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RESUMO

O estresse hidrico é um dos fatores que mais limita o desenvolvimento e a produtividade
das plantas. A identificacdo e o entendimento dos componentes genéticos associados a
tolerdncia a seca sdo fundamentais para o desenvolvimento de novas variedades e hibridos
tolerantes a este estresse. No presente estudo foram avaliadas 85 linhagens de milho em dois
locais. Em cada local, as linhagens foram avaliadas com e sem estresse hidrico. As linhagens
foram genotipadas com 8289 marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), e os dados
foram usados para analise de associacdo gendmica entre marcadores e QTLs (Quantitative Trait
Loci) de tolerancia ao estresse hidrico. Foram identificados 10 QTLS em sete cromossomos.
Dois QTLs estéo localizados em regides contendo os genes: atg18f e ys3. Oito QTLS estdo em
regibes gendmicas contendo Modelos de Genes, sendo gque a expressdo de cinco deles estdo
descritas como relacionada a estresses bidticos e/ou abidticos. Os QTLs identificados neste
trabalho tém potencial para serem usados em programas de Selecdo Assistida por Marcadores
Moleculares para tolerancia a estresse hidrico, ap6s validados em outros conjuntos de
germoplasma.

Palavras-chave: Milho. Estresse hidrico. QTLs. Mapeamento por Associacdo. SNPs.
Genotipagem por Sequénciamento.



ABSTRACT

Drought is one of the most limiting factors for the plant development and crop yield.
The identification and understanding of the genetic components associated to drought tolerance
are essential to develop new varieties and hybrids tolerant to such stress. In the present study
85 maize inbred lines were evaluated in two locations, under irrigated and water stress
conditions. For Genomic Association Analysis between markers and QTLs related to drought
tolerance, the lines were genotyped using 8,289 SNP markers. Ten QTLs were found on seven
chromosomes related to the effect of drought in corn development. Two QTLs are located in
regions including the atgl18f and ys3 genes. Eight QTLs are located in genomic regions
comprising genetic models, five of them are described to related to biotic and abiotic stresses.
The QTLs identified in this work have potential to be used in Marker-Assisted Selection
programs for drought tolerance after validation across other sets of germplasm.

Keywords: Corn. Hydrical stress. QTLs. Association Mapping. SNPs. Genotyping by
Sequencing.
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1 INTRODUCAO

O estresse pela baixa disponibilidade hidrica ¢ um dos fatores que mais limitam o
desenvolvimento do milho, tendo um impacto significativo na reducéo da produtividade (Araus
et al., 2012; Nepolean et al., 2014). Em 2012, de acordo com um levantamento realizado pela
FAOSTAT, estimou-se que de 15 a 20% da produtividade de milho s&o perdidos todos 0s anos
em decorréncia do estresse hidrico, e estas perdas podem aumentar em consequéncia das
mudancas climaticas que vem ocorrendo (FAOSTAT., 2012).

O estresse hidrico afeta negativamente a cultura do milho durante todos os estagios de
desenvolvimento, sendo que o estagio reprodutivo, particularmente entre a emergéncia do
pend&o e o enchimento de gréos, é o periodo de maior sensibilidade (Grant et al., 1989; Agrama
e Moussa., 1996).

A tolerancia do milho ao estresse hidrico pode reduzir as perdas em situacdes de seca,
porém, a selecéo de gendtipos e 0 melhoramento genético em condicdes de estresse hidrico séo
atividades bastante complexas. A selecdo de germoplasma tolerante ao estresse hidrico pode
ser facilitada se for aplicada em caracteristicas secundarias, cuja variancia genética e
herdabilidade sdo maiores, aumentando, neste contexto, a eficiéncia de sele¢do (Wang et al.,
2016; Banziger e Laffite., 1997; Bolands e Edmeades., 1996; Ludlow and Muchow., 1990).

Diversos estudos tém demonstrado a eficiéncia do uso de caracteristicas secundérias na
selecdo para tolerancia a seca e sua correlacdo com a produtividade de grdos (Edmeades et al.,
1993; Banzinger et al., 2000; Ziyomo et al., 2013). Como caracteres secundarios, a altura de
planta e espiga, peso de graos, senescéncia foliar e stay green sdo exemplos de facil medicdo e
com alta herdabilidade, aumentando, assim, a resposta de selecdo em condicOes de estresse
hidrico (Nikolic et al., 2011; Nepolean et al., 2013; Xue et al., 2013; Sheikh et al., 2017).

Assim como utilizar caracteres secundarios, outra alternativa que pode facilitar a
selecdo de germoplasma tolerante ao estresse hidrico é a selecdo assistida por marcadores
moleculares (SAM) associada ao rendimento de gréos e caracteres correlacionados, sob estresse
(Cattivelli et al., 2008; Messmer et al., 2009; Wang et al., 2016; Shikha et al., 2017; Nepolean
et al., 2018). Diversos estudos tém identificado QTLs associados a caracteres secundarios que
séo afetados pelo estresse hidrico (Rahman et al., 2011; Sabadin et al., 2012; Almeida et al.,
2013; Almeida et al., 2014; Zhang et al., 2016; Zhao et al., 2018). No entanto, estes estudos
tém realizado mapeamento de QTLs em condigdes de estresse, mas ndo tem avaliado o impacto
diferenciado do estresse sobre 0s genotipos.



Este trabalho teve como objetivo identificar QTLs associados a resposta diferencial de
linhagens de milho ao estresse hidrico, avaliado pela diferenca de desempenho em ambientes
de estresse hidrico comparado com o desempenho em ambiente irrigado. Para isso, foram
avaliados caracteres secundarios relacionados com a tolerancia ao estresse hidrico em
germoplasma de milho adaptado ao cultivo no Brasil. As diferengas observadas nos caracteres
secundarios foram utilizadas para analise de associacdo gendmica, e identificacdo QTLs

associados a resposta diferencial do milho ao estresse hidrico.



2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Ambientes de avaliacdo e Delinemaneto Experimental

O trabalho foi conduzido no ano de 2019, com uma populacédo de 85 linhagens de milho
do banco de germoplasma da LongPing HighTech, em dois locais: Jardindpolis, em SP
(Latitude S 20° 54° 32.7” Longitude W 47° 53” 26.2”), e Sorriso, em MT (Latitude S 12° 26’
37.8” Longitude W 55° 49 37.7”).

Foi empregado o delineamento experimental em faixas, em que as faixas foram os
regimes de irrigagdo, e em cada faixa os tratamentos foram distribuidos em blocos casualizados
com trés repeticbes. Foram utilizados dois regimes de irrigacdo. Para facilitar o manejo da
irrigacao, foi aplicada restricdo no sorteio dentro de cada bloco, para que as linhagens pudessem
ficar agrupadas por ciclo, dentro de cada bloco. Dentro dos blocos, as linhagens foram
agrupadas em trés grupos: Hiperprecoce, SuperPrecoce e Precoce. As parcelas foram
constituidas por quatro linhas de 4,0 m, com espacamento de 0,5 m entre linhas e 0,375 m entre
plantas. A populacéo inicial foi de 60 plantas por parcela, o0 que corresponde a uma densidade
de 75.000 plantas ha™.

O preparo do solo, semeadura e tratos culturais seguiram as recomendacdes técnicas

para a cultura do milho.

2.2 Manejo da Irrigacao

Os experimentos foram irrigados pelo método de aspersdo com barras. Por este método,
uma lamina de 10 mm de agua foi aplicada semanalmente, de maneira a reproduzir 0 manejo
de irrigacdo realizado pelos agricultores.

Nos tratamentos sob estresse hidrico, a irrigacdo foi suspensa na fase de pre-floracéo, e
retomada apos o florescimento. Devido a diferenca de ciclo entre as linhagens, nas parcelas
com linhagens Hiperprecoces, a irrigagdo foi interrompida aos 56 dias apds o plantio (dap) e
retomadas aos 89 dap; Para linhagens SuperPrecoces, a irrigacdo foi interrompida aos 59 dap e
retomada aos 92 dap; e para as linhagens Precoces, a irrigacdo foi interrompida aos 60 dap e
retomada aos 92 dap. No ensaio irrigado, grupo controle deste experimento, as irrigagdes foram

conduzidas normalmente, até o término da fase reprodutiva.

2.3 Caracteres Avaliados
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Nos dois locais de ensaio, foram avaliadas as seguintes caracteristicas: Atura de Planta
(AltPlant) em cm, Altura de Espiga (AltEsp) em cm, Peso de 100 Graos (P100) em g, Peso de
Gréos por Parcela (PGP) em Kg/ha e Umidade dos Graos na colheita (UG) em %. No ensaio
de Sorriso-MT, foi também avaliada Prolificidade (PROL) em namero de espigas por planta.
Os caracteres foram avaliados seguindo-se as recomendag6es do Manual de Fenotipagem para
Toleréncia de Estresse Abiotico em milho — Estresse Hidrico (Allah et al., 2016).

2.4 Dados Moleculares

A extracdo de DNA foi realizada a partir de quatro discos de tecido foliar, obtidos de
quatro plantas no estdgio V3, utilizando-se o Kit Fast ID Genomic DNA Extraction®
(GENETIC ID., Fairfield, 1A, EUA) de acordo com as instrucGes do fabricante. A genotipagem
por sequenciamento foi realizada utilizando-se da plataforma lon GeneStudio S5 Prime
(Thermo Fisher Scientific., Waltham, MA, EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante.
Para genotipagem, foi utilizado um painel customizado de 8.289 marcadores SNPs. Apds a
genotipagem, marcadores com Call Rate (dados validos) menor do que 90%, e MAF
(Frequéncia do Alelo Menos Frequente) menor do que 5% forma excluidos antes das analises

subsequentes.

2.5 Analise de Dados

Os dados fenotipicos avaliados em cada experimento foram analisados utilizando-se o
método BLUP (Best Linear Unbiased Prediction - Melhor Predi¢cdo Linear N&o-viesada),
procedimento PROC MIXED, do Software Selegen (Resende., 2016), para estimacdo dos
valores genotipicos de cada linhagem, para cada caracteristica. Foi utilizado o modelo:

y=Xp+29+Wp+¢

Em que, y é o vetor de resposta observado para caracteristica avaliada. X, Z e W sdo
matrizes de incidéncia conhecidas, relacionando y a 3, g e p, respectivamente. S € o vetor dos
efeitos ambientais fixos para ambiente e bloco, g e p sdo vetores dos gendtipos (aleatdrios) e
interacdo Genotipo (G) x Ambiente (E), respectivamente, e ¢ é o efeito residual. O modelo
obtém os valores de BLUPs para os genotipos (efeitos aleatérios), resolvendo as equacdes do
modelo misto de Henderson (1984).

Ap0s obtidos os valores genotipicos preditos, foi estimada a diferenca (A) entre os

valores de cada caracteristica quando avaliados sob estresse hidrico e sob tratamento controle,
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em cada local. As caracteristicas utilizadas para as analises posteriores foram AAltPlant,
AAltEsp, AP100, APGP, AUG, e APROL. Os valores das diferencas (A) de cada caracteristica
foram submetidos a analise de variancia utilizando-se o programa GENES (Cruz., 2016).

Os dados das diferencas entre os valores genotipicos para cada caracteristica foram
usados também como dados fenotipicos para a anélise de Associacdo Gendmica. Para poder
incluir os efeitos da estrutura de populacfes e de parentesco genético entre as linhagens na
analise de associagdo entre marcadores e QTLs, foi utilizado um modelo linear misto (MLM)
para a analise de associacdo genémica. A matriz de estrutura de populacdo (Q) foi estimada
pelo agrupamento obtido pelo método Bayesiano generalizado, utilizando-se o modelo de
maxima verossimilhanca e o método de relaxamento em bloco, para acelerar a convergéncia,
utilizando-se o software Admixture (Alexander et al., 2009).

A matriz de coeficientes de parentesco (Kinship - K), que explica a maior probabilidade
de dois alelos serem idénticos em estado entre as linhagens, foi estimada pelo programa
TASSEL (Bradbury et al., 2007). A anélise de associagdo utilizando Modelos Lineares Mistos
(MLM), considerando as matrizes Q e K como cofatores, também foi realizada no programa
TASSEL. Os marcadores foram identificados como significativamente associados as
caracteristicas avaliadas quando p <0.001. Os resultados de -log10(P) foram plotados em
graficos Manhattan Plot para visualizacdo dos resultados.

Marcadores significativos a 0,1% de probabilidade na analise de MLM foram
submetidos a analise de regressao linear multipla com o método Stepwise de selecdo do modelo.
Esta analise tem por objetivo evitar marcadores redundantes no modelo, ou seja, marcadores
ligados ao mesmo QTL, e excluir marcadores que contribuem pouco para a expressao da
caracteristica que estd sendo avaliada. Para as analises de regressdo mdltipla foi utilizado o
programa JMP (SAS Institute., 1990), com probabilidade de entrada e de saida de 5%, e
procedimento Stepwise de sele¢édo do modelo.

Uma analise de Desequilibrio de Ligacdo foi realizada nos marcadores significativos
obtidos a partir da analise de Regressdo Multipla utilizando-se o programa Haploview.

2.6 Associagdo com Genes ou Modelos de Genes Conhecidos
Os genes ou Modelos de Genes localizados nas regides dos QTLs foram obtidos no

National Center for Biotechnology Information (NCBI), utilizando-se a posicao fisica nos

cromossomos de cada marcador significativamente associado as diferencas observadas nas



12

caracteristicas avaliadas sob estresse e sob irrigacdo. O genoma referéncia utilizado foi Zea
mays (assembly B73 RefGen_v4).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Andlise de Associacao Gendmica

Dos 8289 marcadores SNP utilizados, 1754 foram excluidos devido ao call rate inferior
a 90%, e 509 foram excluidos por terem MAF menor do que 5%. Com a remocdo destes
marcadores, 6026 foram utilizados nas analises de associacdo gendmica.

Apenas a caracteristica AP100 em Sorriso ndo foi significativa na analise de variancia
(Tabela 1). Para todas as demais caracteristicas, a diferenca observada nos valores genotipicos
das avaliacGes com e sem estresse hidrico foram significativas nos dois locais avaliados. 1sso
demonstra a variabilidade na populacéo avaliada, o que é condicdo essencial para estudos de
associacdo gendmica.

Reducdo na altura de plantas, na altura de espiga, no peso de 100 grédo e na produtividade
sdo frequentemente relatadas como efeitos do estresse hidrico em milho (Almeida et al., 2014;
Banziger et al., 2000; Ge et al., 2012; Zhao et al., 2018; Zhao et al., 2019).

Os valores das diferengas observadas nos ambientes com e sem estresse hidrico foram
utilizados na andlise de associacdo gendmica com os marcadores moleculares. Em Jardinépolis,
foi identificado na analise de MLM, um marcador significativamente associado a diferenca na
altura de espiga (AAItEsp), no cromossomo 1. Para a diferenca no peso de graos por parcela
(APGP), foram identificados dez marcadores nos cromossomos 1,2,3,5,6,7,8 e 9. Para a
diferenca na umidade de grdos (AUG), foram identificados quatro marcadores nos
cromossomos 1,2,3 e 8. Em Sorriso, foi identificado um marcador significativamente associado
a diferenca na altura de planta (AAltPlant) e quatro marcadores associados nos cromossomos
1,3 e 4 para a diferenca no peso de gréos por parcela (APGP) (Figura 1).

Os marcadores significativos na analise de associacdo por modelos lineares mistos
foram utilizados em uma andlise de regressdao multipla. Uma vez que a analise de regressdo
maltipla com método Stepwise de selecdo de modelo mantém apenas marcadores nédo
redundantes no modelo final, cada marcador significativo nesta analise corresponde a um QTL.
Trés dos 10 marcadores associados a APGP na anélise de MLM em Jardindpolis, foram

significativos na anélise de regressdo mdaltipla, localizados nos cromossomos 3, 6 e 7 (Tabela
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2). Dos 4 marcadores associados a AUG em Jardindpolis, trés foram significativos na anélise
de regressdo mdltipla, nos cromossomos 2, 3 e 8. Para AAItEsp apenas um marcador foi
significativo na analise de associacgdo. Esta caracteristica ndo foi avaliada por regressao simples,
para efeito de comparacéo dos coeficientes de determinacdo. Os marcadores significativos na
andlise de regressdo multipla explicaram 50,63, 43,51 e 9,23 % da variacdo nos valores
genotipicos de APGP, AUG e AAItEsp, respectivamente.

Em Sorriso, duas das cinco caracteristicas avaliadas foram significativas na analise de
regressdo multipla (Tabela 2). Os SNPs associados foram encontrados nos cromossomos 1 e 4
para APGP e 4 para AAltPlant. Os marcadores significativos na analise de regressdao multipla
explicaram 35,18% e 9,78% das variagdes em APGP ¢ AAltPlant, respectivamente.

Outros estudos de associacdo para tolerancia a estresse hidrico em milho identificaram
guantidades muito maiores de QTLs. Almeida et al. (2014) identificaram 203 QTLs associados
aos caracteres, numero de espigas por planta, stay green e altura de planta em regimes hidricos
com e sem estresse.

Zhao et al. (2018) estudaram QTLs e Meta-QTLs para sete caracteres agronémicos, em
maultiplas populacdes de milho sob condicdes de estresse e ndo estresse hidrico. Sessenta e nove
regides gendmicas envolvidas na expressao fenotipica para altura de plantas e espiga, IFMF,
peso de espiga e sabugo, peso de 100 gréos e comprimento de espigas foram identificadas. Estes
QTLs explicaram de 4 a 17 % da variacdo fenotipica para o ambiente irrigado.
Aproximadamente 52 dos 69 QTLs foram identificados em condicfes de estresse hidrico.

Todos estes trabalhos avaliaram a presenca de QTLs associados as caracteristicas
secundérias relacionadas ao estresse hidrico em milho, em ambientes com estresse e sem
estresse. No presente trabalho, foram consideradas as diferengas observadas entre os valores
das caracteristicas em condic¢Ges de auséncia ou presenca de estresse hidrico, ou seja, a resposta
das plantas ao estresse. Os QTLs identificados no presente trabalho, portanto, ndo estdo
associados as caracteristicas avaliadas, e sim, a tolerancia das linhagens de milho ao estresse
hidrico. Sendo assim, independente da caracteristica que foi avaliada, todos os QTLs
identificados no presente trabalho estéo relacionados a resposta do milho ao estresse hidrico.

Apbs a analise de Regressdo Multipla, foram identificadas sete regifes relevantes, em
seis cromossomos, no ambiente de Jardinopolis, e trés regides, em dois cromossomos ambiente
de Sorriso, totalizando 10 QTLs associados a tolerancia do milho ao estresse hidrico. Em alguns
cromossomos foram identificados mais de um QTL. Em Jardindpolis, foram identificados dois
QTLs no cromossomo 3. Em Sorriso foram identificadas dois QTLs no cromossomo 4. Além

disso, no cromossomo 1 foi identificada QTL em Jardinopolis € um em Sorriso.
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Nenhuma das regides gendmicas contendo QTLS no mesmo cromossomo estd em
desequilibrio de ligacdo, podendo-se considerar que se tratam de QTLs diferentes no mesmo
cromossomo. Os 10 QTLs identificados estdo localizados em sete cromossomos do milho.

As caracteristicas que permitiram identificar o maior numero de QTLs associados ao
estresse hidrico em ambos locais experimentais foram APGP e AUG, relacionadas a
produtividade e maturidade respectivamente, indicando serem caracteristicas com maior

associacdo a resposta ao estresse hidrico nos genotipos avaliados neste trabalho.

3.2 Genes Candidatos

Dos 10 QTLs identificados para estresse hidrico neste trabalho, oito estdo localizados
em regides ja caracterizadas no genoma do milho. Dois estdo em regiGes que contém genes ja
descritos: atg18f e ys3. (Tabela 3).

O gene atg18f esté localizado no cromossomo 3, na posi¢do 192795015 até 192801094,
associado ao marcador 10K13323. Este gene pertence a familia de genes ATG (AuTophaGy-
related genes), que fazem parte da coordenacao de um processo celular altamente conservado,
a autofagia (Su et al., 2020). O processo de degradacdo e reciclagem dos componentes
celulares, pelos vacutolos e/ou lisossomos, através da autofagia, permite a manutencdo da
homeostase celular sob condi¢cdes normais e a regulacdo do desenvolvimento celular em
periodos de estresse (Su et al., 2020; Tejeda et al., 2020). Diversos estudos vém demostrando o
importante papel do processo da autofagia na adaptacao de culturas como trigo, pimenta, tomate
e milho a estresses ambientais, como deficiéncia de carbono e nitrogénio, estresse hidrico,
térmico e osmotico (Zhai et al., 2016; Singorelli et al., 2019; Zhang et al., 2019; Tejeda et al.,
2020).

Um estudo conduzido por Liu et al. (2009) demonstraram que o silenciamento do gene
AtATG18a, em plantas de Arabidopsis thaliana, resulta em uma alta sensibilidade quando
submetidas a condic¢des de estresse hidrico e osmotico.

O gene ys3 esta localizado no cromossomo 3, na posicdo 97975251 até 97982164
associado ao marcador 10K03498, ndo foi ainda descrito na literatura como um gene
relacionado a toleréncia ao estresse hidrico em plantas. Este gene esta descrito como
responsével por conferir a coloragdo amarela entre as nervuras das plantas. Esta € a primeira
vez que este gene esta sendo associado ao estresse hidrico, e o estudo de seu papel nos

mecanismos de resposta ao estresse hidrico pode ser mais bem avaliado em estudos futuros.
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A regido gendmica localizada no cromossomo 6, na posi¢do 133574533 até 133578647
associada ao marcador 10K09522, estd proxima a um Modelo de Gene identificado como LRR
receptor-like serine/threonine-protein kinase, comumente associado a tolerancia das plantas a
doencas.

A percepcao e conducdo de sinais através de receptores localizados na superficie celular
€ um mecanismo comum entre 0s organismos vivos. Em plantas, a transducdo de muitos destes
sinais celulares é mediada por RLKSs (Receptor-Like Kinases). RLK-RRL (Leucine-rich repeat
receptor-like protein kinase) compreendem a maior subfamilia de receptores RLKs encontrados
em plantas, desempenhando um importante papel em processos celulares relacionados ao
crescimento, desenvolvimento e resposta aos estresses ambientais (Shiu e Bleecker., 2001; Liu
etal., 2017; Wei e Li., 2019).

Ouyang et al. (2010), estudaram a expressdo de um gene putativo RLK com repeti¢bes
ricas em leucina (OsSIK1) em arroz e sua correlagdo & melhora na tolerancia ao estresse hidrico
e de salinidade. Os autores identificaram que plantas transgénicas para alta expressdo de
OsSIK1 se mostraram mais tolerantes aos estresses hidrico e salinidade do que plantas controle.

A regido genémica localizada no cromossomo 8, na posi¢cdo 67033198 até 67034788
associada ao marcador 10K07174, esta proxima a um Modelo de Gene descrito como indole-
3-acetate beta-glucosyltransferase. A indole-3-acetate beta-glucosyltransferase (UDPG), é
uma enzima catalizadora envolvida na rota metabdlica da auxina (AlA: acido indolacético) nos
vegetais. O processo de glicosilacdo da auxina € um dos mecanismos que contribuem para a
homeostase hormonal, sendo a enzima UDPG, uma enzima catalizadora de uma rea¢do quimica
reversivel que caracteriza o primeiro passo para a biossintese de conjugados AlA-éster,
(conjugacéo do fitormonio + agucares) em plantas monocotileddneas (Ostrowski et al., 2015).
A auxina é um hormdnio com papel importante na regulacdo de muitos processos fisiologicos
das plantas (Woodward e Bartel., 2005). Ainda ndo existem na literatura, trabalhos que
associem genes responsaveis pela expressdo da enzima UDPG com a tolerancia ao estresse
hidrico em milho, podendo ser genes candidatos a futuros estudos para esta associagao.

A regido genémica localizada no cromossomo 2, na posicao 197544698 até 197551487
associada ao marcador 10K02922, esta préxima a um Modelo de Gene descrito como ubiquitin
carboxyl-terminal hydrolase 2. O Sistema Ubiquitina (UPS- Ubiquitin- Proteasome system)
estimula e permite as plantas se adaptarem perante a condi¢cGes ambientais adversas, incluindo
a exposicdo a estresses abidticos Diante a exposicao aos estresses ambientais, hd um aumento

no nivel de proteinas disfuncionais. A remocao destas proteinas é dada pela regulacao de alguns
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genes pertencentes ao UPS demostrando assim, seu papel crucial no desenvolvimento e
crescimento da planta (Xu e Xue., 2019).

Outros trabalhos também vém associando proteinas ubiquitina-ligases a tolerancia ao
estresse hidrico em Arabidopsis thaliana, Oryza sativa e Camellia sinensis (Min et al., 2016;
Yang et al., 2018; Xie et al., 2019).

Li et al. (2019) estudaram a associa¢do genémica, filogenética e expressdo de 12 genes
codificadores de Ubiquitina-ligases em milho, e revelaram uma correlacdo da expressdao de
todos os genes estudados em resposta a estresses abidticos incluindo salinidade, estresse hidrico
e baixas temperaturas.

Ainda ndo ha na literatura, trabalhos que associem diretamente enzimas conjugadoras
da ubiquitina (UCHSs - ubiquitin C-terminal hydrolase) a uma resposta ao estresse hidrico em
milho.

A regido gendmica localizada no cromossomo 1, na posicdo 7980584 até 7991204
associada ao marcador 10K00004, est4d préoxima a um Modelo de Gene identificado como
ANKyrin Repeat protein (ANR). ANkyrin Repeat Domains é um dos dominios proteicos mais
conservados e comumente encontrado nos procariotos, eucariotos e alguns virus.
Frequentemente mediam interacGes proteina-proteina, estando envolvidos em um ndmero
importante de processos fisioldgicos tais como sinalizacdo e crescimento (Sedgwick e
Smerdon., 1999; Jiang et al., 2013).

Estudos vém sendo conduzidos em arroz, pimenta, soja e Arabidopsis thaliana
objetivando caracterizar e localizar genes codificadores de proteinas ANR, bem como
investigar o seu perfil de expressdo em resposta a estresses ambientais como salinidade e
estresse hidrico (Sakamoto et al., 2013; Zhang et al., 2016).

Jiang et al. (2013) realizaram um estudo de Associacdo Gendmica e do perfil de
expressdao da familia de genes codificadores de proteinas ANR em milho. A proteina
identificada pelo Modelo de Gene GRMZM2G092481, localizada no cromossomo 1, também
identificada no presente estudo (Tabela 3), pertence a familia ANK-A sendo codificada pelo
gene ZmANK?2, gene este com fungéo ainda néo descrita.

Dada a importancia destas proteinas na resposta a estresses bioticos e abidticos, estudos
ligados a associagdo gendmica, relacdes filogenéticas e padrdes de expressao génica em milho,
tém um grande potencial para o entendimento das bases genéticas relacionadas a diferentes
estresses, incluindo o estresse hidrico.

A regido gendmica localizada no cromossomo 1, na posic¢ao 223350470 até 223352163

associada ao marcador 10K08801, estd proxima a um Modelo de Gene descrito como DNAJ



17

heat shock family protein. DNAJ heat shock protein sdo chaperonas moleculares que regulam
o0 enovelamento, localizagdo, acimulo e degradacdo de moléculas de proteinas em animais e
plantas (Feder e Hofmann.; 1999). O estresse sofrido pelas plantas, € um dos principais fatores
que leva a disfuncéo de proteinas importantes para manutencéo da homeostase celular. Portanto,
esta familia de proteinas desempenha um importante papel para sobrevivéncia das plantas sob
a condicdo de estresse atraves da manutencdo da conformacdo funcional das proteinas e
prevencdo do acumulo de proteinas disfuncionais (Hu et al., 2010).

Deif-Abou et al. (2019) realizaram um estudo de analise protebmica de HSPs (heat
shock proteins) em milho, revelando que o nivel de expressao de quatro delas desempenham
um importante papel no combate ao estresse causado por altas temperaturas em milho. O
estresse de altas temperaturas geralmente esta relacionado a estresses hidricos, uma vez que
situacOes de seca normalmente estdo associadas a altas temperaturas.

A regido gendmica localizada no cromossomo 4, na posi¢do 30459788 até 30474790
associada ao marcador 10K04283 estd proxima a um Modelo de Gene descrito como
polyadenylation and cleavage factor homolog 4.

Os fatores de poliadenilacdo e clivagem em eucariotos exercem um papel fundamental
na criagdo da extremidade 3’ do mRNA, molécula responsavel por guiar a sintese proteica de
acordo com as instrugdes genéticas armazenadas no DNA (Alberts et al., 2010).

A poliadenilagdo também vem sendo relacionada, recentemente, a resposta a estresses
abioticos. Ye et al. (2019) associaram o processo de poliadenilacdo alternativa (APA —
Alternative Polyadenylation) como indiretamente ligado a regulacdo da resposta a estresse
bidticos e abidticos em arroz.

Além das regides encontradas e descritas no presente estudo, duas regides genémicas
ainda ndo caracterizadas, localizadas nos cromossomos 4 e 7 nas posi¢cdes 178596028 até
178607782 e 88533046 até 8854960, respectivamente, foram encontradas em associa¢do a
resposta ao estresse hidrico nos gendtipos avaliados. Estas regides ainda precisam ser melhor
caracterizadas para elucidacdo do seu papel fisioldgico associado a tolerancia do milho ao

estresse abiotico.
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4 CONCLUSAO

No presente trabalho, foram identificados 10 QTLs associados a tolerancia do milho ao
estresse abiotico, através da avaliacdo do efeito do estresse nos caracteres secundarios
avaliados, Pelo menos sete destes QTLs estdo localizados em regides que contém genes ou
Modelos de Genes com fungdes de protecdo das plantas a estresses ambientais, incluindo
estresse hidrico. Estes QTLs ainda precisam ser validados em um conjunto maior de linhagens,
para avaliar a sua aplicacdo em programas de selecéo assistida por marcadores moleculares para
tolerancia a seca no melhoramento de milho.
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ANEXO |

Figura 1 - Manhattan Plot do estudo de Associacdo Gendmica para diferenca nos valores caracteristicas avaliadas com e sem estresse hidrico onde
A, B e C representam respectivamente: Diferenga na Altura de Espiga, Diferenca no Peso de Gréos por Parcela e Diferenca na
Umidade dos Graos para Jardindpolis-SP e D e E representam respectivamente: Diferenca na Altura de Planta, e Diferenca no Peso
de Gréos por Parcela para Sorriso-MT. A linha horizontal vermelha indica o ponto de corte para 0,1% de probabilidade.
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Tabela 1 - Resultados da Andlise de Variancia das diferencas entre as caracteristicas avaliadas
com e sem estresse hidrico.

Local Caracteristicas GL Gendtipo GL Residuo QM Gendtipo QM Residuo PROB
AP100 73 118 16.71 22.65 100.0
APGP 73 141 992,920.87 275,366.19 <0.01
Sorriso APROL 73 136 0.1036 0.0366 <0.01
AAIt Plant 73 145 734.20 90.09 <0.01
AAlt Esp 73 145 317.44 52.39 <0.01
AP100 72 108 100,484.26 16,030.51 <0.01
APGP 72 106 1,686,073,529.94 514,670,289.09 <0.01
Jardinopolis AUG 61 79 33.00 4,92 <0.01
AAIt Plant 72 141 1,125.74 122.12 <0.01
AAlt Esp 72 141 406.97 57.50 <0.01
Fonte: Do autor (2020).

GL Gendtipo=graus de liberdade do gendtipo; GL Residuo=graus de liberdade do residuo; QM

Genotipo=quadrado
PROB=probabilidade.

médio

do

genotipo;

QM  Residuo=quadrado

médio do

residuo;
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ANEXO 111

Tabela 2 - Resultados da Andlise de Regressdo Multipla dos marcadores moleculares
associados a 0.1% de probabilidade na anélise de Modelos Lineares Mistos e a
diferenca nos valores das caracteristicas avaliadas com e sem estresse hidrico.

Local Caracteristica Marcador Cromossomo  Posicdo  R2 (%) P-valor
10K06573 7 88548758 00,2054 <0,0001

APGP 10K13323 3 192799311 0,4223 <0,0001

10K 09522 6 133575442  0,5063  0,0012

Jardindpolis 10K07174 8 67034962 0,2505  0,0025
AUG 10K02922 2 197548923 0,3446  0,0006

10K03498 3 97976555 0,4351  0,0031

AAlt Esp 10K00004 1 7987927  0,0923  0,0081

. APGP 10K04703 4 178596640 0,2164  0,0002
Sorriso 10K08801 1 223351538 0,3518  0,0003

AAlt Plant 10K04283 4 30467312 0,0978  0,0063
Fonte: Do autor (2020).

R2=coeficiente de determinagdo; PROB=probabilidade.
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ANEXO IV

Tabela 3 - Genes candidatos ou regido gendmica vinculada aos polimorfismos de SNPs mais fortemente associados a tolerancia ao estresse hidrico.

Local Caract. Avaliada Cromossomo  Inicio Fim Modelo de Gene  Gene Descricdo do Gene
7 88533046 88549640 GRMZM2G126170 uncharacterized
APGP 3 192795015 192801094 GRMZM?2G116700 atgl8f autophagy-related protein 18f [Zea Mays]
6 133574533 133578647 GRMZM2G131609 LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase [Zea Mays]
Jardinopolis 8 67033198 67034788 GRMZM2G022101 indole-3-acetate beta-glucosyltransferase [Zea Mays]
AUG 2 197544698 197551487 GRMZM?2G014917 ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 2 [Zea Mays]
3 97975251 97982164 GRMZM2G063306 Yys3 protein zinc induced facilitator-likel [Zea Mays]
AAlt Esp 1 7980584 7991204 GRMZM2G092481 ankyrin repeat protein [Zea Mays]
_ APGP 4 178596028 178607782 GRMZM2G053766 uncharacterized
Sorriso 1 223350470 223352163 GRMZM2G047153 DNAJ heat shock family protein [Zea Mays]
AAlt Plant 4 30459788 30474790 GRMZM2G007734 polyadenylation and cleavage factor homolog 4 [Zea Mays]

Fonte: Do Autor (2020).

Caract. Avaliada= Caracteristica Avaliada.
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ANEXO V

Titulo

Tutorial para Anélise de Associagdo Gendémica Ampla (GWAS) por meio da ferramenta
TASSEL na rotina da Empresa LongPing HighTech

INTRODUCAO

A utilizacdo de ferramentas da bioinformatica vem se tornando uma pratica comum no contexto
de ensino, pesquisa e empresarial. A importancia da GWAS para a obtencdo de gendtipos
superiores é uma realidade e ha muita expectativa em relacdo aos ganhos efetivos que esta
tecnologia pode proporcionar para esta empresa. Entre as ferramentas utilizadas, optou-se pela
analise de associacao utilizando Modelos Lineares Mistos (MLM) no programa TASSEL. Uma
das grandes precaucdes associadas a sua utilizacdo € que exista uma rotina bem delineada e
livre de possiveis efeitos imprevistos nas analises. Para isto, o Laboratorio Integrado de
Anélises Genbmicas de Cravinhos (iCGA) vem trabalhando sobre um workflow que tem se
mostrado bastante adequado para os interesses e principios do grupo LongPingHighTech. Este
produto técnico, atrelado ao trabalho de conclusdo de curso de Mestrado Profissional, é
elaborado em um bom momento, uma vez que a padronizacdo das atividades e a sequéncia
I6gica das execucgdes tém grande relevancia para a otimizagdo dos resultados alcangados. A
partir da préxima secdo, este tutorial serd apresentado de forma bastante objetiva e sintética,
favorecendo, aos olhos desta equipe, a melhor maneira de apresentagdo encontrada. O objetivo
central deste tutorial é fornecer um caminho seguro e eficaz para que o time de pesquisa possa
percorrer, chegando com precisdo ao melhor destino em suas analises de rotina. Assim, uma
vez que este documento ja se encontra implantado e em pleno funcionamento na empresa,
espera-se que siga propiciando boas diretrizes para o planejamento no &mbito da pesquisa e

desenvolvimento de genotipos superiores
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Tutorial

ANALISE DE ASSOCIACAO GENOMICA AMPLA (GWAS), UTILIZANDO
TASSEL

Elaborado por:  Revisado por:  Aprovado
POr: ivan Schuster

R ta B ]
enata Bomfim Ivan Schuster em 09/06/2020

*ESCcopo:

Este é um tutorial que exemplifica uma rotina de trabalho de bioinformética para analise de associacéo
entre marcadores SNPs e QTLs, em uma populacdo de mapeamento, para uma caracteristica desejada
utilizando-se MLM no programa TASSEL. Este material é utilizado pelo Laboratério Integrado de
Anélises Gendmicas de Cravinhos (iCGA) em andlises de rotina.

Termos/Abreviaces e suas definicoes:

Termo Definigéo
GWAS Genome-Wide Association Study (Estudo de Associagdo Gendmica Ampla)
iCGA Integrated Cravinhos Genome Analysis (Laboratério Integrado de Analises

Gendmicas de Cravinhos)

EPI Equipamento de Protecdo Individual

SNPs Single Nucleotide Polymorphism (Polimorfismo de Nucleotideo Unico)

QTLs Quantitative Trait Loci (Locos controladores de caracteristicas quantitativas).

MLM Modelos Lineares Mistos
Trait Analysis by Association, Evolution and Linkage (Programa utilizado para

TASSEL analises de Associacdo Gendmica, Coeficientes de Parentesco e Desequilibrio de

Ligacdo).

-GBS Target genotyping-by-sequencing (Genotipagem por Sequenciamento Alvo-

Direcionado)

DMS Document Management System (Sistema de Gerenciamento de Documentos)
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Para anélise de GWAS no programa Tassel, & necessario preparo de trés arquivos de

Passo a >
Passo dados, no formato (txt) — texto separado por tabulacéo:
v Arquivo de dados Genotipicos.
v Arquivo de dados Fenotipicos.
v Arquivo com a estrutura de Populagdes.
1 i.  Abrir o arquivo contendo os dados genotipicos obtidos a partir da anélise de
Preparo dos sequénciamento (t-GBS).
dados O arquivo contém as seguintes informacdes: nome do marcador (Marker), cromossomo em
Genotipicos | dUé este marcador esta localizado (Chr), posicdo no cromossomo (Pos), identificacdo das

amostras genotipadas (Gen 1, Gen2...) e o genétipo de cada marcador (Figura 1):

A B C D
1 Marker Marker 1 Marker 2 Marker 3
2 Chr chrl chrl chrl
3 Pos 0 1 2
4 Geno 1 AA T GG
5 Geno 2 AA T GG
6 Geno 3 AA A- AA

Figura 1: Tabela obtida a partir do sequénciamento (t-GBS).

ii.  Preparar o arquivo hapmap a partir do arquivo obtido no passo (i).
Colar transposto as informagdes acima em um novo arquivo Excel.

O novo arquivo precisa ter todas as colunas identificadas, como no exemplo abaixo (Figura
2), seguindo-se o nimero de colunas até finalizar o nimero de gendtipos.

A B C D E F G H | J K L M N (0]
1 st alleles chrom pos strand  assembly# center protlSID assaylLSID  panel QCcode  Geno 1 Geno 2 Geno 3 Geno 4
2 | Marker 1 AT chr1 o] + NA NA NA NA NA NA AA AA AA AA
3 | Marker 2 T/G chrl 1 + NA NA NA NA NA NA T T WA T
4 | Marker 3 G/A chrl 2 + NA NA NA NA NA NA GG GG AA GG

Figura 2: Tabela formatada para entrada no programa TASSEL.

Identificar a coluna que contém o nome dos marcadores como “rs#” (sem espaco).

A coluna “alleles ” deve ser preenchida com os alelos correspondentes a cada marcador
utilizado na analise. Esta informacao esta contida em um documento localizado no DMS.
Para associagdo correta entre as colunas de cada documento, utilizar a formula “=PROCV*
do Excel.

O cabegalho da coluna “Chr” deve ser substituido por “chrom”. As informag¢des da coluna
podem ser mantidas conforme documento anterior.

A coluna “pos” pode ser mantida com cabegalho e informa¢des do documento anterior.

A coluna strand (fita) deve ser preenchida, para plantas, sempre na mesma orientacao (+)
para todos 0s marcadores.

»

Para as colunas: “assembly#, “center”, “protLSID”, “assayLSID”, “panel” e “QCcode”
preencher com NA.

Dados perdidos (./.) devem ser codificados como “??”.

Salvar o Arquivo como “nome.hmp”, no formato (txt); exemplo: “Markers.hmp.txt”.
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2 Os dados fenotipicos obtidos devem ser planilhados seguindo a formatacgéo da Figura 3:
Preparo dos
dados

Fenotipicos A B C
1 | «<Traits>  AltEsp  AltPlant
2 | Genol 10.5 11.07
3 | Geno2 8.87 4.12
4 | Geno3 3.71 9.38

Figura 3: Tabela formatada com dados Fenotipicos.

A primeira linha da primeira coluna deve ser identificada como <trait> para o programa
entender que trata-se do dado fenotipico.

A primeira coluna identifica os nomes das linhagens/variedades (sem espago no nome).

As colunas seguintes contém os dados fenotipicos, com a identificagdo da caracteristica
avaliada na primeira linha (sem espago no nome).

De carater obrigatorio, utilizar como separador decimal o ponto.
Nao considerar a unidade de medida da caracteristica na tabela; exemplo: cm.

Salvar o arquivo no formato (txt); exemplo: “Traits.txt”.
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3
Arquivo
contendo a
Estrutura de
Populacdes

O arquivo “Q” com a estrutura da populagdo deve ser obtido previamente usando o
programa Structure, Instruct ou Admixture. Neste contexto, deve-se seguir o procedimento
para Analise de Estrutura de Populac@es localizado no DMS.

O arquivo “Q” (Obtido pela analise de Estrutura de PopulacGes) para entrada no programa
TASSEL deve ter o formato exemplificado na Figura 4:

A primeira linha deve conter <Covariate> na primeira coluna para o programa entender
gue se trata de uma covariavel.

A primeira coluna contém os nomes dos gendtipos, identificados na segunda linha do
arquivo com <Trait>. Pode-se usar o nome das linhagens/variedades (sem espago no
nome).

As demais colunas contém o nimero de grupos em que a populagéo esta estruturada, e a
probabilidade de cada individuo pertencer a cada grupo. Os cabecalhos de cada coluna
contém a identificagdo “Qn”, onde ‘n” ¢ o numero do grupo.

A B C D E F
1 |<Covariate>
2 |<Traits> a1 az2 a3 Q4 as
3 |Genol 0.00001 0.00001 0.9999¢ 0.00001 0.00001
4 |Geno2 0.280231 0.154537 0.450986 0.00001 0.114236
5 |Geno3 0.00001 0.00001 0.99996¢ 0.00001 0.00001

Figura 4: Tabela formatada com dados do arquivo “Q”.

O arquivo deve ser salvo no formato (txt); exemplo: “MatrizQ.txt”.
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4
Analise
MLM

utilizando-se
TASSEL

Abrir o programa TASSEL.

(Lower ...

i- Leitura dos Dados

Clicar em File/Open (Figura 5).

(£ TASSEL (Trait Analysis by aSSociation, Evolution, and Linkage) 5.251

File| Data Impute Filter Analysis Results GBSv2 GBS Workflow PHG
Open | 2|
<3 Open As...

@ saveAs...

M Delete Dataset

82 Preferences

[ Show Parameter Cache
Exit

Figura 5

Selecionar os trés arquivos gerados a partir dos passos 1, 2 e 3 deste tutorial, pode-se fazer
a selecéo dos trés arquivos simultaneamente (Figura 6).

&
File Data Impute Filter Analysis Results GBSv2Z GBS Worklliow PHG
[} Data -
D Result
|£/Open %
- [ [= loo]o—
LookIn: | GWAS - EE E bo| b=
i) [y Markers.hmp.txt
[y matriza.txt
[ Traits.txt
File Name:  [Markers.hmp b "MatrizQ.bd™ Traits.bd”
Files of Type: |All Files X
Figura 6

Apos a selecdo os arquivos aparecerdo na primeira janela do lado esquerdo do programa
(Figura 7).

|| TASSEL (Trait Analysis by aSSociation, Evolution, and Linkage) 5.2.51

File Data |mpute Filter Analysis Results GBSv2 GBS Workflo

-

[JData ~| | @ site Nurr
fatrin \ ‘ ] =
¢ /A=3 Numerical \
I."'lr [ Traits \'. | |0
| ) matriza |
% [ Sequence |
\ O halkers-_ /
[ Regutt /
= Geno
T Geno
|Nu'n:erorta:ca: 84 =] :_zenn

Figura 7
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ii- Filtro dos Dados

Filtrar o Arquivo com o Fen6tipo, para analisar uma caracteristica por vez (Figura 8).

Selecionar o arquivo que contém os fendtipos “Traits ”, clicar em Filter, clicar em Traits,
desmarcar as caracteristicas que ndo serao analisadas, mantendo apenas umae a
informagdo “Taxa” marcadas (Figura 9).

Clicar em OK, o arquivo temporario: “Filtered_Traits” com os dados fenotipicos foi criado
(Figura 10).

|8 TASSEL (Trait Analysis by aS5ociation, Evolution, and Linkage) 5.2.51

File Data |mpute Eilter| Analysis Results GBSvZ GBS Workflow PHG

-] Data T Filter Genotype Table Sites Taa | Tram | Traz |
¢ = Numerical P Fitter Genotype Table Taxa  |Genol 105 11.07|
[ matiza Geno2 | 8.87] 4.12|
[ fraits | ?'l'l'ﬂi 1Geno3 | EXA| 9.38|
Not Refammended Ganad | 5.5 457|
¢ (] Sequence ¥ Si'e5|Eudu¢e raits or change properties | | 5.02] 6.55|
D) markers ) |Genod 10.66] 10.09|
[ Resutt ¥ site Names |Geno7 | 4.97| 22|
b= Taxa |Geno@ | 4.97] 22|
Genog 10.94] 5.76|
| |Genat0 | 3.88] 8.15|
= |Geno11 | 11.41] 113
Gann1? m n
Figura 8
8 1451 | & Filter Traits / Modify Trait Properties %
File [
Matrix
D) no Trait I Type Include
Nume Taxa [taxa v]
[ 7 Traitt data v
INLE Trait2 data |
) Fily
) il
[} ma
ISequel
4
Table
INumb:
INumb:
Matrix
Trai
Exclude Selected ‘ Include Selected |
| Exclude All Include All
| Change Selected Type lo Data |
| Change Selected Type to Covariate
; |
cdlass n| oK Cancel
Figura 9

&= TASSEL (Trait Analysis by aSSociation, Evalution, and Linkage) 5.2.51
File Data |mpute Filter Amnalysis Results GBSv2 GBE Workflow PHG

-7 Data = Taxa Traitl |
¢ =3 Mumerical Genol | 105
[ Matrizcy Geno2 | 8.87|

Geno3 371

D Trails = T =

. Genod 5.5

[ Fitered_Traits| Genos | 5.02]

% [ Sequence Genob | 10,66,
|:‘| Markers Geno? | 487

D Rasult Genod 4.97
Genod | 10.94

. | Geno10 | 388

= |Geno11 | 11.41]
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Figura 10

Filtrar o Arquivo de Estrutura de Populagdes.

Selecionar o arquivo que contém a estrutura da populacdo “MatrizQ”, clicar em Filter,
clicar em Traits, desmarcar o Ultimo grupo da Matiz Q e clicar em OK. (Figuras 11 e 12).

|4 TASSEL (Trait Analysis by aSSociation, Evolution, and Linkage) 5.2.51
File Data Impute {mr Analysis Results GBSv2 GBS Workflow PHG

] Data P Fitter Genotype Table Sites | Taxa a1 |
¢ CINumerical | ¥ Filter Genotype Table Taxa  |Genot | 0
) Traits Geno2 ! 0.28
—_ 1Geno3 0
D) Finerea_¢— Z% =~ = foono . 5293
MatrizQ Exclude traits or change properties | | |
¥ Ssites ; S— 4
? equence |GenoB | 0
[ Markers Y site Names |Geno7 | 0
[ Result P= Taxa {Geno8 | 0.931)
[ ‘ 1Geno? 0.077
(<] Geno10 { i
1= AIGeno11 | 0.909
Figura 11
LT Jj (& Filker Traits / Modify Trait Properties *®
| File
|=] Dat .
= Trait Type | Include
Tana taxa |
01 covariate Il
Q2 covariate | [w]
Q3 covariate vl
¢ 7104 covariate [w]
Qs covariate
[ Res
able T)
Humbey
Humbel
M atrix 5
Trai
| Exclude Selected | Include Selected
| Excugean | | mcudean
’ Change Selected Type to Data
Change Selected Type to Covariate
4 : [ .
class ng P OK | | cancel |
Figura 12

O Arquivo temporario: “Filtered_MatrizQ” com os dados da estrutura de populagéo foi
criado (Figura 13).

(44 TASSEL (Trait Analysis by aSSociation, Evolution, and Linkage) 5.2.51
File Data |mpute FEilter Analysis Results GBSvZ GBS Workflow PHG

-7 Data 2 Taxa e |
¢ =3 Mumaerical Genal | of
D Trails Gena | 0.28
. Genad 0
[} Fittered_Traite Genod 0_293:
[ Matrizo Genos [ 0]
[} Firteraa_matrizo) GenoG | o
¢ 3 Sequence '\ Gena; | ggu'
Geno 0.931
Markers t 1
D e Genod | 0.077)
D Resul | Genald

1
L= “lGenott | 0.909]
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Figura 13

iii- Geracdo da Matriz de Parentesco Kinship

Marcar o arquivo com os dados genotipicos “Markers”, clicar em Analysis, clicar em
Relatedness clicar em Kinship (Figura 14).

(s TASSEL (Trait Analysis by aSSeciation, Evolution, and Linkage) 5.2.51
File Data jmpute Fiter | Analysis | Results GBSv2 GBS Workllow PHG
-] Data Diversity  » 2] ® Site Numbers ( Locus C) Site Name () Allele
[ matrix Relatedness ®| == Distance Matrix =
% ) Numerical Association | "T" Kinship Lﬁz
[y Traits : ae
- \9‘ Cladogram oIt
[} Matiz A, Pedigree Relationship Matrix § H
[y Fitterea_Traits ) Sk
H Combined A and G Relationship Matrix -]
[ Finerea_mMatriza |:=- wos 5a
¢ [ Sequence — B3
[ Markers i pea FAH]
I T
[ Resun f Remove NaN From Distance Matrix T
Number of taxa. 84 ~ Subtract Distance Matrix [T]
Number of sites: 7094 Add Distance Matrix
Taxa ldentity Recognition
fChromasomes.
| | Geno?
- 19748 citas Genod
Figura 14

Selecionar o método de anélise “NORMALIZED IBS” (Identidade por semelhanga
normalizada) e clicar OK, a matriz temporéria de parentesco foi criada com o nome

-

30: 217
31: 217
32: 217
33: 218
34: 219
35: 220
36: 220
37: 220

Kinship method |Normalized_IBS -
Ceqtered_ls S

me

_Center o&_lBs \
e ized_IBS

Defaults || UserManual |

Geno16
Genoi7

Figura 15

(£ TASSEL (Trait Analysis by aSSeciation, Evolution, and Linkage) 5.2.51
File Data |mpute Filter Analysis Resulls GBSv2 GBS Workflow

[ Data - Taxa
¢ [ Matrix Genol
[ Normalized_IBS_Markers GenozZ
¥ (=3 Mumerical Genod
[ Trait | |Gensa
= Genos
[ Matrizn Genoh
D Fillarad_Traits GenoT
[ Fiterea_matriz0 Genod
3 Sequence Genod
’ . | |cenat0
D Markess 1~ “feenot
Genol2
[Facte e Disance Mati Gonot3
Figura 16
. o L.
iv- Unido dos dados para Anélise MLM

Unir os arquivos com os dados genotipicos, fenotipicos e de estrutura de populacfes em
um dnico arquivo.
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Selecionar os arquivos filtrados de dados fenotipicos e estrutura de populacéo, e o arquivo
de marcadores, com a tecla Ctrl pressionada. Clicar em Data e clicar em Union Join
(Figuras 17 e 18).

(#5 TASSEL (Trait Analysis by aSSociation, Evolution, and Link:
File Data |mpute Filter Analysis Results GBSv2

3 Data -
¢ 3 Matrix
[\ Normalized_IBS_Markers
¢ (=3 Numerical
) Traits
D) matriza
[ Finereq_Tras|
[ Finered_MatrizQ
¢ 3 Sequence )
[ Markers -
Figura 17
(4 TASSEL (Trait Analysis by aSSociation, Evolution, and Linkage) 5.2.51
File [E Impute Filter Analysis Results GBSv2 GBS Workfic
ﬁ |B Get Taxa List faed| ® Site Nur
¢ O [E GetPosition List =
¥ Sort Taxa Alphabetically ‘ G
P 0 % sortGenotype File P —
£+ Synonymizer
@ Intersect Join
| @ union Join
oo ¥ Merge Genotype Tnbh}:' ! bkt 1
3 Separate ,,',‘,D@“@!‘EDJ,E’,'!‘Q}?’,E‘!. Gen
. B Homozygous G [ G Gen¢
UM B Change Indels to Unknown = Gent
INum | Gent
B  SetLowDepthGenosToMissing { Gen(
Chro 745 Transtorm Phenotype M Gen¢
0..1 Numerical Genotype Gen
1:12 Gen(
o 71 B ABH Genotype Gen
B Thin Sites by Position Geno
2‘2:2 l_ Cluster Genotypes g::g
' Mask Genotype | Geno
388 47 Find Inversions hd| Geno
[T % Create Hybrid Genotypes ] g::g
#-| Geno Summary Geno
Geno

Figura 18

Um novo arquivo com todas as informagoes seré criado, com 0 nome dos arquivos
originais ligados pelo sinal de + (Figura 19).

(44 TASSEL (Trait Analysis by aSSociation, Evolution, and Linkag
File Data jmpute Filter Analysis Results GBSv2

¢ 3 Matrix & |
D Normalized_IBS_Markers ‘N

¢ 3 Numencal
D Traits
) matriza
[ Fitered_Traits ‘
[ Fittered_matriza |E
[ Markers + Filtered_MatrizQ + Filtered_Traits|

¢ (=] Sequence =

< [ I3

Figura 19

V- Analise MLM

Com a Tecla Ctrl pressionada, selecione o arquivo criado no passo acima e o arquivo
Kinship - “Normalized_IBC_Markers” - Clicar em Analysis, clicar em Association e clicar
em MLM (Figuras 20 e 21).




&= TASSEL (Trait Analysis by aS5ociation, Evolution, and Linka
File Data |mpute Filter Analysis Results GBSv2

- =3 Matrix El
#- =3 Numerical

D Traits

[ matrizn i

[} Fittered_Traits
[ Fittered_matriz:

[y Markers + Filterad_MatrizQ + Fitared_Traits
% 3 Sequence

el
] 1 1+
Figura 20
(44 TASSEL (Trait Analysis by aSSociation, Evolution, and Linkage) 5.2.51
File Data impute Filter $| Resulls GBSv2 GBS Workflow PHG
¢ 3 Matrix a1 Q2
[} Normatized [ 0
Numerical | 0
ol ey 0909 0023
L 0.255) 0.107)
) matniz0 (8] wei u ! ol 3
D) Finered_Traits |Association analysis using mixed model!
% Genomic Selecton | g5
) Fiered_tatriz0 |
[ arkers » Fierea iamaal s Fiar & StePwise T
? (3 Sequence B rast 0 7
< 1 V VCAP Scan I 0.035] — o021
e T1Geno2 0.28 0155
Figura 21

Nas duas telas seguinte clicar em Run e Okay (Figuras 22 e 23).

D ——— T :
al - ~ Zaal TG
e By catault 31l output will e output is 1z
L3 MLM Options - :Ig e memary 354 vatacl fo TASSEL and causs TASSEL fo ash. 100 ik i coutd
I blem. o to write the output fo a text e instead. Enter only the fil
Compression Level JATG:  oase name Toe cutasetame nd e bpe wil b aspandsd when h roor s saved
| 2 Optimum Level ATG
| ATG!
) Custom Levet: | ATG!
S ATG!
® No Compression ATC!
= ATG: (] e cutput o e
ATG!
™1 Variance Component Estimation ATG | 0utputbase e name: Browss
1 ® P30 (estimate once) ATG
ATGI -
() Re-estimate after each marker ATGI U
ATG!
| Run | Cancel Help Me Choosa  [AG4
3 . - ]
.2 e = or o alhS okay |
0.789 001 0087 0025 3652 ATG/
Figura 22 Figura 23

Os arquivos de Residuo, Estatistica e Efeitos seréo criados (Figura 24).

| &4 TASSEL (Trait Analysis by aSSociation, Evolution, and Linkage) 5.2.5
File Data Impute Filter Analysis Results GBSv2 GBS

LD Filtered_MatrizQ =l
|

[

|

D Markers + Filtered_MatnizQ + Filtered_Traits
equence
) markers

jAssociation

D Resiguals for Trait B
D MLM_statistics_for_Markers + Filtered_MatrizQ + Fi
[ MLM_effects_for_Markers + Filtered_Matriz + Filte ~
F ] o [ |

able Title: Phanotype |
Figura 24
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5

Exportacio
dos dados
gerados

i- Para exportacdo dos dados Estatisticos, Efeitos e Residuos sequir o passo
abaixo:

Selecionar cada um dos arquivos gerados, clicar em Results, clicar em Table, exportar 0s
arquivos no formato desejado e salvar no local desejado (Figura 25).

(#4 TASSEL (Trait Analysis by aSSociation, Evolution, and Linkage) 5.2.51
File Data Impute Filter Analysis M\ GBSv2 GBS Workfio

) Filtered_MatrizQ EH Table |
[\ Markers « Filtered_MatrizQ + Filtered| 'y Archaeopteryx Tree 1|
Sequence K LD Piot ::
[ Markers bl chart 1|
ur [Z aaPpiot 1|
Association 4. Manhattan Plot ‘“.
[\ Residuals for Trait1 2oro |
(1) MLI_statistics_for_Markers + Filterad_MatrizQ + Fil Tiant
D7!,&M_eﬂeds_far_markers + Filtered_MatrizQ « Fllte'yj Trait1
o 1 | 1] Trait1]
Trat1

Figura 25

OBS: Em alguns casos, quando a configuracdo do computador usa virgula como separador
de decimais, ao abrir o arquivo salvo desta forma no Excel, a configuragdo dos nimeros
fica errada. Uma forma simples de contornar sem alterar a configuracdo do computador é
copiar os dados diretamente na tela do Tassel e colar em um arquivo Excel. Neste caso, 0s
cabecgalhos ndo podem ser copiados e precisam ser digitados no Tassel (Figura 26). Apds o
preenchimento manual do cabecalho, copia-se o restante da tabela e cola-se na mesma
planilha do Excel (Figura 27).

| File Dota impute FWer Analysis Results GBSv2 GBS Workflow PHG

Trait ~ Mark Che P o F 3 add_effect | _add F | addp | dom
M lah Nal
HArquivo Pagii LC_Z Inser Dese LDG: Layo Form Dad¢ Revit Exibi Dese Suph Ajud JIMP O Pr»
v = [ Formatagio Condicional - =
I (& (5] % | Eom ® || °
- - M- [ Formatar como Tabela = =
H colar Fonte | Alinhamento | Nimero Celulas | Edigio
H . S S o o [ estilos de Célula - - N
Area de Transf. g Estilos. ~
K14 - Je -
A B c D E F G H I [~
1 |Trait Marker  Chr Pos df F [ add_effect add_F 3
2
B
3
4
5
6
narkers. B
M frait = mean + Q1+ Q2 + 3 + Q4 + marker
8
El -
Planilhal [ &) i v
pronto 3 W exibie Configuragd H = O - 1 + 100%
Figura 26
Fie Data |mpute fiter Apalysis Results GBSv2 GBS Workflow PHG
S [ Tana | waer o Pos | a F | o a0_enect | _aca F 0ip | o
Salvamento Automético (& »  Pasta.  RenataBomfim
Arquivo Pagil LC_Z Inser Dese LDG: Layo Form Dad¢ Revie Exibi Dese Supl Ajud JMP 0O P
A A = % . =i} bl
m- Fonte | Alinhamento | Nimero Células | Edigso
Areadetoanst n || Egtis ~
] 810 v X v K Marker 2 v
A B C D E F G H |
1 Trait Marker  Chr Pos df F P add_effect add_F
2 Trait1  None 0 NaN NaN NaN NaN
3 Trait1  Marker1 1 0 1074999 0389481 NaN NaN
4 Trait1  Marker2 1 1 1 0059807 0.807527 NaN NaN
5 Traitl  Marker3 1 2 1 0059807 0.807527 NaN NaN
6 Traitl  Marker4 1 3 2 0608202 0547263 NaN NaN
7 Trait1  Marker5 5 4 2 0257742 0773546 0.2743671 0.175(
8 Trait1  Marker 6 1 5 0 NaN NaN NaN NaN
9 Trait1  Marker7 1 6 1 0159721 0.690648 NaN NaN
Planilha1
£d | BFeobi figurag H OE M - +

Figura 27
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ii- Descricéo dos dados estatisticos obtidos.
Traitl Marker Chr  Pos df F P add_effect Add_F add_p dom_effec dom_F dom_p errordf MarkerR2 GeneticVar ResidualVar -2Lnlikelihood
Traitl  None 0 NaN NaN NaN NaN NaN NaN NaN NaN 71 NaN 1.97E-04 19.703253 407.3073113
Traitl Marker1 1 0 1 0.74999 0.38948 NaN NaN NaN NaN NaN NaN 75 0.01019 1.97E-04 19.702253 407.3073113
Traitl Marker2 1 1 1 0.05981 0.80753 NaN NaN NaN NaN NaN NaN 75 8.13E-04 1.97E-04 19.703253 407.3073113
Traitl Marker3 1 2 1 0.05981 0.80753 NaN NaN NaN NaN NaN NaN 75 8.13E-04 197E-04 19.703253 407.3073113
Traitl Marker4 1 3 2 0.6082 0.547206 NaN NaN NaN NaN NaN NaN 75 0.01653 1.97E-04 19.703253 407.3073113
Traitl Marker5 1 4 2 0.25774 077355 0.27436709 0.1757 0.67644 2.80015715 0.38342 0.53785 75 0.007 1.97E-04 19.703253 407.3073113
Traitl Marker6 1 5 0 NaN NaN NaN NaN NaN NaN NaN NaN 75 o} 1.97E-04 19.703253 407.3073112
Traitl Marker7 1 6 1 0.15972 0.69065 NaN NaN NaN NaN NaN NaN 75 0.00217 1.97E-04 19.703253 407.3073113
Traitl Marker8 1 7 1 0.18946 0.66473 NaN NaN NaN NaN NaN NaN 75 0.00257 1.97E-04 19.703253 407.3073113

Figura 28 — Arquivo “Statistics” obtido pela Analise MLM — TASSEL.

Coluna Descrigdo

Traitl Nome do Trait

Marker Nome do Marcador

Chr Numero do Cromossomo

Pos. Posi¢do do marcador no cromessomo
df Graus dre liberdade

F Valor da estatistica F

p Probabilidade associada ao teste de F

add_effect Effeito aditivo. Neste exemplo a maior parte dos marcadores nao apresenta valor, pois trata-se de linhagens homozigotas na maioria.
Add_F Valor da estatistica F para o efeito aditivo

add_p Probabilidade associada ao teste de F para o efeito aditivo

dom_effec Effeito de dominancia. Neste exemplo a maior parte dos marcadores nao apresenta valor, pois trata-se de linhagens homozigotas na maioria.
dom_F Valor da estatistica F para o efeito de domin&ncia

dom_p Probabilidade associada ao teste de F para o efeito de domin&ncia

errordf Graus de liberdade do residuo

MarkerR2 Valor do R2 de cada marcador
GeneticVar Varidncia Genética da popjulagdo
ResidualVar ~ Variancia residual

-2LnLikelihood Valor de -2 vezes o Ln da verossimilhanga

Figura 29 — Descrigdo do significado dos dados contidos nas colunas do Arquivo.

Para geracdo do Mahattan Plot, selecionar o arquivo “MLM_statistics...’,
clicar em Results e clicar em Manhattan Plot (Figura 30).
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Figura 30

Apos a geracao do “Manhattan Plot”, este, pode ser salvo preferencialmente em formato
“JPG”, clicando-se em Save e selecionando o local desejado (Figura 31).
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Apos o procedimento aplicado, com os resultados obtidos, realizar a interpretacdo dos
dados conforme os objetivos do projeto em analise.

CONSIDERACOES FINAIS

E importante destacar que este Tutorial vem sendo utilizado, desde 2019, pelo Laboratdrio de
Pesquisa de Cravinhos/SP como ferramenta de analise de bioinformatica, com o objetivo de
realizar Analise de Associacdo Gendmica (MLM -TASSEL) em caracteristicas de interesse
para a Companhia — LongPingHighTech. A percepcéo de utilidade deste documento tem sido
altamente produtiva, uma vez que otimiza o tempo necessario para as analises de rotina da
empresa e assegura uma execucao padronizada, bem como os resultados obtidos.

Para os proximos anos, acredita-se que a sua adocao seja implementada de forma definitiva e
que o treinamento de novos usuérios da empresa seja facilitado, bastando o seguimento dos
passos enumerados. Adicionalmente, controle de qualidade dos dados poderia ser facilmente
adotado, uma vez que analises possam ser realizadas em mao-dupla, envolvendo tanto o
aprendiz quanto o treinador, e os dados finais comparados, com a finalidade de detectar
possiveis equivocos no procedimento.

Por fim, é relevante ressaltar que a revisdo deste documento tem sido realizada anualmente,

com 0s ajustes necessarios para a melhoria das saidas de dados.



