, cm), comprimento radicular axial (CRA, cm), comprimento radicular lateral (CRL,
cm), comprimento radicular total (CRT, cm), diametro radicular médio (DRW), area

superficial radicular (ASR, cm?) e volume radicular (VR, cm3).

6.2.3. Genotipagem

Um painel com 182 linhagens de milho foram genotipadas por meio da plataforma
lllumina GoldenGate® (lllumina, San Diego, CA, USA), com um array de 3.713 SNPs

distribuidos pelos 10 cromossomos de milho (Fan et al., 2003). As fontes dos marcadore
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sdo do SNP chip de 56K. As informac6es dos marcadores foram publicadas pet Jones
al. (2009); Gore et al. (2009) e por Ganal et al. (2011) que escolheram os mamgaelores
funcionam bem com diversos germoplasmas para colocar na matriz SMRrAnacoes
sobre os SNPs estdo disponibilizadas publicamente no banco de dade&Da
(www.maizegdb.org) e NCBI (National Center for Biotechnology Information)
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Apés o controle de qualidade com 1% de frequéncia do alelo
raro (MAF, Minor Allele Frequency), e Call rate de 90%. Finalmente, restai@83
marcadores SNPs distribuidos pelos 10 cromossomos do genoma do milho p&aa calc
a estrutura populacional, o parentesco, o desequilibrio de ligagéo, resultadasspode
vistos no Capitulol dessa tese e por fim os dados foram usados para realizar a andlise de
associacao gendmica para encontrar e genes associados aos sa@aaeessse e para

a analise de predicdo gendmica.
6.2.4. Mapeamento da Associacdo Gendémica Ampla

Estudos de associacdo gendmica ampla foram realizados nas 150 linhagens
endogamicas usando o modelo linear misto proposto por Yu(20@6).Neste modelo,
cada marcador (efeito fixo) é avaliado individualmente, um de cad&tee,(regressdo
de marcador Unico). A equacgéo deste modelo pode ser expressa como:
y=Xp+Wm+ Qv + Zu + e

em quey € um vetor de observacdes fenotipigaé;um vetor de efeitos fixos que néo
SNP sob teste ou efeitos de grupo populaciona;um vetor de efeito SNP em avaliacao
(efeito fixo);v & um vetor de efeitos de subpopulacgéo (efeito fix@)um vetor de efeitos

de fundo de poligeno (efeitos aleatérios - proporcdo dos valores de reproducdo nao
contabilizados pelo marcador SNEE um vetor de efeitos residuaige uma matriz de
incidéncia de escores de componentes principais (vetores préprios) quanaghaois

niveis de subpopulacdo com os efeitos de subpopulagéo\ee Z sdo matrizes de
incidéncia de um e zeros relacionagos §, m e u, respectivamente. Supfe-se que a
variacdo dos efeitos aleatorios séfar(u) = 2Ko? , onde K é uma matriz de
coeficientes de parentesco que define o grau de covariancia genéticanemae de
individuos, para determinar se sao independentes. As matrizes Q e K foram ajustadas no
modelo linear misto para controlar associa¢des espurias devido a esteypopulacao

e parentesco, respectivamente.
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O modelo linear misto (MLM) e a estimativa da matriz deepisco foram
realizados usando o pacote ‘GAPIT’ - Genomic Association e Prediction Integral Tool do
software R, desenvolvido por Lipka et@012). Para explicar a relacao entre individuos,
avaliamos trés abordagens diferentes para estimar a matriz degeodK) como matriz
de variancia-covariancia para efeitos aleatérios de gendtipos: VanRad#Ra(éa,

2008), Loiselle (Loiselle et al., 1995) e a associacao eficiente delawnoastos
Abordagens de parentesco (EMMA) (Kang et al., 2008). Como a estrutura populacional
pode resultar em associacdes espurias, foi considerado o uso dos trésogprimei
componentes principais que juntos contribuiram com 7,21% da variagdo tobal, Ass
varios modelos de GWAS, “Q + K”, “K”, “Q” e sem estrutura populacional e parentesco,

foram avaliados para determinar o modelo mais adequado com base na gapaetati
que os valores de p sigam uma distribuicdo uniforme entre 0 e 1 (istorésval [0,1])

sob a hipétese nula de ndo associagdo. Gréficos quantil-quantil espeeasios
observados foram desenhados para avaliar a adequagao do modelo.

Para determinar um limiar apropriado em termos de genoma que controla a taxa
de erro do tipo experimental, implementamos o método simpleM (Gao 28G8). O
método SimpleM demonstrou ser uma ferramenta eficaz de controlaa @daerro
experimental em estudos de associagdo em todo o genoma (Gao et allpBOdOn et
al., 2010; Gao, 2011). Esse método aplica uma correcdo de Bonferroni ao nimero real de
teste independente (ou seja, o numero efetivo de teste) estimandequildeso de
ligacdo entre cada par de marcadores e aplicando a andlise mleneates principais
para obter os valores proprios.

Neste estudo, o numero efetivo cumulativo de testes em todos 0s cromossomos
foi 177; portanto, o limiar em termos de genoma € igual a 0,05/ 177, 0Q,8e5a10"

(ae = 0,05). O numero efetivo de teste para nossos SNPs foi igual ao nimero de
autovalores necessarios para explicar 99% da variancia. Além disscstes de
permutacdo ndo sdo apropriados na presenca da subestrutura da populacdo, porque o
embaralhamento dos dados do gendtipo em relacéo aos dados fenotipicospate@imm
apenas a associacdo SNP-caracteristica, mas também @ rtetaggipedigree (por
exemplo, parentesco) (Aulchenko et al., 2007). Marcadores acima do limiar sugsgido pa
MLM foram considerados marcadores SNP significativamente associados a

caracteristicas e candidatos a polimorfismos causais.
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6.2.5.Selecédo gendbmica

A andlise de selecdo genbmica para os 14 caracteres avaliadd$ @®BN foi
realizada usando o pacote rrBLUP (Ridge regression-best linear unbiasedgprealact
software R (Endelman, 2011). O método rrBLUP tem uma distribuicdo t mutheari
marginal com média zero, o modelo misto usado pelo RR-BLUP reduz todiestos e
do marcador igualmente com a mesma variancia para um ceat@eteng et al., 2018).

De acordo conClark et al. (201)} isso explica 0 bom desempenhoRR-BLUP para
predicdo de caracteres complexos. Computacionalmente, RR-BLUP € mgense)d

que o torna um dos métodos mais acessiveis e sugeridos de predicdo ggtéstatat

al., 2012)Dois conjuntos de SNP foram usados para a analise de selecdo gendmica, fora
utilizados os 3.083 SNPs distribuidos uniformemente pelo genoma, sens zaleeates,

e menor frequéncia alélica (0,05) e os SNPs significativamente assocadasacteres
detectados pelo GWAS a partir do modelo MLM + Q + K. A predicdo gendmica foi
estimada como o coeficiente de correlagdo entre os valorescgsrggndmicos GEBV

e os fenodtipos observados por divisdo aleatéria em 60-40% como conjuntos de
treinamento e validacdo, respectivamente, e repetido 100 vezes. O modelparsa
estimar foi: y = 8 + Za + &, em que: y € um vetor de fenétipfst um vetor de efeitos
fixos ndo genéticos; X € uma matriz de incidéncia para os efeitos di¥osm vetor de
coeficientes de regresséo aleatéria de todos os efeitos de marcZdéresha matriz

genotipica n x k de marcadores; € um vetor de residuos.
6.2.6. Andlise de Genes Candidatos

Além do mapeamento de associa¢do ampla do genoma, onde todos os marcadores
foram testados para associacdo conlbsaracteres avaliados em AN e BN, também
realizamos o mapeamento de associacdo de genes candidatos paraciesesar
significativos (Thornsberry et al., 2001). O banco de dados GDB do milho
(http://www.maizegdb.org) foi usado para encontrar genes candidatos vinculados a cada
SNP com base no genoma de referéncia B73 RefGen_V3 do milho, também para
encontrar correspondéncias com B73 RefGen_V4. Apés a delimitacdo da regido a
considerada, foram apontados os possiveis genes candidatos que flanqueiaadar marc
em questdo. Em seguida, com o ID do gene, a ferramenta Ensembl Biomaatigkns

al., 2011) foi usada para obter informagdes funcees genes candidatos.
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6.3. RESULTADOS

6.3.1. Caracteesfenotipicos em AN e BN

Torres et al. (2019) observaram em seus resultados que 0os componentes de
variancia obtidos para todas as 150 linhagens endogamicas de milho tropiadbhava
foram significativos (P = 0,01) pelo teste da razdo de verossimilhamgaiqus os
caracteres de raiz e parte aéeea AN e BN. Também observaram amplas faixas de
valores genotipicos para talos caractersem ambaas disponibilidades de N (Tabela
1). A maioria dos caractesde raiz e parte aérea foram significativamente afetados (P =
0,05) pela disponibilidade de N.

Tabela 1 Estatisticas dos caracteres de raiz e parte aérea menidds (AN) e baix
(BN) disponibilidade de N para 150 linhagens endogamicas de milho tropical

- AN BN

Caracteres —  — Média  Max. I Min.  Média Max.  h?
AP 1163 1800 2478 082 11,03 1969 2895 085
DC 617 804 1023 074 63 931 119 084

MRS 275,71 468,47 913,74 0,68 236,95 443,53 733,24 0,65
MPAS 822,17 1.511,732.668,67 0,71  1.065,3 2.098,93 3.716,34 0,78
MTS 1.102,5 1.980,2 3.607,84 0,71 1.319,3 2.542,47 4365,2 0,78
RSR 0,25 0,32 049 0,34 44,67 0,14 0,22 0,59
CD 0,4 0,55 0,72 0,78 0,43 0,65 0,88 0,82
CRL 1.815,42 2.346,78 3.282,55 0,54 2154,78 2.804,87 3.644,15 0,56
CRA 627,81 938,63 1.495,12 0,71 792,34 1.006,6 1.434,41 0,65
CRT 2.499,68 3.286,26 4.600,94 0,58 2.926,78 3.812,88 5.094,02 0,59
DRM 0,43 0,52 0,59 0,60 0,43 0,5 0,55 0,55
ASR 344,07 530,17 842,69 0,71 431,36 597,61 865,99 0,67
VR 3,61 6,91 12,04 0,75 4,94 7,56 11,5 0,68
DTR 56,74 66,29 77,76 0,54 15,01 4458 57,23 0,54

AP - altura da planta (cm), DC - diametro do cdomie), MRS - massa seca de raiz (mg), MPAS
- massa seca da parte aérea (mg), MTS - massatddailg), RSR- relagdo massa seca da raiz/
parte aérea, CD - crescimento diario (cm), CRL mgomento da raiz lateral (cm), CRA -
comprimento da raiz axilar (cm), CRTcemprimento total da raiz (cm), DRM - diametro
médio da raiz (mm), ASR - area superficial radicularjjcMR - volume da raiz (cihe
DRT - densidade do tecido radicular (mgm

Em geral, as estimativas de herdabilidade no sentido amplo (Taledadas por
Torres et al. (2019) para esses caracteres variaram de 0,34 a 0,82, 0,54 a 0,85 e de 0,61 a

0,91, para BN, AN e entre os niveis de N, respectivamente. O carackRifeiRSnais
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afetado pelo estresse de N, foi o Unico que apresentou valor de herdabilielaor que
0,50 em BN (0,34).

6.3.2. Estudos de Associacdo em todo o genoma e genes candidatos

A fim de identificar SNPs associados a caracteres relacioaadoN, a GWAS
foi realizada com oito abordagens diferentes a partir do modelo linear miskd) (KAk
graficos quantil-quantil dos valores de P comparando a distribuicdo uniforme do valor
esperado -log (P-value) com o valor observado -l@@P-value) para os caracteres que
apresentaram SNPs significativos, AP, ASR, CD, CRA, CRL, CRT, MPAS, MRS, MTS
e RSR sao apresentados na Figura 1, pdra Bigura 2, para os caracteres DC, DRM e
DTR em AN. O modelo misto que utiliza a matriz Q e os modelos Q + K ajustaram bem
os dados para os caracteres avaliados. Esses modelos mostraram oréa mel
significativa no ajuste do MLM em relacdo ao modelo no qual a estrutyepdéacao
foi ignorada (Q[0]). No geral, as diferencas na adequacdo do modelo erntés as
abordagens de parentesco, VanRaden, Loiselle e EMMA, foram muito pequenas e
exibiram um bom controle da taxa de erro do tipo I. Os modelos Q3 dléaide se
ajustaram melhor do que os outros modelos avaliados.
Figura 1. Comparacéao de graficos QQ plots para diferentes modelos de GWAS de trés

caracteres (DC, DRM e DTR) em baixa disponibilidade de nitrogénio (BN)
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Figura 2. Comparacédo de graficos QQ plots para diferentes modelos de GWEKS de
caracteres (AP, ASR, CD, CRA, CRL, CRT, MPAS, MRS, MTS e RSR) em
disponibilidade de nitrogénio (AN)
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O modelo MLM com as abordagens Q3 e Loiselle + K identificaramNIsS
acima do limite de significancia entre os caracteres avaliddosioria dos caracteres
que detectaram SNPs significativos foram avaliados em alta dispaeuigiide nitrogénio
(Figura 3), foram esses AP, ASR, CD, CRA, CRL, CRT, MPAS, MRS, MTS e RSR. Para
o caractere RSR (relacédo raiz/parte aérea) foram detectados tréPENAH5120851
no cromossomo 5 (P = 2,64x40 PZE-107054297 no cromossomo 7 (P = 3,6
PZA03035.5 (P = 1,21X1%) no cromossomo 8. O marcador PZA02151.3, cromossomo
4, foi significativamente associado a cinco caracteres, todos paraspttaildilidade de
nitrogénio, a saber, ASR (P = 1,665)0CRL (P = 2,88x10), CRA (P = 1,24x10),
CRT (P = 1,64x10) e MRS (P = 2,50x1f). Os SNPs PZA02151.3 e PZE-105021600
em alto nitrogénio, foram significativos para os caracteres MPAST#x30° e P =
1,33x10% respectivamente) e MTS (P = 7,7®1®P = 1,33x10, respectivamente).

Para baixa disponibilidade de nitrogénio os SNPs PZE-109009258, cromossomo
9 (P = 2,68x10) para o caractere DC, PHM12904.7, cromossomo 8 (P = 4,2ppafa
DRM e PZA00466.1 no cromossomo 9 (P = 2,47%4tara DTR (Figura 4). O caractere
VR foi o Unico que ndo detectou SNPs significativos em nenhuma das condiizbes
nitrogénio. Para os demais caracteres avaliados nao foram encontrados SNPs

significativos utilizando o SimpleM (P = 2,8x$0como limiar.

Figura 3. Graficos Manhattan mostrando os SNPs significativos em todo o genoma
associado a 10 caracteres (AP, ASR, CD, CRA, CRL, CRT, MPAS, MRS, MTS e RSR)
paraAN



~logielp)

108uwin)

1o20(p)

ome(n)

95

m AP.AN #1 ARS.AN
- o+
? v v
o
o
T T T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 [ 7 [ ] ] 1 2 3 4 5 6 7 [ 9 10
Chiceosome. Chromscme:
© |
CD.AN CRA.AN
© | 4
- '
~ 4
o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 (] 7 8 9 10 l ? 3 4 5 0 1 8 9 10
Chromosome Cheomosoms
X 8 CRT.AN
CRLAN
o4 ©
2
i 3 )
T T T T T T T T 1 T T T T
1 2 3 4 5 (] 7 ] 9 10 1 H 3 4 § 6 1 8 9 10
Chioascie Chornasame
o4 o4
MPAS.AN MRS.AN
0 04
g
w4 b g v
H

. o -
MTS.AN RSR.AN ;
; 3
‘ 4 i
‘
N
o
1 2 3 4 5 6 1 8 9 10 1 2 3 4 § ) 1 ) 9 10
Chromosome Creomosome.



96

Figura 4. Gréficos de Manhattan mostrando SNPs significativos em todo o genoma
associado a trés caracteres (DC, DRM e DTRB&mM
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A GWAS revelou um conjunto de genes candidatos identificados nos
cromossomos 3, 4, 5, 8,9 e 10 (Tabela 2). Dos 10 SNPs acima do limite deasigiaif
encontramos 16 genes candidatos (genoma de referéncia B73 v3). Foram considerados
genes candidatos apenas os SNPs identificados nas regides génicas.
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Para o CD o marcador significativo PZE-103108877 foi encontrado nos modelos
de gene A&£210163.3 FGO005 (Zm00001d042574ycalizado entre 169777887 a
169778231 bpe codifica a proteina induzidas por auxina e GRMZM2G038309
(Zm00001d042575), localizado entre 169786827 a 169791501 bp codifica a proteina
Serina / treonina-proteina quinase RI@&bos no cromossomo 3.

O marcador PZA02151.3 que foi associado aos caracteres MPAS e MRS, foi
encontrado nos modelos de gene GRMZM2G078832 (Zm00001d053620) localizado
entre 177663621 a 177668212 bp identificado corapnoteina Peptidil-prolil cis-trans
isomerase CYP95 e GRMZM2G153871 (Zm00001d053619) localizado entre 232233178
a 232235607 bp e codifica a proteina Fenilalanina amonia-liase 1. Ambasmassomo
4.

Para os caracteres MPAS e MTS o marcador PZE-105021600 associado
significativamente foi encontrado nos modelos de gene GRMZM5G801651
(Zm00001d016972) que codifica a proteina da familia de transportadores de colina na
membrana plasmatica, GRMZM2G459166 (Zm00001d016973) que codifica a proteina
F-box GID2, GRMZM2G086246 (Zm00001d016975) que codifica a proteina DNA -
(sitio apurinico ou apirimidinico) liase cloroplastco e GRMZM5G861269
(Zm00001d016977) que codifica a proteina da familia de cadeia leve de dip@iba
Todos os genes estdo no cromossomo 5 localizados entre 177633413 a 177781361 bp.

Para o caractere RSR o marcador associado significativamente, PZA03035.5, foi
encontrado dentro do modelo de gene GRMZM2G017821 (Zm00001d009743),
localizado entre 77106424 a 77108655 bp no cromossomo 8 e codifica a proteina
contendo repeticdo de pentatricopeptideo.

Para o caractere DC o marcador significativo PZE-109009258 foi encontrado no
modelo de gene GRMZM2G146358 (Zm00001d045069), localizado entre 12027561 a
12030163 bp cromossomo 9 e codifica a proteina Ribosomal L19.

Para o caractere AP o marcador significativo PZA02049.1 foi encontrado em
diferentes modelos de gene  GRMZM2G445575, GRMZM2G143102,
GRMZM2G443819, GRMZM2G177393, GRMZM2G143071 e GRMZM2G037226,
todos no cromossomo 10, localizados entre 143801191 a 143992151 bp, cada um
codificando uma proteina diferente, fator de transcricio TGA4, Provavel
galacturonosiltransferase 10, proteina semelhante a poliproteina de higtoria |

micronuclear, Proteina fator de padrao epidérmico, formacao da proteinguhgises
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cristas e a proteina de ligacdo a RNA AKIP 1% 3B, proteina de ligdRBAaAKIP1

isoforma 2.

Tabela 2.Genes candidatos para marcadores significativos encontrados em GWAS

Cih SNP B73 Gene I}  Zm Gene II¥ Anotacad®
3 PZE- AC210163.3_FGC Zm00001d042 Proteina induzivel por
103108877 05 574 auxina
3 PZE- GRMZM2G0383 Zm00001d042 Serina / treonina-proteina
103108877 09 575 quinase RIO2
GRMZM2G0788 Zm00001d053 Peptidyl-prolyl cis-trans
4 PZAD2ISL3 32 620 iIsomerase CYP95
4 PZA02151.3 GRMZ¥1261538 Zm0%01%1d053 Fenilalanina aménia-liase
: PZE- GRMZM5G8016 Zm00001d016 5;‘?:'2?&30%2'32 Sgnna
105021600 51 972 P 0!
de membrana plasmatica
PZE- GRMZM2G4591 Zm00001d016 .
5 105021600 66 973 Proteina F-box GID2
: PZE-  GRMZM2G0862 Zm00001d016 g'\l'ﬁmfj:gg;pﬁ‘;ggco ou
105021600 46 975 P -
cloropléastico
c PZE-  GRMZM5G8612 Zm00001d016 E;gflg‘?ess ;ae”é'i';:zi‘lz o
105021600 69 977 1 P
8  P7A030355 GRMZM2G0178 Zm00001d009 Proteina c_ontendg repetici
21 743 de pentatricopeptideo
9 PZE- GRMZM2G1463 Zm00001d045 Proteina ribossomal L19
109009258 58 069
10 PZA02049.1 GRMZ%Z G4455 ZmO%%()SldOZG Fator de transcricdo TGA4
Provavel
10 PZA02049.1 GRMZM2G1431  Zm00001d026 galacturonosiltransferase
02 394 10

Proteina semelhante a
10 PZA02049.1 GRMZM2G4438  Zm00001d026 poliproteina de histona

19 395 : .
ligante micronuclear

GRMZM2G1773 Zm00001doze —roeina FATOR DE

10 PZA02049.1 93 401 EADRAO EPIDERMICO
10 PZA02049 1 GRMZM2G1430 Zm00001d026 Forrrla(;ao_da proteina 1 di
71 396 juncdes cristas

Proteina de ligacdo a RNA
GRMZM2G0372 Zm00001d026 AKIP1% 3B proteina de
26 397 ligagcdo a RNA AKIP1
isoforma 2

10 PZA02049.1

Baseado em B73 RefGen_v2Baseado em B73 RefGen_V#Dbtido em MaizeGDB and Gramene.
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6.3.3. Selecdo gendmica

Para o presente estudo, dois bancos de dados genotipicos foram utilizados para
as analises de selecdo gendmica dos 28 caracteres a partir do migtddi®. As
acuracias de predicdo gendmica para o modelo que incorpora todos os 3.088&NPs
maiores para os caracteres CD, RSR e MPAS, todos em BN, 0,19, 0,17 e 0,16,
respectivamente. A menor acuracia (-0,22) foi encontrada para VR (ANLuféCcEs
para as condicbes de AN foram menores que para BN, com média de -0,01 e 0,04,
respectivamente. Quando foi considerado apenas 0os SNPs associadostisigmiéote
as acuracias para as condicdes de AN foram maiores que para BN, corder@&@iae
0,08, respectivamente. E os caracteres que apresentaram maioreiaaforam AP,

MPAS, MTS e MRS/CRL, todos em AN, 0,46, 0,42, 0,40 e 0,33, respectivamente. A
menor acuracia (-0,17) foi encontrada para ASR (BN). As acuracias do modelo que
incorporam o$SNPsselecionados que foram associados aos caracteres avaliados, obtidos
pela GWAS, foram significativamente maiores do que as acuracias doontpgdel
incorporaram todos os SNPs, exceto para CRT e CRL, avaliados em BN, que

apresentaram uma reducéo de 0,14 e 0,11, respectivamente.

Figura 5. Acuréciada selecdo gendmica (eixo y) para os caracteres AP, DC, MRS,
MPAS, MTS, RSR, CD e CRT em AN e BN usando todos os SNPs (All) e os SNP
significativamente associados (Sig)
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Figura 6. Acuraciada selecdo genémica (eixo y) para os caracteres CRL, CRA, DRM,
ARS, VR e DTR em condicfes de alta (AN) e baixa (BN) disponibilidadetiag@nio
usando todos os SNPs (All) e os SNPs significativamente associadasabsres (Sig)
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6.4. DISCUSSAO

6.4.1. Associagdo gendmica e genes candidatos

O sistema radicular desempenha um papel importante na aquisi¢g@uale

nutrientes essenciais, como o nitrogénio, além de desempenhar o papelrtag@cda

planta (Pace et al., 2015; Sancheza et al.,)2@L8rquitetura e o desenvolvimento das
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raizes demonstraram ser um componente-chave em EUN (Hirel et al., 266im, A
compreender os mecanismos moleculares que influenciam a arquitetura raélicula
importante para aumentar o potencial e a estabilidade produtiva erpdasnambientais
contrastante. Os caracteres radiculares séo dificeis e traballkeacsgrem mensurados na
fase adulta e mais ainda em condi¢gbes de campo, o que fazanecassiensuracao
desses em plantulas. De acordo com Andorf et al. (2019), € importante integrar
ferramentas gendmicas para identificar alelos desejaveis -sug@ra acessar o
germoplasma. Wang et al. (2019) avaliaram a associagcdo gendmica de 287 linha
consanguineas de milho e um conjunto de 131.271 SNPs a partir dos modelas GLM
MLM. Um total de 355 e 28 associacOes marcador-caractere foranficdelats por
GLM e MLM, respectivamente, e 96 genes candidatos foram localizatkses cinco
genes candidatos foram identificados como promissores. Zaidi et al. (2016) fenotiparam
um subconjunto de 396 linhagens de milho tropical para caracteres de raiz em condi¢gdes
contratantes de disponibilidade de agua. Para analise de GWAS usandenV23a.390
SNPs os autores encontraram 167 SNPs associados com funcdes derusizais,
biomassa de parte aérea e rendimento de graos. Eles encontramresses SNPs
associac¢des favoraveis no cromossomo 3 para tolerancia ao esttessenbimilho. Os
autores concluiram que identificar e compreender SNPs associados a carachéézes de r
fundamental para programas de melhoramento especialmente agora com mudancas
climaticas recorrentes.

No presente estudo, a GWAS utilizando o MLM com as abordagens Q8edid &
K, indicados com os melhores modelos pelos gréaficos quantil-quantil, que sdo um
ferramenta comumente usada para escanear a estratificacdo dgjgmpot GWAS. NOs
encontramos SNPs significativos para quase todos o0s caracteres avaifiadita
disponibilidade de nitrogénio, e trés caracteres em baixa disponibitidadeDe acordo
com Wang et al. (2019), uma das possiveis razées de nao ter sido encsgoatkrd
significativas para alguns caracteres se deve ao tamanho reduzido defdpompilde
marcadores que foi utilizada para aplicacdo da GWAS.

Comparando as localizagdes fisicas dos SNPs significativos no genoma de
referéncia B73 encontramos 16 genes candidatos associados aos satadtgeresse.
Morosini et al. (2017) identificaram sete genes candidatos relacionadostemecen
regulacdo da transcricao, detectados para todos os caracteres de morfolagipaa

EUN avaliados em um painel de linhagens de milho tropical avaliadosintegae da
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Guanosina Monofosfato Sintetase, enzima diretamente envolvida no faenezien
reciclagem de nitrogénio. Eles concluirdo que a analise de GWA®ueragides
gendmicas em milho tropical associadas ed&N em condi¢des de campo.

Os genes Zm00001d042574 e Zm00001d042575 foram encontrados no caractere
crescimento diario. As proteinas que sao codificadas pelo ged@0RAd042574 séo
proteinas induziveis pelo horménio do crescimento auxina. O hormonio vegetal auxina,
representado pelo acido indol-3-acético (IAA), influencia muitos processaglexos
da planta, que inclui dominancia apical, alongamento vascular, embriogaiaseio
lateral da raiz e desenvolvimento de flores e frutos (Woodward e Bartel, 2005; Liu et al.,
2011). Edelmann e Schopfer (1989) avaliaram o papel da sintese de proteidaamibi
e RNA na iniciacdo do crescimento mediado por auxina (IAA) em milho.uoses
concluiram que o inicio do crescimento pela inducao da auxina dependeelitetala
sintese de proteinas inibidoras do crescimento (GLP). Lowe et al. (2018)naaluma
ampla pesquisa do genoma do milho para encontrar promotores induzivel por auxina do
milho adequados para conduzir a expressao de tecidos. Os autoresadamtifi; gene
com base em sua expressao em folhas, embrides e calos, enquanto el@aeeytaddzes,
meristemas e tecidos reprodutivos. O gene ZmO00001d042575 apresenta a funcéo
relacionada a traducgéo de sinal para a resisténcia das plpatégenos causadores da
doenca ando milho. Quando uma planta sofre estresses bidticos ou abidticos, a
expressao de grupos de genes relacionados a resposta de defesa muda significativamente
apoés a explosao do sinalg &t al., 2012).

Para os caracteres massa da parte aérea seca e massaeada faiam encontrados
0s genes Zm00001d053620 e Zm000 01d053619. O gene Zm00001d053620 pertence
familia da peptidil-prolil cis-trans isomerase (PRIdm conjunto de genes de referéncia
que codifica proteinas com func¢des em respostas imunes (Song et al., 202@uisse
de proteinas desempenham papéis centrais importantes em respuastafesislogics
e patolégicos (Bach-Pages et al., 2020). Romano et al. (2004) identificarasoslive
isomeros, além da peptidil-prolil cis-trans que pertencente adamoiljene da ciclofilina
de Arabidopsis. Esses isomeros sdo expressos em toda aeghaadtam desempenhar
papéis importantes no processamento de mRNA, degradacao de proteinaduedoans
de sinal e, portanto, podem ser cruciais durante o desenvolvimento e idatpae
resposta ao estresse ambiental. A peptidil-prolil cis-trans apags&mel importante na

funcdo do cloroplasto, dada a abundancia dessas enzimas no lumencdaetila o
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gene Zm00001d053619 que codifica a proteina fenilalanina amonia-liase (Pallgacat
a primeira etapa da biossintese de lignina nas plantas; aicies@onde |-fenilalanina em
acido cinamico. Etapas enzimaticas sucessivas levam a formag¢i@s deonoligndis,
constituindo a estrutura complexa da lignina (Andersen et al., 2007). Johg2@13)
avaliaram o papel dos fenilpropandides no crescimento e desenvolvimentdhem mi
Para os autores seus resultados fornecem evidéncias que sustentam eneapaageéis
previamente hipotetizados dos fenilpropandides na regulacdo do alongamento e
diferenciacéo celular, adesao intercelular e aumento da regEsi@egradacao da parede
celular. Janas et al. (2000) ressaltam que a atividade dddeiméamonia-liase e o
acumulo de fendlicos ocorrem como consequéncia de estresses biotistnesses
abidticos como temperatura e disponibilidade de agua. Solecka perklee (1995)
relatam que estes estresses podem modificar tanto a sinteseirda, @omo a sua
atividade, em uma ampla variedade de plantas. Tan (1980) observou epesgnento
com magas cultivadas em casa de vegetacdo que a deficiéndi@geénio levou a um
aumentou no acumulo de PAL nas folhas das macieiras.

Os genes 2Zm00001d016972, Zm00001d016973, ZmO00001d016975 e
Zm00001d016977 foram encontrados para os caracteres massa da parte aé&ea seca
massa total seca e apresentam as seguintes funcdes, o gene Zm00001d016972 que
codifica a proteina da familia de transportadores (MIPs) de colina ndraream
plasmatica que € responsavel por regular o movimento de solutos e aguiereuma
composicdo de soluto celular muito diferente daquela do ambideta@xSegundo Su
et al. (2004), mais de 50 genes transportadores de aminodacidos distintos foram
identificados no genoma de Arabidopsis, 0 que indica que o transporte da@daso
através das membranas é uma caracteristica altamenpegammas plantas. Esses
transportadores estao localizados em tecidos jovens que se dividermeapaacomo
folhas jovens e meristema apical da raiz. Chaumon et al., (2000) encontrarardagsulta
gue indicam que as células de milho contém varios MIPs em sua amengdasmatica
que tém funcdes diferentes ou sdo regulados de forma diferenciada. O gene
Zm00001d016973 que codifica a proteina GID2, uma subunidade F-box do complexo
SCF E3 que interage especificamente com a proteina SLR1 fosforiladala aegu
degradacéo dependente de giberelina (Gomi et al., 2003), que s&o hormoénioszgume ind
respostas de crescimento das plantas, alongamento de hipocotilo, &otogdencaule e

expansdo de folha (Olszewski et al., 2002). Até o momento, varias protefmas F-
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identificadas em Arabidopsis e Antirrhinum demonstraram desempenhars papéi
importantes na transducdo de sinal de auxina, formacdo de orgao floral, floracdo e
senescéncia foliar (Hongyun et al., 2002). O gene Zm00001d016975 envolvido no reparo
por excisdo de base de pirimidinas oxidadas ao DNA em cloroplasto cpeeledais de
fotossintese nas plantas, sdo também locais importantes para aaprdduespécies
reativas de oxigénio, que podem danificar componentes essenciais doastoropl
(Gutman e Niyogi, 2009). Malhotra e Sowdhamini (2013) utilizaram o genoma
totalmente sequenciado de Arabidopsis thaliana para sequenciemoegeara proteinas

de ligacdo ao DNA (DBPs) que ajudara a compreender sua distribuicdo e@ssfun
associadas em um genoma especifico. Os autores encontraram quéA-(gitidN
apurinico ou apirimidinico) liase, tem a funcao de regulacéo do gepare do DNA. E

0 gene Zm00001d016977 que codifica a proteina da familia de cadeia leve detginein

1 que sdo um complexo de proteinas que move a carga em direcdo a extreegydtda

dos microtubulos (King, 2000). A cadeia leve 1 da dineina (LC8), uma proteina altamente
conservada, € conhecida por se ligar a uma variedade de polipeptideosdifSetiga

a tubulina e promove a montagem de microtubulos e induz o agrupamento de
microtubulos reconstituidos in vitro (Asthana et al., 2012). De acordo com ldawetck

al. (2005), uma compreensao mais aprofundada do papel das cadeias leveimdads
plantas € necessario.

Para o caractere relacdo raiz/parte aérea o gene Zm00001d009743 que contém
uma repeticdo de pentatricopeptideo (PPR) restaura a fertilidade des pdatéreis
masculinas citoplasmaticas. A esterilidade masculina ctioydiica é codificada por
genes mitocondriais aberrantes que impedem o desenvolvimento do péleniléBentol
al., 2002). A PPR é direcionada para mitocondrias ou cloroplastos, ligaysewavarios
transcritos e influencia sua expresséao alterando a sequéncia delRN%AS combinada
tem efeitos profundos na biogénese e funcdo das organelas e, consequentemente
fotossintese, respiracdo, desenvolvimento das plantas e respostasasn{Bentan e
Small, 2014).

Para o caractere diametro do colmo o gene Zm00001d045069 codifica a proteina
Ribosomal L19. Os genes RP demonstraram ser regulados diferencialmdaterpsr
ambientais, tanto abidticos quanto bidticos, que afetam diretamerrescimento da
planta e a regulacéo da transcricdo dos genes RP e, em ultimaianstdnogénese do

ribossomo (Fromont-Racine et al., 2003). Segundo Xiong et al. (2020), existem dois
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genes em Arabidopsis thaliana que codifica a proteina ribossémica (RipdUmenes
impediu o crescimento e levou a anormalidades morfolégicas nas pldoiaset al.

(2017) sugeriram que os genes RP tém papeis ndo apenas no crescimento e
desenvolvimento, mas também na capacidade de resposta e tolerastiesse abibtico

e bidtico. Para os autores a suprarregulacdo significativa e imddgsas genes apos o
inicio do estresse pode ser uma necessidade celular para mantegridaithte do
complexo ribossémico, de modo que a traducdo de outras proteinas ndo seja prejudicada
conferindo, assim, uma defesa precoce a planta contra o estresse intieendémdez-
Hermenegildoet al. (2018) identificaram diferencas na abundancia de proteinas
ribossémicas (RP) em embribes de milho em diferentes estagiosatwalesnento.

Eles concluiram que a identificacdo de ribossomos heterogéneos pode urdicar
importante nivel de regulacéo da expressao génica em plantas, suptestievielo a sua
necessidade de se adaptar rapidamente as mudancas ambientaiestiios sdo
necessarios para elucidar totalmente esse tipo de regulagéo.

Para o caractere altura de planta os genes Zm00001d026398, Zm00001d026394,
Zm00001d026395, Zm00001d026396, Zm00001d026397 e Zm00001d026401, que
codificam para fator de transcricdo TGA4, provavel galacturonosiltransferase 10,
proteina semelhante a poliproteina de histona ligante micronuclearnn®raor de
padrao epidérmico, formacéo da proteina 1 das juncdes cristas e agpdetéigacao a
RNA AKIP 1% 3B e por fim, a proteina de ligacdo a RNA AKIP1 isoforma 2,
respectivamente. Os membros da familia TGA4 sao fatores de transguigdestao
ligados as respostas de defesa/estresse, eles foram identificado®fuoetd (2015),
na maioria dos tecidos, com alta expressao em folhas e baixasé@xpees botdes florais
de A. thaliana. Os resultados encontrados por esses autores sugerem quepmdé&sA4

atuar como regulador no controle da floragdo em plantas.
6.4.2. Selecdo gendbmica

A selecdo gendmica esta se tornando uma ferramenta importantprezea
genaotipos de materiais ndo fenotipados, aumentar a eficiéncia torameénto por
selecdo precoce e acelerar o ganho genético (Crossa et al., 2010gEdtis2017).
Diversos fatores podem afetar a acurdcia da selecdo gendmica, comanbataia
populacado de treinamento, a relacdo genética, a herdabilidade,daderd» marcador
e 0s métodos estatisticos (Technow et al., 2013; Wang et al., 2018; Cerruda0digal.
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Edwards et al., 2019; Zhang et al., 2019). Neste estudo, a selecdo geapragentou

baixa acuracia de predicdo. As acuracias do modelo que utilizaemasaps SNPs
associados aos caracteres foram significativamente maiores do ape&sas obtidas

no modelo que incorporaram todos os SNPs. De acordo com Wang et al. (2019) a
utilizagdo dos resultados da analise de associacdo (GWAS) nos modelesligéo
gendmica podem melhorar a precisdo da selecéo, pois a variag@onétiasgexplicada

pelos marcadores é um fator importante que afeta a acuracia da selecdo gemndetica. L

al. (2015) concluiu em seu trabalho que apenas os SNPs associadoa@essaeram
suficientes para obter boa acuracia. Chaikam et al. (2019) em seus estudos de@ssociaca
gendbmica para identificacdo de regibes gendmicas que influenciam ilalafit
espontanea em haploides (HF) de milho, observaram uma acuracia mqueeadsa
caracteres avaliados. Eles afirmaram que estes resultados \8do denatureza
quantitativa dos caracteres e que a fertilidade em haploides de paidce ser um
caractere mais complexo, pois apresentou menor acuracia de predicdo (0,37) ou pode
estar associado a auséncia de alelos favoraveis para HF na maibnhatgens no painel

avaliado.
6.5. CONCLUSAO

A anélise de GWAS evidenciaram associacdes significativa®paaracteres de
morfologia de raiz relacionados a eficiéncia no uso de nitrogénio em milhoatropic
Alguns SNPs detectados estdo localizados em regides ja aplasentaliteratura
contém genes candidatos ou modelos de genes com func¢des celularesadiaca
protecdo das plantas a estresses ambientais, incluindo estressgogénio. Os
resultados da GWAS nos modelos de GWS podem aumentar a acuractzoemneel
precisdo da selecdo. Os genes encontrados podem ser mais estadadgadar a
entender a base genética do desenvolvimento radicular e auxiliar no desenvolvimento de

cultivares de milho mais eficientes no uso de nitrogénio.
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7. CONCLUSAO GERAL

Osresultados encontrados no Capitulo 1 mostram uma grande variagdo fenotipica
e genotipica no conjunto de linhagens endogamicas de milho tropical do praoigrama
melhoramento de milho da UFV que pode ser explorada para fins de meihtorame
milho. Além disso, foram identificados trés grupos heteréticos, atravésatiaeade
estrutura populacional e PCA, que juntamente com a analise de agrupan@ntdeis
para auxiliar na selecdo das melhores combinacdes parentais pararogaogentos,
mapeamento de populacdes, cruzamentos orientados para obtecdo de hibmdaogealta
heteréticos e produtivos e na predicdo de hibridos ndo testados no programa de
melhoramento de milho daRY.

Osresultados também mostraram que h& baixos coeficientes de pareakatseoo
e alta distancia genética (com base em dados fenotipicos e genodpitces) maioria
dos pares de linhagens endogamicas, juntamente com curta distancaioed® @
LD em todo o conjunto de linhagens. Isso indica claramente a aiitjule da maioria
das linhagens endogamicas que podem contribuir com novos alelasgraggama de
melhoramento da UFV e, além disso, podem compreender um painel de nmhage
endogamicas de milho tropical que € adequado para o estudo de associacacagendom
ampla abordado no Capitulo 2.

Os resultados encontrados no Capitulo 2 mostra que o painel de linhagens
endogamicas de milho do programa de melhoramento de milho da UFV é footede n
genes para selecionar os caracteres de interesse. A analise d&@ &WdAnciaram
associacOes significativas para os caracteres de morfologia deel@imnados a
eficiéncia no uso de nitrogénio em milho tropical. Alguns SNPs detectathus es
localizados em regides ja apresentadas na litergwantém genes candidatos ou
modelos de genes com func¢des celulares relacionados a protecao @asgpstresses
ambientais, incluindo estresse de nitrogénio. Os resultados da GWASodefos de
GWS podem aumentar a acuracia e melhorar a precisdo da sekeg@oe® encontrados
podem ser mais estudados para ajudar a entender a base genética dovieeato/ol
radicular e auxiliar no desenvolvimento de cultivares de milho efigientes no uso de

nitrogénio.



