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RESUMO

O deficit hidrico é um dos fatores que mais impactam negativamente a producdo agricola.
Caracteres do sistema radicular como comprimento, area superficial, volume e massa sdo
considerados de suma importancia em estudos sob condicGes de restricdo hidrica, pois
desempenham um papel central no crescimento da planta, na alocacéo e aquisi¢ao de recursos
do solo. Portanto, a identificacdo de regifes gendmicas e/ou genes associados a expressao do
sistema radicular sob déficit hidrico deve possibilitar programas de melhoramento tracarem
estratégias mais eficazes na obtencdo de gendtipos tolerantes. Neste sentido, objetivou-se no
presente estudo, identificar marcas e/ou regides gendmicas em milho tropical associadas as
respostas do sistema radicular em condi¢Bes contrastantes de suprimento hidrico. Sete
caracteres de raiz de milho tropical em estadio fenoldgico V6 (seis folhas completamente
expandidas) foram avaliados dentro de um painel publico de diversidade composto por 360
linhagens em condicBes de suprimento de agua ideal (WW) e de déficit hidrico (WS). Este
painel foi avaliado em dois experimentos ao longo de dois anos (2020 e 2021). O
mapeamento associativo (GWAS) foi conduzido para cada carater sob as condi¢cdes de WW e
WS pelo método da Unificacdo de Probabilidade Circulante de Modelo Fixo e Aleatério
(FarmCPU). Foi realizado anotacdo de genes candidatos para aqueles caracteres com SNPs
significativos por meio do MaizeGDB, com base no genoma de referéncia B73 RefGen_v4.
Foram identificados 23 SNPs em associacdo a todos os caracteres do sistema radicular de
milho tropical, nas duas condi¢des de suprimento de dgua, sendo 12 destes expressos somente
em WW, quatro associados a caracteres em WW e WS e sete exclusivos a WS. Esses genes
estdo associados a respostas fisiologicas e mecanismos moleculares relacionados a tolerancia
ao déficit hidrico que podem ser explorados em estudos subsequentes, assim como por

programas de melhoramento voltados a obtencéo de genotipos para essa condicéo.

Palavras-chave: Zea mays L.; estresse abiotico; fenotipagem de alto rendimento; GWAS.



ABSTRACT

Water deficit is one of the factors that most negatively impact agricultural production. Root
system characters such as length, surface area, volume, and mass are considered of paramount
importance in studies under water restriction conditions, as they play a central role in plant
growth, allocation, and acquisition of soil resources. Therefore, the identification of genomic
regions and/or genes associated with the expression of the root system under water deficit
should allow breeding programs to outline more effective strategies for obtaining tolerant
genotypes. In this sense, the objective of the present study was to identify marks and/or
genomic regions in tropical maize associated with the root system's responses in contrasting
water supply conditions. Seven characters of tropical maize root in the V6 phenological stage
(six fully expanded leaves) were evaluated within a public diversity panel composed of 360
lines under ideal water supply (WW) and water deficit (WS) conditions. This panel was
evaluated in two experiments over two years (2020 and 2021). The associative mapping
(GWAS) was conducted for each character under the conditions of WW and WS by the
method of the Circulating Probability Unification of Fixed and Random Model (FarmCPU).
Candidate genes were annotated for those characters with significant SNPs using MaizeGDB,
based on the reference genome B73 RefGen_v4. 23 SNPs were identified in association with
all characters of the root system of tropical maize, 12 of these expressed only in WW, four
associated with characters in WW and WS, and seven exclusive to WS. These genes are
associated with physiological responses and molecular mechanisms related to water deficit
tolerance that can be explored in subsequent studies and breeding programs aimed at

obtaining genotypes for this condition.

Keywords: Zea mays L.; abiotic stress; high-throughput phenotyping; GWAS.
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1 INTRODUCAO

Em regibes semiaridas, a viabilidade do cultivo de milho (Zea mays) é devido, em
parte, pelo metabolismo fotossintético C4 da espécie, que proporciona tolerancia a niveis
elevados de radiacdo luminosa (Hawkins et al., 2013). No entanto, nessas regides, a
irregularidade hidrica interligada as mudancas climaticas sob temperaturas extremas, ocasiona
grandes disturbios fisiologicos a planta, afetando com isso, a sua produtividade (Contini et al.,
2019).

A deficiéncia hidrica é caracterizada pela redugéo do teor de &gua e do potencial
osmatico, murcha, fechamento estomatico, diminuicdo do alargamento celular e crescimento
de parte aérea das plantas, reducdo do aproveitamento de agua e de nutrientes presente no solo
(Shao et al., 2008; Bengough et al., 2011). A arquitetura de raiz € um 6rgdo indicador dos
sinais de estresse pela deficiéncia hidrica e absorcdo de &gua (Zaidi et al., 2016; Zhang et al.,
2019; Guo et al., 2020; Liu & Qin, 2021), sendo este, um dos 6rgdos em que as plantas usam
estrategicamente para tolerar a essas condices.

Com a restricdo hidrica, ha aumento do comprimento, area superficial e volume
de raizes laterais e axiais, nUmero de vasos no xilema e sua massa seca (Abd Allah et al.,
2010; Comas et al., 2013; DoVale et al., 2013; Zhan et al., 2015; Gao & Lynch, 2016). Assim,
esses caracteres do sistema radicular sdo considerados de suma importancia em estudos sob
condicdes de déficit hidrico, pois desempenham um papel central no crescimento da planta,
alocacdo e aquisicdo de recursos do solo (Sun et al., 2021). Portanto, compreender como as
raizes respondem e suportam as condicBes de déficit hidrico é crucial para conhecer 0s
mecanismos de tolerdncia a esse estresse, assim como para a obtencdo de genotipos
resilientes. Dessa forma, conectar informacGes gendétipo-fenétipo do individuo por intermédio
do mapeamento de associacdo (GWAS) tem sido uma excelente estratégia (Xiao et al., 2017).

GWAS permite detectar marcas ou regibes gendmicas com efeitos
estatisticamente significativos e assim, descobrir genes candidatos envolvidos na variagdo
genotipica de uma populagdo. Para isso, € usado 0 mapeamento baseado em andlise de
desequilibrio de ligagdo (LD), em que, associacdes ndo aleatorias entre marcas polimorficas
de nucleotideo Unico (SNPs) de alta densidade e fenotipos sdo buscadas (Miqueloni et al.,
2017). Com isso, GWAS objetiva vincular variacbes no genoma as diferencas
correspondentes no fenotipo (Xiao et al., 2017).

GWAS gera conhecimentos sobre a diversidade genética e alélica de caracteres

complexos, inclusive auxiliando na identificacdo de alelos e gendtipos superiores dentro de
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um programa de melhoramento (Pace et al., 2015). No geral, sob condicbes de estresse,
quanto maior a diversidade existente, maior a probabilidade de identificar genes especificos
capazes de conferir tolerancia as plantas (Rodriguez et al., 2020). Essa condicdo &
normalmente observada em paineis de diversidade genética.

Para caracteres complexos controlados por muito genes, como 0s do sistema
radicular de milho (DoVale et al., 2013, DoVale & Fritsche-Neto 2013), sdo usados modelos
lineares mistos multilocus (MLMMSs), por serem considerados mais apropriados. Esses
modelos sdo modificagbes do MLM, em que sdo incorporados varios marcadores
simultaneamente como covaridveis passo a passo, para remover parcialmente o
confundimento entre efeito de parentesco e efeito de marcador (Liu et al., 2016). Dentre os
modelos MLMMs se destaca o método de unificacdo de probabilidade circulante de modelo
fixo e aleatorio (FarmCPU), que fornece maior poder estatistico quando o carater é altamente
associado ao parentesco (Segura et al., 2012; Liu et al., 2016). O FarmCPU é eficiente
computacionalmente e todos os marcadores que influenciam o fenétipo, seja ele de efeito fixo
ou aleatorio, esta incluido em um s6 modelo (Cortes et al., 2021).

Entretanto, apesar do custo de genotipagem ter reduzido nos ultimos anos,
permitindo o sequenciamento de DNA cada vez mais rapido e barato, a fenotipagem tem sido
um dos grandes gargalos (Fritsche-Neto & Borém, 2016; Rodriguez et al., 2020). Em
contrapartida, a fendmica ou fenotipagem de alto rendimento surge como uma ferramenta
capaz de suprir as desvantagens encontradas pela fenotipagem convencional, possibilitando
obter maior quantidade de dados e assim reduzir a disparidade de informacdes em relacéo a
genotipagem. Neste sentido, existem varias abordagens que integram a tecnologia de imagem
para a obtencdo de dados fenotipicos, que vdo desde a utilizacdo de equipamentos portateis
que quantificam a fluorescéncia da clorofila, & plataformas que avaliam a qualidade de raizes
tuberosas (Barbagallo et al., 2003; Caraza-Harter, & Endelman, 2020).

Contudo, a grande maioria dos estudos envolvendo GWAS leva em consideragao
fenotipos obtidos de forma convencional e, na grande maioria das vezes, da parte aérea da
planta, como producdo, altura de planta e espiga, dentre outros. Apesar de pouco usual,
especialmente para caracteres ligados ao sistema radicular e em condicGes de estresse
abiotico, alguns estudos vém sendo conduzidos com fenotipagem de alto rendimento para
aplicacdo na GWAS (Morosini et al., 2017; Sun et al., 2021; Yassue et al., 2021). Neste
sentido, objetivou-se no presente estudo identificar marcas e/ou regides gendmicas em milho
tropical associadas as respostas do sistema radicular obtidos por aquisi¢éo e processamento de

imagens em condigdes contrastantes de disponibilidade hidrica.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material genético e conducao experimental

Utilizou-se um painel puablico de diversidade genética de milho tropical,
constituido por 360 linhagens endogamicas, proveniente do Laboratorio de Melhoramento de
Plantas Alégamas do Departamento de Genética da USP/ESALQ, cedidas a UFC. As
informacdes dessas linhagens foram previamente descritas (Yassue et al., 2021).

Por tratar-se de estudo envolvendo condigdes de suprimento ideal de agua (WW)
e de déficit hidrico (WS), anteriormente aos experimentos principais, conduziu-se um
experimento piloto com cinco linhagens (escolhidas aleatoriamente dentro do painel) com
cinco niveis de disponibilidade de 4gua: 100% de &gua disponivel (AD), 80% de AD; 70% de
AD; 50% de AD e 40% de AD. Por meio de regressdo se estabeleceu uma curva de retengéo
de agua para obtencdo da capacidade de campo e delimitou a quantidade de agua a ser
disponibilizada via irrigacdo. Com isso, determinaram-se os pontos de WW e WS, sendo as
laminas de 80% de AD e a de 40% de AD, respectivamente.

A caracterizacdo fenotipica dos sistemas radiculares do painel de diversidade foi
realizada a partir de dois experimentos cultivados na Area Experimental do Setor de
Agricultura da UFC, Campus do Pici, Fortaleza-CE, a 3°44°24.27” de latitude S e
38°34°29.93” de longitude O. A condugdo experimental consistiu a0 longo de dois anos
(2020 e 2021), sempre no segundo semestre de cada ano, periodo em que se assemelha muito
a regido semiarida. Na Figura 1 estdo sumarizadas as principais informacdes climaticas
observadas para os periodos em que foram conduzidos 0s experimentos.

Os experimentos principais foram conduzidos sob WW e WS no delineamento em
blocos aumentados parcialmente repetidos (augment p-rep designs), com duas repeticoes
espacadas no tempo (Williams et al., 2011). Foram considerados cinco tratamentos comuns
(checks), escolhidos aleatoriamente dentro do painel e distribuidas em cada sub-bloco,
somando-se assim, 15 tratamentos checks dentro de cada nivel de disponibilidade de agua.

A semeadura foi realizada em vasos plasticos de 2000 cm?, contendo substrato na
proporcdo 3:1 (arisco: humus de minhoca). Em cada vaso, foram semeadas duas sementes a 3
cm de profundidade. O desbaste foi efetuado quando no estadio V2 (duas folhas
completamente expandidas), deixando apenas uma plantula por vaso, constituindo assim uma
parcela. Neste mesmo estadio fenoldgico, também se iniciou a imposi¢do do déficit hidrico,

que permaneceu até o estadio V6, quando se procedeu a colheita. As adubacdes de plantio e
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cobertura foram baseadas na anélise quimica do substrato, conforme recomendacfes para a
cultura, de modo a isolar o estresse nutricional durante a condugéo experimental.

Por ser conduzido em campo aberto, a irrigacdo de cada experimento foi realizada
de forma manual e diaria. Assim, usou-se 15 amostras aleatdrias para calcular a média do
peso didrio dos vasos dentro de cada nivel de suprimento de &gua. Posteriormente, era
calculada a diferenca entre os pesos atual e total em cada nivel para reposicdo do volume de
agua respectivo. Para cada estadio vegetativo, foi obtido o peso médio das plantas, a fim de

subtrair juntamente com o peso atual e este ndo interferir no volume de agua a ser reposto.
2.2 Caracterizacao fenotipica do sistema radicular

Por ocasido da colheita, o sistema radicular foi separado da parte aérea, o
substrato removido e as raizes lavadas cuidadosamente com agua. Posteriormente, foram
armazenadas em potes plasticos com capacidade de 1L, contendo uma solucdo de &gua e
alcool 70% (proporcéo 3:1, respectivamente) para conservacao, até o periodo de obtencao das
imagens. Estas, por sua vez, foram realizadas sobre uma estrutura permanente com formato de
cubo, para uniformizar a distancia da cadmera até as raizes (objeto/alvo). Para melhor
distribuicdo de luzes em seu interior, fixou-se LEDs de 12W, em todas as dire¢Ges, para evitar
a formacdo de sombras. Apds a obtencdo das imagens, as raizes foram levadas e mantidas em
secadora de circulacdo forcada de ar, a uma temperatura de 40 °C, por 4 dias, tempo
necessario para constancia de peso. Apos este periodo, foi determinada a massa seca das
raizes (DMR) em balanca de precisdo com quatro casas decimais.

As imagens capturadas pelo dispositivo, em formato JPEG com 12 pixels por mm,
foram processadas no software RhizoVision Explorer® e obtidos os caracteres comprimento
das raizes laterais (LRL) e axiais (ARL), area superficial das raizes laterais (LRS) e axiais
(ARS), volume das raizes axiais (ARV) e laterais (LRV). O nivel de limite da imagem foi
ajustado uma a uma definido com 5 pixels para todas as imagens. Considerou-se um limiar de
didmetro de raiz de 0,50 mm para distinguir raizes axiais de raizes laterais. Assim, foram
considerados raizes laterais fragmentos com didmetro igual ou inferior a 0,50 mm, e para as

raizes axiais, fragmentos com diametro maior que 0,50 mm (Trachsel et al., 2009).
2.3 Correlagdes e modelo genético-estatistico para obtencdo dos D-BLUPs

A principio, coeficientes de correlacdo fenotipica de Pearson foram usados para
identificar relacdes entre os caracteres do sistema radicular dentro de WW e WS. As analises

foram realizadas pelo pacote Hmisc no R (Harrell, 2022).
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De posse dos caracteres menos relacionados, equagdes de modelos lineares mistos
foram usadas para analisar os dados fenotipicos das linhagens do painel. Para isso, realizou-se
a eliminacdo dos outliers seguida da normalizacdo dos dados pelo pacote bestNormalize e da
verificacdo de pressupostos da distribuicdo normal via teste de Shapiro e ggplots com o
auxilio do software R (R CORE TEAM, 2018). Em seguida, foi ajustado um modelo misto
para obter o melhor preditor linear ndo-viesado (BLUP) pelo método da méxima
verossimilhanca restrita (REML) para cada carater estudado em WW e WS, pelo pacote
sommer (Covarrubias-Pazaran, 2016). Essas analises foram realizadas usando o seguinte
modelo:
y=X1t+X3l+Zb+2Z,9 + Z3ge + € Eqg.1

em que, y € o vetor de valores fenotipicos das linhagens e testemunhas; X; e X, sdo matrizes
de incidéncia para t e | de efeito fixo; Z1, Z2 e Z3 s&o matrizes de incidéncia para b, g e ge de
efeito aleatdrio; t € o vetor de efeito fixo de suprimento de agua (WW e WS); | é o vetor de
efeito fixo de repeticdo dentro de disponibilidade de agua; b € o vetor de efeito aleatdrio de
bloco, em que b~N(0,/67); g é o vetor de efeito aleatorio de gendtipo, em que g~N(0,l0);
ge é o vetor de efeito aleatério da interacdo geno6tipo por disponibilidade de 4gua, em que i~N
(0, lgZ. ); € é o erro experimental, em que £~N(0, ¢Z), obtida usando uma matriz diagonal
estruturada para possibilitar estimar duas variancias residuais, uma para cada nivel de
suprimento de agua (o2, € o2ys). A significancia dos efeitos fixos foi avaliada pelo teste de
Wald e os efeitos aleatérios via Teste de Raz&o de Verossimilhanca (LRT).

Os componentes de variancia foram usados para estimar as herdabilidades (h?)
pelo seguinte estimador:

2
9g

h? =

Eq. 2
2 2 2 .
o2429¢e, (ceww+oews)

97 s rs

em que h? refere-se & herdabilidade de entrada média; o/ € a variancia genotipica entre as
linhagens, o/, € a variancia da interagdo genétipo-ambiente; 02w . 02 S30 0S componentes
de variancia ambiental em WW e WS; ssdo os niveis WW e WS; e ré o nimero de
repeticdes em cada experimento.

A confiabilidade de selegdo para cada linhagem [R?(&,)], foi obtida pela seguinte

expressao (Gorjanc et al., 2015):

Var(a;j—a;)

2(78) = —
R (al) =1 Var(a;)

Eqg. 3
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em que, Var(a; — @;) é a variancia do erro de predicdo (PEV) da linhagem i e Var(a;) é a
variancia genotipica do carater.

Depois, estimou-se a confiabilidade média envolvendo todas as linhagens e, por
meio da raiz quadrada desta, a acuracia (acc). Os BLUPs de-regressados (dBLUPs) foram
obtidos pela razdo entre os BLUPs de cada linhagem em WW e WS e suas respectivas
confiabilidades médias. Apds essas analises, restaram 313 linhagens das 360 do painel. Os
dBLUPs dessas linhagens em WW e WS foram usados nas analises de associag&o.

2.4 Genotipagem e controle de qualidade

As linhagens pertencentes ao painel foram genotipadas pela plataforma
Affymetrix® Axiom Maize Genotyping Array containing 18.413 SNPs (Unterseer et al.,
2014). Primeiro, como controle de qualidade padréo, marcadores com Call Rate (CR) < 90%
e ndo bialélico foram removidos. Depois, dados perdidos foram imputados com o algoritmo
Beagle 5.0 (Browning et al., 2018). Posteriormente, loci heterozigotos em pelo menos um
individuo, foram removidos do conjunto de dados. Marcadores com Minor Allele Frequency
(MAF) menor gque 5% também foram descartados. Adicionalmente, pares de marcadores em
desequilibrio de ligacdo (LD) com a correlacdo das frequéncias alélicas ao quadrado (r?) >
0,99 também foram eliminados. Todos esses procedimentos foram realizados com o auxilio
do pacote SNPRelate (Zheng et al., 2012) e ao final foram retidos 12.704 SNPs para serem

usados nas analises de associacao.

2.5 Estrutura populacional e decaimento de LD

Com a finalidade de minimizar um possivel viés ocasionado pela estrutura
populacional, procedeu-se a analise de componentes principais (PCA) com base na matriz de
relacionamento gendmico aditivo entre as 313 linhagens restantes conforme VanRaden (2008)
pelo pacote SNPRelate (Zheng et al., 2012). A correcdo via PCA nas andlises de associagéo
foi incorporada automaticamente pelo FarmCPU. Assim, usou-se de 2 a 6 componentes € 0
melhor ajuste ao modelo foi baseado nas observagdes dos qgplots.

O ndmero mais provavel de grupos dentro do painel foi realizado conforme
Yassue et al. (2021) por ser tratar do mesmo painel de diversidade. Da mesma forma as
estimativas de LD entre cada par de SNP dentro dos cromossomos, foram calculadas por meio
do r2 entre todos os SNP dentro de uma distancia inferior a 1 Mbp e os valores foram plotados

em relacdo a distancia do par de bases para obter o decaimento de LD por cromossomo. Esse
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procedimento foi realizado com todos os SNPs retidos dos procedimentos de controle de

qualidade.
2.6 Analises de associagdo

A GWAS foi conduzida para cada carater sob as condi¢cbes de WW e WS pelo
método da Unificacdo de Probabilidade Circulante de Modelo Fixo e Aleatério (FarmCPU)
no (Liu et al., 2016). Usou-se a fungdo FarmCPU.P.Threshold para obter o p-threshold,
especifico para cada carater via processo de simulacdo com 100 permutac6es. Posteriormente,
0 ponto de corte foi obtido pela razéo entre o p-threshold e 0 nimero de marcadores usados.

Em seguida, foram obtidos os p-valores (significancia), MAF e os efeitos médios
de substituicdo alélica (ASE) para cada SNP significativamente associado, designados a partir
de entdo como potenciais genes candidatos subjacente ao carater alvo. Foram obtidos ainda o
coeficiente de determinagdo para cada SNP significativo (RZyp) baseado em ASE e MAF em
equacOes descritas em Da et al. (2014). Na sequéncia, foram estabelecidas regressoes lineares
multiplas para cada carater usando os SNPs significativos como variaveis preditoras e assim
obtido o quanto que as marcas influenciaram na expresséo daquele carater (R%,;). Os graficos
de Manhattan e gqgplots foram obtidos pelo pacote CMplot (Yin, 2020) e os Diagramas de

Venn pelo pacote VennDiagram (Chenn, 2018), também no software R.
2.7 Anotacdo de genes

Foi realizado um mapeamento de associacdo de genes candidatos para 0s
caracteres com SNP significativos. Utilizou-se o banco de dados MaizeGDB, bem como suas
informagdes funcionais vinculados a cada SNP com base no genoma de referéncia B73
RefGen_v4. Apos a delimitacdo da regido a ser considerada, foram apontados 0s possiveis
genes candidatos que flanqueiam cada marcador em questdo. Os genes candidatos associados
a cada caréater, foi determinado por anotacdo dentro de uma janela deslizante de 50 kb
conforme Yassue et al. (2021) ao redor de cada um dos SNPs significativos.
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3 RESULTADOS
3.1 Andlises fenotipicas

Dentre os sete caracteres fenotipicos avaliados nas condicbes de WW e WS
(Figura 2a e 2b, respectivamente), todos apresentaram coeficientes de correlacdo
significativos, independentemente do nivel de suprimento de 4gua, com estimativas de baixa a
elevada magnitude.

As correlacdes de alta magnitude igual ou superior a 0,95 foram detectadas entre
os caracteres de raiz LRL x LRV, LRL x LRS, LRV x LRS, ARV x ARS e ARS x ARL tanto
em WW, como também em WS. Coeficientes de elevada magnitude (> 0,90) exprimem
quase que associacdes perfeitas entre alguns caracteres tanto em WW como em WS. Neste
sentido, alguns deles foram descartados para as analises seguintes, permanecendo apenas
DMR, ARL, LRL e LRV.

As analises conjuntas revelaram efeito significativo para praticamente todas as
fontes de variacdo (Tabela 1), com excec¢do para o efeito da interacdo gendtipos x niveis de
suprimento de &gua em dois dos quatro caracteres. Houve variacdo entre as repeticdes
avaliadas no tempo e também entre os blocos experimentais.

Os componentes de variancia apresentaram um padrdo semelhante para todos os
caracteres, com certa predominancia da variancia residual para o ambiente de suprimento
ideal de &gua, seguido daquele de baixa disponibilidade. O componente da variancia
genotipica variou de 0,1 a 0,14 e o da interacdo gendtipos x ambientes foi proximo a zero
para todos os caracteres. Isso resultou em coeficientes de herdabilidade intermediérios,
variando de 0,46 a 0,52, mas com acuracias de elevada magnitude. As médias revelam que as

plantas produziram no geral, mais raizes laterais que axiais.

3.2 Andlises de associacdo

Um total de 12.704 SNPs foram usados para a analise de GWAS para 0s quatro
caracteres de raiz de milho, sob condi¢cbes de WW e WS. Foram identificados SNPs
significativos em praticamente todo o cariotipo do milho, com exce¢do dos cromossomos 6 e
7 (Figuras 3a e 3b). O limite para associagOes significativas entre marcador/carater variou de
5,23 a 10,77 (Tabela 2). Ademais, foram encontrados 23 SNPs significativos, sendo estes,
para todos os caracteres avaliados nas duas condigdes de suprimento hidrico. Destes, 16 SNPs
para a condi¢cdo de WW, 11 para a condi¢do de WS e 4 comuns a ambas condicdes (Figura
4c).
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Foram identificados 5 e 6 SNPs influenciando o carater DMR em WW e WS,
respectivamente (Figuras 4a e 4b; Tabela 2). Para esse carater, além de dois marcadores em
comum encontrados em associa¢do em ambas as condic¢des (Tabela 2), um mesmo marcador
estava presente em outro carater. Para ARL, 7 SNPs foram constatados, sendo 4 para a
condicdo de WW e 3 para WS, dois deles comuns as duas condic¢des de suprimento hidrico.
Para LRL, 3 e 2 SNPs foram identificados em WW e WS, respectivamente, um dos SNPs
significativos para esse carater sob WW foi associado também a outros caracteres, por outro
lado, os dois SNPs identificados em WS foram associados também a outros caracteres.
Finalmente, para LRV, 5 e 3 SNPs foram identificados em WW e WS, respectivamente, em
que dois destes, um em WW e outro em WS foram verificados também em associa¢do com
outros caracteres do sistema radicular.

Os qgplots revelaram, no geral, bom ajuste dos dados ao modelo usado nas
analises de associagdo em todos os caracteres, tanto em WW como WS (Figuras 3c a 3j). As
proporcdes da variancia fenotipica explicadas pelos SNPs significativos variaram de 13 a 23%
(Tabela 2) para WW e de 0,09 a 15% para WS. Cerca de 23% dos SNPs favoraveis para DMR
foram sob WW.

3.3 Genes candidatos e anotagdes funcionais

Dentre os genes candidatos identificados via GWAS (Tabela 2), dois destes
significamente associados ao DMR foram simultaneamente detectados em WW e WS: um
presente no cromossomo 1 (Zm00001d029577), esta envolvido na producdo de conjugados de
acido indol-3-acético (AlA), a auxina amido sintetase, o outro situado no cromossomo 2
(Zm00001d007849) é associado a codificacdo de uma proteina contendo dominio de
homologia de Pleckstrin (PH). Exclusivos a esse carater sob condi¢bes WW, identificou-se o
gene Zm00001d029826 situado no cromossomo 1 envolvido em interacBes proteina-proteina.
No cromossomo 2, o modelo genético Zm00001d001979 codifica a enzima UDP-
arabinopiranose mutases. O gene Zm00001d024755 no cromossomo 10 codifica tirosina-
proteina quinase. Ainda nesse nivel de suprimento hidrico, em ARL, identificou-se os genes
Zm00001d006704, no cromossomo 2 pertencente ao grupo de proteinas de ligacdo de RNA,;
Zm00001d041063 no cromossomo 3 codifica a serina/treonina-proteina quinase;
Zm00001d015515 no cromossomo 5 atua como fator de transcricio WRKY;
Zm00001d044725 no cromossomo 9 é uma proteina hipotética. J& em LRL, 0s genes
identificados, um situado no cromossomo 2 (Zm00001d007445) atua com fotorreceptor de luz

azul; Zm00001d049657 no cromossomo 4 codifica uma das enzimas envolvidas no



19

metabolismo de espécies reativas de oxigénio; Zm00001d009059 no cromossomo 8 esta
envolvido em interacBes proteina-proteina. Por fim, os genes envolvidos em LRV: um
(Zm00001d031420) no cromossomo 1 contendo P-loop (P-loop NTPase) desencadeia uma
resposta por hidrolise, usando a hidrolase de trifosfato nucleosideo; Zm00001d006372 no
cromossomo 2 codifica o fator de despolimerizagédo da actina (ADF2); Zm00001d018349 no
cromossomo 5 codifica uma proteina chaperona, que € um membro da chaperonina contendo
o0 complexo TCP1 (Tailless Complex Polypeptide 1). E o ultimo (Zm00001d048291) no
cromossomo 9, é um importante fator de edicdo de RNA organelar multiplo (MORFS8).

Dentre os sete SNPs significativos identificados apena na condigdo WS, um no
cromossomo 3 (Zm00001d044307) é caracterizado como uma proteina associada a
glicerofosfocolina aciltransferase 1 (GPCAT). Um gene (Zm00001d051193), no cromossomo
4, é envolvido no transporte de metal-nicotianamina YSL7. Mais um, no cromossomo 10
(Zm00001d026293), codifica a 4-aminobutirato transaminase. Um outro no cromossomo 2
(Zm00001d004856), codifica proteinas relacionadas a autofagia (Atgl3). Outro situado no
cromossomo 8, estéd dentro do modelo genético Zm00001d008281 que codifica uma proteina
do tipo BolA. Os modelos genéticos Zm00001d052911 e Zm00001d018088, situados nos

cromossomos 4 e 5 respectivamente, mediam interacdes proteina-proteina.
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4 DISCUSSAO
4.1 Respostas fenotipicas de caracteres relacionados ao sistema radicular sob condicGes
WW e WS

Independentemente da disponibilidade de agua, houve correlagcdes positivas e de
alta magnitude (> 0,90) entre os diferentes caracteres de raiz nas duas condi¢des de
suprimento de &gua, indicando que possuem mecanismos de respostas fisioldgicas
semelhantes entre os diferentes caracteres, consequentemente deve haver marcas
significativas em associagdo comum entre esses caracteres (Zaidi et al., 2016). Devido a isso,
caracteres menos dependentes foram usados para as analises seguintes.

O efeito significativo para suprimento de agua mostra que as laminas de irrigacao
utilizadas no presente estudo foram suficientemente contrastantes para todos os caracteres. O
efeito significativo das linhagens reflete em variabilidade genética em todos os caracteres
avaliados no painel de milho tropical. Esses resultados sdo semelhantes aos observados por
Guo et al. (2020). Contudo, o efeito da interacdo atesta que houve respostas diferenciadas das
linhagens nos niveis de suprimento hidrico para os caracteres LRL e LRV, revelando ter forte
plasticidade fenotipica e que o nivel de agua aplicado teve influéncia positiva sobre a
expressdo desses caracteres. As raizes laterais desempenham um papel fundamental na
aquisicdo de nutrientes e dgua do solo. Sdo mais eficientes na captacdo desses recursos, pois
possuem menor diametro e com isso tendem a estabelecer maior superficie de contato com
elementos presentes na rizosfera (DoVale et al., 2013).

Herdabilidade intermediarias, como as verificadas nesse estudo, associadas a
acuracias elevadas refletem aumento do poder de deteccdo de SNPs, como pressupde
Brachi et al. (2011) em que, caracteres com maior herdabilidade permitem a identificagdo de
verdadeiras associacGes entre um marcador € um gene putativo. A alta acuracia nas
estimativas de herdabilidade, verificado em todos os caracteres, evidenciam que os valores
estimados estdo proximos do real e que os fatores como, ambientes e nimero de repeticdes

contribuiram para o incremento da acurécia.

4.2 Andlise de associacdo e genes candidatos do sistema radicular sob condigdes WW e
WS

O desenvolvimento do sistema radicular € comandado por muitos genes (Pace et
al., 2015; Xiao et al., 2017), mas ainda ha poucos estudos associativos relacionados a seus

caracteres, especialmente, em situacGes de deficit hidrico. Nesse estudo, foram detectados
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SNPs associados ao mesmo carater em diferentes niveis de suprimento de &gua. Verificou-se
também marcas significativas que coincidiram para dois ou mais caracteres. Gene com efeito
pleiotropico para caracteres do sistema radicular de milho também foram relatados por Wu et
al., (2022), co-localizado com numero de raizes, largura da arquitetura da raiz, largura
maxima e mediana.

O gene candidato Zm00001d029577, identificado em ambas as condigdes
suprimento hidrico e associado ao DMR, esta envolvido na producdo de conjugados de acido
indol-3-acético (AlA). As enzimas de conjugacdo de auxina GH3, também denominada como
acido indol-3-acético amido sintetase, ajuda a manter a homeostase do AIA (Staswick et al.,
2005). Nas plantas, o gradiente de auxina controla o alongamento das células, de modo que
concentragdes mais baixas, estimulam o crescimento do sistema radicular. Esse gradiente
minimo de auxina na raiz depende da atividade da enzima GH3.17, que atua especificamente
no tecido coifa das raizes laterais (Di Mambro et al., 2019). Esse gene pode ter efeito
pleiotropico, pois a sintese de amido esta fortemente relacionada ao alongamento das raizes,
por consequéncia, incremento de massa seca.

Outros genes encontrados associados significativamente ao DMR nas condigdes
WW foram: o modelo de gene Zm00001d029826, contendo proteinas de dominio do
complexo 1, envolvidas em interacOes proteina:proteina. O gene candidato Zm00001d001979
que codifica uma enzima pertencente a familia de proteinas glicosiladas reversiveis (RGPSs),
conhecida como UDP-arabinopiranose mutases, que catalisam a formacdo de UDP-L-
arabinofuranose (UDP-Araf) a partir de UDP-Larabinopiranose (UDP-Arap). Esta
interconversdo é essencial para o estabelecimento da parede celular e desenvolvimento da
planta (Rautengarten et al., 2011). O gene Zm00001d007849, identificado também em
condi¢cdes WS, codifica proteinas contendo dominio de homologia de Pleckstrin (PH), que
atuam dentro de redes de sinalizacdo de proteinas, interagindo com membranas para regular
0s processos de trafego celular, como transporte de metal, respostas de defesa, trafego pds-
Golgi e formagéo de placa celular. As células vegetais dependem de dominios como este, que
interagem com lipidios para garantir o trafego e transporte celular adequado, respostas de
defesa e localizacdo de proteinas (Agorio et al., 2017; Allen et al., 2022). E o gene
Zm00001d024755, que € associado a funcdo de transducdo de sinal, a tirosina-proteina
quinase (PTK), que catalisa a fosforilagdo da proteina tirosina em plantas. Elangovan et al.
(2020) também verificaram expressdo de PTK em sistemas radiculares. Neste Gltimo estudo, a

maioria das PTKs mostraram alto nivel de expressdo em tecidos radiculares durante o
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desenvolvimento normal e apenas algumas (PTK1l1, PTK14 e PTK16) regulados
positivamente sob estresse hidrico em raizes.

O Zm00001d006704 associado ao carater ARL em WW, foi também verificado
em WS em associacdo para 0 mesmo carater e a outros dois (LRL e LRV). Esse modelo de
gene pertence a familia de motivos de reconhecimento de RNA/dominio de ligacdo de
RNA/dominio de ribonucleoproteina (RRM/RBD/RNP), que é o maior grupo de proteinas de
ligacdo de RNA (Jacobs & Kiick, 2011). Mais trés genes associados ao ARL sob condicdes
WW foram encontrados: 0 Zm00001d041063 que codifica a proteina Serina/treonina-proteina
quinase, esse modelo de gene foi relatado em Schneider et al., (2022) é responsavel por
controlar a angulagdo das raizes em milho. O gene Zm00001d015515, identificado também
sob condi¢bes de WS para esse mesmo carater e em DMR, atua como fator de transcricdo
WRKY, uma das mais importantes superfamilias envolvidas na resposta ao estresse biotico e
abidticos, e em processos de desenvolvimento em plantas (Eulgem et al., 2000). Em milho, as
proteinas WRKY foram expressas como fatores de transcricdo responsivos ao estresse e
condicionando tolerancia a seca (Zhang, et al., 2017). Essas proteinas, ligam-se a sequéncia
de consenso de nucleotideos conservada (C/T)TGAC(T/C) de genes alvo para regular a
expressdo génica (Eulgem et al., 2000). J& o gene Zm00001d044725, é caracterizado como
uma proteina hipotética.

O gene Zm00001d007445 associado ao carater LRL, como também em LRV sob
WW, atua com fotorreceptor de luz azul (FKF1-flavin-binding kelch repeat f-box1), e séo
cruciais para a regulacdo do reldgio circadiano e tempo de floracdo (Liu et al., 2018).
Provavelmente, o estadio fenoldgico em que as plantas foram avaliadas favoreceram a
expressdo de genes como este, que controlam o florescimento. Isto porque, no estadio
fenoldgico V6, ha o alongamento da parte area a uma velocidade muito rapida e o pendao
inicia seu processo de formacdo. Em contrapartida, o desenvolvimento do sistema radicular
tende a se estabilizar (Fancelli & Dourado Neto, 2004).

Dentre os outros dois genes associados ao carater LRL em WW, um modelo de
gene (Zm00001d049657) codifica enzimas envolvidas no metabolismo de espécies reativas de
oxigénio (glutationa S-transferase-GST26) (Li et al.,, 2020). E outro modelo genético
Zm00001d009059, codifica proteinas da familia ARM. Em Arabidopsis as proteinas
pertencentes a essa familia promovem o crescimento lateral das raizes, (Sharma & Pandey,
2016), corroborando ao encontrado neste estudo, em que sob condicdes ideais de suprimento

hidrico, essa proteina pode ter relacdo ao aumento de LRL em milho. Visto que, o maior
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comprimento de raizes laterais e axiais gera maior eficiéncia na captacdo de nutrientes do solo
(DoVale et al., 2013) em funcdo da absor¢édo de agua.

Para o LRV em WW foi identificado cinco SNPs significativos. O gene
Zm00001d031420, que desencadeia resposta por hidrolise usando a hidrolase de trifosfato
nucleosideo contendo P-loop (P-loop NTPase), que atua como geradora de sinal e interruptor
regulador em sistemas de defesa de plantas (Ferruz; Noske & Hdcker, 2021). O gene
Zm00001d006372, codifica o fator de despolimerizacdo da actina (ADF2), proteina com
expressao no penddo, antera e polen de milho (Huang et al., 2020). O gene Zm00001d007445
ja mencionado anteriormente em LRL. O gene Zm00001d018349 codifica uma proteina
chaperona que € um membro da chaperonina contendo o complexo TCP1 (Tailless Complex
Polypeptide 1) (CCT), também conhecido como o complexo TCP1 (TRiC). Em Arabidopsis
thaliana, o complexo prefoldin (PFDc), que é uma chaperona, identificado em humanos como
PFDc-TRIC/CCT, € necessario para a germinagdo das sementes, para retardar a floracdo ou
para responder ao alto estresse salino ou a baixa temperatura (Blanco-Tourifidn et al., 2021).
O gene Zm00001d048291, importante fator de edicdo de RNA organelar multiplo (MORF8),
proteina localizada nas mitocondrias, & necessaria para a edicdo de RNA nos sitios
mitocondriais e plastidiais em plantas (Takenaka et al., 2012).

Dentre os SNPs significativos identificados no presente estudo, alguns estdo
relacionados com fungdes exclusivamente pertinentes a resposta de tolerancia ao déficit
hidrico. Genes expressos em WS foram detectados em todos os caracteres de raizes de milho.
Dentre os seis associados a0 DMR, dois deles (Zm00001d029577 e Zm00001d007849)
também estavam envolvidos em WW para 0 mesmo carater e um outro (Zm00001d015515)
foi identificado tanto em WW, como também em WS para ARL. J& os outros sob WS para o
carater DMR, um (Zm00001d044307) é caracterizado como uma proteina associada a
glicerofosfocolina aciltransferase 1 (GPCAT), que contribui para a manutencdo da
homeostase da fosfatidilcolina (PC) e pode ter fungbes na transferéncia de grupos acil
modificados na posi¢éo sn - 2 de PC para a posicao sn - 1 desta molécula em células vegetais
(Glab et al.,, 2016). Em Arabidopsis a atividade da enzima GPCAT foi constatada em
preparacfes microssomais de tecidos vegetais, como em raizes e brotos (Lager et al., 2015).
Outro (Zm00001d051193) e envolvido no transporte de metal-nicotianamina YSL7, gene
conhecido na versdo 3 do genoma de referéncia B73 (RefGen_v3) como GRMZM2G368398,
foi identificado em mapeamento de loci de caracteres quantitativos (QTL) para eficiéncia no
uso de nitrogénio (NUE) em milho (Liu et al., 2012; Silva et al., 2018). A expressao de genes

em associagdo ao metabolismo de nitrogénio esta relacionada também a absorcdo de agua
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(Pestsova et al., 2016). Esses autores relataram sobre a importancia de as plantas possuirem
plasticidade de desenvolvimento em resposta ao nitrato, que é a fonte mais importante de
nitrogénio para as plantas. Isso é explicado pelo fato de o nitrato ser altamente solGvel em
agua e movimentar-se no solo, principalmente, por fluxo de massa. O ultimo gene
(Zm00001d026293) codifica a 4-aminobutirato transaminase e participa da converséo do 4-
aminobutnoato em succinato semialdeido na via de degradacdo do glutamato. Essa enzima
esta associada a vias ativadas por estresse e fotorrespiracdo (Simpson, 2009).

Em relacdo ao ARL, os trés genes (Zm00001d004856, Zm00001d006704,
Zm00001d015515) identificados sob condigdes de WS, apenas o primeiro estava em
associacao exclusiva a este carater. Esse modelo de gene codifica proteina 13 relacionada a
autofagia (ATG13). A ATG desempenha um papel essencial na deteccdo de sinais do estado
nutricional, desenvolvimento da planta e estresses ambientais (Wang & Hou, 2022).

Para LRL em WS, os dois genes encontrados (Zm00001d006704 e
Zm00001d008281), apenas 0 segundo expressou-se exclusivamente a esse carater. Esse gene
codifica uma proteina do tipo BolA, originalmente identificada em Escherichia coli como
uma proteina que € induzida durante o periodo de estresse em estadios iniciais do crescimento
e pode ter um papel geral na resposta ao estresse (Aldea et al., 1988).

Por fim, para o cardter LRV em WS, dentre o0s genes encontrados
(Zm00001d006704, Zm00001d052911 e Zm00001d018088), o primeiro ja relatado
anteriormente em associacdo a outros caracteres e nos diferentes niveis de AD, ja os dois
ultimos genes mediam interacdes proteina-proteina. O modelo genético Zm00001d052911
contém dominio RWD, encontrado em dedo de zinco do tipo RING, proteinas contendo
repeticdo WD, como EIF-2 quinase 4 (proteina semelhante a GCN2) e helicases semelhantes
a DEAD (DEXD) de levedura (Nameki et al., 2004). Ja Zm00001d018088 codifica uma
proteina da superfamilia semelhante a repeticdo do tetratricopeptideo (TPR), que mediam
tanto interacfes proteina-proteina por meio da ligacdo peptidicos especificos, como também
de montagem de complexos multiproteicos. Essas proteinas contendo o dominio TPR fazem
parte de complexos proteicos de multiplas subunidades que funcionam na regulacdo da
transcrigdo, no transporte, na biossintese do aparato fotossintético e no enovelamento de
proteinas, aléem de desempenhar diversas fun¢des durante o desenvolvimento da planta e o
estresse hidrico (Wei & Han, 2017). Em tomates, por exemplo, os genes da familia TPR

foram relatados por responder a varios estresses bioticos e abioticos (Zhou et al., 2021).

4.3 Consideragdes finais
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Véarios SNPs apresentaram associagdes significativas para o0s caracteres
relacionados ao sistema radicular de milho tropical, tanto em WW como em WS. Aqueles
SNPs em comum associacdo para mais de um carater, reforca a hipoOtese de efeito
pleiotropico, como € o caso do modelo de gene pertencente a familia de motivos de
reconhecimento de RNA/dominio de ligagdo de RNA/dominio de ribonucleoproteina
(RRM/RBD/RNP), que esta envolvido na sintese proteica. Assim, esse gene deve atuar direta
ou indiretamente na formacdo de tecido, o que lhe garante interferir tanto na expressao do
comprimento, quanto no volume de raizes, inclusive de diferentes classes de didametros.

Outro ponto, é que as regides ou modelos genéticos detectados reiteram, mesmo
sob condigdes de estresse hidrico, a presenca de multiplos genes de pequenos efeitos, tipico
de caracteres complexos, responsaveis pela expressdo de caracteres do sistema radicular
(Yassue et al., 2021). InformacGes acerca da arquitetura dos caracteres de raiz e a
identificacdo de genes-chave em condicBes de déficit hidrico € muito valiosa aos programas
de melhoramento, pois possibilitam tracar estratégias mais especificas e eficientes de selecdo
para tal condicdo, inclusive com SNP-chips de baixa densidade (Cerioli et al., 2021) e
personalizados, visando com isso o desenvolvimento de gendtipos resilientes (Liu & Qin,
2021).

Estes resultados podem subsidiar ainda programas de melhoramento voltados a
obtencdo de cultivares tolerantes ao déficit hidrico que objetivam implementar selecdo
gendmica, pesquisas relacionadas a edi¢cdo gendmica (CRISPR), ou ainda d& suporte ao
desenvolvimento de tecnologias de genotipagem como KASP™ (Kompetitive allele specific
PCR), que desempenham um papel importante ao fornecer aos melhoristas dados potenciais
para aumentar a producéo de grdos em ambientes desafiadores como aqueles encontrados em
regibes semidridas. Assim serd possivel selecionar individuos com base apenas em marcas
significativas obtidas a partir desse estudo em condicBes experimentais Otimas, sem
necessidade de imposicdo de déficit hidrico com avaliages destrutivas e, com isso, dobrar o

controle parental visando aumentar as chances de identificar gendtipos potenciais.
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5 CONCLUSAO

Foram identificados 23 SNPs em associacdo a todos os caracteres do sistema
radicular de milho tropical, nas duas condi¢cdes de suprimento de &gua, sendo 12 destes
expressos somente sob condicdo de suprimento ideal de agua, sete exclusivos a condigdo de
déficit hidrico e quatro associados a caracteres em comuns condigdes de suprimento hidrico.
Esses genes revelam respostas fisiolégicas e mecanismos moleculares relacionados a
tolerancia ao déficit hidrico que podem ser explorados em estudos subsequentes assim como

por programas de melhoramento voltados a obtencdo de gendtipos para essa condicao.
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Figura 1. InformacgBes climaticas da area experimental nos periodos em que foram
conduzidos os experimentos, 2020, repeticdo 1 e 2 (a e b, respectivamente) e 2021, repeticdo
3 e 4 (ced, respectivamente), no municipio de Fortaleza, CE.
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Figura 2. Correlacdo entre os caracteres matéria seca das raizes (DMR), comprimento das
raizes laterais (LRL) e axiais (ARL), area superficial das raizes laterais (LRS) e axiais (ARS),
volume das raizes axiais (ARV) e lateral (LRV), em condi¢6es de suprimento ideal de agua
(a) e de déficit hidrico (b).
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Tabela 1. Teste de Wald de efeitos fixos, teste de razéo de verossimilhanca (LRT) de efeitos
aleatdrios, componentes de variancia, herdabilidade e acuracia para DMR (matéria seca de
raizes, g), comprimento de raizes axiais (ARL, cm), comprimento de raizes laterais (LRL, cm)
e volume de raizes laterais (LRV, cm).

Fonte de variagdo DMR ARL LRL LRV
Teste de Wald
Nivel de agua 2525,78*** 2527,34***  1511,91***  1319,96***
Nivel de dgua/repeticdo 561,47*** 787,81***  1274,82***  Q75,95%**
Teste da razdo da verossimilhanca (LRT)
Bloco 263,18*** 43,59*** 191,30*** 166,94***
Linhagens 56,17*** 79,27%** 57,50*** 68,14***
Linhagens x Nivel de agua 2,38N° 0,27N° 7,46%* 5,53*
Componentes de variancia
o; 0,10 0,13 0,12 0,14
Ofxe 0,02 0,01 0,03 0,03
oiw 0,58 0,53 0,40 0,46
ol 0,31 0,35 0,49 0,49
Herdabilidade e acuracia
h? 0,46 0,53 0,49 0,52
acc 0,99 0,99 0,99 0,99
Medias ajustadas
0,92 3630,51 4560,88 5794,61

*, *x *xxsignificativo ao nivel de probabilidade 0,05, 0,01 e 0,001 (pelo teste de Wald ou
LRT), respectivamente. NS ndo-significativo.
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Figura 3. SNPs significativos encontrados via analises de GWAS. Graficos circular (circulos
concéntricos) de Manhattan das analises de associacdo dos caracteres DMR, ARL, LRL, LRV
nas condi¢des de WW (a) e WS (b). As linhas continuas em vermelho indicam o threshold
para seu respectivo carater. Os SNPs significativos (acima das linhas) foram marcados em
vermelho. Gréficos quantil-quantil dos caracteres supramencionados sob condi¢ées WW (c, d,
e, f)e WS (g, h, i, j), respectivamente.
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Figura 4. Diagramas de Venn com o numero de SNPs significativos associados aos caracteres
do sistema radicular em WW (a), WS (b) e em comum as duas condicdes (C).
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Tabela 2. Marcador, cromossomo (Chrm), posi¢do fisica (posi), p-valor, minor allele frequency (MAF), efeito de substituicdo alélica (ASE),
proporcdo da variancia fenotipica explicada pelo SNP (RZ,p), soma da proporgdo da variancia fenotipica explicada pelos SNPs (R2,;) e
anotacdo de genes candidatos detectados pela analise GWAS para caracteres do sistema radicular em WW e WS,

Carater AD Marcador Chrm  Posi (bp)  -logio(p-valory) MAF ASE R%,, R%, Anotacdo putativa
Zm00001d029577 1 77,399,621 5,47 0,27 -0,056 0,0001 Auxina amido sintetasel
Zm00001d029826 1 89,009,155 7,48 0,31 0,081 0,0016 Proteina de dominio do complexo 1
WW  Zm00001d001979 2 3,825,522 5,45 0,21 -0,068 0,0009 0,23 Arabinopiranose mutases (UDP)
Zm00001d007849 2 240,877,262 7,35 0,16 -0,106 0,0016 Dominio de homologia de Pleckstrin (PH)
Zm00001d024755 10 86,465,342 6,47 0,50 0,064 0,0009 Tirosina-proteina quinase (PTK)
DMR Zm00001d029577 1 77,399,621 8,12 0,27 -0,072 0,0009 Auxina amido sintetasel
Zm00001d007849 2 240,877,262 5,25 0,16 -0,087 0,0009 Dominio de homologia de Pleckstrin (PH)
WS Zm00001d044307 3 224,912,787 6,13 0,13 0,086 0,0009 013 Glicerofosfocolina aciltransferase 1 (GPCAT)
Zm00001d051193 4 147,980,988 10,64 0,38 0,090 0,0025 Metal-nicotianamina YSL7
Zm00001d015515 5 95,169,378 5,23 0,23 0,072 0,0009 Fator de transcricdo WRKY
Zm00001d026293 10 143,078,503 9,40 0,13 0,121 0,0016 4-aminobutirato transaminase
Zm00001d006704 2 214,797,318 6,82 0,12 0,100 0,0005 RRM/RBD/RNP
WW Zm00001d041063 3 94,098,224 5,64 0,39 0,066 0,0005 013 Serina/treonina-proteina quinase (KIPK)
Zm00001d015515 5 95,169,378 5,61 0,23 0,084 0,0011 ™ Fator de transcricdo WRKY
ARL Zm00001d044725 9 470,079 5,34 0,28 0,067 0,0005 Proteina hipotética
Zm00001d004856 2 145,043,505 5,77 0,42 0,066 0,0005 Autofagia (ATG13)
WS  Zm00001d006704 2 214,797,318 5,99 0,12 0,090 0,0005 0,12 RRM/RBD/RNP
Zm00001d015515 5 95,169,378 7,27 0,23 0,095 10,0011 Fator de transcrigdo WRKY
Zm00001d007445 2 231,911,200 5,96 0,22 0,071 0,0005 Fotorreceptor de luz azul FKF1
WW  Zm00001d049657 4 38,930,062 8,17 0,16 0,098 10,0009 0,21 Glutationa S-transferase (GST26)
LRL Zm00001d009059 8 33,761,274 8,48 0,36 -0,087 0,0009 Proteinas de repeti¢do ARM
WS Zm00001d006704 2 214,797,318 10,77 0,12 0,129 0,0016 015 RRM/RBD/RNP
Zm00001d008281 8 3,860,280 6,07 0,10 0,216 0,0081 ™ Proteina do tipo BolA
Zm00001d031420 1 189,574,857 6,99 0,31 0,073 0,0004 Hidrolase de trifosfato nucleosideo contendo P-loop
Zm00001d006372 2 205,995,198 5,80 0,26 0,066 0,0004 Fator de despolimerizacéo da actina (ADF2)
WW  Zm00001d007445 2 231,911,200 7,35 0,22 0,088 10,0009 0,16 Fotorreceptor de luz azul FKF1
Zm00001d018349 5 219,011,528 6,37 0,14 -0,113 0,0009 Chaperonina contendo o complexo TCP1
Zm00001d048291 9 153,996,836 7,14 0,31 0,075 0,0004 Fator de edicdo de RNA organelar maltiplo (MORF8)
LRV Zm00001d006704 2 214,797,318 10,50 0,12 0,140 0,0004 RRM/RBD/RNP
WS  Zm00001d052911 4 204,485,263 5,99 0,42 0,068 0,0004 0,09 Proteinacontendo dominio RWD
Zm00001d018088 5 213,989,084 5,88 0,41 -0,074 0,0009 Repeticédo de tetratricopeptideo (TPR)




