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MAPEAMENTO DE QTLs ASSOCIADOS AO ACAMAMENTO EM MILHO

RESUMO - O acamamento do milho tornou-se um dos principais problemas da
cultura. Devido as limitacdes de selecao fenotipica, a selecdo gendémica pode ser
uma alternativa para a selecédo de linhagens resistentes. No presente trabalho, o
método GWAS foi usado para detectar marcadores associados a locos de
caracteristicas quantitativas (QTL) com base na andlise de desequilibrio de ligacédo
(DL). Para a conducdo do experimento foram utilizadas 1.109 linhagens
endogamicas. A avaliacdo de acamamento foi realizada aos 200 dias ap0s o plantio,
guantificando-se as plantas com colmos danificados e acamadas. Foram
identificadas quatro regibes gendmicas que explicam 24,5% da variagéo observada
no acamamento das plantas. Também foram identificados os genes presentes
nessas regiées. No cromossomo 9, o gene LOC103637828 da familia de genes da
miosina (superfamilia ATPase. Familia da miosina) e o gene LOC100502428 do
gene putativo da familia de proteinas do dominio da ferroportina. No cromossomo
4, 0 gene LOC103654305, da familia GDA1/CD39 NTPase [putative apyrase locali
protein (provavel apyrase 3)] e o gene LOC100191644 da familia de genes
produtores de poliadenilatos (polyadenilate-binding protein-interacting protein 9). Os
resultados obtidos neste trabalho permitem a criacdo de uma estratégia de selecéo
assistida por marcadores moleculares em programas de melhoramento genético,
utilizando os QTLs identificados.

Palavras-chaves: Estudo de Associacdo Genbmica Ampla. Desequilibrio de
Ligacdo. Resistencia de colmo. Melhoramento vegetal. Zea mays



ii
MAPPING OF QTLs ASSOCIATED WITH LOADING IN CORN

ABSTRACT - Corn lodging has become one of the main problems of the crop. Due to
limitations of phenotypic selection, genomic selection can be an alternative for
selection of resistant inbreed lines. In the present work, the GWAS method was used
to detect markers associated with quantitative trait loci (QTL) based on linkage
disequilibrium (DL) analysis. To conduct the experiment, 1,109 inbred lines were used.
The lodging evaluation was carried out 200 days after planting, quantifying the plants
with damaged and lodging stems. Four genomic regions were identified that explain
24.5% of the observed variation in plant lodging. The genes present in these regions
were also identified. On chromosome 9, the LOC103637828 gene of the myosin gene
family (ATPase superfamily. Myosin family) and the LOC100502428 gene of the
putative gene of the ferroportin domain protein family. On chromosome 4, the
LOC103654305 gene, from the GDA1/CD39 NTPase family [putative apyrase locali
protein (probable apyrase 3)] and the LOC100191644 gene from the polyadenylate-
binding protein-interacting protein 9 family of genes. The results obtained in this work
allow the creation of a selection strategy assisted by molecular markers in genetic
improvement programs, using the identified QTLs.

Keywords: Linkage disiquilibrium. Genome Wide Association Study. Stem resistance.
Plant breeding. Zea mays.



LISTA DE FIGURAS E TABELAS

Figura 1- Distribui¢cao de frequéncia do acamamento do milno ...............cccccvvvnnneee 11
Figura 2 — Manhattan Plot da analise de associacao de marcadores SNP e a tolerancia
ao acamamento em MIlNO ... 12
Figura 3 — Q-Q plot da analise de associacdo de marcadores SNP e a tolerancia ao
acamamento em mMilNO ...........eiiiiiiiiiiiii e, Erro! Indicador n&o definido.

Tabela 1 — Marcadores associados a resisténcia do milho ao acamamento, apos
andlise sequencial de GWAS e regressdo multipla...... Erro! Indicador ndo definido.
Tabela 2 — Genes candidatos localizados nas regides contendo os QTLs associados

a tolerancia ao acamamento do milho ...........cc.coooe.... Erro! Indicador néo definido.



1 INTRODUCAO

O milho atualmente é uma das culturais mais importantes produzidas
mundialmente, sendo a matéria prima de produtos como Oleo, acucar, etanol e
também como alimentacdo humana e animal (Xue et al., 2013). Devido a composi¢ao
proteica do milho houve um aumento no consumo devido ao aumento da populagéo
mundial.

Um dos maiores desafios que a cultura do milho vem enfrentando é o
acamamento, que compromete a granacao da espiga e acarreta a perda de estande
e reducdo na produtividade. E um grande desafio aumentar a produtividade do milho
no Brasil, uma vez que devido ao clima tropical, fatores bigticos e abioticos interferem
na produtividade. Além disso, os caracteres de importancia agronémica e econémica
do milho sé@o de natureza quantitativa e sofrem influéncia ambiental.

No Brasil, o milho é plantado no sistema de plantio direto, o que favorece a
sobrevivéncia e multiplicacdo do in6culo dos fungos necrotréficos. Além disso, a alta
densidade populacional causa restricbes a atividade fotossintética das folhas,
induzindo o colmo a redirecionar fotoassimilados em maior quantidade para
enchimento de gréos, enfraquecendo e predispondo a ocorréncia de podridées e
doencas (Costa et al. 2019a). Para se contornar esses fatores, € de grande
importancia que os programas de melhoramento genético no milho desenvolvam
linhagens e hibridos tolerantes ao acamamento, seja qual for a causa do acamamento.

Tradicionalmente, os programas de melhoramento de plantas utilizam selecao
fenotipica para as caracteristicas de interesse. Mas como nem sempre ocorre 0
acamamento nas areas de avaliacédo de linhagens e hibridos, a sele¢céo assistida por
marcadores moleculares (SAM) pode ser uma alternativa mais eficaz. Para que a SAM
possa ser aplicada, € necessario inicialmente identificar os marcadores associados
aos genes ou QTLs (Quantitative Trait Locci ou Locos de Caracteristicas
Quantitativas) associados a variacdo fenotipica da caracteristica.

Uma técnica robusta para a identificagdo de marcadores moleculares
associados a caracteristicas quantitativas € GWAS (Genome Wide Association Study

ou Estudo da Associagdo Gendmica Ampla).


about:blank
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Este trabalho teve como objetivo utilizar o método GWAS para identificar marcadores

moleculares associados a QTLs de tolerancia ao acamamento em milho.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O milho

O milho tem diferentes nomenclaturas, sendo a mais aceita a utilizada primeiro
pelos indigenas do Caribe, que descende da lingua aruaque (Smith, 2001). Lineu
incluiu 0 nome na espécie para o0 género (Zea mays L.) (Ranum et al., 2014). Sua
origem € no continente americano, precisamente no México, baseada em evidéncias
atuais de que o teosinto (ancestral do milho), se restringe a essa area e evidéncias
arqueoldgicas de que o milho é mais antigo no México (Beadle, 1978 e Wilkes, 1967)

O milho é uma graminea al6bgama, anemofila, monoica e protandrica,
pertencente a familia botanica Poaceae, subfamilia Panicoideae, tribo Maydeae,
género Zea, espécie Zea Mays L. E uma espécie dipldide, com o nimero de
cromossomos x=10, 2n=2x=20 (Lisch, 2012). A diversidade existente nessa espécie
permite que novos conhecimentos sejam incorporados constantemente no processo
de aperfeicoamento dos programas de melhoramento (Buckler et al., 2006).

O milho € um dos cereais mais cultivado do mundo, com produ¢do mundial de
aproximadamente, 1,206 bilhdes de toneladas na safra global 2021/22, de acordo com
o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2022). O Brasil é o terceiro
maior produtor mundial produzindo 115 milhdes de toneladas, seguindo atras dos
Estados Unidos com 382,59 milhdes de toneladas e China com 272,55 milhdes de
toneladas, respectivamente (FAO, 2020). O motivo para se tenha tal volume de
producéo € o cultivo em véarios locais do mundo, abrangendo a producao e adaptacéo
a diversos ambientes (Fornasieri Filho, 2007). Devido a grande variabilidade genética
presente no milho, torna-se facil a adaptacdo da mesma em varios ambientes e climas
(Sangoi et al., 2006).

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2022), o
milho é a segunda cultura mais plantada no Brasil, com aproximadamente 19,8
milhdes ha, com 72% dessa area destinada ao cultivo de segunda safra, ficando atras
somente da soja, com 35 milhdes ha, evidenciando a importancia dessa atividade para
a agricultura brasileira. Para a safra 2022/2023 (CONAB, 2022), o milho tem uma
estimativa para 2023 de na primeira safra ter uma area total de 4,5 milhdes de ha
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plantados com uma safra estimada de 28,99 milhdes toneladas. A segunda safra &
responsavel 94,53 milhdes de toneladas em uma area de 17 milhdes de ha.
Recentemente surgiu uma terceira safra com é&rea de 669,8 mil ha com uma
produtividade de 2 milhdes de toneladas.

No Brasil, 0 milho é muito importante na alimentacdo de animas, na producéo
in natura, em silagens e em composicoes de racdes, sendo o cereal a base do setor
de bovinocultura de corte, aves e suinos (Pavéao e Ferreira Filho, 2011). Atualmente
um dos maiores consumidores de milho é a bovinocultura de corte devido ao aumento
de exportacdo da carne brasileira. Houve um aumento significativo do consumo da
carne brasileira em paises asiaticos. Na China e na Africa, esse crescimento se deu
em torno de quatro vezes o valor de consumo, desde 1980 (Schneider e Sharma,
2014). Além disso, o milho € um cereal muito utilizado na alimentag&o dos chineses e
africanos (Adrian et al., 2016).

O milho também é utilizado na producao de biocombustivel, como o etanol, ou
fazendo parte da composicdo de combustiveis e aditivo em gasolina (FAO, 2013).
Além disso, o milho ainda destaca-se na alimentacdo humana, como 6éleo, glucose,
amido, farinhas de milho, canjiquinhas, canjicas, in natura, milho em conserva, racdes
de animais domeésticos, além da composicdo de cervejas, panificacdo, snacks,
farmacos, entre outros subprodutos que encontramos no mercado cuja composicao

contém milho (Cardoso et al., 2011).

2.2 Melhoramento genético do milho

A cultura do milho no Brasil tem grandes desafios devido ao clima tropical que
favorece pragas e doencas, fatores bidticos e abioticos que dificultam a producéao do
milho, diminuindo sua produtividade. Com a ajuda do melhoramento genético esses
desafios encontrados pelo produtor para a producao da cultura tém se tornado cada
vez menores.

A variabilidade genética tem permitido a obtencdo de variedades mais
produtivas e resistentes a pragas e doengas, e mais bem adaptadas ao ambiente

diferente do seu centro de origem (Faleiro, 2018).
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Um programa de melhoramento envolve escolha de populacdes, obtencéo e
avaliacao de linhagens, testes de combinac¢des hibridas, avaliacdes de linhagens, o
gue torna o programa caro e oneroso (Paterniani et al., 2010). Um programa de
melhoramento genético classico de milho pode levar de 7 a 9 ciclos para desenvolver
um hibrido comercial (Faleiro et al., 2018).

Com o avanco das tecnologias de genotipagem e sequenciamento, e a sua
reducado de custos, surgiram novas oportunidades para o entendimento de processos
biolégicos, identificacdo de genes e QTLs (Quantitative Trait Loci) e a aceleracdo na
obtencéo de novas cultivares e hibridos. A utilizacdo de dados de genotipagem tem
permitido racionalizar o processo de fenotipagem por meio da predicdo do
comportamento de gendétipos no campo (Faleiro et al., 2018).

A genotipagem usando chips de DNA permite estudos precisos e acurados de
caracterizacdo molecular e suas aplicacfes praticas nas etapas de conservacao,
caracterizacao e uso de recursos genéticos, pré-melhoramento, melhoramento e pos-

melhoramento (Faleiro et al., 2018).

2.3 Estudos de Associacao Gendmica Ampla (GWAS)

Com os avancos na biologia molecular, a inovacéo de sequenciamento do DNA
e de genotipagem, conseguiu-se uma reducdo nos custos e maior rapidez e
prospectar marcadores SNPs (Single Nucleoides Polimorphism). Os SNPs estéo
distribuidos aleatoriamente nos cromossomaos, e espera-se que alguns estejam dentro
ou muito proximo dos gene responsaveis pelas caracteristicas de interesse. Os SNPs
sao extremamente importantes na identificacao de regides contendo QTLs no genoma
(Matukumalli et al., 2009).

Os Estudos de Associacdo Genbmica Ampla (GWAS) tem o objetivo de
identificar QTL para caracteristicas de interesse, ou seja, identificar marcadores que
estejam associados ao fenotipo de interesse (lkegawa, 2012 e Visscher et al., 2012)

O GWAS possibilita a identificagdo de regi6es cromossdmicas e SNPs que
juntos podem explicar parte da variacao genética do fenétipo em estudo. Com estudos
de associacdo em mapas com alta cobertura de SNPs, pode-se explicar toda
variabilidade genética aditiva de uma caracteristica através dos SNPs distribuidos no
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genoma. E possivel estimar o valor genético de um individuo com base nos genétipos
dos marcadores associados a caracteristica de interesse (Faleiro et al., 2018).

O GWAS baseia-se na suposicdo de que mutacdes causativas, que séo
responsaveis pela criagcdo dos alelos alternativos dos genes em uma espécie, estao
em Desequilibrio de Ligacdo (DL) com os marcadores adjacentes em uma populacéo
(Hamblin e Jannink, 2011). Quanto maior o DL, maior o poder de detectar os QTLs
(Long e Langley, 1999 e Farfan et al., 2015).

2.3.1 Desequilibrio de Ligacéao (DL)

O desequilibrio de ligacédo (DL) é a propriedade que define que um alelo do
SNP é herdado em conjunto ou esta correlacionado com o alelo de outro SNP dentro
da populacéo estudada (Bush e Moore, 2012).

O DL é uma tentativa matematica de descrever as mudancas na variacao
genética dentro de uma populacdo. Os eventos recombinantes acontecem a cada
geracdo quebrando os segmentos cromossomicos. As medidas do DL baseiam-se na
diferenca entre a frequéncia observada de ocorréncia para os alelos de dois genrs ou
marcadores moleculares (haplétipo de dois marcadores) e a frequéncia esperada se
os dois marcadores fossem independentes (Altshuler et al., 2005). Para analises
genéticas, o DL é reportado em termos de r, medida estatistica de correlacdo, que
varia de zero a 1 na estimacéo do DL. Pode-se considerar que maiores valores de r
indicam que dois SNPs transmitem informa¢des semelhantes, ou que 0os mesmos
pares de alelos sdo herdados juntos em uma grande frequéncia (Sollero et.al., 2016).

Graficamente, quando mais de dois loci sdo considerados em conjunto, uma
pratica comum é distinguir os pares que tém altos niveis de LD dos demais. Tem-se a
formacdo de grupos denominados blocos de haplétipos, e os limites sdo pontos de

recombinacoes (Slatkin, 2008).

2.4 Acamamento do Colmo do milho
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O acamamento € definido como um estado permanente de modificacdo da
posicdo do colmo comparado a posicao original, resultando em plantas encurvadas e
até mesmo na quebra de colmos. No acamamento pode haver a ruptura dos tecidos,
0 que impede a vascularizacdo do colmo e a recuperacdo da planta, afetando a
estrutura anatbmica essencial para o transporte de agua e nutrientes. Quanto mais
cedo se manifestar no ciclo de vida da planta, menores serdo o rendimento e a
qualidade dos gréaos (Gomes, et. al, 2010).

O acamamento é um fendmeno complexo, sendo que sua expressdo depende
de fatores genéticos, interrelacionados com fatores do clima, do solo, das praticas
culturais adotadas, fatores bidticos e abiodticos. Entre os principais agentes que
promovem acamamento destaca-se o vento e a chuva (Gomes, et.al., 2010).

Segundo Zorz6 2019, um fator que contribui muito para que ocorra o
acamamento é a altura da insercdo da espiga que, quanto mais alta estiver, mais
suscetivel a planta esta ao acamamento.

O acamamento é determinado pelo percentual de plantas acamadas, com o
colmo formando angulo maior que 20° com a vertical. Varios fatores podem ser
levantados, que somados ou ndo, causaram a queda prematura dessas plantas. Entre
as possiveis causas estdo: doencas radiculares ou de colmo como Fusarium,
Antracnose, Macrophomina, Pythium, entre outras; complexo do enfezamento do
milho causado pela cigarrinha (Dalbulus maydis); ventos fortes; solos com excessiva
umidade no momento da semeadura, e na fase de estabelecimento do sistema
radicular; solo compactado; pragas de solo e de colmo; hibridos ou variedades de
diferentes genotipos e/ou ciclos; época, densidade de semeadura e espacamento
entrelinha (Filho & Borges, 2019)

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material genético e conducgédo experimental
Foram avaliadas 1.109 linhagens endogamicas de milho oriundas do banco

germoplasma da empresa Longping High-Tech. O desenvolvimento das atividades de

pesquisa ocorreu na localidade de Poxoréu, no estado do Mato Grosso, no ano de
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2021, no periodo da safrinha, sendo instalado em janeiro de 2021. O ensaio foi
conduzido na latitude 15°38'58.09"S e longitude 54° 7'10.30"O, com altitude 670 m,
clima Aw (Tropical de Savana), de acordo com a classificacado de Koppen (Dubreuil et
al.,2018) e o solo é classificado como Neossolos Quartzarénicos (Santos, et al., 2018).

O experimento foi conduzido em parcelas experimentais compostas de 1 linha

de 2 metros com 10 sementes por parcela, com espacamento de 0,5 m entre linhas.

3.2 Avaliagdo do acamamento do milho

Para avaliacdo do acamamento e dos sintomas, as parcelas experimentais
foram avaliadas aos 200 dias apds o plantio, quantificando as plantas com os colmos
danificados ou acamadas.

Foram realizadas as avaliagdes de numero de plantas por parcela, nimero de
plantas acamadas e ap6s contagens foi realizada a conversdo dos dados para
porcentagem. Na avaliacdo, foram atribuidas notas de 1 a 9, sendo 9 plantas
resistentes (plantas com porte ereto, sem sintomas de acamamento) e 1 plantas muito

suscetiveis.

3.3 Extrac&do do DNA e Genotipagem

No estagio V4 de desenvolvimento das plantas foram coletados discos foliares
de 5 mm de diametro para extracdo de DNA. De cada linhagem foram amostradas 5
plantas, coletando-se um disco foliar de cada planta, em bulk. A extracdo de DNA dos
discos foliares foi realizada utilizando-se o kit Fast ID Genomic (Genetic ID), seguindo
as instrucdes do fabricante. Os dados genotipicos foram obtidos através de plataforma
de sequenciamento de nova geracao lon Gene Studio (Thermo Fisher, Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos da Ameérica), com um painel de 5 mil marcadores
SNP. Foi utilizada a técnica de genotipagem por sequenciamento de regides-alvo
(target Genotyping by Sequence — tGBS) (Ott et al.,, 2017). Marcadores SNP com

menos de 90% de dados validos ndo foram usados nas analises subsequentes.

3.4 Analise de dados
Os dados genotipicos e fenotipicos obtidos foram usados na analise de

Associagdo GenoOmica, utilizando-se o Modelo BLINK-R (Bayesian-information and
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Linkage-disequilibrium Iteratively Nested Keyway) do pacote GAPIT (Genome
Association and Prediction Integrated Tool) (Wang e Zang, 2021) do software R.

Como controle de parentesco no método BLINK-R foi utilizada a matriz de
estrutura de populacdo (Q). A matriz Q foi obtida pelo agrupamento gerado pelo
meétodo Bayesiano generalizado, com uso do modelo de maxima verossimilhanca e o
método de relaxamento em bloco para acelerar a convergéncia, utilizando-se o
software Admixture (Alexander et al., 2009).

Marcadores foram considerados significativos quando o valor de significancia
foi menor do que 0,01, aplicando-se a corre¢do de Bonferroni. Os resultados de -
log10(P) foram plotados em graficos Manhattan Plot para visualizagéo dos resultados.

Marcadores significativos na analise GWAS foram utilizados na andlise de
regressao linear multipla para estimar o efeito conjunto dos marcadores significativos.
Para as analises de regressdo multipla foi utilizado o programa JMP (SAS Institute,
1990), com probabilidade de entrada e de saida de 5%, e procedimento Stepwise de
selecéo do modelo.

O Desequilibrio de Ligacédo (DL) entre os marcadores SNPs foi obtido com
auxilio do programa Haploview (Barret et al., 2005)

Para investigar a existéncia de genes nas regifes contendo os QTLs de
resisténcia ao acamamento do milho foram consideras as sequencias do genoma do
milho no intervalo entre pares de SNPs em que DL foi = 0,9 e FDR (False-discovery
rate) < 0,01 em relagdo ao SNP identificado para cada QTL. Para verificar a presenca
de genes nesses intervalos foi utilizada a plataforma MaizeGDB

(https://www.maizegdb.org) e o genoma de referéncia B73 RefGen_V3 do milho.

Utilizando-se o ID do gene foram obtidas as informacdes relativas ao mesmo
com uso da plataforma do NCBI GENBANK (Kinsella et al., 2011 e Faria, 2021).


https://www.maizegdb.org/
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados

Duzentos dias apds o plantio, foram avaliadas as porcentagens de
acamamento das 1.109 linhagens endogamicas de milho utilizadas neste estudo. Na
Figura 1 observa-se a distribuicdo fenotipica, em porcentagem, do percentual de
acamamento observado.

Dos 5.076 marcadores SNPs utilizados na genotipagem das 1.109 linhagens,
1.160 marcadores foram excluidos antes da andlise de GWAS por apresentarem
menos de 90% de dados validos ou MAF menor do que 5%.

Na analise GWAS foram identificados sete marcadores significativos sendo um
marcador no cromossomo 1, um no cromossomo 3, dois marcadores no Cromossomo
4, dois no cromossomo 9 e um marcador no cromossomo 10 (Figura 2). Pode-se
observar na Figura 3 que a andlise Q-Q plot ilustra 0 bom ajuste do modelo, e um
adequado controle de associacdes falsas. A linha vermelha indica a distribuicéo
esperada do teste de associacdo, com base na hip6tese nula, e os circulos azuis
indicam a distribuicdo observada dos SNPs. Ou seja, os SNPs representados no
desvio da reta azul sdo caracterizados como 0os SNPs mais significativos. Os desvios
do observado em relacdo ao esperado representam o0s SNPs significativos a
tolerdncia ao acamamento, ou seja, uma pequena proporcao de hipéteses alternativas
verdadeiras (Burghardt et al. 2017). Isso sugere que 0 modelo testado € confiavel e
pode ser utilizado para a escolha dos SNPs a serem usados para selecéo de linhagens

resistentes ao acamamento.

Os sete marcadores identificados na analise GWAS foram utilizados na
analise de regressao multipla. Apds a andlise de regressao mdultipla, o marcador do
cromossomo 3 deixou de ser significativo (Tabela 1). A analise de regressao multipla
com método Stepwise de selecado de modelo, conserva somente marcadores que néo
sejam redundantes para o mesmo QTL, ou seja, marcadores que contribuam para o
efeito conjunto da caracteristica estudada. Assim, cada marcador significativo nesta

analise corresponde a um QTL (Schuster e Cruz, 2004). O marcador do cromossomo
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3 néo foi relevante na analise conjunta, pois na presenca dos demais QTLs, este ndo
aumenta os niveis de resisténcia.

ApGs a andlise de GWAS usando o método sequencial de Modelos Mistos e
Regressdo Multipla, restaram 6 QTLs significativos em 4 cromossomos (1, 4, 9 e 10).
Os cromossomos 4 e 9 contém dois QTLs cada. O efeito conjunto destes marcadores

(R?) na variacéo fenotipica foi de 24% (Tabela 1).

90%
80%
80%
70%
60%
50%
40%
30%

20%

Frequencia Observada

10% 0 6% 2% 4% 4% 5%
0 1a10 11a20 21a30 31a40 41 a50 >50
Acamamento %

Figura 1- Distribuicdo de frequéncia do acamamento observada em 1.109
linhagens endogamicas de milho em Poxoréu, MT, 2021.
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Figura 2 — Manhattan Plot da andlise de associacédo de marcadores SNP e a tolerancia
ao acamamento em milho. Cada cor representa um cromossomo do milho. O limite de
significancia indicado pela linha continua horizontal foi obtido pela correcdo de
Bonferroni para p = 0,001.
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Figura 2 — Q-Q plot da andlise de associacao de marcadores SNP e a tolerancia ao
acamamento em milho.
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Tabela 1 — Marcadores associados a resisténcia do milho ao acamamento, apos
andlise sequencial de GWAS e regressao multipla.

Marcador Cromossomo Posicéao Prob R2 acumulado
10K02203 1 290.000.000 0,0000 0,138
10K04941 4 232.000.000 0,0000 0,189
10K04757 4 189.000.000 0,0000 0,217
10K07527 9 3.878.672 0,0001 0,231
10K07728 9 76.105.284 0,0018 0,239
10K08486 10 115.000.000 0,0102 0,245

A ilustracdo do desequilibrio de ligacdo nas regibes contendo os QTLs esta
apresentada nos Apéndices.

Dos seis SNPs associados ao acamamento do milho, quatro estdo em regidées
gue possuem genes ja caracterizados (Tabela 2).

O gene LOC103637828 esta localizado no cromossomo 9, na posic¢éo 3.878.672
até a posicao 3.878.900 associado ao SNP 10K04941. De acordo com O Connell et
al. (2006), esse gene pertence a familia de genes myosin (ATPase superfamily.Myosin
family), o sistema actina-miosina faz parte do processo celular de organizacdo e
dindmica do sistema de endomembranas e rede de transporte em células vegetais.

Observa-se no milho que ha um aumento relativo dos genes de miosina devido
aos seus intros mais longos abundantes em elementos transponiveis. (Wang et al.
2014). Em Arabidopsis foram observados uma familia de miosina com 17 genes. O
gene Myosina2 (MYAZ2) se localiza em peroxissomos em células epidérmicas e guarda
de folhas de Arabidopsis de maneira dependente de actina.

Estudos em milho e agrido relataram o gene Ataxia Telangiectasia Mutated
(ATM1) da miosina localizados em plasmodesmos em células de raizes, sugerindo
gque a miosina estd relacionada a maturacdo das paredes celulares e ao
reestabelecimento da actina na célula. Essas caracteristicas estdo associadas
resisténcia dos tecidos, o que pode explicar a relacdo do gene LOC103637828 com a

resisténcia ao acamamento do milho.
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Tabela 2 — Genes candidatos localizados nas regifes contendo os QTLs associados a tolerancia ao acamamento do milho

Modelo de gene

SNP Cromossomo Posi¢cao P valor MAF COC!Ig(i associado (NCBI Anotacao Funcional
variacdo
Gene ID)
10K04941 4 232.176.563 1.30E-12 0065  rs129944531  LOCL00191644 Polyadenylate-binding protein-
interacting protein 9
10K08486 10 115.002.401 3.60E-10 0.072  rs132584092 No Data No Data
10K07728 9 76.105.284  5.96E-08 0.170  rs131024615 LOC100502428 E‘:C:f:l‘r:e ferroportin-domain  family
10K07527 9 3.878.672 1.90E-07 0.062  rs131692134 LOC103637828  myosin-11
10K02203 1 289.630.855 2.89E-07 0.075  rs131907116 No Data No Data
10K04757 4 188.889.928 1.56E-06 0.222  rs129860563  LOC103654305 Putdtive — apyrase —family protein

(probable apyrase 3)
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O gene LOC100502428 esta localizado no cromossomo 9, na posi¢ao
76105284 até a posicdo 76105400 e esta associado ao SNP 10K07728. De
acordo com a literatura esse gene pertence a familia de genes de dominio de
proteinas (putative ferroportin-domain family protein).

O gene LOC100502428, faz parte familia de transportadores de soluto 40
(transportador regulado por ferro), e pode estar envolvido no transporte de ferro
e na homeostase do ferro (Ward e Kaplan 2012). Foi observado em Arabidopsis
que a concentragdo do elemento ferro induz a expressdo do gene
LOC100502428 e, de acordo com Ward e Kaplan (2012), atua na producédo da
Ferroportina (FPN), que atua codificando proteinas com diferentes localiza¢gbes
e fun¢des teciduais e subcelulares.

A FPN1 atua na membrana plasmaética das células onde se encontram os
vasos condutores, possuindo uma maior afinidade pelo elemento ferro. A FPN2
encontra-se nas membranas vacuolar da raiz e seus niveis mudam de acordo
com a quantidade de ferro no ambiente. Geralmente tem a funcdo do transporte
do cobalto para as células (Ward e Kaplan 2012). O ferro em forma reduzida
Fe2+ & muito importante para transferéncia de elétrons em muitas enzimas nas
plantas (por exemplo citocromos, peroxidases, catalises). Ele & também
requerido para sintese de clorofila (OLIVEIRA, 2013).

O gene LOC103654305, que esta localizado no cromossomo 4, na regido
188.889.928 a 18.900.000 associado ao SNP 10K04757, € um modelo genético
pertencente a familia GDAL1/CD39 NTPase (Nucleoside-Triphosphatase)
[putative apyrase locali protein (probable apyrase 3)] presentes em organismos
procariontes e eucariontes (Day et al. 2000).

As aspirases NTPDase (Nuclosideo Trifosfato Difosfohidrolase)
hidrolisam uma ampla gama de nucleosideos tri e difosfatos. Nas plantas,
principalmente em arroz (Oryza sativa) e sicomoro (Acer pseudoplatanus) e
Arabidopis thaliana, observou-se que as funcfes da aspirase sdo diversas
incluindo nodulacéo, resisténcia a Xenobidticos, eliminagdo de fosfato e
crescimento da planta.

Schiller et al. (2012) observaram duas apirases em Arabidopis thaliana,
presentes no complexo de golgi, que estdo envolvidas no crescimento e
desenvolvimento de plantas por estarem associadas a regulacado da producéo

de ATP nas células. Devido a localiza¢do do gene e sua fungéo, este pode estar
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relacionado ao acamamento do milho, uma vez que o complexo de golgi e os
polissacarideos produzidos no complexo ajudam na formacédo e producdo da
parede celular e da lamela média da célula vegetal (Moreira 2014).

O gene LOC100191644 esta localizado no cromossomo 4, na posi¢ao
232.176.563 até 232.176.700 associado ao SNP 10K04941 e pertence a familia
de genes de producéo de poliadenilato (polyadenylate-binding protein-interacting
protein 9). O gene liga-se a uma proteina de ligacdo da familia PABP que
estimula a traducé&o de terminacao, via interacdo de seu dominio C-terminal, com
fator de liberacdo da cadeia polipeptidica eucaridtica, eRF3. Uma das PABP é
uma proteina multifuncional que esta relacionada ao metabolismo do Acido
Ribonucleico (RNA), sendo a proteina que interage com o RNA mensageiro
(mRNA) (lvanov et al. 2019).

Nas regides em desequilibrio de ligacdo com os QTLs dos cromossomos
1 (289.630.855pb até 289.630.990pb) e 10 (115.002.401pb até 115.002.800pb),
nao ha nenhum gene descrito até o momento. Estas regides ainda precisam ser
melhor caracterizadas para elucidacdo do seu papel fisiol6gico associado ao

acamamento do milho.

4.3 Discusséao

Para o controle do acamamento do milho uma das formas mais viaveis e
sustentaveis para diminuir os danos € o uso de cultivares resistentes. Para isso
muitos estudos precisam ser desenvolvidos pra mapeamento de QTLs e
identificacdo de genes com relacdo de cause e efeito na resisténcia ao
acamamento.

EM diversos estudos sobre o acamamento do milho héa relatos de que a
resisténcia do colmo depende da morfologia e da estrutura do tecido (Zhang et
al. 2018). Plantas com o colmo com estrutura menos resistentes possuem uma
maior facilidade ao acamamento do milho no campo. A integridade do colmo do
milho ndo €& somente para a sustentacdo da planta, mas também pela
fotossintese e a translocacdo de 4gua e nutrientes. O colmo danificado pode
causar danos ao enchimento dos grédos na espiga, afetando diretamente a

produtividade e qualidade do grédo (Gomes, 2010).
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O custo reduzido e a alta eficiéncia baseada na genotipagem incentivam a
utilizacdo dessa técnica em varias espécies (Xu et al. 2020). O fato da ampla
cobertura do genoma também é um fator que torna a abordagem bem atraente
para a descobertas de SNPs. Os SPNs sdo marcadores superiores para serem
usados em pesquisas da genética molecular e melhoramento, junto a outras
tecnologias como re-sequenciamento de gendtipos (Vinholes et al. 2019). Essa
técnica tornou-se mais eficiente em relacao a selecao fenotipicas que além de
caras sao bastante limitadas. Devido a disponibilidade de recursos gendmicos e
as informacg@es genéticas do milho, ha grande oportunidades para identificacdo
cultivares de milho resistentes ao acamamento.

Ao nosso conhecimento, ainda ndo ha relato na literatura cientifica de
pesquisada de genes associados a tolerancia do milho ao acamamento. Neste
estudo, quatro genes foram identificados nas regides associadas aos
marcadores significativamente associados a tolerancia ao acamamento causado
pelo complexo de doencas radiculares em milho.

No cromossomo 9, o gene LOC103637828 da familia de genes myosin
(ATPase superfamily.Myosin family) e o gene LOC100502428 da familia de
genes de dominio de proteinas (putative ferroportin-domain family protein). No
cromossomo 4 o gene LOC103654305, da familia GDA1/CD39 NTPase [putative
apyrase locali protein (probable apyrase 3)] e o gene LOC100191644 da familia
de genes de producéo de poliadenilato (polyadenylate-binding protein-interacting
protein 9). Novos estudos ainda sdo necessarios para identificar o possivel papel
desses genes no acamamento do milho.

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se criar
estratégias de selecao assistida por marcadores moleculares para acamamento
do milho, visando selecionar cultivares resistente, como ja observado em milheto

e sorgo (Cenci, 2021).
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foram identificados seis QTLs associados a tolerancia ao
acamamento em milho. Dois QTLs no cromossomo 9, préximos ao gene
LOC103637828 e ao gene LOC100502428, dois no cromossomo 4 proximos aos
genes LOC103654305 e LOC100191644, um QTL no cromossomo 1 e um QTL
no cromossomo 10.

Apbs validacdo destes QTLs em populagbes independentes, € possivel
elaborar estratégias de SAM para auxiliar no desenvolvimento de linhagens e
hibridos de milho com maior tolerancia ao acamamento.

Trabalhos adicionais para estudar a possivel acdo dos genes identificados

nas regides dos QTLs na resisténcia do milho ao acamamento do milho.
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