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RESUMO

VIEIRA, Eduardo Filipe Torres, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2023.
Validacido de marcadores KASP associados a caracteristicas de interesse em genotipos
brasileiros de trigo para selecio assistida por marcadores. Orientador: Dr. Maicon Nardino.
Coorientador: Dr. Guilherme da Silva Pereira.

O Brasil esta expandindo suas fronteiras agricolas da triticultura para a regido do Cerrado,
onde pesquisas por programas de melhoramento de institui¢des publicas e privadas visam a
desenvolver cultivares adaptadas as condigdes de clima tropical. Novas tecnologias vém
auxiliando os métodos tradicionais de melhoramento como a selegdo assistida por marcadores
(SAM). Os polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) sdo marcadores abundantes no genoma,
além de serem de facil deteccdo em larga escala, por esse motivo, sdo muito utilizados na SAM.
O ensaio KASP (Kompetitive Allele Specific PCR) ¢ uma plataforma para genotipagem para
deteccdo de SNPs. O objetivo deste estudo foi validar marcadores KASP em germoplasma com
linhagens e cultivares de trigo do Programa Trigo UFV. Foram utilizados 67 cultivares
comerciais de trigo brasileiras desenvolvidas por empresas publicas e privadas e 27 linhagens
do Banco de Germoplasma do Programa Trigo UFV. As plantas foram semeadas em casa de
vegetacdo e as folhas amostradas no Laboratério de Biotecnologia e Melhoramento Vegetal, no
Departamento de Agronomia da UFV. Para genotipagem, foram coletados quatro discos de 6
mm de didmetro de folhas jovens, com perfuradores, 15 dias ap6s a semeadura na casa de
vegetacao. Os discos foliares foram colocados em uma placa de 96 pocos. As amostras dentro
da placa foram secadas em dessecador de vidro com silica gel por 37 horas. Posteriormente, a
placa foi condicionada em saco plastico contendo pacotes de 10 g com silica gel, devidamente
lacrada e empacotada de acordo com as especificagdes da empresa Intertek. Quinze marcadores
selecionados da colecdo de marcadores KASP disponiveis para Triticum aestivum L. na
Excellence in Breeding (EiB) foram utilizados. Dois marcadores (snpTA00019 e snpTA00665)
falharam na amplificagdo e trés marcadores (snpTA00018, snpTA00601 e snpTA00608) foram
monomorficos. Os ensaios de fenotipagem conduzidos no campo experimental Professor Diogo
Alves de Melo da Universidade Federal de Vigosa. Os materiais foram fenotipados em campo
para as seguintes caracteristicas: altura de planta (AP), massa de 100 graos (M100G), dias para
espigamento (DPE) e produtividade (PROD). Os dados fenotipicos foram submetidos a uma
analise de modelos mistos pelo método da maxima verossimilhanga restrita (REML) para
obtengdo dos parametros e valores da genotipicos (BLUP). Por fim, foi verificado se ha

associagdo entre os marcadores e as caracteristicas fenotipadas utilizando o teste de Kruskall-



Wallis (P < 0.05), teste de Mann-Whitney (Wilcoxon rank-sum test) e foi realizada regressao
linear para avaliar o efeito dos marcadores. Os marcadores para fotoperiodo snpTA0003 e
snpTA0008 tiveram associagdo significativa com os dados fenotipicos para dias para
espigamento, produ¢ao e massa de 100 graos. O marcador para altura snpTA0002 nao
apresentou associagdo, porém quando comparado em conjunto com o marcador para o gene
Rht-B1, mostrou associagdo significativa, denotando a necessidade de usar estes dois
marcadores juntos. As associagdes para tamanho de grao nao foram significativas para nenhum

marcador.

Palavras-chave: Triticum aestivum L.; Single Nucleotide Polymorphisms, Kompetitive Allele

Specific PCR.



ABSTRACT

VIEIRA, Eduardo Filipe Torres, M.Sc., Federal University of Vigcosa, July 2023. Validation of
KASP markers associated with traits of interest in Brazilian wheat genotypes for marker-
assisted selection. Advisor: Dr. Maicon Nardino. Co-advisor: Dr. Guilherme da Silva Pereira.

Brazil is expanding its wheat agriculture frontiers to the Cerrado region, where research
programs by public and private institutions aim to develop cultivars adapted to tropical climate
conditions. New technologies are aiding traditional breeding methods, such as marker-assisted
selection (MAS). Single nucleotide polymorphisms (SNPs) are abundant markers in the
genome and easily detectable on a large scale, making them widely used in MAS. The
Kompetitive Allele Specific PCR (KASP) assay is a genotyping platform for SNP detection.
The goal of this study was to validate KASP markers in germplasm with Brazilian wheat lines
and cultivars from the UFV Wheat Program. We used sixty-seven commercial Brazilian wheat
cultivars developed by public and private companies, along with 27 lines from the UFV Wheat
Germplasm Bank. The plants were sown in a greenhouse, and leaf samples were collected at
the Laboratory of Biotechnology and Plant Breeding in the Department of Agronomy at UFV.
For genotyping, four 6 mm diameter leaf discs were collected using punches, 15 days after
sowing in the greenhouse. The leaf discs were placed in a 96-well plate and dried in a desiccator
with silica gel for 37 hours. Subsequently, the plate was placed in a plastic bag containing 10 g
packets of silica gel, properly sealed, and packaged according to the specifications of the
Intertek company. Fifteen selected markers from the KASP marker collection available for
Triticum aestivum L. at Excellence in Breeding (EiB) were used. Two markers (snpTA00019
and snpTA00665) failed in amplification, and three markers (snpTA00018, snpTA00601, and
snpTA00608) were monomorphic. Phenotyping assays were conducted at the Professor Diogo
Alves de Melo Experimental Field at the Federal University of Vigosa. The materials were
phenotyped in the field for the following traits: plant height (PH), 100-grain weight (100GW),
days to heading (DH), and yield (YLD). The phenotypic data were subjected to a mixed model
analysis using the restricted maximum likelthood (REML) method to obtain the genotypic
parameters and best linear unbiased predictions (BLUP) values. Finally, the association
between markers and phenotypic traits was tested using Kruskal-Wallis test (P < 0.05), Mann-
Whitney test (Wilcoxon rank-sum test), and linear regression was performed to evaluate marker
effects. The markers for photoperiod (snpTA0003 and snpTAO0008) showed significant
associations with phenotypic data for days to heading, yield, and 100-grain weight. The height
marker (snpTA0002) did not show any significant association, but when compared together
with the Rht-B1 gene marker, a significant association was observed, indicating the need to use
these two markers together. Associations with grain size were not significant for any marker.
Key-Words: Triticum aestivum L.; Single Nucleotide Polymorphisms; Kompetitive Allele
Specific PCR.
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1. INTRODUCAO

O cendrio global atual, marcado pelo aumento da populacdo e crescente demanda por
alimentos, tem despertado sérias preocupagdes em relagao a producao agricola mundial.
De acordo com a Organizacao das Nagdes Unidas para a Alimentacao e a Agricultura
(FAO), estima-se que sera necessario um aumento de 70% na producao de alimentos para
suprir uma populacdo projetada em 9,7 bilhdes de pessoas para 2050 e 10,8 bilhdes em
2100 (Al-Khayri et al, 2019; FAO, 2018).

Dentre as mais importantes fontes de calorias para a populagao mundial, destaca-se o
trigo. Este cereal ¢ a principal fonte de carboidrato de um terco da populagdo mundial, o
que representa mais de dois bilhdes de pessoas. Triticum aestivum L. é a espécie de trigo
mais comum e mais amplamente cultivada de todas as culturas, incluindo outros cereais
(Dayani et al. 2019; Mourad et al., 2019).

No entanto, varios fatores ameagam a producdo e o abastecimento regular global do
trigo. As predi¢des atuais de mudangas climaticas sugerem que a agricultura ira encarar
mudancas climaticas mais extremas, incluindo seca, calor, solos salinos e alcalinos
(Fernie e Yan, 2019). E, além dos fatores climaticos, fatores geopoliticos, como a guerra
entre Russia e Ucrania - dois grandes produtores de trigo no mundo - reduziram as
exportacdes deste cereal nos ultimos anos, ameagando a seguranga alimentar de varias
nacoes (FAO, 2021).

Para a safra de 2022/2023, a producdo global de trigo ¢ estimada em 789 milhdes de
toneladas (USDA, 2023). O Brasil ¢ o 14° maior produtor mundial, com estimativa de
producao em 9,55 milhdes na safra 2023/2024. Na safra anterior, o pais registrou recorde
historico de 10,5 milhdes de toneladas e nos ultimos cinco anos apresentou um
crescimento de 76%. Apesar dessa crescente, o Brasil ainda busca a autossuficiéncia e,
para suprir o consumo interno de 12 milhdes de toneladas, precisou importar 5,4 milhdes
de toneladas em 2022/2023 (CONAB, 2023).

Para sair da condicdo de pais importador para pais autossuficiente e, futuramente,
exportador de trigo, o Brasil vem expandindo suas fronteiras agricolas. Apesar da
triticultura nacional estar concentrada nos estados da regido Sul, a regido do Brasil Central

tem se mostrado de grande potencial, devido a localizagdo geografica, clima, extensao e
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topografia (Albrecht et al, 2007; Chagas et. al., 2021; CONAB, 2023). Esta regiao do pais
detém o recorde mundial de produtividade com trigo irrigado, com 9.630 kg/ha em
Cristalina, Goias (Caldas, 2021). Essas novas fronteiras, com novos ambientes, t€ém sido
alvo de pesquisas por programas de melhoramento de institui¢des publicas e privadas
para o desenvolvimento de cultivares adaptadas as condi¢des de clima tropical, visando
maiores produtividades, ciclo precoce, maior qualidade tecnologica e maior resisténcia a
doengas (Albrecht et al., 2020; Chagas et al., 2020; Chagas et al., 2021).

O melhoramento do trigo tem sido tradicionalmente realizado por meio do
cruzamento artificial de linhagens parentais adequadas, seguido da selecao das melhores
combinagdes genéticas (Maccaferri et al., 2022). Esta selecdo pode ser realizada por meio
da selecao visual das melhores plantas, porém apesar de ser menos onerosa, dependendo
da caracteristica, pode ser bem menos eficiente (Rutkoski, 2022). Novas tecnologias e
abordagens vém auxiliando os métodos tradicionais de melhoramento, aumentando a
acuracia e ganhos genéticos, como a selecao assistida por marcadores.

Nos ultimos anos, a sele¢do assistida por marcadores (SAM) tem expandido a
variedade de caracteristicas avaliadas nas geracdes iniciais e tem sido utilizada para
reduzir populagdes (Trethowan, 2022). A SAM ¢ baseada na premissa de que a sele¢do
feita por marcadores moleculares pode ser mais eficiente que a selecdo baseada no
fenotipo (Rutkoski et al., 2022). Segundo Collard e Mackill (2008), a SAM ¢ feita em trés
etapas: (1) identificagdo de marcadores ligados a genes afetando caracteristicas de
interesse, (2) validagdo dos marcadores no germoplasma no qual a SAM foi aplicada, e
(3) selegdo de rotina dos marcadores validados durante o processo de melhoramento.

Dentre os marcadores para este tipo de selecao esta o single nucleotide polymorphism
(SNP) ou polimorfismo de nucleotideo tnico. Os SNPs tém sido amplamente utilizados
como marcadores na sele¢do assistida por marcadores nos ultimos anos, devido a sua
abundancia nos genomas e a facilidade de deteccdo em alta escala (Tan et al., 2017).
Diversos estudos ja identificaram SNPs associados a caracteristicas de interesse, como
peso e tamanho de grao, ciclo, altura, resisténcia a doengas, qualidade tecnologica, dentre
outras (Maccaferri et al., 2022). Entre as diferentes plataformas de detec¢do de SNPs, o
ensaio Kompetitive Allele Specific PCR (KASP) ¢ uma utilizado para genotipagem com
poucos marcadores em muitas amostras (Tan et al., 2017). O KASP possui alto
rendimento, baixo custo, alta especificidade e alta sensibilidade, quando comparados com
outras técnicas de marcadores moleculares e sdo aplicados na sele¢do assistida por

marcadores de varias culturas, incluindo o trigo (Grewal et al, 2022).
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Nos ultimos anos, varios marcadores KASP foram desenvolvidos para o trigo.
Rasheed et al. (2016) realizaram 70 ensaios KASP obtidos de bancos de dados de trigo.
Trinta e cinco desses marcadores KASP foram validados para varias caracteristicas
agrondmicas e de qualidade tecnologica em um painel com 300 cultivares da China e 13
outros paises, como Australia, Japdo, Russia, Italia e Estados Unidos, porém nenhuma
cultivar brasileira. Germoplasmas de trigo de diferentes backgrounds genéticos ainda ndo
foram bem estudados e s3o oportunidades para implantar alelos favoraveis usando
marcadores moleculares nos programas de melhoramento (Khalid et al., 2019).

Mellers et al. (2020) genotiparam 349 acessos de trigo relevantes para os programas
de melhoramento no Brasil com 26 marcadores funcionais KASP para identificar as
combinagdes alélicas em genes com efeitos previamente conhecidos em caracteristicas
agronomicamente importantes. No entanto, estes marcadores ndo foram associados com
dados fenotipicos. Além disso, varios outros marcadores e cultivares recomendadas para

o Cerrado ainda nao foram validados para uso rotineiro em programas de melhoramento.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Validar marcadores KASP em germoplasma com linhagens e cultivares de

trigo brasileiros do Programa Trigo UFV.

2.2 Objetivos Especificos
e Genotipar painel de genodtipos de trigo brasileiros com 15 marcadores
KASP pré-selecionados;
e Identificar marcadores polimorficos para associagdo com  as
caracteristicas-alvo;
e Fenotipar cultivares de trigo brasileiros para as caracteristicas de interesse;
e Verificar se ha associagdo entre os marcadores e as caracteristicas
fenotipadas para utilizacdo na selecdo assistida por marcadores no

Programa Trigo UFV.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Trigo: origem e importancia socioeconémica

O trigo (Triticum spp. L.) é a cultura de cereais mais antiga, cultivada em uma
ampla variedade de condigdes climaticas e de solo. Acredita-se que o centro de origem da
cultura esta localizado na regido sudoeste da Asia, e seu centro de diversidade genética
na regido do “Crescente Fértil” e arredores, com registros de cultivo ha cerca de 10.000
anos. E uma planta autogama, realizando preferencialmente a autofecundagio, pertence
ao género Triticum, tribo Triticeae, familia Poaceae (Gramineae) e ordem Cyperales. As
inflorescéncias consistem em espiguetas florais, que sao sésseis e alternadas em ambos
os lados da raquis, formando uma espiga (Preece et al, 2017; Mourad et al., 2019).

A espécie de trigo mais cultivada é a Triticum aestivum L., um trigo alohexaploide,
com 42 cromossomos (2n=6x=42) provenientes de trés genomas diferentes (AABBDD).
O genoma atual desta espécie foi resultado dois eventos de poliploidizacdo ao longo do
processo evolutivo, iniciando-se com o cruzamento do 7. wrartu (2n = 14, AA),
fornecendo o genoma A, com um ancestral desconhecido (2n = 14, BB), que forneceu o
genoma B, que, ap6s a duplicagdo espontanea dos cromossomos, formou um individuo
tetraploide (AABB, 2n = 28) gerando 7. turgidum. O segundo evento de poliploidizacao
ocorreu com o cruzamento entre 1. turgidum e Aegilops tauschii (DD), que apos
duplicacdo espontanea dos hibridos, gerou o trigo hexaploide (2n = 42, AABBDD) (De
Sousa et al., 2021).

Atualmente, dentre os cereais mais produzidos no mundo, o trigo ocupa o segundo
lugar, com 789 milhdes de toneladas nas safras de 2023/2024, e 0 maior em area cultivada.
Os maiores produtores mundiais, em milhdes de toneladas, sdo: China (140); Unido
Europeia (139); India (110); Russia (81,5) e Estados Unidos (45,1). O Brasil esta na 14°
posicdo no ranking, com producdo de 9,55 milhdes de toneladas de trigo na safra
2023/2024 (USDA, 2023).

A seguranga alimentar ¢ inerente a triticultura, sendo o trigo ¢ um alimento basico
para mais de 35% da popula¢do mundial, haja vista que ¢ essencial na dieta humana e
animal devido ao alto valor energético provenientes dos carboidratos e proteinas. Além
disso, a cadeia produtiva do trigo ¢ considerada uma das mais importantes do setor

alimenticio, por ser responsavel pela geracdo de empregos (Conab, 2017; FAO, 2022).
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3.2 Marcadores Moleculares e SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)

A posicdo dos genes ou as regides gendmicas que regulam caracteristicas de
importancia nas plantas podem ser identificadas por meio do uso de marcadores
moleculares. Varios marcadores moleculares foram desenvolvidos ao longo dos anos,
como os Simple Sequence Repeats (SSRs), Amplified Fragment Length Polymorphisms
(AFLPs), Restriction Fragment Length Polymorphisms (RFLPs) Random Amplified
Polymorphic DNAs (RAPDs) e os Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) (Dwiningsih
et al, 2020).

Os SNPs (Polimorfismos de Nucleotideo Unico) sdo os tipos mais comuns de
variagdo genética ¢ sdo marcadores ideais para descoberta genética e melhoramento
molecular. Eles ocorrem quando um tnico nucleotideo (A, T, C ou G) no genoma difere
entre os membros de uma espécie ou entre pares de cromossomos em um individuo
(Semagn et al., 2014).

O desenvolvimento de marcadores funcionais ¢ uma tarefa complexa para o trigo pela
sua natureza alohexaploide. Para a maioria dos genes, existem pelo menos trés ortélogos
nos cromossomos homologos, e como suas sequéncias e fun¢des sdo muito semelhantes,
¢ extremamente dificil caracterizd-los separadamente (Bagge et al. 2007; Su et al., 2011).

As tecnologias de sequenciamento de nova geragdo (NGS) tém substituido
rapidamente os marcadores tradicionais e agora sao amplamente utilizados em estudos
genéticos e melhoramento molecular (Son et al., 2013). Varias plataformas de
genotipagem de SNPs foram desenvolvidas, combinando diferentes técnicas de
discriminacao de alelos, como digestdo por enzimas de restri¢do, amplificacao por alelo
especifico, sequenciamento e diferentes métodos de detec¢do, como, colorimetria,
espectrometria, fluorescéncia, dentre outros. Algumas das plataformas mais usadas de
genotipagem de SNPs estd a Kompetitive allele-specific PCR (KASP) da KBioscience ou
LGC Genomics (http://www.lgcgenomics.com) (Semagn et al., 2014).

3.3 Kompetitive Allele Specific PCR (KASP)

A disponibilidade de marcadores genéticos altamente preditivos do estado alélico em
loci genéticos que controlam as principais caracteristicas agrondmicas do trigo permite
que loci conhecidos sejam rapidamente caracterizados em germoplasma relevante para
melhoristas (Mellers et al., 2020).

Plataformas de identicacdo de SNPs de alto rendimento, alta densidade, alta

comercializacdo, baixo custo e flexiveis sdo necessarias para o melhoramento assistido


http://www.lgcgenomics.com/
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por marcadores (Sun et al., 2020). A plataforma de genotipagem de SNP uniplex KASP
ou “PCR de Alelos Especificos Competitivos”, foi introduzida pela LGC Genomics (Kaur
et al., 2020). Esse sistema ¢ mais facil, mais barato e flexivel entre todos os sistemas
uniplex disponiveis para a deteccdo de SNP e insercdo/delecdo (InDel) (Semagn et al.,
2014).

Nos ensaios KASP, os primers forward sdo projetados com sequéncias especificas
(tags), FAM ou HEX, que sdo responsaveis pela fluorescéncia quando amplificados no
KASP master mix (Figura 1). Além disso, ¢ necessario um primer reverso comum
especifico do genoma em analise. O tamanho total do fragmento amplificado geralmente
varia de 50 a 125 pares de base (pb). Os resultados da PCR sdo adquiridos através de uma
leitura realizada em um leitor de microplacas. Por fim, os genotipos sdo analisados para

verificar sua associagdo com dados fenotipicos (Son et al., 2023).

1: Assay components. a) KASP Assay mix b) KASP Master Mix
Allele-specific forward prmers: e e,

a): KASP Assay mix consists of 2 aliele allela-1

specific primers and 1 reverse primer. o ——————

b): KASP Master Mix contains universal %7‘?,&

fluorescent probes, Tag polymerase and ,
dNTFs in an optimised buffer solution. E!’.‘.@.’?‘.! L L A

c): Sample DNA DNA contains the SNP 15

of interest. c) DNA template (sample)
5 ¥
IIIIIIIIIIIIII.III!IIII!IIIII
e fem 4
2 Denatured template and annealing components — PCR round 1:
- 3
{allele-2 primer does not el MTTTTTTTITTTITTI
A PR S - Lagemd
[reverss primer elongaies 523 EEm  Allele-1 tal FAM-iabelled oligo sequence
e (allele-1 primer binds and elongates) NN Aligie-2 =il HEX-abelled oigo saquence
Il ITri IC N  Common reverse prime
IIIIIIIIlllllléllillililliili FAM dve
1] 3
In the first round of PCR, one of the allele-specific primers matches the target . HEX y=
SNP and with the common reverse primer, amplifies the target region. ® Fuaiswe
. ~ [C] Quencher
3. Complement of allele-specific tall sequence generated — PCR round 2:
Forna S AN AR R (Reverse primer binds, elongates and makes
s=ddlnig g s | a complementar of the allele-1 tail.)
LTt l@l L b b Lt P! ¥ copy .
4. Signal generation — PCR round 3:
FAM-labelled oligo binds to new complementary 5?
‘-‘-ﬁ-__m__.:'" sequence and is no longer quenched. -
B -
- STITIATCNTrT [I'&'I TrrITITmTrnIr ..i
'i--z_-__-_‘_.--'.i__'__i_.i..!._!__!__i_.Ll..!__!__!_.i_lﬁ.l__!..i_l__E__!__!__!.j__!__!__!_.!_j__E__!_ ii
In further rounds of PCR, levels of allele-specific tail increase. The s PR
fluor abelled pant of the FRET casselte is complementary to new tail .nggr";,a;q na—,.mﬁwﬂu
saquences and binds, releasing the fluor from the quencher to generate Gakelenojonger T alisle remains
4 quenched, quenchad
a fluorescent signal.

Figura 1 - Esquema representando o funcionamento do KASP (LGC Biosearch

Technologies, 2019).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material Vegetal
Foram utilizados 67 cultivares comerciais de trigo brasileiras desenvolvidas por
empresas publicas e privadas e 27 linhagens do Banco de Germoplasma do Programa
Trigo UFV (Tabela 1). As plantas foram semeadas em casa de vegetacao e as folhas
amostradas no Laboratdrio de Biotecnologia e Melhoramento Vegetal, no Departamento
de Agronomia da Universidade Federal de Vigosa. Em seguida, experimento de campo

foi estabelecido conforme descrito a seguir.

Tabela 1 — Genotipos do Banco de Germoplasma do Programa Trigo UFV.

Cultivar Obtentores Cultivar Obtentores Linhagens Obtentor
Comercial Comercial
ORS Agile OR SEMENTES IAC 385 - IAC VI 14022 PROG.
Mojave TRIGO
UFV
TBIO Alpaca BIOTRIGO IAC 388 - IAC VI 14026 PROG.
Arpoador TRIGO
UFV
TBIO Astro BIOTRIGO IAC 389 - IAC VI 14050 PROG.
Atakama TRIGO
UFV
TBIO Aton BIOTRIGO IPR IAPAR VI 14055 PROG.
Catuara TRIGO
UFV
TBIO Audaz BIOTRIGO IPR Panaty IAPAR VI 14088 PROG.
TRIGO
UFV
BR 18 - EMBRAPA IPR IAPAR VI 14127 PROG.
Terena Potypora TRIGO
UFV
BR 26 - Sao EMBRAPA IPR IAPAR VI 14194 PROG.
Gotardo Taquari TRIGO
UFV
BRS 194 EMBRAPA LG Prisma LG VI 14197 PROG.
SEMENTES TRIGO
UFV
BRS 234 EMBRAPA LG Supra LG VI 14204 PROG.
SEMENTES TRIGO
UFV
BRS 254 EMBRAPA ORS Madre OR VI 14208 PROG.
Pérola SEMENTES TRIGO
UFV
BRS 264 EMBRAPA MG 1 EMBRAPA VI 14214 PROG.
TRIGO
UFV
BRS 328 EMBRAPA MGS EMBRAPA VI 14239 PROG.
Alianca TRIGO
UFV
BRS 394 EMBRAPA Montes EPAMIG VI 14327 PROG.
Claros TRIGO

UFV



BRS 404
BRS Atoba
BRS

Guamirim

BRS

Marcante

BRS Pardela

BRS Sanhaco

CD 105

CD 116

CD 1303

CD 1403

CD 1440

CD 150

CD 151

CD 1705

TBIO Duque

Embrapa 21
FPS Certero

FPS Luminus
FPS Regente
Frontana

TAC 375
Parintins

EMBRAPA

EMBRAPA

EMBRAPA

EMBRAPA

EMBRAPA

EMBRAPA

COODETEC

COODETEC

COODETEC

COODETEC

COODETEC

COODETEC

COODETEC

COODETEC

BIOTRIGO

EMBRAPA

FUNDACAO PRO

SEMENTES

FUNDACAO PRO

SEMENTES

FUNDACAO PRO

SEMENTES
EMBRAPA

IAC

TBIO
Noble

OR1

ORS
Absoluto

ORS
Destak

ORS Feroz

ORS
Guardiao

ORS
SENNA

ORS
Soberano

TBIO
Ponteiro

ORS
Quartzo

RBO 301

RBO 303

RBO 403

TBIO
Sintonia

TBIO
Sinuelo
TBIO Sonic

TBIO
Sossego
TBIO
Toruk
TSZ Chiaro

TSZ
Dominador
e

BIOTRIGO

OR

SEMENTES

OR
SEMENTES

OR
SEMENTES

OR
SEMENTES

OR
SEMENTES

OR
SEMENTES

OR
SEMENTES

BIOTRIGO

OR

SEMENTES

TAMONA

TAMONA

TAMONA

BIOTRIGO

BIOTRIGO

BIOTRIGO
BIOTRIGO

BIOTRIGO

SEMEVINE
A
SEMEVINE
A

VI 14426

VI 14774

VI 14950

VI 14980

VI 19006

VI19007

VI19011

VI 19015

VI 19053

VI 19057

VI 19065

VI 19075

VI 19084

VI 19092

PROG.
TRIGO
UFV
PROG.
TRIGO
UFV
PROG.
TRIGO
UFV
PROG.
TRIGO
UFV
PROG.
TRIGO
UFV
PROG.
TRIGO
UFV
PROG.
TRIGO
UFV
PROG.
TRIGO
UFV
PROG.
TRIGO
UFV
PROG.
TRIGO
UFV
PROG.
TRIGO
UFV
PROG.
TRIGO
UFV
PROG.
TRIGO
UFV
PROG.
TRIGO
UFV
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4.2. Fenotipagem

Os ensaios foram conduzidos no campo experimental Professor Diogo Alves de Melo
(20° 45° 147 S; 42° 52° 557 W; 648 m de altitude) da UFV, localizado no municipio de
Vigosa, Minas Gerais, Brasil, em 2022. Os ensaios foram conduzidos no campo
experimental Professor Diogo Alves de Melo (20° 45° 14 S; 42° 52° 55” W; 648 m de
altitude) da UFV, localizado no municipio de Vigosa, Minas Gerais, Brasil Os gen6tipos
de trigo foram fenotipados em campo para as seguintes caracteristicas: altura de planta
(AP), em centimetros, medindo do solo até a inser¢ao da espiga com régua; massa de 100
graos (M100G), em gramas, medida em balanga de precisdo a partir de uma amostra de
cem graos; dias para espigamento (DPE), em dias, a partir do intervalo de dias entre a
semeadura e o espigamento e produtividade (PROD), em kg/h4, obtida a partir do peso

total da parcela.

4.3. Genotipagem

Foram coletados quatro discos de 6 mm de diametro de folhas jovens, com
perfuradores, 15 dias apos a semeadura na casa de vegetacdo. Os discos foliares foram
colocados em uma placa de 96 pogos. As amostras dentro da placa foram secadas em
dessecador de vidro com silica gel por 37 horas. Posteriormente, a placa foi condicionada
em saco plastico contendo pacotes de 10 g com silica gel, devidamente lacrada e
empacotada de acordo com as especificagdes da empresa Intertek para ser enviada ao
laboratorio INTERTEK ScanBi Diagnostics AB, na Suécia.

Quinze marcadores selecionados da colecdo de marcadores KASP disponiveis para
Triticum aestivum L. na Excellence in Breeding (EiB) foram utilizados do servigo de
genotipagem de baixa densidade (Low-Density Genotyping service) da EiB: KASP
markers for Wheat 3112022 final.xlIsx (live.com) (Tabela 2).



https://view.officeapps.live.com/op/view.aspx?src=https%3A%2F%2Fexcellenceinbreeding.org%2Fsites%2Fdefault%2Ffiles%2Fu5%2FKASP%2520markers%2520for%2520Wheat_3112022_final.xlsx&wdOrigin=BROWSELINK
https://view.officeapps.live.com/op/view.aspx?src=https%3A%2F%2Fexcellenceinbreeding.org%2Fsites%2Fdefault%2Ffiles%2Fu5%2FKASP%2520markers%2520for%2520Wheat_3112022_final.xlsx&wdOrigin=BROWSELINK
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Tabela 2 —Marcadores KASP selecionados da colegdo disponivel para Triticum aestivum L. na Excellence in Breeding (EiB).

ID Cromos Fenotipo Alelo Alel SNP/In
INTERTEK QTL/Gene Caracteristica somo Alelol 1 02  Fenoétipo Alelo 2 del Referéncia
snpTA00002 Rht-D1 Altura de Planta 4 G Tipo Selvagem T Ando G/T Ellis et al (2002). TAG 105:1038-1042
Sensibilidade ao Tipo Selvagem, Sensivel (null Beales et al (2007). TAG, 115: 721—
snpTA00003 Ppd-Al fotoperiodo 2A INS Sensivel DEL allele) INDEL 733
Sensibilidade ao Tipo Selvagem, Beales et al (2007). TAG, 115: 721—
snpTA00008 Ppd-D1 fotoperiodo 2D C Insensivel T  Sensivel INDEL 733
Tempo de Florescimento Florescimento Zikhali et al- (2017). Plant Cell & Env.,
snpTA00017 FT3-Dl1 Florescimento IDL A Tardio G  Precoce G/A 40:2678-2690
Florescimento Florescimento Zikhali et al- (2017). Plant Cell & Env.,
snpTA00018 TaMOT1-D1 Precocidade IDL  INS Tardio DEL Precoce INDEL 40:2678-2690
Florescimento Florescimento Zikhali et al (2016) J Exp Bot 67: 287 -
snpTA00019 TaBradi2g14790 Precocidade 1IDL  INS Tardio DEL Precoce INDEL 299;
Tempo de Florescimento Florescimento Zikhali et al- (2017). Plant Cell & Env.,
snpTA00020 FT3-B1 Florescimento 1B A Tardio G  Precoce G/A 40:2678-2690
Massa de 100 graos - Menor peso de
snpTA00057 TaGW2 Producio ¢ 6A A grao b G  Maior peso de grio A/G Sun etal 2011)
Sensibilidade ao Florescimento Florescimento Zikhali et al- (2017). Plant Cell & Env.,
snpTA00425 TaTOEl fotoperiodo 1B C Precoce T  Tardio C/T 40:2678-2690
Maior massa de Menor massa de .
snpTA00600 TaCwi-4A Tamanho de Griio AN C 100 grios T 100 grios cp Jiangetal 015) TAG 128: 131 -143;
Maior massa de Menor massa de .
snpTA00601  TaCwi-5D Tamanho de Griio SO C 100 grios G 100 grios c/g  Jiangetal 015) TAG 128: 131 -143;
Maior massa de Menor massa de Zhang et al (2014) Mol Breeding 34:
snpTA00606 TaGS-D1 Tamanho de Grao 7D G 100 graos T 100 graos G/T 1097 - 1107,
Maior niimero Menor nimero de .
snpTA00608 TaMoc-7A Tamanho de Grao TA G de graos A grdos G/A Zhang et al (2015) Sci Rep 5:12211;
Menor massa de Maior massa de Wang et al (216) Front. Plant Sci 7:
snpTA00664 TaGSS5-Al Tamanho de Grao 3A G 100 graos T 100 graos G/T 783,
Menor massa de Maior massa de Zhang et al (2012) New Phytol
snpTA00665 TaCKX-D1 Tamanho de Grao 3D INS 100 graos DEL 100 graos INDEL 195:574-584,
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4.4. Analises estatisticas
4.4.1. Analise de dados fenotipicos
Para estimagdo de parametros genéticos com os dados das observagdes fenotipicas
foi realizada uma analise de modelos mistos pelo método da maxima verossimilhanga
restrita (REML) e a predi¢ao de valores genéticos pela melhor predigao linear nao-viesada
(BLUP) utilizando o pacote Metan (Olivoto e Lucio, 2020) pelo sofiware R (R

Development Core Team, 2023) para posterior associagdo com os dados genotipicos.

4.4.2. Analise de dados genotipicos
Para a associagdo entre os marcadores e as caracteristicas, foi feita a andlise de
marcador individual, por meio do teste de Kruskal-Wallis e teste de Mann-Whitney
(Wilcoxon rank-sum test), pelo sofiware R (R Development Core Team, 2023), e foi
realizada regressdo linear para avaliar o efeito dos marcadores, de acordo com o modelo:
yi=put pxit+e

em que y; € o valor fenotipico da caracteristica para o individuo 7, 4 ¢ a média da

populagdo, S é o coeficiente de regressdo linear para os efeitos genéticos e & € o erro

assumido como tendo uma distribuicdo normal com média zero e variancia ¢2.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Analises Fenotipicas

A analise de modelos mistos para as caracteristicas selecionadas estd presente na
Tabela 3. A herdabilidade média variou de 0.8591 para M100 até 0.8973 para DPE. A
acuracia variou de 0.9473 para M100 a 0.9888. Os coeficientes de variagdo genotipica

variaram de 9.347 para AP a 44.76 para PROD. Por fim, o coeficiente de variagao residual

variou de 8.769 para M100 a 22.23 para PROD.

Tabela 3 — Andlise de modelos mistos para 94 genotipos de trigo.

A Caracteristicas
Parametros
AP M100 DPE PROD
0% 80.24 0.2062 44.62 1,428,725.00
o% 21.89 0.07076 3.048 352,352.00
0% 102.1 0.2769 47.67 1,781,077.00
h?;, 0.8654 0.8591 0.8973 0.8744
Acuricia 0.9574 0.9473 0.9888 0.9613

CV, (%) 9.347 13.73 10.60 4476
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CV: (%) 4.882 8.042 2.769 22.23

p-valor 2,99E-40 6,32E-34 5,03E-85 3,60E-42
AP: altura de planta; M100: massa de 100 graos; DPE: dias para espigamento; PROD: produgdo; ¢%:

componente de variincia genotipica; 6%: componente de variancia residual; 6%: componente de variancia

fenotipica; CV, (%): coeficiente de variacdo genotipica; CV, (%): coeficiente de variacdo residual.

A figura 2 apresenta as médias preditas para M100, PROD, DPE e AP. Para M100
os valores variaram de 2,5910 (CD 1705) a 4,2899 (VI 1204). A variavel PROD teve valor
minimo de 510,86 (Montes Claros) e maximo de 4957,64 (VI 19007). Para AP os valores
foram de 75,71 (VI 19053) a 127,15 (Frontana). A variavel DPE variou de 45,40 (VI
19053) a 77,015 (Montes Claros). Montes Claros, que foi a cultivar com maior DPE

também teve menor producao.
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Figura 2 — Gréficos com médias preditas dos valores BLUP para os 94 genotipos.
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As figuras 3 e 4 mostram correlagdo, e dispersao e distribui¢do dos dados entre as
quatro varidveis, respectivamente. M100 e PROD apresentaram a maior correlagcdo
positiva (0.71); As varidveis PROD e DPE tiveram a maior correlagdo negativa (-0.71).

M100 e AP ndo apresentaram correlacdo significativa.

AP 0.36

Corr

PROD -0.26

M100

<
¥ §

o Q

QQ-

Figura 3 — Correlacdo entre valores genotipicos das caracteristicas. AP: altura de planta;

M100: massa de 100 graos; DPE: dias para espigamento; PROD: producao.
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Figura 4 — Dispersao, distribui¢do e correlagdo dos dados para as variaveis selecionadas.
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5.2 Analises Genotipicas

A Figura 5 apresenta o grafico com a dosagem alélica dos gendtipos para cada
marcador KASP, exibido pela sua identificacdo de SNP. O eixo x indica a fluorescéncia
emitidas de alelos tipo FAM e o eixo y do tipo HEX. Clusters em 3 grupos estao
representados: 0 (homozigoto para o alelo tipo FAM), em vermelho; 2 (homozigoto para

o alelo tipo HEX) em azul e 1 (heterozigoto), com coloragdo verde.

snpTA00002 snpTA00003 snpTA00008 snpTA00017 snpTA00018 0
156 i i ' 4
1.0 1 ° s L
0.51 | ) 2
NA
snpTA00019 snpTA00020 snpTA00057 snpTA00425 snpTA00600
15- t ‘A t.
1.0- & f e maxP
05- T . L
0.6
snpTA00601 snpTA00606 snpTA00608 snpTA00664 snpTA00665 0.7
1.5 & “ g 0.8
>= 1.0" T o% .
05 0.9
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1.0
X

Figura 5 — Gréficos de cultivares de trigo genotipadas com 15 marcadores KASP. Eixo

X: FAM, eixo y: HEX.

Para realizar a associacdo entre o fendtipo e o genotipo ndo foram utilizadas todas as
94 cultivares entre os marcadores, devido a leituras que ndo geraram sinais consistentes
ou falharam na amplificag¢do, representadas por “?” ou “uncallable” no resultado da
genotipagem (Figura 5). Além de alguns dados fenotipicos faltantes, reduzindo o numero
de amostras. A tabela 4 indica o nimero de genotipos e associagdes realizadas para cada

marcador.

Tabela 4 - Numero de geno6tipos utilizados para realizar associagcdes em cada marcador.

ID INTERTEK Caracteristica QTL/Gene N° de genétipos
snpTA00002 Altura de Planta Rht-D1 90
snpTA00003 Sensibilidade ao Fotoperiodo Ppd-Al 84
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snpTA00008 Sensibilidade ao Fotoperiodo Ppd-D1 89
snpTA00017 Tempo de Florescimento FT3-D1 85
snpTA00018 Precocidade TaMOT1-D1 -
snpTA00019 Precocidade TaBradi2g14790 -
snpTA00020 Tempo de Florescimento FT3-Bl1 70
snpTA00425 Sensibilidade ao Fotoperiodo TaTOE1 80
snpTA00057 Massa de 100 Graos TaGW2 87
snpTA00600 Tamanho de Gréo TaCwi-4A 86
snpTA00601 Tamanho de Gréo TaCwi-5D -
snpTA00606 Tamanho de Grao TaGS-D1 89
snpTA00608 Tamanho de Grao TaMoc-7A -
snpTA00664 Tamanho de Grao TaGS5-A1 88
snpTA00665 Tamanho de Grio TaCKX-D1 -

Os marcadores snpTA00019 e snpTA00665 falharam na amplificagdo, portanto
foram descartados das andlises. J4 os marcadores snpTA00018, snpTA00601 e
snpTA00608 foram monomorficos, apresentando apenas homozigotos para o alelo 1,
sendo, assim, também descartados. Para estes dois ultimos marcadores, os alelos para
maior numero e peso de graos, estdo presentes em mais de 98% dos gendtipos, indicando

que estes alelos favoraveis estdo fixados no germoplasma. Ja para o marcador

snpTAOO019
snpTADDB65
snpTA00425
snpTA00020

B Alelo1:a
B Alelo1:2
B Alelo2:2

Uncallable

snpTA00017
snpTAOOOO8 |
snpTA0O664
snpTA00018
snpTA00600
snpTA00057
snpTA00003
snpTA00606
snpTA00D02
snpTAQ0601 |
snpTAOO608

?

QTlL/Gene

0% 25% 50% 75% 100%

Frequéncia genotipica

Figura 6 — Frequéncias genotipicas dos genotipos de trigo para os marcadores utilizados.
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snpTA00018, 38,3% da chamada foi para o alelo de florescimento tardio. Os demais
marcadores foram polimorficos, permitindo as analises estatisticas (Figura 6).

A taxa de chamada de alelos foi de acima de 90% para 10 marcadores. O marcador
para altura, snpTA0002, foi o tnico a ter taxa de 100%. A menor taxa de chamada foi do
snpTA00018 com 38,3%, para precocidade, todas as chamadas foram apenas para um
homozigoto. Os marcadores polimdrficos com maiores taxas foram snpTA00002 (100%),
snpTA00606 (98,9%), snpTA00008 (98,9%) e snpTA00664 (97,9%). Os marcadores para
a caracteristica de tamanho de grao tiveram as maiores porcentagens, todos acima de 90%,
com exce¢ao do snpTA00665, que, como ja mencionado, apresentou falha na
amplificacao.

Marcadores para oito QTLs/Genes apresentaram individuos em heterozigose:
snpTA00017 (13,83%), snpTAO00008 (8,51%), snpTA00664 (7,45%), snpTA00003
(6,38%), snpTA00606 (5,32%), snpTA00057 (5,32%), snpTA00600 (4,26%) e
snpTA00002 (2,13%). Individuos homozigotos com genomas poliploides podem ter
polimorfismo entre subgenomas (chamados de polimorfismos inter-homeo6logos ou SNPs
homeoblogos), agrupando-os em clusters heterozigotos na genotipagem (Makhoul et al.,
2020). Estes aglomerados heterozigotos com individuos homozigotos podem surgir
devido a hibridiza¢do das sondas de SNP individuais com as sequéncias genomicas
homedlogas. Em sondas do 90K Wheat iSelect array da Illumina, desenvolvidas para
avaliar a variacdo genética em populacdes de trigo alohexaploides e alotetraploides,
aproximadamente 30% sdo heterozigotos por este fenomeno (Wang et al., 2014).

Mellers et al. (2020) também detectaram presenca de cultivares de trigo brasileiras
com chamadas em heterozigose em KASP, como a cultivar BR 21 —Nhandeva (T:G), para
o gene Rht-D1; IAC 7 Bartira (T:A), no gene Lr34 (wWMAS000003); CIGM93388 (G:A),
no gene GluAl (wWMAS000013) e (A:C) no gene Vrn-Alb (WMASO000035);
IAC 7 Bartira (T:C), no gene Sbml (wMAS000016) e (T:A) no gene Gpc-Bl
(WMASO000017); FUNDACEP_30 825608 (C:T), gene Sus2 (WMAS000021); JUP_73
(C:G), OCEPAR 9 Perdiz (C:G) e KARINA 10 (C:G), no gene Ppd-DI
(WMAS000026). E importante notar, porém, que as frequéncia genotipicas de
heterozigotos encontrada pelos autores para cada marcador foi menor: 0,85% para o
marcador do gene Sus2 e 0,28% para os demais.

Para o marcador snpTA00002, para altura, ligado ao gene Rht-D1, 79,79% dos
individuos possuem alelos G:G (tipo selvagem), 18,09% alelos T:T (ando) e 2,13% foram

heterozigotos. Todavia, isto ndo significa que estes individuos irdo possuir o fenotipo
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indicado apenas por estes alelos. Dois /oci principais controlam a altura da planta de trigo,
o Rht-B1 (cromossomo 4B) e Rht-D1 (cromossomo 4D), logo € necessario a genotipagem
para estas duas regides. Basta apenas um alelo T:T em qualquer um dos dois loci para
determinar o fenodtipo ando. Dessa forma, ¢ possivel o individuo possuir alelo G:G para o
gene Rht-D1 e ser classificado como anao caso possua o alelo para nanismo (T:T) no gene
Rht-B1 e vice-versa. Assim, como as cultivares foram genotipadas apenas para o gene
Rht-D1, ¢ possivel que individuos G:G possuam menor altura.

Para o SNP snpTA00008, ligado ao gene Ppd-D1, 30,85% dos individuos contém o
genotipo C:C, logo, possuindo a delecdo 2089 pb e insensibilidade ao fotoperiodo. A
maioria das cultivares (59,57%) apresentaram o genotipo T:T, que confere sensibilidade
ao fotoperiodo. 8,51% individuos foram heterozigotos para esse marcador. Todas as
linhagens do Programa Trigo UFV possuem o gendtipo T:T. Para a melhor determinagao
desta caracteristica nos individuos ¢ importante a genotipagem em conjunto de outros
marcadores para este locus (snpTA00009/CIMwMAS0041 e
snpTA00010/CIMwMASO0042), pois a cultivar pode ter um alelo T — que confere
sensibilidade - para o marcador snpTA00008, no entanto, pode possuir loci para
insensibilidade para os demais marcadores, conferindo a caracteristica de insensibilidade
ao fotoperiodo no individuo. E esperado que ao comparar todos os marcadores para o
gene Ppd-DI, encontre-se maior porcentagem de individuos com alelos para
insensibilidade, pois como no Brasil o trigo ¢ cultivado em até 3 safras no ano, as
cultivares sdo mais insensiveis ao fotoperiodo, possuindo menor tempo de espigamento
e, por conseguinte, menor ciclo.

Dos 26 marcadores KASP utilizados por Mellers et al. (2020) em 349 acessos de trigo,
19 acessos e 03 marcadores (snpTA00002/Rht-D1, snpTA00008/Ppd-D1 e
snpTA00003/Ppd-Al) foram os mesmos utilizados neste trabalho, permitindo a
comparagao entre os dois resultados de genotipagem, discutidas a seguir.

Para altura (Rht-D1), todos as cultivares demonstraram os mesmos resultados, com
exce¢do da BR 26 — Sao Gotardo, o qual neste estudo evidenciou gendtipos G:G, porém
na genotipagem feita pelos pesquisadores apresentou o gendtipo T:T. Estes autores, ao
compararem os dois genes, Rht-B1 e Rht-D1, encontraram 10 cultivares que possuiam o
genotipo G:G (Tipo selvagem) para o gene Rht-D1, porém foram classificados como
“ando”, pois possuiam o genotipo T:T que confere nanismo para o gene Rht-B1, incluindo

a cultivar BR 26 - Sdo Gotardo.
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Para sensibilidade ao fotoperiodo (Ppd-D1), das 19 cultivares, 13 foram iguais entre
as duas genotipagens, no entanto, as cultivares BRS Marcante e CD 150 apresentaram
genotipos opostos, C:C (insensivel ao fotoperiodo) nesta pesquisa, enquanto o resultado
possui sensibilidade ao fotoperiodo, com o gendtipo T:T na comparagdo entre as
genotipagens. Ainda para este marcador, a genotipagem indicou dois individuos
heterozigotos (T:C): BRS 234 e IPR Catuara. Na genotipagem feita por Mellers et al.
(2020) estas cultivares tiveram genotipos T:T e C:C, respectivamente. Por fim, a cultivar
Sinuelo teve chamada “uncallable” em nossa genotipagem e T:T no artigo citado.

Para sensibilidade ao fotoperiodo (Ppd-Al), 14 cultivares t€m o mesmo genotipo nas
duas genotipagens. Apresentaram gen6tipos opostos BRS 254, BR 26 — Sao Gotardo.

Para determinacdo da caracteristica, Mellers et al. (2020) utilizaram os trés
marcadores disponiveis para o gene Ppd-D1 (wMAS000024, wMAS000025 e
wMASO000026) para construir hapldtipos e, a partir da combinagdo entre os trés,

classificou as cultivares em insensivel ou sensivel.

5.1. Associacoes e efeito dos marcadores nas caracteristicas
5.1.1. Altura

A genotipagem para apenas um dos genes RAt pode gerar falsas interpretagdes.
Para atestar essa informacao, foram cruzados dados entre o marcador do gene Rht-DI
genotipados neste trabalho e os resultados de genotipagem do marcador para o gene Rht-
B1 publicado por Mellers et al. (2020), para classificacdo de altura a partir dos genotipos
de ambos os marcadores. Ao total, foi possivel cruzar informagdes genotipicas entre 18
cultivares e classificar o fenotipo, que foram associados com os valores de BLUP

demonstrados na Tabela 5.

Tabela 5 — Fenotipos para cultivares cruzando informagdes com dois marcadores para
altura para associa¢do com valores BLUP.

Rth-B1
Cultivares Rth-D1 (l‘gte:"f,rs Fenotipo AP M100 DPE PROD
2020)
BR 18 - Terena T:T C:.C D 97,71736 3,536093 65,93405 1613,162
BR 26 - Sdo Gotardo  T:T T:T D 93,94889 3,138386 64,30448 1924,641
BRS 234 G:G T:T D 115,4393 3,269996 65,60813 3048,887
BRS 254 G:G T:T D 84,6805 3,473394 61,04534 2579,168
BRS 264 G:G T:T D 90,48598 3,249058 62,349 2794,777
BRS Guamirim T:T C:.C D 83,8657 3,057625 63,97857 1986,244



BRS Marcante T:T
BRS Pardela T:T
CD 105 GG
CD 116 GG
CD 150 T:T
CD 151 GG
Frontana GG

TAC 375 Parintins T:T
IAC 385 -Mojave GG

IPR Catuara T:T
Montes Claros GG
Sinuelo GG

C.C
C.C
T:T
T:T
T:T
T:T
C.C
C.C
T:T
C.C
C.C
T:T

OO0 00+H00000UC

91,81003
96,90256
98,22661

96,1896
104,9487
98,32846
127,1521
93,43964
106,8839
99,14327
120,3282
104,4395

2,800387
2,731591
3,488349
2,848246
3,114457
3,338792
3,335801
2,914051
3,153342
3,252049
3,398615
2,851237

71,14866

69,5191
68,86727
70,17092
64,30448
63,65265
73,75597
65,28222
68,54135
63,97857
77,01511

69,5191

28

760,3532
1277,814
2186,419

117771
2417,461
2271,155
706,4509
1565,806

1893,84
2294,256
510,8629
1616,628

D: Ando; T: Alto; AP: altura de planta; M100: massa de 100 graos; DPE: dias para espigamento; PROD:

producéo;

Ao analisar a segregacdo da caracteristica, houve diferenca significativa entre os

individuos classificados como Andes (D) e Altos (T) para Altura de Planta (AP) (p-valor

=0.02459). Os dois maiores valores de BLUP para altura (Frontana = 127,15 e Montes

Claros = 120,32) foram os Unicos dois individuos com a combinacido que determina o

fenotipo “Alto”: alelos G:G para o gene Rht-D1 e C:C para o gene Rht-B1. A associagdo

com as caracteristicas DPE ¢ PROD também foram significativas, p-valor = 0.02437 e

0.02459, respectivamente. J4 para M100 o p-valor foi de 0.2061, portanto, ndo houve

diferenca significativa entre as classificagdes D ¢ T (Figura 7 e Tabela suplementar 1). E

importante ressaltar a baixa quantidade de amostras, sendo necessario aumentar o nimero

de cultivares genotipadas com os dois genes para resultados mais precisos.
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Figura 7 — Boxplots da segregacao dos haplotipos Rht-D1 e Rht-B1 para Altura, Massa de

10 graos, Dias para Espigamento e Producao. D: Ando; T: Alto.

Os genes Rht-B1b (Rht-1) e Rht-D1b (Rht-2) sao homeodlogos no cromossomo 4
do trigo e juntos sdo responsaveis por 67% da variagdo fenotipica em altura. O Rht-D1b
¢ responsavel por 44% e o Rht-B1b por 23% da variagdo. Eles foram importantes na
reducdo da altura de trigo e aumento na produgdo na revolugdo verde. A sua introducao
em variedades comerciais, a partir da cultivar japonesa Norin 10, ocorreu na década de
1960 melhorando a resisténcia ao acamamento e particionamento de assimilados para o
grao em desenvolvimento (Ellis et al., 2002).

A cultivar Frontana foi langada em 1940 e foi resultado dos primeiros cruzamentos
artificiais de trigo no Brasil. Ela ¢ considerada até hoje uma das maiores contribui¢des do
melhoramento genético nacional para o trigo mundial, por sua resisténcia a ferrugem e
germinacdo na espiga e tem descendentes no mundo todo (Scheeren et al., 2007). A
cultivar Montes Claros é um trigo local antigo de Minas Gerais, cultivada a partir do
século XIX (Sousa e Caierdo, 2014). Ambas sdo anteriores a década de 60, portanto, era
esperado que essas duas cultivares ndo apresentassem as mutacdes nos genes Rht-Blb e
Rht-D1b e tivessem maiores alturas.

A figura 8 mostra a associacdo apenas para o marcador do gene Rht-DI
(snpTA00002). Nao houve diferenca significativa entre os genotipos (Tabela suplementar
1). Observou-se individuos de genotipo C:C, com maiores € menores alturas,
identificados como outliers. E possivel que algumas destas cultivares C:C para o gene
Rht-DI com menores alturas possuam o alelo T:T para o gene Rht-B1. Entretanto, a falta
desta informag¢do pode ndo ter possibilitado a detec¢do de diferenca estatistica entre os

homozigotos.
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Figura 8 - Boxplot da segregagdo do marcador para o gene Rht-D1 para Altura.
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5.1.2. Fotoperiodo

A figura 9 apresenta os boxplots para os 5 marcadores para fotoperiodo.
Tiveram associagdes significativas com DPE os marcadores snpTA00003 (p-valor =
0.007), snpTA00008 (p-valor = 0.0011) e snpTA00017 (p-valor=0.047) (Tabelas

suplementares 2, 3 e 4).
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Figura 9 — Boxplots com segregacdo dos cinco marcadores para fotoperiodo.

snpTA00003: Ppd-Al, snpTA00008: Ppd-D1, snpTA00017: FT3-D1, snpTA00020:FT3-
B1 e snpTA00425:TaTOEL1.

Os marcadores snp00020 e snp00425, que ndo possuiram cultivares com
chamadas heterozigotas ndo tiveram diferenca estatistica para a variavel DPE (Tabela
suplementar 5).

No snp00008 (Ppd-D1), houve diferenca significativa na variavel DPE entre as
cultivares de genotipos C:C e T:T, p-valor = 0.01673, e C:T e T:T, p-valor = 0.005934.
Entre os gendtipos C:C e C:T nao teve diferenca significativa. Para a variavel produgao,

houve diferenca estatistica entre os dois homozigotos (p-valor =0.001). As cultivares com
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menor dias para espigamento, apresentaram maior producdo. O tempo de florescimento
estd ligado a adaptabilidade e producdo de graos, segundo Achilli et al. (2022), a
insensibilidade ao fotoperiodo aumentou a produtividade em 35% em trigo pao na
Europa. Assim como a produgdo, a varidvel M100 também mostrou diferenca
significativa entre as cultivares de gendtipos C:C e T:T, p-valor = 0.00000256 ¢ C:T e
T:T, p-valor = 0.023. Nao houve diferencga significativa entre os genotipos C:C e C:T. Por
fim, a altura foi estatisticamente diferente entre as duas classes de homozigotos, cultivares
com menor tempo de florescimento também possuiram menor altura (Figura 10 e Tabela

suplementar 3).
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Figura 10 - Boxplot da segregacdo do marcador para o snpTA00008/Ppd-D1 para DPE,
M100, PROD e AP.

Os trés homozigotos para o snp0003 tiveram diferencas significativas para DPE

((p-valor = 0.007), PROD (p-valor = 0.009) e M100 (p-valor = 0.008). (Figura 11)
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Figura 11 - Boxplots da segrega¢do do marcador para o gene Ppd-Al (snp0003) para
Dias para espigamento (DPE), Massa de 100 graos (M100) e Producao (PROD).

5.1.3 Tamanho de Grao

As associagdes para tamanho de grdo ndo foram significativas para nenhum
marcador (Figura 12). Ao usar o marcador snp00057 para massa de 100 graos, Sun et al.
(2011) encontram associagcdo significativa para comprimento e largura do grao,
espigamento e maturagdo precoces em diferentes regides da China e contribuiu para
producdo no norte da Europa, apesar do alelo favoravel ocorrer em menor frequéncia. Os
autores também concluiram que o alelo superior (A:A) contribuiu para o aumento no
tamanho de grao sem ser limitado por fatores ambientais, como luz e temperatura, apos
avaliagdes em diferentes regides chinesas. Com os genotipos brasileiros utilizados, o alelo
G:G ocorreu em menor frequéncia e ndo houve associagdo significativa com espigamento,

producdo nem massa de 100 graos para este marcador (Tabela suplementar 6).
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Figura 12 — Boxplots da segregacdo dos quatro marcadores para graos.

Wamalwa et al. (2020) utilizaram 7 marcadores KASP (TaGS-D1, TaCKX-DI,
TaCwi-4A, TaSusl-7B, TaGS5-Al, TEF-7A, TaGSla) em germoplasma do Leste
Africano e apenas 1 marcador mostrou efeito significante no peso de mil graos (TACKX-
D1). Os autores concluiram que a falta de efeito fenotipico no estudo possa ter sido devido
a diferengas na estrutura de haploétipos entre a populacdo de trigo do Leste Africano e a
populagdo de estudo original usada para identificar esses marcadores, além do fato de esta
caracteristica ser altamente dependente do ambiente.

Sukumaran et al. (2018) utilizaram 10 ambientes diferentes e ndo encontraram um
efeito consistente e significativo para tamanho do grdao com o marcador para o gene

TaGW2-A.

6. CONCLUSAO

Os marcadores snpTA00019 e snpTA00665 falharam na amplificagdao e snpTA00018,
snpTA00601 e snpTA00608 foram monomorficos. O marcador para altura snpTA0002
apresentou associacao significativa quando comparado em conjunto com o marcador para
o gene Rht-B1, denotando a necessidade de usar estes dois marcadores juntos. Os
marcadores para fotoperiodo snpTA0003 e snpTA0008 tiveram associagdo significativa
com os dados fenotipicos para dias para espigamento, producdo e massa de 100 graos. As

associagdes para tamanho de grao nao foram significativas para nenhum marcador.
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APENDICES

Tabela suplementar 1 - Resumo dos resultados dos testes de Kruskal-Wallis, Mann-Whitney e Regressao Linear para o marcador snpTA0002.

Teste de Kruskall-
Gene Varidvel Wallis Teste de Mann-Whitney Regressa,o Llnear
Estatistica
p-valor Comparacdo  p-valor R? F p-valor
AP 0.02459* - - 0.5538 19.86 0.0003979**
Rht-D1 + Rht-  PROD 0.02459* - - 0.3651 9.201 0.007909%*
Bl DPE 0.02437* - - 0.5095 16.62 0.0008778*
M100 0.2061%* - - 0.0865 1.515 0.2362
AP 0.9911 - - 0.003826229 0.338 0.5625
0-1 0.118
PROD 0.0009959%* 0-2 0.006* 0.1183 11.81 0.0009007%*%*
1-2 0.063*
Rh-D1 0-1 0.02919*
DPE 0.01321* 0-2 0.06579 0.0541 5.033 0.02738*
1-2 0.02236*
0-1 0.6227
M100 0.04847* 0-2 0.02807 0.06007 5.624 0.0199*
1-2 0.2237

DPE: dias para espigamento; PROD: producao; M100: Massa de 100 graos; AP: Altura de Planta; *: significativo a p<0,05; **: significativo a p<0,01;



39

Tabela suplementar 2 - Resumo dos resultados dos testes de Kruskal-Wallis, Mann-Whitney e Regressdo Linear para o marcador snpTA0003.

Teste de Kruskall-
Marcador  Varidvel Wallis Teste de Mann-Whitney Regressdo Linear
p-valor Comparacido p-valor R? Estatistica F p-valor
0-1 0.032%*
DPE 0.007428** 0-2 0.002**  0.1202 11.2 0.001236**
1-2 0.898
0-1 0.205
snpTA00003 PROD 0.01273** 0-2 0.003**  0.0875 7.863 0.006298**
1-2 0.757
0-1 0.047%*
M100 0.008006** 0-2 0.008**  0.09153 8.262 0.005155**
1-2 0.856
AP 0.5158 - - - - -

DPE: dias para espigamento; PROD: producao; M100: Massa de 100 graos; AP: Altura de Planta; *: significativo a p<0,05; **: significativo a p<0,01;



Tabela suplementar 3 - Resumo dos resultados dos testes de Kruskal-Wallis, Mann-Whitney e Regressao Linear para o marcador snpTA000S.

Teste de Kruskall-
Marcador  Variavel Wallis Teste de Mann-Whitney Regressdo Linear
p-valor Comparagdo p-valor R? Estatistica F p-valor
0-1 0.264
DPE 1.081e-06** 0-2 0.00000113**  0.2468 28.51 7.34e-07
1-2 0.006*
0-1 0.817
PROD 0.001145** 0-2 0.00048%*%* 0.1535 15.78 0.0001463
snpTA00008 1-2 0.071
0-1 0.172
M100 1.158e-06** 0-2 0.000000852%**  0.2732 32.7 1,49E-04
1-2 0.012%*
0-1 0.659
AP 0.0254* 0-2 0.05* 0.03491 3.147 0.07958
1-2 0.188

DPE: dias para espigamento; PROD: producao; M100: Massa de 100 graos; AP: Altura de Planta; *: significativo a p<0,05; **: significativo a p<0,01;
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Tabela suplementar 4 - Resumo dos resultados dos testes de Kruskal-Wallis, Mann-Whitney e Regressao Linear para o marcador snpTA0017.

Teste de Kruskall-
Marcador  Varidvel Wallis Teste de Mann-Whitney Regressao Linear
p-valor Comparagdo p-valor R? Estatistica F p-valor
0-1 1
DPE 0.04787* 0-2 0.06904*  0.07767 6.989 0.009803
1-2 0.02812*
snpTA00017 PROD 0.1217 - - - - -
0-1 0.9762
M100 0.02026* 0-2 0.02156*  0.07871 7.091 0.009303
1-2 0.02953*
AP 0.4405 - - - - -

DPE: dias para espigamento; PROD: producao; M100: Massa de 100 graos; AP: Altura de Planta; *: significativo a p<0,05; **: significativo a p<0,01;

Tabela suplementar 5 - Resumo dos resultados dos testes de Kruskal-Wallis, Mann-Whitney e Regressdao Linear para o marcador snpTA00020 e

snpTA00425.

Teste de Kruskall-
Marcador  Varidvel Wallis
p-valor
DPE 0.2289"
PROD 0.2289"
snpTA00020 M100 0.2289"
AP 0.2290"
snpTA00425 DPE 0.9808"
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PROD 0.9808™
M100 0.9808"™
AP 0.9808™

DPE: dias para espigamento; PROD: producdo; M100: Massa de 100 grcaos; AP: Altura de Planta; ns: ndo significativo.

Tabela suplementar 6 - Resumo dos resultados dos testes de Kruskal-Wallis, Mann-Whitney e Regressdo Linear para os marcadores para tamanho

de grao.

Teste de Kruskall-

Marcador Variavel Wallis
p-valor
DPE 0.984"
snpTA00057 PROD 0.9076"
M100 0.1871"
AP 0.187"
DPE 0.161"
snpTA00600 PROD 0.597%
M100 0.411"
AP 0.0135"
DPE 0.3893"™
snpTA00600 PROD 0.7587™
M100 0.3417™
AP 0.7598™
DPE 0.9172"
snpTA00600 PROD 0.3351%
M100 0.7962"
AP 0.3809"

DPE: dias para espigamento; PROD: produgao; M100: Massa de 100 graos; AP: Altura de Planta; ns: ndo significativo



