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RESUMO

MAFRA, Gabrielle Sousa; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Fevereiro, 2020; Associacao de modelo linear misto e mapeamento
de herdabilidade genbmica regional para identificacdo de locos e genes de
caracteristicas relacionadas a crescimento e produtividade em milho-pipoca;
Orientador: Prof. Dr. Antdnio Teixeira do Amaral Junior; Conselheiros: Prof. Dr.
Alexandre Pio Viana e Prof. Dr. Marcelo Vivas.

A identificacdo de genes responsaveis por caracteristicas complexas tem grande
potencial para acelerar o melhoramento genético, porém, em milho-pipoca,
estudos dessa ordem ainda sao limitados. Dessa forma, nesta pesquisa, foi
aplicado o método de associacdo baseada em modelo linear misto (MLMA, sigla
em inglés) e mapeamento de herdabilidade regional (RHM, sigla em inglés) para
seis importantes caracteristicas do milho-pipoca. O trabalho foi realizado na
populacdo de polinizacdo aberta UENF-14, oriunda de oito ciclos prévios de
selecéo recorrente intrapopulacional. O polimorfismo de 200 genitores oriundos
de oito ciclos de selecéo recorrente da UENF-14 apresentou um painel denso de
SNPs. ApoOs a realizacdo dos filtros para exclusédo das observacdes perdidas e
frequéncia alélica inferior a 0,05, o estudo p6de ser realizado com o gendétipo de
196 individuos e 10.507 SNPs, e, desses individuos, em 98, foram obtidas
progénies S;, nas quais foram avaliadas as caracteristicas: altura de plantas e de
espiga; peso de 100 graos; capacidade de expanséao; rendimento de graos; e
volume de pipoca expandido por hectare. As avaliacdes fenotipicas foram
realizadas em dois locais: Campos dos Goytacazes (RJ) e Itaocara (RJ), em

vii



delineamento de blocos incompletos. Com as observacfes fenotipicas das
progénies S; e com a caracterizagdo do genoma dos genitores, foram realizadas
MLMA e RHM e, posteriormente, verificados genes catalogados nas plataformas
MaizeGDB e Phytozome, que potencialmente estdo em desequilibrio de ligacao
com SNPs associados as caracteristicas avaliadas. O estudo permitiu observar
que, para a maioria das caracteristicas, a herdabilidade capturada pela MLMA foi
maior que a observada no RHM. Além disso, permitiu revelar genes associados
as caracteristicas em ambas as analises, de forma que, na RHM, houve um maior
namero de associacdes identificadas, e somente quatros associacdes coincidiram
entre as andlises. Apesar disso, esses resultados podem auxiliar no
conhecimento sobre a arquitetura genética dos caracteres avaliados, uma vez que
este é o primeiro trabalho na cultura de milho-pipoca, e, assim, permitir que seja

realizada a selecao precoce de gendétipos com as caracteristicas desejadas.
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ABSTRACT

MAFRA, Gabrielle Sousa; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; February, 2020; Mixed linear model association and regional
genomic heritability mapping for loci and gene identification of growth and yield
traits in popcorn; Advisor: Prof. Dr. Antdnio Teixeira do Amaral Junior; Counselors:
Prof. Dr. Alexandre Pio Viana and Prof. Dr. Marcelo Vivas.

The identification of genes responsible for complex characteristics has great
potential to accelerate genetic improvement, however, in popcorn, these types of
studies are still limited. Thus, in this research, the association method based on
mixed linear model (MLMA) and regional heritability mapping (RHM) was applied
to six important characteristics of popcorn. The work was carried out in the open-
pollination population UENF-14, from eight previous cycles of recurrent intra-
population selection. The polymorphism of 200 parents from eight recurrent
UENF-14 selection cycles showed a dense panel of SNPs. After performing the
filters to exclude lost observations and allele frequency lower than 0.05, the study
could be carried out with the genotype of 196 individuals and 10,507 SNPs, and of
these individuals, in 98, S1 progenies were obtained, which were evaluated: plant
and ear height; 100 grains weight; popping expansion; grain yield; and popping
volume per hectare. The phenotypic evaluations were carried out in two locations:
Campos dos Goytacazes (RJ) and Itaocara (RJ), in an incomplete block design.
With the phenotypic observations of the S1 progenies and with the
characterization of the genome of the parents, MLMA and RHM were performed

and, subsequently, verified genes cataloged on the MaizeGDB and Phytozome
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platforms, which are potentially unbalanced with SNPs associated with the
evaluated characteristics. The study allowed us to observe that, for most
characteristics, the heritability captured by MLMA was greater than that observed
in RHM. In addition, it allowed to reveal genes associated with the characteristics
in both analyzes, so that, in RHM, there was a greater number of associations
identified, and only four associations coincided between the analyzes. Despite
this, can assist in the knowledge about the genetic architecture of the evaluated
characters, since this is the first work in the culture of popcorn, and, thus, allow the

early selection of genotypes with the desired characteristics



1. INTRODUCAO

No milho (Zea mays L.), as caracteristicas mais importantes,
economicamente, sdo geralmente herdadas de forma quantitativa, e a base
genética é atribuida a poligenes, bem como a efeitos da interacdo entre genes
e/ou entre genes e o meio ambiente (Xiao et al., 2017). Por ser uma espécie
utiizada como modelo pela genética classica e citogenética, contribui
expressivamente para a compreensao de processos fundamentais, que incluem
reproducdo, fotossintese, biossintese de metabdlitos primarios, elementos méveis
e relagdes estrutura-fungdo cromossomica (Zhou et al., 2009).

Nas Ultimas décadas, com o avanco das técnicas com marcadores
moleculares, a genética quantitativa molecular vem focando em estudos que
objetivem inferir sobre a arquitetura genética das caracteristicas complexas,
identificando os Quantitative Trait Loci QTLS responsaveis por essas
caracteristicas (Huang e Mackay, 2016). No entanto, disseca-las tem sido um
obstaculo para os melhoristas de plantas e animais, devido ao grande numero de
genes envolvidos na expressao do carater e a grande interferéncia do ambiente
no qual sdo submetidos.

Uma ferramenta utilizada com sucesso para identificar a base genética de
caracteristicas quantitativas € o uso de modelo linear misto em analises de
associacao (Zhang et al., 2010). O mapeamento de associacédo refere-se néo
apenas a identificacdo de QTLs, mas também a identificacdo de genes candidatos

com base na significancia estatistica entre marcadores e fendtipo (Paes et al.,



2016). O uso de marcadores moleculares, denominados polimorfismos de
nucleotideo Unico [Single Nucleotide Polymorphism (SNP)], vem contribuindo para
0 avanco do conhecimento a respeito da estrutura e diversidade genética em
populacdes de milho. A utilizacdo destes marcadores tornou-se fundamental nos
estudos de associagdo de modelo linear misto (Wang et al., 2012; Yang et al.,
2014b; Wen et al., 2018).

Desde a liberacdo do genoma de referéncia B73 no milho (Schnable et
al., 2009), o uso de modelo linear misto tem apresentado forte advento, e dezenas
de caracteristicas importantes para a agricultura foram dissecadas (Xiao et al.,
2017). Por ser uma espécie de fecundacdo cruzada, o milho possui uma
diversidade genética abundante e a capacidade de grandes cruzamentos
controlados, tornando a espécie um bom modelo para o uso em estudos de
associacdo em seu genoma (Li et al., 2012; Han e Huang, 2013).

O mapeamento de associagao foi utilizado com sucesso em milho para
identificar regides gendbmicas que influenciam a altura da planta (Weng et al.,
2011), o desenvolvimento radicular (Pace et al., 2015), a resisténcia a Fusarium
graminearum Schwabe (Han et al., 2018) e a Fusarium verticillioides (Sacc.)
Nirenberg (Coan et al., 2018b), bem como a biossintese de 6leo em graos (Li et
al., 2013). Ap6s 0 mapeamento por associacdo em regides cromossémicas de
milho-pipoca, foram encontrados genes candidatos que afetam amido, proteina de
armazenamento e conteddo de Oleo de graos de pipoca e conteudo de
polissacarideos de pericarpo (Paes et al., 2016). No entanto, pouco se sabe a
respeito de genes que estejam envolvidos no controle das principais
caracteristicas da cultura do milho-pipoca, tais como rendimento e capacidade de
expansao dos graos.

Embora o estudo de associagéao utilizando modelo linear misto seja o
método mais popular para analisar a base genética de caracteristicas
guantitativas, para a maioria destas, apenas uma propor¢ao relativamente baixa
da variagdo genética total € localizada (Nagamine et al., 2012; Thorwarth et al.,
2018). Isso ocorre porque, provavelmente, os efeitos individuais de alguns SNPs
Sdo muito pequenos e, por conseguinte, ndo sao detectados ao serem
submetidos a testes de significancia rigorosos (Yang et al., 2010).

Uma abordagem analitica, chamada mapeamento por herdabilidade

regional, ou simplesmente RHM, foi proposta por Nagamine et al. (2012) com o



objetivo de capturar mais sutimente a variagdo genética potencialmente
associada a caracteristicas quantitativas, que ndo possa ser detectada pela
associacdo gendmica basica. Neste método, usa-se uma matriz de parentesco
gendmico (GRM, sigla em inglés) entre individuos, com base em variantes de
SNPs comuns e raras encontradas em segmentos curtos do genoma, comumente
chamados de “janelas”, para estimar a variancia da caracteristica explicada por
tais regibes (Shirali et al., 2016; Resende et al., 2017).

Para estimar as herdabilidades regionais e gendmicas, utiliza-se um
modelo misto baseado na méxima verossimilhanca restrita (REML, sigla em
inglés) e dois componentes de variancia, um atribuido ao genoma inteiro e outro a
uma regido gendmica especifica, que sdo ajustados no modelo (Uemoto et al.,
2013).

Pesquisas vém revelando o maior poder de deteccdo do RHM, quando
comparado ao método de associacdo gendmica ampla (Riggio et al., 2013;
Resende et al., 2017). Entretanto, embora o método tenha se difundido nas areas
humana (Shirali et al., 2016; Zeng et al., 2017b) e animal (Matika et al., 2016), sdo
raros os estudos que utilizam esse método em plantas. Até o momento, foram
identificados apenas trés trabalhos com RHM, desenvolvidos com organismos
vegetais, sendo esses: eucalipto (Resende et al., 2017), mandioca (Okeke et al.,
2018) e feijdo (Resende et al., 2018). Uma abordagem com a metodologia de
RHM pode identificar variantes comuns e raras envolvidas na expressédo de
caracteristicas complexas, como rendimento e capacidade de expansao de graos,
em populacdes de milho-pipoca.

Até onde se sabe, esta € a primeira tentativa de usar o procedimento
RHM nessa cultura. Devido a importancia da populacdo de milho-pipoca UENF-
14, um estudo aprofundado a respeito das regides genémicas responsaveis pelas
principais caracteristicas de interesse pode auxiliar no desenvolvimento de
germoplasma de milho-pipoca da UENF. Com isso, 0s objetivos do trabalho

podem ser definidos em:



2. OBJETIVOS

2.1 Geral:

Por meio do estudo de associacdo via MLM e RHM, identificar QTLs e genes
relacionados as principais caracteristicas de crescimento e produtividade em

milho-pipoca.
2.2 Especificos:

2.2.1 Realizar a MLMA e o RHM para seis caracteristicas de importancia

agrondmica em milho-pipoca, avaliadas em diferentes ambientes;

2.2.2 Identificar potenciais genes, que estejam em desequilibrio de ligacdo com

SNPs associados.



3. REVISAO

3.1 Milho-pipoca e o melhoramento genético no Brasil e na UENF

Na cultura do milho-pipoca, é importante considerar que os genétipos
melhorados devem atender aos interesses dos produtores e, principalmente, dos
consumidores. Caracteristicas como elevada produtividade de graos, alta
capacidade de expansdo, bem como menor altura de plantas e,
consequentemente, menor altura de insercdo da espiga estdo entre as mais
procuradas, que podem também ser combinadas com resisténcia ou tolerancia a
estresses bidticos e abidticos (Li et al., 2007; Gerhardt et al., 2017; Kurosawa et
al., 2017a; Oliveira et al., 2018; Amaral Junior et al., 2019; Senhorinho et al.,
2019).

No Brasil, 0 melhoramento de milho-pipoca teve inicio entre os anos de
1982 e 1984 (Sawazaki, 2010) no Instituto Agrondmico de Campinas (IAC).
Segundo Sawazaki (2010), no ano de 1941, foi introduzida, no IAC, a variedade
"South American Mushroom™" (SAM), oriunda dos Estados Unidos da Ameérica,
mas somente entre os anos de 1946/1947 ela foi lancada. No ano de 1950, foi
apresentada a variedade Branca Pontuda. Entre os anos de 1982-1984, teve
inicio o Programa de Melhoramento de milho-pipoca realizado por Sawazaki et al.
(1986) e Sawazaki (1996), no qual foram avaliadas seis variedades de milho-
pipoca, em cruzamento dialélico, quanto a capacidade de expansdo dos graos.
Do ano de 1985 até o ano de 1990, foi realizado o melhoramento das variedades

SAM e Guarani via selecdo massal; de 1991 a 1993, a selecdo recorrente



reciproca nas variedades SAM e IAC-64 (versdo amarela da variedade Guarani),
e deu-se inicio a obtencdo de linhagens das variedades SAM, Guarani e IAC 64
(Sawazaki et al., 2000). No ano de 1993, o IAC iniciou a avaliacdo de hibridos
norte-americanos em parceria com as empresas Conagra e Weaver (Sawazaki et
al., 1998).

Os primeiros registros a respeito do melhoramento de milho comum, via
metodologia de milho hibrido, datam de 1932 (Krug et al., 1943), embora,
Sawazaki et al. (2000) afirmem que, no ano 2000, sua utilizacdo no melhoramento
do milho-pipoca ainda era recente no Brasil. O hibrido simples modificado IAC
112, primeira cultivar registrada no Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA), data do ano de 1998 (Registro Nacional de Cultivares,
2019), e foi desenvolvida pelo Instituto Agrondmico de Campinas, pioneiro no
melhoramento de milho no Pais.

No ano de 2006, houve o lancamento do hibrido top-cross (hibrido
simples x variedade) IAC 125, obtido de linhagens da populacdo SAM, de IAC 64
e de geracdo avancada de um hibrido norte-americano (Sawazaki, 2010).
Atualmente, é o Unico gendtipo de milho-pipoca hibrido disponibilizado pelo IAC,
uma vez que a cultivar IAC 112 nao esta sendo produzida e as demais — IAC 268
e IAC 367 — estdo em processo de producdo de sementes (Instituto Agronémico
de Campinas, 2019).

Instituicdes publicas como a Universidade Estadual de Maringa — UEM
(Scapim et al., 2002; Coan et al., 2018a; Sanches et al., 2019; Senhorinho et al.,
2019), a Universidade Federal de Vicosa — UFV (Viana et al., 2014; Mundim et al.,
2015; Paes et al., 2016; Almeida et al., 2018b, a; Rahim et al., 2019; Andrade et
al., 2019), a Universidade Estadual de Londrina — UEL (Carpentieri-Pipolo et al.,
2003, 2005; Hilse de Souza et al., 2012), a Embrapa Milho e Sorgo (Pacheco et
al.,, 1998), o Instituto Agronémico de Campinas (Instituto Agronémico de
Campinas, 2019), a Universidade Federal do Cariri — UFCA (Lima et al., 2018;
Martins et al.,, 2018) e a Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro — UENF (Amaral Junior et al., 2013; Vittorazzi et al., 2017; Guimarées et
al., 2018b), possuem Banco de Germoplasma e/ou desenvolvem programas de
melhoramento de milho-pipoca no Brasil.

No entanto, de acordo com informacdes disponibilizadas pelo Registro

Nacional de Cultivares (2019), as uUnicas instituicbes publicas mantenedoras de



registros de cultivares de milho-pipoca, junto ao Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, sdo o Instituto Agronémico de Campinas e a
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.

O programa de melhoramento de milho-pipoca na UENF teve inicio com a
introducdo do composto indigena UNB-1, no ano de 1993, levado pelo professor
Joachim Friedrich Wilhelm Von Bulow a Instituicdo. Este composto foi,
primeiramente, doado pela Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz
Esalg/USP a Universidade de Brasilia (UNB), que, por sua vez, o doou a UENF.
Apés sua introducdo no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Universidade, o
composto foi cruzado com a variedade de milho-pipoca americana, cuja progénie
resultante foi cruzada com uma variedade de milho-pipoca que possuia alto
rendimento e resisténcia a Exserohilum turcicum (Pass.) K. J. Leonard & E. G.
Suggs (helmintosporiose) (Pereira e Amaral Janior, 2001).

A populagao resultante foi, entdo, conduzida a dois ciclos de selecao
massal e trés retrocruzamentos com a variedade americana, dando origem a
UNB-2 (Pereira e Amaral Junior, 2001), que, por sua vez, foi submetida a dois
ciclos de selecdo massal, originando a populagcdo UNB-2U. Apéds cinco ciclos de
selecdo recorrente intrapopulacional, a cultivar UENF-14 foi lancada (Amaral
Junior et al., 2013), e, hoje, encontra-se em 9° ciclo de selecao recorrente (C-9).

Inicialmente, com o objetivo de estimar os componentes genéticos da
populacdo UNB-2U e de determinar qual a melhor estratégia para a obtecdo de
maiores ganhos genéticos para as caracteristicas rendimento de grdos (RG) e
capacidade de expansdo (CE), Pereira e Amaral Junior (2001) utilizaram o
Delineamento | de Comstock e Robinson (1948), que, segundo os autores, é
apropriado para o estudo de estrutura genética de populacdes. Os resultados
desse estudo indicaram que a estratégia de familia de irm&os-completos foi a que
apresentou as maiores perspectivas de ganhos (9,42% GY e 27,09% CE), quando
comparada com a de familias endogamicas S; (7,93% GY e 19,54% CE); meios-
irmaos (6,26% GY e 18,45% CE); selecdo massal estratificada (2,33% GY e
12,13% CE); e sele¢do massal (2,23% GY e 11,77% CE). Dessa forma, 0s
autores recomendaram que o procedimento de selecdo recorrente de irmaos-
completos fosse adotado no melhoramento intrapopulacional da UNB-2U.

Por conseguinte, o primeiro ciclo (C1) de sele¢ao recorrente da populagéo

UBN-2U foi conduzido por meio da utilizacdo de familias de irmaos-completos, as



quais foram avaliadas no ano agricola de 1998/1991 no estado do Rio de Janeiro.
Foram selecionadas as 30 familias superiores, de acordo com Falconer (1981), a
fim de estimar os ganhos genéticos da populacéo, resultando em um ganho de
10,39% e 4,69% para capacidade de expansdo e rendimento de graos,
respectivamente (Daros et al., 2002).

No ano agricola de 2001/2002, o segundo ciclo (C2) de selecao
recorrente foi conduzido. Este, por sua vez, foi realizado com a utilizacdo de
familias endogamicas (S;). Um total de 40 familias foram selecionadas, e o0s
ganhos genéticos foram preditos segundo os critérios estabelecidos pelo indice
de Smith (1936) e Hazel (1943), perfazendo um ganho de 17,8% para capacidade
de expanséo e de 26,95% para rendimento de graos (Daros et al., 2004).

No terceiro ciclo (C3) de selecdo recorrente, a estratégia de familias de
meios-irmaos foi adotada, sendo avaliadas 192 familias, entre as quais foram
selecionadas as 30 melhores de acordo com o indice de sele¢cdo proposto por
Mulamba e Mock (1978), o que proporcionou ganho de 7,16% para capacidade de
expansao e de 10,00% para rendimento de graos (Santos et al., 2007).

Nos demais ciclos — C4 a C8 —, foram utilizadas familias de irmaos-
completos, e a selecdo das familias superiores ocorreu com base no indice de
Mulamba e Mock (1978). Os ganhos obtidos foram: 10,58% para CE e 7,71%
para GY no C4 (Freitas Junior et al., 2009); 6,01% para CE e 8,53% para GY no
C5 (Rangel et al., 2011); 10,97% para CE e 15,30% para GY no C6 (Ribeiro et al.,
2012); 5,11% para CE e 7,78% para GY no C7 (Freitas et al., 2014); e 3,61% para
CE e 4,60% para GY no C8 (Guimaraes et al., 2018a).

O programa de melhoramento de milho-pipoca da UENF também possui
outras linhas de pesquisa, além da selecdo recorrente tradicional (Daros et al.,
2004; Amaral Junior et al., 2010; Freitas Junior et al., 2009; Freitas et al., 2014;
Ribeiro et al., 2016; Amaral Junior et al., 2016; Guimarées et al., 2019). Sao
desenvolvidos trabalhos visando a obtencdo de genoétipos resistentes aos
principais patdogenos que acometem a cultura, tais como Puccinia polysora
Underw (Mafra et al., 2018; Schmitt et al., 2019), Exserohilum turcicum (Pass.) K.
J. Leonard & E. G. Suggs (Santos et al., 2017b; Kurosawa et al., 2017b),
Bipolaris maydis (Nisik.) Shoemaker (sindnimo de Helminthosporium maydis Nisik.
and Myiake) (Kurosawa et al., 2017b; Amaral Junior et al., 2019) e Fusarium spp.

(Schwantes et al., 2018) bem como a estresses abibticos causados por solos



deficientes em nitrogénio (Santos et al., 2017a, 2019), fésforo (Gerhardt et al.,
2017, 2019; Silva et al., 2019), e estresse hidrico (Kamphorst et al., 2018b, a,
2019; Lima et al., 2019).

No entanto, atualmente, trabalhos vém sendo desenvolvidos a fim de
acelerar o processo de selecdo de gendtipos superiores nos programas de
melhoramento. Nesse sentido, o uso de marcadores moleculares do tipo
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) tem sido uma das principais
ferramentas na identificacdo de marcas associadas as principais caracteristicas e
quantificacdo de diversidade genética na culturas do milho (Van Inghelandt et al.,
2010; Frascaroli et al., 2013; Zhang et al., 2016a; Xu et al., 2017; Mengesha et al.,
2017; Ertiro et al., 2017; Luo et al., 2017) e milho-pipoca (Mundim et al., 2015;
Paes et al., 2016; Coan et al., 2018a; Senhorinho et al., 2019; Andrade et al.,
2019), por ocorrerem com uma frequéncia muito maior no genoma do que 0s
marcadores SSRs (Van Inghelandt et al., 2010), por exemplo.

O programa de melhoramento genético de milho-pipoca da UENF
também vem implementando o uso dessa ferramenta, visando a facilitar a selecéo
dos gendtipos superiores no programa de selecdo recorrente (SR)
intrapopulacional, de forma que o uso de todos os marcadores disponiveis seja
atil para prever o valor genotipico, levando a um maior ganho (Massman et al.,
2013). Espera-se que esses venham a auxiliar diretamente na selecéo,
diminuindo o tempo de cada ciclo de SR. Além disso, almeja-se que os SNPs
significativos encontrados venham a contribuir para a selecdo das caracteriticas
mais importantes da cultura, por meio da sua utilizacdo em outras linhas de

pesquisa desenvolvidadas no programa.
3.2 A cultura do milho e a era genbmica

O genoma do milho (B73 RefGen_v1) € composto por 85% de sequéncia
repetitiva (Schnable et al., 2009). A quantidade de sequéncias repetidas € a maior
causa de diferenca entre os tamanhos dos genomas (Mufoz-Diez et al., 2012;
Jian et al., 2017) e podem ser ocasionadas por diferencas de temperatura em
distintas localizagGes geograficas, longitudes e latitudes (Diez et al., 2013). Além
disso, tempos de floracdo e diferencas nos tempos 6timos de floracdo em clines
altitudinais afetam indiretamente o tamanho do genoma (Jian et al., 2017; Bilinski
et al., 2018).
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O tamanho do genoma (GS, sigla em inglés) da espécie Zea mays ssp.
mays, medido pelo coeficiente de variacédo, varia em até 6% quando comparado a
seus parentes silvestres mais proximos (ssp. parviglumis e mexicana), 0s
teosintes (Diez et al., 2013). Linhas temperadas tém genomas significativamente
menores do que as linhas tropicais, que sao significativamente menores que 0
teosinte (Chia et al., 2012), o que ocorre também com as racas cujo GS € menor
do que em teosintes (Diez et al., 2013), dados que corroboram a hipétese de que
o tamanho do genoma da espécie também pode ser influenciado indiretamente
pela selecdo natural no desenvolvimento e por caracteristicas adaptativas
(Tenaillon et al., 2016; Bilinski et al., 2018).

Desde o sequenciamento do genoma da linhagem de milho denominada
B73, em 2009 (Schnable et al., 2009), pesquisas na area gendmica vém
buscando identificar genes e gendtipos que sejam importantes comercialmente,
de forma a auxiliar no aumento da produtividade das areas de cultivo.

Com a necessidade de disponibilizar a comunidade cientifica e/ou
académica dados a respeito da cultura do milho, no ano de 2001, surgiu a
iniciativa de compilar os dados disponibilizados nas plataformas MaizeDB e
ZmDB. Eles dizem respeito a informagbes sobre o genoma do milho e
disponibilizacdo de regibes ESTs, GSSs e sequéncias de proteinas, entre outras.
Entretanto, somente no ano de 2003 essa iniciativa se concretizou, dando origem
a plataforma on-line denominada MaizeGDB (Lawrence, 2004), que, atualmente,
fornece dados a respeito do genoma de referéncia B73, entre outros.

O genoma de referéncia da linhagem B73 possui um tamanho de 5,64 pg
| 2C (picogramas — pg — por nucleo 2C), ou aproximadamente 2,3 gigabase, e foi
sequenciado, pela primeira vez, no ano de 2009 (Schnable et al., 2009; Diez et
al., 2013). A contar de seu langamento, foi revisado trés vezes, utilizando-se a
estratégia sequenciamento de BAC (cromossomo artificial bacteriano) (Portwood
et al.,, 2019). No entanto, em 2015, uma nova versao foi disponibilizada, dessa
vez, baseando-se no sequenciamento single-molecule real-time e mapeamento
otico de alta resolucdo, que resultou em um aumento de 52 vezes no
comprimento do contig e progressos na montagem de espagos intergénicos e
centrébmeros (Jiao et al., 2017).

Muitos s&o os trabalhos que utilizam o B73 como genoma de referéncia
(Ganal et al., 2011; Chen et al., 2016; Morosini et al., 2017; Zhu et al., 2018; Gage
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et al., 2019; Alves et al., 2019; Rossi et al., 2020; Li et al., 2020). No entanto,
pesquisas envolvendo andalises em carater gendmico em milhos especiais, em
particular o milho-pipoca, ainda sdo incipientes, e, em sua maioria, foram
realizados para deteccdo de genes relacionados as principais doencas que
acometem a cultura.

Em estudo de associacdo gendmica ampla em milho e milho-pipoca, para
identificar SNPs e genes putativos associados a resisténcia a cercosporiose
causada por Cercospora zeina Crous & U. Braun sp. nov., utilizando o genoma
B73 como referéncia, foi verificada a presenca de trés genes que codificam
proteinas relacionadas a via de defesa das plantas, e que podem, ap6s validados,
ser usados na selecdo assistida por marcadores e auxiliar na compreensdo da
resisténcia do milho a essa enfermidade (Kuki et al., 2018).

Em estudo avaliando gendtipos de milho e milho-pipoca, visando a
identificar regides genbmicas, incluindo genes candidatos associados a
resisténcia a podriddo de espiga causada por Fusarium verticillioides (Sacc.)
Nirenberg, Coan et al. (2018) observaram a presenca de quatro genes ligados aos
SNPs associados, que codificam proteinas relacionadas a defesa. Anteriormente,
avaliando um painel de diversidade de milho, incluindo milho-pipoca, verificaram
trés marcadores significativamente associados a resisténcia a podriddo de espiga
(Zila et al., 2013).

Paes et al. (2016) encontraram associa¢des significativas para o volume
de expanséo e outras caracteristicas de qualidade, e genes candidatos envolvidos
com lipidos, amido, proteina de armazenamento, polissacaridos e sintese da
parede celular, em populacdes de milho-pipoca oriundas de distintos ciclos de
selecéao.

Em estudo de associacdo gendmica ampla baseada em hapldtipos,
avaliou-se angulo foliar, altura de planta (PH, sigla em inglés), altura de espiga
(EH, sigla em inglés) e relagédo entre EH / PH em linhagens de milho tropical, que
envolvem milho comum e milho-pipoca, tendo sido observado um total de 40
blocos de haplétipos significativamente associados as caracteristicas de interesse
(Maldonado et al., 2019).

Mais recentemente, foram encontrados quatro SNPs associados a
capacidade de expansdao em graos de milho-pipoca, cujos genes anotados

demonstraram estar relacionados a fung¢des associadas ao conteudo de amido,
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gue desempenham um papel importante na qualidade da expanséo (Senhorinho
et al., 2019).

No ano de 2017, Jiao et al. (2017) sugeriram uma nova versdao do
sequenciamento do genoma de B73, denominada B73 RefGen_v4. Os autores
observaram que essa nova versao tem contiguidade 240 vezes maior que O
genoma da cultivar de milho PH207, recentemente publicada, e concluiram que
novas assembleias podem ser realizadas, de forma a elucidar a base da
diversidade fenotipica no milho.

Nesse ensejo, além do B73 (Schnable et al., 2009), outros genomas de
milho estdo disponiveis na plataforma MaizeGDB. Sao eles: B104 (Maize
Genetics and Genome Database, 2019), CML247 (Lu et al., 2015), Mo17 (Yang et
al., 2017; Sun et al., 2018), PH207 (Hirsch et al., 2016) e W22 (Springer et al.,
2018). No entanto, ainda sao poucos os trabalhos que mencionam a utilizacao
desses genomas como referéncia.

O genoma B104 é 93% semelhante ao B73, por serem derivados da
mesma populacdo. A diferenca € que o B104 é facilmente transforméavel, e sua
disponibilidade permite que os pesquisadores trabalhem com seus proprios
transformantes (Manchanda et al., 2016).

Devido a sua elevada resisténcia a doencas, a linhagem CML247
apresenta uma valiosa contribuicdo para o futuro do melhoramento do milho (Lu
et al., 2015). ApGs o sequenciamento, foi utilizada para verificar se os homdlogos
nao alélicos que demonstraram estar presentes nos genomas de B73 e PH207
também estariam presentes no genoma CML247 (Brohammer et al., 2018). Além
disso, foi utilizada na comparacdo entre os transcritos descritos no genoma da
linhagem, e transcritos obtidos nos genomas de B73, PH207 e PHJ89, a fim de
identificar se esses representavam alelos divergentes da linhagem (Gage et al.,
2019).

O sequenciamento do genoma PH207 foi realizado para complementar e
compara-lo com a sequéncia de referéncia B73 (Hirsch et al., 2016). Ao utilizarem
o0 genoma de PH207 e B73 para identificacdo sisteméatica e comparacao de genes
de repeticdo pentatricopeptideo (PPR, sigla em inglés) entre as duas linhagens,
foi identificada a presenca de 491 e 456 genes PPR nos genomas B73 e PH207,

respectivamente (Chen et al., 2018).
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O mapa de haplétipos derivados do genoma Mo17 (Yang et al., 2017; Sun
et al., 2018) foi utilizado por Yang et al. (2019) para detectar variantes estruturais
polimorficas em linhagens de milho, bem como por Anderson et al. (2019), que
desenvolveram uma abordagem para definir insercdes de elementos
transponiveis variaveis e compartilhadas em conjuntos de genomas, e aplicaram
esse método a quatro genomas de milho, entre eles, Mol7 e W22.

Dada a grande diversidade de milho, os genomas de referéncia
disponiveis, derivados de variedades de origem temperadas — que, de acordo
com Yang et al. (2019), é o caso dos genomas Mol7 (Sun et al., 2018), W22
(Springer et al.,, 2018) e B73 (Schnable et al., 2009; Jiao et al., 2017) —, sao
insuficientes para a caracterizacdo de pan-genoma (Yang et al., 2019). No intento
de disponibilizar mais genomas, com maior diversidade genética, foi sugerido um
novo sequenciamento e montagem de um genoma de referéncia, dessa vez,
utilizando linhagens de milho tropical (Yang et al., 2019). Os autores sugeriram,
ainda, a construcdo de um pan-genoma baseado ndo apenas no genoma de
milho, mas também de seu ancestral, o teosinte.

Observa-se que h& um crescente numero de pesquisas sendo
desenvolvidas, a fim de elucidar cada vez mais o genoma complexo do milho. A
guantidade de linhagens sequenciadas e que possuem dados gendémicos
dispostos em bancos de dados, como MaizeGDB, vem em auxilio desse
entendimento. Espera-se que, no futuro, novas metodologias de sequenciamento
sejam disponibilizadas, a fim de completar a lacuna ainda existente no

conhecimento a respeito dos genes e fun¢des génicas da espécie Zea mays L.

3.3 Deteccao de QTL via Associacao de Modelo Linear Misto (MLMA)

Nos organismos animais e vegetais, muitas caracteristicas sao herdadas
quantitativamente e influenciadas pelo ambiente e por muitos genes (Zeng, 1994;
Schafer-Pregl et al., 1998). As regides dentro do genoma que possuem genes
associados com uma caracteristica quantitativa sdo denominadas locos de
caracteristica quantitativa (QTLs) (Geldermann, 1975; Collard et al., 2005).

No entanto, ndo é possivel realizar a identificacdo desses locais via
fenotipagem convencional. O advento dos marcadores moleculares, nos anos
1980, veio como uma ferramenta importante para auxiliar nessa identificacao

(Collard et al., 2005), possibilitando, assim, mapear regides cromossdmicas que
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afetam esses caracteres (Toledo et al., 2008). O uso de marcadores moleculares
auxilia na selecdo, e pode acelerar os ganhos genéticos, levando ao
desenvolvimento mais rapido de cultivares. Se marcadores vinculados a QTLs
para caracteristicas de interesse forem identificados, a selecdo desses locos
podera ser feita ainda em estdgio de muda e, portanto, em um estagio muito
anterior a selecdo baseada em avaliagfes fenotipicas (Serba et al., 2015).

Na atualidade, muitos tipos de marcadores vém sendo utilizados na
identificacdo de QTLs para estudos de genomas de espécies de interesse
agronémico (Pandey et al., 2014; Mora et al., 2015; Pootakham et al., 2015) ou de
diversidade natural (Rocha et al.,, 2014; Alves et al., 2016). No entanto, a
utilizacdo de marcadores do tipo polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) vem
ganhando destaque, por apresentarem eficiéncia, facilidade de automacao.(Guan
et al., 2019), abundancia e acessibilidade ao screening de alto rendimento (Simko
et al., 2006).

Das abordagens estatisticas que utilizam marcadores SNPs na
dissecacdo do genoma de espécies vegetais e animais, o uso de modelo linear
misto (MLM) est4 entre as que mais recebem atencdo, uma vez que permite a
avaliacdo de véarios de niveis de parentesco simultaneamente (Yu et al., 2006), e
possibilita realizar a andlise na presenca de estrutura de populacdo, tanto
relacionada a localizacdo geogréafica (Kang et al., 2010) quanto ao parentesco
familiar (Zhang et al., 2010) ou relacao enigmatica (cryptic relatedness) (Price et
al., 2010). Nesse método, a estrutura populacional (Pritchard et al., 2000) é
ajustada como efeito fixo, enquanto o parentesco entre os individuos é inserido
como a estrutura de variancia-covariancia do efeito aleatério para os individuos
(Zhang et al., 2010).

O método MLM abrange a construcdo de uma genetic relationship matrix
(GRM), e atua modelando a estrutura da amostra, estimando a contribuicdo da
GRM para a variacéo fenotipica usando um modelo de efeitos aleatorios (com ou
sem efeitos fixos adicionais) e computando estatisticas de associacbes que
respondem por este componente da variacdo fenotipica. Conforme relatado, a
principal vantagem da associagdo de modelo linear misto (MLMA) inclui evitar a
deteccdo de associacOes falso-positivas, devido a presenca de estrutura
populacional, aumentando o poder de detec¢édo de associa¢cdes, quando aplicada

uma correcao especifica para essa estrutura (Yang et al., 2014a).
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Para estrutura relacionada a posicdo geogréfica, os marcadores que
apresentam maiores frequéncias alélicas relacionadas a populagdo recebem
maior correcdo. Quando a estrutura esta relacionada com o parentesco, ha uma
contribuicdo menor dos individuos relacionados, a fim de impedir que esses
influenciem na andlise, devido a estrutura de correlacdo presente (Yang et al.,
2014a).

Korte et al. (2012) verificaram que os SNPs de base apresentaram-se
correlacionados, devido a estrutura da populacdo, e concluiram que o modelo
misto remove efetivamente essa tendéncia, independentemente da analise ser
feita em um fendtipo por vez, usando um modelo misto de caracteristica Unica, ou
ambos simultaneamente usando modelo misto de varias caracteristicas.

A abordagem MLMA fornece uma alternativa para deteccdo de
marcadores associados com a caracteristica de interesse em colecdes de
germoplasma e programas de melhoramento em culturas como milho (Yang et al.,
2014b), tabaco (Basirnia et al., 2014) e soja (Zhang et al., 2015a).

Em milho, um estudo utilizando dois grandes painéis de linhagens
endogamicas dos tipos dentado e flint, adaptadas as condi¢cbes agroclimaticas
europeias, e empregando a abordagem MLM, permitiu identificar um grande
namero de QTLs para tolerancia ao frio, de forma que foram observados mais
QTLs associados a tolerancia ao frio nas linhagens do tipo flint do que nas do tipo
dentado (Revilla et al., 2016).

Wang et al. (2012), comparando as abordagens MLM e GLM (Modelo
Linear Generalizado), na identificacdo de genes candidatos a resisténcia a
Sphacelotheca reiliana (Kuhn) Clint em linhagens de milho, verificaram que o
MLM apresentou resultados melhores, quando comparado com a abordagem
GLM, permitindo a identificacdo de 18 genes candidatos associados a resisténcia
de milho ao carvao do pendéo.

Na deteccdo de QTLs favoraveis e genes candidatos a porcentagem de
fibora em algodéo, Su et al. (2016), utilizando um modelo linear misto, identificaram
12 locos SNPs associados a caracteristica, entre 0s quais cinco, que se
associaram significativamente a caracteristica, foram detectados com o menor
valor P.

Outra utilizacdo importante da abordagem MLM é na estimacdo dos

componentes de herdabilidade explicados por marcadores (Zaitlen e Kraft, 2012;
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Overby et al., 2015). Essa ferramenta auxilia programas de melhoramento, tanto
animal quanto vegetal, pois permite que seja realizada a associagdo de SNPs e
QTLs e a identificacdo de genes candidatos possivelmente relacionados com
caracteristicas de interesse agronémicos, e, dessa forma, acelera o processo de

obtencado de gendtipos melhorados.
3.4 Mapeamento de Herdabilidade Regional (RHM)

O método de identificacdo de QTL por meio da associacdo gendmica
ampla, ainda que muito utilizado, vem sendo bastante criticado, uma vez que,
segundo alguns estudos, € pouco eficiente para detectar variacdo genética total
de caracteristicas complexas (Nagamine et al., 2012; Uemoto et al., 2013).

Nagamine et al. (2012) propuseram um método chamado mapeamento de
herdabilidade regional, ou simplesmente RHM. Esta metodologia tem como
objetivo principal capturar a maior parte da variancia genética associada as
caracteristicas complexas, que ndo pode ser capturada pela associacédo
gendbmica. Esse fato pode ocorrer devido a falta do poder da associacdo
gendmica ampla em detectar alelos causadores raros, que geram pouca variacao
associada ao SNP, mas que, em conjunto, podem contribuir com uma grande
fracdo da herdabilidade (Yang et al., 2010; Thornton et al., 2013).

Pesquisas na area humana mostraram que multiplos locos independentes
com diferentes frequéncias e efeitos alélicos estdo comumente situados na
mesma regido génica ou em regides de segmentos curtos (Duerr et al., 2006;
Haiman et al., 2007). Esses locos podem ndo ser detectados por analises de
SNPs Unicos, uma vez que esse tipo de analise ndo é tdo sensivel a ponto de
identificar efeitos individuais alélicos relativamente pequenos, mesmo que o efeito
cumulativo de todo o loco na variancia da caracteristica seja grande (Uemoto et
al., 2013).

Diante dessa hipdtese, Thornton et al. (2013) realizaram um estudo que
visava comparar o poder da associacdo gendmica ampla e de outros métodos
para a deteccdo de variantes genéticas que afetam caracteristicas complexas, por
meio de simulacdo. Os autores concluiram que o ressequenciamento completo
produz apenas uma melhora modesta, quando comparado com o poder dos chips

tradicionais de SNPs.
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Alguns métodos sdo sugeridos como sendo mais vantajosos que a
associacdo gendomica ampla, entre eles estdo o SKAT (Sequence Kernel
Association Test) (Wu et al., 2011) e o RHM (Regional Heritability Mapping)
(Nagamine et al., 2012; Uemoto et al., 2013). Neste ultimo, um modelo misto
baseado na méxima verossimilhanca restrita (REML) é usado e dois componentes
de variancia — um contribuido pelo genoma inteiro e um segundo por uma regiao
gendmica especifica — séo ajustados no modelo para estimar herancas regionais
e gendmicas, respectivamente. O RHM facilita a captura da variacado genética que
esta associada a cada segmento do genoma, combinando os efeitos de variantes
comuns e raras em uma regiao (Nagamine et al., 2012; Uemoto et al., 2013).

A metodologia de mapeamento de herdabilidade regional ainda ndo esta
bem consolidada para espécies vegetais, uma vez que a maior parte das
pesquisas utilizando esse tipo de metodologia foi realizada para identificacdo de
QTLs relacionados a caracteristicas complexas em humanos (Uemoto et al.,
2013; Caballero et al., 2015; Shirali et al., 2016; Zeng et al., 2017hb).

Resende et al. (2018), ao compararem as metodologias de associacéo
gendbmica ampla e RHM para caracteristicas complexas em feijao (Phaseolus
vulgaris L.), verificaram que a proporcéo de herdabilidade genémica explicada por
RHM foi maior do que a explicada pela associacdo genbmica ampla. Ainda
segundo os autores, RHM em espécies autégamas tem potencial de identificar
QTL de efeito maior combinando variantes alélicas que poderiam ser efetivamente
incorporadas em modelos de previsdo de genoma completo e rastreadas através
de geracOes de genitores usando a selecéo assistida por marcadores.

Okeke et al. (2018), estudando uma espécie aldgama (Manihot esculenta
Crantz), também concluiram que o mapeamento de herdabilidade regional é
eficaz para entender a arquitetura genética de caracteristicas complexas desta
espécie.

Em eucalipto, Resende et al. (2017) verificaram que a analise por meio de
RHM detectou 26 locos de caracteristicas quantitativas (QTLs) abrangendo 2.191
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs), enquanto a associacdo gendmica
ampla detectou apenas 13 associacdes. Além disso, os QTLs de RHM e
associacdo genbmica ampla explicaram individualmente 5 a 15% e 4 a 6% da

herdabilidade gendmica, respectivamente. Os autores concluiram que o
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mapeamento de herdabilidade regional foi superior a associagdo genémica ampla
com relacéo a captura de maiores proporc¢des de herdabilidade gendmica.

Apesar de escassas, pesquisas com espécies vegetais utilizando RHM
demonstraram ser promissoras, corroborando o objetivo desse trabalho. Em milho
(Zea mays L.), até o momento, nao foram registrados trabalhos envolvendo essa
metodologia, e, em milho-pipoca (Zea mays L. var. Everta), estudos dessa
natureza sao ainda mais raros, uma vez que, apesar de se tratar de um tipo
especial de milho, que possui relevancia econdmica para a industria alimenticia, é

mais negligenciado em pesquisas cientificas quando comparado ao milho comum.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Populacao de estudo e fenotipagem

Para o estudo, a populacdo escolhida foi a variedade de polinizacao
aberta, denominada UENF-14 (Amaral Janior et al., 2013). Esta populacdo é
proveniente da populacdo UNB-1, que originou a populacao-base UNB-2 (Pereira
e Amaral Junior, 2001), e que, apos dois ciclos de selecdo massal, deu origem a
populacdo UNB-2U (Amaral Junior et al., 2013). Com cinco ciclos de selecao
recorrente intrapopulacional, foi langada a cultivar de polinizacédo aberta UENF-14
(Amaral Janior et al.,, 2013), que atualmente encontra-se no nono ciclo (C-9),
utilizado neste trabalho.

As progénies S; provenientes dessa populagdo foram avaliadas
fenotipicamente em dois locais, sendo eles: Escola Técnica Estadual Agricola
Antdnio Sarlo, situada a 21°43'14.8"S 41°20'38.3"W, no municipio de Campos dos
Goytacazes (RJ) (ENV1), que possui clima tropical e temperatura média anual de
23,6 °C (Climate-data.org, 2020); e no Campo Experimental da UENF, situado a
21°38'45.2"S 42°03'16.3"W, na llha Barra do Pomba, municipio de Itaocara (RJ),
gue possui clima tropical e temperatura média anual de 23,0 °C (Climate-data.org,
2020), ambas em agosto de 2016.

Cada experimento foi composto por 98 familias S;. Os ensaios foram
delineados em blocos incompletos com trés repeticbes ortogonais. Cada familia
foi semeada em linha de 5 m de comprimento, com espacamento entre linhas de

0,90 m e entre plantas de 0,20 m. Em cada cova, foram dispostas trés sementes,
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na profundidade de 0,05 m, e, aos 21 dias apds a emergéncia, um desbaste foi
realizado, de modo a permanecer apenas uma planta por cova. Os tratos culturais
foram realizados conforme as recomendacdes para a cultura.

Em ambos os locais, foram mensuradas as principais caracteristicas de

interesse agrondmico para a cultura, a saber:

1. Altura de planta (PH, sigla em inglés, cm), mensurada em seis plantas
competitivas de cada parcela, desde o nivel do solo a insercédo da folha
bandeira, com o auxilio de uma vara graduada,;

2. Altura de espiga (EH, sigla em inglés, cm), mensurada em seis plantas
competitivas de cada parcela, desde o nivel do solo a inser¢do da primeira
espiga, com o auxilio de uma vara graduada;

3. Massa de 100 graos (100GW, sigla em inglés, g), mensurada com o auxilio
de uma balanca de precisao;

4. Rendimento de graos (GY, sigla em inglés, Kg/ha), mensurado apos o
processo de debulhagem de todas as espigas da parcela, com o auxilio de
uma balanca digital;

5. Capacidade de expansdo dos graos (PE, sigla em inglés, mL/g). Foram
pesados 30 g de graos de cada parcela, com o auxilio de uma balanca de
precisdo, posteriormente dispostos em sacos de papel do tipo kraft e
levados ao micro-ondas durante, aproximadamente, 2 min e 20 seg. Apos,
0os graos expandidos foram colocados em provetas de 2000 mL, e o
resultado dividido pela massa inicial de 30 g de graos; e

6. Volume de pipoca expandida por hectare (PV, sigla em inglés, m*/ha), que
foi obtido por meio da multiplicacéo entre a produtividade média da parcela
e a capacidade de expanséo dos graos (VP= GY x PE/1000).

4.2 Genotipagem e controle de qualidade

A genotipagem foi realizada em 200 genitores resultantes da selegao
recorrente; de 98 foram obtidas progénies S; para a avaliacdo fenotipica,
conforme descrito anteriormente. Desses 200 individuos, foram recolhidas folhas
jovens e realizada a extracdo de DNA, conforme protocolo descrito por Doyle e
Doyle (1990). As amostras de DNA foram enviadas a empresa Rapid Genomics,
que implementou o método capture seq (Neves et al., 2014), usando 5.000

sondas bem distribuidas ao longo do genoma, para obtencdo de marcadores
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SNPs. Este procedimento gerou 21.442 SNPs, que foram submetidos aos filtros:
a) removeram-se individuos com mais de 10% de dados perdidos; b) removeram-
se SNPs com mais de 5% de dados perdidos; e c) retiraram-se SNPs com Minor
Allele Frequency — MAF < 0,05; resultando em 10.507 SNPs e 196 individuos

genotipados.

4.3 Desequilibrio de ligacdo e andlise de estrutura populacional

Com o painel de 10.507 SNPs e 196 individuos, foi calculada a Genetic
Relationship Matrix (GRM), com o pacote rrBLUP (Endelman, 2011), usando o
algoritmo de VanRaden (2008). Esse mesmo painel de dados genotipicos
também foi utilizado para a estimativa do desequilibrio de ligacdo (LD). O LD foi
mensurado por meio da estatistica r?, que foi calculada entre todos os pares de
marcadores pertencentes ao mesmo cromossomo, utilizando-se o software PLINK
(Purcell et al., 2007). Para o estudo do decaimento do LD ao longo do genoma, foi
ajustado o modelo néo linear proposto por Hill e Weir (1988), usando a funcéo nim
do software R (R Core Team, 2016).

Com as informac¢des de SNPs dos 196 individuos, foi avaliada a presenca
de subpopulacbes utilizando o software Structure (Pritchard et al., 2000). O
algoritmo pressupde que os sitios polimorficos estejam em equilibrio de Hardy-
Weinberg e em equilibrio de ligacdo (Pritchard et al., 2000); dessa forma, foram
realizados dois filtros extras, o primeiro pelo teste exato de equilibrio de Hardy-
Weinberg, removendo SNPs com p-valor < 0,05; posteriormente, foi realizado o
LD pruning em todos os pares de marcadores de mesmo Cromossomo que
apresentaram estimativas de r? acima de 0,1, tendo sido removido um marcador e
mantido o outro. Ambos os filtros foram realizados com o software PLINK,
resultando em 739 SNPs.

Os modelos testados consideraram valores de subpopulagéo (K) variando
de um (auséncia de subpopulacdo) até 10. Para cada valor de K, a analise foi
repetida 20 vezes de forma independente, sendo a cadeia MCMC configurada
com 40.000 itera¢des, considerando um burn-in de 10.000 (30.000 iteracdes apos
0 burn-in). Os resultados do modelo bayesiano de Pritchard et al. (2000) foram
avaliados sob o critério de Evanno et al. (2005), que € baseado na estatistica
delta K. Para a obtencdo dos valores de delta K, foi utilizada a plataforma on-line
Structure Harvester (Earl e VonHoldt, 2012).
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4.4 Andlises estatisticas da MLMA

A analise de associacdo foi realizada para todas as caracteristicas
mensuradas, em cada um dos dois locais avaliados, por meio de Mixed Linear
Model Based Association Analysis — MLM (Yang et al., 2014a), conforme o
seguinte modelo:

y=Xp1+SNP,S; +Z b+ Zu+¢,

em que:

y € o vetor com os fendétipos de uma determinada caracteristica; 1 € o vetor com
efeitos fixos — intercepto, repeticdo, estrutura populacional e covaridveis como:
namero de plantas na parcela, contadas logo apés o desbaste e umidade de
gréos para as caracteristicas 100GW, GY, PE e PV; B;i é o efeito com o i-ésimo
SNP candidato (coeficiente de regresséo); b é vetor de efeitos de blocos dentro
de repeticdes; u € o vetor de efeitos poligénicos; e é o vetor de efeitos residuais
do modelo; X & a matriz de incidéncia dos efeitos fixos sistematicos; SNPi é o vetor
com o numero de cépias de um determinado alelo do i-ésimo SNP candidato
tomado aleatoriamente como referéncia, SNPi = {0, 1 ou 2}; e Z;, sd0o matrizes
de incidéncia dos efeitos aleatorios.
Foi assumido:
b~N(0,I,02); u~N(0, Ga2); e~N(0, I,02)
cov(u,b") = cov(u,e’) = cov(b,e’) =0

em que G é a matriz de parentesco gendbmico [Genetic Relationship Matrix
(GRM)], calculada com o pacote rrBLUP (Endelman, 2011), seguindo o algoritmo
de VanRaden (2008); I, e I, sdo matrizes identidade com ordem igual ao nimero
de blocos incompletos e nimero de observacdes, respectivamente; o2; ¢2; 6% sdo
0Ss componentes de variancia associados a b, u, e e, respectivamente. Esses
componentes foram estimados pelo método Restricted Maximum Likelihood
(REML), usando o algoritmo Average Information (Al). O MLM foi ajustado pelo
pacote ASReml-R (Butler et al., 2009) na linguagem computacional R 3.2.3 (R
Core Team, 2016). Para definir o limiar ideal para declarar uma associacao
significativa, foi utilizado a = 0,0001 (p<0,0001, ou -log10(p) = 4).

Para obter as médias corrigidas para os efeitos sistematicos, foi adotado o
seguinte modelo:

y=Xp1+Zib+ Zp + ¢,
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em que p é o efeito de progénie, tomado como fixo para estimacdo das medias
ajustadas (LSMeans), enquanto 0s outros termos sao idénticos ao modelo
anterior. Esse modelo foi ajustado com o pacote Ime4 (Bates et al., 2015), e as
médias ajustadas foram obtidas com o pacote Ismeans (Lenth, 2016), ambos
disponiveis na linguagem R.

As médias ajustadas foram utilizadas para estimacdo das correlagbes
fenotipicas entre as caracteristicas em cada ambiente de forma separada, e de
uma caracteristica com ela mesma entre os ambientes. Com essas meédias
corrigidas, também foi estimada a propor¢cdo da variancia fenotipica explicada
pelos marcadores. Para tanto, foi adotado o seguinte modelo:

Yaaj = U+ g te,
em que Yy, corresponde as meédias ajustadas para uma determinada
caracteristica, u € o intercepto do modelo, g € o componente genético explicado
pelos SNPs e e é o erro aleatério. Neste modelo, é assumido g~N(0,Ga}),
e~N(0,102), cov(g,e’) = 0, sendo que a proporcédo da variancia explicada pelos
marcadores (h3,) é dada por: hi, =oj/(05 +0Z). O ajuste do modelo para
estimacéo de h2, foi obtido pelo software GCTA (Yang et al., 2011), utilizando o

método REML com algoritmo Al para estimag¢do dos componentes de variancia.

4.5 Analises estatisticas do RHM

O RHM fornece estimativas de herdabilidade para segmentos genémicos
contendo efeitos alélicos comuns e raros (Resende et al., 2018). Este modelo de
RHM apresentado na equacdo a seguir foi ajustado usando o pacote Regress
(Clifford e McCullagh, 2012), na linguagem computacional R 3.2.3 (R Core Team,
2016).

y=Xp1+Zb+Zr+Zzu+¢
em que:

y € o vetor com os fenétipos de uma determinada caracteristica; 1 € o vetor com
efeitos fixos — intercepto, repeticdo, estrutura populacional e covariaveis, como:
namero de plantas na parcela, contadas logo apos o desbaste e umidade de
grados para as caracteristicas 100GW, GY, PE e PV; b é vetor de efeitos de

blocos; r € o vetor de efeitos aditivos gendmicos regionais aleatorios; u € o vetor
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de efeitos poligénicos; e é o vetor de efeitos residuais do modelo; X é a matriz de
incidéncia dos efeitos fixos sistematicos; e Z; 3 sdo matrizes de incidéncia dos
efeitos aleatorios.

Foi assumido:

b~N(0,1,62);7~N(0, Greg 62); u~N(0, Ga2); e~N(0, I,62)

cov(u,b") = cov(u,e’) = cov(b,e') =0

em que G é a matriz de parentesco gendmico [Genetic Relationship Matrix
(GRM)], calculada com o pacote rrBLUP (Endelman, 2011), seguindo o algoritmo
de VanRaden (2008); Greg € uma matriz semelhante a G, mas usando um
subconjunto da matriz W. Esses subconjuntos foram determinados por “janelas”
genbmicas ou “regides” de 100 kb de comprimento sobrepostos, por 50 kb (por
exemplo, as trés primeiras regibes sdo 0-100, 50-150 e 150-200 kb)
correspondendo ao LD estimado — ver resultados); I, e I, s&o matrizes identidade
com ordem igual ao niumero de blocos incompletos e nimero de observacgdes,
respectivamente; a2; o2; 6%; 62 sdo os componentes de variancia associados a b,
r, #, e e, respectivamente. Esses componentes foram estimados pelo método
REML, usando o algoritmo Average Information (Al). O RHM foi ajustado pelo
pacote Regress (Clifford e McCullagh, 2012), na linguagem computacional R 3.2.3
(R Core Team, 2016), conforme rotina definida por Resende (2017). Para definir o
limiar ideal para declarar uma associacdo significativa, foi utilizada a = 0,001
significativos (p<0,001, ou -log10(p) =23). De acordo com Resende et al. (2017), a
abordagem RHM requer valores de limiar esperados menores para alcancar o
mesmo poder de deteccao da abordagem MLMA, provavelmente pelo fato de que
0s SNPs séo tratados como efeitos aleatorios na modelagem RHM, enquanto eles
sao efeitos fixos em MLMA.

As herdabilidades regionais para cada segmento da janela genémica foram

determinadas pela seguinte equacao: hyy = 07 /(07 + of + o).
4.6 Identificag&o de genes candidatos

Os QTLs identificados por meio da analise MLMA foram submetidos a
analise de identificacdo de genes utilizando o conjunto de dados publicos do
genoma do milho, usando como referéncia o genoma de B73 (Schnable et al.,
2009) verséao 3. As anotagdes funcionais desses genes foram realizadas usando o
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navegador do genoma MaizeGDB (Andorf et al., 2010). Os genes que estavam
dispostos nos SNPs associados ou adjacentes a eles dentro de uma janela de
deslizamento de 100 kb (50 kb a direita e 50 kb a esquerda da posicdo que se
encontra o SNP) foram definidos como genes candidatos.

Na analise de RHM, foi utlizado o navegador Phytozome
[https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html], porém usando o mesmo genoma de
referéncia (Zea mays gene annotation on B73 assembly AGPv3 (Schnable et al.,
2009)). As regides para busca de genes foram definidas de acordo com a posi¢cao
de inicio e final de cada uma delas. Os genes que estavam dispostos dentro

dessas regides foram definidos como genes candidatos.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo da populacéo de estudo
Para verificar a cobertura de marcadores, foi obtida a distribuicdo de

frequéncia dos SNPs ao longo do genoma (Figura 1). Pelos resultados, pode-se
observar que o polimorfismo ao longo do genoma foi bem mostrado, e existe boa

distribuicdo dos marcadores polimérficos nos cromossomos.
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Figura 1. Distribuicdo de frequéncia das marcas monomorficas e polimérficas
com MAF < 0,05 e MAF > 0,05 ao longo do genoma, considerando janelas de 5

Mb.
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Com o intuito de mensurar a magnitude do desequilibrio de ligacéo e
definir janelas, onde seja esperado que sitios polimorficos estejam em elevado
LD, foram estimados o r® entre todos os SNPs pertencentes ao mesmo
cromossomo. Pelos resultados observados, o maior LD ocorreu no cromossomo
8, cuja metade do decaimento se deu em ~151Kb, enquanto o menor LD foi
observado no cromossomo 4, onde a metade do decaimento foi observada em
~76Kb. Na média dos cromossomos, a metade do LD foi observada em ~110Kb +
6,82. Em outro estudo de LD com essa mesma populacdo, a metade do LD,
considerando todos os SNPs simultaneos, ocorreu em ~107 Kb (Schwantes et al.,
2020, no prelo).

A fim de evitar associacdes espurias, foi avaliada a presenca de
subpopulacdes. Com a aplicacdo do critério de Evanno et al. (2005) sobre os
resultados do modelo bayesiano de Pritchard et al. (2000), os resultados
indicaram que possivelmente a populacdo esta estratificada em trés
subpopulacdes (Tabela 1). A Figura 2a indica a probabilidade de cada individuo
pertencer a cada uma das subpopulacdes, e, com base no maior valor
probabilistico, foi realizada uma classificacdo dos individuos. Assim, as
subpopulac¢des 1-3 contemplaram, respectivamente, 30,10; 52,04; e 17,86% dos
individuos totais; e, respectivamente, 25,51; 54,08; e 20,41% dos individuos
genitores das progénies S; avaliadas.

Para verificar a correspondéncia da estratificacdo populacional com o
parentesco entre os individuos, foi realizada uma andalise de componentes
principais (PCA, sigla em inglés) com os valores da GRM (Figura 2b). Os
resultados da PCA tiveram grande coincidéncia com os resultados da formacéao
de subpopulagfes, 0 que sugere que essa estratificagdo esté relacionada com o
parentesco entre os individuos, uma vez que estdo sob selecdo recorrente
intrapopulacional.

Contudo, infelizmente, o critério de Evanno et al. (2005) ndo tem
sensibilidade para inferir sobre K= 1 (auséncia de estratificagdo populacional) e,
ao comparar os valores da funcdo de verossimilhanca com o0s modelos
assumindo os diferentes valores de K na escala logaritmica (log(L)), o0 modelo
com K= 1 apresenta ser o mais razoavel (Tabela 1). Apesar disso, a fim de evitar
associacdes espurias, foi utilizado nas anélises de MLMA e RHM um K= 2 (duas

subpopulacdes).



28

Tabela 1. Resumo dos resultados da analise de estrutura, em que K se refere ao
namero de subpopulagcbes assumidas no modelo, sendo reportados para cada K
a média do logaritmo neperiano (Mean Ln) do maximo da funcdo de
verossimilhanca (LogL), o desvio padréo (SD) e o Delta K, considerando o método
de Evanno et al. (2005)

K* Mean Ln (K) SD Delta K
1 -142684,88 1,55 -

2 -141617,43 14,13 12,64
3 -140728,67 10,75 16,96
4 -140022,2 56,44 2,66
5 -139465,94 50,95 0,13
6 -138903,03 54,62 3,68
7 -138541,11 210,8 0,71
8 -138029,05 246,39 0,74
9 -137700,2 394,68 0,15
10 -137313,46 593,41 -

* Para cada K, foram realizadas 20 repetic6es de forma independente, totalizando 200 andlises.
O Delta K ndo pode ser mensurado para K = 1, nem para o maior valor de K, que, nesse caso, é K
=10
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Figura 2. Inferéncia sobre a estratificagdo populacional em trés subpopulacdes a
partir do modelo Pritchard et al. (2000), sob critério de Evanno et al. (2005). a)
Resultados dos valores probabilisticos de cada individuo pertencer a determinada
subpopulacdo; b) Andlise de Componentes Principais da Genetic Relationship
Matrix. Em a e b, as classificagdes das subpopula¢cdes foram determinadas pelos
valores de maior probabilidade. Marcas na parte superior da figura 2a e pontos
com bordas na figura 2b representam os individuos genitores das progénies S;
avaliadas.
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5.2 Herdabilidades capturadas pela MLMA e médias fenotipicas

Para as caracteristicas de maior interesse da cultura GY (2.520,42 Kg/ha)
e PE (28,67 mL/g), maiores valores de média foram observados no ENV1, quando
comparados com os valores observados no ENV2 (GY = 2.099,94 Kg/ha e PE =
27,75 mL/g). As médias das caracteristicas EH (84,15 cm) e PH (166,97 cm) no
ENV1 foram menores que no ENV2 — EH (113,80 cm) e PH (204,13 cm). Os
valores de 100GW foram similares para ambos os locais (13,11 g e 13,41 g,
respectivamente), enquanto o valor de PV foi maior no ENV1 (72,55 m%ha)
(Tabela 2).

A proporgdo dos marcadores que explicam as caracteristicas fenotipicas
(herdabilidade) apresentou valores discrepantes em ambos os locais de
avaliacdo, sendo a caracteristica PH a que apresentou maior valor (= 53%) no
ENV1, enquanto, no ENV2, a caracteristica que mais se destacou foi PE, com
aproximadamente 74% dos SNPs explicando-a, sugerindo que as caracteristicas

responderiam bem a selecao assistida por marcadores SNPs.

Tabela 2. Médias fenotipicas ajustadas e propor¢ao da variancia fenotipica média
explicada pelos marcadores (h’m) para seis caracteristicas avaliadas em milho-
pipoca, em Campos dos Goytacazes (ENV1) e Itaocara (ENV2)

ENV1 ENV2
Caracteristicas Média h*m Média h*m
100GW (g) 13,11(0,06%) 0,29(0,30%) 13,41(0,05%) 0,36(0,33%)
EH (cm) 84,15(0,58%) 0,45(0,32%) 113,80(0,95%) 0,11(0,28%)
GY (Kg/ha) 2520,42(42,60¥)  <0,01(0,25%)  2099,94(49,12*) 0,37(0,34%)
PE (mL/g) 28,67(0,22) 0,43(0,31%) 27,75(0,20%) 0,74(0,34%)
PH (cm) 166,97(0,89%) 0,53(0,34%) 204,13(1,24%) 0,37(0,31%)
PV (m%ha) 72,55(1,41%) 0,24(0,31%) 58,65(1,39%) 0,35(0,32%)

* Valores entre paréntesis correspondem ao erro-padréo das estimativas. 100GW = massa de 100
graos; EH = altura de espiga; GY = rendimento de gréos; PE = capacidade de expansado dos
graos; PH = altura de planta; PV = volume de pipoca expandida por hectare.

As correlacfes entre as caracteristicas no ENV1 apresentaram, no geral,
valores muito baixos, variando de -0,08 (PH — PE) a 0,9 (PV — GY). A maior
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correlagdo observada neste ambiente ocorreu entre as caracteristicas volume de
pipoca expandida por hectare (PV) e rendimento de graos (GY). Valores elevados
também foram encontrados para a correlacédo entre altura de planta (PH) e altura
de espiga (EH) — 0,82 (Tabela 3), ambos significativos (P < 0,01).

No ENV2, os valores variaram de -0,08 (PE — 100GW) a 0,93 (GY — PV).
Os maiores valores foram observados entre as caracteristicas rendimento de
graos (GY) e volume de pipoca expandida por hectare (EH) — 0,93 — e entre altura
de espiga (EH) e altura de planta (PH) — 0,83 (P < 0,01) (Tabela 3). As
caracteristicas GY e PE, em ambos os ambientes, apresentaram valores de
correlacao igual a 0,12.

Com relacdo aos valores de correlacdo entre as caracteristicas,
considerando as magnitudes, eles variaram de 0,34 (GY) a 0,83 (EH), e todas as

associacOes foram significativas (P < 0,01).

Tabela 3. Correlagdes fenotipicas entre as caracteristicas avaliadas em cada
local de cultivo e entre os dois locais

ENV1

ENV2 100GW EH GY PE PH PV

100GW 0,71(<0,01) 0,21(0,04) 0,18(0,08) -0,07(0,47) 0,29(<0,01)  0,13(0,21)

EH 0,19(0,06)  0,83(<0,01) 0,20(0,05) -0,08(0,41) 0,82(<0,01)  0,13(0,20)
GY 0,24(0,02)  0,23(0,02) 0,34(<0,01) 0,12(0,25)  0,18(0,08)  0,9(<0,01)
PE -0,08(0,43)  0(0,98) 0,12(0,24)  0,48(<0,01) -0,08(0,45) 0,52(<0,01)
PH 0,23(0,02)  0,83(<0,01)  0,22(0,03) 0(0,97) 0,8(<0,01)  0,12(0,25)
PV 0,19(0,06)  0,23(0,03)  0,93(<0,01) 0,45(<0,01) 0,22(0,03)  0,31(<0,01)

Diagonal superior: correlacdo entre as caracteristicas em Campos dos Goytacazes (ENV1);
diagonal inferior: correlacdo entre as caracteristicas em Itaocara (ENV2). Diagonal central:
correlagdo entre as caracteristicas nos dois locais. 100GW = massa de 100 gréos; EH = altura de
espiga; GY = rendimento de grdos; PE = capacidade de expansdo dos grdos; PH = altura de
planta; PV = volume de pipoca expandida por hectare.

5.3 Comparacéao entre herdabilidades genémicas por MLMA e RHM

Foi utilizado um tamanho de 100 kb, com sobreposicdo de 50 kb, para
definir o tamanho de cada regido gendmica, cada uma cobrindo um numero
variavel de SNPs polimorficos, que ndo foram definidos previamente; e, dessa
forma, cada regido apresentou um numero definido de SNPs. Dezenove QTLs
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foram mapeados pelo RHM no ENV1, cada um abrangendo entre 2 e 8 SNPs, nos

cromossomos 1, 2, 4, 5, 6 e 8 (Tabela 4), enquanto, no ENV2 foram mapeados

nove QTLs, abrangendo entre 2 e 9 SNPs, dentro dos cromossomos 2,4, 6,7 e 9

(Tabela 5).

Tabela 4. Resultados da deteccdo de locos de caracteristicas quantitativas
(QTLs) via mapeamento de herdabilidade regional (RHM) usando segmentos
gendmicos de 0,1-Mb com janela deslizante de 0,05-Mb para seis caracteristicas
guantitativas avaliadas em populacdo de milho-pipoca sob selecédo recorrente
intrapopulacional, no ambiente de Campos dos Goytacazes, RJ (ENV1)

Caracteristica  Crom. Posicéo Posicéo Nimero de h?2REG -log10p
inicial da final da SNPs na
regido (pb) regido (pb) regido

100GW 4 26378603 26478603 2 0,123916  3,922309
100GW 4 26328603 26428603 6 0,188984  3,320643
EH 2 148888849 148988849 4 0,079301  3,17188
EH 2 148838849 148938849 7 0,079618  3,028434
GY 1 48905387 49005387 2 0,127929  3,854726
GY 1 48955387 49055387 2 0,127929  3,854726
GY 1 56805387 56905387 2 0,492078 3,667729
GY 1 56855387 56955387 2 0,492078 3,667729
GY 6 165623194 165723194 5 0,929289  3,467931
GY 2 225088849 225188849 7 0,107897  3,322997
GY 2 225138849 225238849 7 0,107897  3,322997
GY 4 219528603 219628603 2 0,29114  3,266408
GY 4 219578603 219678603 2 0,29114  3,266408
PE 2 13388849 13488849 8 0,560739  4,197226
PE 2 13438849 13538849 8 0,560739  4,197226
PE 5 13560296 13660296 7 0.203652  3,168033
PE 5 13610296 13710296 7 0.203652  3,168033
PH 8 171723438 171823438 3 0.105226  3,084349
PH 8 171773438 171873438 3 0.105226  3,084349
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Tabela 5. Resultados da deteccdo de locos de caracteristicas quantitativas
(QTLs) via mapeamento de herdabilidade regional (RHM) usando segmentos
gendmicos de 0,1-Mb com janela deslizante de 0,05-Mb para seis caracteristicas
quantitativas avaliadas em populagdo de milho-pipoca sob selecéo recorrente
intrapopulacional, no ambiente de Itaocara, RJ (ENV2)

Caracteristica Crom. Posicdo inicial Posicédo final Numero de h2REG -logl0p
daregido daregido SNPs na
(pb) (pb) regido

100GW 6 155323194 155423194 3 0,210555  3,435156
EH 7 115031917 115131917 2 0,119873 3,121412
EH 7 115081917 115181917 2 0,119873  3,121412
EH 4 178478603 178578603 9 0,135972  3,118481
GY 2 200838849 200938849 3 0,078476  3,281193
GY 2 200888849 200988849 3 0,078476  3,281193
PV 9 3856799 3956799 2 0,162408 3,222951
PV 9 3906799 4006799 2 0,162408 3,222951
PV 2 200838849 200938849 3 0,061766  3,098072

No ENV1, QTLs regionais para 100GW, EH e PH estavam localizados em
cromossomos individuais, enquanto QTLs para GY e PE foram mapeados em
varios cromossomos diferentes (Tabela 4). No ENV2, para as caracteristicas
100GW e GY, foram identificados QTLs regionais em cromossomos individuais,
enquanto, para as demais (EH e PV), foram mapeados em distintos
cromossomos. As caracteristicas GY e PV sdo correlacionadas, sendo
encontrado um QTL em comum entre ambas, no ENV2 — cromossomo 2 (Tabela
5).

As herdabilidades variaram entre 0,079 e 0,92 no ENV 1, enquanto, no
ENV2, variaram entre 0,06 e 0,2. Observa-se que estas ndo foram superiores
guanto as verificadas na analise de MLMA (Tabela 2), sendo maior apenas para
GY e PE, no ENV1 (Tabela 4), e EH no ENV2 (Tabela 5). No entanto, esse fato
pode estar relacionado as varias regides apresentadas, enquanto, na analise de
MLMA, a h? é investigada em todo genoma.

Observa-se que as herdabilidades observadas no método RHM foram
inferiores as estimadas pela analise de MLMA (Tabela 2), sendo superiores
apenas para GY e PE, no ENV1 (Tabela 4), e para a caracteristica EH no ENV2
(Tabela 5). Fragbes maiores de herdabilidade foram observadas no RHM para
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caracteristicas relacionadas a produtividade (GY, 100GW e PE), quando
comparadas as caracteristicas de crescimento (EH e PH) no ENV1. Por sua vez,
no ENV2, as caracteristicas responsaveis pelas maiores herdabilidades foram EH,
PV e 100GW.

5.4 Associacdo de Modelo Linear Misto (MLMA)

Para verificar as regides do genoma associadas com caracteristicas de
interesse em milho-pipoca, foi realizada a anélise de associagdo de modelo linear
misto. Na Figura 3, encontram-se os Manhattan Plot, evidenciando SNPs
significativos (p < 0,0001, ou -log10(p) 24). A partir dos resultados de LD (Figura
3), foi estabelecida uma "janela" de busca de genes catalogados, que possam
estar em elevado LD, com os SNPs associados. Dessa forma, foi padronizada
uma janela de 100 Kb, que corresponde a 50 kb a direita e 50kb a esquerda da
posicdo que se encontra o SNP. Nas Tabelas 6 e 7, observam-se com mais
detalhes os SNPs associados com as caracteristicas avaliadas nos ENV1 e
ENV2, respectivamente, o0s quais tiveram genes anotados, por estarem

supostamente em elevado LD.



Tabela 6. Genes candidatos obtidos da analise de associacdo de modelo linear misto para seis caracteres de interesse em
milho-pipoca no ambiente de Campos dos Goytacazes, RJ (ENV1)

N° Caracteristica SNP Crom* Posicao (pb) MAF?# P valor Anotacdo

1 EH GRMZM2G002959 10 124300563 0,255102  0.0000269 Glutaryl-CoA dehydrogenase

2 100GW GRMZM2G089995 4 26424338 0,1173469 0.0000069 AP2/EREBP-transcription factor 209
3 100GW GRMZM2G034152 10 62249986 0,2857143 0.0000546 Polyamine oxidase 1

4 GY GRMZM2G069618 1 56893602 0,0688776 0.0000228 TPR domain containing protein

5 PE GRMZM2G461936 5 13615937 0,2959184 0.0000889 AGO-108 - argonaute108

6 PH GRMZM2G118950 2 28937135 0,1173469 0.0000793 AMT-3 - ammonium transporter3

7 PV GRMZM2G086573 2 4674885 0,1572165 0.0000383 AP2/EREBP-transcription factor 24

* Cromossomo
2 Alelo de menor frequéncia

ve



Tabela 7. Genes candidatos obtidos da analise de associacdo de modelo linear misto para seis caracteres de interesse em
milho-pipoca avaliados no ambiente de Itaocara, RJ (ENV2)

N°  Caracteristica SNP Crom* Posicao (pb) MAF 2 P valor Anotacéo

1 EH GRMzZM2G002959 10 124300563 0.255102 0.0000509 Glutaryl-CoA dehydrogenase

2 100GW GRMZM2G087032 3 161700883 0.0535714 0.0000880 C3H-transcription factor 313

3 PE GRMZM2G098793 5 58753471 0.1147959 0.0000077 Glycosyltransferase

4 PE GRMZM2G081048 7 139116617 0.1096939 0.0000022 Oxidoreductase

5 PE GRMZM2G048672 5 56022372 0.0994898 0.0000339 Macrophage migration inhibitory factor
6 PH GRMZM2G043435 6 160035981  0.0807292 0.0000875 Respiratory burst oxidase-like protein C
7 PV GRMZM2G110726 9 3937091 0.2602041 0.0000305 Protein BOBBER 1

8 PV GRMZM2G020150 6 156592891 0.4540816 0.0000248 AP2/EREBP-transcription factor 196

* Cromossomo

2 Alelo de menor frequéncia

GeE



36

Comparando os locais fisicos de SNPs significativos no genoma de
referéncia B73, os genes candidatos referentes foram identificados. Em Campos
dos Goytacazes, 0s genes apresentaram-se distribuidos nos cromossomos 1, 2,
4, 5 e 10. Para a caracteristica EH, foi identificado o gene GRMZM2G002959
(Tabela 6), cuja anotagcédo cita glutaryl-CoA dehydrogenase como enzima
codificada. No entanto, ndo foi possivel identificar sua fungcdo em espécies
vegetais. O gene GRMZM2G089995 (Tabela 6) foi identificado para a
caracteristica 100GW, codificando o fator de transcricdo AP2/EREBP transcription
factor 209, relacionado as respostas das plantas aos estresses abidticos (Sharoni
et al., 2011). Ainda para a caracteristica 100GW, foi identificado o gene
GRMZM2G034152, codificando a enzima polyamine oxidase 1, relacionada a
resposta ao estresse bibtico ou abidtico (Cheng et al., 2017).

J&, para a caracteristica GY, foi identificado um gene (GRMZM2G069618)
(Tabela 6), que codifica um dominio de repeticdo de tetratricopeptideo (TPR)
contendo proteina, que esta envolvido em respostas da planta a estresse abidtico
e bidtico e na sinalizacdo hormonal (Sharma e Pandey, 2016), e no
desenvolvimento da raiz (Zhang et al., 2015b).

O gene GRMZM2G461936 foi identificado para a caracteristica PE,
codificando a proteina argonautel08 (AGO). As proteinas AGO funcionam
cooperando com miRNAs ou siRNAs e regulam o silenciamento génico no nivel
pés-transcricional (Zhai et al., 2016), enquanto, para a caracteristica PH, foi
identificado o gene GRMZM2G118950, que codifica a proteina ammonium
transporter 3, cuja funcéo esté relacionada com a absorcdo de amdnio da solucéo
do solo (Sonoda et al., 2003).

Um gene (GRMZM2G086573) (Tabela 6) foi identificado como estando
envolvido na caracteristica PV, codificando um fator de transcricdo de uma familia
de proteinas denominada AP2/EREBP transcription factor 24. Os fatores de
transcricdo AP2/EREBP sao encontrados extensivamente em plantas e estéo
envolvidos no crescimento, desenvolvimento e transducdo de sinal em muitas
respostas fisioldgicas e bioquimicas, como organogénese floral, desenvolvimento
de sementes, metabolismo de carbono, resisténcia a patdogenos etc. (Sun et al.,
2017).

No ENV2, os genes apresentaram-se distribuidos nos cromossomos 3, 5,
6,7,9¢e 10 (Tabela 7).
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Para a caracteristica EH, foi identificado o gene GRMZM2G002959,
codificando a enzima glutaryl-CoA dehydrogenase, cuja fungdo, conforme
relatado anteriormente, ndo foi possivel identificar.

O gene GRMZM2G087032 (Tabela 7) foi identificado para a caracteristica
100GW, codificando o putative bifunctional C3H-transcription factor 313, que, de
acordo com Liu et al. (2008), pode ser importante durante o estadio inicial do
enchimento da semente de milho.

J4a, para a caracteristica PE, foi identificado o gene GRMZM2G098793
(Tabela 7), codificando a superfamilia de enzimas glycosyltransferase,
responsavel pelo processo de glicosilacdo, que é um mecanismo fundamental na
determinacdo da complexidade quimica e diversidade de produtos naturais
vegetais (Wang, 2009), bem como o0s genes GRMZM2G081048 e
GRMZM2G048672 (Tabela 7), o primeiro codificando a enzima oxidoredutase, e o
segundo, o fator Macrophage Migration Inhibitory. Oxidoredutases sdo enzimas
qgue catalisam a transferéncia de elétrons de uma molécula (redutor) para outra
(oxidante) e desempenham papéis importantes, ndo s6 na transferéncia de
elétrons, mas também em Varios processos biossintéticos e vias de
biodegradacédo (Kotera et al., 2009). No entanto, ndo foi possivel identificar a
funcao do fator Macrophage Migration Inhibitory em organismos vegetais.

O gene GRMZM2G043435 foi observado para a caracteristica PH no
ENV2, codificando a proteina respiratory burst oxidase-like protein C (RbohC),
cuja funcdo foi sugerida por Foreman et al. (2003) como responsavel pela
expansdo das células vegetais, dessa forma, podendo estar envolvida com o
desenvolvimento de altura em plantas de milho-pipoca.

J4, para a caracteristica PV, trés genes foram identificados, sendo eles:
GRMZM2G110726 (Tabela 7), relacionado com a proteina BOBBER 1,
encontrado também em Arabidopsis thaliana e responséavel por funcdes de
desenvolvimento e termotolerancia (Perez et al.,, 2009); e GRMZM2G020150
(Tabela 7), codificando a proteina AP2/EREBP transcription fator 196. Os fatores
de transcricdo AP2 / EREBP sao encontrados extensivamente em plantas e estao
envolvidos no crescimento, desenvolvimento e transducdo de sinal em muitas
respostas fisioldgicas e bioquimicas, como organogénese floral, desenvolvimento
de sementes, metabolismo de carbono, resisténcia a patdgenos, tolerancia a

estresse biotico etc. (Sun et al., 2017).
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5.5 Associacao via Mapeamento de Herdabilidade Regional

Para os principais achados do RHM em ambos os ambientes, foram
identificados possiveis genes candidatos e suas anotacfes funcionais, conforme
relatados nas Tabelas 8 e 9. Nas Figuras 4 e 5, encontram-se os Manhattan Plots,
evidenciando QTLs significativos (p < 0,001, ou -log10(p) =3) encontrados nos
ENV 1 e ENV 2, respectivamente.

Tabela 8. Genes candidatos obtidos da analise de herdabilidade regional para
seis caracteres de interesse em milho-pipoca no ambiente ENV1

Menor - Maior Posicdo

Caracteristicas  Crom. (Pb) Gene ID Anotacao
Serine-threonine
100GW 4 26378603-26478603 GRMZM5G852329 protein kinase
Mitochondrial
GRMZM2G003642 pyruvate carrier 2
Mitochondrial trans-2-
enoyl-coa reductase
GRMZM2G003814 (MECR, NRBF1)
GRMZM2G089995 AP2 domain (AP2)
Protease family m24
methionyl
aminopeptidase,
GRMZM2G090010 aminopeptidase p
Glucan endo-1,3-
100GW 4 26328603-26428603 GRMZM5G834199 beta-glucosidase 5
Lon-like ATP-
GY 1 48905387-49005387 GRMZM2G003984 dependent protease
TPR domain
GY 1 56805387-56905387 GRMZM2G069618 containing protein
GTP diphosphokinase
GY 1 56855387-56955387 GRMZM2G353147 / Stringent fator
Protein of unknown
GY 6 165623194-165723194 GRMZM5G846343 function
GRMZM5G846057 AP2 domain (AP2)
Respiratory burst
oxidase homolog
GY 2 225088849-225188849 GRMZM2G037993 protein a-related
Respiratory burst
oxidase homolog
GRMZM2G015945 protein b
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Menor - Maior Posi¢éo

Caracteristicas  Crom. Gene ID Anotacéo
(Pb)
Dnaj domain (dnaj) //
TCP family
transcription factor
(TCcP) /I
Transposase-
GY 2 225138849-225238849 GRMZM2G414114 associated domain
Plant protein of
GRMZM2G114948 unknown function
Arginine e glutamate-
rich protein 1
GRMZM2G023328 (ARGLUL1)
Hira-interacting
GRMZM2G023585 protein 3
Zinc finger cw-type
coiled-coil domain
GY 219528603-219628603 GRMZM2G043242 protein 3
GY 219578603-219678603 GRMZM2G109159 Reticulon-like protein
Predicted membrane
PE 2 13388849-13488849 GRMZM5G886913 protein
Phosphoenolpyruvate
GRMZM2G051958 carboxykinase ATP
Myosin heavy chain-
GRMZM2G354053 related //
Isoleucine--tRNA
ligase / Isoleucyl-
GRMZM5G866405 tRNA synthetase
GDP dissociation
inhibitor (GDI) //
Transcription initiation
GRMZM5G899760 factor 1A,
2-keto-3-deoxy-I-
GRMZM2G059791 rhamnonate aldolase
Myosin heavy chain-
GRMZM2G359331 related
Phosphoglyceromutas
AC195235.3_FG003 e
Ubiquitin-protein
PE 5 13560296-13660296 GRMZM2G461948 ligase

AC194618.2_FG008

Dnaj homolog

subfamily ¢ member
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Menor - Maior Posi¢éo

Caracteristicas  Crom. Gene ID Anotacéo
(Pb)
Serine/threonine-
protein phosphatase
PE 5 13560296-13660296 GRMZM2G461959 pp2a-1 catalytic
Translation initiation
GRMZM2G461936 factor 2C (eif-2C)
Protein Y55F3AM.3,
GRMZM2G161242 isoform a
Serine/threonine
protein phosphatase
2a 57 kda regulatory
subunit b’ alpha
GRMZM2G161222 isoform
Ubiquitin-conjugating
GRMZM2G148130 enzyme E2 16
Homeobox protein
PE 5 13610296-13710296 GRMZM2G148098 transcription factors
Pre-mRNA splicing
GRMZM2G122185 factor
PH 8 171723438-171823438 GRMZM2G133249 Insulysin (IDE, ide)
Proteasome subunit
GRMZM2G562929 alpha type-4
Cysteine-rich TM
module stress
GRMZM2G133175 tolerance (CYSTM)
Aspartyl protease
GRMZM2G133029 family protein
Conserved oligomeric
golgi complex subunit
GRMZM2G132991 1
Pthr36737:sfl -
GRMZM2G132978 expressed protein
Protein kinase domain
(Pkinase) // Salt
stress
response/antifungal
GRMZM2G434363 (Stress-antifung)

*Crom: cromossomo
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Para a caracteristica 100GW, foram encontrados oito transcritos
associados. Na regido que corresponde a posicdo 26378603-26478603 (Mb),
verifica-se a presenca de cinco possiveis genes candidatos: gene
GRMZM5G852329, que codifica a enzima Serine-threonine protein kinase, que
demonstrou estar envolvida com a resisténcia de plantas de arroz ao virus do
enrolamento (RSV) (Lee e Kim, 2015); gene GRMZM2G003642, codificando a
proteina Mitochondrial pyruvate carrier 2, cujo gene homoélogo NRGA1 (gene
semelhante a MPC2) da familia MPC demonstrou estar envolvido negativamente
na sinalizacdo da célula de guarda regulada pelo &cido abscisico (ABA) e na
resposta ao estresse hidrico em Arabidopsis (Li et al., 2014); gene
GRMZM2G003814, responsavel pela codificacdo da enzima Mitochondrial trans-
2-enoyl-coa reductase (MECR, NRBF1), que, por sua vez, demonstrou ser
responsavel por atuar na biossintese de acidos graxos em Euglena gracilis
(Hoffmeister et al., 2005); gene GRMZM2G089995, codificando AP2, envolvido no
crescimento, desenvolvimento e transducdo de sinal em muitas respostas
fisiolégicas e bioguimicas, como organogénese floral, desenvolvimento de
sementes, metabolismo de carbono, resisténcia a patégenos etc. (Sun et al.,
2017); gene GRMZM2G090010, responsavel pela codificacdo da enzima
Protease family m24 methionyl aminopeptidase, aminopeptidase-p, caracterizada
pela primeira vez em um organismo vegetal no ano de 2001 (Hauser et al., 2001).
No entanto, uma aminopeptidase-pl (AtAPP1), pertencente a familia M24.009 da
metalopeptidase M24, foi observada por Murphy et al. (2002) em plantulas de
Arabidopsis thaliana, e sua expresséo foi reconhecida na maioria dos tecidos,
incluindo flores, folhas e raizes.

Na regidao que compreende a posi¢céo 26328603-26428603 (pb), ainda no
cromossomo 4, foi observado um gene: GRMZM5G834199, que codifica a enzima
Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 5, relatada por Akiyama et al. (2004) como
sendo expressa especificamente em flores e na germinacdo de sementes de
arroz.

Para a caracteristica GY (cromossomo 1, regido 48905387-49005387 pb),
0 gene GRMZM2G003984 foi identificado, o qual codifica a enzima Lon-like ATP-
dependent protease, caracterizada por estar envolvida na biogénese mitocondrial,
na modulagdo do metabolismo do carbono, na fosforilagdo oxidativa e no

suprimento de energia, todos pré-requisitos para a germinacdo de sementes e



43

estabelecimento de plantulas (Rigas et al., 2014). Ainda nesse cromossomo
(posicdo  56805387-56905387), observou-se a presenca do gene
GRMZM2G069618, que codifica um dominio de repeticdo de tetratricopeptideo
(TPR) contendo proteina, envolvido em fungcbes de resposta ao estresse (Sharma
e Pandey, 2016) e desenvolvimento (Zhang et al., 2015b). Na posi¢cao 56855387
— 56955387 pb (cromossomo 1), observou-se a presengca do gene
GRMZM2G353147, codificador da enzima GTP diphosphokinase / Stringent
factor, necessaria para a fertilizacdo de plantas (Masuda et al., 2008).

Ainda para a caracteristica GY, entretanto, no cromossomo 6 (posicdo
165623194-165723194 pb), foram observados dois genes com possiveis
associacfes a caracteristica: GRMZM5G846343, cuja proteina possui funcdo
ainda desconhecida; e GRMZM5G846057, codificando a proteina AP2 domain
(AP2), que, como postulado anteriormente, pode estar envolvida em diversas
etapas de crescimento e desenvolvimento de tecidos vegetais (Sun et al., 2017).

No cromossomo 2, posicdo 225088849-225188849 pb, foram identificados
dois genes: GRMZM2G037993, responsavel pela codificagdo da enzima
Respiratory burst oxidase homolog protein A (rbohA), que demonstrou estar
envolvida em diversas funcbes, como resisténcia a patdgenos (Yoshioka et al.,
2003), desenvolvimento de raizes (Arthikala e Quinto, 2018), sendo fundamental
para a infeccdo de Rhizobium em Phaseolus vulgaris (Arthikala et al., 2017); e
GRMZM2G015945, que codifica a enzima Respiratory burst oxidase homolog
protein B (rbohB), que, assim como a rbohA, que faz parte do mesma familia
génica, também estdo envolvidos com a resposta positiva a resisténcia a
patogenos (Yoshioka et al., 2003).

Ainda no cromossomo 2, posi¢céo 225138849-225238849 pb, os seguintes
genes revelaram significancia: i) GRMZM2G414114, proteina Dnaj domain (dnaj)
/I TCP family transcription factor (TCP) // Transposase-associated domain
(Transpos_assoc). Proteinas TCP sado fatores de transcricdo encontrados
exclusivamente em plantas, e estdo envolvidos em processos de crescimento e
desenvolvimento de uma ampla variedade de plantas (Zheng et al., 2018). Genes
TCP foram identificados por Chai et al. (2017), por serem altamente expressos em
colmos e espigas de milho, indicando que podem desempenhar funcdes
importantes no crescimento de oOrgdos axilares e na formacdo de espigas; ii)

GRMZM2G114948, cuja funcdo proteica ainda ¢é desconhecida; i)
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GRMZM2G023328, codificando Arginine and glutamate-rich protein 1 (ARGLU1),
que comumente é encontrada em humanos (Zhang et al., 2011; Magomedova et
al., 2019), porém néao foi possivel identificar sua fungdo em organismos vegetais;
e iv) GRMzZM2G023585, que codifica a proteina Hira-interacting protein 3, cuja
funcdo permanece desconhecida.

No cromossomo 4, posicdo 219528603-219628603 pb, foi possivel
identificar o gene GRMZM2G043242, codificante da proteina Zinc finger cw-type
coiled-coil domain protein (MORC), que demonstrou estar envolvida com funcdes
relacionadas de imunidade de plantas a enfermidades (Manohar et al., 2017). No
mesmo Cromossomo, mas ha posicao 219578603-219678603 pb, o gene
GRMZM2G109159 foi identificado, o qual codifica a proteina Reticulon-like
protein, localizada no reticulo endoplasmatico de plantas (Tolley et al., 2008) e
que possui importante funcdo no trafego celular, cujo processo metabdlico tem
relevante envolvimento no preenchimento de sementes (Nziengui e Schoefs,
2009).

Para a caracteristica PE, foram identificados 24 genes em diferentes
cromossomos. No cromossomo 2 (posicao 13388849-13488849 pb), os seguintes
genes foram observados: i) gene GRMZM5G886913, que codifica a proteina
Predicted membrane protein. As proteinas de membrana sao importantes em
muitas fungbes, devido as suas localizacBes celulares (Tai et al., 2011); ii) gene
GRMZM2G051958, responsavel pela codificacéo da enzima
Phosphoenolpyruvate carboxykinase ATP (PECC). Um gene pepc, clonado a
partir de milho, foi capaz de conferir tolerancia a seca e aumentar o rendimento de
grados em trigo transgénico, bem como aumentar a taxa fotossintética de plantas
dessa mesma cultura, aumentando o peso da semente por espiga e o peso de mil
graos (Hu et al., 2012; Qin et al., 2016); iii) gene GRMZM2G354053, codificando
Myosin heavy chain-related. Alguns membros da familia das miosinas estao
envolvidos, direta ou indiretamente, no movimento do complexo de Golgi e das
mitocondrias nas células vegetais (Avisar et al, 2009); iv) gene
GRMZM5G866405, codificante da enzima Isoleucine--tRNA ligase / Isoleucyl-
tRNA synthetase, que € uma aminoacil-tRNA sintetase (Kermgard et al., 2017); no
entanto, ndo foi possivel identificar sua funcdo em plantas; v) gene
GRMZM5G899760, responsavel pela codificacdo da proteina GDP dissociation

inhibitor (GDI), associada a germinacdo do pdlen e ao crescimento do tubo
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polinico em Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Ge et al., 2011); vi) gene
GRMzZM2G059791, codificando a enzima 2-keto-3-deoxy-I-rhamnonate aldolase,
que j& foi observada em vérios organismos vegetais, como Fragaria vesca subsp.
Vesca (Zhang et al., 2016b) e Vitis vinifera L. (Li et al., 2015); no entanto, nao foi
possivel identificar a funcdo que desempenha nesses; Vi) gene
GRMZM2G359331, codificando a proteina Myosin heavy chain-related, que,
conforme relatado anteriormente, pode estar envolvida no movimento do
complexo de Golgi e das mitocondrias nas células vegetais (Avisar et al., 2009); e
viii) gene AC195235.3 FGO003, responsavel pela codificacdo da enzima
Phosphoglyceromutase, que demonstrou atuar no aumento de concentragao em
raizes de Cucumis sativus L. deficientes a ferro (Donnini et al., 2010).

No cromossomo 5, posicdo 13560296 — 13660296, foram encontrados 0s
genes: i) GRMZM2G461948, codificando a enzima Ubiquitin-protein ligase E3 B
(UBE3B), cuja fungcdo, em organismos vegetais, ndo foi possivel identificar; ii)
AC194618.2_FGO008, que codifica Dnaj homolog subfamily ¢ member, relacionada
com a tolerancia ao frio em plantas de tomate transgénicos (Kong et al., 2014); iii)
GRMZM2G461959, que codifica Serine/threonine-protein phosphatase pp2a-1
catalytic, altamente expressa em caules, flores e raizes de Oryza sativa (Yu et al.,
2003); iv) GRMZM2G461936, responsavel pela codificacdo do Translation
initiation factor 2C (eif-2C). Os fatores de iniciacdo da traducao (elFs), além da
sintese de proteinas, regulam varios aspectos do desenvolvimento da planta e
sua interagdo com o meio ambiente (Dutt et al., 2015); v) GRMZM2G161242,
codificando Protein Y55F3AM, isoform a, cuja funcdo néo foi possivel identificar;
vi) GRMZM2G161222, que codifica Serine/threonine protein phosphatase 2a 57
kDa regulatory subunit b' alpha isoform. As enzimas Serine/threonine protein
phosphatase 2A (PP2As) participam no controle de respostas de estresse biotico
e abiotico em plantas (Pais et al., 2009); e vi) GRMzZM2G148130, codificando
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 16. Niveis de Ubiquitin-conjugating enzyme E2s
podem aumentar ou diminuir, quando plantas de milho s&o submetidas a
diferentes tipos de estresse abiodtico, indicando as funcdes criticas dessa familia
de genes na manutencdo do crescimento normal do milho sob condi¢bes de
estresse (Jue et al., 2015).

Ainda no cromossomo 5, posi¢cao 13610296 — 13710296, foram observados

dois genes: GRMZM2G148098, codificando Homeobox protein transcription
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factors, que desempenha um papel importante no estabelecimento e na
manutencdo do equilibrio hormonal em plantas de milho, fundamental para a
manutencdo apropriada do meristema e da iniciacdo de 6rgdos (Bolduc et al.,
2012); e GRMZM2G122185, codificando Pre-mRNA splicing factor, envolvido na
sinalizacdo de temperatura em plantas (Capovilla et al., 2015).

Para a caracteristica PH, no cromossomo 8, posicdo 171723438 -
171823438, foram identificados os seguintes genes: i) GRMZM2G133249,
codificando Insulysin/IDE, que é uma enzima degradadora de insulina e esta
envolvida na degradacdo de beta-amiloide (AB). Acredita-se que o acumulo
cerebral de proteina AR desemprenha papel importante na patogénese da doenca
de Alzheimer (Kim et al., 2007; Zuo e Jia, 2009); i) GRMZM2G562929, que
codifica Proteasome subunit alpha type-4, cuja funcéo nao foi possivel identificar;
i) GRMZM2G133175, codificando Cysteine-rich TM module stress tolerance
(CYSTM), que foi responsavel por conferir tolerancia a metais pesados, como
cadmio e cobre em Digitaria ciliaris e Oryza sativa (Kuramata et al., 2009) e em
espécies de eucariotos (Venancio e Aravind, 2010); iv) GRMZM2G133029,
responsavel pela codificacdo da proteina Aspartyl protease family protein, que,
associada a uma cochaperona molecular, desencadeia autofagia e defesa da
planta a fungos (Li et al., 2016); v) GRMZM2G132991, que codifica Conserved
oligomeric golgi complex subunit 1, o qual demonstrou estar envolvido com a
resisténcia a penetracdo da cevada pelo fungo do mildio da cevada (Ostertag et
al., 2013); vi) GRMzZM2G132978, que codifica uma proteina expressa, no entanto,
sua identificacdo nao foi possivel; e vi) GRMZM2G434363, que codifica uma
Protein kinase domain (Pkinase) // Salt stress response/antifungal (Stress-
antifung), a qual pode ter funcdo importante na resposta ao estresse salino em

plantas de arroz (Zhang et al., 2009).
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Tabela 9. Genes candidatos obtidos da analise de herdabilidade regional para
seis caracteres de interesse em milho-pipoca no ambiente ENV2

Menor - Maior Posicéo

Caracteristicas  Crom. (Pb) Gene ID Anotacao
CCR4-NOT transcription
100GW 6 155323194-155423194 GRMZM2G010357 complex subunit 2 (CNOT2,
NOT2)
GRMZM2G462717
60S Ribosomal protein 134
GRMZM2G701218 Myb_DNA-binding) //
Myb_CC_LHEQLE)
GRMZM2G157246
Ring zinc finger protein
GRMZM2G157263
Cytochrome-b5 reductase
GRMZM2G157267
Inositol 5-phosphatase
EH 7 115031917-115131917 GRMZM2G022095 rRNA N-glycosylase / rRNA N-
glycosidase
EH 7 115081917-115181917 GRMZM5G837058 Golgi SNAP receptor complex
member 1-1
CCR4-NOT transcription
GRMZM2G071059 complex subunit 7/8
(CNOT7_8, CAF1, POP2)
Prolyl-tRNA synthetase
EH 4 178478603-178578603 GRMZM2G170313 associated domain-containing
protein 1-related
GRMZM2G473016
Ring zinc finger protein
Solute carrier family 25
GRMZM2G060630 (mitochondrial phosphate
transporter), member 3
GRMZM2G060554 Remorin, C-terminal region
(Remorin_C)
GRMZM2G356046 Mannan endo-1,4-beta-
mannosidase (MAN)
GY 2 200888849-200988849 GRMZM2G024622 RNA polymerase Il ctd
phosphatase
PV 9 3856799-3956799 GRMZM2G048243 Serine-threonine protein
kinase
GRMZM2G110726
BOBBER 1
PV 2 200888849-200988849 GRMZM2G024622 RNA polymerase ii ctd
phosphatase

*Crom: cromossomo

Para a caracteristica 100GW, foram observados genes apenas no
cromossomo 6 (posicdo 155323194-155423194 pb). S&o o0s seguintes: i)
GRMzZM2G010357, que codifica CCR4-NOT transcription complex subunit 2

(CNOT2, NOT2), os quais sao reguladores transcricionais gerais, e demonstraram

ser essenciais para o desenvolvimento das plantas de arroz (Oryza sativa) e
Arabidopsis (Wang et al.,, 2013); ii) GRMZM2G462717, responséavel por 60S
RIBOSOMAL PROTEIN L34, que pode desempenhar uma funcdo negativa nos
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processos metabdlicos de adaptacdo de sementes de soja transgénicas ao
estresse de baixa temperatura durante a embebicdo a baixa temperatura (Cheng
et al, 2010); ii) GRMzZM2G701218, codificando MYB_DNA-binding //
MYB_CC_LHEQLE. Os fatores de transcricdo MYB sdo um grupo de fatores de
transcricdo, que contém um dominio conservado chamado MYB_DNA-binding.
Um gene OsMPH1, que codifica um fator de transcricdo MYB, relacionado a
regulacdo da altura de plantas de arroz, demonstrou também estar envolvido na
melhoria de rendimento de grdos dessa mesma espécie (Zhang et al., 2017); iv)
GRMZM2G157246, responsavel pela codificacdo da proteina RING zinc finger
protein. Um gene de arroz, que codifica uma proteina RING zinc-finger,
demonstrou ser responsavel pelo aumento da abertura dos estbmatos da espécie
(Hsu et al., 2014); v) GRMZM2G157263, que codifica cytochrome-b5 reductase,
necessaria para o funcionamento correto do pélen e para a maturacdo das
sementes de Arabidopsis thaliana (Wayne et al., 2013); vi) GRMZM2G157267,
codificando inositol 5-phosphatase. Plantas de Arabidopsis thaliana transgénica
expressando o Tipo 1 de Inositol 5-Fosfatase demonstram aumento da tolerancia
a seca (Perera et al., 2008).

Para a caracteristica EH, posicao (115031917-115131917 pb), foi
identificado apenas o gene GRMZM2G022095, que codifica a enzima rRNA N-
glycosylase/rRNA N-glycosidase, também chamada de enzima inativadora de
ribossomos (RIPs) (Sharma et al., 2004), possuindo atividade antiviral, antifingica
e inseticida, e sua expressdo nas plantas é aumentada sob condi¢cdes
estressantes (Stirpe, 2013).

Para a mesma caracteristica € mesmo cromossomo, entretanto na posicao
115081917-115181917 pb, foram identificados dois genes, sendo esses: i)
GRMZM5G837058, que codifica Golgi SNAP receptor complex member 1-1,
envolvida no transporte entre complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico (Tian
et al.,, 2018); e i) GRMZM2G071059, codificando CCR4-NOT transcription
complex subunit 7/8 (CNOT7_8, CAF1, POP2). AtCAFla e AtCAF1lb, homdlogos
putativos de Arabidopsis do gene CAF1 de levedura, demonstraram estar
envolvidos na mediacdo de respostas ao estresse abidtico em Arabidopsis, porém
Nao sao responsivos a todos os estresses ambientais (Walley et al., 2010).

No cromossomo 4 (posicdo 178478603-178578603 pb), foram
identificados: i) gene GRMZM2G170313, que codifica Prolyl-tRNA synthetase
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associated domain-containing protein 1-related, cuja fungdo, em organismos
vegetais, ndo foi possivel identificar; ii) gene GRMZM2G473016, responséavel pela
codificacdo da proteina Ring zinc finger, que, conforme relatado anteriormente,
esta envolvido com o aumento da abertura estomatica em plantas de arroz (Hsu
et al., 2014); iii) gene GRMZM2G060630, que codifica a proteina mitochondrial
phosphate transporter member 3, que demonstrou ser indispensavel para o
crescimento e desenvolvimento normal da Arabidopsis (Jia et al., 2015); iv) gene
GRMZM2G060554, codificando Remorin, C-terminal region (Remorin_C). Um
gene Remorin (ZmREMG6.3) presente na cultura do milho (Zea mays L.) foi
associado a resisténcia de gendtipos dessa cultura a helmintosporiose, causada
pelo fungo Setosphaeria tarcica (Jamann et al, 2016); e V) gene
GRMZM2G356046, responsavel pela sintese da enzima Mannan endo-1,4-beta-
mannosidase (MAN). Iglesias-Ferndndez et al. (2011) sugeriram que [-
mannosidase é importante para a germinacdo de sementes de Arabidopsis
thaliana.

Para a caracteristica GY, apenas um gene foi identificado, presente na
regido entre 200.888.849 - 200.988.849 pb. Trata-se de GRMZM2G024622,
responsavel pela codificacdo de uma RNA polymerase |l ctd phosphatase, que
demonstrou estar envolvida no aumento da tolerancia ao estresse térmico em
plantas de Crisantemo (Chrysanthemum morifolium) (Qi et al., 2018).

Com relacdo a caracteristica PV, foram observados genes em distintas
posicbes e cromossomos. No cromossomo 9, posicdo 3856799 — 3956799 pb,
foram identificados os seguintes genes: i) GRMZM2G048243, codificando uma
Serine-threonine protein kinase, que, conforme relatado anteriormente, esta
relacionada com a resisténcia de plantas de arroz ao RSV (Lee e Kim, 2015); € ii)
GRMZM2G110726, codificando BOBBER1, que esta envolvida em fungbes de
desenvolvimento e termotolerancia (Perez et al., 2009).

Na regidao 200888849 - 200988849 do cromossomo 2, foi observada a
presenca do gene GRMZM2G024622, que, conforme ja aqui relatado, codifica
uma RNA polymerase Il CTD phosphatase, envolvida na resposta ao estresse

térmico em plantas de crisantemo (Qi et al., 2018).
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5.6 Analise comparativa dos resultados da Associacdo de Modelo Linear
Misto (MLMA) e Mapeamento de Herdabilidade Regional (RHM)

Uma maior proporcdo de associagcbfes gendOmicas foi observada na
abordagem RHM (43 no ENV1 e 19 no ENV2), quando comparada com a
abordagem MLMA (7 no ENV1 e 8 no ENV2).

Das sete associa¢cOes detectadas pela MLMA (Tabela 6) no ENV1, trés
também foram detectadas na analise RHM (Tabela 8) nos mesmos intervalos.
Foram elas: gene GRMZM2G089995, relacionado com a caracteristica 100GW,
gene GRMZM2G069618 associado com GY; e gene GRMZM2G461936,
relacionado com a caracteristica PE. No entanto, no ENV2, das oito associacfes
observadas na MLMA (Tabela 7), apenas uma foi detectada na andlise RHM
(Tabela 9), sendo esta associada a caracteristica PV (gene GRMZM2G110726).

No geral, ambas as analises tendem a identificar as mesmas regifes
gendmicas, embora o RHM possibilite uma anélise mais detalhada, e, por isso,
identifica mais genes nas regides significativas. Observa-se, ainda, que houve um
namero maior de SNPs associados as caracteristicas PE, GY e PH, no ENV1, e a
caracteristica EH no ENV2. Em ambos os ambientes, o nimero de SNPs variou
em todas as caracteristicas, ndo sendo possivel afirmar qual delas possui uma

arquitetura genética mais complexa.
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6. DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo identificar regides gendmicas subjacentes
a caracteristicas relacionadas a produtividade e ao crescimento em genaétipos de
milho-pipoca e comparar os valores de herdabilidades observados nos métodos
MLM e RHM. Ambas as analises demonstraram identificar regies importantes
para a elucidacdo a respeito dos genes envolvidos na determinacdo das
caracteristicas complexas da espécie; no entanto, o0 RHM permitiu a identificacao
de maior nuamero de regides, resultando em maior quantitativo de genes
candidatos identificados. Sem embargo, esperavam-se valores de herdabilidade
mais elevados pelo método RHM, quando comparado com a andalise MLMA.
Atualmente, esse é o primeiro estudo no qual o RHM é aplicada em milho-pipoca.

Estudos de associacdo gendmica na espécie foram desenvolvidos por
Paes et al. (2016), que identificaram QTLs envolvidos na qualidade da pipoca, em
populacdes de germoplasma tropical e temperado, oriundas de distintos ciclos de
selecdo; Senhorinho et al. (2019), identificaram quatro SNPs significativamente
associados a capacidade de expansao, em linhagens de milho-pipoca, de forma
gue os genes anotados, subjacentes aos SNPs, mostraram-se relacionados com
funcdes associadas ao contetudo de amido; e Coan et al. (2018) que, em estudo
envolvendo linhagens de milho-pipoca e milho tropical, identificaram 14 SNPs
significativamente associados a podriddo de espiga, causada por Fusarium

verticillioides (Sacc.) Nirenberg.
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Esses estudos foram realizados utilizando linhagens, enquanto nosso
objetivo foi identificar regides de interesse em genotipos oriundos de ciclos de
selecéo recorrente intrapopulacional, que demonstram apresentar maior grau de
dificuldade de identificacdo, uma vez que Guimarédes et al. (2018), avaliando os
diversos ciclos de selecao recorrente (CO a C8) da mesma populagcdo de milho-
pipoca, verificaram uma reducdo no numero de heterozigotos a medida que os
ciclos avancavam, implicando, consequentemente, a reducdo da diversidade
genética da populacdo. Embora haja menor variabilidade genética nesse tipo de
material, as associacdes encontradas demonstram ser mais Uteis para a utilizacao
na pratica pelos melhoristas (Resende et al., 2017).

Resende et al. (2017) realizaram estudos de genome-wide association
studies (GWAS) e RHM para sete caracteristicas de crescimento, resisténcia a
madeira e doencas em uma populacdo de hibridos de Eucalyptus e verificaram
que o GWAS detectou 13 SNPs com associacdes significativas em todo o
genoma, enquanto o RHM detectou 26 locos de caracteristicas quantitativas
(QTLs), abrangendo 2.191 polimorfismos de nucleotideo dnico (SNPs),
capturando fracbes maiores de herdabilidade de caracteristicas quando
comparado o GWAS. Ainda segundo os autores, alelos de baixa frequéncia em
populacdes naturais tornam-se consideravelmente mais comuns quando
amostrados em populacbes melhoradas, e, considerando que séo identificados
por abordagens de RHM, podem ser facilmente rastreados em geracdes de

melhoramento.

6.1 Caracterizacdo da populacéo de estudo

A metade do decaimento de LD variou entre os cromossomos (76-151Kb).
O desequilibrio de ligacdo em espécies alogamas, como o milho, decai em
distancias relativamente mais curtas do que em espécies autdbgamas (Newell et
al.,, 2011). No entanto, Morosini et al. (2017), avaliando sessenta e quatro
linhagens de milho, calcularam o LD do genoma e observaram que o
comprimento médio do decaimento LD em todos eles foi de 80-100 kb. A média
de desequilibrio de ligacdo para todos os cromossomos foi estimada em ~ 200 kb
em 144 linhagens milho submetidas a analise de GWAS para identificacdo de
genes relacionados a resisténcia a Sphacelotheca reiliana (Kihn) Clint (Wang et
al., 2012).
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Os resultados pelo critério de Evanno et al. (2005) indicaram que a
populacdo apresenta estratificacdo genética. Esses resultados podem ser
explicados pelo parentesco genético dos individuos, uma vez que os resultados
do modelo de inferéncia sobre subpopulac¢des de Pritchard et al. (2000) estdo em
consonancia com a dispersao dos coeficientes de parentesco reportada pelos
componentes principais.

Em estudo prévio com essa populagédo, Schwantes et al. (2020, no prelo)
mostram que a maior parte do parentesco calculado pelos SNPs & de baixa
magnitude. Portanto, esses resultados apontam que a populacdo de estudo n&o
apresenta elevada estratificacdo e que essa possivel estrutura observada deve
ser explicada por grupos de individuos que aleatoriamente receberam alguns
alelos em comum na recombinacédo; dessa forma, o K = 2 apresenta ser uma boa
alternativa para a corre¢cédo dessa estrutura existente.

O controle da estrutura da populacdo € um procedimento padréo, embora,
qgquando as caracteristicas sejam fortemente confundidas, possa haver uma
reducdo no poder da andlise. Esse problema pode surgir ao estudar
caracteristicas, como tempo de floracéo e tolerancia ao frio, que sao influenciadas
por gradientes ambientais, 0os quais se sobrepdem aos padrdes de estrutura da
populacao (Brachi et al., 2011).

Métodos baseados no MLM tém sido utilizados para corrigir a relagéo
genética e a estrutura populacional, uma vez que eles levam em consideracéo a
estrutura da populagcéo e a relacao familiar (Zeng et al., 2017a). A estrutura da
populacao foi corrigida com sucesso em diversos estudos com milho (Weng et al.,
2011; Wang et al.,, 2012; Wen et al., 2014; Liu et al., 2016), dessa forma, a
correcdo da estrutura populacional demonstrou ser um procedimento essencial

para estudos de associacao.
6.3 Comparacéao de herdabilidades genémicas da MLMA e do RHM

As estimativas de herdabilidade por RHM foram inferiores para a maioria
das caracteristicas (Tabelas 4 e 5), quando comparadas com os valores de
herdabilidade obtidos pela analise MLMA (Tabela 2).

Por RHM no ENV1, para GY — uma das principais caracteristicas de
interesse na cultura do milho-pipoca —, uma série de valores de herdabilidade
foram obtidos, o que pode ser devido a efeitos populacionais, fatores ambientais



56

ou precisao experimental (Resende et al., 2018), ou, mais provavelmente, devido
ao particionamento do genoma que ocorre na metodologia RHM. Os valores
foram estimados em uma faixa de 10 a 90%, observando-se, ainda, que estes
foram maiores no RHM (Tabela 4) em comparacdo ao MLMA, cujo valor
observado foi inferior a 1% (Tabela 2). Valores elevados de herdabilidade para
peso de graos por planta, em gendtipos de milho, foram observados por Li et al.
(2011), que constataram uma herdabilidade de 89% para a caracteristica. Além
disso, Viana et al. (2017), simulando dados de linhagens parentais, gendtipos e
fenotipos F1 e F, e utilizando a abordagem de méxima verossimilhanca por
mapeamento de intervalos (Lander e Botstein, 1989) para QTLs de baixa
herdabilidade e alta densidade de SNPs, obtiveram um valor de aproximadamente
95% de herdabilidade para a caracteristica rendimento de grdos, quando da
utilizacdo de um numero amostral igual a 200.

Estudos relatam que rendimento de grdos € uma caracteristica que
apresenta herdabilidade variando de baixa a moderada (Arnhold et al., 2009; Soni
e Khanorkar, 2014), indicando um menor controle genético aditivo e elevada
influéncia ambiental. No entanto, Rodovalho et al. (2008) e Ribeiro et al. (2012)
relatam que a herdabilidade dessa caracteristica demonstra ser alta e
significativa, sugerindo, assim, que esses valores dependem da populacdo
submetida a andlise. Ribeiro et al. (2016) observaram que a herdabilidade se
manteve estavel nos ciclos 4, 5 e 6 (45,97%, 51,94% e 45,04%, respectivamente)
no programa de selecdo recorrente intrapopulacional da populacdo UENF 14.
Além disso, Guimaraes et al. (2019), ao calcularem a herdabilidade de GY no
ciclo 9 da mesma populacao, constataram valor de 91%.

Resende et al. (2018) observaram que a herdabilidade gendmica estimada
capturou uma proporcao relativamente grande (72%) da herdabilidade total das
caracteristicas, sendo de grande valor na identificacdo de alelos favoraveis ao
rendimento de grdos de Phaseolus vulgaris L. Este fato sugere que a analise via
MLMA ndo foi capaz de capturar a variancia genética da caracteristica, enquanto
o RHM apresentou eficacia na deteccdo da porcédo herdavel da caracteristica na
populacao.

Nota-se que as caracteristicas que apresentaram maiores valores de
herdabilidade na abordagem MLMA no ENV1 (Tabela 2) — EH e PH — foram as

que apresentaram os menores valores de herdabilidade no RHM (Tabela 4).
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Altura de espiga (EH) e altura de planta (PH) apresentaram valores de
herdabilidade de 70% e 80%, respectivamente, quando foram avaliadas familias
F..3, resultantes de cruzamento entre linhagens de milho-pipoca e linhagens de
milho dentado (Li et al., 2007).

Isso sugere que os valores observados neste estudo ocorreram devido a
falta de poder do método RHM em capturar boa parte da variancia genética da
caracteristica. Caballero et al. (2015) afirmam que caracteres de baixa
herdabilidade ndo apresentam valores elevados de herdabilidade regional. No
entanto, observou-se que EH e PH (ENV1) apresentaram valores moderados de
herdabilidade na abordagem MLMA, levando a sugerir que ambas as
caracteristicas possuem alta herdabilidade, quando da avaliacdo do genoma
completo. Entretanto, ao fracionar o genoma para a realizacdo do RHM, o método
ndo é capaz de capturar a herdabilidade presente nas janelas gendmicas,
provavelmente, por serem de pequeno efeito, o que resulta na ndo contabilizacéo
pela analise RHM. Resende et al. (2018) sugerem que a propor¢cao da
herdabilidade ndo amostrada é devido ao LD entre marcadores e genes e/ou
variantes raras de alelos ndo amostrados.

N&o obstante, no ENV2, os valores de herdabilidade foram considerados
baixos em ambas as analises. Com excec¢do da caracteristica PE, na abordagem
MLMA (Tabela 2), todas as outras demonstraram apresentar baixa proporcao
herdavel da variabilidade total (Tabela 5). Estudos anteriores relatam que a
capacidade de expansdo dos graos de milho-pipoca possui acdo génica aditiva
(Larish e Brewbaker, 1999; Pereira e Amaral Junior, 2001; Ribeiro et al., 2016;
Schwantes et al., 2018).

Sugere-se, assim, que ambos 0s métodos sdo capazes de detectar a
porcao herdavel das principais caracteristicas da cultura. No entanto, o método de
analise via modelo linear misto (MLMA) comprovou ser mais eficaz para
determinadas caracteristicas, tais como EH, PH e PE, enquanto o mapeamento
de herdabilidade regional (RHM) demonstrou ser mais eficaz para a caracteristica
GY.

Algumas hipéteses podem ser sugeridas quanto a isso, como o fato das
caracteristicas PE e PH estarem diretamente correlacionadas e possuirem alta
herdabilidade (Li et al., 2007), porém, ao particionar 0 genoma, como 0ocorre no

método RHM, os valores dentro de cada janela gendmica podem néo ser grandes
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o suficiente a ponto de serem capturados pela andlise, enquanto, na abordagem
MLMA, h4 um somatorio desses valores, fazendo com que a herdabilidade seja
apresentada de forma mais abundante, assim ocorrendo também com PE. Fato
esse gque ndo ocorre com a caracteristica GY, cujos maiores valores de
herdabilidade foram observados no RHM, que, apesar de demonstrar ser uma
caracteristica altamente influenciavel pelo ambiente (Arnhold et al., 2009; Soni e
Khanorkar, 2014), a populacdo aqui amostrada demonstrou manter-se estavel
com o avango dos ciclos de selecao recorrente intrapopulacional (Ribeiro et al.,
2016; Guimaraes et al., 2019).

6.3 Associacgao de Modelo Linear Misto (MLMA)

Varios genes podem estar presentes no intervalo de uma regido associada,
isto €, perto de SNPs, e estes podem ser identificados por MLMA. Esta analise
identificou sete e oito genes relacionados as caracteristicas estudadas no ENV1 e
ENV2, respectivamente. O gene GRMZM2G002959, identificado para EH nos
dois ambientes, codifica a enzima glutaril-CoA desidrogenase, mas sua funcao
em espécies de plantas nao foi identificada.

O gene GRMZM2G089995, identificado para 100GW no ENV1, codifica o
transcription factor 209, um membro da familia de proteinas AP2/EREBP, que
esta diretamente envolvido na resposta a estresses biéticos e abitticos (Dietz et
al., 2010; Mun et al, 2017). Para a mesma caracteristica, 0 gene
GRMZM2G034152 codifica PAOL, cuja funcdo também esta relacionada a
respostas a estresses abibéticos em arroz (Cheng et al.,, 2017) e a estresses
bidticos em algodéo (Mo et al., 2015). Isso indica que a caracteristica 100GW esta
relacionada a respostas de estresses (bibtico e abibtico). Este resultado corrobora
os resultados anteriores obtidos para arroz submetido a estresse hidrico, no qual
foi observada uma reducao no peso de 1000 graos (Zain et al., 2014), bem como
a premissa de que o estresse hidrico contribuiu para reducdo na produtividade em
linhagens de arroz (Terra et al.,, 2013). Em soja, sementes cultivadas sob
condi¢cdes climaticas adversas também apresentaram menor massa para 100
graos (Borrmann et al., 2009).

No ENV2, o gene candidato identificado para a caracteristica 100GW
(GRMZM2G087032) corresponde a proteina putative bifunctional C3H-
transcription factor 313, que pode ser importante durante o estadio inicial do



59

enchimento da semente de milho (Liu et al.,, 2008). No entanto, o estudo dessa
proteina ainda estd em um estagio inicial, ja que a pesquisa sobre esse assunto é
muito limitada.

A caracteristica GY (ENV1) demonstrou relacdo com o gene
GRMZM2G069618, que, por sua vez, codifica TPR domain containing protein, a
qual desempenha varias fungbes nos organismos vegetais, que vado desde o
desenvolvimento (Awasthi et al., 2012; Zhang et al., 2015b) a resposta ao
estresse hormonal (Sharma e Pandey, 2016).

No ENV1, o gene GRMZM2G461936, que codifica a proteina
argonaute108, foi identificado como estando relacionado a PE (capacidade de
expansao). As proteinas Argonaute (AGO) sdo fundamentais na regulacdo da
expressao génica e sdo essenciais para varios processos de desenvolvimento
(Zhai et al., 2014). Esses autores identificaram o gene ZmAGO18b em gendtipos
de milho e observaram alta expressdo dela em tecidos reprodutivos. Embora
nenhum estudo tenha identificado especificamente a proteina argonaute108 em
plantas, observou-se que a deficiéncia de uma proteina Argonaute, denominada
AGO10, induziu desenvolvimento anormal do meristema apical de gemas em
plantas de Arabidopsis (Lynn et al., 1999).

Também para a PE, o gene GRMZM2G098793 foi identificado como
codificador da superfamilia da enzima glicosiltransferase no ENV2. Em amido de
endosperma de trigo, observou-se que o arabinoxilano, responsavel por uma
grande quantidade de polissacarideo, foi reduzido ao suprimir dois genes
homologos de glicosiltransferase (Lovegrove et al., 2013). Isso permitiu concluir
gue o gene identificado neste estudo também estd envolvido com a sintese de
amido em graos de milho, e que sua supressao pode modificar o endosperma,
cuja funcao esta diretamente relacionada com a capacidade de expanséo do grao
sob altas temperaturas.

O gene GRMZM2G081048, também associado a PE, codifica a enzima
oxidoredutase. Neste estudo, ndo foi possivel identificar qual tipo de
oxidoredutase esta envolvido com a caracteristica, prejudicando uma analise mais
aprofundada de suas funcdes. O gene GRMZM2G048672, também identificado
como relacionado a PE, mostrou ser responsavel pela citocina imunorreguladora,
denominada fator inibitério da migracdo de macrofagos. Entretanto, nenhum relato

de sua funcéo em plantas foi encontrado na literatura.
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Em ENV1, o gene GRMZM2G118950, identificado pela caracteristica PH,
codifica 0 ammonium transporter 3 (amt3). Ammonium transporters (amt) séo
responsaveis pela absorcdo de aménio da solucdo do solo (Howitt e Udvardi,
2000; Sonoda et al., 2003). Dois Amts localizados na rizoderme (ZmAMT1; la e
ZmAMT1; 3) foram identificados, concluindo que estes sao, provavelmente, os
principais componentes do sistema de transporte de amonio de alta afinidade em
raizes de milho (Gu et al., 2013). No milho, a nutricdo com amonio confere varios
efeitos benéficos, como o aumento da densidade e extensao da raiz (Bloom et al.,
2002). Portanto, esse fator pode influenciar diretamente a PH das plantas de
milho-pipoca da populacdo em estudo.

No ENV2, o gene GRMZM2G043435 foi associado a PH, codificando a
proteina respiratory burst oxidase-like protein C (RbohC). Em Arabidopsis, os
mutantes deficientes em RbohC tinham pelos radiculares curtos em raizes
atrofiadas, sugerindo que essa espécie de Rboh regula a expansao de células
vegetais (Foreman et al., 2003) e pode estar envolvida no desenvolvimento da
altura de plantas de milho-pipoca.

Um gene — GRMZM2G086573 — foi identificado como relacionado a
expressdo da caracteristica PV no ENV1, codificando um fator de transcricdo de
uma familia de proteinas chamada AP2-EREBP-transcription factor 24. A
caracteristica distintiva das proteinas AP2/EREBP é que esta familia contém um
ou dois dominios APETALA2 (AP2). Observou-se que o gene regulador do amido
de arroz (RSR1), um fator de transcricdo da familia APETALA2, regula
negativamente a expressdo de genes de sintese de amido tipo I, e que a
deficiéncia de RSR1 resulta em uma expressdo aumentada de genes de sintese
de amido em sementes da espécie (Fu e Xue, 2010). O volume de pipoca é
dependente da umidade do gréo e do teor de amido, que € convertido em vapor e
exerce pressao sobre o endosperma (Singh et al., 2017).

Em ENV2, dois genes foram identificados: GRMZM2G110726, que codifica
a proteina BOBBER1 (dominio NudC), encontrada em Arabidopsis thaliana e
responsavel por limitar a extensdo do dominio meristematico e/ou promover o
desenvolvimento dos dominios dos cotilédones (Jurkuta et al., 2009), além do
desenvolvimento e fungbes de termotolerancia (Perez et al.,, 2009); e
GRMZM2G020150, codificando o fator de transcricdo AP2-EREBP-transcription

fator 196. Um fator de transcricdo da familia APETALA2, encontrado no arroz, €
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responsavel por regular negativamente a expressao de genes da sintese do
amido tipo | (Fu e Xue, 2010). Como relatado, esse fato pode estar correlacionado
com a capacidade do grao de se expandir, pois esse evento depende diretamente

do teor de amido contido no grao (Singh et al., 2017).

6.4 Andlise comparativa dos resultados da Associacdo de Modelo Linear
Misto (MLMA) e do Mapeamento de Herdabilidade Regional (RHM)

A proporcdo de regides associadas as caracteristicas complexas do
milho-pipoca encontradas na abordagem RHM foi significativamente maior do que
a observada pelo procedimento MLMA, corroborando a hipétese postulada por
Shirali et al. (2016), os quais sugeriram que o método RHM tem um desempenho
melhor do que o0 método SSGWAS — método de associagdo gendmica, no qual
todos os SNPs sdo considerados simultaneamente, juntamente com todos os
fendtipos dos individuos genotipados e ndo genotipados, na captura de variantes
efetivas (Wang et al., 2014).

Resultados semelhantes foram encontrados por Riggio et al. (2013) ao
avaliarem a resisténcia de nematoides e o0 peso corporal em cordeiros. Os autores
observaram que houve diferenca no nimero de associa¢des identificadas por
GWAS e RHM, verificando que, dos 263 QTLs detectados por GWAS e dos 298
QTLs detectados por RHM, apenas 135 foram coincidentes. No entanto, a
propor¢cdo de variancia aditiva observada via RHM (31%) foi menor que a
detectada por GWAS (39%). Assim, RHM detectou grandes QTLS raros e, como
seus sinais foram estendidos para regides préximas, outros QTLs menores foram
detectados por acaso.

Nagamine et al. (2012) identificaram que, em duas regides exploradas,
nenhum SNP Unico foi detectado e que o ajuste do SNP mais significativo teve um
efeito limitado na herdabilidade regional estimada, sugerindo que essas regides
contém uma ou mais variantes causais, que nao podem ser explicadas pela
associacdo com apenas um SNP, mas podem ser detectadas pela herdabilidade
regional.

Para Resende et al. (2017), é esperado que nem todos os locais
detectados pelo procedimento RHM sejam observados no GWAS. No entanto, o
oposto ndo deveria ocorrer, a ndo ser que correspondam aos falsos positivos do

GWAS. Para os autores, a contribuicdo de muitos marcadores de pequeno efeito
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pode alcancar significancia na fracdo determinada por RHM; no entanto, um
grande efeito de SNP pode néo ser significativo na analise via GWAS.

Na analise aqui realizada, verifica-se que a maioria das associacfes
observadas tanto na abordagem MLMA quanto na RHM néo coincidiram. Das
sete associacdes constadas via MLMA (Tabela 6), no ENV1, apenas trés
correspondem a associacdes detectadas pela andlise RHM (Tabela 8), enquanto,
no ENV2 (Tabela 7), apenas uma coincidéncia foi observada na anélise RHM
para com MLMA (Tabela 9). Segundo postulam Resende et al. (2017), isso pode
ocorrer quando uma regiao com um SNP de grande efeito, detectado pela GWAS,
ndo alcanca o nivel de significancia no RHM, devido a SNPs de pequenos efeitos
ajustados no modelo.

Das associacbes observadas detectadas em ambas as abordagens, o
gene GRMzZM2G089995, vinculado a caracteristica 100GW, demonstrou estar
relacionado com a codificacdo do fator de transcricdo AP2-EREBP-transcription
factor 209 (ou fator responsivo do etileno). Os fatores de transcricdo AP2/EREBP
sdo muito importantes, pois desempenham varias funcdes nas plantas (Zhang et
al., 2019).

As proteinas APETALA2/etileno (AP2/EREBPsS) sdo os principais
reguladores das respostas ao desenvolvimento, crescimento e estresse das
plantas (Liu e Zhang, 2017; Zhang et al., 2019). Genes AP2/EREBP
desempenham uma funcéo crucial na resposta a varios estresses ambientais em
algodao (Liu e Zhang, 2017). Genes AP2/ERF também demonstraram estar
diretamente associados a respostas a estresse abidtico em milho, como
alagamento (Du et al.,, 2014) e desidratacdo e inducédo a frio em Arabidopsis
(Sakuma et al., 2002).

Os fatores de transcricdo ERF sdo proteinas AP2 / EREBP que contém
apenas um dominio AP2 e constituem a maior subfamilia da familia AP2 / EREBP
(Zhang et al., 2019).

N&o foi identificada, no entanto, uma relacdo direta com a caracteristica
100GW, com a qual o gene GRMZM2G089995 estaria associado. Sem embargo,
verifica-se que o rendimento de gréos € influenciado diretamente pelo estresse
abidtico, conforme relatado por Khan et al. (2001), Borrmann et al. (2009), Terra
et al. (2013), Zain et al. (2014) e Kamphorst et al. (2018b). E possivel sugerir que

a caracteristica 100GW esta relacionada com respostas a estresses e, quando ha
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a reducdo do rendimento de grdos, hd também a superexpressdo do gene
GRMZM2G089995, que codifica AP2/EREBP, relacionada a estresses em
plantas.

A proteina contendo o dominio de repeticdo de tetratricopeptideo (TPR) &
codificada pelo gene GRMZM2G069618, que, por sua vez, demonstrou estar
relacionado com a caracteristica GY. A TPR estd envolvida com inumeras
funcdes nos organismos vegetais, entre elas, destacam-se: esterilidade hibrida no
arroz (Yu et al., 2016), estresses e sinalizacdo hormonal (Sharma e Pandey,
2016), desenvolvimento da raiz (Zhang et al., 2015b) e falha no desenvolvimento
do endosperma, com consequente reducao no numero de sementes (Awasthi et
al., 2012).

O mutante OsAPCS6, inserido no arroz, esta relacionado ao TPR. Foi
observado que houve uma reducao na producéo de sementes de 40 a 45%, o que
pode ser atribuido a auséncia de endosperma, cuja formacgéo foi anormal em uma
alta proporcdo de gametdéfitos femininos deste mutante, devido a formacao
anormal de nucleos polares (Awasthi et al., 2012).

Além disso, a TPR pode estar envolvida com conteido de amilose,
aparéncia dos graos, propriedades fisico-quimicas (Wu et al., 2015), tamanho dos
grados e qualidade do amido do arroz (She et al.,, 2010). Os resultados aqui
encontrados corroboram as hipoteses postuladas nos trabalhos acima citados,
uma vez que a TPR pode estar envolvida diretamente com a expressao da massa
de grdaos em milho-pipoca, influenciando, consequentemente, na caracteristica
rendimento de graos (GY).

O gene GRMZM2G461936, também identificado em ambas as
abordagens MLMA e RHM, codifica a proteina Argonaute108 e esta associado a
caracteristica PE. Proteinas da familia Argonaute (AGO) demonstraram estar
envolvidas em processos de desenvolvimento de plantas (Lynn et al., 1999;
Vaucheret, 2004; Vaucheret et al.,, 2006; Meng et al., 2013; Zhai et al., 2014).
Proteinas AGO regulam o crescimento e o desenvolvimento das plantas com
varios pequenos RNAs (sRNAs) (Zhong et al., 2019).

Kidner e Martienssen (2005) relatam que a proteina AGO1 € importante
na determinagdo da identidade do meristema, e, quando da sua deficiéncia ou
mutacdo, ha o comprometimento da formacdo de folhas e inflorescéncia em

plantas de Arabidopsis. No entanto, recentemente, uma proteina denominada
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OsAGO17 foi identificada em arroz, regulando positivamente o tamanho e a
massa de graos (Zhong et al., 2019).

Estudos demonstram que a acdo da Argonaute esta fortemente vinculada
a producéo de siRNA. Os siRNAs dependentes de Pol IV (p4-) — pequenos RNAs
associados ao silenciamento de genes transcricionais, elementos transponiveis e
formacao de heterocromatina — sao mais expressos n0s cromossomos maternos
no desenvolvimento do endosperma, do que em qualquer outro tecido vegetal de
Arabidopsis (Mosher et al., 2009; Mosher, 2010; Duran-Figueroa e Vielle-Calzada,
2010).

O que se pode sugerir, com o0 resultado obtido e com os dados da
literatura, é que a proteina Argonautel08, cuja funcdo especifica ainda
permanece desconhecida, pode estar envolvida ndo apenas no processo de
desenvolvimento em plantas de milho, como também no desenvolvimento do
endosperma. O endosperma do milho € composto por dois tipos, sendo eles o
transllicido e o opaco, e a propor¢cdo de endosperma transllicido parece ser a
mais intimamente associada a capacidade de expansao (Hoseney et al., 1983).

O endosperma do milho-pipoca desempenha um papel essencial na
capacidade de expansdo dos grdos, uma vez que esta € influenciada pela
espessura do pericarpo e pelo tipo de amido do endosperma presente no ndcleo
da semente (Babu et al., 2006).

O gene GRMZM2G110726, associado a caracteristica PV, no ENV2,
também demonstrou estar presente em ambas as analises MLMA e RHM. Este
gene codifica BOBBER1, que é uma pequena proteina homdloga a NudC
(proteina de movimento nuclear). BOBBER1 é uma proteina observada em
Arabidopsis e descrita como fundamental ao desenvolvimento normal, bem como
ao desenvolvimento do meristema ap0s a embriogénese, além da termotolerancia
em plantas da espécie (Perez et al., 2009). Ainda segundo os autores, mutantes
BOB1 apresentaram defeitos no crescimento geral da parte aérea e da raiz, além
de defeitos em padrées de desenvolvimento mais especificos.

Além disso, Jurkuta et al. (2009) observaram que a BOBBER1 é
necessaria para limitar a extensdo do dominio meristematico, além de ser
responsavel por promover o desenvolvimento dos dominios cotiledonares de

Arabidopsis.
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No entanto, ndo foi possivel, neste trabalho, relacionar a funcdo proteica
com a caracteristica a qual a proteina BOBBER1 demonstrou estar relacionada.
Sugere-se que ela possa estar envolvida no processo de desenvolvimento dos
graos, corroborando os resultados relatados por Perez et al. (2009),
considerando-se que essa proteina estd envolvida com desenvolvimentos
especificos da planta, por conseguinte, ndo se pode excluir a hipétese de que
esteja influenciando a caracteristica volume de pipoca expandida. Porém, devido
a falta de informacdo sobre essa proteina em espécies vegetais, sobretudo no
milho, ainda ndo é possivel afirmar sua relac@o direta com a caracteristica em

questéao.
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CONCLUSOES

Os resultados revelam uma ampla variagdo em uma populagéo contendo
196 gendtipos diversos, genotipados por 10.507 marcadores SNPs polimoérficos e
98 familias fenotipadas, e mostram que algumas caracteristicas morfolégicas sao
moderadamente hereditarias, como altura de planta (PH), altura de espiga (EH) e
massa de 100 gréos (100GW).

Além disso, foi possivel observar que a herdabilidade capturada pelo
método MLMA foi, em sua maioria, maior que pelo procedimento RHM. A
proporcado de herdabilidade capturada em ambas as analises variou de acordo
com a caracteristica. Esperava-se que todas as associa¢fes encontradas via
MLMA também estivessem presentes em RHM, o que néo foi verificado, de forma
gue a posicdo gendmica entre os QTLs da MLMA e do RHM variou de acordo
com a caracteristica avaliada.

Apesar do elevado LD, que permitiu um maior tamanho de regiao
gendmica, foi possivel detectar apenas uma pequena fracdo dos locos
responsaveis pelas principais caracteristicas em milho-pipoca. Dos SNPs
observados em ambas as anadlises, apenas quatro coincidiram. Nao obstante, as
associacbes encontradas, mesmo que em baixo quantum, demonstram um
valioso recurso para o0 estudo das caracteristicas com as quais estdo
relacionadas, a saber: 100GW, GY, PE e PV. Os genes candidatos subjacentes a
estes locos associados fornecem um recurso inestimavel para estudar a

funcionalidade e dissecar a rede molecular na regulacdo do desenvolvimento das
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caracteristicas mais importantes do milho-pipoca, sendo sobremaneira Gtil para a
selecdo assistida por marcadores destas caracteristicas em programas de
melhoramento.

O uso de linhagens e um maior numero de genotipos poderdo ser uma
alternativa valiosa para a detecgdo de maior herdabilidade, tanto por MLMA
qguanto via RHM.

Desde o lancamento do genoma de referéncia B73, muitas pesquisas
foram desenvolvidas utilizando esse genoma e suas anotacbes na comparacao
com outros genomas de milho. Contudo, em milho-pipoca, ainda ha um marcante
déficit de trabalhos que busquem identificar e explicar suas caracteristicas mais
complexas. O trabalho aqui apresentado vem, pois, auxiliar essa identificacao,
fornecendo resultados importantes sobre a arquitetura genética de caracteristicas
importantes da espécie. Este foi um estudo preliminar e pode ser aprimorado em
pesquisas futuras por meio do uso de linhagens e com maior quantidade de
genatipos, a fim de se obter melhores resultados e, dessa forma, contribuir ainda
mais com a evolucdo dos programas de melhoramento com essa importante

cultura.
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