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RESUMO

O milho é um dos cereais mais cultivados e seu amplo cultivo permite que uma
extensa gama de patdgenos ataguem a cultura. Os patdgenos de maior importancia
s80 0s agentes causais de podriddes de espiga, pois afetam diretamente a producdo
e a qualidade dos gréos. Dentre os principais agentes causais da podriddo de
espiga, destaca-se a podriddo causada pelo fungo Fusarium verticillioides. A
identificacdo de regides causais associadas com a resisténcia a doenca pode ser
uma ferramenta Gtil no melhoramento da cultura e também é uma forma de
entender melhor os mecanismos de resisténcia. Neste trabalho, foi conduzido um
estudo de associacdo gendmica para identificar associa¢fes significativas entre os
marcadores e as possiveis regifes causais relacionadas com a resisténcia a
podriddo de espiga causada pelo fungo F. verticillioides. Foram avaliadas 242
linhagens em dois locais (Lavras e Uberlandia), para a propor¢édo de espigas com
sintomas de podriddo, ou seja, que apresentavam mais de 25% da espiga doente
em relacdo ao numero total de espigas. As associacdes foram testadas com 23.153
marcadores DArT, utilizando o modelo misto classico de mapeamento e 0 modelo
de selecdo gendmica BSSV (Bayesian Stochastic Search Variable). Foram
identificados onze marcadores significativamente associados com a resisténcia,
sendo quatro associados por ambos os métodos. Todos os marcadores foram
identificados proximos a genes que possuem funcdes que podem ter relacdo com
a resisténcia, sendo necessarios estudos de rotas metabolicas.

Palavras-chave: Estudo de Associacdo Gendmica. Podriddo de Espiga. Bayesian
Stochastic Search Variable.



ABSTRACT

Maize is one of the most cultivated cereals and its extensive cultivation allows a
wide range of pathogens to attack the culture. The most important pathogens that
attack maize culture are the agents of ear rot, which directly affect grain yield and
quality of kernels. Among the main causative agents of ear rot, the rot caused by
the fungus Fusarium verticillioides stands out. The identification of causal regions
associated with this disease resistance may be a useful tool to improve maize
breeding and is also a way to better understand the mechanisms of resistance. In
this research, a genome-wide association study was conducted to identify
significant associations between markers and possible causal regions related to
the resistance of ear rot of corn caused by the fungus F. verticillioides. Two
hundred forty-two inbred lines were evaluated in two locations (Lavras and
Uberlandia) to the proportion of ears with rot symptoms, i.e., with more than
25% of the ear rotten in relation to the total number of ears. Associations
were tested with 23,153 DArT markers, using the classic mixed model mapping
and genomic selection model BSSV (Bayesian Stochastic Search Variable).
Eleven markers significantly associated with ear rot resistance were identified,
and four markers were associated by both methods. All markers were identified
near genes which have functions that may be related to the resistance, requiring
studies of their metabolic pathways.

Keywords: Genome-Wide Association Study. Ear Rot. Bayesian Stochastic
Search Variable.
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PRIMEIRA PARTE

1. INTRODUCAO

As podriddes de espiga sdo doencas ja conhecidas ha um bom tempo e
passaram a ter uma maior importancia com a descoberta de metabolitos
secundarios produzidos pelos patogenos, as micotoxinas, as quais causam
diversas doengas graves em humanos e também em animais. Atualmente, as
doencas de espigas causadas pelos fungos do género Fusarium, como F.
graminearum, F. verticillioides e F. prolifetarum, sdo conhecidas em todas as
regides produtoras de milho (MESTERHAZY; LEMMENS; REID, 2012;
WHITE, 1999).

Os principais meios de entrada do patégeno no hospedeiro sao através de
feridas ou danos causados por insetos ou passaros. Uma vez gue 0S esporos
chegam até o estilo/estigma, normalmente carregados pelo vento, a infec¢do
ocorre tanto na espiga quanto nos grdos. O fungo entdo promove o crescimento
de um micélio cotonoso de colora¢do mais rosada a avermelhada e, quando afeta
diretamente os grdos, promove 0 aparecimento de estrias brancas no pericarpo
(MESTERHAZY; LEMMENS; REID, 2012; WHITE, 1999). Além disso,
micotoxinas, que sdo metabolitos secundarios, sdo produzidas pelo patégeno. O
fungo Fusarium verticillioides produz micotoxinas chamadas de fumonisinas, das
quais foram identificados os tipos Bi, B2, Bs € B4 (MUSSER; PLATTNER, 1997,
PROCTOR et al., 2006). As micotoxinas afetam diretamente e indiretamente tanto
humanos guanto animais.

O controle do patégeno deve ser realizado de uma forma integrada, que
incluem medidas que atuam desde 0 manejo da cultura até o uso de cultivares

resistentes. O controle dos patdégenos por meio do uso de cultivares resistente é o
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mais recomendado, pois é mais simples, possui baixo impacto ambiental e
apresenta um baixo custo (ALI; TAYLOR; JIE, 2005; LOFFLER et al., 2010).

Apesar do uso da resisténcia ser vantajoso, ndo existem cultivares
totalmente resistentes no mercado, principalmente pelo fato da resisténcia a
podriddo de espiga causada por Fusarium ser controlada por varios genes e
também ser muito influenciada pelo ambiente (CLEMENTS et al., 2004; DE
LEON; PANDEY, 1989; KING; SCOTT, 1981; NANKAM; PATAKY, 1996).
Vérios estudos foram conduzidos com diferentes populagdes biparentais e foi
verificado gque o controle genético da resisténcia a podriddo de espiga causada por
Fusarium verticillioides possui tanto efeitos aditivos quanto efeitos de
domindncia. Muitos desses estudos apresentaram estimativas altas de
herdabilidade para a resisténcia, o que facilitaria a selecdo fenotipica. Por outro
lado, a avaliacdo fenotipica muitas vezes apresenta algumas dificuldades praticas,
devido principalmente a necessidade de inoculag6es artificiais (CLEMENTS et
al., 2004; ELLER, 2009). Uma alternativa eficiente para contornar as dificuldades
qgue ocorrem na avaliagdo fenotipica da doenca seria a utilizacdo da selecdo
assistida por marcadores, na qual é necessario o mapeamento de QTL. Embora
alguns estudos encontraram QTL associados com a resisténcia a podriddo de
espiga em todos os cromossomos, exceto no cromossomo 9, esta ferramenta é
bastante limitada, pois sua eficacia na selecdo de caracteres quantitativos depende
da precisdo da localizacdo, da estimacdo dos efeitos do QTL e toda a variacdo
genética do carater em avaliacdo € limitada apenas a diferenca entre os pais ou
poucos genitores (HOLLAND, 2004; SINGH; SINGH, 2015).

Como alternativa as limitagdes do mapeamento de QTL, em 1996, Risch
e Merikangas sugeriram a utilizagdo de estudo de associa¢cdo do genoma como
forma de detecgdo de genes relacionados a doengas complexas. Diferentemente
do mapeamento de QTL, o estudo de associacdo gendmica explora a

recombinacdo histdrica e evolutiva ao nivel da populacéo e permite uma maior
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resolugdo de mapeamento. O estudo de associacdo explora o desequilibrio de
ligacdo entre os marcadores e 0s genes ou QTL de interesse, a fim de identificar
associacdes (SINGH; SINGH, 2015). O desenvolvimento das matrizes de
genotipagem possibilitou 0 mapeamento de diversas caracteristicas no milho.

Os principais métodos estatisticos que vém sendo propostos para 0s
estudos de associacdo gendmica sdo os modelos mistos e modelos de selecdo
gendmica que utilizam a abordagem bayesiana. Nas analises que utilizam modelos
mistos, cada marca € testada por vez e os efeitos fixos dessas marcas sdo
estimados; posteriormente, o p-valor de cada marca € calculado para avaliagdo do
efeito de cada marcador (HESLOT et al., 2015). No estudo de associacdo
gendmica que utiliza 0 método de selecdo gendmica com a abordagem bayesiana,
o efeito de todos os marcadores é estimado conjuntamente todos de uma vez s, 0
que evita o problema de multiplos testes e, também, considera a estrutura
populacional. Esses métodos tém sido bastante eficazes na descricdo da

arquitetura genética de caracteristicas que sao poligénicas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Historico das podriddes

As podriddes de espiga sdo conhecidas ha um bom tempo, 0s primeiros
relatos foram feitos no ano de 1923, no Canada (BISBY; BAILEY, 1923).
Inicialmente, ndo apresentavam muita importancia, pois ndo causavam grandes
perdas e, dessa forma, poucos esfor¢cos no melhoramento para a resisténcia as
podriddes de espiga foram despendidos.

Posteriormente, com a descoberta de componentes secundarios toxicos
(micotoxinas) produzidos pelos fungos, 0s quais causam perdas econdmicas
indiretas, as podriddes de espiga se tornaram mais relevantes. Como
consequéncia, muitos paises passaram a adotar regulamentacfes nos limites
admissiveis de micotoxinas em alimentos e racdes (MESTERHAZY;
LEMMENS; REID, 2012).

Os primeiros patdgenos causadores das podriddes de espiga relatados
foram os fungos do género Fusarium spp. As primeiras espécies identificadas
como agentes patogénicos foram Fusarium graminearum, gue causa a podridao
branca de espiga (SUTTON; BALIKO, 1981) e Fusarium verticillioides [syn.
Fusarium moniliforme], que causa a podriddo rosada da espiga (JUGENHEIMER,
1976; ULLSLRUP, 1953)

Atualmente, as podridGes de espiga causadas por fungos do género
Fusarium sdo doencas de espiga mais comuns nas principais regiGes produtoras
de milho no mundo (MESTERHAZY; LEMMENS; REID, 2012; WHITE, 1999).

2.2. Agentes patogénicos, vias de infecgdo, sintomas e controle

Os principais agentes patogénicos causadores da podriddo de espiga do

género Fusarium spp. sdo Fusarium graminearum, Fusarium verticillioides (syn.
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F. moniliforme) e Fusarium prolifetarum. Existem também outras espécies que
ocorrem no milho e, muitas vezes, também desempenham papel importante,
causando podriddes de espiga (MESTERHAZY; LEMMENS; REID, 2012).
Folcher et al. (2009), encontraram 12 espécies diferentes de Fusarium na Franca,
sendo que algumas espécies eram mais encontradas na regidao norte do pais, como
F. graminearum e F. culmorum, enquanto em regibes mais ao sul, F.
verticillioides e F. prolifetarum eram as espécies mais presentes. Resultados
semelhantes foram encontrados na Hungria e nos Estados Unidos
(MESTERHAZY; LEMMENS; REID, 2012; REID et al., 1999)

A podriddo de espiga por Fusarium ou podriddo de espiga rosada, causada
pelo fungo Fusarium verticillioides (Sacc.) (antigamente F. moniliforme
Sheldon), é uma das doengas de espiga mais comuns em todas as regides
produtoras de milho do mundo, e ocorre principalmente em lugares que
apresentam um clima quente e seco (ELLER; HOLLAND; PAYNE, 2008;
MESTERHAZY; LEMMENS; REID, 2012; PARSONS, 2008; WHITE, 1999).

Os principais meios de entrada do patégeno no hospedeiro sao através de
feridas ou danos causados por insetos, passaros ou até mesmo por meio de
intempéries do tempo, os quais oferecem um ponto de entrada para o patégeno
(SUTTON, 1982). Outra forma de entrada do patdgeno é por meio do vento, o
qual carrega os esporos até o estilo/estigma, onde germinam e crescem infectando
a espiga e os grdos (KOEHLER, 1942). O fungo F. verticillioides também é
sistémico, podendo infectar espigas por meio de colmos infectados
(MUNKVOLD; MCGEE; CARLTON, 1997).

A infeccdo pode iniciar em qualquer parte da espiga ou individualmente
nos grdos, estando sempre associada a alguma injaria. O fungo promove
desenvolvimento de seu micélio, que é cotonoso com coloragdo rosea clara a
avermelhada, e em algumas situa¢fes os grdos podem apresentar estrias de
coloracio branca no pericarpo (ELLER, 2009; MESTERHAZY; LEMMENS;
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REID, 2012; WHITE, 1999). Se a infeccdo ocorrer através do pedinculo da
espiga, todos os grdos podem ser infectados, mas a infeccdo s6 desenvolvera
naqueles que apresentarem alguma injdria no pericarpo (EMBRAPA, 2010). O
metabolismo do fungo dentro dos graos resulta em uma diminuigéo liquida no teor
de matéria seca, densidade e rendimento (PRESELLO et al., 2008).

Além do seu estado hemibiotréfico, o patdgeno também pode se
apresentar em um estado assintomatico, ou seja, em um estado que ndo apresenta
sintomas visiveis, na maioria dos ciclos de crescimento do milho e em sementes
(BACON; GLENN; YATES, 2008; YATES; BACON; HINTON, 1997). Sem
causar sintomas visiveis, o patdgeno cresce intracelularmente e absorve nutrientes
no apoplasma, causando injdrias minimas na planta hospedeira. A doenga com os
sintomas visiveis ocorre quando ocorrem alguns estresses bi6ticos e abidticos,
fazendo com o fungo adote seu estado patogénico, causando grandes injurias
(BACON; GLENN; YATES, 2008; BACON; HINTON, 1996).

Embora F. verticilloides seja frequentemente isolado de sementes, esta
ndo € a principal fonte de inoculo do patégeno. Os conidios do fungo podem
sobreviver em restos culturais, uma vez que este apresenta uma fase saprofitica
ativa. Além disso, o fungo também sobrevive no solo e em outros hospedeiros
(EMBRAPA, 2010).

Vérias medidas devem ser tomadas de forma integrada para se ter um
manejo eficiente da podriddo de espiga, as quais sdo realizar rotacdo de culturas
para reduzir o in6culo na area, controle de plantas daninhas que servem como
hospedeiros, evitar plantios sucessivos de milho, utilizar sempre sementes sadias
e com procedéncia, realizar o plantio na densidade recomendada, uso de cultivares
resistentes e uso de fungicidas (EMBRAPA, 2010). O uso de fungicidas no
controle da podriddo de espiga ainda é motivo de vérias ddvidas, pois ndo se tem

conhecimento da eficiéncia, da época de aplicacdo e sua relagdo com a resisténcia
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das cultivares; além disso, ndo existem fungicidas langados recentemente para o
controle do patdgeno (EMBRAPA, 2010; LOFFLER et al., 2010).

2.3. Micotoxinas

Os fungos do género Fusarium spp. produzem um grande nimero de
micotoxinas (LOGRIECO et al., 2002). O fungo Fusarium verticillioides produz
a micotoxina chamada de fumonisina, a qual é produzida durante a fase patogénica
do fungo, mas, sabe-se também que, mesmo na fase assintomatica, o fungo é capaz
de produzir fumonisinas (BACON et al., 2001; BACON; GLENN; YATES,
2008). Diferentes tipos de fumonisinas foram identificadas, como B, B, B3 € Ba.
Dentre as micotoxinas sintetizadas por F. verticillioides, a fumonisina B1 é a mais
predominante e toxica, e sua producdo é bastante influenciada pelas condigdes do
ambiente (MUSSER; PLATTNER, 1997; PROCTOR et al., 2006).

O consumo de grdos contaminados por fumonisinas esta associado a
varias doencas que afetam tanto humanos quanto animais, as quais incluem
leucoencefalomalécia equina (KELLERMAN et al., 1990; MARASAS, 1996),
edema pulmonar suino (HARRISON et al., 1990), cancer de figado em ratos
(GELDERBLOM et al., 1988), defeitos do tubo neural em ratos (VOSS;
GELINEAU-VAN WAES; RILEY, 2006), cancer de esdfago humano
(RHEEDER et al., 1992; SYDENHAM et al., 1991) e retardo de crescimento em
criancas (KIMANYA et al., 2010; SHIRIMA et al., 2013). Além de causar danos
diretos e indiretos, esse fungo também pode causar danos na salde dos
trabalhadores que manipulam e processam os grdos (MESTERHAZY;
LEMMENS; REID, 2012).

Muito paises adotaram regulamenta¢fes para limitar 0 maximo de
fumonisina que pode estar presente nos alimentos, mas, muitas vezes, a
fumonisina ainda é encontrada em milho moido e processado (ESCOBAR et al.,
2013; SHEPHARD et al., 2013).
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2.4. Controle genético e mapeamento de QTL para resisténcia a
podrid&o de espiga por Fusarium

A resisténcia a podridao de espiga causada por Fusarium € controlada por
varios genes e é muito influenciada pelo ambiente (CLEMENTS et al., 2004; DE
LEON; PANDEY, 1989; KING; SCOTT, 1981; NANKAM; PATAKY, 1996).
Nankam e Pataky (1996) avaliaram o comportamento de duas popula¢6es (IL125b
X la 2256a e IL125b x IL783a) quanto a resisténcia a podriddo de espiga e
encontraram efeitos aditivos, de dominancia e epistaticos significativos. Sendo
que, para o cruzamento entre as linhagens IL125b e la 22564, os efeitos de maior
magnitude foram o aditivo e o de dominancia. Para o cruzamento entre as
linhagens IL125b e IL783a, somente o feito aditivo foi de maior magnitude. Nesse
estudo, as estimativas de herdabilidade variaram de 32% - 55% para infeccdo
sintomatica e de 24% - 46% para infeccdo assintomatica.

Em um estudo com duas populaces, Perez-Brito et al. (2001)
encontraram tanto efeito aditivo quanto efeito de dominéncia no controle genético
da resisténcia e ndo relataram sobre efeitos epistaticos no trabalho. As estimativas
de herdabilidade encontradas por esses autores foi de 42% para a populacédo 1
(linhagem 3 x linhagem 18) e de 26% para a populacédo 2 (linhagem 5 x linhagem
18). No trabalho realizado por Robertson-Hoyt et al. (2006), ndo foi possivel
determinar se o controle genético era predominantemente aditivo ou de
dominancia, porgue a populacdo NCB era composta de linhagens recombinantes
guase homozigotas e a populacdo GEFR era composta por familias derivadas de
geracao de primeiro retrocruzamento, em que os efeitos dominantes e aditivos de
pai doador alelos sdo confundidos. As estimativas de herdabilidade encontrada
por esses autores foram maiores que as herdabilidades encontradas em estudos
anteriores. Para a populacdo GEFR, a estimativa foi de 47% e, para a populagédo
NCB, a estimativa foi de 86%.



23

Em um estudo em dois locais e em anos diferentes, Ding et al., (2008),
encontraram altas estimativas de herdabilidade para resisténcia a podriddo de
espiga, as quais variam entre 88% e 94% nas analises individuais e 85% e 86%
para as analises conjuntas. Li et al. (2011), em seu estudo, afirmaram que o
controle genético da resisténcia € aditivo e, no mesmo estudo, também
encontraram estimativas de herdabilidade altas, que variaram entre 89% e 94%
nas analises individuais e de 84% na analise conjunta. E, em um estudo posterior,
Chen et al. (2012) encontraram que o controle genético era tanto aditivo quanto
de dominéncia ou somente de efeito aditivo. As estimativas de herdabilidade
encontradas por esses autores foram de menor magnitude quando comparadas
com as estimativas de trabalhos anteriores, mas ainda foram estimativas altas. A
herdabilidade para a resisténcia variou entre 80% e 88% para as analises
individuais e foi de 65% na analise conjunta.

Apesar da herdabilidade para a resisténcia ser de alta magnitude, a
avaliacdo fenotipica muitas vezes apresenta algumas dificuldades préaticas, uma
vez que a avaliacdo da doenca somente é realizada no final do ciclo da cultura.
Para a obtencdo de resultados satisfatérios, existe a necessidade de uma ou duas
inoculagBes artificiais, e também ocorre uma grande influéncia do ambiente no
desenvolvimento da doenca (CLEMENTS et al., 2004; ELLER, 2009).

Uma alternativa eficiente para contornar as dificuldades que ocorrem na
avaliacdo fenotipica da doenca seria a utilizacdo da selecdo assistida por
marcadores. Para se ter sucesso na identificacdo e mapeamento de QTL, é
necessario a criagcdo de uma populagdo de mapeamento por meio de cruzamentos
biparentais, nos quais os pais devem ser divergentes para a caracteristica em
avaliagdo (ROBERTSON-HOYT et al, 2006; SINGH; SINGH, 2015).
Posteriormente, a populacdo de mapeamento é avaliada fenotipicamente em
varios locais e anos, e os dois pais sdo testados com um grande nimero de

marcadores, que cobrem todo o genoma. Depois, os individuos da populacéo de
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mapeamento sao genotipados, utilizando os marcadores polimérficos previamente
identificados em ambos o pais. Os dados genotipicos sdo utilizados para construir
um mapa de estrutura de ligacdo para a populacéo, e, por fim, os dados genotipicos
e os dados fenotipicos sdo analisados para detectar associacdo entre os marcadores
e 0s QTL (SINGH; SINGH, 2015).

Uma das primeiras estratégias para estudar a arquitetura genética da
resisténcia a podridao de espiga causado pelo fungo Fusarium verticillioides foi
a utilizacdo de populagdes biparentais. A selecdo fenotipica juntamente com a
identificacdo de QTL e o uso da selecdo assistida por marcadores tém sido
bastante utilizadas em programas de melhoramento, uma vez que essas
ferramentas permitem estratégias mais eficientes de selecdo (HOLLAND, 2004;
ROBERTSON-HOYT et al., 2006).

Em um estudo para identificar QTL de resisténcia a podridao de espiga
por Fusarium, Perez-Brito et al. (2001) utilizaram duas populacGes distintas,
sendo as linhagens resistentes consideradas como fémeas e uma linhagem
suscetivel em comum considerada como macho. Na populacéo 1, encontraram 9
QTL, distribuidos nos cromossomos 1,2,3,4,6,7 e 10, ja na populacdo 2, foram
identificados 7 QTL nos cromossomos 1,3,456 e 7. Somente os QTL
identificados nos cromossomos 3 e 6 foram comuns nas populagfes, decorrente
do uso de diferentes linhagens nos cruzamentos. Além disso, nesse estudo, houve
um grande efeito do ambiente na expressdo da resisténcia.

Em outro estudo visando identificar QTL para resisténcia a podridao de
espiga e & contaminacdo por fumonisina em duas populacGes diferentes,
Robertson-Hoyt et al. (2006) identificaram 7 QTL de resisténcia na populacdo
derivada da linhagem resistente GE440, os quais explicaram 47% da variancia
fenotipica e 99% da varidncia genética. J4 na populacéo originada da linhagem
resistente NCB, foram identificados 5 QTL para a resisténcia a podriddo de

espiga, que explicaram 31% da variancia fenotipica e 36% da variancia genética.
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Os resultados encontrados por Robertson-Hoyt et al. (2006) foram consistentes
com os resultados encontrados por Perez-Brito et al. (2001), nos quais, em ambos
os estudos, foram identificados QTL de pequeno efeito.

Ding et al. (2008) encontraram diferentes QTL associados & resisténcia
em diferentes locais e anos. Nas analises individuais, foram identificados QTL
para resisténcia nos cromossomos 3, 5, 8 e 10. Na andlise conjunta, foram
identificados 6 QTL, todos com efeito aditivo significativo e apenas os QTL
identificados nos cromossomos 5, 8 e 10 apresentaram efeito de interacdo. O QTL
identificado no cromossomo 3 foi 0 Unico que apresentou um efeito consistente,
porque foi identificado nas analises individuais e conjunta. Além disso, esse QTL
apresentou o maior efeito, o qual explicou 13 - 22% da variancia fenotipica nas
analises individuais e 25% da variancia fenotipica na andlise conjunta. Em
comparagdo com os estudos anteriores realizados por Perez-Brito et al. (2001),
houveram algumas consisténcias nas posi¢fes dos bins. Apesar disso, apenas o
QTL identificado no cromossomo 3 foi consistente nos dois estudos, mas uma
comparacdo melhor ndo poderia ser feita porque foram utilizados diferentes
marcadores. Em comparacao com o estudo feito por Robertson-Hoyt et al. (2006),
ndo houve nenhum QTL identificado nas mesmas posi¢oes.

Li et al. (2011) identificaram 4 QTL de resisténcia nos cromossomos 3,
4,5, e 6, 0s quais explicaram 22% da variancia fenotipica, e a variancia genétipo
X ambiente explicou apenas 3% da variancia fenotipica. Apesar de encontrarem
alguns QTL nos mesmos cromossomos que estudos anteriores, nenhum foi
identificado nas mesmas posicdes descritas pelos outros autores.

Em um estudo posterior, Chen et al. (2012), utilizando uma populagéo de
mapeamento diferente, mas com o mesmo parental resistente utilizado por Li et
al. (2011), encontraram 3 QTL associados a resisténcia localizados nos
cromossomos 4, 5 e 10. Os QTL identificados nos cromossomos 4 e 10

apresentaram tanto efeito aditivo quanto efeito de dominancia, e 0 QTL
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identificado no cromossomo 5 apresentou apenas efeito aditivo. No total, os
efeitos aditivos explicaram 38% da variancia fenotipica e os efeitos de dominancia
explicaram apenas 7% da variancia fenotipica. Dos QTL identificados em estudos
anteriores, houve somente coincidéncia do QTL identificado no cromossomo 4
com o estudo de Li et al. (2011). Sendo provavelmente o0 mesmo QTL, pois, nos
dois estudos, a linhagem BT-1 foi utilizada como parental resistente.

Apesar da selecdo assistida por marcadores ser uma boa ferramenta para
o melhoramento, sua eficacia na selecdo de caracteres quantitativos depende da
precisdo da localizacdo e estimacdo dos efeitos do QTL, sendo que, para
caracteres de baixa herdabilidade, a deteccdo e estimacdo sdo mais dificeis
(BEAVIS, 1997; HOLLAND, 2004).

Apesar do mapeamento de QTL apresentar algumas vantagens, existem
alguns fatores que sdo limitantes. Como a populacdo de mapeamento € obtida a
partir de um cruzamento biparental, toda a variacdo genética do carater em
avaliacdo é limitada apenas a diferenca entre os pais, e a resolu¢do do mapeamento
também é baixa. No mapeamento, mesmo que seja identificado um QTL de
grande efeito, € dificil identificar o gene que é responsavel por este. Além disso,
a criacdo de uma populacdo de mapeamento requer esforco, tempo e, muitas
vezes, ndo € aplicavel para algumas espécies. Um QTL detectado em uma
populacdo ndo é necessariamente efetivo em outra popula¢do e o0 mesmo ocorre
para os marcadores detectados, sendo necessario a validacdo em outras
populacdes (SINGH; SINGH, 2015).

2.5. Estudo de associa¢é@o genémica

A eficicia do mapeamento de QTL apresenta algumas limitagdes, uma
vez que é bastante dificil detectar QTL de pequenos efeitos para uma dada
caracteristica em cruzamentos biparentais. Além disso, 0s eventos de

recombinacdo em populagdes de linhagens recombinantes normalmente sao
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insuficientes para um mapeamento fino (HOLLAND, 2007; KORTE; FARLOW,
2013).

Uma alternativa para contornar as limitacGes do mapeamento de QTL e
selecdo assistida por marcadores € a utilizacdo do estudo de associagdo gendmica,
que, apesar de se basear nos mesmos principios da recombinacdo genética do
mapeamento de QTL, esse analisa a heranca compartilhada de varios individuos
e que muitas vezes ndo tém a ascendéncia avaliada ou observada. Essencialmente,
0 estudo de associacdo gendmica explora a recombinacao historica e evolutiva ao
nivel da populacéo e, além disso, oferece uma maior amostragem dos alelos e
também uma maior resolucdo de mapeamento, porque os marcadores que nao
estdo intimamente ligados com os loci envolvidos na expressdo da caracteristica
ndo geram sinais que sdo captados no estudo de associacdo genémica (YU;
BUCKLER, 2006; ZHU et al., 2008).

De uma forma geral, o estudo de associacdo genémica utiliza o
desequilibrio de ligacdo entre os marcadores e 0s genes ou QTL de interesse para
identificar associacdes, e isso é possivel por meio da analise de desequilibrio de
ligacdo que utiliza todos os eventos de recombinacdo que teriam ocorrido entre o
gene e 0 marcador no passado recente na populacdo e que pode ser utilizado no
estudo de associacdo gendmica (SINGH; SINGH, 2015).

Duas estratégias podem ser utilizadas no estudo de associacdo gendmica,
uma é o mapeamento de genes candidatos e a outra é o mapeamento completo do
genoma (GWAS — Genome Wide Association Study). No estudo de associacao de
genes candidatos, a analise € restrita a regido gendmica que possui 0 gene
candidato ou o0 QTL para a caracteristica de interesse. Um gene candidato é aquele
gene que, com base no conhecimento prévio, sabe-se estar envolvido no controle
do caréater de interesse, e as ferramentas utilizadas para a identificacdo de genes
candidatos s&o gendmica comparativa, anotacdo sequéncia do genoma, perfil de
transcricdo e analise de QTL (SINGH; SINGH, 2015). Uma limitagdo dessa
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abordagem é que, algumas vezes, genes relacionados com a caracteristica de
interesse ndo sdo relacionados na lista de genes candidatos e, consequentemente,
ndo podem ser avaliados no mapeamento. A sele¢do de genes candidatos € simples
para rotas bioquimicas simples e rotas ja bem caracterizadas, mas, para
caracteristicas mais complexas que envolvem bastantes genes, é mais dificil fazer
a selecdo de genes candidatos, pois todo o0 genoma serviria com candidato (YU,
BUCKLER, 2006; ZHU et al., 2008).

A outra estratégia utilizada é o estudo de associa¢do completo do genoma
(GWAYS), no qual os marcadores utilizados para a genotipagem sao distribuidos,
de uma forma densa e uniforme, ao longo de todo o genoma. Nessa abordagem,
todos os loci envolvidos na expressdo da caracteristica podem ser avaliados
(SINGH; SINGH, 2015). Uma questdo importante que se deve levar em conta
quando se realiza 0 GWAS ¢ a densidade de marcadores a serem utilizados e o
fator que determina isso é o decaimento do desequilibrio de ligacdo sobre a
distancia fisica em uma populacdo. Se o desequilibrio de ligacao da populacdo em
estudo decai rapidamente, serdo necessarios mais marcadores para que se cubra
densamente 0 genoma para capturar os marcadores localizados perto o suficiente
das regifes em que a caracteristica de interesse se expressa (YU; BUCKLER,
2006).

A disponibilidade de uma sequéncia de genoma de referéncia para uma
espécie permitiu o resequenciamento mais facil dos individuos e o
desenvolvimento de plataformas de genotipagem mais rentaveis (ZILA, 2014).
Para o0 milho, a sequéncia do genoma de referéncia com base na linhagem B73
tornou-se disponivel (SCHNABLE et al., 2009) e permitiu o desenvolvimento do
primeiro HapMap milho com base na variagdo descoberta em 26 linhagens
(GORE et al., 2009), e também possibilitou o desenvolvimento de uma matriz de
genotipagem Ilumina Infinium SNP para o milho, com quase 50.000 marcadores
SNP (Single Nucleotide Polymorphism) (GANAL et al., 2011).
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O desenvolvimento dessas matrizes de genotipagem possibilitou o
mapeamento de diversas caracteristicas no milho, as quais incluem época de
florescimento, altura de planta e espiga (REMINGTON et al., 2001), coloracédo
do endosperma (PALAISA et al., 2003), composi¢do do grao (WILSON et al.,
2004), época de florescimento e altura de planta (ANDERSEN et al., 2005),
acumulo de maysin e acido clorogénico (SZALMA et al., 2005), fluxo em vias de
biossintese de carotenoides (HARJES et al., 2008), época de florescimento
(BUCKLER et al., 2009), composi¢do do grdo (COOK et al., 2012) resposta de
hipersensibilidade (OLUKOLU et al., 2013) e genes associados a resisténcia a
podriddo de espiga causada por Fusarium verticillioides (ZILA et al., 2013,
2014).

2.6. Selec&o genémica

Diferentemente da andlise de associacdo que mede a relacdo entre o
marcador e o fenotipo ou QTL, a selecdo gendmica (Genome Wide Selection —
GWS) compreende métodos que utilizam dados genotipicos para prever qualquer
caracteristica com uma precisdo suficiente para permitir a selecdo baseada
somente nos dados preditos. A selecdo gendmica estima o efeito dos marcadores
gue cobrem todo o genoma para calcular os valores genéticos genémicos, ou seja,
a selecdo genémica busca explicar a variancia genética total pela soma dos efeitos
dos marcadores que cobrem todo o genoma para prever o valor genéticos dos
individuos (DESTA; ORTIZ, 2014; MEUWISSEN; HAYES; GODDARD,
2001).

A principal etapa da selecdo gendmica é o calculo dos valores genéticos
genbmicos estimados (Genomic Estimated Breeding Values — GEBVS) para 0s
individuos que apresentam apenas os dados genotipicos usando um modelo que

foi treinado com os individuos que apresentavam dados fenotipicos e genotipicos
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(populacdo de treinamento) (MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2001).
Posteriormente, os valores genéticos gendmicos estimados sdo utilizados para o
avango no ciclo de melhoramento. Portanto, a sele¢do de um individuo sem os
dados fenotipicos pode ser realizada utilizando-se um modelo para predizer
valores genéticos do individuo (HEFFNER; SORRELLS; JANNINK, 2009;
MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2001).

2.7. Modelos utilizados no estudo de associacdo genémica

Diferentes métodos estatisticos tém sido propostos para conduzir estudos
de associacdo gendmica, sendo esses dependentes da arquitetura genética
estudada. Geralmente, tém sido utilizados modelos infinitesimais, os quais
apresentam um bom poder preditivo e descrevem adequadamente a arquitetura
genética (HESLOT et al., 2015). Nesse tipo de modelo, uma marca é testada por
vez, e os efeitos fixos das marcas sdo estimados e, posteriormente, calcula-se o p-
valor associado ao efeito de cada marcador.

Muitas vezes, a populacdo com que se deseja realizar o estudo de
associacao apresenta uma estrutura populacional, o que pode fazer com que um
locus ndo apresente qualquer relacdo ou efeito sobre a caracteristica avaliada,
porém apresente associagoes significativas, o que pode aumentar a taxa de erro do
tipo I. Para controlar a taxa de falsos positivos causados pela auséncia de estrutura
populacional (erro tipo 1), alguns métodos sdo utilizados, como associa¢do
estruturada (Structured Association — SA) e o controle gendmico (Genomic
Control — GC) (YU et al., 2006).

A analise com a associagdo estruturada (SA) utiliza marcadores aleatorios
para estimar a estrutura populacional (Q), a qual € posteriormente incorporada na
analise estatistica. Por outro lado, na analise que utiliza o controle genémico (GC),
um conjunto de marcadores aleatérios € utilizado para estimar e ajustar a inflagéo

dos testes estatisticos causados pela estrutura da populacdo, assumindo que
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estrutura tem um efeito semelhante em todos os loci (YU et al., 2006; ZHU et al.,
2008).

Apesar disso, para esse tipo de populacdo, quando se leva em conta apenas
a estrutura populacional, pode haver um controle inadequado dos falsos positivos
ou perda do poder estatistico devido ao parentesco dentro da populagdo. Diante
disso, Yu et al. (2006) propuseram uma nova abordagem para 0 mapeamento
associativo, a qual integra ferramentas genémicas com o0 modelo misto tradicional
para descobrir a estrutura populacional e o parentesco.

A equacdo de modelo misto proposta por Yu et al. (2006) é expressa por

y=Xf+Sa+Qv+Zu+e

em que y é o vetor das observacOes fenotipicas; B é um vetor dos efeitos
fixos ndo relacionados com os marcadores ou com a estrutura populacional; « €
um vetor dos efeitos dos marcadores; v € um vetor dos efeitos populacionais; u
é um vetor dos efeitos poligénicos; e é o vetor dos efeitos residuais; Q é a matriz
da estrutura populacional; e X,S e Z sdo matrizes de incidéncia de 1s e 0s
relacionadas a B, a e u, respectivamente.

Nos métodos baseados em modelos lineares mistos, a estrutura da
populacdo se enquadra como um efeito fixo, ao passo que o parentesco entre 0s
individuos é incorporado como a estrutura de variancia-covariancia do efeito
aleatorio para os individuos. Estudos de associacdo genémica exigem grandes
amostras de individuos para obter poder estatistico suficiente para detectar alelos
de pequenos efeitos, os quais normalmente estdo relacionados a caracteristicas
complexas. Quando o conjunto de dados é muito grande, surgem problemas
computacionais, pois 0 tempo para resolver um modelo linear misto € elevado ao
cubo do namero de individuos que se encaixam como um efeito aleatorio. Além

disso, o tempo computacional aumenta devido ao processo de iteracdo que é
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necessario para estimar os parametros populacionais, como os componentes da
variancia, para cada marcador (ZHANG et al., 2010). Como uma alternativa para
a reducdo do tempo computacional, Zhang et al. (2010) propuseram o modelo
linear misto compresso, o qual reduz o tamanho dos efeitos aleatdrios. Nessa
metodologia, os individuos sdo alocados em grupos baseados no parentesco entre
os individuos. Assim, o parentesco entre pares de grupos substitui o parentesco
entre pares de individuos para o efeito aleatério de um modelo linear misto, e
consequentemente, ocorre a reducdo do tempo computacional.

Além disso, estes autores desenvolveram um algoritmo chamado P3D
(Population Parameters Previously Determined), com o qual ndo ha necessidade
das iteracGes para estimar os parametros populacionais, como a variancia genética
e a variancia residual, para cada marcador. Dessa forma, as estimativas dos
componentes da varidncia sdo obtidas uma Unica vez pela maxima
verossimilhanca residual (REML) (ZHANG et al., 2010).

Os modelos frequentistas, apesar do uso generalizado, possuem certas
limitacGes, pois, normalmente, para verificar a existéncia da associacdo entre o
marcador e o fenotipo de interesse, esses métodos se baseiam no célculo do p-
valor e verificacdo da hip6tese nula (Ho) de ndo associacdo. Segundo Stephens e
Balding (2009), é dificil quantificar o quanto uma associacao entre o marcador e
o fendtipo é confiante baseando-se apenas no p-valor. O mesmo p-valor calculado
em diferentes marcadores ou em diferentes estudos pode ter diferentes
implicacBes nos estudos de associacdo, sendo que a frequéncia do menor alelo
(Minor Allele Frequency — MAF) e o tamanho da populagdo em estudo podem
afetar o poder do teste.

Outro metodo estatistico proposto para conduzir estudos de associacao
genbmica sdo os modelos que utilizam uma abordagem bayesiana. Esses métodos
podem ser mais eficazes na descricdo da arquitetura genética quando a

caracteristica é poligénica, porque apresentam perfil poligénico e alta resolucédo
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na identificacdo de genes com efeitos maiores (GIANOLA, 2013; HABIER et al.,
2007). Apesar disso, os métodos bayesianos vém sendo pouco utilizados nos
estudos de associacdo genémica.

Nesse sentido, alguns métodos tém sido propostos com o objetivo de
estimar o efeito de todos os marcadores conjuntamente e considerando a estrutura

populacional.
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ARTIGO: ANALISE DE ASSOCIACAO GENOMICA PARA
RESISTENCIA A PODRIDAO DE ESPIGA CAUSADA POR Fusarium
verticillioides



RESUMO

O milho é um dos cereais mais cultivados e seu amplo cultivo permite que uma
extensa gama de patdgenos ataquem a cultura. Os patdégenos de maior importancia
s80 0s agentes causais de podriddes de espiga, pois afetam diretamente a producdo
e a qualidade dos gréos. Dentre os principais agentes causais da podriddo de
espiga, destaca-se a podriddo causada pelo fungo Fusarium verticillioides. A
identificacdo de regides causais associadas com a resisténcia a doenca pode ser
uma ferramenta Gtil no melhoramento da cultura e também é uma forma de
entender melhor os mecanismos de resisténcia. Neste trabalho, foi conduzido um
estudo de associagdo gendmica para identificar associacGes significativas entre 0s
marcadores e as possiveis regifes causais relacionadas com a resisténcia a
podriddo de espiga causada pelo fungo F. verticillioides. Foram avaliadas 242
linhagens em dois locais (Lavras e Uberlandia), para a proporcdo de espigas com
sintomas de podriddo, ou seja, que apresentavam mais de 25% da espiga doente
em relacdo ao niumero total de espigas. As associacdes foram testadas com 23.153
marcadores DArT, utilizando o modelo misto classico de mapeamento e 0 modelo
de selecdo gendmica BSSV (Bayesian Stochastic Search Variable). Foram
identificados onze marcadores significativamente associados com a resisténcia,
sendo quatro associados por ambos os métodos. Todos os marcadores foram
identificados proximos a genes que possuem funcdes que podem ter relacdo com
a resisténcia, sendo necessarios estudos de rotas metabolicas.

Palavras-chave: Estudo de Associacdo Genémica. Podriddo de espiga. Bayesian
Stochastic Search Variable.



43

1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € um dos cereais mais produzidos no mundo e sua
importancia econdmica € caracterizada pela sua diversidade de utilizacdo. A
demanda mundial por milho vem aumentando principalmente estimulada pelo
crescimento dos paises asiaticos e pela utilizacdo do milho para a producao de
etanol pelos Estados Unidos. Além disso, o crescimento no setor de carnes,
principalmente de aves e suinos, também tem aumentado a demanda (PAVAO;
FERREIRA FILHO, 2011).

O desenvolvimento de cultivares mais produtivas, a melhoria dos sistemas
de cultivo, a fertilidade dos solos, dentre outros fatores tém contribuido para o
aumento da producdo do milho. Contudo, a ocorréncia de plantios sucessivos e
sem a rotacao de culturas contribuiu para a mudanca na dinamica da populacédo de
patogenos, consequentemente, causando 0 aumento na incidéncia e severidade de
doencas na cultura (COSTA et al., 2010; DENTI; REIS, 2003). O aumento na
incidéncia e severidade de doengas na cultura do milho vem causando grande
preocupacdo entre os produtores, pois as doencas sdo 0s principais fatores que
provocam a reducdo na produtividade de grdos e na qualidade sanitéria.

Dentre as principais doencas da cultura do milho no Brasil, destacam--se
0s agentes causais de podridbes de espiga, causadoras de grdos ardidos. A
ocorréncia destes patdgenos afeta principalmente a producdo e a qualidade dos
grdos. Dentre as podriddes de espigas, uma que causa grande impacto econémico
é a podriddo rosada da espiga causada por Fusarium verticillioides (EMBRAPA,
2010). Além da reducéo na producéo e na qualidade dos gréos, o patégeno ainda
produz metabdlitos tdxicos secundarios, chamados de micotoxinas, como a
fumonisina (BRODERS et al., 2007; MENDES, 2009). Essas toxinas apresentam
efeitos tdxicos e agudos, podendo causar cancer tanto em humanos quanto em
animais (BULLERMAN, 1996; MARASAS, 1996; MENDES, 2009).
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Algumas préticas agrondmicas sdo recomendadas para reduzir o inéculo
do patdgeno na area de cultivo, como rotacdo de cultura, uso de sementes sadias,
uso de hibridos transgénicos no controle de pragas, controle de plantas daninhas,
uso de cultivares resistentes, plantio na densidade recomendada, entre outras
(EMBRAPA, 2010; MUNKVOLD; HELLMICH; RICE, 1999; MUNKVOLD;
HELLMICH; SHOWERS, 1997). Muitas vezes, essas praticas nao sao suficientes
para o controle do patdgeno, pois este tem varios hospedeiros e sobrevive em
restos culturais. Dessa forma, o melhor controle do patdgeno é realizado por meio
da resisténcia, esta por ser mais eficiente, simples, de baixo impacto ambiental e
custo (ALI; TAYLOR; JIE, 2005).

Sabe-se que a resisténcia a podriddo de espiga por Fusarium tem o
controle poligénico e é bastante influenciada pelo ambiente (KING; SCOTT,
1981; NANKAM; PATAKY, 1996; ROBERTSON et al., 2006). Apesar da
vantagem de utilizar gendtipos resistentes, ainda existem poucas cultivares
resistentes no mercado devido a complexidade da resisténcia (BUSH et al., 2004;
CLEMENTS et al., 2004; ELLER; HOLLAND; PAYNE, 2008).

Normalmente, no melhoramento para resisténcia a podridfes de espiga, é
realizada a selecdo indireta, onde a resisténcia é avaliada por meio de
caracteristicas secundarias, como o0 nimero de espigas doentes e porcentagem de
gréos ardidos (CLEMENTS et al., 2003). Levando em conta a baixa eficicia da
selecdo fenotipica para a selecdo de gendtipos resistentes, a utilizacéo da selecéo
assistida por marcadores (MAS) surgiu como uma estratégia para melhorar a
eficiéncia de selecdo (HOLLAND, 2004; ROBERTSON-HOYT et al., 2006).

O uso da selecdo genética via selecdo auxiliada por marcadores tem sido
muito aplicado na deteccdo de genes com efeitos maiores e na introgresséo para
melhorar certas caracteristicas. No entanto, o uso da sele¢cdo assistida e o
mapeamento de QTL tem mostrado algumas limitagdes, devido a longos ciclos de

selecdo e a busca de associagfes marcador-QTL significativos, sendo incapaz de
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captar os efeitos de genes menores (DESTA; ORTIZ, 2014; HEFFNER;
SORRELLS; JANNINK, 2009).

O estudo de associagao é uma boa alternativa para superar algumas dessas
limitacbes do mapeamento de QTL. De uma forma geral, o mapeamento
associativo utiliza o desequilibrio de ligacdo entre os marcadores e 0S genes ou
QTL de interesse para identificar associacGes, e isso é possivel por meio da analise
de desequilibrio de ligacdo que utiliza todos os eventos de recombinagdo que
teriam ocorrido entre o gene e 0 marcador no passado na populacdo para serem
utilizados no mapeamento associativo (SINGH; SINGH, 2015).

Existem poucos estudos para a identificacdo de regides causais associadas
a resisténcia a Fusarium verticilioides, e a aplicacdo do mapeamento associativo
pode ser uma estratégia eficaz para a identificacdo de genes de resisténcia. Zila et
al. (2013) utilizaram o estudo de associacdo para a identificacgdo de genes
associados a resisténcia a podriddo de espiga. Nesse estudo, o0s autores
identificaram 3 SNPs associados a genes que teriam relagdo com a resisténcia a
doenca. E, em um estudo posterior, Zila et al. (2014), com um painel de linhagens
e um conjunto de marcadores maior que o estudo anterior, identificaram 7 SNPs
associados a resisténcia a podriddo de espiga causada por Fusarium
verticillioides. Assim, o0s objetivos desse estudo foram: i) utilizar o mapeamento
associativo para identificar marcadores associados a resisténcia a podriddo de
espiga; ii) identificar possiveis genes relacionados com a resisténcia a doenca e
iii) verificar a capacidade de associacdo do método Bayesian Stochastic Search

Variable (BSSV), que é um método de selecdo gendmica.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Experimentos de campo

Os experimentos de avaliacdo de incidéncia de podridao de espiga foram
realizados no ano agricola 2012/2013 em dois locais, Lavras (910 m, 21°14°S e
45°00°W) e Uberlandia (863 m, 18°55°S ¢ 48°16°), no estado de Minas Gerais.

Foram avaliadas 238 linhagens, das 447 genotipadas, mais 4 testemunhas
resistentes. Os experimentos foram avaliados em um delineamento de blocos
incompletos com tratamentos regulares e 3 repeticdes. As parcelas experimentais

foram compostas por uma linha de 3 metros com espagamento de 0,7 metros.

2.2. Cultura do pat6geno, inoculacao e fenotipagem

Os isolados do fungo (Fusarium verticillioides) foram obtidos e
replicados no Laboratério de Fitopatologia de Sementes da UFLA. O indculo do
patogeno foi crescido em meio de cultura completo durante sete dias antes da
inoculacdo. No dia da inoculagdo, foi feita uma suspensdo de conidios que,
posteriormente, foi ajustada para a concentracdo de 1,0 x 106 conidios mL-1 por
meio da contagem de esporos na camara de Neubauer.

A metodologia de inoculacdo do patégeno utilizada foi a proposta por
Clements et al. (2003), na qual foram feitas algumas modificacGes (foi inoculado
1 mL da suspensao de conidios ao invés de 5 mL da suspenséo). A inoculagao foi
realizada 15 dias ap6s 100% das plantas terem emitido os estilos/estigmas. Com
uma pipeta, foi inoculado 1 mL da suspensdo de conidios no interior de cada
espiga.

A incidéncia da podriddo de espiga foi avaliada por meio da proporcao de

espiga com sintomas de podriddo. Nessa avaliacdo, foi considerada a proporcao
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de espigas que apresentaram mais de 25% de sintomas de podriddo em relagéo ao
namero total de espigas da parcela.

2.3. Caracterizagao das linhagens e analise da estrutura populacional

Para a caracterizacdo genética, foram genotipadas 447 com 23.153
DArTSeq™ obtidos pela Diversity Arrays Technology Pty Ltd (Yarralumla ACT,
Australia). Mais informacgdes sobre o método podem ser obtidas em Kilian et al.
(2012).

Os dados faltantes foram imputados utilizando a fungcdo A.mat (com o
método mean) contida no pacote rrBLUP (ENDELMAN, 2011) do software R (R
CORE TEAM, 2016). Os parentescos gendmicos foram calculados usando a

matriz de parentesco aditiva (A) proposta por VanRaden (2008) dada por

A — WA—M
2Y.pq

em que p é a frequéncia do alelo favoravel; g é a frequéncia do alelo
desfavoravel; Wa € a matriz de desvios dos marcadores centrada em p (média dos
alelos favoraveis para um locus dado); e 2Xpq é a soma das variancias dos loci.

Uma analise de agrupamento foi realizada por meio da funcdo hclust do
pacote base stats do software R (R CORE TEAM, 2016), calculada pelo método
de Wald, utilizando uma matriz contendo as distancias euclidianas dos elementos
da matriz A.

Para construir a arvore filogenética, utilizou-se o método Neighbor-

Joining, proposto por Saitou e Nei (1987), a partir de uma matriz contendo as

A - . W W/, .
distancias euclidianas dos elementos da matriz de parentesco A = #p;‘ (descrita

anteriormente). A construcgdo da arvore neighbor-joining foi realizada a partir da
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funcéo nj do pacote ape (PARADIS et al., 2004) do software R (R CORE TEAM,
2016).

A analise da estrutura populacional foi feita por meio do pacote GAPIT
(LIPKA et al., 2012) do software R (R CORE TEAM, 2016), em que utilizou-se
o modelo de selecdo baseado no critério de informagao bayesiano (BIC — Bayesian
Information Criterion) para determinar o nimero ideal de componentes principais

a serem incluidos no modelo.

2.4. Andlise estatistica

Utilizou-se um modelo misto para correcdo das observacdes de acordo
com os efeitos de repeticGes, ambientes, interacdo genétipos x ambientes e

residuos. O modelo adotado foi:
y=XB+Tg+Qb+Wé+¢€(1)

sendo y o vetor de observagdes; X a matriz incidéncia dos efeitos fixos
(repeticdo dentro de ambiente); T a matriz incidéncia dos efeitos genéticos; Q a
matriz incidéncia dos efeitos aleatorios de bloco dentro de repeticdo; W a matriz
incidéncia dos efeitos das interacdes gendtipos x ambientes; B, g, b, 8 os vetores

dos efeitos relacionados a X, T, Q e W, respectivamente; e ¢ 0 vetor dos residuos.
Assume-se que as distribuicdes dos efeitos g, b, 8 e € sdo N (O, ag), N(O, 0,2,),
N(0,0%) e N(0, 62) respectivamente.

2.5. Andlise de associacao via modelos mistos

Utilizou-se o seguinte modelo misto
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y=ju+St+Za+e(2)

em que : y é o vetor de observacdes corrigidas baseadas no modelo (1); j
é 0 vetor unitario correspondente a média; u € a média amostral; S é a matriz
incidéncia correspondente aos marcadores; T € o vetor dos efeitos dos
marcadores; Z é a matriz incidéncia dos gen6tipos dos marcadores; a € o vetor do
efeito genético aditivo de cada marcador; e € é o vetor dos efeitos residuais.

A matriz de variancias fenotipicas V é dada por
V=12GZ +Ic% = 6%2(KA+1)

sendo G = Ao uma matriz de variancia genética aditiva, Io2a matriz
2
diagonal das variancias residuais comuns e 4 = %
e

A andlise GWAS foi realizada com a funcdo GWAS contida no pacote
rrBLUP (ENDELMAN, 2011) do software R (R CORE TEAM, 2016). As
estimativas dos BLUPs (estimates of the best linear unbiased predictor) e dos
componentes da variancia foram obtidas (uma Unica vez) pela maxima
verossimilhanca residual (REML) contida na funcdo GWAS do pacote
especificado acima, por meio do comando P3D (a terminologia P3D - population

parameters previously determined — foi introduzida por Zhang et al, 2010).

2.6. Analise de associacdo via Bayesian Stochastic Search Variable

O modelo utilizado neste estudo foi BSSV (Bayesian Stochastic Search
Variable) devido a sua capacidade para selecionar marcadores de grande efeito
nos modelos com maltiplos marcadores. Uma nova abordagem foi utilizada, com

ajustes no modelo original proposto por Yi et al. (2003), a fim de abranger todos
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os efeitos do marcador. O modelo de maltiplos marcadores é adotado da seguinte

forma

m
y=u+ZZja]-+£ 3)
j=1

em que y é um vetor de médias corrigidas baseadas no modelo (1); p é o
intercepto; z; € o vetor dos genotipos do marcador j; a; é o efeito aditivo do
marcador j; e £ é o vetor dos erros, seguindo distribuicdo N (0, 62) .

A aceitacdo do efeito do marcador depende da combinacao de hipéteses a
priori condicionadas a um conjunto de variaveis indicadoras. Portanto, podemos

assumir gque os efeitos aditivos dos marcadores a priori no modelo BSSV sdo:
a;|p, 03}.,6~(1 — p)N (0, agj) +pN(0,8), j =,..,m(4), sendo 0,%}. e 8
varidncias de alta e baixa magnitude no efeito genético do marcador,
respectivamente.

Neste estudo, assumimos a priori que: a;|v,S*~yZs(v =1, §* =

1078) (5), sendo os hiperparametros v e S? relacionados ao método Bayes A

2
03.0,005

=108 e8§ =10713
m.(1-p)

descrito em Garrick e Fernando (2013), com S? =

(correspondente a S?/m).

Assumiu-se que o hiperparametro p foi modelado por uma distribuicédo
Betap|a, b ~Beta (a=1, b=1), emvez de de 0,5, como descrito originalmente
emYi etal. (2003). A distribuicdo a priori para a média populacional foi assumida
ser constante, e para a variancia residual o2 foi assumida a mesma distribuicdo de

2
og;-
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2.7. Analise p6s-MCMC

A significancia dos efeitos dos marcadores foi determinada com o teste
de Wald. As estatisticas deste teste W sob a hipGtese nula seguem uma

distribui¢do assintotica 2 com um grau de liberdade. Os valores do teste sdo
1

2 -17-
obtidos em: W = :—2’ (6), sendo of, = [(Z) - P& g+ (a,fj) ] . O valor

]
critico para aceitar o marcador foi dado por y2,, = 3,84, considerando um nivel
de significancia de 5%, que é equivalente a —logio(p-valor) =1,30.

O valor critico adotado neste trabalho foi diferente do valor utilizado em
modelos mistos normalmente sugerido para GWAS, ja que, neste modelo
utilizado, o efeito do marcador é submetido a um processo duplo shrinkage (priori
do efeito nulo com probabilidade igual a p e variancia proxima de zero e

encolhimento a priori dado por (vgj)‘l). Em um modelo classico GWAS, cada

gendtipo de marcador fixo € ajustado pelo tempo e, aqui, utilizou-se a correcdo de

p-valores baseada em Barsh et al. (2012).

2.8. Estimativas do desequilibrio de ligacdo e construcéo dos heatmaps

O célculo do desequilibrio de ligagéo (r?) entre os DArTs foi realizado por
meio da funcdo LD.Measures do pacote LDcorSV (MANGIN et al., 2012) do
software R (R CORE TEAM, 2016), e o heatmap referente ao desequilibrio de
ligagdo dos marcadores dentro de uma janela gendmica foi construido pela funcéo
LDheatmap do pacote LDheatmap (SHIN et al., 2006) do mesmo software.

Uma anélise de agrupamento foi realizada pela fun¢do hclust do pacote
base stats do software R (R CORE TEAM, 2016), calculada pelo método de Wald,
utilizando uma matriz contendo as distancias euclidianas dos elementos da matriz

A. O heatmap relacionado a essa analise de agrupamento, juntamente com o
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dendrograma, foi construido por meio da funcdo heatmap do mesmo pacote base
deste software.

2.9. Validacgao dos genes associados a resisténcia a podridado de espiga

A caracterizacdo dos genes que foram localizados proximos dos DArTS
que foram significativamente associados com a resisténcia a doenca foi feita
utilizando o genoma de referéncia da linhagem B73 (SCHNABLE et al., 2009),
por meio do Maize Genetics and Genomics Database (MAIZEGDB)
(LAWRENCE et al., 2008), utilizando o algoritmo Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) (ALTSCHUL et al., 1990). A funcdo de cada gene bem como suas
vias metabdlicas foram determinadas utilizando o Maizecyc (MONACO et al.,
2013).
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3. RESULTADOS

3.1. Analises de fenotipicas para resisténcia a podridao de espiga
causada por Fusarium verticillioides

Foram obtidas as estimativas da variancia genética aditiva, variancia
residual e a herdabilidade. A proporcao da variancia total explicada pela variancia
genética para a analise conjunta foi de 46,74%. Para a analise individual de
Lavras, a propor¢do da variancia total explicada pela variancia genética foi de
51,21% e, para a analise de Uberlandia, foi 36,85% (Tabela 1).

Tabela 1 — Estimativa dos componentes de variancia genética aditiva (c2),
componentes de variancia residual (62) e estimativa da herdabilidade
(h?) para as analises conjunta, individual de Lavras e individual de

Uberlandia.
o? o? h?
CONJUNTA 0.0371 0.0423 0.4674
LAVBAS 0.0360 0.0343 0.5121
UBERLANDIA 0.0584 0.1000 0.3685

Para a caracterizagdo das linhagens, foi construida uma arvore
filogenética pelo método neighbor-joining. Por meio da arvore filogenética, foi
possivel observar que as linhagens utilizadas no estudo de associa¢do foram
agrupadas em diferentes subgrupos, sendo que isso ocorreu porque as linhagens
apresentam diferentes backgrounds. E possivel observar uma clara distingao entre
as linhagens pertencentes aos diferentes subgrupos. Na parte superior da arvore
filogenética, é possivel observar o agrupamento das linhagens derivadas do grupo
Stiff Stalk Synthetic (SSS-B73-B17) e linhagens pertencentes ao grupo UNR. Na
parte mediana da arvore, observa-se uma sobreposi¢do dos grupos de linhagens
pertencentes ao subgrupo temperado, o qual inclui as linhagens pertencentes aos
subgrupos FDK-Arg, Non Stiff Stalk Synthetic (NSSS-PG84,TAT), Lancaster,
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MNK-ARG e lodent. E, na parte inferior da figura, encontram-se as linhagens dos
grupos Tropical Dent, Tropical Flint, Suwan e Amarilo Dent, as quais pertencem
ao subgrupo tropical de linhagens (Figura 1).

$55-873-B17

Tropical Dent
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Figura 1 — Arvore filogenética construida pelo método Neighbor-Joining
mostrando os diferentes backgrounds das linhagens utilizadas no
estudo de associagdo gendmica.
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3.2. Analise de associacdo da resisténcia a podriddo de espiga causada
por Fusarium verticillioides por meio do método Bayesian Stochastic
Search Variable (BSSV)

Nas analises com 0 método Bayesian Stochastic Search Variable (BSSV),
na analise conjunta, foram identificados cinco DArTs significantemente
associados a resisténcia a podriddo de espiga. Estes DArTs foram identificados
nos cromossomos 1 (posi¢édo 78,131,634 bp e posicao 136,272,488 bp), 7 (posicdo
120,994,839 bp e posicdo 158,219,730 bp) e no grupo sem Cromossomo
identificado (Ni). Para Lavras, cinco DArTs foram associados significativamente
nos cromossomos 1 (posicdo 53,415,853 bp e posicdo 136,272,488 bp), 7 (na
posicdo 124,220,838 bp), 8 (na posicdo 136,137,749 bp) e no grupo sem
cromossomo identificado (Ni). Para Uberlandia, dois DArTs foram
significativamente associados a resisténcia, sendo um identificado no
cromossomo 4 (posicdo 38,878,586 bp) e outro no cromossomo 5 (posicdo
55,225,453 bp) (Tabela 2 e Figura 2). Do total de 12 DArTSs significativamente
associados a resisténcia por meio do método BSSV, dois DArTs foram associados

tanto na analise conjunta quanto na analise de Lavras.
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Figura 2 — Gréficos Manhattan mostrando as associagdes significativas para as
andlises conjunta, individual de Lavras e individual de Uberlandia
utilizando o método Bayesian Stochastic Search Variable (BSSV).



Tabela 2 — Cromossomo, posicdo em bp, valores de -logio(p-valor) e sequéncia dos DArTs que foram associados
significativamente com a resisténcia a podriddo de espiga pelo método Bayesian Stochastic Search Variable
(BSSV) (Continua).

Cromossomo Posicdo (bp) -logio(p-valor) Sequéncia
TGCAGAGAAGGGTGTGGCTTCTTA
1 78,131,634 5.457281 TGGGGATGGGGCTGACTCAACTGG

GATTGTTATTAGAAGCCGTTA
TGCAGCTGCCTCGCCCGTTTGGAT

1 136,272,488 2.591074 GCACATGAGATCGTAAGAGCGGTT
CAGCAGGAATGCCGAGACCGA

CONJUNTA TGCAGGCAAAAGAGCTAGCCACTA

7 120,994,839 2.026296 GAACAAAGCTAGACTTCGACACTT

CAAGGCGAAACTGGGGGGATA

TGCAGCTGCGTGTGGAGTTGCCAG

7 158,219,730 1.534253 CGGCCAGCAACAAAGGTGGCGGA
GCTAGCTAGCCCCGCATGACAA

Ni - 5.241185 -
TGCAGGTAAAGGTGTGCATCAAAT
1 53,415,853 3.332977 CCGGTTCCGGAGCAACAAAATACG
CCACGTGAACAATGTGGCGCG
TGCAGCTGCCTCGCCCGTTTGGAT
LAVRAS 1 136,272,488 4.264869 GCACATGAGATCGTAAGAGCGGTT

CAGCAGGAATGCCGAGACCGA

TGCAGCAGGTACAGAATCACTATC

7 124,220,838 3.897082 GCATTCGCGAGCACATTATTGTCG
ACGATATGATCAGCCATGGGA

LS
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Tabela 2 — Cromossomo, posicdo em bp, valores de -logl0(p-valor) e sequéncia dos DArTs que foram associados

significativamente com a resisténcia a podriddo de espiga pelo método Bayesian Stochastic Search Variable
(BSSV) (Concluséo).

Cromossomo Posicdo (bp) -logio(p-valor) Sequéncia
TGCAGATATTTGGAAGAGAAGACA
8 136,137,749 3.659298 GAAATTAATTCAGGTCAGCTACAC
ATGAGATCGGAAGAGCGGTTC
Ni - 2.124613 -
TGCAGATATTTCAAGCCGGAACTT
4 36,878,586 1.561804 TCTTCTCTTTATAATAAATCTGCCA
A GCTAACATGAGATCGGAAGA
UBERLANDIA TGCAGAATATCAATTGTTGTTGATT
5 55,225,453 3.268957 GTTCTGAAGAGACGTCATTTCCTA

GTTGGCAATTGGGAGAACCT
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3.3. Analise de associacdo da resisténcia a podriddo de espiga causada
por Fusarium verticillioides por meio do método de modelo misto

Nas analises com o método de modelo misto, na andlise conjunta, trés
DArTs foram associados significativamente a resisténcia. Os DArTs foram
identificados no cromossomo 1 (posicdo 78,131,634 bp), no cromossomo 7
(posicdo 124,220,838 bp) e a outro DArT foi associado a um cromossomo néo
identificado (Ni). Para Lavras, trés DArTs foram identificados significativamente
associados a resisténcia, sendo dois no cromossomo 7 (posicdo 124,220,838 bp e
posicdo 159,891,338 bp) e um DArT no grupo sem cromossomo identificado (Ni).
Para Uberlandia, também foram identificados trés DArTSs associados a resisténcia,
dois no cromossomo 1 (posicao 78.131.634 bp e posicdo 289,504,622 bp) e outro
no cromossomo 5 (posicdo 55,225,543 bp) (Tabela 3 e Figura 3). Do total de
DArTs significativamente associados por meio dos métodos de modelo misto, trés
foram coincidentes nas analises.

Na comparacdo entre os dois métodos, BSSV e modelo misto, quatro
DArTs em comum entre os dois métodos foram associados significativamente a
podriddo de espiga causada pelo fungo Fusarium verticillioides. Os DArTs em
comum foram identificados no cromossomo 1 (posicdo 78,131,34 bp), no
cromossomo 5 (posicdo 55,225,453 bp), no cromossomo 7 (posic¢do 124,220,838

bp) e no grupo sem cromossomo identificado (Ni).
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Figura 3 — Gréficos Manhattan mostrando as associagdes significativas para as
andlises conjunta, individual de Lavras e individual de Uberlandia
utilizando o método de modelo misto (MM).



Tabela 3 — Cromossomo, posicdo em bp, valores de -logl0(p-valor) e sequéncia dos DArTs que foram associados
significativamente com a resisténcia a podridao de espiga pelo método de modelo misto (MM).

Cromossomo  Posi¢éo (bp) -logio(p-valor) Sequéncia
TGCAGAGAAGGGTGTGGCTTCTTATGGGGATGGGG
1 78,131,634 6.462276 CTGACTCAACTGGGATTGTTATTAGAAGCCGTTA
CONJUNTA TGCAGCAGGTACAGAATCACTATCGCATTCGCGAG
7 124,220,838 5.342451 CACATTATTGTCGACGATATGATCAGCCATGGGA
Ni ] 5.677778 ;
TGCAGCAGGTACAGAATCACTATCGCATTCGCGAG
7 124,220,838 6.553781 CACATTATTGTCGACGATATGATCAGCCATGGGA
LAVRAS TGCAGAGCCGGCGATGCCAGGTTCGCCGCTCGTGG
! 159,891,338 6.230421  GGAAGAGATGGAGCACAGAAGAGTGAAGGATCAG
Ni . 5.623650 )
TGCAGAGAAGGGTGTGGCTTCTTATGGGGATGGGG
1 78,131,634 5.477389 CTGACTCAACTGGGATTGTTATTAGAAGCCGTTA
) TGCAGCAGCAAAGGCGGAGGAGTACACGCCAGTG
UBERLANDIA 1 289 504,622 5.542544 ACGACCGCATGAGCCGAGCCGGGCGGAGCACCCA
G
! 55 225 453 236066 TGCAGAATATCAATTGTTGTTGATTGTTCTGAAGA

GACGTCATTTCCTAGTTGGCAATTGGGAGAACCT

19
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3.4. ldentificacdo de genes candidatos associados por meio do método
Bayesian Stochastic Search Variable (BSSV)

Para a identificacdo das regides causais associadas significativamente a
resisténcia a podriddo de espiga, foi utilizado o Maize Genetics and Genomics
Database (MaizeGDB) (LAWRENCE et al., 2008), o qual utiliza 0 genoma da
linhagem B73 como referéncia (SCHNABLE et al., 2009). Além disso, para
verificar a resolucdo do mapeamento e também para o desequilibrio de ligacdo
entre os DArTS, foi elaborado um grafico do tipo heatmap, a partir de uma janela
gendmica contendo o marcador que foi associado significativamente a resisténcia

a podridao de espiga.

Tabela 4 — Genes identificados proximos dos DArTs associados a resisténcia,
distancia em bp e respectiva funcdo por meio do método Bayesian
Stochastic Search Variable (BSSV) (Continua).

Posicéo Gene mais Dist.
Crom. ¢ . DART — Funcéo
DArT (bp) proximo
gene
GRMZM?2
1 78,131,634 Ga45187 45 kbp ORF
GRMZM2 Transporte de
1 136,272,488 G072415 239 kbp proteinas
CONJUNTA Processo de
7 120,094,839 %Rl'rfg'g"; 53 kbp oxidacio e
reducdo
GRMzZM2 Atividade
! 158,219,730 G107565 20 kbp catalitica
GRMzZM2 Regulagdo da
! 53,415,853 G031001 8 kbp transcricdo
1 136272488 CRMZM2 - oa0 4y Transportede
G072415 proteinas
LAVRAS GRMZM?2
7 124,220,838 G121649 28 kbp ORF
GRMZM2 Transporte
8 136,137,749 G088196 56 kbp transmembrana
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Tabela 4 — Genes identificados proximos dos DArTs associados a resisténcia,
distancia em bp e respectiva fungdo por meio do método Bayesian Stochastic
Search Variable (BSSV) (Concluséo).

Posicao Gene mais Dist.
Crom. ¢ L. DART Funcéo
DArT (bp) proximo _ gene
GRMZM2 Transporte de
4 36,878,586 G046743 31 kbp aminoacidos
UBERLANDIA Atividade da
GRMZM2 .
5 55,225,453 G162184 18 kbp Ade_nos_llhomo-
cisteinase

Tabela 5 — Genes identificados proximos dos DArTs associados a resisténcia,
distancia em bp e respectiva funcdo por meio do método de modelo

misto (MM).
Posicdo DArT  Gene mais Dist.
Crom. ¢ - DART Funcéo
(bp) préximo
— gene
1 78131634  CRMZIM2 o\ ORF
G445187
CONJUNTA GRMZM?2
7 124,220,838 G121649 28 kbp ORF
7 124220838  CRMZM2 500 ORF
G121649
LAVRAS ..
7 159.891 338 GRMZM2 3 kbp Atividade
e G092669 hormonal
GRMZM2
1 78,131,634 GA445187 45 kbp ORF
GRMZM2 .
UBERLANDIA 1 289,504,622 G171315 Intron ORF
Atividade da
GRMZM2 .
5 55,225,453 G162184 18 kbp Adenosilho-

mocisteinase

No total de doze DArTs associados significativamente a resisténcia a

podriddo de espiga, apenas um DArT foi localizado dentro de um gene
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identificado no mapa fisico do milho, sendo um localizado dentro de uma regido
ndo codificante do gene (intron). Os restantes dos DArTs foram identificados em
regides proximas a alguns genes (Tabela 4 e 5).

Na analise conjunta por meio do método BSSV, nenhum dos quatro
DArTs que foram associados significativamente estavam localizados dentro de
um gene. Todos 0os marcadores associados com a resisténcia ficaram localizados
préximos a genes que possuem funcbes basicas na célula. Os dois DArT
identificados no cromossomo 7 (posicdo 120,994,839 e posicdo 158,219,730 bp)
foram localizados préximos (53 e 20 kbp, respectivamente) dos genes
GRMZM2G147966 (posigado 121,043,853-121,048,231 bp) e GRMZM2G107565
(posicdo 158,194,386-158,199,300 bp), que sdo responsaveis pelo processo de
oxidacdo e reducdo e pela atividade catalitica na célula, respectivamente, e podem
estar relacionados com a resisténcia a podriddo de espiga (Tabela 4).

Na andlise individual de Lavras com o método BSSV, nenhum dos DArTS
que foram significativamente associados a doenca foram identificados dentro de
regibes codantes de genes. O DArT identificado no cromossomo 1 (posi¢do
53,415,853 bp), apesar de ndo estar dentro de nenhum gene previsto no mapa
fisico do milho, foi localizado muito proximo (3 kbp) de um gene que é
responsavel pela regulacdo da transcricdo (GRMZM2G031001, posicdo
53,419,144-53,421,347 bp). Os demais DArTs identificados foram localizados
préximos a genes gue sdo responsaveis por fungdes basicas ou proximos a ORFs
(Open Reading Frame — Fase de Leitura Aberta), que sdo sequéncias de
nucleotideos sem um codon de terminacéo (Tabela 4).

Com o método BSSV, para a analise individual de Uberlandia, dois
DArTs foram associados significativamente a resisténcia & doenga. Um DArT foi
identificado no cromossomo 4 (posigao 36,878,586 bp) e ndo foi localizado dentro
de nenhum gene. Apesar disso, o0 DArT identificado esta localizado proximo (31
kbp) do gene (GRMZM2G046743, posi¢do 36,910,205-36,913,985 bp) que é
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responsavel pelo transporte de aminoacidos. O outro DArT identificado no
cromossomo 5 também ndo é localizado dentro de nenhum gene, mas foi
localizado proximo (18 kbp) ao gene responsavel pela atividade da
adenosilhomocisteinase (GRMZM2G162184, posicdo 55,243,566-55,261,337
bp) (Tabela 4).

3.5. ldentificacdo de genes candidatos associados por meio do método
de modelo misto

Na analise conjunta, pelo método de modelo misto, dois DArTs
significativamente associados a resisténcia foram identificados. Esses DArTs
foram também identificados nas analises individuais de Lavras e de Uberlandia.
Os DArTs identificados no cromossomo 1 (posicdo 78,131,634 bp) e no
cromossomo 7 (posicdo 124,220,838 bp) ndo foram localizados préximos a
nenhum gene que poderia estar relacionado com algum mecanismo de resisténcia.
Ambos os marcadores foram localizados proximos a ORFs (Tabela 5).

Por meio do método de modelo misto, na anélise individual de Lavras,
dois DArTs, ambos no cromossomo 7, foram associados significativamente a
resisténcia a doenca. O DArT identificado na posicdo 78,131,643 bp também foi
associado significativamente na analise conjunta. O segundo DArT associado
significativamente no cromossomo 7 (159,891,338 bp) foi localizado préximo (3
kbp) a um gene que que regula a atividade hormonal (GRMZM2G092669,
posi¢do 159,895,056-159,898,945 bp) (Tabela 5).

Na analise individual de Uberlandia, pelo método de modelo misto, foram
identificados trés DArTs associados significativamente a resisténcia a doenga,
sendo apenas um localizado dentro de uma regido intrénica de um gene. Dois
DArTs destes também foram identificados nas outras andlises. O DArT
identificado no cromossomo 1 (posicdo 78,131,634 bp) foi associado

significativamente tanto na analise conjunta pelo método BBSV quanto na analise
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conjunta pelo método de modelo misto. O DArT identificado no cromossomo 5
(posicdo 55,225,453 bp) também foi associado significativamente na andlise de
Uberlandia por meio do método BSSV. E o outro DArT identificado no
cromossomo 1 (posigdo 289,504,622 bp) foi localizado na regido intrénica do
gene (GRMZM2G171315, posicdo 289,433,159 — 289,530,335 bp), que uma ORF
(Tabela 5).

3.6. Desequilibrio de ligacao entre os marcadores

De modo geral, em espécies alégamas, o desequilibrio de ligacdo (r?)
decai muito rapidamente. Como pode ser observado (Figura 4), o desequilibrio de
ligagdo cai rapidamente para valores abaixo de r?> = 0,2 em uma distancia muito

pequena.
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Figura 4 — Declinio do desequilibrio de ligacdo entre os marcadores ao longo do
genoma. A linha em vermelho representa o valor médio.
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A partir de uma janela gendmica contendo o DArT que foi
significativamente associado com a resisténcia, foram construidos graficos do tipo
heatmap para verificar o desequilibrio de ligacdo entre os DArTs associados
significativamente com a resisténcia a podridao de espiga e os DArTs adjacentes,
e, também, para verificar a existéncia de blocos de ligacdo nos quais 0os DArTs
associados com a doenca poderiam se encontrar. Em todas as analises, foi possivel
observar o baixo desequilibrio de ligacdo entre os marcadores associados com a
resisténcia com os demais marcadores dentro da janela genémica. Além disso, foi
observado a existéncia de pequenos blocos génicos com estimativas de
desequilibrio de ligacdo mais elevadas (Figuras 8 a 18). A funcdo e a localizagdo
dos genes apresentados nos graficos do tipo heatmap das Figuras 8 a 18 estdo
presentes na Tabela 8 (APENDICE).

Pela analise de Critério de Informacdo Bayesiana (BIC), foi determinado
0 niimero de componentes principais que seriam necessarios para gque a estrutura
populacional fosse explicada adequadamente. Tanto para a andlise conjunta
guanto para as analises individuais de Lavras e de Uberlandia, o nUmero de

componentes principais necessarios foi 0 (Tabela 6).

Tabela 6 — Numero de componentes principais que devem ser incluidos no modelo
para explicar adequadamente sobre a estrutura populacional, baseado
no modelo de selec¢do BIC.

NUmero de Componentes Critério de Informacéo

Principais Bayesiana
CONJUNTA 0 2.5811
LAVRAS 0 22.4603
UBERLANDIA 0 -89.1539

Nas Figuras 5, 6 e 7, é possivel analisar o valor dos marcadores que foram
significativamente associados a resisténcia a podriddo de espiga para todas as
linhagens avaliadas e compara-los com os valores fenotipicos corrigidos da

avaliacdo de proporcao de espigas doentes.
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DArT 2518496 (MM )

i
3

DATT 2448772 (BSSV - MM )

DATrT 4582295 (BSSV - MM )

DArT 4579702 (BSSV)

DAIT 4592049 (BSSV)

DArT 4577966 (BSSV)

JOINT ANALYSIS

Figura 5 — Valores fenotipicos corrigidos e valores dos marcadores que foram
significativamente associados com a resisténcia para a analise
conjunta. As cores variam do branco ao vermelho, sendo que a
coloragdo branca representa 0os menores valores, e a coloracdo
vermelha, os maiores valores.

Na analise conjunta (Figura 5), foi observado que os DArTSs associados
significativamente pelo método BSSV apresentaram um comportamento
semelhante ao fendtipo, ou seja, os marcadores praticamente copiaram o0
comportamento fenotipico das linhagens. Para os DArTs 4577966, 4592049 e
4579702, que foram associados pelo método BSSV, foi observado que os maiores
valores dos marcadores foram apresentados pelas linhagens que apresentaram o0s
maiores valores de propor¢édo de espigas com sintomas da doenca. Ja para o DArT
2448772, foi observado um comportamento ao contrario do que foi observado no



69

fendtipo das linhagens, ou seja, as linhagens que apresentaram os maiores valores
fenotipicos apresentaram valores do marcador menores. Para o DArT 4582295,
que foi associado a resisténcia pelo método BSSV e pelo método de modelo misto,
e para o DArT 2518496, que foi associado somente pelo método de modelo misto,
ndo houveram coincidéncias entre os valores dos marcadores com os valores
fenotipicos corrigidos.

Para a analise de Lavras (Figura 6), também foi possivel observar que os
marcadores associados a resisténcia pelo método BSSV (DArTs 4767436 e
4577966), por ambos os métodos (DArT 2448772) e o marcador que foi associado
somente pelo método de modelo misto copiaram o comportamento dos fen6tipos,
mas ndo de forma tdo clara como na analise conjunta. Os demais DArTSs (4772985,
2518496 e 4581091) ndo apresentaram nenhuma coincidéncia com o
comportamento dos fendtipos.

Na analise de Uberlandia (Figura 7), apenas o DArT 4772929 identificado
pelo método BSSV apresentou um desempenho coincidente com o fenétipo, no
qual os marcadores com os menores valores coincidiram com os menores valores
de propor¢do de espigas doentes das linhagens. Os demais DArTs (4592572,
4582295 e 2400968) ndo apresentaram comportamento consistente com o0s
fendtipos.

Essa observacdo estd de acordo com os valores dos efeitos dos
marcadores, pois 0s DArTs 4585610 e 4767973 apresentaram efeitos positivos,

enquanto o DArT 4775329 apresentou um efeito alélico negativo (Tabela 7).
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DAIT 4581091 (MM)

DATT 2448772 (BSSV - MM)

DATIT 2518496 (BSSV - MM)

DAIT 4772985 (BSSV)

DArT 4577966 (BSSV)

DATT 4767436 (BSSV)

LAVRAS

Figura 6 — Valores fenotipicos corrigidos e valores dos marcadores que foram
associados significativamente associados com a resisténcia para a
analise de Lavras. As cores variam do branco ao vermelho, sendo
que a coloragédo branca representa 0s menores valores, e a coloragao
vermelha, os maiores valores.
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DAIT 2400968 (MM)

DAIT 4582295 (MM)

DATrT 4592572 (BSSV - MM)

| H ‘ DArT 4772929 (BSSV)
I UBERLANDIA

Figura 7 — Valores fenotipicos corrigidos e valores dos marcadores que foram
associados significativamente associados com a resisténcia para a
analise de Uberlandia. As cores variam do branco ao vermelho, sendo
que a coloragdo branca representa os menores valores, e a coloragao
vermelha, os maiores valores.
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Tabela 7 — Efeitos dos DArTSs e frequéncia do menor alelo dos marcadores nos
diferentes métodos.

Método DAIT Efeito alélico Frequencia

menor alelo
4582295 20.2035 0.0631
4577966 0.0691 0.2935
BSSV 4502049 0.0368 0.2225
4579702 0.0317 0.2323
CONJUNTA 2448772 -0.1485 0.2549
4582295 -0.3230 0.4685
MM 2518496 -0.3514 0.0575
2448772 -0.2445 0.1274
4767436 -0.0888 0.1338
4577966 0.1020 0.2974
BSSV 2518496 -0.1146 0.1121
4772985 0.1380 0.0533
LAVRAS 2448772 -0.0306 0.2583
2518496 -0.3711 0.0582
MM 4581091 -0.2546 0.0910
2448772 -0.2256 0.1291
BSSV 4772929 0.0468 0.3739
4592572 -0.2262 0.0446
UBERLANDIA 4582295 -0.4406 0.4685
MM 2400968 -0.5057 0.4731

4592572 -0.5074 0.4776
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4. DISCUSSAO

4.1. Herdabilidade e estudo de associacéo

As estimativas de herdabilidade observadas neste estudo (Tabela 1) foram
consistentes com as estimativas de estudos que utilizaram populac¢des biparentais,
como os de Perez-Brito et al. (2001) e Robertson-Hoyt et al. (2006), e, também,
com outra pesquisa que utilizou algumas linhagens europeias para o estudo da
resisténcia a podriddo de espiga (BOLDUAN et al., 2009). Em estudos de
mapeamento associativo realizado por Zila et al. (2013) e Zila et al. (2014), as
estimativas de herdabilidade também foram coincidentes, apesar de serem um
pouco mais elevadas que as deste.

No estudo de associagdo gendmica, foram identificados onze DArTs
associados significativamente a resisténcia a podriddo de espiga. Desses onze
DArTs, cinco foram identificados somente por meio do método BSSV e dois
foram identificados somente pelo método de modelo misto. E quatro DArTs foram
identificados tanto no método BSSV quanto no método de modelo misto (Tabelas
2e3).

Os marcadores que foram significativamente associados a resisténcia a
podridao de espiga neste estudo foram diferentes dos marcadores identificados em
outros estudos. Zila et al. (2013) avaliaram 267 linhagens com 47.445 SNPs, e
identificaram quatro SNPs associados a resisténcia, sendo trés em uma analise
individual e um na analise conjunta. Os SNPs foram localizados nos cromossomos
1 (posigao 63,540,590 bp), 5 (posi¢do 30,997,717 bp) e 9 (posi¢do 151,295,233
bp, anélise individual e conjunta). Nenhum dos marcadores identificados neste
estudo foram localizados proximos dos marcadores identificados por Zila et al.
(2013). Os marcadores mais proximos foram localizados a uma distancia de 14

Mbp. Néo foi possivel identificar os mesmos marcadores em ambos 0s estudos,
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pois nenhum dos marcadores utilizados por Zila et al. (2013) estavam presentes
no conjunto de marcadores utilizados neste estudo. Apesar dos marcadores serem
diferentes, alguns marcadores utilizados neste estudo foram localizados bem
préximos dos marcadores que Zila et al. (2013) identificaram associados com a
resisténcia a podridao.

Em um estudo posterior, com um painel de linhagens muito maior (1.687
linhagens) e com mais marcadores (200.978 SNPs), Zila et al. (2014)
identificaram um total de sete SNPs significativamente associados a resisténcia a
podriddo de espiga. Desse total de marcadores associados, dois foram
identificados quando foi feita a analise com todas a linhagens (1.689 linhagens) e
cinco foram identificados quando a analise foi realizada somente com as linhagens
que foram testadas em trés anos (737 linhagens). Na analise total, os SNPs foram
localizados nos cromossomos 5 (posicdo 64,771,372 bp) e 9 (19,532,465 bp). Os
marcadores associados neste estudo também ndo foram os mesmos identificados
por Zila et al. (2014), entretanto, ndo foram localizados tdo distantes uns dos
outros. No cromossomo 5, os marcadores associados nos estudos ficaram 9 Mbp
distantes e, no cromossomo 9, os marcadores ficaram a uma distancia de 7 Mbp.
Na analise com as linhagens que foram avaliadas em trés anos, Zila et al. (2014)
identificaram 5 SNPs associados (posicdo 7,566,354; 7,618,125; 7,618,284;
9,353,851 e 124,930,996 bp), todos no cromossomo 4. Apesar de, neste estudo,
ter sido identificado 1 DArT (posicdo 18,591,461 bp) associado no cromossomo
4, este foi diferente e localizado em uma posicdo distante dos SNPs identificados
por Zila et al. (2014).

A diferenca entre os marcadores associados neste estudo com os estudos
anteriores (ZILA et al., 2013, 2014) pode ser devido as diferentes linhagens
utilizadas nos estudos e aos tamanhos de amostra utilizados, bem como devido ao

namero e aos diferentes marcadores utilizados, de modo que podem ocorrer
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diferencas nos alelos amostrados e diferencas nos efeitos dos marcadores nos
diferentes estudos.

Entre os marcadores associados significativamente a resisténcia, para o
método BSSV, houve coincidéncia entre os DArTs associados nas analises
individuais com a analise conjunta. Os DArTs do cromossomo 1 (posicdo
136,272,488 bp) e em um grupo de cromossomo ndo identificado (Ni) foram
associados significativamente a resisténcia a podridao de espiga tanto na analise
individual de Lavras quanto na andlise conjunta (Tabela 2). Essa coincidéncia
entre os DArTs que foram associados significativamente nas analises conjunta e
individuais mostra coeréncia nos resultados. Embora alguns DArTs tenham sido
coincidentes nas analises, os demais DArTs ndo foram coincidentes entre as
analises, sendo que essas diferencas nos resultados dos DArTSs significativamente
associados podem ser devido ao grande efeito da interacdo, pois 0s ambientes
onde as linhagens foram avaliadas sdo bastante distintos. Além disso, esse carater
tem um feito poligénico (CLEMENTS et al., 2004; DE LEON; PANDEY, 1989;
KING; SCOTT, 1981; NANKAM; PATAKY, 1996) e as variantes causais podem
ter um efeito muito pequeno, dificultando, assim, a deteccdo de marcadores
significativamente associados a resisténcia a podridao de espiga (ZILA et al.,
2013, 2014).

As analises realizadas pelo método de modelo misto apresentaram
consisténcia entre os DArTs associados nas andlises, pois alguns DArTS
associados com resisténcia a doenca identificados na analise conjunta também
foram associados nas analises individuais de Lavras e Uberlandia. Os DArTs que
foram associados a resisténcia no cromossomo 7 (posigao 124,220,838 bp) e no
grupo de cromossomo ndo identificado (Ni) foram identificados tanto na analise
individual de Lavras quanto na analise conjunta. E o DArT identificado no
cromossomo 1 (posi¢do 78,131,634 bp) foi associado significativamente nas

analises de Uberlandia e na conjunta. Esse fato mostra uma consisténcia nos
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resultados obtidos, pois muitos DArTs foram associados significativamente a
resisténcia a podriddo de espiga tanto na analise conjunta quanto nas analises
individuais.

Além disso, alguns DArTs foram associados a resisténcia a doenga tanto
pelo método BSSV quanto pelo método de modelo misto. Nas analises conjuntas,
0os DArTs do cromossomo 7 (posicdo 78,131,634 bp) e de um grupo de
cromossomo ndo identificado foram associados significativamente por ambos os
métodos. Para as analises de Lavras, também dois DArTs foram associados a
resisténcia pelos dois métodos, sendo os DArTs identificados nos cromossomos 7
(posicdo 124,220,838 bp) e em um grupo de cromossomo ndo identificado (Ni).
Nas analises de Uberlandia, apenas um DArT identificado no cromossomo 5
(posicdo 55,225,453 bp) foi associado pelos dois métodos. Esse fato mostra que
tanto o método BSSV quanto o método de modelo misto séo capazes de identificar
marcadores associados com a resisténcia a podriddo de espiga, e também nos
mostra que ambos os métodos podem ser utilizados de uma forma que um
complemente o outro.

Existe uma grande dificuldade na avaliagdo de doencas em regibes de
clima tropical, sendo isso um grande desafio para os melhoristas. Esse fato mostra
a importancia de se estudar a interacdo genotipos x ambientes, pois a interacao
dificulta as analises e pode contribuir na reducdo da habilidade de detec¢do de
marcadores significativos no mapeamento. Nesses estudos, a forte interacdo pode
ser causada pelas diferencas climaticas entre os dois ambientes que foram
utilizados na avaliacdo das linhagens. O clima em Lavras é classificado como
clima temperado Umido com inverno seco e verdo quente com uma maior
pluviosidade, enquanto o clima de Uberlandia € classificado como clima tropical
com estagdo seca, geralmente no inverno. Pereira et al. (2015) utilizaram as
mesmas linhagens de milho avaliadas neste trabalho para verificar a relagdo da

producdo de espigas com doencas foliares e doengas de espiga. Esses autores
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observaram efeito de interacdo gendtipos por ambientes significativo, o qual
influenciou o comportamento dos patdgenos nos diferentes locais e concluiram
que a interacdo foi devido a diferenca climatica entre os dois ambientes (Lavras e
Uberlandia). Dessa forma, a diferenca entre as analises ressalta a importancia da
realizacdo das andlises individuais de mapeamento quando se tem uma forte
influéncia da interacdo gendtipos x ambiente.

Embora os estudos anteriores realizados por Zila et al. (2013, 2014)
tenham utilizado um maior nimero de linhagens e marcadores nos estudos de
associacdo, eles identificaram um menor nimero de regides génicas associadas
com a resisténcia a doenca. Neste estudo, foram identificados marcadores
associados com a resisténcia a podriddo de espiga em quase todos 0s
cromossomos do milho.

Outro fator que pode influenciar na identificacdo de marcadores
associados a resisténcia a doenca é a frequéncia do menor alelo (MAF — Minor
Allele Frequency). Na literatura, é recomendado fazer a correcdo pela frequéncia
do menor alelo, pois loci com alelos de menor frequéncia sdo mais dificeis de
serem detectados devido a baixa replicabilidade, e também tém maior
probabilidade de resultarem em associacdes espurias (TABANGIN; WOO;
MARTIN, 2009). Dessa forma, a frequéncia do menor alelo poderia afetar a
probabilidade de uma associacdo nao verdadeira atingir o nivel de significancia
sob a hip6tese de nulidade. Além disso, os alelos de menor frequéncia tendem a
ser associados com a estrutura populacional, uma vez que sdo limitados as
subpopulagdes. Porém, quando se faz a corre¢do para a estrutura da populagéo, o
potencial de deteccdo dos alelos de menor frequéncia é ainda menor (ZILA et al.,
2014).

Neste estudo, ndo foi realizada a remocdo dos DArTs que apresentaram
frequéncia do menor alelo menores que 0,05 em nenhum dos métodos utilizados

para realizar o mapeamento associativo para resisténcia. Foi decidido nédo realizar
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a remocgéo dos marcadores com frequéncias de alelos menores pois, quando foi
realizada uma andlise preliminar com o método de modelo misto com a retirada
dos alelos de menor frequéncia, algumas analises ndo apresentaram associa¢des
significativas. Outra justificativa para a realiza¢do das analises com os DArTS
com alelos de menor frequéncia é que esses alelos raros podem fazer parte da
arquitetura genética da resisténcia a podridao de espiga. Assim, a retirada dos
marcadores com alelos raros faria com que associagbes que deveriam ser
significativas fossem descartadas. Pelos valores das frequéncias do menor alelo,
foi observado que, mesmo ndo fazendo a retirada dos alelos com frequéncia menor
que 0,05, o método BSSV foi capaz de associar marcadores com a resisténcia.

Ja 0 método de modelo misto associou marcadores com a frequéncia do
menor alelo proximas a 0,05 (Tabela 4). No caso das analises que utilizaram o
BSSV, a retirada dos alelos de menor frequéncia pouco influenciou na
significAncia de DArTs associados com a resisténcia a doenca. Porém, no caso do
modelo misto, as frequéncias do menor alelo podem ter influenciado na
associacao dos marcadores, resultando em associagdes espurias. No futuro, serdo
necessarios mais estudos e também novas ferramentas para se ter uma maior
confiabilidade nos resultados

O principal fator do mapeamento associativo é o desequilibrio de ligacédo
entre os loci funcionais e os marcadores, e, consequentemente, tem grande
impacto no mapeamento, pois a alta resolucdo de mapeamento é dependente do
desequilibrio de ligacdo no genoma (YU et al., 2006). Neste estudo, foi observado
um répido declinio do desequilibrio de ligacdo entre os DArTs (Figura 4). Esse
fato estd de acordo com trabalhos realizados por outros autores que trabalharam
com diferentes populacdes e avaliaram as mesmas caracteristicas. Remington et
al. (2001) utilizaram diversas linhagens de milho e demostraram que o
desequilibrio de ligagdo decai rapidamente em pequena distancia (r? <0,1 em 1500

bp). Romay et al. (2013) utilizaram um grande nimero de acessos de linhagens de
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milho e também observaram que o desequilibrio cai muito rapidamente em uma
pequena distancia (r> < 0,2 em 1 kbp). Samayoa et al. (2015) avaliaram vérias
caracteristicas relacionadas a resisténcia & broca do milho e também observaram
o0 rapido decaimento do desequilibrio de ligacdo entre as marcas associadas a
resisténcia e as marcas adjacentes (r*<0,1).

Esse fato também foi observado quando foram feitos os graficos do tipo
heatmap para os DArTs que foram associados significativamente com a
resisténcia a podriddo de espiga. Foi observado que existiam alguns blocos
génicos, os quais apresentavam certo desequilibrio de ligacdo, mas, de fato, ndo
foi encontrado nenhum DArT com alto desequilibro de ligacdo com outro
marcador e que dentro desse intervalo estivessem contidos alguns genes que
poderiam ter alguma relacdo com a resisténcia a doenca.

A estrutura populacional pode ser também um fator limitante para o
estudo de associacdo quando essa ndo € levada em conta na analise. Quando a
populacdo é estruturada e os alelos das subpopulacdes apresentam frequéncias
muito diferentes, pode ocorrer que alguns loci que ndo apresentam qualquer
relacio ou efeito sobre a caracteristica avaliada apresentem associacdes
significativas (ERSOZ; YU; BUCKLER, 2007). Embora as linhagens utilizadas
neste estudo apresentem certa estrutura populacional (DOS SANTOS et al., 2016)
(Figura 1), quando foi realizada uma andlise para determinar o namero de
componentes principais que explicassem adequadamente a estrutura
populacional, 0 nimero de componentes principais para incluir no modelo de
GWAS foi 0 (Tabela 6). A ndo inclusdo de um componente principal na analise
de mapeamento indica que a estrutura da populacdo utilizada no trabalho néo
influencia na analise e, provavelmente, a estrutura populacional observada por dos
Santos et al. (2016) é devido aos diferentes backgrounds genéticos das linhagens.

Na comparacédo dos valores fenotipicos com os valores dos marcadores,

foi possivel observar que, com os marcadores associados pelo método BSSV, os
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valores dos marcadores foram consistentes com os valores fenotipicos
apresentados pelas linhagens. J& para os marcadores associados pelo método de
modelo misto, os valores dos marcadores ndo foram consistentes com os valores
fenotipicos das linhagens. Somente quando os valores fenotipicos eram extremos,
apenas alguns marcadores que foram identificados pelo método de modelo misto
foram mais consistentes com os valores fenotipicos das linhagens (Figuras 5, 6 e
7).

Além disso, por meio do dendrograma foi possivel observar a formacao
de dois grupos, um grupo com as linhagens que apresentaram os menores valores
de proporcdo de espigas doentes (linhagens resistentes) e outro grupo com as
linhagens com os maiores valores de proporcdo (linhagens suscetiveis). Foi
observado que os marcadores associados significativamente a resisténcia, de
modo geral, também foram divididos em dois grupos. Os marcadores que foram
associados significativamente por meio do método de modelo misto ndo
apresentam esse comportamento, possivelmente porque as analises por meio do
método de modelo misto conseguiram captar apenas associa¢fes de marcadores
com grandes efeitos.

Apesar do método BSSV parecer mais consistente devido ao
comportamento semelhante ao dos fenotipos, é necessério certa cautela, pois,
nesse método, ndo é considerada a estrutura da populacdo. Assim, o0
comportamento dos marcadores pode ser somente devido ao diferente background

das linhagens avaliadas neste estudo.

4.2. Genes candidatos

Para a identificacdo de genes candidatos responsaveis pela
resisténcia a podriddo de espiga causada pelo fungo Fusarium verticillioides, foi

utilizado o genoma de referéncia da linhagem B73 por meio do MaizeGDB



81

(LAWRENCE et al., 2008). Do total de onze DArTs que foram associados
significativamente a resisténcia, apenas um foi localizado dentro de um gene. Os
demais DArTs ndo foram localizados em regides codificantes, mas estavam
localizados bem proximos a alguns genes (Tabela 4 e 5).

Pelo método BSSV na andlise conjunta, os DArTs associados foram
identificados nos cromossomos 1 e 7. Esses DArTs ndo foram localizados dentro
de nenhum gene. Embora os marcadores ndo tenham sido localizados dentro de
uma regido codante, trés destes foram encontrados proximos de genes funcionais,
como o gene responsavel pelo transporte de proteinas (cromossomo 1) e 0s genes
responsaveis pelo processo de oxidacdo e reducgdo e pela atividade catalitica na
célula (cromossomo 7). Apesar de dois DArTs identificados no estudo de
associacdo ndo estarem proximos de genes que poderiam ter alguma funcéo direta
na resisténcia, todos foram localizados préximos a genes que possuem fungoes
vitais para o funcionamento celular e que estes, de alguma forma, direta ou
indiretamente, podem atuar na resisténcia ao patdégeno. O DArT identificado no
cromossomo 7 foi localizado bem préximo do gene responsavel pelo processo de
oxidacdo e reducdo na célula e esse gene pode ter um papel fundamental na
resisténcia a podriddo de espiga (Tabela 4).

Na andlise de Lavras pelo método BSSV, foram identificados DArTSs
associados a resisténcia nos cromossomos 1, 7 e 8 (Tabela 4). Nenhum desses
marcadores foram localizados dentro de genes, mas, também, foram localizados
proximos a genes com fungBes conhecidas, exceto o DArT identificado no
cromossomo 7, que foi localizado proximo a uma ORF. Os DArTs identificados
nos cromossomos 1 e 8 foram localizados préximos aos genes responsaveis pela
regulacdo da transcri¢do, transporte de proteinas e transporte transmembrana.
Mesmo que ndo tenham funcbes diretas relacionadas com a resisténcia, esses
genes podem ter alguma importancia na resisténcia & doenca. O DArT

identificado no cromossomo 7 foi localizado proximo a um gene responsavel pela
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atividade hormonal. Na andlise de Uberlandia, os DArTs identificados nos
cromossomos 4 e 5 foram localizados proximos a genes que possuem funcdes
basicas na célula, como transporte de aminoacidos e atividade da
adenosilhomocisteinase (Tabela 4).

Nas andlises realizadas pelo método de modelo misto, trés DArTS
associados a resisténcia foram localizados proximos a genes e um DArT foi
localizado na regido intronica de um gene. Todos 0s DArTSs identificados por esse
método foram localizados proximos a ORFs, que sdo genes com pouca ou
nenhuma informacdo sobre. Além disso, todos os marcadores que foram
associados a resisténcia a doenca por meio desse método ndo apresentaram
nenhum desequilibrio de ligacdo com os demais marcadores (Tabela 5).

Todos os marcadores que foram associados significativamente pelo
método BSSV foram localizados préximos a genes que tém funcdes gerais e
também prdéximos a genes com alguma funcao que possa ter alguma relagdo com
a resisténcia a podriddo de espiga. Alem disso, alguns marcadores que foram
associados com a resisténcia a doenca foram identificados em desequilibrio de
ligacdo com marcadores mais distantes, sendo que a regido entre os marcadores
continha genes gque poderiam estar relacionados com a resisténcia. Os marcadores
identificados pelo método de modelo misto ndo permitiram fazer nenhuma
inferéncia sobre os genes que foram associados significativamente com a
resisténcia a podriddo, e também os marcadores ndo estavam em desequilibrio
com nenhuma outra marca.

Apesar de que as vias metabolicas e da genética da resisténcia a podridao
de espiga causada por Fusarium verticillioides sejam ainda completamente
desconhecidas, 0 mapeamento associativo tem-se mostrado uma 6tima ferramenta
para auxiliar na identificagdo de genes que possam estar envolvidos na resisténcia.
Neste trabalho, varios genes foram identificados e alguns podem ter relacéo direta

com a resisténcia a podriddo de espiga. Um entendimento melhor da genética da
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resisténcia assim como estudos mais aprofundados nas vias metabdlicas dos genes

que estdo envolvidos na resisténcia serdo necessarios.
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5. CONCLUSAO

Foram identificados 11 marcadores associados a resisténcia a doenca
tanto pelo método Bayesian Stochastic Search Variable (BSSV) quanto pelo
modelo classico de estudo de associacao (modelo misto). Além disso, 4 DArTs
foram associados significativamente tanto pelo método BSSV quanto pelo método
de modelo misto. Foram identificados alguns genes que podem estar relacionados
com a resisténcia, mas estudos mais aprofundados sobre as vias metabdlicas da
resisténcia sao necessarios no futuro. O método BSSV, que é um método utilizado
na selecdo gendmica, foi eficiente no estudo de associagdo genémica, podendo ser
utilizado como uma ferramenta complementar ao estudo de associagéo que utiliza

0 método de modelo misto.
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Figura 8 — Gréfico do tipo heatmap para o desequilibrio de ligagéo entre os marcadores em uma regido genémica de 1 Mbp
do cromossomo 1 para o marcador 4582295 (posicao 78,131,634 bp), que foi significativamente associado na
analise conjunta do método BSSV e nas analises conjunta e de Uberlandia pelo método de modelo misto.
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Figura 9 — Gréfico do tipo heatmap para o desequilibrio de ligac&o entre os marcadores em uma regido gendmica de 0,9
Mbp do cromossomo 1 para o marcador 4577966 (posicdo 136,272,488 bp), que foi significativamente
associado nas analises conjunta e de Lavras pelo método BSSV.
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Figura 10 — Gréfico do tipo heatmap para o desequilibrio de ligacdo entre os marcadores em uma regido genémica de 1,1
Mbp do cromossomo 7 para o marcador 4592042 (posicdo 120,994,839 bp), que foi significativamente
associado na analise conjunta pelo método BSSV.
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Figura 11 — Grafico do tipo heatmap para o desequilibrio de ligagdo entre os marcadores em uma regido gendmica de 1
Mbp do cromossomo 7 para o marcador 4579702 (posicdo 158,219,730 bp), que foi significativamente
associado na analise conjunta pelo método BSSV.
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Figura 12 — Grafico do tipo heatmap para o desequilibrio de ligagdo entre os marcadores em uma regido genémica de 0,6
Mbp do cromossomo 1 para o marcador 4767436 (posicdo 53,415,835 bp), que foi significativamente
associado na analise de Lavras pelo método BSSV.
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Figura 13 — Gréfico do tipo heatmap para o desequilibrio de ligacdo entre os marcadores em uma regido genémica de 0,9
Mbp do cromossomo 7 para o marcador 2518496 (posicdo 124,220,878 bp), que foi significativamente
associado na analise de Lavras pelo método BSSV e nas analises conjunta de Lavras pelo método de modelo
misto.
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Figura 14 — Gréfico do tipo heatmap para o desequilibrio de ligacdo entre os marcadores em uma regido genémica de 0,8
Mbp do cromossomo 8 para 0 marcador 4772985 (posicdo 136,137,749 bp), que foi significativamente
associado na analise de Lavras pelo método BSSV.
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Figura 15 — Gréfico do tipo heatmap para o desequilibrio de ligac&o entre os marcadores em uma regido gendmica de 1
Mbp do cromossomo 4 para o marcador 4772929 (posicdo 36,878,586 bp), que foi significativamente
associado na analise de Uberlandia pelo método BSSV.
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Figura 16 — Gréfico do tipo heatmap para o desequilibrio de ligacdo entre os marcadores em uma regido genémica de 1,6
Mbp do cromossomo 5 para o marcador 4592572 (posi¢do 55,225,453 bp), que foi significativamente
associado na andlise de Uberlandia pelo método BSSV e na anélise de Uberlandia pelo método de modelo
misto.
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Figura 17 — Gréfico do tipo heatmap para o desequilibrio de ligacdo entre os marcadores em uma regido genémica de 1,1
Mbp do cromossomo 7 para 0 marcador 4581091 (posicdo 159,891,338 bp), que foi significativamente
associado na analise de Lavras pelo método de modelo misto.
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Figura 18 — Grafico do tipo heatmap para o desequilibrio de ligagdo entre os marcadores em uma regido genémica de 1,1
Mbp do cromossomo 1 para o marcador 2400968 (posicdo 289,504,622 bp), que foi significativamente
associado na analise de Uberlandia pelo método de modelo misto.



Tabela 8 — Posicdo e fungdo dos genes que foram localizados dentro da janela genémica em que os marcadores foram

significativamente associados com a resisténcia (Continua).

Marcador Posicao Cromossomo Gene Funcéo Localizacdo (bp)
G-protein coupled
GRMZM2G038991 P01 receptor signaling 7$é2§gé236571‘
4582295 78,131,634 1 pathway R
Oxidation-reduction 78,709,345 —
GRMZM2G050984 P01 process 78.715,745
4577966 136,272,488 1 - - -
GRMZM2G407825 P01 Metabolic process Sgélfgésgggf
4767436 53,415,853 1 53 é67 él6 -
GRMZM2G102365 P02  Cell redox homeostasis 53,270,157
Oxidation-reduction 290,206,796 —
2400968 289,504,622 1 GRMZM2G349062_P01 Drocess 200,209,672
. 36,441,320 -
GRMZM2G131473 P02 Proteolysis 36,445,344
Heat shock protein 36,757,143 —
4772929 36,878,586 4 GRMZM2G050118_P01 binding 36,761,457
Heat shock protein 36,959,864 —
GRMZM2G170232_P01 binding 36.961.776
G-protein coupled
4592572 55,225,453 5 GRMZM2G381576_P01 receptor signaling 5544"6;'2’222?97

pathway
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Tabela 8 — Posicdo e fungdo dos genes que foram localizados dentro da janela genémica em que os marcadores foram
significativamente associados com a resisténcia (Continuacao).

Marcador Posicao Cromossomo Gene Funcéo Localizacdo (bp)
Superoxide metabolic
GRMZM2G005526_P02 process; Oxidation- 55,072,828 —
: 55,077,252
reduction process
Apoptotic process; 55,459,467 —
GRMZzM2G162098_P01 Defense resposne 55,463,724
Apoptotic process; 55,578,326 —
GRMZM2G091672_P01 Defense resposne 55,582,323
Apoptotic process; 55,590,775 —
GRMZM2G091696_P01 Defense resposne 55,599,910
Apoptotic process; 55,809,843 —
GRMZM2G105428_P01 Defense resposne 55,813,411
A 120,453,188 —
GRMZM2G123018 P01  Cell wall madification 120,454,951
. 120,727,788 —
GRMZM2G488101_P01 Proteolysis N o
4592049 120,994,839 7 - Oxidat y: _ 11221061330ég3
xidation-reduction ,043,853 —
GRMZM2G147966_P01 Drocess 121,048,231
Oxidation-reduction 121,052,889 —
GRMZM2G169201_P01 Drocess 121,056,040
4579702 158,219,730 7 GRMZM2G394261 P01 Innate immune response 158,297,463

158,301,857




Tabela 8 — Posicdo e fungdo dos genes que foram localizados dentro da janela genémica em que os marcadores foram
significativamente associados com a resisténcia (Concluséo).

Cromossomo

Gene

Funcéo

Localizacdo (bp)

124,220,838

159,891,338

136,137,749

GRMZM2G007249_P02
GRMZM2G389173_P01

GRMZM2G092409_P01

GRMZM2G421463_P02

GRMZM2G024865_P01

GRMZM2G305280_P01

GRMZM2G384327_P02

GRMZM5G860235_P01

Oxidation-reduction
process

Cell redox homeostasis

Type | hypersensitivity

Cell wall
macromolecule catabolic
process

Proteolysis

Type | hypersensitivity

Protein coupled receptor
signaling pathway

Type | hypersensitivity

124,313,854 —
124,315,851
124,417,173 -
124,422,099
124,438,515 —
124,440,381

124,599,410 —
124,605,593

124,779,165 —
124,781,770

159,943,753 -
159,944,792
160,062,430 —
160,068,019
160,121,913 -
160,123,965
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