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RESUMO

DUARTE, Brunna de Figueiredo, M.Sc, Universidade Federal de Vigosa, maio de 2024.
Analise de associacdo genomica ampla para caracteres morfologicos, agronomicos e de
brotacio em painel de batata tetraploide. Orientador: Guilherme da Silva Pereira

A batata tetraploide (Solanum tuberosum) ¢ a sexta espécie de maior importancia econdmica
do mundo, devido a sua versatilidade de consumo e pelo seu equilibrio adequado de contetido
de proteinas e carboidratos. Porém, ao ser armazenada por periodos prolongados e/ou com ma
refrigeragdo, pode ocorrer a brotagao nos tubérculos, o que impede o consumo humano. Em
razdo da natureza autotetraploide e por ser altamente heterozigética, a selecdo de genotipos
superiores para os caracteres de interesse se da apds avaliagdes sucessivas em campo de
progénies Fi, o que pode levar cerca de dez anos. Selecdo assistida por marcadores pode,
portanto, acelerar esse processo. Assim, o objetivo deste estudo foi identificar polimorfismos
de nucleotideo tinico (SNPs) associados a caracteres morfoldgicos, agronomicos e relacionados
a brotagdo em painel de batata. O painel, pertencente a Embrapa Clima Temperado, consistiu
em 137 acessos, genotipados para 8.303 SNPs e avaliados para quatorze caracteres em casa-de-
vegetacao e camara fria ao longo de dois anos, 2020 e 2021. Os experimentos foram conduzidos
em delineamento em blocos aumentos de Federer com 11 e 9 blocos para os respectivos anos.
Ao realizar analise de dosagem alélica via pacote R fitTetra v.1.0 e filtragem dos SNPs com
base em frequéncia alélica minima inferior a 5% e de dados perdidos superior 20%, restaram
4.879 SNPs. A andlise de estrutura populacional e do parentesco entre os acessos foram
realizadas, respectivamente, via andlise de componentes principais e pela matriz de
relacionamento genomico de VanRaden por meio dos pacotes R pcaMethods v.1.86.0 e
AGHmatrix v.2.0.4. O desequilibrio de ligacdo foi estimado pelo pacote R /dsep v.2.1.5. Para
os estudos de GWAS, médias fenotipicas ajustadas foram obtidas, e usadas para identificar as
associacdes utilizando o pacote R GWASpoly v.2.1.3 para diversos modelos e formas de
parametrizacdo. Nas analises de estrutura populacional (Q) e relacionamento gendmico (K),
foram encontrados agrupamentos entre acessos com origens semelhantes. Nas analises de
desequilibrio de ligagdo, observou-se que o decaimento ocorreu por volta de 1 Mb. O modelo
de GWAS que se destacou foi o Q + K, por meio do qual foi possivel encontrar associagdes
significativas para oito caracteres. Foram eles: Formato (Form), Largura (LarTub) e
Comprimento (CompTub) do tubérculo, Cor da polpa (CorPol), Peso seco da parte aérea
(PSPA), Peso fresco do tubérculo (PFT), Dias para iniciar a brotagao (DIB) e Comprimento do
broto apical (CompBrAp). Ao estudar as regides com associacdes significativas, QTLs
observados previamente para Form e CorPol foram identificados. Além disso, dois, cinco, trés
e um genes candidatos foram observados nas regides para CompTub, CompBrAp, DIB e PFT,
respectivamente. Os resultados encontrados neste presente estudo sdo de grande importancia
para o conhecimento genético dos caracteres estudados, além de proporcionar a criacao de
ferramentas moleculares para selecdo de genotipos superiores € com brotagdo tardia.

Palavras-chave: Solanum tuberosum. GWAS. SNP. Desequilibrio de ligagao



ABSTRACT

DUARTE, Brunna de Figueiredo, M.Sc, Universidade Federal de Vicosa, May, 2024. Genome-
wide association analysis for morphological, agronomic and sprouting related traits in a
tetraploid potato panel. Adviser: Guilherme da Silva Pereira

Tetraploid potato (Solanum tuberosum) is the sixth most economically important species in the
world due to its versatility in consumption and its balanced protein and carbohydrate content.
However, when stored for prolonged periods or under poor refrigeration conditions, sprouting
may occur in potato tubers, making them unsuitable for human consumption. Due to its
autotetraploid nature and high heterozygosity, the detection of superior phenotypes for target
traits occurs through field evaluation of F; progenies. Thus, the objective of this study was to
identify single nucleotide polymorphisms (SNPs) associated with morphological, agronomic
and sprouting related traits in a potato panel, estimate genetic parameters for these traits, study
linkage disequilibrium decay, analyze population structure, and genomic relationships within
tetraploid potato accessions. A panel of 137 accessions from Embrapa Temperate Agriculture
genotyped with 8,303 SNPs was used. These genotypes were also evaluated for fourteen traits
in greenhouse and cold chamber conditions in 2020 and 2021, with experiments conducted
using Federer’s augmented block design with 11 and 9 blocks for the respective years. Allele
dosage analysis was performed using the R package fitTetra v.1.0, and SNP filtering based on
a minor allele frequency less than 5% and missing data up to 20% resulted in 4,879 SNPs for
the studies. Population structure analysis and relatedness among accessions were conducted via
principal component analysis and the VanRaden genomic relationship matrix using the R
packages pcaMethods v.1.86.0 and AGHmatrix v.2.0.4, respectively. Linkage disequilibrium
was computed using the R package /dsep v.2.1.5. For GWAS studies, adjusted phenotypic
means were estimated, and associations were identified using the R package GWASpoly v.2.1.3
with various models and parameterizations. Population and relatedness analysis revealed
groupings among accessions with similar origins. Linkage disequilibrium analysis has decayed
around 1 Mb. For GWAS analyses, the Q + K model with eight parameterizations stood out,
revealing significant associations for eight traits: Shape (Form), Width (LarTub) and Length
(CompTub) of the tuber, Flesh Color (CorPol), Dry weight of the aerial part (PSPA), Fresh
weight of the tuber (PFT), Days to start sprouting (DIB) and Length of the apical bud
(CompBrAp). When studying the association regions for their respective traits, previously
identified QTLs were found for Form and CorPol, as well as two, five, three, and one candidate
genes for CompTub, CompBrAp, DIB, and PFT, respectively. The results of this study are of
great importance for understanding the genetic basis of the studied traits and serve as an basis
for molecular tool for selecting superior genotypes with delayed sprouting.

Keywords: Solanum tuberosum. GWAS. SNP. Linkage disequilibrium.
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1. INTRODUCAO

A batata cultivada (Solanum tuberosum L.) € a sexta cultura com maior produgdo em
escala mundial, produzindo por volta de 374 milhdes de toneladas no ano de 2022 (FAOSTAT,
2022), devido ao seu alto valor nutricional e versatilidade culinaria (Douches & Jastrzebski,
1993). Todavia, devido a demanda crescente do mercado, ha a necessidade do tubérculo ser
armazenado por periodos prolongados, tornando a brotagao natural dos tubérculos armazenados
um desafio (Boivin et al., 2020).

Apo6s a colheita, os tubérculos entram em um estado de dorméncia, durante o qual a
brotacdo ¢ suprimida. No entanto, o periodo de dorméncia muitas vezes ndo coincide com a
necessidade de armazenamento, fazendo-se necessario controlar ou prolongar os dias para
iniciar a brotagdo para evitar a perda nutricional da batata e a formagao de compostos toxicos,
como a solanina (Boivin et al., 2020; Zhang et al., 2018). Assim, embora haja a demanda por
variedades com brotagdo tardia, o desenvolvimento dessas variedades por meio de métodos de
melhoramento tradicionais ¢ demorado. Nesse esquema, ha apenas coleta de informagdes
fenotipicas em campo, sem o auxilio de tecnologias de marcadores moleculares. Apesar de ser
uma forma ainda muito utilizada nos programas de melhoramento, a conexao entre métodos
tradicionais e moleculares trouxe, dentre outros beneficios, a diminui¢do no tempo de obtencao
de cultivares ao permitir seguir com individuos que, potencialmente, ja possuem a caracteristica
de interesse (Andersson et al., 2017; Bhatia & Bajwa, 2022; Igwe, 2021). Além disso, o
melhoramento conjunto de caracteres morfologicos e agronomicos devem ser realizadas
simultaneamente aos de brotacao devido as restritas preferéncias do consumidor e do produtor
(Mudege et al., 2021).

A complexidade do melhoramento genético da cultura da batata, caracterizada como
autotetraploide e altamente heterozigética, contribui para um processo moroso na obtencdo de
novas cultivares, em funcdo da necessidade de um maior numero de individuos e de
cruzamentos para obtengdo de cultivares com as caracteristicas de interesse. (Wang et al.,
2022). Para superar as limitagdes das abordagens convencionais, como exemplo a necessidade
de elevado nimero de individuos e influéncia ambiental, técnicas de biotecnologia e
ferramentas de bioinformadtica se tornam fundamentais (Barrell et al., 2013). Dentre estas
técnicas, destacam-se os marcadores de DNA, sobretudo aqueles baseados em polimorfismos
de nucleotideo tUnico (do inglés, single nucleotide polymorphisms — SNPs). Em batata,

intensidade dos alelos dos SNPs podem ser obtidos por meio do sistema lllumina Infinium
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(Felcher et al., 2012), e modelados para dosagem com auxilios de pacotes como fitTetra v.1.0
(Voorrips et al., 2011). Em conjunto, essas abordagens permitem acessar a dosagem alélica de
cada loco marcador, aumentando sua informatividade. Os SNPs tém sido empregados na cultura
da batata para diversos fins, incluindo estudos de diversidade genética e estrutura populacional
(Deperi et al., 2018), estudos de relacionamento genomico (Villanueva et al., 2021), selecao
gendmica (Sverrisdottir et al., 2017), mapeamento de locos de heranca quantitativa (do inglés,
quantitative trait loci — QTL) (da Silva Pereira et al., 2021; Odilbekov et al., 2020), estudos de
associacao genomica ampla (do inglés, genome-wide association studies — GWAS) (Yuan et
al., 2020), entre outras aplicagdes.

Ao utilizar GWAS, ¢ comum realizar andlises da estrutura populacional e do
relacionamento genomico de individuos. A compreensado do relacionamento entre individuos e
de endogamia ¢ imprescindivel, pois, em maiores magnitudes, pode levar a redugdo da
diversidade genética dentro da populagdo (Villanueva et al., 2021), sem a qual seria impossivel
identificar variagdo em caracteres de interesse. A andlise de estrutura populacional em um
painel de individuos permite avaliar a estrutura genética presente na populacao estudada
(Deperi et al., 2018), sendo a Andlise de Componentes Principais (PCA) um dos métodos mais
utilizados para este proposito. Descrita por Pearson (1901) e aplicada por Hotelling (1933,
1936), essa analise converte as variaveis pertinentes (neste caso, os SNPs) em um conjunto
menor de variaveis que explicam a variabilidade dos dados, permitindo a redugdo de
dimensionalidade (Wang et al., 2020).

Ja& o relacionamento genético entre os individuos pode ser conhecido por meio do
coeficiente de endogamia, que calcula a probabilidade de dois alelos serem idénticos por
descendéncia, e os coeficientes de relacionamento, que quantificam a relacdo genética entre
individuos com base na ancestralidade compartilhada (Bernstein et al., 2018; Villanueva et al.,
2021). Essas medidas de relacionamento podem ser obtidas diretamente via identidade por
descendéncia (do inglés, identity-by-descent — IBD), referindo-se a alelos idénticos que foram
herdados do mesmo ancestral comum, ou indiretamente via identidade por estado (do inglés,
identity-by-state — IBS), em que os alelos s3o idénticos sem necessariamente compartilharem
origens ancestrais recentes. Para GWAS, o IBS ¢é o mais comumente utilizado devido a
limitagdo sobre o conhecimento da estrutura familiar ancestral das amostras, sendo, ainda
assim, util para auxiliar na identificacao de regides do genoma associadas a caracteristicas de

interesse (Berdugo-Cely et al., 2023).
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Ao se conduzir GWAS em espécies poliploides, como a batata, o pacote do R
GWASpoly, desenvolvido por Rosyara et al. (2016), tem sido amplamente utilizado para nas
analises usando o modelo linear Q + K (Yu et al., 2006), a fim de controlar associagdes espurias,
ou seja, uma associagao com efeitos tendenciosos e sinais falsos devido a estruturagao ou forte
relacionamento (Naeem et al., 2021; Yuan et al., 2020). Neste modelo, Q representa a estrutura
populacional e K ¢ a matriz de relacionamento gendmico. Assim, um estudo de utilizando o
modelo Q + K ird, potencialmente, controlar os efeitos de estruturacao de populacdo e do
relacionamento entre individuos que possuem uma origem ou ancestralidade em comum
(Rosyara et al., 2016).

Além disso, outro ponto importante a ser avaliado em GWAS ¢ o decaimento do
desequilibrio de ligacdo (DL). Esta andlise permite quantificar o grau de associacdo nao-
aleatoria, ou preferencial, entre alelos de diferentes locos em uma populacdao. Caso o conjunto
de SNPs ndo seja denso o suficiente, permitindo uma cobertura ampla do genoma, ndo sera
possivel identificar marcadores associados a caracteres de interesse (Hill & Robertson, 1968;
Vos et al., 2017). Recentemente, Gerard (2021) propds um método para estimar o DL
especificamente em espécies poliploides, por meio do qual ¢ possivel estimar o DL em
autopoliploides mesmo considerando a incerteza genotipica, sob a hipdtese de equilibrio de
Hardy-Weinberg, utilizando probabilidades das dosagens do genétipo.

Portanto, o objetivo deste estudo foi identificar marcadores SNPs associados a
caracteres morfologicos, agrondmicos e relacionados a brotacdo em batata tetraploide. Durante
o estudo, buscou-se também estimar parametros genéticos para caracteres agrondmicos e
relacionados a brotagdo de batata tetraploide, estudar o decaimento do desequilibrio de ligacao
entre pares de marcadores SNP em painel de batata tetraploide, e analisar a estrutura genética

populacional e o relacionamento gendmico realizado de acessos de batata tetraploide.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O género Solanum, ao qual as batatas cultivadas e selvagens pertencem, possui mais de
1 mil espécies reconhecidas e ¢ composto por outras plantas economicamente importantes
como, berinjela e tomate (Kaunda & Zhang, 2019). As espécies selvagens de batata possuem
distribuicdo nas Américas, desde o sudoeste dos Estados Unidos até o centro da Argentina e do
Chile (Hijmans & Spooner, 2001). Elas possuem dois centros de diversidade, um na América
do Norte e Central, com centro no México, € a outra ¢ na América do Sul, com centro nos
Andes, se prolongando da Venezuela ao Chile. Dentre as espécies cultivadas, ha diversas
ploidias variando de diploide (2n = 2x = 24), a pentaploide (2n = 5x = 60), e, como exemplo,
se pode citar as espécies S. ajanhuiri € S. stenotomum como diploides, S. tuberosum como
tetraploide, e S. curtilobum como pentaploide (Spooner et al., 2007).

A espécie S. tuberosum L. € a mais utilizada comercialmente e sua origem ocorreu na
América do Sul (Adu et al., 2019), de um progenitor silvestre do complexo S. brevicaule,
localizado no sul do Peru (Machida-Hirano, 2015). S. tuberosum constitui uma das espécies de
batata mais importantes para o0 mundo devido a seu alto valor nutricional (Douches &
Jastrzebski, 1993), produzindo por volta de 374 milhdes de toneladas no ano de 2022
(FAOSTAT, 2022). Desse total, 54,3% estao concentrados no continente asiatico, tendo, como
maiores produtores, China, India e Russia, enquanto 26,2% da producio permanece na Europa,
com destaque para Ucrania, ¢ 11,9% no continente americano, tendo os Estados Unidos como
principal produtor. Os restantes 7,6% da produgio sio derivados da Africa e Oceania
(FAOSTAT, 2022). O Brasil estd na 19? posi¢ao na produgdo global de batata, produzindo por
volta de 3 milhdes de toneladas em 2022. Para o consumo de batata fresca, o Brasil é
autossuficiente e nao ha necessidade de importagdo. No entanto, quando se trata do mercado de
alimentos congelados, o Brasil depende de importagdo ja que a demanda ¢ maior do que a
capacidade de producdo local (Horodyska et al., 2021; Silva et al., 2022).

Apesar de ser tratada como anual, para fins comerciais, a planta da batata ¢ uma planta
perene. No geral, as batateiras sdo advindas de tubérculo-semente ou batata-semente, que nada
mais ¢ do que o tubérculo plantado do qual surge a planta. Este conceito ¢ diferente de uma
semente verdadeira, que ¢ nomeada semente botanica e ¢ utilizada apenas para fins de
melhoramento genético (Fortes & Pereira, 2003). A planta apresenta caule flexivel, e ¢ dividido
entre aéreo e subterraneo. Suas flores possuem o formato de cimeira e sdo hermafroditas,

podendo ser branca, rosada ou arroxeada. Geralmente, a flor possui incapacidade de ser
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fecundada pelo seu proprio polen, o que impede a autofecundacdo. Outra estrutura, a qual se da
o nome de batata, sdo os tubérculos. Eles consistem em caules subterraneos que se adaptaram
para ser o sistema de reserva de amido da planta, sendo também utilizados como meio de
propagacao. Na pelicula da batata, pode-se observar os olhos, que sdo gemas dormentes de onde
sairdo as hastes e os estoldes quando ¢ quebrada a dorméncia e inicia-se brotagdo (Fortes &
Pereira, 2003).

Do ponto de vista genético, S. tuberosum ¢ uma espécie autotetraploide (2n = 4x = 48),
possuindo quatro copias homologas de cada um dos seus 12 cromossomos. A origem da ploidia
mais elevada da batata, em comparacdo com outras espécies cultivadas, que sdo diploides
(milho, soja, arroz, feijdo, outras), ¢ sugerida pela habilidade da batata diploide em produzir
graos de polen 2n de forma natural (Rodriguez, 2010). A existéncia de quatro cromossomos
homologos em autotetraploides pode resultar em um pareamento cromossdmico entre dois
cromossomos (bivalentes) ou entre mais de dois cromossomos homodlogos (multivalentes) de
forma aleatdria, caracterizando uma heranga tetrassomica (Bradshaw, 2007). Adicionalmente,
distor¢des sistematicas na segregacao, podem acontecer a partir de um fendmeno conhecido
como dupla reducdo, adicionando dificuldade ao estudo genético de espécies autotetraploides
(Amadeu et al., 2016).

O cultivo da batata ocorre por meio do seu tubérculo por propagacao vegetativa, sendo
utilizada para fins de producdo agricola e manuten¢do de germoplasma. Pelo seu grande
consumo, a batata precisa ser normalmente armazenada por varios meses, € isso pode ser
problematico em razao do fendmeno natural de brotagdo. Apds a colheita, os tubérculos ficam
com suas gemas (olhos) dormentes, ndo ocorrendo brotacdo. Normalmente, esse periodo de
dorméncia € menor que o de armazenamento, fazendo com que a brotacao precise ser controlada
e/ou que tenha o tempo de ocorréncia aumentado para ndo afetar o valor nutricional da batata
(Boivin et al., 2020). Um grande problema de tubérculos com brotos ¢ a alta concentragao de
glicoalcaloides, como a solanina. Essa substancia ¢ toxica para os humanos quando consumida
em grande quantidade (Zhang et al., 2018).

Além de caracteres relacionados a brotacdo, outros tipos de caracteres como o0s
morfolégicos e relacionados a producdo sdo importantes de serem avaliados visando os
segmentos de mercado da batata, sendo alguns deles: mesa, chips e pré-frita. Como exemplo,
para o mercado de batata chips e de mesa, o formato do tubérculo esperado ¢ redondo e ovalado
enquanto que para o mercado de pré-frita o mais adequado sdo cultivares com formato

alongados (Pandey et al., 2022). O peso seco da parte aérea esta correlacionado positivamente
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ao contetido de amido nos tubérculos, logo, teor de matéria seca € utilizado para monitorar a
eficiéncia do processamento na industria de fritura, evitando fatias quebradicas e danificadas
(Goscinna et al., 2024; Su & Sun, 2017). A cor da polpa também tem influéncia quando se fala
sobre segmentos de mercado. Para o mercado de batata chips, ha uma preferéncia da cor da
polpa branca, normalmente mais firme. J& para o mercado de mesa, a preferéncia dos
consumidores ¢ pela cor da polpa creme ou amarelada (Nick & Borém, 2017).

O primeiro passo no melhoramento genético da batata (Figura 1) ¢ a selecdo dos
genitores € o cruzamento entre eles. Esses genitores sdo altamente heterozigotos, e cada
semente botanica resultante desse cruzamento difere bastante entre si em virtude da segregagcao
dos multiplos locos (Campos & Ortiz, 2020). A selecdao Fi em batatas envolve a avaliacdo das
plantulas originadas da germinacdao e emergéncia de sementes verdadeiras, bem como do
tubérculo desenvolvido subsequentemente. Portanto, sementes verdadeiras, obtidas por
hibridizacdo e normalmente plantadas em casa de vegetagcdo, sdo cruciais para selecionar
caracteristicas desejaveis no melhoramento da batata (Aydin & Oztiirk, 2022; Koyuturk &
Yilmaz, 2022). A sele¢do assistida de marcadores pode facilitar essa sele¢do ao identificar se
os genodtipos Fi apresentam marcas para o perfil de produto desejado ou se € necessario o
descarte, sem haver a necessidade de seguir selecdo visual ou etapas subsequentes.

Ao realizar a selecdo de plantulas Fi, comegam os testes de produtividade e de
caracteristicas de interesse por meio da propagacdo clonal das batata-sementes em campo.
Dentre essas caracteristicas, podem ser citadas tamanho e formato do tubérculo, profundidade
dos olhos, cor e textura da casca, peso de matéria seca, qualidade, além de caracteristicas
relacionadas a doencas. Nos dois primeiros anos (Figura 1), sdo realizadas avaliagdo de
caracteristicas morfoldgicas e, nos quatros anos seguintes, os genotipos sao avaliados em mais
locais e com repetigdes, com énfase em caracteristicas mais quantitativas, como aquelas
relacionadas a produgdo (Bonierbale et al., 2020; Pandey, 2021). Por fim, ao chegar no tltimo
ano com um clone elite, o foco ¢ no desenvolvimento do mercado e a promog¢ao das novas
variedades, explorando os interesses de produtor, consumidor e industria para uma melhor

aceitacdo no mercado (Pandey, 2021).
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Figura 1 — Esquema geral de melhoramento classico de batata.

Policruzamentos
1
Estagio de muda
ANO 1 F1 ¢
~20000 individuos
1
Teste preliminar de produtividade com os clones Primeira geracdo clonal
ANO 2 selecionados em F1 (~ 2 locais) ~1500 clones
1
ANO3 Teste avancado de produtividade ( - 3 locais com Segunda geracdo clonal
repeticaa) ~300 clones
ANO 4 Teste avancado de produtividade ( - 5 locais com Terceira geracao clonal
repeti¢ao) ~100 clones
1
ANOS Teste avangado de produtividade ( > 5 locais com Quarta geracao clonal
repetigao) ~40 clones
1
ANO 6 Selecéo e Liberagédo de clones elite ~2 clones

Fonte: adaptado de Bonierbale et al. (2020).

Assim como outras caracteristicas de interesse, o desenvolvimento de variedades com
uma brotacdo mais tardia por métodos de melhoramento tradicionais ¢ complexo ¢ demanda
certo tempo (Andersson et al., 2017). As razdes pelas quais hd demora na obtencao de cultivares
estd relacionada aos fatos de a genética da cultura ser complexa em funcdo da poliploidia,
heranca tetrassomica e alta heterozigosidade, relatados em tdpicos acima, exigindo a
amostragem de milhares de sementes botanicas e a propagacao clonal em ensaios subsequentes
com crescente tamanho de parcelas e locais/anos de avaliagdo. Técnicas de biotecnologia
podem ser utilizadas para contornar algumas dificuldades das técnicas convencionais (Barrell
et al., 2013).

Dentre as técnicas de biotecnologia disponiveis, tém-se os chamados marcadores
moleculares. Diferentes tipos ou sistemas de marcadores foram desenvolvidos e utilizados para

a batata até o momento, como, por exemplo, marcadores do tipo de polimorfismos de tamanho
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de fragmento amplificado (do inglés, amplified fragment length polymorphisms — AFLP) (del
Rio & Bamberg, 2021) e de repeticdes de sequéncias simples (do inglés, simple sequence
repeats — SSR) (Ivanova-Pozdejeva et al., 2022). Mais recentemente, o foco dos estudos com
esta cultura tem sido nos SNPs, por serem marcadores de alta densidade e rendimento, além de

mais informativos quando comparados aos marcadores AFLP e SSR, por exemplo.
2.1. DOSAGEM ALELICA DE SNPs

A genotipagem em batata tetraploide ¢ desafiadora porque seus locos marcadores podem
ter até quatro alelos diferentes cada. Por consequéncia, para andlise genética, ¢ necessario um
sistema de genotipagem que possa diferenciar tais alelos (haplotipos), ou, ao menos, quantificar
o nimero de copias de cada alelo a partir de um sistema de analise bialélico. Esse nimero de
copias dos alelos de marcadores bialélicos (4 e a), como os SNPs, também chamada de
zigosidade, pode ser categorizada como nulliplex (aaaa), simplex (Aaaa), duplex (4A4aa),
triplex (44Aa) e quadruplex (44A4AA) em tetraploides (Uitdewilligen et al., 2013). Até
recentemente, a identificagdo das dosagens alélicas ndo era claramente realizada, devido as
limitagdes apresentadas por sistemas de marcadores baseados em reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e géis eletroforéticos, exclusivamente. Atualmente, isso € possivel pelo
desenvolvimento de plataformas de genotipagem de SNPs que possibilitam inferéncia de
dosagem a partir de sinais proporcionais a quantidade de cada alelo nos individuos e pacotes
como fitTetra v.1.0. (Voorrips et al., 2011).

Um exemplo de plataforma para genotipagem para poliploides, por meio de SNPs, ¢ a
[llumina Infinium. Ela se baseia na tecnologia BeadArray da [lumina, que nada mais ¢ que um
chip com esferas de silica em forma de matriz. Em cada granulo ha a sequéncia especifica de
captura do seu polimorfismo correspondente, € ao ser processado, o DNA se hibridiza com as
esferas e emitem sinais fluorescentes. Como os SNPs sdo bialélicos, esse sistema descreve a
intensidade de fluorescéncia de duas sondas, uma correspondendo a cada alelo, em cada loco,
como coordenadas cartesianas (X,Y). Logo, ¢ possivel identificar a dosagem alélica pois
espera-se que as intensidades dos sinais, R = Y /(X +Y), sejam proporcionais as respectivas
dosagens (Felcher et al., 2012; Mollinari & Serang, 2015). Simplificadamente, no caso do
fitPoly, um modelo de mistura de normais ¢ ajustado, com cada distribuicdo normal
correspondendo a uma distribui¢do de valores R originadas das cinco possiveis classes (0, 1, ...,

4), e, assim, as classificacdes de doses sao obtidas.
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2.2. ESTUDOS POPULACIONAIS E RELACIONAMENTO GENOMICO

Ap6s dosagem e filtragem para qualidade, os dados de SNPs podem ser utilizados para
avaliar a estrutura populacional em um painel de individuos. O objetivo ¢ caracterizar a
estrutura genética presente na populagao disponivel, que podera conter individuos oriundos de
diferentes origens e regides geograficas, contemplando, assim, histdrias evolutivas especificas
(Deperi et al., 2018). Um dos métodos amplamente utilizados para isso ¢ a andlise de
componentes principais (PCA). Tal andlise, descrita inicialmente por Pearson (1901) e
posteriormente aplicada por Hotelling (1933, 1936), converte as variaveis pertinentes (no caso,
os SNPs) em um mesmo nimero de variaveis, chamados de componentes principais, de tal
modo que maior variabilidade do conjunto de dados possa ser explicada pelos primeiros
componentes (Wang et al., 2020). Este procedimento possibilita a redu¢cdo da dimensionalidade
multivariada com pouca perda sobre a explicacdo da variacao inicial existente.

A PCA aplicada em dados bialélicos, como SNPs, encontra autovalores e autovetores
da matriz de covariancia das frequéncias dos alelos. Com base nos componentes principais, €
possivel visualizar as amostras e suas distdncias em um grafico de dispersdo ao projetar os
genotipos no espago ampliado pelos eixos dos componentes principais, sendo possivel observar
evidéncia de identidade causada por origem ou ancestralidade comum. Isto ¢ uma propriedade
importante porque essas distancias entre os grupos refletem as distancias genéticas da
populagdo (Elhaik, 2022).

No contexto dos estudos de associacdo genomica ampla (GWAS), além da estrutura
populacional, ¢ fundamental investigar o relacionamento genético entre os individuos. Esse
relacionamento pode ser expresso por meio de uma matriz de relacionamento gendmico
realizado em um painel de individuos com base nos dados de SNPs, considerando a covariancia
de um individuo com ele mesmo — coeficiente de endogamia, diferenca em relagdo a 1 na
diagonal principal — e a covariancia entre os pares de individuos — coeficientes de
relacionamento, fora da diagonal principal. O estudo desse relacionamento ou endogamia €
fundamental, pois, em maior magnitude, pode causar a reducao da diversidade genética dentro
da populacdo (Villanueva et al., 2021).

Uma abordagem baseada em SNP para caracterizar o relacionamento gendmico entre
individuos foi proposta por VanRaden (2008) e adaptada para autopoliploides por Ashraf et al.
(2016) e Endelman et al. (2018). Ela se da pela formula:
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- ww’
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em que W ¢ a matriz que especifica as dosagens alélicas dos individuos, centrada na média, py
¢ a frequéncia do primeiro alelo no loco k e g, € a frequéncia do segundo alelo no loco k. A
diagonal de WWT mostra o niimero de locos homozigéticos para cada individuo, e seu valor
menos 1 representa o coeficiente de endogamia gendmica, que serd maior se o individuo for

mais endogamico.
2.3. DESEQUILIBRIO DE LIGACAO E ESTUDOS DE ASSOCIACAO

O desequilibrio de ligagdo (DL) determina o grau de associacdo ndo aleatoria, ou
preferencial, entre alelos de diferentes locos numa populacao. H4 diversas medidas que podem
ser utilizadas para estimar o DL (Flint-Garcia et al., 2003). Dentre elas, o coeficiente de
correlagdo de Pearson ao quadrado (r2) é o mais comumente utilizado (Hill & Robertson,
1968). No entanto, tal medida foi proposta no contexto de espécies diploides, sendo necessario
utilizar abordagem alternativa para espécies poliploides, como a batata. Recentemente, Gerard
(2021) propdés um método para estimar o DL especificamente em espécies poliploides, que
permite assumir o erro em conhecer os genodtipos (dosagem alélica), e para poliploides essa
incerteza ¢ muito maior do que em diploides.

Virios fatores evolutivos afetam o DL (Flint-Garcia et al., 2003), dentre eles: mutagao,
recombinacao, fluxo génico e selecao. Enquanto mutagao, fluxo génico e selecao podem elevar
o DL entre locos, a recombinacdo pode reduzir este pardmetro ao longo das geragdes. Com sua
propagacdo vegetativa, a batata possui relativamente poucos eventos historicos de
recombinacao, resultando, de modo geral, um decaimento moderado de DL (Tagliotti et al.,
2021). O sucesso de estudos genéticos, como GWAS, pode se dar pela extensao de DL presente
entre locos. Isso porque sua extensdo ao longo do genoma determinard se o numero de SNPs
genotipados serd suficiente para detectar associagdes entre gendtipo e fendtipo (Vos et al.,
2017). Se o DL decair rapidamente, maior quantidade de SNPs sera necessaria para detectar
tais associagoes (D’hoop et al., 2010).

O DL ¢ a base para identificar marcadores associados a caracteres de interesse por meio
da metodologia de GWAS. Nesse tipo de estudo, um painel de germoplasma tem examinados
— ¢ eventualmente controlados — a estrutura de populagao e o relacionamento gendmico
estimados a partir de marcadores. Nas populacdes utilizadas para GWAS, individuos de uma

mesma origem, ou aparentados, tendem a compartilhar alelos em comum no genoma, formando
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subpopulagdes de individuos dentro da populagdo (estrutura). Por isso, se a carater estiver com
alta frequéncia na subpopulacdo, os SNPs mais comuns dentro dela podem apresentar
associacdao espuria com a carater estudada (Tibbs Cortes et al., 2021). Logo, painéis cujas
amostras apresentam baixa estrutura populacional ou parentesco diminuem o risco de se obter
associacdes espurias entre gendtipo e fenotipo. Se um certo painel de GWAS englobar
individuos de diferentes germoplasmas, que tiveram suas respectivas historias evolutivas, e se
realizar o controle de estrutura e parentesco, o estudo auxiliara no controle de associagdes nao-
espurias entre gendtipo e fenotipo (Rosyara et al., 2016).

Em espécies autopoliploides, o pacote do R GWASpoly desenvolvido por Rosyara et al.
(2016) ¢ aproveitado para conduzir o GWAS usando o modelo linear misto Q + K em SNPs
para controlar associagdes espurias (Naeem et al., 2021; Yuan et al., 2020), em que Q representa
a estrutura populacional e K ¢ a matriz de relacionamento gendmico. Trata-se de uma
abordagem de modelo misto que auxilia no controle de associagdes espurias de marcador-

carater, com modelos apropriados para espécies poliploides.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. MATERIAL VEGETAL

O painel de individuos genotipados contém 240 gend6tipos oriundos de diferentes bancos
de germoplasma dos paises Brasil (159), Quénia (79) e EUA (2), e foram utilizados nos estudos
de estrutura de populagdo e relacionamento gendmico.

Ja& o painel de individuos fenotipados contém 351 genoétipos, e foram utilizados na
estimacao de herdabilidades e obtencdo de médias ajustadas. Destes, trés genodtipos foram
utilizados como testemunha, sendo eles as linhagens Asterix, BRS IPR Bel ¢ Markies.

Comparando os individuos dos dois painéis, um total de 137 continham informagdes
genotipicas e fenotipicas, efetivamente usadas em GWAS. Ambos os painéis foram obtidos,

avaliados (genotipagem e fenotipagem), e disponibilizados pela Embrapa Clima Temperado.
3.2. DADOS FENOTIPiCOS

3.2.1. DADOS AVALIADOS EM CASA DE VEGETACAO

Nos anos de 2020 e 2021, os gendtipos foram avaliados em casa de vegetacdo na
Embrapa Clima Temperado, Pelota — RS. Em 2020, o plantio foi realizado no inverno e a
colheita na primavera, nos meses agosto e novembro, respectivamente. Em 2021, o plantio e
colheita foram realizadas no outono, entre os meses margo ¢ junho. Os experimentos foram
conduzidos em delineamento de blocos aumentados de Federer, com testemunhas comuns,
tendo 11 e 9 blocos incompletos nos respectivos anos. Para os dois anos, cada bloco foi formado
por quatro linhas de 3,6 m de comprimento. A distancia entre os blocos foi de 60 cm, mas
apenas entre os blocos sete e oito a distancia foi de 1,68 m entre eles.

Em 2020, os onze blocos foram constituidos por 27 tratamentos regulares (genotipos) e
3 tratamentos comuns (testemunhas), possuindo um total de 30 parcelas, sendo cada parcela
constituida de 2 vasos de 24 cm de didmetro. Multiplicando-se os 30 genotipos pelos 11 blocos,
houve um total de 330 genotipos plantados. No ano seguinte, 2021, os noves blocos também
foram constituidos por 27 tratamentos regulares (gendtipos) e 3 tratamentos comuns
(testemunhas). Houve um total de 270 gendtipos plantados devido haver 30 genotipos e 9
blocos. No conjunto dos dois anos, foi possivel observar um total de 351 genoétipos avaliados,

sendo 105 gendtipos avaliados em ambos os anos.
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A avaliagdo fenotipica foi realizada para seis caracteres morfologicos (Asp, CorPel,

CorPol, LarTub, CompTub e Form) e cinco caracteres de producao (NH, AF, PSPA, NTT,

PFT), descritos com mais detalhes na Tabela 1.

Tabela 1 — Modos de avaliacdo dos quatorze caracteres de batata avaliados em painel de diversidade

da Embrapa
Caracteres Sigla Modo de avaliacdo
Caracteres morfologicos

Aspereza da pelicula Asp Escalade 1 a 5, sendo: (1) liso; (2) intermediaria entre liso

do tubérculo e médio; (3) médio; (4) intermediaria entre médio e
Russet; (5) Russet

Cor da pelicula CorPel Escala de 1 a 12, sendo: (1) amarela; (2) amarela clara; (3)
intermedidria entre amarela claro e média; (4) amarela
médio; (5) intermediaria entre amarela média e intensa; (6)
amarela intensa; (7) vermelha; (8) vermelha clara; (9)
intermediaria entre vermelho claro e média; (10) vermelha
média; (11) intermediaria entre vermelha média e intensa;
(12) vermelha intensa

Cor da polpa do CorPol Escalade 1 a 5, sendo: (1) branca; (2) creme; (3) amarela

tubérculo clara; (4) amarela média; (5) amarela escura

Comprimento do CompTub Milimetros (mm)

tubérculo

Largura do tubérculo LarTub Milimetros (mm)

Formato do tubérculo Form Escalade 1 a 5, sendo: (1) redondo; (2) intermediario entre

redondo e ovalado; (3) ovalado; (4) intermedidrio entre
ovalado e alongado; (5) alongado

Caracteres relacionados a producio

Numero de hastes NH Numero de hastes por planta

Area foliar AF Escalade 1 a 5, sendo: (1) quando a area coberta pela
planta ocupava até 25 % do vaso; (2) entre 25 e 50%; (3)
entre 50 e 75%; (4) entre 75 € 99% e (5) quando a area
coberta era de 100%

Peso seco da parte PSPA Gramas (g)

aérea

Numero total de NTT Quantidade de tubérculos

tubérculos pertencentes

ao total da amostra

Peso fresco de PFT Gramas (g)

tubérculos

Caracteres relacionados a brotagdo

Dias para iniciar a DIB Escalade 1 a 5, sendo: (1) até 30 dias; (2) 31 a 60 dias; (3)

brotagdo apds entrada 61 a 90 dias; (4) 91 a 120 dias; (5) acima de 120 dias

na camara fria

Comprimento do broto  CompBrAp  Milimetros (mm)

apical

Numero de brotos NBrLat Milimetros (mm)

laterais

Fonte: a autora.
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3.2.2. DADOS AVALIADOS EM CAMARA FRIA

Para avaliacdo dos trés caracteres de brotacao (DIB, CompBrAp, NBrLat), também
descritos na Tabela 1, foi retirado, em cada ano, um tubérculo por vaso de planta e eles foram
dispostos em caixas divididas por quadrados internos formados pela intersecao de 5 linhas e 8
colunas. Cada gendtipo era representado pelos seus 2 vasos de planta em duas linhas, ou seja,
um tubérculo por linha, mantendo a linha nimero 3 vazia. Logo, cada caixa tinha até 16
genotipos caso todas as plantas produzissem tubérculos, com duas caixas correspondendo a um
bloco do experimento. Apds todo esse processo, os tubérculos foram armazenados e avaliados

por 120 dias em camara fria com temperatura de armazenamento de 7,5 °C.
3.3. ANALISES FENOTIPICAS

Todas as analises foram realizadas no software estatistico R (R Core Team, 2022),

utilizando o pacote ASRem!-R (Gilmour et al., 2015).

3.3.1. ESTIMACAO DE HERDABILIDADES

Para célculo da herdabilidade, os dados fenotipicos (Tabela 1) foram analisados por meio
do seguinte modelo aleatorio, para cada ano separadamente:

Yij= u+G; + Bj + g
em que y;; € o valor fenotipico (mensuragdo do carater) do gendtipo i (i = 1,2, ...,189 ou 271,
a depender do ano), no bloco j (j = 1,2,...,9 ou 11, a depender do ano); u ¢ a média geral
(intercepto); G; € o efeito aleatorio de genotipo, com G;~N (0, aj); B; ¢ o efeito aleatorio de
bloco, com B;j~N (0, ot); e g;j € o erro residual aleatério, com &;;~N (0, a2).

Os componentes de varidncia foram estimados via maxima verossimilhanga restrita (do
inglés, Restricted Maximum Likelihood — REML; PATTERSON & THOMPSON, 1971). Foi
verificado se o efeito de gendtipos possuia significancia pelo teste da razao da verossimilhanga
(do inglés, Likelihood Ratio Test — LRT) com probabilidade de 5%. A herdabilidade no sentido
amplo (H?) foi estimada, para cada carater, pela seguinte equagao:
yr o

o + of

em que O'gZ ¢ a variancia genotipica, 62 é a variancia residual.
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3.3.2. ESTIMACAO DE MEDIAS AJUSTADAS

Para realizagdo de GWAS, as médias ajustadas foram obtidas a partir de modelo misto
para cada ano, separadamente:

Vij= u+G; + Bj + g;

em que y;; € o valor fenotipico (mensuragdo do carater) do genotipo i (i =
1,2,...,189 ou 271, a depender do ano), no blocoj (j = 1,2, ...,9 ou 11, a depender do ano);
p € a media geral (intercepto); G; € o efeito fixo de gendtipo; B; € o efeito aleatorio de bloco,
com B;~N(0, 0); &; ¢ o erro residual aleatorio, com &;;~N (0, g2).

As correlagdes genéticas entre os caracteres foram calculadas entre as médias ajustadas

por meio do coeficiente de correlagdo de Pearson.
3.4. DADOS GENOTIPICOS E CHAMADA DE DOSES

Um total de 240 gendtipos de batata tetraploide foram genotipados no presente estudo,
pertencentes a um painel com acessos oriundos de bancos de germoplasmas vindos dos
programas de melhoramento do Brasil, Quénia e Estados Unidos. Esses acessos foram
genotipados para 8.303 marcadores moleculares do tipo SNP, com base na plataforma Infinium
8303 Potato da Ilumina (SolCAP 8K) (Felcher et al., 2012). A sequéncia da cultivar Atlantic
foi utilizada para o desenvolvimento do SolCAP 8k (Naeem et al., 2021), por isso, ela € utilizada
como controle de genotipagem neste painel. As posi¢cdes dos SNPs foram obtidas por utilizando
a versdo 4.0.3 do genoma de S. tuberosum (da Silva Pereira et al., 2021).

A partir dos valores de intensidade obtidos na genotipagem, utilizou-se um modelo de
mistura, implementado no pacote do R fitTetra v.1.0 (Voorrips et al., 2011) para realizar a
chamada genotipica de amostras autotetraploides com marcadores SNPs. O algoritmo ¢ baseado
na razao dos sinais dos alelos, e ajusta os modelos de misturas das cinco distribui¢des normais
relativas a essas razdes. Assim, foi possivel categorizar os marcadores nas cincos classes
genotipicas possiveis de dosagens dos alelos (aaaa, Aaaa, AAaa, AAAa, AAAA). SNPs com
intensidades de sinal que nao seguiram o ajuste esperado entre o modelo de misturas e as razdes
geram dados ndo-confiaveis, sendo, logo, descartados do conjunto final dos dados. Os SNPs
que possuiam frequéncia de alelos raros (do inglés, minor allele frequency - MAF) inferior a

5%, e acima de 20% de dados perdidos foram removidos do conjunto total de marcadores.
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3.5. ANALISES GENOTIPICAS

Antes de realizar as analises de GWAS, os dados de SNPs foram utilizados para estudar
a estrutura populacional e o relacionamento gendmico realizado entre os 240 individuos do
painel de batata tetraploide. A estrutura populacional foi investigada pela analise de
componentes principais (PCA), via pacote do R pcaMethods v.1.94.0, utilizando o algoritmo
NIPALS (Algoritmo de Minimos Quadrados Parciais Iterativos Nao Lineares) (Stacklies et al.,
2007). O relacionamento gendmico realizado foi obtido pelo método proposto por (VanRaden,
2008), utilizando-se o pacote do R AGHmatrix v.2.0.4 (Amadeu et al., 2016). Para fazer essas
analises, foram utilizados os dados filtrados, com base no tépico 3.4.

Para analisar a queda do DL com a distancia genética, foi utilizado o método proposto
por Gerard (2021) implementado no pacote /dsep v.2.1.5, especificamente desenvolvido para
espécies poliploides. As posi¢des dos SNPs foram baseados no genoma de referéncia v. 4.0.3
conforme descrito em da Silva Pereira et al. (2021), a partir do qual verificou-se a distribui¢ao
de SNPs nos 12 cromossomos. Os SNPs que ndo se encaixaram em nenhum cromossomo foram
colocados no cromossomo 0, os quais, para fins de estudos de desequilibrio de ligagdo, foram

removidos da analise.
3.6. ASSOCIACAO GENOMICA AMPLA (GWAS)

No presente estudo, a andlise de GWAS foi realizada com base na abordagem de
modelos mistos proposta por Yu et al. (2006), estendida por Rosyara et al. (2016) para o
contexto de poliploides, utilizando-se o pacote do R GWASpoly v.2.11, com as médias ajustadas
de ambos os anos modela conjuntamente conforme o seguinte modelo:

y=Xf+Sa+Quv+Zu+¢
em que y € o vetor correspondente as médias ajustadas originadas do modelo misto (gendtipo
como fixo); B ¢é o vetor de efeitos fixos, tendo X como matriz delineamento de anos, além do
intercepto; a ¢ o vetor dos efeitos fixos do i-¢simo SNP e § a matriz de marcadores
parametrizada de acordo com os varios modelos (detalhados a seguir); v € o vetor dos efeitos
fixos populacionais tendo Q@ como matriz de incidéncia para covaridveis subpopulacionais
originadas de PCA (seis primeiros componentes), relacionando y a v; u ¢ o vetor de efeitos
aleatdrios com covariancia entre individuos proporcional a uma matriz de parentesco K, com

u~N(O0, ajK); £ é o vetor de efeitos residuais aleatdrios, com & ~ N(0,021); X e Z sio
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matrizes de incidéncia de 1s e Os relacionando y a 8 ¢ u, respectivamente; e aj e 02 sdo as
variancias genética e do residuo, respectivamente.

Foram investigados quatro modelos estatisticos, sendo eles: 1) Modelo Naive, sem
controle de estrutura populacional (Q) e parentesco (K); i1) Modelo K, controlando apenas o
parentesco; iii) Modelo @, controlando apenas os efeitos da estrutura populacional; e iv)
Modelo Q + K, controlando tanto o parentesco quanto a estrutura populacional. O diagndstico
de tais modelos foi realizado por graficos de quantil-quantil (Q-Q), considerando os P-valores,
na escala logaritmica, —log,,(P), observados versus esperados para saber qual modelo melhor
se ajustou aos dados. Para controlar os falsos positivos (erro tipo I), foi utilizada a corregao de
multiplos testes (M.eff) proposto por Moskvina & Schmidt (2008), consistindo numa
modificacdo da corre¢do de Bonferroni que usa um niimero efetivo de marcadores e considera
o DL entre os marcadores para estabelecimento do limiar.

Como mencionado, cada modelo considerou oito formas de parametrizagao dos
marcadores: aditivo (Figura 2A), aditivo diploidizado (diplo-aditivo) (Figura 2B), simplex
dominante alternativo (1-dom-alt) (Figura 2C), simplex dominante referéncia (1-dom-ref)
(Figura 2D), duplex dominante alternativo (2-dom-alt) (Figura 2E), duplex dominante referéncia
(2-dom-ref) (Figura 2F), geral diploidizado (diplo-geral) e geral. No modelo aditivo, o efeito do
SNP ¢ proporcional a dosagem do alelo menor. Nos modelos simplex dominante, todos os trés
heterozigotos (44Aa, AAaa, Aaaa) sao correspondentes a um dos homozigotos. Nos modelos
duplex dominantes, o estado duplex (44aa) possui o mesmo efeito que todos os outros estados:
simplex (4aaa) e nulliplex (aaaa), ou triplex (44A4a) e quadriplex (A4A4A). Nos modelos
diploidizados, todas as trés classes heterozigdticas possuem o mesmo efeito, transformando os
dados com dosagem tetraploides (4444, AAAa, AAaa, Aaaa, aaaa) em dosagem diploide (44,
Aa, aa), e os seus modelos de agdo génica englobam os efeitos aditivos. O modelo geral

possibilita que qualquer classe de dosagem do SNP seja testada em contraste as demais classes

(Ferrao et al., 2018).
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Figura 2 — Grafico com formas de parametrizagdo para tetraploides dos marcadores SNP. (A) Modelo
aditivo, (B) Efeito diploidizado aditivo, (C) Efeito 1-dom-alt, (D) Efeito 1-dom-ref, (E) Efeito 2-dom-

alt e (F) Efeito 2-dom-ref
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Fonte: adaptado de Rosyara et al. (2016)
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. ANALISES FENOTIPICAS

A analise de graficos boxplots (Figura 3) dos dados brutos exibiu a existéncia de poucos
outliers, com os caracteres apresentando uma boa distribuicao e conformidade com os valores
esperados para os caracteres avaliados.

Ao analisar os modelos considerando os efeitos de genétipo como aleatorio, foi possivel
observar significancia desses efeitos em todos os caracteres e nos dois anos por meio do teste
da razao da verossimilhanca (Tabela 2). Os valores de herdabilidade variaram de 0,27 a 0,96
para caracteres morfologicos, e 0,33 a 0,66 para caracteres de producdo. Estudos similares feitos
por Bisognin et al. (2012), Bradshaw et al. (2008), Fekadu et al. (2013) e Haynes et al. (1996)
reportaram herdabilidades aproximadas as encontrado neste estudo (Tabela 2) para os caracteres
PSPA, Form, NH e CorPol, respectivamente. Para caracteres relacionados a brotagdo,
observou-se valores de 0,69, 0,69, 0,33 para DIB, CompBrAp, NBrLat, respectivamente.

Estudos realizados por Bisognin et al. (2018) revelaram um valor de 0,79 para o carater DIB.

Figura 3 — Boxplot da distribui¢ao dos dados brutos dos caracteres fenotipicos em dois anos de
avaliacdo
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Tabela 2 — A estatistica do teste de razao da verossimilhanga (LRT) e seu respectivo P-valor (¥**P <
0,01, ***P < 0,001) para efeitos de gendtipos e estimativas de herdabilidade, H?, para os quatorze
caracteres em dois anos de avalia¢ao

Ano 1 (2020) Ano 2 (2021)
Classe Caracteres LRT Pvalor H? LRT P-valor H>
Asp 266,42 <22e-16 *** (0,75 67,51 <22e-16 *** (52
CorPel 883,62 <22e-16*** (0,96 438,69 <22e-16*** (0,92
Morfolégicos CorPol 313,03 <22e-16*** (0,81 25225 <22e-16*** (0,84
Form 426,00 <22e-16*** 0,86 123,45 <2,2e-16*** 0,61
CompTub 85,73 <22e-16 *** (0,49 18,46 8,6e-06 *** 0,27
LarTub 42,19 4.1e-11 *** (37 18,74 7,5e-06 *** (27
AF 92,64 <22e-16*** (51 36,89 6,2e-10 *** (0,37
PSPA 163,53 <2,2e-16 *** 0,66 68,58 <272e-16 *** (0,53
Producao NTT 52,86 1,8e-13 *** 0,39 47,21 3,1e-12 *** (0,33
NH 8,43 0,001848 ** 0,56 60,44 3,7e-15 *** (0,33
PFT 55,83 3,9e-14 *** (.43 49,51 9,8e-13 *** (.44
DIB 210,76  <2,2e-16 *** 0,69 56,49 2,8e-14 *** (0,50
Brotacao CompBrAp 194,64 <22e-16 *** 0,69 158,14 <22e-16 *** (0,73
NBrLat 28,52 4,6e-08 *** 0,30 28,82 3,9¢-08 *** (.36

Fonte: a autora.

Ao tratar o gendtipo como efeito fixo, foi possivel estimar suas médias ajustadas (Tabela
3). Para cada carater nos anos 2020 e 2021, notaram-se as respectivas variagcdes de valores
fenotipicos minimos e maximos (entre parénteses): Asp (nota 0,40 e 0,63), CorPel (nota 0,55 e
0,93), CorPol (nota 0,40 e 0,36), CompTub (comprimento de 9,42 mm e 8,65 mm), LarTub
(largura de 5,08 mm e 5,78 mm), Form (nota 0,33 ¢ 0,56), NH (1,11 e 1,53 hastes por planta),
AF (nota 0,68 ¢ 0,62), PSPA (2,49 ¢ 2,70 g), NTT (2,74 e 2,25 tubérculos), PFT (48,89 e 54,32
g), DIB (nota 0,55 e 0,60), CompBrAp (comprimento de 12,32 mm e 15,21 mm) e NBrLat
(nimero de 2,76 e 0,87 brotos laterais por tubérculo).

As correlagdes entre as médias ajustadas para o ano 1 (Figura 4A) foram positivas
significativas para os caracteres: Form e CompTub (0,63), NTT e NH (0,46), CompTub e
LarTub (0,36), AF e NTT (0,34), e PFT e CompTub (0,34). Avaliando os valores de correlagdes
negativas, os seguintes caracteres deram significativas: DIB e CompBrAp (-0,55), NTT e
CompTub (—0,32), NTT e LarTub (-0,25) e NH e LarTub (—0,22). Para o ano 2 (Figura 4B),
foi possivel observar correlagdes positivas significativas para os seguintes caracteres: Form e
CompTub (0,71), NTT e NH (0,54), PSPA e PFT (0,54), NH e AF (0,49), CompTub e LarTub
(0,47), AF e NTT (0,39) e PFT e CompTub (0,30). Ao analisar os valores das correlagdes
negativas, foi possivel observar esse padrdo nos seguintes caracteres: DIB e CompBrAp (—
0,61), DIB e NBrLat (—0,27) e CorPol e CompBrAp (—0,25). Entre os dois anos, as correlagdes
positivas mais significativas se repetiram entre eles, com excegao entre PSPA e PFT que foi

significativa apenas no ano 2.
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Tabela 3 - Médias ajustadas gerais, minimas e maximas para quatorze caracteres em dois anos de
avaliacdo

Classe Caracteres Ano 1 (2020) Ano 2 (2021)
Me¢dia geral Médias min —max  Média geral Médias min — max
Asp 1,93 0,64 — 5,01 1,61 0,53 -5,38
CorPel 4,38 0,67 — 12,56 3,71 0,07 -12,72
Morfoldgicos CorPol 2,90 0,57 —4,86 2,75 0,85-15,07
CompTub 61,37 30,28 — 99,25 46,11 24,37 177,06
LarTub 41,31 24,45 — 56,77 35,94 24,78 — 53,62
Form 3,20 0,49 — 5,18 2,59 0,46 —5,45
NH 3,99 0,99 - 9,00 3,05 0,17-7,96
AF 3,84 1,08 — 5,68 3,92 1,00 — 5,00
Produgao PSPA 8,89 1,10 — 35,63 11,57 3,55-20,86
NTT 10,25 5,49 -21,5 6,52 2,99 — 15,69
PFT 261,03 65,21 —395,33 231,92 45,13 — 450,84
DIB 2,89 0,99 - 5,00 3,29 0,99 — 5,00
Brotacao CompBrAp 26,09 3,09 -159,73 33,56 2,66 — 182,37
NBrLat 3,60 0,00 —16,11 0,54 0,00 — 6,50

Fonte: a autora.

As correlagdes negativas tenderam também a serem significativas entre os anos, com
destaque a correlacdo entre DIB e CompBrAp (-0,55 e —0,61) que possuiu um valor de
correlagdo negativa maior das demais. Zhang et al. (2022) relataram uma correlagao positiva
de 0,33 entre as caracteristicas Largura e Comprimento do Tubérculo (LarTub e CompTub)
utilizando 108 acessos. Este valor foi semelhante ao encontrado neste estudo no ano 1 (0,36) ¢
relativamente inferior ao encontrado no ano 2 (0,47). No estudo realizado por Bisognin et al.
(2012), encontrou-se uma correlagdo entre Form e PFT, apesar deste estudo ndo ter encontrado
uma alta significancia entre esses caracteres, foi encontrado correla¢do entre PFT e CompTub
0 que pode justificar esta correlagdo. A correlagdo positiva entre NTT e NH (0,46 e 0,54 nos
respectivos anos) também foi descrita por Silva et al. (2020), em fungdo de uma tendéncia de
as plantas com maior nimero de hastes tenderem a apresentar um maior nimero de tubérculos.
No entanto, os autores também citaram que NTT estd correlacionado negativamente com
CompTub e LarTub, ou seja, quanto mais tubérculos por planta menor ¢ o tamanho deles,

refletindo no CompTub e LarTub.
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Figura 4 — Correlag@o entre as médias ajustadas de quatorze caracteres em dois anos de avaliagao,

2020 (topo) e 2021 (base)
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4.2. ANALISES GENOTIPICAS

Por meio do pacote R fitTetra v.1.0, foi possivel caracterizar os 240 acessos genotipados
em uma das cinco possiveis classes de dosagens alélicas para cada SNP. Apds a classificagao
dos marcadores, dos 8.303 SNPs restaram 6.092 SNP em fun¢ao da remog¢ao de marcadores
cujas categorizagcdo foi dada como ndo confidvel. Com os dados ajustados a suas devidas
dosagens e ao fazer a filtragem de dados perdidos a 20% e MAF a 5%, o total de SNPs para
realizar as demais analises foi para 4.879 SNPs.

Na analise grafica dos dois primeiros componentes principais (Figura 5), observou-se
um padrdo de agrupamento entre gendtipos de origem comum a partir de dois paises, Brasil e
Quénia, com alguns genotipos sobrepostos entre as duas origens, possivelmente devido a
intercambios de germoplasma. J4 os gendtipos mais afastados correspondem a amostras de
Atlantic com origens diferentes (EUA, Brasil e Quénia), demonstrando que se trata, de fato, da

mesma cultivar.

Figura 5 — Analise dos componentes principais (PC) das 240 amostras a partir de dosagem alélica de
4.879 SNPs
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Fonte: a autora.
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Figura 6 — Dendrograma obtido a partir da matriz de relacionamento gendmico realizado entre 240
genotipos de batata genotipados com 4.789 SNPs

Fonte: a autora.

Analisando o dendrograma obtido a partir da matriz de relacionamento genomico
realizado de VanRaden (Figura 6), foi possivel observar resultados semelhantes aos
encontrados no estudo de PCA. Ou seja, os gendtipos com origem semelhante ficaram
agrupados mais proximamente, enquanto aqueles de origens distintas ficaram mais afastados.
A maior divergéncia foi dos acessos Atlantic, agrupados entre si, em relacdo aos demais
acessos.

Com o objetivo de avaliar a extensdao média dos blocos de desequilibrio de ligacao,
médias de 7 entre pares de SNPs dentro de janelas de 250.000 bp foram utilizadas para ajustar
um modelo nao-linear de decaimento de DL (Figura 7). A distancia que nos fornece valores

r2 < 0.1 deu-se por volta de 1.000.000 bp, ou seja, 1 Mb. Os valores de DL podem variar por
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alguns motivos, dentre os quais destacam-se o tipo de populacdo e de marcadores moleculares,
métodos de genotipagem e limites de significancia selecionados para selecdo do DL. No caso
de painéis de batata tetraploide, por possuir poucos eventos historicos de recombinagdo, alguns
autores, como D’hoop et al. (2010) e Simko et al. (2006), obtiveram como conclusdo um
decaimento por volta de 5 e 10 cM. De acordo com Vos et al. (2017), a distancia de 2 e 4 Mb
¢, em média, equivalente a distdncia de 5 e 10 cM. Zia et al. (2020) observaram um decaimento
por volta de 1,22 Mb utilizando um array SolCAP 12K (Ellis et al., 2018), similar ao valor
encontrado neste estudo. A queda do desequilibrio deste estudo foi mais curta do que
encontrada em outros estudos, provavelmente devido a menor densidade de SNPs e a

composic¢ao da populagdo, majoritariamente formada a partir de duas origens.

Figura 7 — Decaimento do desequilibrio de ligagdo em painel de 240 acessos de batata tetraploide
genotipado com 4.789 SNPs.
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Fonte: a autora.

4.3. ASSOCIACAO GENOMICA AMPLA (GWAS)

Para realizar as anélises de GWAS, foram utilizados médias ajustadas de 137 individuos
genotipados com 4.789 SNPs. Para controlar a estrutura de parentesco, considerou-se a matriz
relacionamento gendmico, conforme implementado pela funcio sez.K() do pacote GWASpoly
baseado nos marcadores de todos os cromossomos exceto daquele cujo SNP esta sendo testado

(leave-one-chromossome-out - LOCO). Além da MAF, também foi utilizado a frequéncia
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genotipica maxima para remover os SNPs que estdo abaixo de um limite de frequéncia (1 -
5/N).

Ao se inspecionar graficos QQ para os modelos Naive, Q+K, Q e K para os quatorze
caracteres agrondmicas e de brotagao, o modelo Q+K foi o que aparentou melhor ajuste (Figura
10, Figura 8 e Figura 9). No geral, os valores de —log;,(P) observados foram semelhantes aos
valores esperados dos modelos, a excecdo das regides de aparente associagdo. Os limiares de
associacdo, obtido via método de M.eff a 5% de significancia, variaram de 4.61 (modelo 1-
dom-alt) a 4.82 (modelo aditivo) (Tabela 4). De acordo com o modelo Q+K utilizado,
observaram-se 2, 2, 1 e 1 picos de associagdo para os caracteres morfologicos Form, CorPol,
LarTub e CompTub, respectivamente (Figura 7), 4 e 1 para os caracteres de producao PSPA e
PFT, respectivamente (Figura 8), e 4 e 1 para os caracteres de brotagdo DIB e CompBrAp,

respectivamente (Figura 9) para os diversos modelos de a¢do génica.

Tabela 4 — Limiares —log;,(P) obtidos pelo método ‘M.eff> para os oito modelos do pacote
GWASpoly

Modelos Aditivo  Diplo- I-dom-  l-dom- 2-dom- 2-dom- Diplo- Geral
aditivo alt ref alt ref geral
—log,0(P) 4.82 4.80 4.61 4.50 4.65 4.62 4.80 4.82

Fonte: a autora.

No presente estudo, foi encontrado pico de associagdo na posicdo 48,8 Mb do
cromossomo 10 para forma de tubérculo (Form) para o modelo aditivo, diplo-aditivo e 1-dom-
ref, além de picos de associacdo no cromossomo O (marcas sem posicionamento no demais
cromossomos) na posicao 22,1 Mb para os modelos aditivo, diplo-aditivo e 1-dom-ref (Figura
8, Tabela 5). Rosyara et al. (2016), ao realizarem estudo de associagdo gendmica, observaram
picos de associacdo significativas para forma de tubérculo no cromossomo 10 e na posi¢ao 48,8
Mb (genoma v.4.03) para o modelo aditivo. Fan et al. (2022) mapearam cinco genes candidatos
na regido Ro do cromossomo 10, putativamente relacionados a Form, empregando um mapa de
ligacdo genética de alta densidade, originado de uma populacao segregante diploide. A regido
Ro ¢ conhecido como o principal loco que controla formato do tubérculo, sendo o alelo Ro
dominante e responsavel pelo formato redondo, e o alelo ro recessivo responsavel pelo formato
longo (Chen et al., 2018).

Para o carater CorPol, foi encontrada uma regido de maior efeito no cromossomo 3 (42,6
Mb), responsavel pelo aumento do valor deste carater para os modelos diplo-aditivo e 1-dom-
alt. Também no cromossomo 3, duas outras regides significativas, umaa 11,2 Mb e outra a 49,4

Mb, contribuem para a diminui¢do da coloracao da polpa para o modelo aditivo, diplo-aditivo,
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1-dom-alt, 2-dom-alt e 1-dom-ref (Figura 8, Tabela 5). Em um estudo feito por Uitdewilligen
et al. (2013) utilizando 84 cultivares genotipadas com 129.156 variantes, observou-se um QTL
no cromossomo 3 na regido de aproximadamente 68,3 Mb (genoma v.3) para cor da polpa, cujas
27 variantes significativas encontravam-se localizadas dentro e perto do gene CHY2 (f-
caroteno hidroxilase), que codifica para uma enzima parte da via de carotenoides.. O estudo
realizado por Pandey et al. (2022) encontrou dois QTLs para CorPol, sendo eles no cromossomo
3 e nas posigoes de 48,5 Mb e 43,9 Mb (genoma v.4.03). Ao analisar a regido entre 49,4 Mb e
43,9 Mb do cromossomo 3 no genoma v.4.03, regido encontrada com associagdo neste estudo
e no estudo de Pandey et al. (2022), respectivamente, foi possivel observar o gene CHY?2
(PGSC0003DMT400026363) na posi¢ao 43,9 Mb e um possivel gene relacionado a enzima
CHY2 (PGSC0003DMT400024575), localizado por volta de 44 Mb no cromossomo 3, se
aproximando mais as regides encontradas neste estudo.

Na regido entre 36,9 Mb e 37,9 Mb do cromossomo 2, em que houve evidéncia de
associacdo para CompTub, hd um gene, nomeados como PGSCO003DMT400043117,
responsavel pela sintese da enzima Sucrose synthase (SuSy). Uma revisao feita por Stein &
Granot (2019) sobre uma visdo geral da sintese de sacarose em diversas espécies vegetais
mostra que a enzima SuSy desempenha uma func¢do fundamental no metabolismo da sacarose,
principalmente nos tubérculos e raizes. Quando a atividade de SuSy ¢ reduzida, as plantas
também terdo um crescimento reduzido, além de reducao da sintese de amido. Ja quando ha
superexpressdo da SuSy, ocorre um aumento no crescimento da planta. Como foi observado
correlacdo positiva entre PFT e CompTub, o gene proposto acima pode ser considerado como
candidato para estudos de CompTub.

Bisognin et al. (2018) realizaram uma analise de QTL para dorméncia e brotagdo de
tubérculos, em uma populagdo segregante diploide (MSX902) constituida de 131 individuos
genotipados com 8.303 SNPs da plataforma Infintum. Nos cromossomos 2, 3 e¢ 7 foram
detectados QTLs associados a liberacdo de dorméncia e da dominancia apical. Como citado
pelos mesmos autores, genes relacionados a resposta ao acido abscisico (ABA), genes TUBBY
e mudanca hormonal das giberelinas (Giberelina 2-oxidase 2 e Giberelina 3-beta-dioxigenase)
estdo associados a dorméncia e liberagdo da dorméncia apical, influenciando, assim, o
comprimento do broto apical. Apesar de os nossos estudos ndo encontrarem associagdes para
DIB nestes cromossomos, foram encontradas associagdes para o CompBrAp no cromossomo 2
(27,5 Mb) e 7 (52,1 Mb), proximas as regides descritas no estudo de Bisognin et al., (2018),

nos cromossomos 2 (27,1 Mb) e 7 (47,4 Mb). Um gene proéximo a posicdo 20 Mb no
35



cromossomo 2, nomeado como PGSC0003DMT400024385, esta relacionado a sintese de
giberelina. No cromossomo 7, foram encontrados os genes PGSC0003DMT400071045,
PGSC0003DMT400071043, PGSC0003DMT400071094 seguidos um do outro e que também
estao relacionados na sintese de giberelina, e o gene PGSC0003DMT400018209 envolvido na
sinalizacdo de ABA.

Na regido de associag¢do ao carater DIB no cromossomo 12 (4,9 Mb), observou-se um
gene nomeado de PGSC0003DMT400000852 com definicao de Aldeido desidrogenase, que
transforma o acetaldeido em 4acido acético, e outro gene nomeado de
PGSC0003DMT400002750, uma proteina de ligagdo responsiva a presenca de etileno. Em
estudos feitos por Claassens (2002), ao expor tubérculos de batata ao etileno, acetaldeido, e
acido acético, apds 5 dias houve 90, 11 e 9% de brotagao dos tubérculos, respectivamente.
Indicando que os produtos acetaldeido e acido acético inibem a brotagcdo, ao contrario do
etileno, que induz a brotacio nos tubérculos. Outro gene candidato ¢é o
PGSC0003DMT400000858 responsavel pela ativagdo da proteina GTPase para uma proteina
contendo gene do fator de ribosilagdo de ADP (ARF). Liu et al. (2012), ao realizarem o estudo
de identificagdo de genes associados a liberacdo de dorméncia de tubérculos de batata,
observaram que a variagdo de expressdo do gene ARFI no tubérculo, tornando-o um gene
putativo na regulagdo da dorméncia e brotagdo na batata. Uma das explicagdes € que o
transporte de fito-hormoénios realizados por ARFI e a mudanca de amido em sacarose sao
necessarios para tecidos que possuem um rapido crescimento, como os brotos (Liu et al., 2012).

Um gene candidato para a caracteristicas PFT ¢ PGSC0003DMT400052115, proéximo a
regido 47,6 Mb no cromossomo 2, constitui-se de uma subunidade regulatéria da proteina
fosfatase 2A. Garcia et al. (2023) estudaram o funcionamento da proteina para diversas
caracteristicas agrondmicas e parametros fisiologicos. Eles puderam concluir que folhas de
plantas batata com super expressdo da subunidade catalitica da proteina fosfatase 2A exibem
altos niveis de carboidratos e o transporte de sacarose com uma regulagao negativa. Isto sugere
um transporte diminuido de sacarose das folhas para os tubérculos, contribuindo para uma

redu¢@o do peso dos tubérculos nas plantas.
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Figura 8 — Graficos de Manhattan e de QQ dos caracteres morfologicos
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Figura 9 — Graficos de Manhattan e de QQ dos caracteres relacionados a producao
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Figura 10 — Graficos de Manhattan e de QQ dos caracteres relacionados a brotagdo
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Tabela 5 — Caracteres com picos de associacdo e seus respectivos marcadores mais significativos

Caréter Modelo génico  Marcador Crom. Posicdo Score  Efeito
Caracteres morfologicos

Form Aditivo solcap snp c2 56344 0 22129989 4,89 0,48
Aditivo solcap_snp cl 8020 10 48863048 8,86 0,52
Diplo-Aditivo  solcap_snp c2 25471 10 48808404 5,88 0,67
I-dom-ref solcap snp c2 25471 10 48808404 5,88 0,67
2-dom-ref solcap snp cl 8020 10 48863048 4,65 0,72
Geral solcap snp cl 8020 10 48863048 7,38
Diplo-Geral solcap snp c2 25471 10 48808404 5,88

CorPol Aditivo solcap snp c2 5736 3 11287783 525 042
Diplo-Aditivo  solcap_snp cl 9141 3 42570907 5,73 1,19
Diplo-Aditivo  solcap_snp c2 5736 3 11287783 5,04 —-0,69
I-dom-alt solcap snp cl 9141 3 42570907 5,73 1,19
1-dom-alt solcap_snp c2 5736 3 11287783 5,04 —0,69
1-dom-ref solcap_snp c2 20227 3 49231930 7,61 —0,94
2-dom-alt solcap snp c2 5736 3 11287783 4,7 =097
Geral solcap snp c2 20282 3 49393157 7,42
Diplo-Geral solcap_snp c2 20282 3 49393157 8,25

LarTub Geral solcap_snp _c2 26790 4 9520486 5,01

CompTub Diplo-Geral solcap snp ¢2 42172 2 37439083 4,87

Caracteres relacionados a producao

PFT 2-dom-alt solcap_snp c2 38552 2 47627484 5,08 47,69

PSPA 2-dom-alt solcap snp c2 55010 1 4952171 4,82 8,00
Geral solcap snp c2 30612 6 833354 5
Geral solcap snp cl 3597 9 2081425 5,54
Diplo-Geral solcap snp c2 30612 6 833354 5,48
Diplo-Geral solcap_snp cl 3597 9 2081425 6,7
Diplo-Geral solcap snp c2 34762 12 8063612 4,94

Caracteres relacionados a brotag¢do

CompBrAp 1-dom-ref solcap snp c2 14703 1 86354960 53 18,85
2-dom-ref solcap_snp c2 41980 2 27557527 7,27 39,75
Geral solcap _snp c2 41980 2 27557527 5,72
Geral solcap snp c2 34865 4 67983299 5,38
Diplo-Geral solcap_snp _c2 14703 1 86354960 5,02
Diplo-Geral solcap snp c2 19692 2 28746087 5,11
Diplo-Geral solcap snp c2 42760 7 52191287 5,26

DIB Geral solcap _snp c2 49209 12 4907175 5,27

Fonte: a autora.
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5. CONCLUSAO

Por meio deste trabalho, ao realizar os estudos de populagio e de parentesco observou-
se uma nitida estruturacdo entre acessos de origens distintas, o que a nivel de GWAS ¢
importante para controlar seu viés utilizando o modelo Q + K. Ao analisar a queda do
desequilibrio de ligacdo por volta de 1 Mb foi possivel concluir que, apesar do nimero reduzido
de SNP, os marcadores cobriram uma boa parte do genoma. Com isso, apds verificar pontos
importantes de influéncia na analise de GWAS, foi encontrar associacdes significativas entre
SNP e caracteres para o modelo Q + K seguindo as parametrizagdes aditivo, diplo-aditivo, 1-
dom-alt, 1-dom-ref, 2-dom-alt, 2-dom-ref, diplo-geral e geral. Dentre elas, os QTLs
encontrados em Form e CorPol validaram o presente estudo com base em diversas literaturas.
Sabendo disso, encontraram-se nas regioes de associagdo dois genes candidatos para CompTub,
cinco genes candidatos para CompBrAp, trés genes candidatos para DIB e um gene candidato
para PFT. Correlagdes importantes entre CompBrAp e DIB (-0,55) e PFT e CompTub (0,33)
foram observadas e nos ajudam a entender alguns resultados de co-localizacdo de QTLs aqui
encontrados. Novos estudos de validacao dos genes propostos sdo necessarios para entender
como funciona o controle genético desses caracteres e a forma em que os genes controlam a
expressao desses caracteres.

Estes resultados sdo de grande importancia pois, com eles, sera possivel implementar
novas estratégias nos programas de melhoramento genético de batata tetraploide. Tendo como
foco final, diminuir no tempo e custos no processo de melhoramento, o que ¢ de extrema
importancia devido ser uma cultura rastica e sem muitos financiamentos para estudo. Ao se
conseguir selecionar gendtipos mais tardios para brotacdo em etapas iniciais do processo, serd
possivel estender o tempo de prateleira e diminuir os riscos envolvidos no consumo de

tubérculos que apresentam brotagao.
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