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RESUMO

SANT’ANA, Gustavo César, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, Marco de 2015.
Relagao da estrutura genética com a eficiéncia no uso de nitrogénio e com a
acuracia de GWAS em milho tropical. Orientador: Aluizio Borém de Oliveira.
Coorientadores: Eveline Teixeira Caixeta e Roberto Fritsche Neto.

Os marcadores moleculares SNP (Single Nucleotide Polymorphism) tém sido
utilizados com sucesso em estudos de diversidade e estrutura genética de populagdes
de milho. Os SNPs também tém sido amplamente empregados em estudos de
associagao genémica ampla (Genome Wide Association Studies - GWAS). Na primeira
parte desse estudo, os objetivos foram analisar a estrutura genética e estudar a relagéo
entre a variagdo genémica, a estrutura genética e a variagédo fenotipica para eficiéncia
no uso de nitrogénio (EUN) em linhagens de milho tropical. As linhagens foram avaliadas
a campo em relacdo a EUN, e genotipadas com 768 marcadores moleculares SNPs
(Sigle Nucleotide Polymorphisms). O conjunto de 62 linhagens analisado apresentou
elevado grau de diversidade genética, comparavel a de painéis maiores analisados em
outros estudos. Isso indica que essas linhagens podem ser incluidas em painéis uteis
para estudos de associagao genémica ampla para EUN. Houve forte relacéo entre o
desempenho fenotipico para a EUN e a estruturagao genética das linhagens de milho
tropical com base nos marcadores SNPs pelo método bayesiano, principalmente quando
a populacao foi subdividida em quatro grupos. Foram observados alelos exclusivos,
ausentes ou com grandes diferencas de frequéncias entre os grupos fenotipicos com
diferentes niveis de EUN, e as diferencgas alélicas foram maiores entre os grupos mais
distintos fenotipicamente. Foi possivel identificar genitores superiores quanto a EUN e
geneticamente divergentes, o que pode possibilitar a exploragdo mais eficiente da
heterose na producédo de hibridos a partir de cruzamentos entre essas linhagens de milho
tropical. A segunda parte desse estudo teve como objetivos analisar o efeito da estrutura
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genética da populagdo, do numero de subgrupos em que a populagao € estruturada e do
numero 6timo de grupos com base no critério de Evanno sobre a acuracia em GWAS
para caracteristicas oligogénicas e poligénicas em linhagens de milho tropical. Para isso,
62 linhagens foram genotipadas com 768 SNPs e fenotipadas para altura de planta e
produtividade de grédos. Foi realizada a andlise da estruturacdo da populagdo em
diferentes numeros de grupos (K=1 a 9), com auxilio do programa STRUCTURE. As
analises de GWAS foram realizadas usando o programa TASSEL. O numero de grupos
e o valor de AK influenciaram de forma distinta a acuracia dos modelos de GWAS para
as diferentes caracteristicas. No caso da altura de planta, a inclusdo da matriz Q nos
modelos levou a um maior ajuste destes, principalmente nos casos em que os numeros
de grupos apresentaram valores de AK mais elevados. Para a produtividade de gréos, a
inclusdo da matriz Q reduziu a acuracia do modelo para todos os valores de K,
independentemente dos valores de AK. Portanto, os resultados indicam que a escolha
do numero 6timo de grupos geneticamente estruturados, com base no critério de Evanno,
pode nao levar a maiores acuracias dos modelos em GWAS. Além disso, ficou evidente
que a estruturagao influencia de maneira distinta caracteristicas oligogénicas e

poligénicas.
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ABSTRACT

SANT’ANA, Gustavo César, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, March, 2015.
Relationship of genetic structure with nitrogen use efficiency and accuracy of
GWAS in tropical maize. Adviser: Aluizio Borém de Oliveira. Co-Advisers: Eveline
Teixeira Caixeta and Roberto Fritsche Neto.

Single Nucleotide Polymorphism (SNP) has been used successfully in genetic diversity
and populations structure studies of maize. SNPs have also been widely used in genome-
wide association studies (Genome Wide Association Studies - GWAS). In the first part of
this study, the objectives were to analyze the genetic structure of 62 inbred lines of tropical
maize, and to study the relationship between genomic variation, genetic structure and
phenotypic variation for nitrogen use efficiency. The lines were phenotyped to NUE and
genotyped with 768 SNPs markers. The set of 62 inbred lines showed a high level of
genetic diversity comparable to other panels evaluated by other scientists. This indicates
that these lines could be included in panels for genome wide association studies for NUE.
The existence of a strong relationship between the phenotypic performance for NUE and
the genetic structure of tropical maize lines was detected. It was observed the occurrence
of exclusive alleles, missing alleles or alleles with large frequency differences between
the phenotypic groups of tropical maize lines with different levels of NUE, and the allelic
differences were greater among the most phenotypically divergent groups regarding
NUE. The data obtained allow identifying superior parents in relation to NUE that are
genetically divergent, which may enable more efficient heterosis exploitation in the
production of hybrids from crosses among the tropical maize lines. The second part of
this study aimed to analyze the effect of the genetic structure of the population, the
number of subgroups in the population is structured and the optimal number of groups
based on criteria Evanno on accuracy in GWAS for different characteristics in tropical
maize lines. To this 62 lines were genotyped with 768 SNPs and phenotyped for plant
height (PH) and grain yield (GY). Then the analysis was performed structuring of the
population in different numbers of groups (k = 1 to 9) by means of Bayesian model, using
the STRUCTURE program. The analysis of GWAS were performed using TASSEL
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program. The results indicated that the number of groups and the value of AK affect
differently the accuracy of GWAS models for different characteristics. In the case of PH,
the inclusion of Q matrix led to a better adjustment of model, especially in cases where
the number of the groups had higher AK values. In the case of GY, the inclusion of the Q
matrix reduced the accuracy of the model for all K values, regardless of the values of AK.
Therefore, the results indicate that the choice of the optimal number of genetically
structured groups through Evanno criterion cannot lead to higher accuracies of models in
GWAS. Furthermore, it was evident that the structure affects differently oligogenic and

polygenic traits.



1 Introducgao Geral

No mundo, cerca de 160 milhdes de hectares sdo cultivados anualmente com
milho (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2014). Aproximadamente
50% desse cultivo é realizado em regides tropicais, nas quais predominam condi¢des de
baixa fertilidade natural dos solos e ocorréncia de secas. No Brasil o milho é o principal
cereal cultivado, sendo que o pais € o terceiro maior produtor mundial. A area plantada
na primeira safra no periodo 2012/2013 foi 6,90 milhdes de hectares e, na segunda safra,
8,99 milhGes, com produtividades médias de 5.146 kg ha' e 3.911 kg ha,
respectivamente (Companhia Nacional de Abastecimento, 2014). Essa produtividade é
baixa, em relagao ao potencial produtivo dos cultivares disponiveis no mercado (Borém,
Galvao e Pimentel, 2015).

Considerando apenas as areas aptas ao cultivo, a producao de milho néo sera
suficiente para atender a demanda mundial nas préximas décadas (Fritsche-Neto e
Borém, 2012). Além da baixa disponibilidade de agua e elevada acidez dos solos,
algumas regides do cerrado possuem limitagcdo a producao agricola devido a baixa
fertilidade do solo. Assim, nos ultimos anos, o interesse pela agricultura sustentavel, com
menor consumo energético e ecologicamente correta, tem estimulado os programas de
melhoramento de plantas a desenvolverem cultivares que possuam maior eficiéncia
nutricional, ou seja, que apresentem produtividade satisfatéria em condigdes de estresse
nutricional e, portanto, com menor custo de produgcdo e menor impacto ambiental
(Fritsche-Neto e Borém, 2012; Abdel-Ghani et al., 2013; Xu et al., 2014).

Entre os diversos tipos de estresses abioticos, a deficiéncia de nitrogénio (N) é
comum nos solos brasileiros, afetando negativamente o desenvolvimento das plantas e
reduzindo a produtividade (Fritsche-Neto e Borém, 2012). Assim, o desenvolvimento de
cultivares eficientes no uso de N apresenta-se como uma opgao economicamente viavel
e ecologicamente sustentavel. Para essa finalidade, o conhecimento da diversidade
genética dentro do germoplasma a ser melhorado auxilia na organizacao da variabilidade
desses materiais e potencializa a maximizagao dos ganhos genéticos (Romay et al.,
2013).

Os marcadores moleculares denominados polimorfismos de nucleotideo unico (Single

Nucleotide Polymorphism — SNP) tém sido utilizados com sucesso em estudos da
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diversidade e estrutura genética de populagbes de milho. Os SNPs também tém sido
amplamente empregados em estudos de associagdo gendmica ampla (Genome Wide
Association Studies - GWAS). No caso do milho, GWAS tém sido utilizados com sucesso
em pesquisas para a detecgdo de genes relacionados a diversas caracteristicas
quantitativas (Cook et al., 2012; Almeida et al., 2014; Kuma et al., 2014; Pace et al.,
2014;Peiffer et al., 2014; Rincent et al., 2014; Sobkowiak et al., 2014).

A estrutura genética da populagdo € um fator importante que pode influenciar
consideravelmente os resultados em GWAS (Wang et al., 2014, Li 2014), e pode existir
em populagdes aleatdrias ou com pedigree definido e conhecido, devido a geografia, a
selegdo natural ou a selegao artificial (van Heerwaarden et al., 2011). Devido a
ocorréncia de diferentes frequéncias alélicas entre subpopulacbdes, a estrutura
populacional pode produzir falsas associagdes entre os marcadores e as caracteristicas
fenotipicas em GWAS (Price, 2010). Consequentemente, essas falsas associagoes
podem inflacionar as estimativas de herdabilidade e reduzir a acuracia das predicdes
genbmicas (Riedelsheimer et al 2012; Wray et al 2013).

Neste contexto, métodos estatisticos tém sido desenvolvidos com o objetivo de se
evitar essas associagdes espurias (Zhang et al., 2010, Li et al., 2014). No entanto, inferir
o numero de grupos que melhor se ajusta aos dados € um desafio, e uma série de
métodos foram desenvolvidos para tal (Pritchard et al., 2000; Evanno et al. 2005;
Schwartz e McKelvey, 2009). Um dos métodos mais utilizados para definir o nimero
otimo de grupos em que a populagédo esta estruturada geneticamente é o critério de
Evanno (Evanno et al., 2005), o qual é baseado no valor de AK, que expressa a taxa de
mudanca de segunda ordem do logaritmo da probabilidade marginal dos dados (Evanno
et al., 2005).

Apesar do grande numero de pesquisas utilizando GWAS e a estruturagao de
populagdes via modelos bayesianos para deteccdo de genes relacionados a
caracteristicas de interesse (Stich et al., 2008; Caniato et al., 2011; Westenge et al.,
2012), ainda é reduzido o numero de estudos que avaliem o efeito do nimero de grupos
em que a populacédo é estruturada e do numero 6timo de grupos com base no critério de
Evanno (Evanno et al., 2005) sobre a acuracia em GWAS.



2 CAPITULO 1

Caracterizagao genética e estrutura populacional de linhagens de milho tropical

para a eficiéncia no uso de nitrogénio



3 Resumo

O crescente interesse pela agricultura sustentavel tem estimulado os programas
de melhoramento a desenvolverem cultivares com maior eficiéncia nutricional. O
melhoramento para aumentar a eficiéncia no uso de nitrogénio (N) requer a
disponibilidade de variabilidade genética adequada. O presente trabalho teve como
objetivo analisar a estrutura genética e estudar a relagdo entre a variagédo gendmica, a
estrutura genética e a variagao fenotipica para eficiéncia no uso de nitrogénio (EUN) em
linhagens de milho tropical. As linhagens foram avaliadas a campo em relagéo a EUN, e
genotipadas com 768 marcadores moleculares SNPs (Sigle Nucleotide Polymorphisms).
O conjunto de 62 linhagens analisado apresentou elevado grau de diversidade genética,
comparavel a de painéis maiores analisados em outros estudos. Isso indica que essas
linhagens podem ser incluidas em painéis Uteis para estudos de associagdo genémica
ampla para EUN. Houve forte relacdo entre o desempenho fenotipico para a EUN e a
estruturagdo genética das linhagens de milho tropical com base nos marcadores SNPs
pelo método bayesiano, principalmente quando a populagao foi subdividida em quatro
grupos. Foram observados alelos exclusivos, ausentes ou com grandes diferengas de
frequéncias entre os grupos fenotipicos com diferentes niveis de EUN, e as diferencas
alélicas foram maiores entre os grupos mais distintos fenotipicamente. Foi possivel
identificar genitores superiores quanto a EUN e geneticamente divergentes, o que pode
possibilitar a exploracdo mais eficiente da heterose na produgao de hibridos a partir de

cruzamentos entre essas linhagens de milho tropical.

Palavras-chaves: diversidade genética, polimorfismo de nucleotideo unico, eficiéncia no

uso de nitrogénio.



4 Abstract

Genetic characterization and population structure of tropical maize lines for
nitrogen use efficiency

The crescent interest in sustainable agriculture has stimulated the breeding
programs to develop cultivars that have higher nutritional efficiency. The breeding for
increased the nitrogen use efficiency (NUE) requires the availability of suitable genetic
variability. This study aimed to analyze the genetic structure of 62 inbred lines of tropical
maize, and to study the relationship between genomic variation, genetic structure and
phenotypic variation for nitrogen useefficiency. The lines were phenotyped to NUE and
genotyped with 768 SNPs markers. The set of 62 inbred linesshowed a high level of
genetic diversity comparable to other panels evaluated by other scientists. This indicates
that these lines could be included in panels for genome wide association studies for NUE.
The existence of a strong relationship between the phenotypic performance for NUE and
the genetic structure of tropical maize lines was detected. It was observed the occurrence
of exclusivealleles, missing alleles or alleles with large frequency differences between the
phenotypic groups of tropical maize lines with different levels of NUE, and the allelic
differences were greater among the most phenotypicallydivergent groups regarding NUE.
The data obtained allow identifying superior parents in relation to NUEthat aregenetically
divergent, which may enable more efficient heterosisexploitation in the production of

hybrids from crosses among thetropical maize lines.

Keywords: genetic diversity, single nucleotide polymorphism, nitrogen use efficiency.



5 Introdugao

Com o intuito de alcancgar elevadas produtividades, produtores de milho adotam
manejo de suas lavouras com elevadas doses de insumos, como corretivos e
fertilizantes, o que implica em altos custos de producdo. Segundo o International Plant
Nutrition Institute (IPNI, 2014),no Brasil, durante o ano agricola de 2012, foram utilizados
aproximadamente 3,5 milhdes de toneladas de nitrogénio. Deste montante, 70% sé&o
provenientes de importacdes. Além disso, pelas estimativas da empresa Petréleo Brasil
S/A (PETROBRAS, 2014), o consumo de uréia no pais apresenta um crescimento de
3,4% ao ano, e a cultura do milho é a principal consumidora desse fertilizante,
consumindo cerca de 1,3 milhdes de toneladas por ano.

Por meio do melhoramento genético é possivel desenvolver cultivares de milho
mais eficientes no uso de nitrogénio (EUN), ou seja, que produzam mais ou a mesma
quantidade de graos, com menor demanda por N. Assim, considerando os dados acima,
cada ponto percentual em que o melhoramento genético reduzir a quantidade de uréia
necessaria no cultivo de milho, significaria uma economia anual de 12,7 mil toneladas do
adubo, o que equivale a aproximadamente US$ 6,8 milhdes. Adicionalmente, o aumento
da EUN nao significa apenas beneficios econémicos, mas também reduz a poluigédo
ambiental. Segundo Cantarella (2007), na cultura do milho, as perdas de N por lixiviagao
de nitrato chegam a 4% e por volatilizagao, é de pelo menos 5% do total aplicado. Assim,
cada ponto percentual de aumento na EUN reduziria, por ano, 215 toneladas de N nos
lencgais freaticos do Brasil e, no minimo, 269 toneladas de N deixariam de ser liberados
na atmosfera sob a forma de aménia. Nesse contexto, o interesse pela agricultura
sustentavel, com menor consumo energético e ecologicamente correta, tem estimulado
os programas de melhoramento a desenvolverem cultivares com maior eficiéncia
nutricional, com um menor custo de produ¢cdo e menor impacto ambiental, contribuindo
para aumentar a seguridade alimentar (Fritsche-Neto e Borém, 2012; Abdel-Ghani et al.,
2013; Xu et al., 2014).

Existem varias metodologias descritas para mensurar a eficiéncia nutricional em
plantas. Dentre essas, Moll et al. (1982) definiram a eficiéncia no uso de N (EUN) como
a relacao entre a produtividade de grdos e a quantidade de nitrogénio disponibilizado
para a planta. Todavia, o melhoramento para aumentar a EUN requer variabilidade
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genética suficiente (Moll et al., 1985; Anbessa et al., 2009). No caso do milho, a variagao
e as relagbes genéticas entre linhagens quanto a EUN é pouco conhecida, o que pode
ter impacto significativo na escolha de genitores para a formacgéo de hibridos (Wu et al.,
2011).

A utilizagdo eficiente do germoplasma de milho no melhoramento requer a
caracterizagdo acurada do desempenho das linhagens a serem utilizadas nos
cruzamentos e das relagdes de parentesco entre elas (Lu et al., 2009; Van Inghelandt et
al., 2010; Semagn et al., 2012; Romay et al., 2013; Wu et al., 2014). Para desenvolver
populacbes melhoradas, € desejavel a utilizacdo de genitores que apresentem
desempenho superior para a caracteristica de interesse, maximize a variancia
intrapopulacional e preserve o padrdao heterético, de forma a maximizar as respostas
heterdticas nos hibridos (Nelson et al., 2008).

Para isso, além de uma acurada caracterizagao fenotipica, a caracterizacio
detalhada dos acessos com base em dados moleculares pode contribuir
estrategicamente para otimizar a utilizacdo do germoplasma disponivel em programas
de melhoramento de milho (Romay et al., 2013). Neste sentido, marcadores SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism) tém sido desenvolvidos e disponibilizados para
diversas espécies de plantas, incluindo o milho (Yan at al., 2010; Elshire et al, 2011;
Ganal et al., 2011). Os SNPs apresentam vantagens em relagdo a outros tipos de
marcadores moleculares: é a forma de variagdo mais abundante no genoma, apresentam
alta reprodutibilidade, possibilidade de automacéo, ampla cobertura do genoma e baixo
custo. No caso do milho, esses marcadores vém sendo amplamente utilizados para a
construcdo de mapas genéticos (Gore et al., 2009), deteccdo de genes/QTLs (Peiffer et
al., 2013), analise de diversidade e estrutura genética populacional (Frascaroli et al.,
2013; Wu et al.,2014), verificacao de parentesco e analises evolutivas (Van Heerwaarden
et al., 2011), analise de arquitetura genética de caracteristicas complexas (Cook et al.,
2012; Peiffer et al., 2014), manutengcdo da pureza genética (homogeneidade),
confirmagao da identidade genética de linhagens (Semagn et al., 2012) e analise de

associagao (Poland et al., 2011; Tian et al., 2011).



6 Objetivos e Hipoteses

a. Objetivo Geral
Analisar a estrutura genética e estudar a relagdo entre a variagdo gendmica e a
variagao fenotipica para eficiéncia no uso de nitrogénio em 62 linhagens endogémicas

de milho tropical.

b. Hipodteses Testadas

H1: A populagao apresenta diversidade genética suficiente para sua utilizagdo em
estudos de associagdo genémica ampla para EUN em milho tropical.

H2: E possivel identificar genétipos superiores em relacdo @ EUN, mas que sejam
geneticamente divergentes para explorar melhor a heterose em cruzamentos entre
linhagens de milho tropical.

H3: Existem alelos exclusivos, ausentes ou com grandes diferencas de
frequéncias entre os grupos fenotipicos de linhagens de milho tropical com diferentes
niveis de EUN.

H4: Ha relagdao entre o desempenho fenotipico para a EUN e a estruturacao

genética das linhagens de milho tropical.



7 Materiais e Métodos

a. Material Vegetal e condugao dos experimentos em campo

Foram avaliadas 64 linhagens endogamicas de milho tropical, que apresentam
variabilidade para EUN (DoVale et al., 2011). Todos os experimentos de campo foram
conduzidos na estacéo experimental Anhembi da Escola Superior de Agricultura Luis de
Queiroz (ESALQ), da Universidade de Sao Paulo (USP) (22°50°51""S, 48°01°06""W,
466h). Para obter sementes em quantidade suficiente e de qualidade para a realizagéo
deste estudo, primeiramente foi realizada a multiplicagdo das linhagens. As parcelas
foram constituidas por duas linhas de 4m de comprimento, com espagamento de 0,80m
entre linhas e 0,20m entre plantas. Na semeadura foram colocadas 20 sementes por
linha. O manejo e os tratos culturais foram realizados de acordo com os procedimentos
recomendados para a cultura do milho (Borém, Galvao e Pimentel, 2015).

As linhagens foram distribuidas no campo de acordo com o delineamento
experimental latice simples (8x8), com duas repeti¢des. Foi usado um esquema fatorial
duplo, constituido por 64 linhas x duas disponibilidades de N (alto e baixo). As parcelas
foram constituidas de uma linha com 4m de comprimento, utilizando-se o espagcamento
de 0,80m entre linhas e 0,2m entre plantas, totalizando 20 plantas por linha, apos
desbaste. O plantio foi realizado na segunda safra (safrinha) de 2014.

No alto N (AN) foram aplicados 150 kg.ha™' de N (27 kg.ha' no plantio e 133 kg.ha-
' em cobertura) e no baixo N (BN), 60 kg.ha' de N (27 kg.ha™ no plantio e 33 kg.ha' em
cobertura). O estabelecimento do baixo nitrogénio (BN) correspondeu a dose em que
houve reducéo de 50% da produtividade de graos em relagdo a condig¢ao ideal de cultivo,
conforme Fritsche-Neto e Borém (2012). O manejo e os demais tratos culturais foram
realizados de acordo com os procedimentos recomendados para a cultura do milho

(Borém, Galvao e Pimentel, 2015).

b. Avaliagao da Eficiéncia no Uso do Nitrogénio (EUN)

Os indices de eficiéncia nutricional foram obtidos conforme descrito por Moll et al.
(1982):



PG

EUN=——
N(aplicadg

(Kg mg")

Em que, EUN: eficiéncia no uso de nitrogénio; PG: produtividade de graos; N(aplicado):

quantidade de nitrogénio fornecido a planta.

c. Analise dos Dados Fenotipicos

Primeiramente, os dados de EUN foram submetidos a analise de varidncia. Em
seguida as linhagens foram agrupadas pelo método de Scott Knott (1974) modificado,
de acordo com seus valores médios de EUN, a um nivel de significancia de 0,01. Os
grupos formados com base no desempenho fenotipico, foram utilizados nas analises

posteriores de estruturagao e diversidade genética.

d. Genotipagem

A genotipagem das 64 linhagens foi realizada no laboratério da Pioneer Hi-Bred
International Int. (Johnston, IA - USA), utilizando o ensaio de alta performance lllumina
GoldenGate (Fan et al., 2003) contendo 768 marcadores SNPs. Os marcadores SNPs
passaram por analise de qualidade, por meio do método Call Rate (taxa de atendimento,
qualificacdo ou repetibilidade). Essa medida é utilizada para eliminar marcadores com
grande quantidade de valores perdidos. Foi adotado um valor de Call Rate> 0,85, ou
seja, marcadores com mais de 15% de dados perdidos foram excluidos das analises.
Além disso, foi avaliada a MAF (menor frequéncia alélica) de cada marcador, a qual esta
relacionada com o polimorfismo dos locos na populagao. Foram selecionados apenas os
marcadores com MAF >0,05. Para esse fim utilizou-se o pacote HapEstXXR (Knueppel
e Rohde, 2014) do programa R (R Core Team, 2014). Para converter os dados
gendmicos de bases nitrogenadas (letras) em algarismos numeéricos foi utilizado o pacote
Scrime (Schwender e Fritsch, 2013).
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e. Analise dos Dados Moleculares

Para cada SNP foram estimadas as frequéncias alélicas, as frequéncias
genotipicas, a heterozigosidade observada, a diversidade génica (heterozigosidade
esperada) e o conteudo de informagao polimorfica (PIC).

O PIC estima o poder discriminatério do marcador ao considerar ndo s6 o numero

de alelos por loco, mas também as frequéncias relativas desses alelos. E expresso por:

PIC=1-> p*->. > p*p’
=l 4)
Em que a=numero de alelos no loco; p~=frequéncia alélica estimada do i-ésimo alelo; e
pj= frequéncia alélica estimada do j-ésimo alelo.
A diversidade génica (DG), também chamada de heterozigosidade esperada, foi

estimada a partir das frequéncias alélicas, e dada por:

DG-1-Y F
j=1

Em que P~ frequéncia alélica estimada do i-ésimo alelo.

A heterozigosidade observada (H,) foi estimada por:

Ho:l—za: p’

j=1

Em que pi= frequéncias dos gendtipos homozigotos.

Para essas analises foi utilizado o aplicativo computacional PowerMarker(Liu e
Muse, 2005).

Para inferir sobre a estrutura populacional das linhagens foi utilizado o método de
agrupamento baseado no modelo “admixture”, com o auxilio do aplicativo STRUCTURE
2.3.3 (Pritchard et al., 2000). No STRUCTURE foram realizadas corridas para varios
nuameros de grupos (K), variando de 1 a 10. Para cada K foram realizadas 10 corridas
com um burn-in de 500.000 e 500.000 replicagbes MCMC (Markov Chain Monte Carlo)
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apos o burn-in. As linhagens foram atribuidas aos grupos (populagdes) de acordo com
as médias de probabilidade de associagao (Q). Qik representa a proporgéo estimada do
genoma da linhagem i derivada da populacéo k (Pritchard, 2000). Com os valores de Q
para cada linhagem, foi gerado um grafico de barras que representa a associagdo da
linhagem a cada um dos K grupos. Foram considerados como pertencentes ao mesmo
grupo os individuos cuja probabilidade de associagdo a esse grupo foi superior a
probabilidade de associagao a qualquer outro grupo. O valor mais provavel de K (numero
de grupos) foi estimado de acordo com o critério de Evanno baseado no valor de AK
(Evanno et al., 2005), com auxilio do aplicativo Structure Harvest (Earl e Vonholdt, 2012).

O AK é expresso por:

m(\ L(K+1)—2L( K)+ L( K—1)\)

o[L(K)]

AK =

Em que, L(K) é a média do logaritmo neperianos da probabilidade dos dados de cada

passo do MCMC, subtraido pela metade da variancia para o numero de populagdes K.
Foi construida uma matriz de dissimilaridade baseada na distancia genética de

Rogers (Rogers, 1972),expressa por:

DR :%Z\’%Z(pij _qj)2
i i

Em que pj e gjsao as frequéncias do i-é€simo alelo no j-ésimo loco nas populagdes
X e Y respectivamente, em que j € o numero de alelos no j-ésimo loco, e m € o numero
de locos examinados.

Com base nessa matriz, foi gerado um dendrograma pelo método de agrupamento
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Average) e as arvores resultantes foram
visualizadas usando o programa MEGA versao 5.1(Tamura et al., 2011). A estabilidade
dos agrupamentos foi testada por meio de 1.000 reamostragens bootstrap. Foram
considerados significativos os nés que apresentaram o mesmo padrao de ramificagao

em pelo menos 50% dos 1000 dendrogramas gerados.
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A diversidade genética foi estimada na populagao total e dentro e entre os grupos
fenotipicos obtidos pelo método de Scott Knott baseado em dados fenotipicos de EUN.
Para quantificar a diversidade genética existente dentro de cada grupo, foram estimados

PIC médio e DG média, conforme descrito anteriormente.
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8 Resultados e Discussao

a. Analise Fenotipica da EUN

Com base no resultado da andlise de variéncia das 64 linhagens para EUN em
condic¢ao de baixa disponibilidade de nitrogénio no solo, ndo houve efeitos significativos
de blocos e de repeticdes.No entanto,foi observado um efeito significativo de gendtipo
na EUN (Tabela 1). Diferengas em relagédo a EUN foram observadas em outros estudos,
que também reportaram consideravel variagdo para a EUN entre linhagens de milho,
com base na de produtividade de graos (Wu et al., 2011; Abdel-Ghani et al., 2013; Bi et
al., 2014). O coeficiente de variacdo de 23,54% esta dentro da faixa aceitavel para
experimentos de campo com plantas sob condi¢cbes de estresse, em que a mortalidade
delas é geralmente alta.Segundo Gallais e Hirel (2004), para a maioria dos caracteres,
na condi¢ao de estresse ha redugao da variabilidade genética, uma vez que os gendtipos
tendem a ter desempenhos semelhantes. Além disso, as médias e a herdabilidade séo
menores e os valores de CV sdo geralmentesdo maiores em relagdo a essas
caracteristicas e parametros avaliados em nivel ideal de N, o que pode dificultar o

processo de selec¢ao de gendtipos superiores (Zhang et al., 2015).

Tabela 1-Quadro de analise de variancia para eficiéncia no uso de Nitrogénio (EUN) em 64 linhagens de milho
tropical em condi¢ao de baixa disponibilidade de N no solo.

Fontes de Variagédo GL QM
Bloco(rep) 14 46,25 ns
Repeticao 1 87,33 ns
Gendtipo 63 418,04 **
Residuo 49 108,89
CV(%) - 23,54
Media - 44,33

"*nao significativo, ** significativo a 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.
QM: quadrado médio.
CV: Coeficiente de variagao.
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O conjunto de 64 linhagens de milho tropical se mostrou bastante diverso em
relacdo a EUN, com valores variando de 17,52 na linhagem L13 a 81,66 na linhagem
L18, com média geral de 44,33 (Tabela 2).

As 64 linhagens formaram 3 subgrupos, com base nas médias da EUN. Os grupos
foram denominados AE (Alta EUN), IE (Intermediaria EUN), e BE (Baixa EUN) (Tabela
2). O AE foi composto por 11 linhagens com valores de EUN variando de 60,03 (L35)a
81,66 (L18), com média de 68,37. O grupo IE foi formado por 30 linhagens com EUN
variando de 38,37 (L45) a 57,80 (L14), com média de 47,52. Ja o grupo BE foi formado
por 21 linhagens com valores de EUN variando de 10,48 (L50) a 37,42 (L43), com média
de 27,80. O grupo IE foi o0 mais homogéneo em relagédo a EUN, com variancia de 32,97.
O grupo BE foi o mais heterogéneo quanto a EUN, com variancia de 63,74. O grupo AE
também apresentou variancia relativamente alta (55,72). Portanto, os resultados reiteram
a existéncia de grande variabilidade entre as linhagens quanto a EUN, como descrito por
DoValle et al (2012).

Alguns estudos tém mostrado que existe grande variagcado natural intraespecifica
em relacao ao metabolismo do N em Arabidopsis, incluindo variacdes na absorgao e na
remobilizagcao desse macronutriente (Masclaux et al., 2011; Chardon e Masclaux, 2012).
No caso do milho, variagdes genéticas relacionadas a remobilizagdo e a absor¢gédo de N
apos o espigamento, ao metabolismo do N, ao transporte do N e a senescéncia também
tém sido reportadas na literatura (Coque et al., 2008; Canas et al., 2009; Sylvester et al.,
2009; Canas et al., 2012).

No Centro Internacional de Melhoramento de Milho e Trigo (CIMMYT) no México
e mais recentemente no Zimbabue e no Quénia, sao avaliados todos os anos milhares
de acessos de milho tropical e temperado. Nessas avaliagdes, sdo poucos 0s genotipos
(cerca de 3%) que apresentam potencial para serem explorados em condi¢des de baixa
disponibilidade de N no solo (Fritsche-Neto e Borém 2012). Isso ocorre porque a grande
maioria dos cultivares modernos e populagdes de melhoramento de milho foram
desenvolvidos em condi¢des de alta fertilidade do solo, com foco em alta produtividade.
Assim, é provavel que essa selecdo de gendtipos mais responsivos a adubagao tenha
reduzido a diversidade alélica associada a tolerancia a baixa disponibilidade de N
(Wissuwa et al., 2009). Portanto, o germoplasma selecionado em condi¢des 6timas de
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cultivo, geralmente ndo € adequado para ser utilizado em condigbes de estresses
abidticos (Fritsche-Neto e Borém 2012, Abdel-Ghani et al., 2013; Bi et al., 2014).

Tabela 2 — Agrupamento das 64 linhagens de milho tropical com base na EUN em condi¢des de

baixa disponibilidade de N no solo.

Numero Linhagens Grupo EUN Numero Linhagens Grupo EUN
1 L18 AE 81,66 32 L58 IE 43,86
2 L17 AE 81,50 33 L64 IE 43,85
3 L12 AE 73,28 34 L52 IE 42,89
4 L25 AE 68,04 35 L6 IE 42,15
5 L19 AE 67,98 36 L7 IE 42,01
6 L37 AE 66,49 37 L22 IE 41,37
7 L39 AE 65,31 38 L40 IE 39,58
8 L2 AE 63,23 39 L11 IE 38,89
9 L34 AE 63,06 40 L16 IE 38,81
10 L24 AE 61,53 41 L45 IE 38,37
11 L35 AE 60,03 42 L43 BE 37,42
12 L14 IE 57,80 43 L49 BE 36,63
13 L10 IE 57,61 44 L31 BE 36,17
14 L26 IE 57,12 45 L29 BE 36,03
15 L53 IE 56,11 46 L62 BE 33,74
16 L23 IE 55,92 47 L55 BE 33,53
17 L44 IE 52,56 48 L33 BE 32,77
18 L61 IE 51,95 49 L27 BE 32,48
19 L51 IE 51,77 50 L47 BE 31,68
20 L20 IE 50,82 51 L42 BE 31,32
21 L36 IE 50,63 52 L48 BE 30,99
22 L54 IE 49,05 * L56 BE 30,94
23 L21 IE 48,62 53 L41 BE 28,60
24 L15 IE 48,61 54 L63 BE 27,76
25 L9 IE 48,42 55 L4 BE 26,75
26 L38 IE 47,62 56 L60 BE 24,27
27 L46 IE 46,98 57 L32 BE 22,68
28 L30 IE 46,50 58 L59 BE 22,21
29 L3 IE 46,12 59 L13 BE 17,52
* L57 IE 45,95 60 L28 BE 14,60
30 L5 IE 45,60 61 L1 BE 13,09
31 L8 IE 45,50 62 L50 BE 10,48

* Linhagens retiradas das analises posteriores por falhasno processo de genotipagem.

b. Analise dos marcadores SNPs

Do total de 768 marcadores SNPs utilizados neste estudo, 50 falharam na
genotipagem de todos os individuos e foram eliminados das analises. Dos marcadores
restantes, 78 apresentaram uma taxa de dados perdidos superior a 15% (Call Rate =
0,85), e também foram eliminados, juntamente com 101 marcadores que apresentaram

MAF < 0,05. Portanto, para as analises posteriores de estrutura e diversidade genética
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foram utilizados 539 marcadores SNPs altamente informativos, que atenderam aos
critérios de qualidade

Nelson et al. (2008) usaram esses 768 SNPs para caracterizar a diversidade
genética de 92 linhagens norte americanas de milho com prazos de PVPA (Plant Variety
Protection Act) expirados. Apos a sele¢cado dos marcadores de acordo com os critérios de
qualidade de Call Rate igual a 0,80 e MAF igual a 0,05, foram utilizados nas analises de
diversidade e estruturacado 614 locos SNPs, que permitiram a diferenciacdo acurada das
linhagens de acordo com o nivel de similaridade genética de seus genitores. No presente
estudo optou-se por um critério mais rigoroso de Call Rate (0,85) para se obter uma
estruturagdo genética mais acurada, o que pode ser crucial para futuros estudos de
associagao gendmica ampla para EUN.

Considerando a populagao total (62 linhagens), o conteudo de informagao
polimdrfica (PIC) dos marcadores variou de 0,09 a 0,37, com média de 0,29. Apenas 60
marcadores apresentaram PIC inferior a 0,15, sendo que 300 apresentaram valores de
PIC superiores a 0,30 (Figura 1). A MAF variou de 0,05 a 0,5. A maior parte dos
marcadores (65,5%) apresentou MAF superior a 0,20, sendo que desses, 32,8%
apresentaram MAF superior a 0,35 e 22% apresentaram frequéncias semelhantes dos
dois alelos (MAF préxima de 0,5). Esse grau de polimorfismo indica alta informatividade
do conjunto de marcadores utilizados, considerando que se tratam de marcadores
bialélicos, que normalmente apresentam uma informatividade baixa por loco em
comparagao com marcadores multialélicos, como os microssatélites (Van Inghelandtet
al., 2010; Frascaroli et al., 2013)
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Figura 1 — Variagdo dos valores de PIC (Polymorphism Information Content) e MAF (Minor Allele

Frequency) dos 539 marcadores SNPs em 62 linhagens de milho tropical.
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c. Diversidade Genética

A diversidade genética entre as 62 linhagens foi estimada por meio da diversidade
génica (DG), a qual apresentou um valor médio de 0,36. Considerando apenas as 11
linhagens com alta EUN, a DG média foi de 0,34. Ja o valor médio do PIC para esse
grupo foi de 0,27, variando de 0 a 0,37. No grupo IE, a DG média foi igual a 0,36. O PIC
nesse grupo variou de 0 a 0,37, com média de 0,29. Ja no grupo BE, a DG média foi de
0,34. O PIC variou de 0 a 0,375 com média de 0,27. (Tabela 3). Nelson et al (2008)
caracterizaram geneticamente 92 linhagens de milho americanas com prazo de PVPA
(Plant Variety Protection Act) expirados, e observaram um valor de DG médio igual a
0,35. Em outro estudo, Inghelandt et al. (2010) caracterizaram um grande painel
composto por 1537 linhagens elite de milho utilizando 8.244 SNPs, e observaram uma
DG média igual a 0,32. Ja Westengen et al (2012) observaram em um painel africano,
composto por 48 acessos de origens variadas, um valor médio de DG igual a 0,254. Wen
et al. (2012) caracterizaram 498 acessos de milho, incluindo 321 acessos tropicais da
raca Tuxpeno utilizando 1433 SNPs. Considerando apenas o conjunto de 321 acessos
Tuxpefo, a DG média observada pelos autores foi igual a 0,29. Recentemente, Wu et al.
(2014) caracterizaram um painel de 367 linhagens chinesas de milho, e observaram
valores médios de DG e PIC iguais a 0,36 e 0,29 respectivamente.

Os valores de DG e PIC obtidos no presente estudo foram semelhantes aos
observados em outros estudos, nos quais foram analisados painéis maiores. Isso indica
que o conjunto de 62 linhagens analisadas quanto a EUN, apesar de pouco numeroso,
apresenta altos niveis de diversidade genética. A alta diversidade genética observada,
tanto a nivel fenotipico quanto a nivel de genoma, pode estar relacionada com a origem
da maioria dessas linhagens, as quais foram obtidas de acessos de milho tropical, que
possuem base genética mais ampla em relagdo aos germoplasmas de origem temperada
(Yan et al., 2009, Rincent et al., 2014). Além disso,essas linhagens se encontram em
estagio intermediario de melhoramento, e vém sendo conduzidas de forma a manterem
um nivel elevado de diversidade genética em relacdo a EUN. A diversidade €
fundamental para a utilizagao eficiente das linhagens em futuros estudos de associagao

genbmica ampla (GWAS). Tais estudos poderao contribuir para a elucidacido da
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arquitetura genética dessa caracteristica complexa, possibilitando a planejamento mais
eficiente de métodos de melhoramento para aumentar a EUN.

A heterozigosidade observada entre as 62 linhagens variou de 0 a 0,26, com
média de 0,03. Considerando cada grupo separadamente, os valores de
heterozigozidade média também foram baixos: 0,04 no grupo AE, 0,03 no grupo IE e 0,
04 no grupo BE. Esses valores estdo dentro da faixa de valores de heterozigosidade

residual observados em linhagens endogamicas de milho (Yan et al., 2009).

Tabela 3 — Valores de diversidade génica (DG), conteudo de informagédo polimérfica (PIC) e
heterozigosidade observada na populagao total e nos grupos fenotipicos (Alta EUN, Intermediaria EUN e
Baixa EUN).

Numero de Diversidade génica Heterozigosidade
Populagao individuos (DG) PIC observada
Alta EUN(AE) 11 0,34 0,27 0,036 (0 —0,40)
Intermediaria EUN (IE) 30 0,36 0,29 0,029 (0 -0,28)
Baixa EUN (BE) 21 0,34 0,27 0,04 (0 -0,22)
Populagao Total 62 0,36 0,29 0,03 (0 -0,26)
Limite Tedrico - 0,5 0,375 1

*PIC:contetdo de informagao polimorfica

Considerando a populagéo total, 132 (24,49%) locos apresentaram uma
heterozigazidade observada igual a 0. Em 398(73,84%)locos ela variou entre 0 e 0,1 e
em 539 (1,48%)locos variou de0,11 a 0,14. No grupo AE, em 377 (69,94%) locos foi
observada uma heterozigosidade igual a 0. Em 119 (22,08%) locos a heterozigose
observada variou de 0a 0,1. Nos 43 (8,35%) locos restantes a heterozigosidade variou
de 0,11 a 0,4. No grupo IE, em 268 (49,72%) locos a heterozigosidade foi igual 0. Em
240 (44,53%) locos a heterosigose variou de0 e 0,10, e em 30 (5,57%) locos variou de
0,11 e 0, 18. Ja no grupo BE a heterozigosidade foi igual a 0 em 280 (51,95%) locos, e
variou de 0,001 a 0,10 em 259 (48,05). Nos 40 (7,42%) locos restantes variou de 0,11 a
0,22 (Figura 2A).

O loco PHM11985.27 apresentou uma heterozigosidade superior a média e a
heterozigosidade individual de todos os outros locos, tanto na populagao total como nos
grupos fenotipicos (figura 2B). Além disso, a heterozigozidade desse loco foi maior no
grupo AE, e menor no grupo BE. No grupo AE a propor¢dao de locos com
heterozigosidade observada maior que 0,1 foi superior em relagéo aos outros grupos e
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em relacdo a populagao total. Portanto, considerando somente o loco PHM11985.27, a
heterozigosidade foi proporcional a EUN média de cada grupo. Todavia, apesar da
relacdo entre o grau de heterozigosidade nesse loco e a EUN nos grupos fenotipicos,
esse marcador esta posicionado em uma regido genbmica cuja funcdo ainda é
desconhecida. Esse SNP se encontra posicionado na regido pericentromérica do
cromossomo 6. Alguns estudos anteriores constataram que regides pericentroméricas
apresentam taxas de recombinacao suprimidas, mas por outro lado apresentam elevada
heterozigosidade residual em relagao ao restante do genoma (McMullen et al., 2009; Wu
et al., 20014).

A B
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0 - Total Média
Ho=0 0,001 a Maior que na
0,100 0,1 Pop

Figura 2 — Variacao da heterozigosidade observada (Ho) considerando todos os locos (A) na populagao
total (barra preta), e nos grupos AE, IE e BE (barras cinza escura, cinza intermediario e cinza claro,
respectivamente), e apenas o locoPHM11985.27(B).

O dendrograma gerado pelo método de agrupamento UPGMA, com base no
indice de dissimilaridade de Rogers (Figura 3), permitiu inferir sobre o grau de parentesco
e divergéncia genética entre as linhagens. Essas inferéncias sdo importantes no
direcionamento de cruzamentos entre genitores que possuam alta EUN, mas que sejam
geneticamente divergentes, o que pode permitir a exploragdao mais eficiente da heterose
na obtencgao de hibridos altamente produtivos e com altas EUN.

Por exemplo, apesar de as linhagens L02 e L37 apresentarem altas médias de
EUN, ndo ¢é indicado o cruzamento entre elas para a produgcdo de hibridos, pois sao
pouco divergentes geneticamente. No entanto, as combinagdes entre L25 e L37 ou entre
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L25 e LO2, por serem linhagens geneticamente divergentes e com altas médias de EUN,

sdo potencialmente superiores para a exploragao da heterose em relagdo a L02 e L37.
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Figura 3 — Relagbes de parentesco genético entre 62 linhagens de milho tropical. Os circulos pretos, cinza
e brancos indicam as linhagens dos grupos fenotipicos AE (Alta EUN), IE (Intermediaria EUN) e BE (Baixa

EUN), respectivamente.
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Para estimara diversidade alélica entre os grupos fenotipicos, foram estimados o
numero de alelos privados e o numero de alelos ausentes em cada grupo (Tabela 4). No
grupo AE, nao foram observados alelos privados. Ja no grupo |E, foram observados dois
alelos privados, um no loco PHM4757.14 e um no loco PZA00525.1. No grupo BE, foi
observado um alelo privado no loco PHM15871.1.

No grupo AE, foram observados 42 alelos ausentes e no grupo BE foram
observados 19. No grupo |IE ocorreu apenas um alelo ausente, no loco PHM15871.1.
Isso indica que existem muito mais alelos comuns entre os grupos AE e IE e entre os
grupos |IE e BE, do que entre os grupos AE e BE, mostrando que a diferenga na EUN
esta relacionada com a diversidade alélica entres os grupos, ou seja, os grupos AE e IE
e os grupos |IE e BE sdo mais relacionados geneticamente e compartilham mais alelos
entre si do que o AE com o BE. O maior numero de alelos ausentes no grupo AE em
relagdo ao grupo BE pode ser explicado pelo fato de o grupo AE ser constituido por 11

linhagens enquanto o grupo BE é formado por 21 linhagens.

Tabela 4 — Alelos privados e alelos ausentes nos trés grupos fenotipicos (AE, IE e BE).

Grupo Fenotipico Alelos privados Alelos ausentes
Alta EUN (AE) 0 42
Intermediaria EUN (IE) 2 1
Baixa EUN (BE) 1 19

Para analisar as diferencas de frequéncias alélicas entre os grupos AE, IE e BE,
foi realizada uma anadlise comparativa entre cada par de grupos (Tabela 5).
Considerando os contrastes entre os pares de grupos, em relagdo aos 10 locos que
exibiram as maiores diferencas de frequéncias entre grupos, foi observado que entre o
AE e BE, esta apresentou médiade0,53, um valor significativamente maior do que os
observados entre AE e IE (0,46) e entre |IE e BE (0,36). Esse resultado evidencia a
existéncia de uma relagao entre a diversidade fenotipica para EUN e a diversidade

gendmica entre as linhagens avaliadas.
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Tabela 5 — Diferengas de frequéncias alélicas entre pares de grupos fenotipicos (AE, IE e BE), para os 10

locos que apresentaram as maiores diferencas.

Loco Base AE IE Diferenca
PZA03043.14 A 0,778 0,267 0,511
PHM5526.25 A 0,909 0,400 0,509
pza02746.2 T 0,909 0,423 0,486
pza00755.2 A 0,909 0,433 0,476
PHM13823.7 C 0,722 0,259 0,463
PHM11114.7 T 0,900 0,448 0,452
PZA02299.16 G 0,818 0,383 0,435
PHM4955.12 C 0,600 0,167 0,433
PZA02519.7 G 0,682 0,267 0,415
PHM12706.14 C 0,682 0,283 0,399
Média 0,458
Loco Base IE BE Diferenca
PZA00399.10 A 0,577 0,079 0,498
PZA00243.24 G 0,724 0,300 0,424
PHM1745.16 G 0,444 0,079 0,366
pza01884.1 A 0,517 0,167 0,351
PHM10525.9 G 0,867 0,524 0,343
PZA02731.1 T 0,397 0,737 0,340
PZA00439.6 G 0,640 0,306 0,334
PHM3463.18 C 0,857 0,524 0,333
PHM5805.19 T 0,621 0,294 0,327
PHM5798.39 G 0,483 0,158 0,325
Média 0,364
Loco Base AE BE Diferenca
pza00755.2 A 0,909 0,238 0,671
PZA03043.14 A 0,778 0,150 0,628
PHM13823.7 C 0,722 0,143 0,579
PZA02519.7 G 0,682 0,167 0,515
PZA00627.1 T 0,636 0,125 0,511
PZA00439.6 A 0,200 0,694 0,494
PZA01359.1 C 0,800 0,313 0,488
PZA00243.24 G 0,773 0,300 0,473
PHMA4353.31 A 0,545 1,000 0,455
PHM635.23 C 1,000 0,548 0,452
Média 0,527

Entre os grupos AE e IE, nove SNPs apresentaram diferengcas de frequéncias
alélicas superiores a 0,4. Entre os grupos IE e BE, apenas dois SNPs apresentaram
diferengas superiores a 0,4. Entre os grupos AE e BE, 26 SNPs apresentaram diferencas
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superiores a 0,4, indicando uma diversidade alélica acentuadamente superior as
observadas entre os demais pares de grupos, o que corrobora com os dados de
divergéncia fenotipica em relacéo a EUN (Figura 4 A, B e C).

Considerando todos os 539 SNPs utilizados, as frequéncias alélicas do grupo AE
apresentaram maior correlagdo com as do grupo IE (R?=0,68) do que com as do grupo
BE (R?=0,63). O grupo IE apresentou maior correlagdo com o grupo BE (R?=0,78). Esses
resultados indicam a existéncia de uma relacao entre as diferengas nas frequéncias
alélicas observadas entre os trés grupos fenotipicos e os diferentes niveis de EUN

apresentados pelas linhagens de milho tropical (Figura 4 D, E e F).
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Figura 4 - Numero de marcadores SNPs que apresentaram diferentes frequéncias alélicas entre os

diferentes pares de grupos fenotipicos (A, B e C); e correlagéo entre frequéncias alélicas entre pares de
grupos fenotipicos (D, E, F).
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d. Analise da estrutura genética da populagao e da sua relagao com a EUN

De acordo com o critério de Evanno, foram observados trés picos de AK em
funcdo dos valores de K(Figura 5A). O numero de grupos (K) mais provavel em que a
populagédo pode ser geneticamente estruturada foi K=2. No entanto, as estruturagdes
com K=8 e K=4 apresentaram valores de AK muito proximos ao observado para K=2.

Considerando a estruturagao genética com K=2 (Figura 5B), das 62 linhagens, 54
foram alocadas no grupo 2.1 (predominantemente vermelho) e oito no grupo 2.2
(predominantemente verde). O grupo 2.1 foi mais numeroso e diverso, com 10 (das 11)
linhagens do grupo fenotipico AE, 28 (das 30) do grupo IE e 14 (das 21) do grupo BE. A
média da EUN nesse grupo foi de 45,67 e a variancia de 219,64. Entre as oito linhagens
do grupo 2.2, uma pertence ao grupo fenotipico AE (3), duas ao grupo IE (12 e 21) e as
cinco restantes ao grupo BE (54, 55, 56, 57 e 62). Estas ultimas estdo entre as linhagens
com menor EUN dentre as avaliadas nesse estudo. As linhagens do grupo 2.2
apresentaram EUN média de 36,71 e variancia de 456,40. O fato de 10 das 11 linhagens
do grupo AE terem sido atribuidas ao grupo 2.1 indica que nesse grupo esta concentrada
a maior parte dos alelos favoraveis para EUN presentes na populacdo. Além disso, a
maior parte das linhagens do grupo IE também foram atribuidas a esse grupo. No
entanto, o grupo 2.1 também contém alelos desfavoraveis em relagdo a EUN, pois 14
linhagens do grupo BE também foram atribuidas a esse grupo.

Na estruturagdo com K=4 (Figura 5C), o grupo 4.1 (predominantemente vermelho)
foi formado por 15 linhagens, das quais nove pertencem ao grupo fenotipico BE, quatro
ao grupo IE e uma ao grupo AE. As duas linhagens com menor EUN pertencem a esse
grupo, que apresentou EUN média de 35,83 e variancia de 196,59. Portanto, podemos
concluir que esse grupo possui alelos desfavoraveis para a EUN em frequéncias
relativamente elevadas. O grupo 4.2 (predominantemente verde) foi constituido por sete
linhagens: uma do grupo fenotipico AE, duas do grupo IE e quatro do grupo BN. A EUN
média observada nesse grupo foi igual a 40,45 e a variancia igual a401,46. As linhagens
3, 12 e 21 desse grupo apresentam EUN bem superiores aos demais membros desse
grupo (54, 55, 56, 57). Essas trés linhagens, apesar de terem sido alocadas no grupo
4.2, possuem uma porcao significativa do genoma em comum com as do grupo 4.4, no

qual esta alocada a maioria das linhagens do grupo AE.
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Isso que indica que elas possuem uma quantidade razoavel dos alelos favoraveis que
estdo em frequéncias mais elevadas no grupo 4.4. O grupo 4.3 (predominantemente
azul) foi composto por seis linhagens, das quais quatro pertencem ao grupo fenotipico
BE e duas ao IE. As quatro linhagens com maiores valores de EUN grupo 4.3 (28, 32, 33
e 34) apresentam coeficiente de atribuigdo a esse grupo igual a 1. As outras duas (42 e
59), que apresentam valores de EUN bem inferiores aos das demais, possuem parte do
genoma atribuida aos grupos 4.1(Vermelho), sendo que a linhagem 59 apresenta
coeficiente de atribuicdo ao grupo 4.1maior do que a linhagem 42. Portanto ha maior
concentragao de alelos desfavoraveis em relagcdo a EUN oriundos do grupo 4.1. O grupo
4.3 apresentou uma EUN média igual a 38,67 e variancia igual a 116,35. O grupo 4.4
(predominantemente amarelo) foi formado por 34 linhagens. Nesse grupo, foram
alocadas nove das 11 linhagens do grupo fenotipico AE, o que indica que os alelos
favoraveis em relagcdo a EUN estdo presentes em frequéncias relativamente elevadas
nesse grupo. Também fazem parte desse grupo 20 linhagens do grupo fenotipico IE e
seis do grupo BE. As linhagens 50, 51, 52 e 53 possuem coeficientes de atribuicdo ao
grupo 4.4 proximos de 1, o que indica que esse grupo, apesar de concentrar a maior
parte dos alelos favoraveis a EUN da populagado, também contém alelos desfavoraveis
em frequéncias relativamente elevadas. A EUN média desse grupo foi de 50,95 e a
variancia de 179,51.

Na estruturagédo obtida com K=8 (Figura 5D), o grupo 8.1 (predominantemente
vermelho) foi formado por duas linhagens (11 e 50) com valores de EUN muito diferentes
entre si.Uma linhagem pertence ao grupo fenotipico AE e a outra ao BE, o que indica
gue esse grupo possui alelos favoraveis e desfavoraveis para a EUN em frequéncias
semelhantes. Esse grupo apresentou valor médio de EUN de 45,86 e variancia de 60,03.
O grupo 8.2 (predominantemente verde) foi constituido por duas linhagens com valores
de EUN relativamente baixos (30 e 52). Uma delas pertence ao grupo fenotipico IE e a
outra ao BE, indicando que esse grupo possui alelos desfavoraveis em frequéncias mais
elevadas do que de alelos favoraveis para EUN. A EUN média observada nesse grupo
foi de 38,30 com variancia de 106,73. O grupo 8.3 foi formado por 10 linhagens, das
quais trés pertencem ao grupo fenotipico IE e sete ao grupo BE. As duas linhagens com
menores valores de EUN (61 e 62) pertencem a esse grupo, e ambas apresentam boa
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parte do genoma atribuido ao grupo 8.7 (predominantemente laranja), o qual parece
concentrar alelos desfavoraveis em frequéncias elevadas. O grupo 8.3 apresentou uma
EUN média de 32,97 e variancia de 156,23. O grupo 8.4 (predominantemente amarelo)
foi composto por sete linhagens, quatro delas pertencentes ao grupo fenotipico IE e trés
ao grupo BE. As duas linhagens desse grupo com valores mais baixos de EUN (58 e 59)
possuem uma parte do genoma atribuida ao grupo 8.3 (azul), o qual possivelmente
contém alelos desfavoraveis a EUN em frequéncias relativamente elevadas. As quatro
linhagens que possuem coeficiente de atribuicdo a esse grupo proximos de 1 (28, 32, 33
e 34) sado pertencentes ao grupo fenotipico IE e apresentam valores de EUN muito
préximos entre si. A EUN média desse grupo foi de 36,32 e a variancia de 135,68. O
grupo 8.5 (predominantemente rosa) foi formado por duas linhagens do grupo fenotipico
IE, e possuem valores de EUN muito semelhantes entre si, com média 40,48 e variancia
1,60. O grupo 8.6 foi composto por duas linhagens, ambas pertencentes ao grupo
fenotipico Al e com valores semelhantes de EUN (8 e 9), o que indica presenca de alelos
favoraveis em altas frequéncias nesse grupo, o qual apresentou média de EUN de 63,15
e variancia de 0,01. O grupo 8.7 (predominantemente laranja) foi formado por sete
linhagens. Uma delas pertence ao grupo fenotipico AE (3), duas ao grupo IE (12 e 21) e
quatroao grupo BE (54, 55, 56 e 57). A linhagem 3 apesar de alocada nesse grupo,
possui uma porgao significativa do genoma atribuida ao grupo 8.8, no qual parece ocorrer
a maior frequéncia de alelos favoraveis. As quatro linhagens desse grupo com menores
valores de EUN (54, 55, 56 e 57) possuem coeficientes de atribuicdo a esse grupo
proximos de 1, indicando que nesse grupo existem alelos desfavoraveis para EUN em
frequéncias relativamente elevadas. A EUN média desse grupo foi igual a 40,45 e a
variancia igual a 401,46. O grupo 8.8 (predominantemente roxo) foi constituido por sete
das 11 linhagens do grupo fenotipico AE, o que indica a presencga de alelos favoraveis a
EUN nesse grupo. Também fazem parte desse grupo 19 linhagens do grupo fenotipico
AE e apenas trés do grupo BE, o que indica a presenca de alelos favoraveis em altas
frequéncias, além de alelos desfavoraveis em frequéncias relativamente menores que
na maioria dos outros grupos. A maioria das linhagens do grupo fenotipico IE alocadas
no grupo 8.8 é composta pelas que tiveram os maiores valores de EUN dentro do grupo
IE. A EUN média do grupo 8.8 foi de 50,35, com variancia de 219,91.
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Por fim, considerando as trés possiveis estruturas genética da populagéo (K=2,
K=4 e K=8), de acordo com as médias e variancias relativas a EUN, pode-se concluir
que a divisdo em quatro grupos foi a mais coerente com os dados fenotipicos de EUN,
0s quais evidenciara a formagéo de trés grupos fenotipicos significativamente distintos
em relagao a EUN.

No milho, os marcadores moleculares tém sido utilizados com sucesso em varios
estudos que analisaram a relacdo entre a estrutura populacional e caracteristicas
fenotipicas. Ao analisar a estrutura genética em fungdo da distribuicdo espacial de
acessos de milho cultivados em regides da Africa (Leste, Saariana, e Oeste), Wentengen
et al. (2012) observaram que os acessos do leste se mostraram claramente divergentes
dos acessos do oeste.Ademais, 0 grupo de acessos da regido saariana apresentou
caracteristicas de um grupo misto, coincidindo com o padrao de distribuicdo geografica
dos acessos. Essa coincidéncia entre o padrao de distribuicdo geografica e a estrutura
genética refletiu a existéncia de diferengas nas caracteristicas fenotipicas de cada grupo,
e que é resultado de diferencas adaptativas que foram fixadas ao longo do tempo nas
diferentes populagdes, em fungdo das diferentes pressdes seletivas existentes nos
diferentes ambientes, as quais os acessos estiveram submetidos.

Para observar como os trés grupos fenotipicos de linhagens com diferentes niveis
de EUN se estruturaram geneticamente e comparar as frequéncias de marcadores
associados a alelos possivelmente favoraveis e desfavoraveis em relagdo a essa
caracteristica em cada um dos grupos, foi estimada a soma dos coeficientes de
atribui¢ao (Q) de cada linhagem de um mesmo grupo fenotipico (AE, IE e BE) a cada um
dos grupos gerados pela analise do STRUCTURE (cores), para K=2, K=4 e K=8 (figura
6). Os grupos AE, IE e BE apresentaram médias fenotipicas de EUN iguais a 63,37,
47,52 e 32,79, respectivamente, e as variancias iguais a 55,72, 32,97 e 63,73.

Para K=2, as somas dos coeficientes de atribuicdo das 11 linhagens do grupo
fenotipico AE ao grupo 1 do STRUCTURE (vermelho) foi de 88% e ao grupo 2 foi de
12%. Esses resultados sugerem que, em média, as linhagens desse grupo fenotipico
compartilham a maior parte dos seus genomas com o grupo genotipico 1 (STRUCTURE).
No caso do grupo fenotipico IE os valores foram idénticos aos do AE. No grupo fenotipico
BE, a soma dos coeficientes de atribuicao das 30 linhagens grupo fenotipico AE ao grupo
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1 do STRUCTURE (vermelho) foi igual a 74% e ao grupo 2igual a 26%. As linhagens do
grupo fenotipico BE, apesar de também possuirem em média grande parte do genoma
em comum com o grupo 1 (74%), possuem uma proporgédo do genoma em comum com
0 grupo 2 maior do que os grupos AE e BE. Portanto, com base nessa estruturagéao,
constatamos que a maioria dos alelos favoraveis em relacdo a EUN ocorrem em
frequéncias mais altas no grupo 1 (vermelho) do que no grupo 2 (verde).

Para k=4, as somas dos coeficientes de atribuicdo das linhagens do grupo
fenotipico AE aos grupos 1 (vermelho), 2 (verde), 3 (azul) e 4 (amarelo) foram 9%, 11%,
1% e 79%, respectivamente. No grupo fenotipico IE, os valores das somas dos
coeficientes de atribuicdo aos grupos 1, 2, 3 e 4 foram 24%, 10%, 24% e 49%,
respectivamente. Ja no grupo fenotipico BE, esses valores foram 31%, 25%, 12% e 32%.

Considerando o grupo fenotipico AE, o coeficiente de atribuicdo ao grupo 4
(amarelo) do STRUCTURE foi maior que no grupo IE, e maior ainda que o grupo BN.Isso
indica que o grupo 4 concentra alelos favoraveis para a EUN em frequéncias
relativamente altas. A atribuicdo ao grupo 1 (vermelho) foi crescente entre os grupos AE,
IE e BE respectivamente, evidenciando que nesse grupo existem alelos desfavoraveis
em frequéncias relativamente elevadas. Os coeficientes de atribuicdo ao grupo 3 (azul)
foram maiores no grupos fenotipicos IE e BE do que no grupo fenotipico AE, indicando
a predominancia de alelos desfavoraveis para a EUN no grupo 3.

Para K=8, os coeficientes de atribuicdo do grupo fenotipico AE aos grupos 8.6
(azul claro) e 8.8 (roxo) foram decrescentes entre os grupos fenotipicos AE, IE e BE,
evidenciando que nos grupos 8.6 e 8.8 existem alelos favoraveis a EUN em frequéncias
relativamente altas. No grupo BE, os coeficientes de atribuicdo aos grupos 8.2 (verde),
8.3 (azul), 8.4 (amarelo), 8.5 (rosa) e 8.7 (laranja) foram maiores do que os observados
no grupo fenotipico AE.Isso sugere que nesses cinco grupos existem alelos
desfavoraveis para a EUN em frequéncias superiores as dos grupos 6 e 8.

Nas estruturagdes com numeros de grupos (K) igual a 2, 4 e 8, o conjunto de
marcadores SNPs usados refletiu claramente as diferengas fenotipicas relativas a EUN
entre os trés grupos fenotipicos. No entanto, a estruturacdo obtida com K=4 foi a que
melhor refletiu a relagdo entre a estrutura genética e os dados fenotipicos.
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A estrutura genética de uma populacéo reflete a histéria evolutiva de uma espécie
(Platt et al., 2010), e representa a presencga de subgrupos geneticamente diferenciados
em relagcéo a populagdo original. Varios fatores podem levar a divergéncia genética em
uma populagéo, incluindo a adaptacao local, a selegédo e a deriva genética. Tais fatores
podem resultar em uma distribuicdo ndo aleatéria de importantes caracteristicas
agronOémicas. Por exemplo, ao analisar a relagdo entre a estrutura populacional e a
tolerdncia ao aluminio em um banco de germoplasma de sorgo, Caniato et al. (2011)
constataram que o padrao de diversidade genética foi influenciado pela origem racial e
pela origem geografica, resultando em subgrupos distintos em relagdo a essa
caracteristica.

Considerando que o surgimento de genes mutantes que conferem tolerancia a
estresses abidticos é um evento raro, alguns estudos tém sido realizados para ampliar o
entendimento da diversidade de mecanismos de tolerancia a estresses em plantas, o
que nao tem sido uma tarefa simples,uma vez que os pesquisadores precisam avaliar
milhares de acessos em busca de algum que possua variantes alélicos relacionados a
caracteristicas desejaveis (Prada, 2009; Caniato et al., 2011). Para dar direcionamento
a esses esforgos, € importante ampliar o conhecimento sobre a relagao entre estrutura

genética da populagao e a tolerancia ao estresse.
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Figura 6 - Soma dos coeficientes de atribuicdo das linhagens de cada grupo fenotipico (AE, IE e BE) a
cada grupo do STRUCTURE paraK=2,K=4eK=8.
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9 Conclusoes

1 - Este painel de linhagens apresenta elevado grau de diversidade genética,
comparavel a de grandes painéis analisados em outros estudos.

2 - Ha gendtipos superiores em relagcdo a EUN e geneticamente divergentes,
possibilitando a melhor exploracdo da heterose.

3- Existem alelos exclusivos, ausentes ou com grandes diferengas de frequéncias
entre os grupos fenotipicos de linhagens de milho tropical com trés niveis de EUN. As
diferengas alélicas foram maiores entre os grupos mais distintos fenotipicamente em
relacao a EUN

4 - Ha forte relagdo entre o desempenho fenotipico em relagdo a EUN e a

estruturagdo genética das linhagens de milho tropical.
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11 CAPITULO 2

Influéncia da estrutura genética da populacao pelo critério de Evanno na acuracia
de GWAS em milho tropical
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12 Resumo

Estudos de associacdo genémica ampla (GWAS) vém sendo utilizados com
sucesso para identificar genes associados a caracteristicas quantitativas de interesse.
Devido a ocorréncia de diferentes frequéncias alélicas entre subpopulacdes, a estrutura
populacional pode produzir falsas associacbes entre marcadores e caracteristicas
fenotipicas. Métodos estatisticos tém sido desenvolvidos para evitar essas associagoes
espurias. O objetivo deste estudo foi analisar o efeito da estrutura genética da populagao,
do numero de subgrupos em que a populagao € estruturada e do niumero 6timo de grupos
com base no critério de Evanno (Evanno et al., 2005) sobre a acuracia em GWAS para
caracteristicas oligogénicas e poligénicas em linhagens de milho tropical. Para isso, 62
linhagens foram genotipadas com 768 SNPs e fenotipadas para altura de planta (AP) e
produtividade de graos (PG). Foi realizada a analise da estruturagdo da populagdo em
diferentes numeros de grupos (K=1 a 9), com auxilio do programa STRUCTURE. As
analises de GWAS foram realizadas usando o programa TASSEL. O numero de grupos
e o valor de AK influenciaram de forma distinta a acuracia dos modelos de GWAS para
as diferentes caracteristicas. No caso da AP, a inclusdo da matriz Q nos modelos levou
a um maior ajuste destes, principalmente nos casos em que o numero de grupos
apresentaram valores de AK mais elevados. Para PG, a inclusdo da matriz Q reduziu a
acuracia do modelo para todos os valores de K, independentemente dos valores de AK.
Portanto, os resultados indicam que a escolha do numero otimo de grupos
geneticamente estruturados, com base no critério de Evanno, pode nao levar a maiores
acuracias dos modelos em GWAS. Além disso, ficou evidente que a estruturacéo

influencia de maneira distinta caracteristicas oligogénicas e poligénicas.

Palavras-chave:- estrutura genética, acuracia, GWAS
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13 Abstract

Influence of structure population and Evanno criterion in the accuracy of GWAS

in tropical maize

Genome-wide association studies (GWAS) have been successfully used in agricultural
research to identify genes associated with quantitative traits of interest. Due to the
occurrence of different allelic frequencies among subpopulations, the population structure
can produce false associations between markers and phenotypic traits in genomic
association studies. Statistical methods have been developed in order to avoid spurious
associations in GWAS. The objective of this study was to analyze the effect of the genetic
structure of the population, the number of subgroups in the population is structured and
the optimal number of groups based on criteria Evanno (Evanno et al., 2005) on accuracy
in GWAS for different characteristics in tropical maize lines. To this 62 lines were
genotyped with 768 SNPs and phenotyped for plant height (PH) and grain yield (GY).
Then the analysis was performed structuring of the population in different numbers of
groups (k = 1 to 9) by means of Bayesian model, using the STRUCTURE program. The
analysis of GWAS were performed using TASSEL program. The results indicated that the
number of groups and the value of AK affect differently the accuracy of GWAS models
for different characteristics. In the case of PH, the inclusion of Q matrix led to a better
adjustment of model, especially in cases where the number of the groups had higher AK
values. In the case of GY, the inclusion of the Q matrix reduced the accuracy of the model
for all K values, regardless of the values of AK. Therefore, the results indicate that the
choice of the optimal number of genetically structured groups through Evanno criterion
cannot lead to higher accuracies of models in GWAS. Furthermore, it was evident that

the structure affects differently oligogenic and polygenic traits.

Keywords: genetic structure, accuracy, GWAS
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14 Introdugao

Em milho, estudos de associagdo gendmica ampla (GWAS) tém sido realizados
com sucesso em pesquisas para detectar genes relacionados a diversas caracteristicas
quantitativas como produgao de biomassa (Rincent et al., 2014), altura de planta (Peiffer
et al., 2014), arquitetura de espiga e grao (Chen et al., 2014), arquitetura foliar (Tian et
al., 2011), caracteres de raiz (Kuma et al., 2014; Pace et al., 2014;) e resisténcia a
doencas (Hao et al., 2014; Liu et al., 2014; Wongkaew et al., 2014). Também tém sido
usados para estudos quanto a tolerancia a diferentes tipos de estresses abidticos como
hidrico (Almeida et al., 2014), baixas (Sobkowiak et al., 2014) e altas temperaturas
(Westengen et al., 2012), e para o entendimento da expressado da heterose (Pea et al.,
2013; Thiemann et al., 2014).

A estrutura genética da populagdo pode influenciar as predigbes gendmicas e os
resultados em GWAS (Zhang et al., 2010; Wang et al., 2014; Li 2014). A estruturagéo
ocorre em populagbes aleatdrias ou com pedigree conhecido, devido a geografia, a
seleg¢ao natural ou a selecgéo artificial (Price et al 2010; van Heerwaarden et al., 2011).
Devido a ocorréncia de diferentes frequéncias alélicas entre subpopulagdes, a estrutura
populacional pode produzir falsas associagdes entre os marcadores e as caracteristicas
fenotipicas em GWAS (Price 2010). Consequentemente, essas falsas associagdes
podem inflacionar as estimativas de herdabilidade e reduzir a acuracia das predi¢oes
genbmicas (Makowsky et al; 2011; Visscher et al 2012; Riedelsheimer et al 2012; Wray
et al 2013).

Métodos estatisticos tém sido desenvolvidos com o objetivo de se evitar essas
associagoes espurias em GWAS (Stich et al., 2008; Zhang et al., 2010; Li et al., 2014).
Nesses métodos, a populagdo pode ser dividida em subpopulagdes e, em seguida,
podem ser realizados testes de associagao dentro das subpopulagdes, ou serem usadas
estimativas de adesao a populagdo como covariavel em um modelo linear ou logistico
(Pritchard et al., 2000). Associa¢des espurias também podem ser causadas por
diferencas de parentesco entre pares de individuos. Essas associagbes podem ser
reduzidas pelo uso de um modelo linear geral (GLM) para estimar a propor¢ao de
identidade por descendéncia entre qualquer par de individuos, excluindo individuos
aparentados (Voight e Pritchard, 2005). Como alternativa, a estrutura da populacéo e o
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parentesco desigual podem ser simultaneamente contabilizados em um modelo linear
misto (MLM). Neste sentido, os subpopulation memberships (Matriz Q), baseados nos
marcadores moleculares, podem ser tratados como efeitos fixos e o parentesco pode ser
utilizado para definir a estrutura da varidncia e da covariéncia dos efeitos aleatorios
individuais (Yu et al., 2006). Este método tem se mostrado mais eficiente do que o MLM
e outros métodos em relacdo ao poder estatistico (Zhang et al., 2010).

Para analise de estrutura genética de populagdes, o método baseado em modelos
bayesianos, realizado com auxilio do programa computacional STRUCTURE (Prichard
et al., 2000), tem sido um dos mais utilizados (Earl e vonHoldt, 2012). Nessa analise, a
populacéo é dividida em grupos e cada individuo € atribuido a cada grupo de acordo com
suas frequéncias alélicas. No entanto, inferir o numero de grupos que melhor se ajusta
aos dados € um desafio, e alguns métodos foram desenvolvidos com essa finalidade
(Pritchard et al., 2000; Evanno et al. 2005; Travaet al., 2006; Hubisz et al., 2009; Schwartz
e McKelvey, 2009). Um dos métodos mais utilizados para definir o numero étimo de
grupos em que a populagédo esta estruturada geneticamente é o critério de Evanno
(Evanno et al., 2005), o qual é baseado no valor de AK, que expressa a taxa de mudanca
de segunda ordem do logaritmo da probabilidade marginal dos dados (Evanno et al.,
2005).

Apesar do grande numero de pesquisas utilizando GWAS e a estruturacédo de
populagdes via modelos bayesianos para o entendimento da arquitetura genética de
caracteristicas complexas e para detecgcao de genes relacionados a caracteristicas de
interesse (Stich et al., 2008; Caniato et al., 2011; Westenge et al., 2012), ainda é reduzido
o numero de estudos que avaliem o efeito do numero de grupos em que a populagao é
estruturada e do numero 6timo de grupos com base no critério de Evanno sobre a

acuracia em GWAS.
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15 Objetivo e Hipoteses testadas

a. Objetivo Geral

Analisar o efeito da estrutura genética da populagao, do numero de subgrupos em
que a populagao é estruturada e do numero 6timo de grupos com base no critério de
Evanno sobre a acuracia em GWAS, para caracteristicas oligogénicas e poligénicas em

linhagens de milho tropical.

b. Hipodteses Testadas

H1: Ha efeito da estruturagcdo genética via inferéncia bayesiana na acuracia em
GWAS.

H2: O numero de grupos formados pela estruturagdo genética via inferéncia
bayesiana e pelo critério de Evanno afeta a acuracia em GWAS.

H3: A estruturagao populacional afeta de maneira diferenciada a acuracia em

GWAS para caracteres oligogénicos e poligénicos.

43



16 Materiais e Métodos

a. Material Genético e Fenotipagem

Foram avaliadas 62 linhagens endogamicas de milho tropical, em campo, na
estacdo experimental Anhembi da Escola Superior de Agricultura Luis de Queiroz
(ESALQ), da Universidade de Sao Paulo (22°50°51""S, 48°01°06"'W, 466h).

As linhagens foram distribuidas no campo de acordo com o delineamento
experimental latice simples (8x8), com duas repeti¢cdes. As parcelas foram constituidas
de uma linha com 4m de comprimento, utilizando-se o espagcamento de 0,85m entre
linhas e 0,20m entre plantas, totalizando 20 plantas por linha.

O manejo e demais tratos culturais foram realizados de acordo com os
procedimentos recomendados para a cultura do milho (Borém, Galvao e Pimentel, 2015).

Foram avaliadas duas caracteristicas, sendo uma oligogénica (altura de planta,
AP) e uma poligénica (produtividade de graos, PG). AP foi mensurada em cinco plantas
por parcela, em centimetros, da base do caule a base da folha bandeira. A PG foi
mensurada em gramas/parcela e corrigida para 13% de agua nos graos. Nesse caso,
nao houve corregao para o estande, uma vez que seu efeito foi significativo pela analise
de variancia.

Para a analise de variancia foi considerado o seguinte modelo:

yily= HHt+r+(o/r)ig)+eig)

Em que: y=média geral; t=efeito do tratamento i (gendtipo); r; = efeito da repeticao j;
(b/j)j=efeito do bloco incompleto | dentro da repeticao j;ei= erro aleatério associado a
yip; €ig) ~N (0, 02); yig ~N (u+titr+(o/r)ig, 02).

Essas analises foram realizadas por meio do programa SAS 9.3.1 (SAS, 2007).
b. Genotipagem

A genotipagem foi realizada utilizando o ensaio de alta performance lllumina
GoldenGate (Fan et al., 2003) contendo 768 marcadores SNPs distribuidos por todo o
genoma do milho. Esses marcadores foram disponibilizados pela Pioneer Hi-Bred

International Int. (Johnston, IA, USA). Os marcadores SNPs passaram por um processo
de analise de qualidade, via Call Rate (taxa de atendimento, qualificagdo ou
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repetibilidade). Foi adotado um valor de Call Rate> 0,85. Também foi avaliada a MAF
(menor frequéncia alélica) de cada marcador, e selecionados apenas os marcadores com
MAF = 0,05. Para essas analises foi utilizado o pacote HapEstXXR (Knueppel e Rohde,
2014) do programa R (R Core Team, 2014). Para converter os dados genémicos de
bases nitrogenadas (letras) em algarismos numéricos foi utilizado o pacote Scrime
(Schwender e Fritsch, 2013).

c. Analise da estrutura genética da populagao

A estrutura populacional das 62 linhagens foi analisada por meio do método
bayesiano, com o auxilio do aplicativo STRUCTURE versé&o 2.3.3 (Pritchard et al., 2000).
Foram realizadas corridas para varios numeros possiveis de grupos (K), variando de 1 a
9. Para cada K foram realizadas 10 corridas com um periodo de burn-in de 500.000 e
500.000 replicagdes MCMC (Markov Chain Monte Carlo) apds o burn-in. As linhagens
foram atribuidas aos grupos (populacdes) de acordo com os seus valores médios de
probabilidade de associagao (Q). Qi representa a proporg¢ao estimada do genoma da
linhagem i derivada da populagdo k (Pritchard, 2000). Foram considerados como
pertencentes a um mesmo grupo os individuos cuja probabilidade de associagao a esse
grupo foi superior a probabilidade de associagdo a qualquer outro grupo. O valor mais
provavel de K foi estimado utilizando o critério de Evanno baseado no valor de AK
(Evanno et al., 2005), com auxilio do aplicativo Structure Harvest (Earl and Vonholdt
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2012).0AK foi estimado para cada K por meio da expressao
m(| L(K+1)—-2L(K)+ L(K-1)))
o[ L(K)]

da probabilidade dos dados de cada passo do MCMC e subtraido pela metade da

AK = ”, em que,L(K) é a média dos logaritmos neperianos

variancia para o numero de populagdes K.

d. Anadlises de deteccao de QTLs via GWAS
O conjunto de marcadores, juntamente com as matrizes de estrutura populacional
(Q) e Kinship (que estabelece a relagdo de parentesco entre as linhagens utilizadas)

foram analisados pelo seguinte modelo misto:
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y=Xp+Zuo+¢
Em que: y é o vetor de observagdes fenotipicas para AP e PG; 8 é o vetor contendo os
efeitos fixos, incluindo a média geral de efeito dos marcadores genéticos e a matriz de
estrutura populacional (Q); v vetor dos efeitos aleatdrios genéticos aditivos de multiplos
SNPs e a matriz de parentesco (Kinship); € vetor residual. Os vetores v e ¢ séo

assumidos como tendo distribuicdo normal, média zero e variancia:

var(e)= (g &)
Em que: G = 62.K, ec? é a varidncia genética aditiva; R = I.¢2, e o2 é a variancia
residual, assumida como homogénea.

Para essas anadlises de GWAS, foram considerados diferentes cenarios.
Primeiramente, foi considerado um modelo sem estruturagéo da populagéo (K=1). Em
seguida foram considerados modelos com diferentes numeros de grupos formados pela
estruturagdo genética da populagao (K=2 a 9). Os modelos acima foram analisados por
meio do software TASSEL 5.3 (Bradbury et al., 20015). As matrizes Q e K foram geradas
pelos softwares STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) e TASSEL 5.3, respectivamente
(Bradbury et al., 2015).

Para os testes de significancia dos p-valores, foi usado o método de Bonferroni
(Bonferroni, 1936), em que o limiar para que o efeito de um SNP seja considerado como

significativo € 0,05/n° de marcadores, em que 0,05 é o nivel de significancia global. Para
os 539 SNPs avaliados, os seus efeitos foram considerados significativos quando p=

9,27x10. O teste foi realizado por meio do software TASSEL 5.3.

e. Analise do efeito da estrutura populacional e do Critério de Evanno sobre a
acuracia em GWAS
Para analisar o efeito da estrutura populacional, do numero de grupos e do

numero 6timo de grupos pelo critério de Evanno sobre o ajuste do modelo, os p-valores
esperados e observados foram plotados em graficos Quantili-Quantile (Q-Q Plot).
Nesses graficos, o ajuste dos modelos para diferentes numeros de grupos (K) foi
avaliado por meio da observacdo da dispersdao dos pontos em torno da linha de
tendéncia. Além disso, para quantificar essa dispersao foi utilizada a medida MSD (Mean
Square Difference) entre os p-valores esperados e observados, (Yu et al., 2006, Stich et
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al, 2008), dado que os p-valores dos marcadores aleatérios seguem uma distribuicdo
uniforme (Mamidi et al., 2011). O MSD para cada cenario foi estimado como a soma dos
valores absolutos dos desvios entre os p-valores observados e esperados para cada
marcador. Foi estimado também o MSD considerando apenas o segundo quadrante do
Q-Q Plot para cada cenario (MSD2),pois a analise do segundo quadrante pode refletir
melhor o grau de desvio de cada modelo, uma vez que é justamente nele que sdo
observadas as maiores variagdes entre os p-valores esperados e observados.

Foram analisados também o numero de coincidéncias entre os 5% dos
marcadores de maiores efeitos em cada um dos cenarios avaliados com e sem estrutura
populacional, tanto para altura de planta quanto para produtividade de graos,

indiferentemente da significancia do efeito do SNP.
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17 Resultados e Discussao

a. Analise Fenotipica

Houve efeito significativo de gendtipo pelo sobre a AP e a PG (Tabela 1).Entre as
62 linhagens, a altura variou de 127,5 (L44) a 201,5 cm (L50), com média de 160,88 e
variancia de576,63. Para essa caracteristica, o coeficiente de variagdo (CV%) foi de
5,58% e a herdabilidade estimada foi de 0,82. A produtividade de graos variou de 2112,5
a 3194,66 gramas por parcela, com média 2519,62 e variancia 64135,38. Para essa

caracteristica o CV% foi de 7,05% e a herdabilidade estimada de 0,71.

Tabela 1 — Quadro de analise de variancia de 62 linhagens de milho tropical em relagao aaltura
de planta (AP) e produtividade de graos (PG).

AP PG
Fontes de Variacao GL QM QM
Bloco(rep) 14 673,49* 69090,75 ns
Repeticao 1 3,51ns 273957,34 *
Genotipo 63 478,05* 125324,13 *
Residuo 49 85,31 39796,26
CV(%) - 5,62 7,97
Media - 164,62 2519,62
Herdabilidade 0,82 0,71

"Snao significativo, * significativo a 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.
QM: quadrado médio.
CV: Coeficiente de variagao.

De acordo com Fritsche-Neto et al. (2012), os valores de CV% obtidos neste
trabalho para AP e PG s&o considerados baixos, o que indica alta precisdo experimental.

A AP é uma das caracteristicas mais herdaveis e facilmente mensuraveis em
milho. De acordo com Peiffer et al. (2014), em um dado conjunto de gendtipos de milho
em que seja conhecido o pedigree ou as estimativas gendbmicas de identidade por
estado, a altura pode ser predita com bastante precisdo. No caso da PG, a precisao das
predicbes tem sido menores, provavelmente devido ao maior numero de genes
envolvidos na expressdo e a arquitetura genética mais complexa dessa caracteristica
(Wang et al., 2015). Logo, a AP pode ser considerada uma caracteristica oligigénica e a

PG poligénica (Halllauer et al, 2010).
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b. Analise da Estrutura Genética da Populagao

Do total de 768 marcadores SNPs inicialmente utilizados neste estudo, 50
falharam na genotipagem de todos os individuos e foram eliminados. Dos marcadores
restantes 78, apresentaram uma taxa de dados perdidos superior a 15% (Call Rate =
0,85), e também foram eliminados. Foram eliminados também 101 marcadores que
apresentaram MAF inferior a 0,05. Na analise da estrutura genética foram utilizados 539
marcadores SNPs altamente informativos, que atenderam aos critérios de qualidade
estabelecidos.

De acordo com o critério de Evanno, foram observados trés picos de probabilidade
(AK), com K variando de 1 a 9 (Figura 1). O numero de grupos mais provavel em que a
populagédo pode ser geneticamente estruturada foi K=2. No entanto, as estruturagdes
com K=4 e K=8 apresentaram valores de AK muito proximos do valor observado para
K=2. As matrizes Q formadas pelos coeficientes de atribuicdo de cada individuo a cada
grupo, obtidas para diferentes numeros de grupos (2 a 9), foram incorporadas aos
modelos para permitir a analise comparativa do efeito do numero de grupos e dos valores
AK sobre a acuracia do modelo, sendo que as matrizes Q para K=2, 4 e 8 foram as mais
provaveis de acordo com o critério de Evanno para a estruturagao genética da populagao

e as mais indicadas para analises em GWAS.

49
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Figura 1 — Valores de AK em fungdo do numero de grupos K (A). Graficos de barras gerados pelo
STRUCTURE mostrando a atribuigdo de cada linhagem a cada grupo genotipico (cores) para nimeros de
grupos (K) variando de 2 a 9 (B).
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c. GWAS

Para altura de plantas, utilizando o modelo sem incluir a matriz Q (K=1), nenhum
SNP foi detectado como significativo. Quando foi utilizada a matriz Q da estruturagdo das
linhagens em trés grupos (K=3), foram detectados trés SNPs significativos. Um esta
localizado no cromossomo 5 (PHM4185.17) e dois no cromossomo 1 (PZA00664.3 e
PZA01887.1). Quando as linhagens foram estratificadas em sete grupos (K=7), um SNP
posicionado no cromossomo 2 foi detectado como significativo (PHM3309.8). Para todos

os outros valores de K (K=1; 2; 4; 5; 6; 8 € 9), nenhum SNP com efeito significativo foi
detectado (Figura 2).
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Figura 2 -Manhatan Plot de GWAS para altura de plantas em 62 linhagens de milho tropical genotipadas

com 539 SNPs, sem estruturagéo (K=1) e com estruturagdo em diferentes numeros de grupos (K=2 a 9).
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Para produtividade de graos, utilizando o modelo sem incluir a matriz Q, nenhum
SNP foi significativo. No caso da estruturagdo em dois grupos (K=2), ocorreram 151
SNPs significativos, distribuidos por todos os 10 cromossomos. Nas estruturagdes com
Kigual a 4, 5, 6 e 8 foram detectados 7, 3, 6e 4SNPs significativos, respectivamente.
Com K=9 nao foi identificado nenhum SNP significativo (Figura 3).

Para essa caracteristica, apesar do alto poder de detec¢gdo de SNPs significativos
para varios modelos com diferentes valores de K, principalmente para K=2, ha grande
probabilidade de serem falsos positivos. A ocorréncia de falsos positivos (erro tipo I) em
estudos de associagdo gendmica ampla pode ser controlada, mas isso sO é possivel a
custa da reducgao do poder de deteccao de verdadeiros positivos ou do poder estatistico
(Li et al., 2014). Por exemplo, o estabelecimento de um limiar rigoroso para o teste de
associacdo € uma maneira eficaz de controlar a taxa de falsos positivos. Porém, isso
também faz com que o numero de verdadeiros positivos detectados seja reduzido. Uma
solugao desejavel consistiria em reduzir os falsos positivos, sem comprometer poder
estatistico da analise. Esta solucdo é critica, porque a heranga da maioria das
caracteristicas agronomicamente importantes é controlada por muitos genes, os quais
individualmente tém efeitos pequenos ou alelos raros (Buckler et al., 2009; Yang et al.,
2010).

A inclusao da estrutura populacional modificou signicativamente os resultados em
GWAS. Em alguns casos ela aumentou o poder de detecgdo de SNPs significativos, e
em outros casos ela o reduziu. Além disso, nos diferentes cenarios em que foram
detectados SNPs significativos, estes nao foram coincidentes, o que indica uma
inconsisténcia e grande variagdo nos resultados a serem obtidos de acordo com o K

utilizado, sendo K o mais provavel ou n&o pelo critério de Evanno.
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Figura 3 - Manhatan Plot de GWAS para produtividade de grdos em 62 linhagens de milho tropical
genotipadas com 539 SNPs, sem estruturacdo (K=1) e com estruturagéo em diferentes niumeros de grupos
(K=2 a9).

Considerando o conjunto dos 5% dos SNPs com maior efeito na AP,
independentemente de serem ou nao significativos, nos modelos sem estruturacéao e
com estruturacao, para todos os numeros de grupos, os SNPs com maiores efeitos foram
0os mesmos em todos os casos (K=1 a 9). Diferentemente, no caso da PG observou-se
uma grande variagdo dos SNPs identificados como os de maiores efeitos para os

diferentes valores de K. Portanto, apesar do baixo poder de deteccdo de SNPs
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significativos, os modelos de GWAS para AP, com ou sem estruturagdo, em geral

apresentaram maior acuracia em relagcao a observada no caso da PG.

Tabela 5 — Numero de SNPs coincidentes entre as 5% de maior efeito (27) nos diferentes modelos de
GWAS sem estrutura (K=1) e com estrutura populacional (K=2 a 9) para as caracteristicas altura de planta
(AP — diagonal superior) e produtividade de grdos (PG — diagonal inferior).

PG/AP K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9
K1 - 27 27 27 27 27 27 27 27
K2 3 - 27 27 27 27 27 27 27
k3 27 3 - 27 27 27 27 27 27
K4 1 2 1 - 27 27 27 27 27
K5 0 2 0 15 - 27 27 27 27
K6 0 2 0 18 15 - 27 27 27
K7 1 2 1 20 14 21 - 27 27
k8 1 2 1 18 13 17 20 - 27
K9 1 2 1 15 10 15 16 14 -

d. Analise do efeito do numero de grupos e do critério de Evanno na acuracia
em GWAS

Para a AP, o menor desvio dos p-valores observados em relagao aos esperados
ocorreu na estruturagdo da populacdo em oito grupos (K=8), a qual na analise de
estruturagdo apresentou o segundo maior valor de AK, quase idéntico ao maior valor,
que foi observado para K=2 (Figura 4). Isso indica que o modelo incluindo a matriz Q da
estruturagcdo com K=8 foi o que mostrou o maior grau de ajuste. As estruturagcdes com
K=5 e K=6 apresentaram valores relativamente baixos e préximos entre si (0,015 e 0,018,
respectivamente). Para K= 1, 2, 4 e 9 os valores de MSD foram um pouco maiores do
que os anteriores e também muito proximos entre si (0,025, 0,027, 0,027 e 0,024
respectivamente). As estruturacbes com K=3 e K=7, que apresentaram valores
intermediarios de AK, foram as que mais levaram a um desajuste do modelo,
apresentando valores de MSD bem superiores em relagao as outras estruturagdes (0,066
e 0,069 respectivamente). Portanto, os Unicos casos em que a inclusdo da matriz Q no
modelo levou a uma melhora no ajuste deste, foram nas estruturagdes com K=5, K=6 e

principalmente K=8. Destas, a unica coerente com o critério de Evanno foi K=8, o que
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indica uma baixa relacido entre este critério e a melhor estruturagado a ser usada para
GWAS.

Entretanto, considerando apenas o segundo quadrante do grafico Q-Q Plot, onde
se observa uma maior variagao entre os p-valores esperados e observados (MSD2),
ficou clara a relagdo positiva entre os valores 6timos de AK e o aumento na acuracia do
modelo. Nesse caso, as estruturacbes com os maiores valores de AK foram exatamente
as que apresentaram maiores ajustes dos modelos e, portanto, menores valores de
MSD2. Os modelos sem estrutura (K=1) e com estrutura da populagédo em dois grupos e
em 8 grupos (K=2 e K=8) apresentaram valores de MSD muito préximos entre si (0,11;
0,11 e 0,10, respectivamente). Isso indica que, a inclusdo das matrizes Q com K=2 e
K=8, que foram os numeros 6timos de grupos geneticamente estruturados pelo critério
de Evanno, no modelo de GWAS, dentre os modelos com estrutura, foram os mais
acurados. No entanto, em relacdo a K=1 ndo houve aumento significativo da acuracia.
Os valores de MSD2 para modelos com estruturagdes em numeros de grupos com o0s
mais baixos valores de AK (K=5, 6 e 9) também foram relativamente baixos (0,13;0,09 e
0,17, respectivamente). O menor valor de MSD2 foi observado quando K=6. Os valores
de MSD2 para os modelos incluindo estruturagdes com valores intermediarios de AK (K3
e K7), foram extremamente elevados em relagdo aos demais casos (1,28 e 1,19,
respectivamente), indicando uma baixa acuracia desses modelos de GWAS. Portanto,
os resultados evidenciam que para AP, os modelos mais acurados sao o sem
estruturacado (K=1) e aqueles cujas estruturagdes apresentam valores extremos de AK,

tanto os mais altos (K=2, 4 e 8) quanto os mais baixos (K=5, 6 e 9).
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Figura 4 — Quantile-Quantile Plot para a variagdo dos p-valores esperados e observados (Mean Square
Difference) para 539 SNPs usados em GWAS para altura de planta em 62 linhagens de millho tropical sem
estruturagéo (K=1) e estruturadas em diferentes nimeros de grupos (K=2 a 9). O MSD considera todos os

marcadores e MSD2 refere-se a apenas aos marcadores do segundo quadrante do grafico.

No caso da PG, o menor valor de MSD foi observado para K=6 (0,024). Em
seguida, os modelos que apresentaram maior grau de ajuste foram os com K=1, K=3, e
K=7 (0,083; 0,092 e 0,056, respectivamente). Para K=5, K=8 e K=9 os valores de MSD
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foram proximos entre si e superiores aos anteriores (0,154; 0,173 e 0,184). As
estruturacdes que levaram aos maiores valores de MSD foram as com K=2 e K=4. No
caso do K=2, cujo valor de AK foi maior que os demais, o valor de MSD foi extremamente
superior aos demais (2,08), inclusive que do K=4 (0,53). Portanto, para essa
caracteristica, a inclusdo da matriz Q no modelo sé levou ao aumento do ajuste no caso
de K=6 e K=7. Para K=3, o ajuste do modelo foi muito semelhante ao do modelo sem a
matriz Q (K=1). Além disso, as estruturagdes com os valores de K que apresentaram os
trés picos de AK (K=2, K=4 e K=8) mostraram alto grau de desajuste do modelo em
relagdo ao modelo sem matriz Q. A estruturacdo com K=2, cujo valor de AK foi o maior,
apresentou um grau de ajuste do modelo muito inferior aos demais (Figura 5)
evidenciando que, para caracteristicas poligénicas, a estruturacdo pelo critério de
Evanno ndo representou o melhor cenario para estudos GWAS, diferente do que foi
observado para a caracteristica oligogénica AP.

Considerando apenas o segundo quadrante do grafico Q-Q Plot, os menores
valores de MSD2 foram observados no modelo sem estruturagdo (K=1) e nos modelos
com estruturagdes com K=3, 6, 7 e 9 (MSD2=0,53; 0,07; 0,43 e 0,47, respectivamente).
O maior MSD2 foi observado com K=2, ou seja, para essa caracteristica, o resultado
reitera que o modelo incluindo a matriz Q obtida a partir da estruturacéo da populagao
no numero 6timo de grupos pelo critério de Evanno foi 0 menos acurado, diferentemente
do que foi observado no caso da AP. Além disso, as estruturacbes com K=4 e K=8, que
também apresentaram picos de AK, foram as que, apdés K=2, apresentaram os valores
mais elevados de MSD2.

De modo geral, os resultados indicam que o numero de grupos e o valor de AK
influenciam de forma distinta a acuracia dos modelos de GWAS para as caracteristicas
oligogénicas e poligénicas. No caso da AP, a inclusao da matriz Q no modelo levou a
uma maior acuracia dos modelos, principalmente nos casos em que 0s numeros de
grupos apresentaram valores de AK mais elevados (K=2, 4 e 8). No caso da
caracteristica PG, a inclusdo da matriz Q reduziu a grau de ajuste do modelo para todos

os valores de K, independentemente dos valores de AK.
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Figura 5 -— Quantile-Quantile Plot para a variagdo dos p-valores esperados e observados (Mean Square
Difference) para 539 SNPs usados em GWAS para produtividade de graos em 62 linhagens de millho
tropical sem estruturagéo (K=1) e estruturadas em diferentes niumeros de grupos (K=2 a 9). O MSD
considera todos os marcadores e MSD2 refere-se a apenas aos marcadores do segundo quadrante do

grafico.
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Estes resultados corroboram com os obtidos por Wang et al. (2015), que
analisando a predicdo gendmica em populagdes biparentais de milho tropical, concluiram
que a herdabilidade e a arquitetura genética da caracteristica de interesse influenciam o
desempenho das predi¢cdes de desempenho com base em dados genémicos. Segundo
esses autores, a precisao da predicao de caracteristicas complexas como a producao de
graos foi consistentemente menor do que a observada no caso de caracteristicas
geneticamente mais simples, como tempo de antese e altura de planta. O efeito da
estruturacdo também pode variar dependendo da caracteristica analisada.
Caracteristicas altamente correlacionadas com a estrutura populacional apresentam
problemas para GWAS, independentemente da metodologia (Yu et al., 2006; Cheng et
al. 2010). Além disso, as diferengas na estrutura da populagdo entre conjuntos de
germoplasma com altos niveis de diversidade genética e aqueles estreitamente
relacionados também podem contribuir para as diferengcas observadas no poder
estatistico e na acuracia em GWAS (Guo et al., 2014).

Em um estudo comparando varios métodos para o mapeamento de associagao
em trigo utilizando um conjunto de dados empiricos, Stich et al. (2008) avaliaram nove
métodos baseados em modelos mistos para mapeamento de associagdo. Em dois
métodos foi utilizada a matriz Q obtida por meio do programa STRUCTURE. Para decidir
sobre o numero mais provavel de grupos foi utilizado o critério de Evanno,
desconsiderando-se, portanto, todas as outras possibilidades de numero de grupos em
que a populagao pode ser geneticamente estruturada. No entanto, como observado no
presente trabalho, a definicdo do niumero 6timo de grupos pelo critério de Evanno pode
nao levar a um melhor ajuste do modelo em GWAS, dependendo da caracteristica
analisada. Portanto, apesar de Stich et al. (2008) terem constatado que o método
incluindo a matriz de parentesco obtida por RELM foi mais apropriado para GWAS com
respeito ao poder de deteccado de marcadores significativos e de controle do erro tipo |,
os resultados podem ter sido influenciados por uma escolha inadequada do numero de
grupos em que a populagao foi geneticamente estruturada para a obtencao da matriz Q.

Apesar da ampla utilizagao do critério de Evanno para determinar o numero mais
provavel de grupos e utilizagdo da matriz Q obtida dessa estruturacdo em GWAS, os
proprios autores que descreveram o método ressaltam que apesar do AK ser util para a
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identificagcdo do numero correto de grupos na maioria das situagdes, ele ndo deve ser
usado exclusivamente (Evanno et al., 2005). Os autores ressaltam ainda que esse
critério deve ser usado em conjunto com outras informagbdes fornecidas pelo
STRUCTURE, como o L(K) em si, o valor de a e os padrdes de trabalho individuais (ver
secgdo 5 em Pritchard e Wen, 2003). Também é importante ressaltar que os resultados
obtidos por esse método sao sensiveis ao tipo de marcador molecular utilizado, ao
numero de locos analisados, ao numero de populagdes amostradas e ao numero de
individuos em cada amostra.

Portanto, os resultados do presente trabalho indicam que a escolha do niumero
ideal de grupos geneticamente estruturados por meio do critério de Evanno pode nao
levar a melhores ajustes dos modelos em GWAS. Além disso, fica evidente que a
estruturacdo influencia de maneira completamente distinta as caracteristicas

oligogénicas e as poligénicas.
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18 Conclusoes

1) A estruturagdo genética populacional via inferéncia bayesiana tem efeito sobre
a acuracia dos modelos de GWAS.

2) O uso do numero 6timo de grupos pelo critério de Evanno para estrutura
populacional pode ndo conduzir a maiores acuracias em GWAS.

3) A inclusdo da estruturagdo genética populacional influencia de maneira

diferenciada a GWAS para caracteristicas oligogénicas e poligénicas.
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