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RESUMO

Os estresses abiOticos causam enorme impacto negativo sobre a producdo agricola,
principalmente o déficit hidrico. Uma forma eficiente de se entender os efeitos do estresse nos
gendtipos € por meio de norma de reagdo. Norma de reagdo ¢ uma regressao que mostra os
possiveis fenotipos que um dado genotipo pode expressar em diferentes condi¢cdes ambientais.
Por ser uma regressdo, a norma de reacdo pode ser decomposta em coeficientes linear
(intercepto) e angular (slope). Esses componentes obtidos em fun¢cdo de um gradiente
ambiental, da informag¢ao acerca do desempenho base ao longo dos ambientes estudados e a
responsividade frente a melhoria ambiental. Portanto, o desempenho base esta associado a
previsibilidade/estabilidade de um genotipo perante um gradiente ambiental e, dessa forma,
relacionado a tolerancia, enquanto que a responsividade esta ligada a plasticidade fenotipica,
isto ¢, capacidade de resposta frente aos incrementos ambientais. Assim, o uso dessas
informagdes (componentes das normas de reagdo) ao invés do emprego de dados fenotipicos
brutos na realizagdo de estudos de genética associacdo (GWAS), deve possibilitar conhecer
regides gendmicas que sdo mais influenciadas por varidveis ambientais quanto ao
desempenho base e responsividade ao estresse hidrico. Para testar essa hipdtese, foi usado um
painel publico de diversidade genética constituido por 360 linhagens de milho tropical,
avaliado em oito ambientes, sendo quatro em condi¢des de suprimento ideal de agua (WW) e
quatro em condic¢des de estresse hidrico (WS). Foram fenotipados os sistemas radiculares das
linhagens via captura e processamento de imagens usando o software RhizoVision Explorer®
bem como caracteres da parte aérea como altura de planta, didmetro do colmo, indice SPAD e
massa seca. A principio, foram realizadas analises dos dados fenotipicos para extra¢do de
médias ajustadas (BLUEs) via ajuste de modelo linear misto. Posteriormente, obtidas normas
de reacdo por regressdes gendtipo a gendtipo, considerando os BLUEs de cada linhagem em
cada ambiente como variavel resposta e o gradiente com as informagdes da variavel ambiental
suprimento de dgua como variavel preditora. Foram extraidos os valores de cada linhagem
referente aos componentes de normas de reacdo, intercepto e slope. Assim, com essas
informagdes foram realizadas andlises de associagdo (GWAS) para cada carater. Depois foi
feita a anotacao dos genes candidatos, com seus potenciais efeitos e relagdes fisiologicas com
a tolerancia ao déficit hidrico via banco de dados MaizeGDB. Foram identificados SNPs
significativos em praticamente todo o caridtipo do milho, com exce¢do dos cromossomos 6 e
7 nas analises de slope e no cromossomo 2 para intercepto e slope. Os SNPs que apareceram

em ambas as condi¢gdes para mais de um carater, sugerem a ocorréncia de efeito pleiotropico,



como ¢ o caso do gene Zm00001d048702. Ao total foam identificados 25 SNPs significativos,
sendo estes, para todos os caracteres avaliados em WW e WS. Destes, 15 SNPs para o
desempenho base, 15 para responsividade € 5 comuns a ambas os componentes (intercepto e
slope). Além disso, eles explicam no intercepto para cada carater 40% (PH), 57% (SD), 67%
(SPAD), 40% (LRL), 44% (LRA) e para slope explicam 62% (PH), 67% (SD), 30% (SPAD),
61% (LRL), 43% (LRA). Os genes e/ou regides gendmicas identificadas aqui revelam
respostas fisiologicas € mecanismos moleculares diretos ou indiretos relacionados a tolerancia
ao déficit hidrico. Essas informagdes possibilitardo realizar selegdes mais assertivas e
subsidiar programas de melhoramento que visam implementar selecdo gendmica, edigdo
genomica (como CRISPR) ou tecnologias de genotipagem como ¢ o caso da KASPTM
(Kompetitive allele specific PCR) que visam obtencao de cultivares destinados a condigdo de

estresse hidrico com redugao de custos ao processo de avaliagao.

Palavras-chave: estresse abiotico; GWAS; tolerancia a seca; responsividade; eficiéncia no

uso da agua.



ABSTRACT

Abiotic stresses cause a huge negative impact on agricultural production, mainly the water
deficit. An efficient way to understand the effects of stress on genotypes is through reaction
norms. Reaction norm is a regression that shows the possible phenotypes that a given
genotype can express under different environmental conditions. As it is a regression, the
reaction norm can be decomposed into linear (intercept) and angular (slope) coefficients.
These components, obtained as a function of an environmental gradient, provide information
on the average performance over the planned environments and the responsibility for
environmental improvement. Therefore, average performance is associated with the
predictability/stability of a genotype against an environmental gradient and, thus, related to
tolerance, while responsiveness is linked to phenotypic plasticity, that is, responsiveness to
environmental increments. Thus, the use of this information (components of the reaction
norms) instead of the use of raw phenotypic data in the performance of genetic association
studies (GWAS), should make it possible to know genomic regions that are more influenced
by environmental variables in terms of average performance and responsiveness to water
stress. To test this hypothesis, a public genetic diversity panel consisting of 360 tropical maize
lines was used, evaluated in eight environments, four under conditions of ideal water supply
(WW) and four under conditions of water stress (WS). The root systems of the lines were
phenotyped via image capture and processing using the RhizoVision Explorer® software, as
well as shoot characters such as plant height, stem diameter, SPAD index and dry mass. At
first, analyzes of phenotypic data were performed to extract adjusted means (BLUEs) via
mixed linear model adjustment. Subsequently, reaction norms were obtained by genotype-by-
genotype regression, considering the BLUEs of each strain in each environment as a response
variable and the gradient with information on the environmental variable water supply as a
predictor variable. The values of each strain referring to the components of reaction norms,
intercept and slope were extracted. Thus, with this information, association analyzes (GWAS)
were performed for each character. Afterwards, the candidate genes were annotated, with their
potential effects and physiological relationships with water deficit tolerance via the
MaizeGDB database. Significant SNPs were identified in practically all maize karyotypes,
with the exception of chromosomes 6 and 7 in slope analysis and in chromosome 2 for
intercept and slope. The SNPs that appeared in both conditions for more than one trait suggest
the occurrence of a pleiotropic effect, as is the case of the Zm00001d048702 gene. A total of
25 significant SNPs were identified, these being for all characters evaluated in WW and WS.



Of these, 15 SNPs for average performance, 15 for responsiveness and 5 common to both
components (intercept and slope). The genes and/or genomic regions identified here reveal
physiological responses and direct or indirect molecular mechanisms related to water deficit
tolerance. This information will make it possible to carry out more assertive selections and
subsidize breeding programs that aim to implement genomic selection, genomic editing (such
as CRISPR) or genotyping technologies such as KASPTM (Kompetitive allele specific PCR)
that aim to obtain cultivars intended for water stress conditions with cost reduction in the

evaluation process.

Keywords: drought stress; abiotic stress; GWAS; drought tolerance; responsiveness;

efficiency in the use of water.
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1 INTRODUCAO

Um ambiente constitui-se num conjugado de fatores interligados que interagem
entre si (Martins et al., 2020). Estudos recentes vém mostrando que para compreender um
ambiente e melhorar a acuricia de estimativas a serem exploradas dentro de um programa de
melhoramento, torna-se necessario considerar em modelos genético-estatistico as covariaveis
ambientais (Costa-Neto et al., 2020; Resende et al., 2021; Xu, 2016). Covaridveis ambientais
exprimem a relagdo entre fatores como, por exemplo, temperatura, disponibilidade hidrica,
ventos, etc. A relagdo entre esses fatores interfere no crescimento e desenvolvimento das
plantas (Todd et al.,, 2018). Essa interferéncia pode moldar a variacdo fenotipica dos
organismos (Guo et al., 2020). Com o uso de covaridveis ambientais tornou-se possivel
mapear os diferentes ambientes, pois elas funcionam como uma espécie de assinatura do
ambiente (Zeraatpisheh et al., 2022). Assim, o comportamento fenotipico pode ser
determinado por uma combinagdo complexa de fatores genéticos e ambientais (Guo e Li,
2023).

Uma melhor compreensao sobre como o ambiente pode afetar os individuos ¢
através dos conceitos de tolerancia e responsividade. Tolerancia estd relacionado a resistir a
condi¢des adversas e, no sentido agrondmico estad associada a redugdo da produtividade diante
de um estresse quando comparada a condigdes ambientais ideais (Miti et al.,, 2010). A
responsividade, por sua vez, ¢ denotada pela resposta do genotipo frente a quantidade de
recursos, seja nutriente ou agua, necessaria para se obter produtividade, por exemplo (Moll et
al., 1982). Tanto na tolerancia quanto na responsividade, existem mecanismos fisiologicos
responsaveis por buscar evitar danos causados pelos estresses, mas que geralmente funcionam
de forma diferente (Zheng et al., 2000) e afetam de forma direta fatores significativos no
desenvolvimento da producdo, como por exemplo, a eficiéncia no uso da dgua. Tendo esse
melhor entendimento ¢ possivel explorar mais os complexos efeitos quantitativos
relacionados ao déficit hidrico.

Contudo, o ambiente modifica a expressdo fenotipica de forma limitada conforme
a predominancia do genotipo (Ibafiez et al., 2021), pois o gendtipo exerce uma influente
predominancia na determinacao de certos tragos fenotipicos (Galgaye e Deresa, 2023). Isso
ocorre principalmente quando a caracteristica ¢ altamente controlada por genes com efeitos
fortes e bem estabelecidos. Na tentativa de tentar explicar melhor os efeitos do ambiente,

Finlay e Wilkinson (1963) propuseram o uso de dados fenotipicos para gerar a média



15

ambiental e a partir disso elaborar um indice para as condi¢cdes ambientais, assim ficou
possivel avaliar a qualidade dos dados por meio de um gradiente. Este indice surgiu como
uma forma de melhor delinear os experimentos bem como obter dados ambientais mais
condizentes. O método envolve regressao da média ambiental, obtida a partir da média de
todos os gendtipos presentes. Um exemplo das formas de aplicagdo ¢ associar com a
produtividade, pois ela sofre interferéncia de uma ampla gama de fatores ambientais.
Posteriormente, Eberhart € Russell (1966) propuseram um método capaz de gerar estimativas
de adaptabilidade e de estabilidade de producdo. Essas estimativas estdo relacionadas ao
conceito de normas de reagao proposto primeiro por Woltereck em 1909.

Assim, a norma de reagdo diz que um dado genotipo ndo determina apenas um
fenotipo, mas pode apresentar uma gama de fendtipos possiveis para certos caracteres (Van
Eeuwijk et al., 2019; Liu et al., 2020). O uso das normas de reagdo vem se mostrando
relevante na compreensdo das respostas populacionais quanto a aclimatacdo em diferentes
locais (Lasky et al., 2020). Para se ter normas de reagdo, antes ¢ necessario identificar as
covariaveis ambientais relevantes a expressdao dos caracteres. Apds isso, por meio de
regressao da variavel resposta, o fendtipo do carater de interesse, em fungdo das variagdes
ambientais proporcionadas pelas covaridveis ambientais, ¢ possivel obter um melhor
entendimento da resposta dos genotipos via componentes de normas de reagao (Costa-Neto et
al., 2020). Assim, pelas varias regressoes estabelecidas para cada genotipo, pode-se identificar
os coeficientes linear (intercepto) e angular (slope) para cada um. O intercepto ¢ em uma
regressao o ponto da reta que cruza o eixo y; na norma de reagdo, corresponde ao desempenho
base esperado do individuo em diferentes condigdes ambientais e pode ser associado a
tolerancia. Ja o slope em uma regressao € o angulo que a reta apresenta em relacdo ao eixo x e
indica uma mudanca de comportamento; na norma de reacdo, corresponde a responsividade,
isto &, respostas fenotipicas (plasticidade) conforme as variagdes ambientes (Shi et al., 2023).

A relagdo entre essas expressdes ou respostas e aquelas informacdes obtidas no
processo de genotipagem da espécie € trivialmente usada em estudos de associacdo genética
(GWAS), que constitui numa ferramenta util na identificacdo de regides genomicas associadas
a determinados fendtipos (Cano-Gamez e Trynka, 2020). Entretanto, sdo raros os estudos que
além dessas, relacionam informag¢des ambientais, o que na pratica melhora a acurdcia em
estudos de predigao (Costa-Neto et al. 2020). Assim, se espera também que os resultados de
GWAS a partir de componentes de normas de reacdo (intercepto e slope) ao estresse hidrico
tragam informacdes mais assertivas aos programas de melhoramento que atuam no

desenvolvimento de genotipos para essas condigoes.
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Em GWAS, quando associa¢des entre fendtipo e SNP sdo significativas,
normalmente obtém-se os efeitos médios de substitui¢do alélica para cada SNP relacionado,
sendo potenciais genes candidatos subjacentes ao carater alvo (Han e Huang, 2013). Desta
maneira, € possivel entender quais regides do genoma sdo mais importantes a tolerancia e/ou
eficiéncia ao déficit hidrico. Assim, apesar de nao ser um método comum, pode-se descobrir
genes responsaveis pela expressdo do desempenho base do carater e aqueles que possibilitam
melhorar a resposta da espécie quando submetida a condicdo de déficit hidrico
(responsividade). Diante do exposto, o objetivo desse estudo foi identificar regides do genoma
associadas a expressdo de caracteres sinalizadores do estresse hidrico quanto ao desempenho

base e responsividade.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material genético e conducio experimental

Para a realizacdo deste projeto foi usado um painel publico de diversidade
constituido por 360 linhagens endogamicas de milho tropical (Yassue et al., 2021).

Por tratar-se de estudo envolvendo condi¢cdes de suprimento de agua
contrastantes, bem irrigado (WW) e de estresse hidrico (WS), anteriormente aos experimentos
principais, conduziu-se um experimento piloto com cinco linhagens (escolhidas
aleatoriamente dentro do painel) e foram testados cinco niveis de suprimento de agua: 100%
de agua disponivel (AD), 80% de AD; 70% de AD; 50% de AD e 40% de AD. As linhagens
foram conduzidas até o estadio V6 para se avaliar qual o seu comportamento nos diferentes
niveis de disponibilidade hidrica. Por meio de regressao se estabeleceu uma curva de retengao
de agua para obtencdo da capacidade de campo e delimitou a quantidade de agua a ser
disponibilizada via irrigagdo. Com isso, determinaram-se os pontos de WW e WS, sendo as
laminas de 80% de AD e a de 40% de AD, respectivamente como os mais adequados para
caracterizar essas condicoes.

Por ter sido conduzido em campo aberto, o controle da irrigagdo de cada
experimento foi realizado de forma manual e diaria. Assim, usou-se 15 amostras aleatorias
para calcular a média do peso didrio dos vasos dentro de cada nivel de disponibilidade de
agua. Posteriormente, era calculada a diferenga entre o peso atual e o peso total obtido em
cada nivel de suprimento de AD para reposi¢ao do volume de agua dentro de cada nivel. Vale
destacar que, para cada estddio vegetativo, foi obtido o peso médio das plantas, a fim de
subtrair juntamente com o peso atual e este ndo interferir no volume de 4gua a ser reposto.

Os experimentos principais foram conduzidos sob WW e WS, quatro para cada
condi¢do, no delineamento experimental linha X coluna. Cada experimento continha trés
blocos e, nestes, as parcelas distribuidas em 9 colunas e 40 linhas, espagados por 0,50 m.
Foram conduzidos em dois anos (2020 e 2021) na area experimental do setor de agricultura da
Universidade Federal do Ceard, Campus do Pici, Fortaleza-CE, a 3°44°24.27” de latitude S e
38°34°29.93” de longitude O e aproximadamente 18 m de altitude acima do nivel médio do
mar. Segundo a classificacdo de K&ppen, o clima da regido ¢ do tipo Aw’, caracterizado como
tropical chuvoso, muito quente, com chuvas predominantes nas estagdes do verdo e do
outono. Assim, conduziu-se os experimentos sempre no segundo semestre de cada ano, apos a

quadra chuvosa da regido, época no qual se assemelha com o periodo de sequeiro presentes
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em regides semidridas. Os registros de algumas variaveis climaticas, incluindo o volume de
agua disponibilizado as plantas em cada experimento estdo sumarizadas na Figura 1.

As semeaduras foram realizadas em vasos plasticos com capacidade de 3L,
contendo substrato na proporcao 3:1 (arisco: himus de minhoca). Semearam-se 2 sementes
por vaso, a uma profundidade média de 3 a 4 cm. O desbaste foi efetuado quando as plantulas
estavam com duas folhas completamente desenvolvidas (V2), deixando apenas uma plantula
por vaso (parcela). Neste mesmo estadio fenoldgico, também se iniciou a imposi¢ao do déficit
hidrico, que permaneceu até o estadio V6 (colheita). As adubacdes de plantio e cobertura
foram baseadas na analise quimica do substrato, levando em consideracdo as recomendagdes

para a cultura, de modo a isolar o estresse nutricional durante a condug@o experimental.

2.2 Obtencao de dados fenotipicos de caracteres sinalizadores de estresse hidrico

As avaliagdes fenotipicas foram realizadas quando a maioria das plantas estavam
em estadio fenoldgico V6. Os caracteres sinalizadores considerados na parte aérea das plantas

foram: altura de planta (PH - em cm) - mensura¢ao do solo a insercao da folha bandeira,
medido com uso de uma régua graduada; didmetro do colmo (SD - em mm) - média de duas

medidas acima do nivel do solo no segundo n6 do colmo obtido com uso de um paquimetro;
numero de folhas (NF) e a estimativa do teor de clorofila (SPAD), utilizando clorofilometro
portatil, aferindo trés folhas por planta para obter a média, entre as 10 e 12h da manha.
Posteriormente, as plantas foram cortadas rente ao solo, acondicionadas em sacos e

transferidas para uma estufa com circulagdo for¢ada de ar a 65 °C, por 72 horas, para a

obtenc¢do da massa seca de parte aérea (SDM).

Por ocasido da colheita, o sistema radicular foi separado da parte aérea, o
substrato removido e as raizes lavadas cuidadosamente com agua. Posteriormente, as raizes
foram armazenadas em potes plasticos com capacidade de 1L, contendo uma solugdo de agua
e alcool 70% (propor¢do 3:1, respectivamente) para conservagdo, até o periodo das
fotografias. Estas, por sua vez, foram realizadas sobre uma estrutura permanente com formato
de cubo, para uniformizar a distdncia da cdmera até as raizes (objeto/alvo). Para melhor
distribuicdo de luzes em seu interior, fixou-se LEDs de 12W, em todas as dire¢des, para evitar
a formagdo de sombras. Apos a obtengdo das imagens, as raizes foram levadas e mantidas em

secadora de circulagdo for¢ada de ar, a uma temperatura de 40 °C, por 4 dias, tempo

necessario para constancia de peso.
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As imagens capturadas pelo dispositivo, em formato JPEG foram analisadas pelo
software RhizoVision Explorer® para extracdo de dados. Foram considerados os caracteres:
comprimento das raizes laterais (LRL) e axiais (LRA). O nivel de limite da imagem foi
ajustado uma a uma e o limite de poda de raiz foi 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 didmetro maior que 0,50

mm (Trachsel et al., 2009).

2.3 Analises de dados fenotipicos

Equagdoes de modelos lineares mistos foram usadas para analisar os dados
fenotipicos das linhagens do painel. Para isso, inicialmente foram eliminados os outliers via
funcdo boxplot.stats na base do software R versdo 4.03 (R Core Team, 2021), seguida da
verificagdo de ajuste via QQplots. Posteriormente, foi ajustado um modelo misto para obter o
melhor preditor linear ndo-viesado (BLUP) pelo método da maxima verossimilhanca restrita
(REML) para cada caréter estudado nos ambientes de WW e WS, pelos pacotes spATS
(Rodriguez-Alvarez et al., 2018) e JOPS (Eilers et al., 2021). Essas andlises foram realizadas
usando o seguinte modelo:

v=Xib+XoNL+ Zir + Zoc + Z3g + £

em que y ¢ o vetor de valores fenotipicos das linhagens do painel para cada carater
avaliado; X7 e X sdo matrizes de incidéncia para os efeitos fixos; Z;, Z>, Z3 sdo matrizes de
incidéncia para os efeitos aleatorios; b ¢ efeito fixo de bloco; r € o feito aleatorio de linha, sendo r ~
N(0, Io2); c é o feito aleatério de coluna, sendo ¢ ~ N(0, Io?); g é o feito aleatorio de genotipo,

sendo g ~ N(0, Ia;); ¢ o efeito aleatorio do residuo, onde £ ~ N(0, Io7). A fim de corrigir

a diferenga no vigor e desenvolvimento das plantas, o nimero de folhas (NL) foi usado como
covariavel.

Na primeira etapa destas andlises, o efeito de gendtipo foi declarado como
aleatorio para possibilitar obter os componentes de variancia e, consequentemente, alguns
parametros genéticos. Posteriormente, numa segunda etapa, o efeito de genotipo foi declarado
como fixo para obtengdo do melhor estimador linear ndo-viesado (BLUE) de cada linhagem

em cada ambiente de WW e WS para as andlises seguintes.
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2.4 Analises envolvendo variaveis e covariaveis ambientais

Dados climaticos foram importados da plataforma nasapower (Sparks, 2022) por
meio da funcdo get weather do pacote EnvRtype (Costa-Neto, 2021b). As informacdes de
pluviosidade foram somadas ao suprimento de agua realizado diariamente em cada ambiente
para obtencdo da variavel dgua disponivel. Posteriormente, foi realizado um ajuste cardinal
para temperatura e assim gerar outras variaveis ambientais via fungdo processWTH do mesmo
pacote. Para isso, foram usadas temperaturas minimas ¢ maximas recomendadas para o
cultivo do milho em condi¢des tropicais, como: Tbasel = 8, Tbase2 = 45, Toptl = 30, Topt2 =
37.

O intuito com as andlises realizadas aqui foi de agrupar varidveis ambientais como
a disponibilidade de agua, temperatura, radiacdo etc., que apresentassem capacidade de
discriminacdo semelhante numa escala de tempo didria. Além disso, também foram analisadas
as covariaveis ambientais, como a correlacdo entre chuva e vento, temperatura e radiacdo,
chuva e temperatura etc., numa escala de tempo diaria (Duan et al., 2022). Contudo, analises
descritivas constataram que apenas a variavel agua disponivel variou ao longo dos ambientes.
Assim, nas analises seguintes, foi considerada apenas essa variavel para relacionar com os

BLUE das linhagens ao longo dos ambientes de WW e WS descrito anteriormente.

2.5 Normas de reacio

Foram agrupados os BLUE indexando as linhagens ao longo dos ambientes para
cada variavel e assim obtidos os data frames. Em andlises prévias constatou-se que alguns
ambientes (considerando os BLUE de todas as linhagens) tanto em WW como em WS,
causaram “ruido” as andlises detalhadas a seguir. Assim, promoveu-se a remogdo desses
ambientes, permanecendo apenas aqueles que apresentaram efeito de genotipo significativo
nas ANADEVs, com o intuito de obter curvas de regressao entre os ambientes mais
contrastantes e discriminantes quanto a disponibilidade de dgua.

Na sequéncia, analises de regressao gendtipo-a-genotipo foram realizadas com a
func¢do Im do pacote stats, considerando os BLUE de cada linhagem em cada ambiente de
WW e WS como variavel resposta e a variavel ambiental 4gua disponivel dentro de cada
ambiente como variavel preditora. Graficos conjugados envolvendo as varidveis resposta
foram obtidos em funcdo de um gradiente estabelecido pela varidvel ambiental (menos e mais

agua disponivel) via pacote ggplot2 (Wickham, 2011). Por fim, foram extraidas as estimativas
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de cada linhagem referente aos componentes de normas de reagdo, intercepto e slope. Essas
estimativas foram usadas nas analises posteriores.

As herdabilidades no sentido restrito para intercepto e slope dos caracteres foram
obtidas pelo melhor preditor linear nao-viesado gendmico (gBLUP) de acordo com (Clark e
van der Werf, 2013) considerando a matriz de relacionamento aditivo, conforme descrito em
2.8. Para isso, ajustou-se o modelo pela funcdo mmer do pacote sommer (Covarrubias-
Pazaran, 2016) e, posteriormente, com a fun¢do vpreditct foram obtidos os componentes de

variancia para estimar as herdabilidades.

2.6 Genotipagem e controle de qualidade

As 360 linhagens pertencentes ao painel foram genotipadas pela plataforma
Affymetrix® Axiom Maize Genotyping Array contendo 18.413 SNP (Unterseer et al., 2014).
Primeiro, como controle de qualidade padrao, marcadores com Call Rate (CR) < 90% e nao
bialélico foram removidos. Depois, dados perdidos foram imputados com o algoritmo Beagle
5.0 (Browning et al., 2018). Finalmente, marcadores com Minor Allele Frequency (MAF)
menor que 5% também foram descartados. Além disso, foram eliminados os marcadores em
desequilibrio de ligagdo par a par (LD) que apresentaram correlagdo das frequéncias alélicas
ao quadrado (r2) > 0,99. Todos esses procedimentos foram realizados com o auxilio do pacote
SNPRelate (Zheng et al., 2012). Ao final, 12.704 SNP foram retidos para serem usados nas

analises seguintes.

2.7 Estrutura populacional e decaimento de LD

As andlises de componentes principais (PCA) foram realizadas com base na
matriz de relacionamento gendmico aditivo (VanRaden, 2008) das linhagens retidas dentro de
cada variavel resposta apds o processo de remogao também pelo pacote SNPRelate (Zheng et
al., 2012). Essas andlises foram usadas a posteriori com o intuito de minimizar vieses
ocasionados pela estrutura populacional. A corre¢do via PCA nas andlises seguintes foi
incorporada automaticamente pelo FarmCPU. Assim, foram usados de 2 a 5 componentes ¢ o
melhor ajuste ao modelo foi baseado nos graficos ggplots.

O numero mais provavel de grupos dentro do painel foi realizado de acordo com
Yassue et al. (2021), pois se trata do mesmo painel de diversidade. Da mesma forma, as

estimativas de LD entre cada par de SNP dentro dos cromossomos foi calculada usando o r*.
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Para isso, foi considerada uma distancia de todos os SNP menor que 1 Mbp, e os valores
foram plotados contra a distdncia do par de bases para obter o decaimento LD por
cromossomo. Este procedimento foi realizado com todos os SNP retidos nos procedimentos

de controle de qualidade descritos anteriormente.

2.8 Analises de associacio

As analises de associacdo (GWAS) foram conduzidas para o intercepto e slope de
cada varidvel resposta pelo método da Unificagdo de Probabilidade Circulante de Modelo
Fixo e Aleatorio (FarmCPU) no pacote FarmCPU R (Liu et al., 2016). Usou-se a fungao
FarmCPU.P.Threshold para obter o real p-threshold, especifico para cada variavel e
componente de norma de reacdo via processo de simulacdo com 100 permutagdes.
Posteriormente, o ponto de corte foi obtido pela razdo entre o p-threshold e o nimero de
marcadores usados.

Posteriormente, foram obtidos os p-valores (significincia), MAF e os efeitos
médios de substitui¢do alélica (ASE) para cada SNP significativamente associado, designado
a partir de entdo como potencial gene candidato subjacente ao caréter alvo. Os coeficientes de
regressdo para cada SNP significativo ((RZyz) também foi obtido com base em MAF e ASE
em equacdes descritas por Da et al. (2014). Posteriormente, regressdes liner multiplas forem
estabelecidas para cada carater usando os SNP significativos como variaveis preditoras e
assim obter 0 qudo as marcas influencia a expressdo total do carater (RZ,;). Os graficos de
Manhattan e ggplots foram obtidos pelo pacote CMplot (Yin et al., 2021). Diagramas de
Venn-Euler foram obtidos para verificar a coincidéncia de marcas entre caracteres e
componentes das normas de reacdo pelo pacote VennDiagram (Chen, 2011), também no

software R.

2.9 Anotacoes de gene

Apos a realizacio da GWAS, os SNPs significativos foram utilizados para
encontrar os QTLs e posteriormente, foi feita a anotagdo dos genes, assim como seus
potenciais efeitos e relacdes fisiolégicas com a tolerdncia e/ou responsividade ao déficit
hidrico. A anotacdo dos genes candidatos foi realizada utilizando o banco de dados

MaizeGDB (http://www.maizegdb.org).
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3 RESULTADOS

3.1 Analises de deviance, varidveis e covaridveis ambientais e normas de reacao

Constatou-se efeito de gendtipo significativo pelas andlises de deviance
(ANADEVs) individuais (por ambiente) para quase todos os caracteres, exceto massa seca da
parte aérea (SDM) em mais de 50% dos ambientes avaliados (Tabela 1). Nos ambientes em
que se observou efeitos significativos, também foram os que apresentaram maiores
herdabilidades. Para altura de planta (PH), diametro do colmo (SD), comprimentos de raizes
laterais (LRL) e axiais (LRA), os ambientes WW_1, WW_4, WS 1, WS 4 foram aqueles que
apresentaram maior capacidade de discriminacdo das linhagens de milho tropical ao passo que
para o carater SPAD, os ambientes WW_3, WW 4, WS 1 e WS 2. Assim, buscou-se utilizar
sempre 0 mesmo numero de ambientes nas condigdes distintas de suprimento de agua a fim de

“balancear” o conjunto de dados usados nas analises posteriores.

Em analises prévias envolvendo as variaveis € covariaveis ambientais obtidas no
presente estudo, observou-se que houve efeito significativo apenas para a quantidade de dgua
disponibilizada (irrigagdo + pluviosidade). Isso ocorreu devido a semelhanca dos ambientes
utilizados no experimento, o que reforga a relevancia do impacto do efeito do estresse hidrico
nos cultivos, pois apesar da semelhanca ambiental, a disponibilidade hidrica apresentou efeito
significativo. Ao considerar os ambientes mais discriminativos por carater e a referida
variavel ambiental, foi possivel estabelecer um gradiente ambiental e entdo regressar o
desempenho de cada genotipo para obter suas respectivas normas de reacao (Figura 2). Assim,
graficamente constatou-se grande variacao de respostas para os caracteres estudados, reiterada

pelas herdabilidades dos componentes da norma de reagdo - interceptos e slopes, com maior

variabilidade sempre para o primeiro componente, independentemente do carater (Tabela 2).

3.2 Analises de associa¢ao

Foram identificados SNPs significativos em praticamente todo o cariotipo do
milho, com exce¢do dos cromossomos 6 e 7 nas analises de slope € no cromossomo 2 para
intercepto e slope (Figuras 3a e 3b). No total foram identificados 25 SNPs, sendo estes, para
todos os caracteres avaliados nas duas condi¢des de suprimento hidrico. Destes, 20 SNPs
exclusivos para o intercepto e slope (dez para cada) e cinco comuns a ambas as condi¢des

(Figura 4c).
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Foram identificados para o carater PH quatro SNPs em intercepto e slope.
Nenhum foi comum as condigdes WW e WS e dois marcadores estdo presentes em outros
caracteres. Com relacdo ao carater SD, quatro e cinco SNPs influenciaram o carater em
intercepto e slope, respectivamente (Figuras 3a, 3b e Tabela 3). Para esse carater, além de
quatro marcadores em comuns em WW e WS, dois marcadores estdo presentes em outros
caracteres ¢ um outro somente no slope. Para o SPAD, um SNP foi identificado para cada
componente, mas ndo sao comuns € nem estao associados a outros caracteres. Para o carater
LRL, oito e seis SNPs foram identificados em intercepto e slope, respectivamente. Somente
um dos marcadores em ambos. Com relagdo ao carater LRA, identificou-se um SNP em
intercepto e slope, ambos sdo comuns a WW e WS. Os qqgplots revelaram, no geral, um ajuste
adequado dos dados ao modelo usado nas analises de associacdo em todos os caracteres
(Figuras 3c a 31). Além disso, o limite para associagdes significativas entre marcador/carater
variou de 5,70 a 19,37 (Tabela 3). As propor¢des da varidncia fenotipica explicadas pelos
SNPs significativos variaram de 40 a 67% para intercepto, com destaque para o gene
Zm00001d032011 que é considerado de ocorréncia rara, por possuir MAF igual a 0,06, mas
que sozinho ¢ responsavel por explicar 67% do efeito no carater SPAD. J4 no slope a variacao

foi de 30 a 67%.

3.3 Genes candidatos e anotacdes funcionais

Dentre os genes candidatos identificados via GWAS (Tabela 3) para o carater PH
foram observados quatro para intercepto e quatro para slope, o gene Zm00001d053244 e o
Zm00001d048702, localizados no cromossomo 4, aparecem em mais de um carater nas duas
condi¢des de suprimento de 4gua. Para o SD foram identificados quatro para o intercepto e
cinco para slope, sendo quatro simultaneamente associados que sdao o0s genes
Zm00001d040803, Zm00001d048702, Zm00001d053244, Zm00001d011765 localizados nos
respectivos cromossomos 3, 4, 4 e 8. J& para o indice SPAD, identificou-se um gene para
intercepto € um gene para slope. Para o carater LRL foram detectados oito genes para
intercepto e seis para slope, foi encontrado um gene simultaneo que ¢ o Zm00001d048702 do
cromossomo 4. Por fim, para o LRA foram identificados um gene em intercepto € um gene

em slope que ¢ 0 Zm00001d024468, localizado no cromossomo 10 e simultdneo em ambos.
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4 DISCUSSAO

4.1 Utilidade das normas de reacio

As linhagens de milho tropical apresentaram comportamento variado para os
caracteres estudados ao longo dos ambientes (Figura 1). O estabelecimento de um gradiente
ambiental que busca relacionar os efeitos do ambiente ¢ bastante relevante, pois uma vez
obtido, além de possibilitar modelar o fenotipo observado, permite também prever o
desempenho fenotipico em outros ambientes ndo estudados usando médias meteoroldgicas
historicas (Costa-Neto et al., 2021a).

O gradiente ambiental no presente estudo visando estabelecer as diferengas entre
os ambientes de WW e WS, foi obtido pela quantidade de agua disponivel, tnica varidvel
ambiental que diferiu entre ambas as condi¢des. Apesar disso, foi possivel entender melhor o
desempenho fenotipico das linhagens com base em diferentes normas de reacdo, dando
aten¢do principalmente aos componentes de intercepto e slope (Figura 1). No geral, naqueles
ambientes em que o efeito de gendtipo foi significativo, observou-se maiores herdabilidades,
independentemente do carater (Tabela 1). Como o material genético usado foi 0 mesmo nos
diferentes ambientes, a diferenga dos coeficientes de herdabilidade se deve exclusivamente a
variagdo ambiental, o que demonstra que os caracteres estudados apresentam heranga
quantitativa (Miranda-Jacomé et al., 2014).

A inclina¢do das curvas de normas de reagdo das linhagens para os caracteres
estudados, mostra que algumas dessas apresentam maior responsividade, isto ¢, responderam
eficientemente a melhoria do ambiente (Bradshaw, 2006). Assim, torna-se necessario
conhecer quais genes estdo envolvidos a essa adaptacdo fenotipica (plasticidade) para serem
explorados em processos de selegdo assistida via marcadores por programas de melhoramento
que visam gerar cultivares para condigdes de déficit hidrico. Ademais, como esperado e de
acordo com outros estudos (Ren et al., 2021; Zhang et al., 2022; Ullah et al., 2021), ha maior
variabilidade genética para tolerdncia ao estresse hidrico (Tabela 2), geralmente observado
naqueles gendtipos que apresentam comportamento mais previsivel (estavel) e ndo respondem
satisfatoriamente mesmo sob condi¢des melhores de aporte de agua (Fritsche-Neto e DoVale,
2012).

Além disso, as caracteristicas fenotipicamente plasticas sdo normalmente
caracteristicas quantitativas, mas a genética quantitativa, apesar de ser uma ferramenta

importante para estudos, nao ¢ tdo eficiente para lidar com a plasticidade fenotipica (Jong,
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1990; Kovuri et at., 2023). A genética quantitativa trata de componentes de variacao. A
plasticidade fenotipica leva a um componente de varidncia dentro da varidncia ambiental,
dessa forma, a plasticidade reduz a estimativa de herdabilidade em uma populagdo que tem
distribuicao ambiental. Normalmente, herdabilidades aplicam-se apenas a populagdo e ao
ambiente onde foram estimados, mas no caso de caracteres fenotipicamente plésticos, a
herdabilidade muda com o ambiente (Ul-Allah et al., 2023). As consequéncias evolutivas da
variacdo genética na plasticidade fenotipica podem ser mais bem avaliadas quando pode ser
detalhada a dependéncia da hereditariedade na média e da variancia do ambiente, tal como a
populagdo o percebe (Jong, 1990). Assim, para compreender a sele¢do de diferentes caracteres
fenotipicos num ambiente varidvel, é preciso conhecer como os componentes da matriz de
variancia genética, variancias aditivas e covariancias, mudam com o ambiente da populacao.
Contudo, a genética quantitativa dos valores de caracteristicas que se alteram com o ambiente
se torna necessaria. Desta maneira, a genética quantitativa pode ser enquadrada utilizando o

conceito de norma de reagao.

4.2 Genes associados a tolerancia ao déficit hidrico

Os genes identificados nos caracteres para o componente do intercepto, estdo
associados ao desempenho base das linhagens ao longo do gradiente ambiente e, portanto,
denotam a estabilidade e/ou previsibilidade, condicdo associada no presente estudo a
tolerancia do déficit hidrico. Assim, o gene Zm00001d017714 significativo para o carater LRL
estd associado a adaptagdo morfologica de raizes e exploragdo do solo visando uma maior
eficiéncia da aquisi¢do de nitrogénio (Remans et al., 2006). O déficit hidrico estimula a
expansdo do sistema radicular para zonas mais profundas e umidas do perfil do solo. A
densidade de pelos radiculares aumenta, contribuindo assim para uma maior area de absor¢ao
de 4gua pelas raizes (Liu et al., 2018). Apesar dos experimentos terem sido conduzidos em
vasos, observou-se esse comportamento no terco final das raizes onde concentrou maior teor
de umidade. Além disso, as raizes podem acumular solutos organicos, como aglcares €
aminodcidos, para manter o equilibrio osmdtico e proteger as células da desidratagdo (Alves e
Setter, 2004).

O carater PH ¢ sempre considerado em estudos envolvendo estresse hidrico em
milho, pois em condi¢do restrita desse insumo a tendéncia ¢ que as plantas fiquem mais
baixas. O gene Zm00001d052079 identificado nesse carater também confere funcdo conectada

ao equilibrio osmdtico. Ele estd relacionado a ativagdo de enzimas integrantes da via
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metabolica do acido aspartico (Jander e Joshi, 2010). O acido aspartico durante o déficit
hidrico esté ligado a sintese de prolina. A prolina ¢ um aminoéacido conhecido por sua fungdo
como osmolito, que ajuda a regular a pressdo osmotica nas células e as protegé-las contra os
efeitos do estresse hidrico (Farooq et al., 2020) . Além disso, o acido aspartico também
desempenha um papel na sintese de outros aminoacidos, como a metionina e a treonina, que
sdo importantes na regulacdo do metabolismo de nitrogénio e do balanco de carbono nas
plantas (Taiz et al., 2017). Durante o déficit hidrico, a regulagdo desses aminoacidos pode ser
afetada, modificando assim o metabolismo global da planta.

O gene Zm00001d053429 também identificado no carater LRL apresenta funcao
simular, pois ¢ um dos responsaveis pela biossintese de agucares e processos de regulagdo de
plantas buscando promover uma melhor estabilidade perante as variagdes do ambiente
(Sridhar et al., 2004). Com o déficit hidrico as plantas promovem o aciimulo de agucares a fim
de aumentar o seu potencial osmoético, permitindo o aumento da turgescéncia via
osmoprotecao (Ahmed et al., 2021).

Portanto, os genes supracitados oferecerem respostas as plantas quando
submetidas a condicdo de estresse hidrico, indicando ajustes morfoldgicos e fisiologicos para
compensar o declinio em desempenho e conferir estabilidade ao estresse. Assim, esses genes
significativos para o componente dointercepto podem ser tteis a estudos que visam elucidar a
arquitetura genética da tolerancia ao estresse hidrico assim como para pesquisas que buscam
mapear ou identificar QTLs associados a essa condigao.

O gene Zm00001d011679 identificado no carater PH regula a passagem de nitrato
e amoOnio através da membrana plasmatica das células da epiderme por meio de
transportadores especificos (Larsson e Ingemarsson, 1989). O transporte de nitrato ¢ uma
parte essencial do metabolismo de nitrogénio nas plantas, e ele pode estar relacionado a altura
das plantas durante o déficit hidrico de varias maneiras. O nitrogénio ¢ um nutriente vital para
o crescimento e desenvolvimento das plantas, sendo um componente importante dos
aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos e outras moléculas essenciais. Durante o déficit
hidrico, a disponibilidade de dgua pode influenciar a absor¢do, assimila¢do e transporte de
nitrato, afetando diretamente o crescimento e a altura das plantas (Li et al., 2023).

Outro gene que apresenta uma conexdo com as raizes mesmo que de forma
indireta ¢ o Zm00001d040002 que esta relacionado a tolerancia de plantas ao aluminio
podendo proporcionar alteracdes através da modulagdo no desenvolvimento (Khoudi, 2021) e
estd associado ao transporte de proteinas e outras substancias (Gaudet et al., 2011). O

transporte de proteinas ¢ fundamental para muitos processos celulares e fisioldgicos,
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incluindo a regulagdo da expressdo génica, a resposta a estresses ambientais e o ajuste do
metabolismo (Srivastava et al., 2022). Durante o déficit hidrico, as plantas precisam se
adaptar para conservar agua, minimizar a perda de dgua por transpiracao ¢ manter as funcdes
essenciais para a sobrevivéncia. Ja com relagdo a solos com excesso de aluminio, em
condi¢des de déficit hidrico, a absor¢ao dele pode ser maior devido a reduzida disponibilidade
de 4gua, levando a uma menor lavagem do aluminio téxico € a uma maior concentragdo desse

elemento nas proximidades das raizes (Siecinska et al., 2019).

O gene Zm00001d025082 também presente em LRL estd associado a proteinas
envolvidas no catabolismo de polissacarideos (Kesari et al., 2015). O catabolismo de
polissacarideos requer dgua como solvente para as reagdes enzimaticas envolvidas na sua
quebra. Com o déficit hidrico, a velocidade e a eficiéncia do catabolismo de polissacarideos
sdo comprometidas e as plantas redirecionam os recursos limitados para garantir a
sobrevivéncia e a prote¢do de orgdos vitais, como brotos e folhas jovens (Zia et al., 2021).
Isso pode levar a restrigdes aos Orgdos de reserva, onde ocorre o armazenamento de
polissacarideos.

O carater LRL apresentou ndao s6 o maior nimero de SNPs significativos na
GWAS, mas também mais genes direta ou indiretamente relacionados a regulagdo fisiologica
e/ou bioquimica ao estresse hidrico. O gene Zm00001d045136 ¢ regulador da agdo de
transportadores que apresentam substratos extremamente amplos, sendo capazes de
transportar uma grande variedade de produtos téxicos naturais ou sintéticos, de origem
enddgena ou exogena. Desta forma, evitam ou reduzem o acimulo desses produtos no interior
das células e, consequentemente, evitam ou minimizam a sua agao toxica (Del Sorbo et al.,
2000). O estresse ocasiona mudancas no limite das atividades metabdlicas, o que pode ser
associado a tolerancia e desintoxicagdo, assim, ele pode gerar acimulo de substancias toxicas
ou levar a deficiéncia de substancias essenciais as plantas (Feng et al., 2023). Isso também
confere uma importancia para o estudo de tolerancia de plantas, principalmente os que
envolvem sistema radicular, tendo em vista a o efeito do gene deve influenciar no crescimento

e desenvolvimento das raizes.

4.3 Genes associados a responsividade

Os genes identificados nos caracteres para o componente do slope estdo
associados as respostas das linhagens aos estimulos favoraveis proporcionados ao longo do

gradiente ambiental. Diante disso, o gene Zm00001d025472 identificado no carater PH ¢ um
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regulador negativo das vias de sinalizacdo das citocininas. A expressado ARR16 ¢ uma resposta
dada a sinalizadores e ¢ regulada em varios estagios de desenvolvimento (Srivastava et al.,
2019). O fitohormoénio citocinina desempenha um papel fundamental na regulacao de
crescimento e desenvolvimento das plantas, esta envolvido em vdrias respostas fisiologicas as
mudangas ambientais, dentre elas o déficit hidrico (Wang et al, 2023). O gene
Zm00001d048410 também foi localizado no mesmo carater e estd associado ao transporte
vacuolar de proteinas, transportadoras de auxinas. As proteinas sdo localizadas na membrana
plasmatica, e sua localizagdo ¢ controlada por varios mecanismos (Martinez-Navarro et al.,
2022). As auxinas controlam o crescimento e o fototropismo em plantas ¢ em condi¢des de
déficit hidrico tem atuagdo determinante na regulagdo do metabolismo e crescimento das
raizes (Sharma et al., 2018). O gene Zm00001d033673 foi identificado no cariter SD e
apresenta uma funcdo semelhante aos demais. E relacionado a fatores de transcri¢do do tipo
Teosinte Branched1/Cycloidea/PCF (TCP) que controlam diferentes aspectos do
desenvolvimento vegetal, como morfogénese foliar, simetria floral e padrdo de ramificagao
desenvolvimento das gemas axilares (Aguilar-Martinez et al., 2007), geralmente afetados
negativamente pelo déficit hidrico.

Dessa forma, esses genes supracitados ha certa associa¢do entre a atividades dos
genes supracitados com a condigdo de estresse avaliada. As citocininas promovem o
crescimento ¢ a divisdo celular, estimulando a proliferagdao de células em varias partes da
planta, incluindo gemas laterais e gemas axilares. As auxinas sdo conhecidas por regular o
alongamento celular e a formagao de raizes e a dominancia apical, inibindo o crescimento das
gemas laterais. Em condigdes de estresse hidrico, ocorrem alteracdes nos niveis € no
equilibrio dos hormonios vegetais, incluindo citocininas e auxinas. As plantas apresentaram
maiores repostas com efeito imediato sinalizando uma adaptacdo as diferentes condigdes
ambientais. Pode-se utilizar essas informagdes para verificar a plasticidade fenotipica em um
ambiente e separar os efeitos genéticos continuos. Isso mostra os genes individuais que estdao
por tras das respostas plasticas de diversos gendtipos ao ambiente.

Os genes Zm00001d013288 localizado no SPAD e Zm00001d046561 identificado
no LRL estdo associados diretamente a sinalizagdo mecanismos de adaptagdo das plantas para
sobreviver em condigdo de estresse. A condi¢do de estresse ¢ sinalizada na planta e ela
desencadeia uma resposta. As proteinas quinases e fosfatases desempenham um papel
fundamental na regulacdo das vias de sinalizacdo de estresse e principalmente as quinases se
encontram envolvidas em varios processos da resposta para estresses abioticos, dentre eles o

estresse hidrico (Shukla e Mattoo, 2008). Elas desempenham um papel crucial na regulagao
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de uma ampla variedade de processos celulares, incluindo a transducdo de sinais, o
metabolismo, o crescimento celular e a resposta ao estresse (Liu et al., 2023). Sao sinalizadas
pelo estresse osmotico gerado através do déficit hidrico e mediam essa sinalizacao do estresse
para a planta. O que ocasiona alteracdes na expressao gé€nica e ativacao de varias classes de
proteinas e osmolitos (Zhu, 2002). Outro gene associado a sinalizagdo de estresse também
localizado no LRL ¢ o Zm00001d046740 que é conectado ao dominio dedo de zinco que
corresponde a uma estrutura proteica estabilizada pela ligagdo coordenada a um ion zinco com
aminoacidos (Brayer e Segal, 2008). Esse dominio dedo de zinco passou a representar uma
das maiores ¢ mais importante familias de proteinas de ligagdo ao DNA na transcri¢do de
eucariotos devido as suas fungdes ¢ quantidade presente no genoma (Wei et al. 2022). Uma
delas ¢ regular respostas de estresses abioticos, dentre eles mecanismos relacionados ao
deéficit hidrico (Seok et al., 2016).

O carater LRL quanto ao componente do slope ndo apresentou apenas genes
envolvidos na sinaliza¢do de estresse. O gene Zm00001d048421 esta relacionado a sintese e
regulacdo de fosfolipidios de membrana ou regides acidas de varias proteinas (Uchida et al.,
2000). Uma diminui¢do da fluidez das membranas pode ocorrer, reduzindo a facilidade na
troca de fosfolipideos entre as duas bicamadas, por conta da eroxidagao lipidica (Gill e Tuteja,
2010). A peroxidacao lipidica tem sido amplamente utilizada como um indicador de danos as
membranas celulares em plantas sob déficit hidrico. Outro gene no LRL também associado ao
efeito de danos celulares ¢ o Zm00001d045534 que estd envolvido com enzimas que
hidrolisam ligagdes peptidicas. As exopeptidases iniciam o processo de degradacdo a partir
das extremidades (amino ou carboxi -terminal) das proteinas produzindo pequenos peptideos
ou mesmo aminoacidos (Ryan, 1990). O déficit hidrico favorece a um estresse oxidativo que
promove a inativagdo de enzimas e interferéncia nesse processo e nas rotas metabolicas (Xiao
et al., 2023). Assim, o maior entendimento desses efeitos pode trazer uma contribuicdo ao
processo de selecdo de programas de melhoramento que buscam aumentar a eficiéncia das
plantas no uso de recursos como agua e nutrientes.

O gene Zm00001d045570 identificado no cardter LRL ndo esta diretamente
associado aos demais, ele possui relacdo com a proteina identificada fosfoglicerato mutase
que atua na via glicolitica, resultando na producdo de energia na forma de ATP ¢ NADH,
utilizada em véarios processos celulares (Nelson e Cox, 2003). O déficit hidrico afeta o
funcionamento normal do organismo, incluindo o metabolismo celular. A disponibilidade
adequada de agua ¢ importante para a correta atividade das enzimas envolvidas, incluindo a

fosfoglicerato mutase que tem sua expressdo diminuida. Embora ndo esteja diretamente
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relacionada ao sistema radicular das plantas, a glicolise e o metabolismo energético sao
fundamentais para o funcionamento e desenvolvimento sauddvel das raizes. As raizes das
plantas desempenham varias fungdes vitais, incluindo a absor¢ao de dgua e nutrientes do solo
e armazenamento de carboidratos (Wang et al., 2023). Para isso, as raizes precisam de energia
para o crescimento, manutengdo celular e atividade metabdlica. Foi possivel notar o efeito

disso nas diferentes condi¢des hidricas através da variagdo do comprimento das raizes.

4.4 Genes associados tanto a tolerancia como a responsividade

Os genes identificados nos caracteres para os componentes de intercepto e slope
contribuem tanto para manter as plantas em condi¢des subdtimas de disponibilidade de agua
como para melhorar a resposta delas quando o ambiente estd propicio. Nestas condicdes, o
gene Zm00001d048702 significativo para os caracteres PH, SD e LRL mostrou-se mais
relevante. Esse gene esta relacionado as benzoxazinonas que sdao os principais metabolitos
secundarios defensivos no milho. Pertencem a uma das classes de metabdlitos secundarios de
plantas mais bem estudadas em termos de sua distribuicdo, atividades bioldgicas, bem como
sua biossintese de aspectos bioquimicos e genéticos moleculares (Sue et al., 2011). Durante o
déficit hidrico, a produgdo de benzoxazinonas pode ser induzida nas plantas como uma
resposta adaptativa ao estresse. Esses compostos desempenham varias fungdes benéficas para
as plantas durante condi¢des de falta de 4gua, como protecao contra patdogenos, regulacdo do
crescimento, prote¢do contra herbivoria e resposta antioxidante (Gholami et al., 2019). A
protecdo contra patdgenos ocorre, pois as benzoxazinonas tém propriedades antimicrobianas e
antifiingicas, o que significa que elas podem ajudar a proteger as plantas contra infeccoes
causadas por patogenos que podem se aproveitar do estresse hidrico para atacar as plantas
susceptiveis. Podem ainda ser toxicas ou ter propriedades repelentes para insetos e outros
animais que se alimentam das plantas. J4 a regulacdo do crescimento acontece porque as
benzoxazinonas também podem ter efeitos regulatorios no crescimento das plantas afetando o
caule e as folhas bem como a taxa de crescimento no geral das plantas (Aguirre-Becerra et al.,
2022). A planta também pode redirecionar recursos para a producdo de benzoxazinonas e
modular a expressdo de genes relacionados ao crescimento, permitindo que sejam alocados
recursos de forma mais eficiente para sobreviver as condi¢coes de déficit hidrico (Sicker e
Schulz, 2002). Com relacdo ao sistema radicular, elas podem influenciar a morfologia,
promovendo o desenvolvimento de raizes em camadas mais profundas do solo durante o

déficit hidrico, influenciando na capacidade das plantas de encontrar e absorver dgua em
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condi¢cdes de escassez hidrica. Ademais, o déficit hidrico pode levar ao aumento da producao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas plantas, resultando em estresse oxidativo. Como
as benzoxazinonas tém propriedades antioxidantes, reduzem a sintese de ROS nessas
condig¢des (Nair et al., 1990). Outro ponto importante € que esses compostos ajudam a regular
a abertura dos estomatos, as estruturas nas folhas responséaveis pela troca de gases com o
ambiente (Yu et al., 2021). A regulagdo dos estdmatos € crucial para controlar a transpiracao e
a perda de agua, permitindo que a planta conserve dgua em condigdes de baixa
disponibilidade hidrica. Além de suas fungdes diretas na resposta ao estresse hidrico, as
benzoxazinonas também podem estar envolvidas em complexos processos de sinaliza¢ao
molecular que coordenam a resposta da planta ao estresse causado pelo déficit hidrico
(Siecker et al., 2000).

O gene Zm00001d040803 associado ao SD, estd envolvido na formagdo de
peptideo hormonal ubiquo que induz a atividade de uma MAP quinase (Zhang et al., 2020). A
ativacdo da via de sinalizacdo da MAP quinase ¢ uma resposta comum durante o estresse
hidrico. Durante o déficit hidrico, a planta percebe a falta de 4gua e inicia uma cascata de
eventos de sinalizagdo intracelular. Isso resulta na ativacdo da MAP quinase através de
fosforilagdo. A ativagdo da MAP quinase desencadeia varias respostas fisiologicas e
bioquimicas em plantas expostas ao déficit hidrico (Wang et al., 2014). Essas respostas
incluem a regulacdo da expressdo génica de genes envolvidos na resposta ao estresse, a
producdo de moléculas antioxidantes para lidar com o estresse oxidativo, a regulacdo da
abertura e fechamento dos estomatos para reduzir a perda de dgua por transpiracdo, entre
outras (Ning et al., 2010). Vale salientar que a tolerancia esta relacionada a capacidade de
resistir a variagdes ou adversidades sem perda significativa no desempenho, enquanto a
responsividade estd relacionada a capacidade de responder prontamente e de forma eficiente
as mudangas ou estimulos. Além disso, a atividade da MAP quinase esta associada a respostas
especificas do sistema radicular em plantas submetidas ao déficit hidrico. A MAP quinase
desempenha um papel importante na modulagcdo do crescimento radicular, no
desenvolvimento de raizes laterais e na resposta as mudancas nas condigdes de
disponibilidade de 4gua no solo.

O gene Zm00001d011765 também identificado no cardter SD influencia na
formagdo de clorofila e, consequentemente, na fotossintese (Von Elbe, 2000; Taiz et al.,
2017). Um dos principais efeitos do déficit hidrico na clorofila ¢ a redugdo na sua
concentragdo. Isso ocorre porque a falta de agua afeta a atividade enzimadtica envolvida na

biossintese de clorofila, resultando em uma diminui¢ao na produgao dessa molécula. Como a
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clorofila é essencial para a absor¢do de luz e a conversdo de energia, a reducdo na sua
concentragdo pode levar a uma diminui¢do na eficiéncia fotossintética (Chiango et al., 2021).
Outro gene simultaneo associado ao SD ¢ o Zm00001d053244 que esta relacionado com a
hidrélise de nucleotideos trifosfatados e participa de uma sinalizacdo celular necessaria a
resposta da planta (Fernandez et al., 2004). O déficit hidrico pode afetar a hidrélise de ATP e
ter impactos nas atividades celulares. O ATP ¢ a principal molécula de energia utilizada pelas
células. A disponibilidade limitada de agua pode levar a alteragdes nas atividades celulares e
nos processos metabolicos. A hidrolise de ATP pode ser afetada de varias maneiras,
ocasionando reducdo da sua eficiéncia no déficit hidrico. Isso pode ter consequéncias
negativas para a producdo de energia nas células, afetando diretamente a atividade
metabodlica, o crescimento e a sobrevivéncia das plantas (Xu et al., 2022). Vale salientar que a
tolerancia esta relacionada a capacidade de resistir a variagdes ou adversidades sem perda
significativa no desempenho, enquanto a responsividade esta relacionada a capacidade de
responder e sinalizar prontamente e de forma eficiente as mudangas ou estimulos.

J& o gene Zm00001d024468 foi identificado no carater LRA e estd envolvido na
regulacdo génica em nivel de transcri¢do, esse ¢ um dos principais pontos no controle dos
processos biologicos, sendo que os fatores de transcrigdo desempenham um papel
fundamental nesse processo. A taxa de transcricdo de um gene ¢ importante determinante na
expressao do etileno, os mecanismos moleculares pelos quais a transcrigdo génica € regulada
tém interesse crescente € tém se tornado um dos topicos principais de estudos em genética
molecular envolvendo o etileno (Ito et al., 2012). Durante o déficit hidrico, a producdo de
etileno pode ser aumentada como parte da resposta adaptativa das plantas a condigcdo de
estresse. Conferindo assim uma resposta imediata frente a mudanca ambiental. Uma das
fungdes do etileno durante o déficit hidrico ¢ a regulagdo do fechamento dos estomatos. Os
estomatos sdo pequenas aberturas presentes nas folhas e nos caules das plantas, responsaveis
pela troca de gases, como didxido de carbono e oxigénio, entre a planta e o ambiente. Durante
o déficit hidrico, a planta precisa conservar a agua e reduzir a perda por transpiragdo. Nesse
contexto, o aumento na producdo de etileno pode levar ao fechamento dos estdmatos,
reduzindo assim a perda de dgua por transpiragdo. O que corresponde a uma forma de
tolerancia, tendo em vista que a planta busca resistir a condi¢do. Além disso, o etileno
também esta envolvido na regulagdo de vérias respostas adaptativas ao déficit hidrico (Nazar
et al., 2015). Ele pode induzir a sintese de proteinas de estresse, como as proteinas de resposta
ao estresse que desempenham um papel na protecdo das células vegetais contra os danos

causados pelo estresse hidrico, o que reforca o efeito responsivo do gene.
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4.5 Aplicacoes no melhoramento vegetal

Pode-se observar a associacao significativa de diversos genes com diferentes
caracteres nas duas condi¢des hidricas tanto de intercepto como de slope. Diante disso, os
genes que apresentaram relagdo para mais de um carater no trabalho sugerem a ocorréncia de
efeito pleiotropico, como € possivel verificar para o gene Zm00001d048702 que mais se
repetiu e foi identificado tanto para caracteres no componente do intercepto como para outros
no slope. Assim, esse gene influencia na resposta das plantas a tolerdncia como na
responsividade.

Os genes associados a responsividade e tolerancia ao déficit hidrico t€ém um
enorme potencial biotecnoldgico, especialmente a medida que as preocupagdes com a
mudanga climdtica e a escassez de 4gua aumentam. A biotecnologia desempenha um papel
fundamental na manipulagdo desses genes para desenvolver plantas mais adaptadas a
ambientes com disponibilidade limitada de 4gua (Nawaz et al., 2023).

A identificagdo e caracterizacdo de genes envolvidos na resposta ao déficit hidrico
permitem aos cientistas criar plantas geneticamente modificadas que exibem caracteristicas de
melhor adaptacdo a condicdo. Isso pode ser feito através da insercdo de genes que regulam os
mecanismos de resposta ao estresse hidrico, como a regulacdo da abertura estomdtica, a
acumulagdo de compostos osmoprotetores e a protecao contra danos oxidativos (Doron et al.,
2020).

Além disso, a aplica¢do biotecnologica pode ser usada para desenvolver plantas
que sejam mais eficientes no uso da agua, reduzindo a quantidade de agua necessaria para um
crescimento saudavel (Wei et al., 2022). Isso pode incluir a modificagdo de genes
relacionados a transpiragdo, evitando a perda excessiva de dgua, bem como a melhoria da
absorcdo e reten¢do de agua pelas raizes.

Ademais, SNPs detectados mostram que existem efeitos de diversos genes nos
caracteres estudados, o que reforca a ideia de caracteres complexos para expressar o efeito
(Spitko et al., 2014). Assim, dados referentes as respostas de tolerancia e responsividade dos
caracteres das plantas de milho e a identificacio de genes-chave em condi¢des de déficit
hidrico ¢ fundamental aos programas de melhoramento, pois contribuem para que sejam
desenvolvidas estratégias mais pontuais e mais eficazes de selecdo para a condi¢do de
interesse.

As informacdes obtidas neste trabalho possibilitardo realizar sele¢des mais

assertivas. Tendo em vista que podem subsidiar programas de melhoramento que visam
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implementar selecdo genomica, edi¢do gendmica (como CRISPR) ou tecnologias de
genotipagem como ¢ o caso da KASPTM (Kompetitive allele specific PCR) que busquem
obtencao de cultivares destinados a condi¢ao de estresse hidrico com redugao de custos ao
processo de avaliacdo. Isso tanto para cultivares tolerantes como também para cultivares mais
responsivas.

Dessa forma, também pode-se selecionar individuos através das marcas obtidas
nesse estudo em condigdes experimentais ideais, sem precisar impor um déficit hidrico e
realizar avaliagdes destrutivas, o que consequentemente, permite dobrar o controle parental

buscando tornar maiores as chances de se identificar genotipos superiores.
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4 CONCLUSAO

Foram identificados 25 SNPs em associa¢do a todos os caracteres avaliados de
milho tropical em disponibilidade ideal de dgua e déficit hidrico para intercepto e slope. Eles
explicam no intercepto para cada carater 40% (PH), 57% (SD), 67% (SPAD), 40% (LRL),
44% (LRA) e para slope explicam 62% (PH), 67% (SD), 30% (SPAD), 61% (LRL), 43%
(LRA). Sendo que cinco foram comuns a ambas as condigdes. Esses genes mostraram
respostas fisioldgicas, moleculares e mecanismos sinalizadores associados tanto a tolerancia
ao déficit hidrico como também a responsividade que podem ser utilizadas em estudos
posteriores bem como em programas de melhoramento com objetivo de obter cultivares

adaptados a condigdes de estresse hidrico.
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Figura 1. Variaveis climaticas coletadas durante a conducdo dos experimentos em niveis
contrastantes de disponibilidade de agua (WW e WS). Ensaios conduzidos em 2020 (ae b) e
2021 (¢ e d). Tmax, temperatura maxima; Tmin,

evapotranspira¢do; Rad, radiation.

temperatura minima;

Evap,



Tabela 1. Teste da razdo de verossimilhanca (LRT) para o efeito de gendtipo das andlises de deviances individuais (por ambiente) e
herdabilidades médias (h?) dos caracteres altura de planta (PH), didmetro do colmo (SD), indice SPAD, massa seca de parte aérea (SDM),

comprimento de raizes laterais (LRL) e axiais (LRA).
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. PH SD SPAD SDM LRL LRA
Ambiente
LRT h? LRT h? LRT h? LRT h? LRT h? LRT h?

WW 1 -4,227** 0,61 -2,777* 0,64 0,066 0,01 -0,482 0,21 -3,433%* 0,48 -2,740%* 0,69
WW 2 0,047 0,36 -1,721 0,01 -3,860** 0,21 -1,665 0,08 0,025 0,10 -0,383 0,17
WW 3 0,074 0,48 0,003 0,39 -3,236%* 0,56 -0,856 0,36 3,421* 0,34 0,179 0,07
WW 4 -6,95]*** 0,71 -4,416%* 0,68 -2,921%* 0,50 0,987 0,43 4,194** 0,50 -3,342%* 0,36
WS 1 -5,755%* 0,59 5,074%* 0,46 4,075%* 0,62 0,067 0,32 3,061* 0,42 -3,311% 0,29
WS 2 -0,169 0,39 0,167 0,08 -3,617* 0,45 -0,657 0,29 -0,316 0,04 -0,712 0,17
WS 3 -0,894 0,07 -0,993 0,46 0,044 0,12 -1,305 0,21 1,097 0,16 -0,158 0,26
WS 4 3,039%* 0,41 -2,834%* 0,44 0,077 0,14 -0,448 0,25 3,097* 0,34 -3,408%* 0,85

* sk kkk: gionificante ao nivel de 0,1, 0,05 € 0,01 de probabilidade pelo teste do y* com 1 grau de liberdade.
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Figura 2. Normas de reacdo para: a: altura de plantas; b: didmetro do colmo; ¢: indice SPAD;
d: massa seca da parte aérea; e: raizes laterais; f: raizes axiais.
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Tabela 2. Herdabilidades no sentido restrito (em %) dos caracteres sinalizadores de estresse hidrico
altura de planta (PH), diametro do colmo (SD), indice SPAD, massa seca da parte aérea (SDM),
comprimento de raizes axiais (LRA) e laterais (LRL) para os componentes de norma de reagao
intercepto e slope.

Componente PH SD SPAD SDM LRL LRA

Intercepto 39,1 47,2 45,2 56,6 32,5 30,5
Slope 8,8 34 2,2 0 14,7 5.8
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Figura 3. SNPs significativos via andlises de GWAS. Gréficos circulares (circulos concéntricos) de
Manhattan das analises de associacdo dos caracteres PH, SD, SPAD, LRL, LRA nas condigoes de
intercepto (a) e slope (b). As linhas continuas em vermelho indicam o threshold para seu respectivo
carater. Os SNPs significativos (acima das linhas) foram marcados em vermelho. Graficos quantil-
quantil dos caracteres supramencionados sob condig¢des intercepto (c, d, e, f, g) e slope (h, 1, j, k, 1),

respectivamente.



51

LRA

SPAD SPAD

Intercept Slope

Figura 4. Diagramas de Venn com o nimero de SNPs significativos associados a PH, SD, SPAD,
LRL, LRA em intercepto (a), slope (b) e em comum as duas condig¢des (c).
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Tabela 3. Ponto, carater, SNP, ID do gene candidato, cromossomo (Crm), posicao fisica (Posi), P-valor, minor allele frequency (MAF) da
variancia explicada para cada SNP significativo, efeito de substitui¢ao alélica (ASE) e anotagao de genes candidatos detectados pela analise
GWAS para o intercepto e slope referentes a disponibilidade hidrica obtidos via normas de reacdo para cada linhagem.

-logio(p-

Ponto | Carater Marca Crm | Posi (bp) value) MAF | ASE Rivi | Rior Anotag¢io putativa
Zm00001d052079 | 4 | 178758358 | 7,66 | 0,13 | 2,48 | 0,0004 Lisina-cetoglutarato redutase/sacaropina
desidrogenasel
Zm00001d053244 | 4 221733436 9,17 0,12 2,71 0,0009 Proteina de resisténcia a doencas (classe TIR-NBS)
PH 0,40 Fator de iniciagdo eucariotica 4F subunidade p150
Zm00001d020603 | 7 | 124341628 | 7,74 0,07 | 3,05 | 0,0004 r e miclag ‘ilso tforma . uou P
Zm00001d011679 8 158417406 7,38 0,39 1,83 0,0009 Transportador de nitrato de alta afinidade 2,5
7m00001d040803 | 3 66922699 1121 0,08 175 0,0009 Proteina RALF-like 33, faltor de alcalinizagdo rapida
D Zm00001d048702 4 3573987 10,64 0,12 2,63 0,0081 0.57 Sintese de benzoxazinona3
Zm00001d053244 | 4 221733436 10,12 0,12 1,49 0,0009 ’ Proteina de resisténcia a doencas (classe TIR-NBS)
Zm00001d011765 | 8 | 161175083 | 8,65 020 | 146 | 0,0016 Aldeido oxigenase (desformilante), metilsterol
monooxigenase 2-2

Intercepto | spapy | Zm00001d032011 | 1 | 209342052 | 6,80 006 | 2496 | 00064 | 067 | Froteinad Semelhaf:ﬁag E?Gl especifica para
Zm00001d034703 1 300277611 6,09 0,14 | 1275,1 | 0,0004 Proteina 2 contendo dominio interativo rico em AT
Zm00001d040002 3 22478094 5,69 0,46 | -909.4 | 0,0004 Proteina de tolerancia a metais 10
Zm00001d048702 4 3573987 7,60 0,14 | 2298,0 | 0,0036 Sintese de benzoxazinona3
Zm00001d053429 4 231023375 7,20 0,20 1453,8 | 0,0009 AT-hook motif proteina nuclear localizada

LRL | Zm00001d017714 | 5 | 205059342 7,08 0,43 | 1023,1 | 0,0009 | 0,40 Proteina NRT1/ FAMILIA PTR 8.3
Zm00001d038071 | 6 | 146912777 | 7,06 | 027 | -1212,3 | 0,0009 Proteina N-terminal glutamina amidohidrolase,
Proteina NH2-terminal glutamina deamidase
Zm00001d045136 9 14000424 6,01 0,27 | -1033,2 | 0,0004 Proteina da superfamilia facilitadora principal
Zm00001d025082 | 10 | 102925193 8,81 0,24 | 1334,8 | 0,0009 Proteina da familia 10 da glicosil hidrolase
LRA | Zm00001d024468 | 10 | 72231278 5,80 0,07 | 29588 | 0,01 | 0,44 Fator de transcrigao responsivo ao etileno

semelhante ao AP2 AIL1
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Slope

Zm00001d048702 | 4 3573987 10,89 | 0,13 6,12 0,0121 Sintese de benzoxazinona3
PH Zm00001d016345 | 8 | 158417406 | 10,01 | 0,39 2,79 0,0025 0.62 Proteina nio caracterizada
Zm00001d048410 | 9 | 155790521 | 11,13 | 0,17 4,24 0,0049 | & Proteina relacionada a Ras RABF1
Zm00001d025472 | 10 | 119894716 | 7,89 | 0,19 3,07 0,0016 Regulador de resposta de dois componentes ARR16
Zm00001d033673 | 1 | 270546340 | 13,23 | 0,10 2,52 0,0025 Fator de transcricio TEOSINTE BRANCHED 1
Zm00001d040803 | 3 | 66922699 | 899 | 0,08 1,88 0,0004 Proteina RALF-like 33, fator de alcalinizagdo rapida 1
SD Zm00001d048702 | 4 3573987 19,37 | 0,13 421 0,0256 | 0,67 Sintese de benzoxazinona3
Zm00001d053244 | 4 | 221733436 | 11,52 | 0,12 1,98 0,0009 Proteina de resisténcia a doengas (classe TIR-NBS)
Zm00001d011765 | 8 | 161175083 | 12,32 | 0,20 1,80 0,0016 aldeido oxigenase (desformilante), metilsterol monooxigenase 2-2
SPAD | Zm00001d013288 | 5 7913279 7,92 | 0,08 | 23,71 0,0025 | 0,30 Proteina da superfamilia de proteina quinase
Zm00001d048702 | 4 3573987 6,63 | 0,13 | 2440,6 | 0,0025 Sintese de benzoxazinona3
Zm00001d045534 | 9 | 25757186 | 9,90 | 0,13 | -2495,9 | 0,0025 Proteina da superfamilia de exopeptidase dependente de Zn
LRL Zm00001d045570 | 9 | 27013113 | 6,54 | 0,09 | 2189,2 | 0,0009 0.61 Glicerolfosfato mutase
Zm00001d046561 | 9 | 95969862 | 7,30 | 0,12 | 2076,2 | 0,0009 | Proteina da superfamilia de proteina quinase
Zm00001d046740 | 9 | 103972420 | 6,78 | 0,31 | 1292,6 | 0,0004 Proteina contendo dominio CCCH de dedo de zinco 52
Zm00001d048421 | 9 | 155968642 | 6,30 | 0,18 | -1546,7 | 0,0004 Proteina contendo dominio PH
LRA | Zm00001d024468 | 10 | 72231278 | 5,70 | 0,07 | -3457,4 0,01 0,43 | Fator de transcrigdo responsivo ao etileno semelhante ao AP2 AIL1




