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1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é o primeiro grdao a ultrapassar um bilhdo de
toneladas produzidas por ano no mundo. Desde a Revolugdo Verde, o milho
passou a ser associado ao uso de variedades hibridas homogéneas, fornecidas
por empresas de sementes e cultivado como monocultura com uso intensivo de
insumos. Por outro lado, as variedades crioulas (landraces) sao muito importantes
nos paises em desenvolvimento devido a maior adaptacdo em ambientes
marginais (FENZI; COUIX 2021), além de ser fonte de calorias e de renda em
determinadas regides.

A substituicdo de variedades crioulas por variedades hibridas ocasiona
erosao genética, ou seja, perda de variabilidade genética (GUZZON et al. 2021).
Variedades crioulas sdo fontes de genes e alelos para os programas de
melhoramento desenvolverem gendtipos superiores, capazes de lidar com
estresses bidticos e abidticos, intensificados pelas mudancgas climaticas.

A caracterizagdo da variabilidade genética nas populagdes crioulas
(conservadas nos bancos de germoplasma ou mantidas pelos agricultores) é
fundamental para o melhoramento genético. Informagdes de variabilidade
genética a partir de marcadores moleculares e morfolégicos permitem a selegao
de genitores, elucidar a base genética que controla caracteres de importancia
agrondmica e gerenciar técnicas de conservagao de germoplasma.

Polimorfismos de nucleotideo unico, do inglés Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs), sao causados por mutagdes pontuais que dao origem a
diferentes alelos com bases alternativas em uma determinada posi¢cao do
genoma. Muitas técnicas de sequenciamento e ferramentas de bioinformatica séo
aplicadas para identificagdo de SNPs (JIN et al. 2016). SNPs sdo marcadores
moleculares amplamente utilizados para avaliacdo da variabilidade genética e
para estudos de mapeamento genético de caracteres de interesse agronémico.

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo caracterizar a
variabilidade genética dentro de duas populagdes de milho crioulo utilizadas no
Rio Grande do Sul. Para isso, marcadores SNPs foram utilizados para
genotipagem.

2. METODOLOGIA

Foram genotipadas 49 plantas provenientes de duas variedades de milho
crioulo, Caiano Rajado e Cateto Amarelo, cultivadas no Rio Grande do Sul. A
extracdo de DNA de folhas de cada planta foi feita de acordo com o protocolo
descrito por DOYLE; DOYLE (1987). Apos verificar a quantidade do DNA no
equipamento Qubit e a qualidade no equipamento Nanovue e eletroforese em gel
de agarose, as amostras foram enviadas para a empresa EcoMol Consultoria
para genotipagem por sequenciamento (GBS).
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Para genotipagem foi construida uma biblioteca através da digestdo do DNA
e ligacao de sequéncias adaptadoras. A qualidade da biblioteca foi avaliada
usando o equipamento BioAnalyzer Agilent 2100 (kit High Sensitivity DNA). A
quantificacdo da biblioteca foi feita por meio de uma PCR em tempo real com o
KAPA Biosystems Quantification Kit (KAPA). O sequenciamento da biblioteca foi
feito na plataforma HiSeq 2500 (lllumina), com leitura unica de 100pb.

Os dados obtidos foram analisados utilizando o protocolo “Tassel GBSv2
SNP calling pipeline” (https://www.maizegenetics.net/tassel). Foi utilizado o
programa Trimmomatic para limpeza das sequéncias. Posteriormente, foram
utiizadas as etapas GBSSeqToTagDBPIlugin, TagExportToFastqPlugin. Em
seguida foi feito o alinhamento dos reads contra o genoma de referéncia do milho
(obtido no site panzea) utilizando o programa BWA, seguidos dos scripts
SAMToGBSdbPlugin e finalmente DiscoverySNPCallerPluginV2. Todas estas
etapas foram executadas usando o sistema Linux.

Apo6s obter o arquivo padrdo vcf contendo os SNPs, as proximas etapas
foram feitas utilizando a versao Desktop do software Tassel. Neste software foram
feitas as etapas de limpeza dos dados de baixa qualidade e exclusao daqueles
locos pouco informativos.

Os resultados obtidos foram apresentados em tabelas. Para visualizar a
dispersdo dos gendtipos, os dados foram submetidos a analise de componentes
principais. Essa analise foi conduzida no programa R (R CORE TEAM 2020).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos o tratamento inicial foram detectados 2464 locos SNPs para os 49
genotipos (Tabela 1). Deste total, 950 SNPs (38,55%) foram nao polimérficos
entre os genotipos, por isso foram eliminados da analise. Os SNPs restantes
(1514 — 61,44%) foram submetidos a uma segunda analise para filtrar e excluir
aqueles locos inadequados. Para isso foram considerados os SNPs que
apresentam leitura em = 95% dos gendtipos, isto €, cada loco pode ter dados
perdidos em no maximo 5% dos gendtipos avaliados.

Tabela 1. Total de locos SNPs apds tratamento inicial dos dados brutos da
genotipagem por sequenciamento.

Cromossomo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Total

Locos 351 303 168 192 360 373 182 129 116 290 2464

Depois de fazer a limpeza dos dados, 343 SNPs foram mantidos para
analise final (Tabela 2). Os cromossomos 3 e 9 tiveram as menores quantidades
de SNPs enquanto os cromossomos 5, 10 e 6 os maiores numeros de SNPs. Em
um estudo desenvolvido por MCLEAN-RODRIGUEZ et al. (2021), com variedades
crioulas de milho, foi demonstrada a presenga de SNPs em todos os
cromossomos, com densidade variavel de acordo com o cromossomo, similar ao
observado neste estudo.

Tabela 2. Total de locos (SNPs) apds limpeza dos dados.

Cromossomo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Total

Locos 31 38 13 25 46 68 43 10 12 57 343




8 SEMANA i ,
INTEGRADA XXXI CIC — CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA

UFPEL 2022

Visando estimar a variabilidade genética, os dados foram submetidos a
anadlise de componentes principais. Foi possivel verificar a dispersdo dos
genodtipos, o que indica a presenca de variabilidade genética dentro das
variedades estudadas (Figura 1). Esse resultado pode ser explicado pelo fato que
o milho € uma espécie alégama, ou seja, variedades crioulas fazem polinizagcao
cruzada, resultando em individuos heterozigotos, com elevada variabilidade
genética (ARCA et al 2020).

Também é possivel observar que, de maneira geral, plantas da mesma
variedade sdo mais parecidas entre si (Figura 1). Esse comportamento demonstra
que as variedades apresentam caracteristicas proprias. As variedades crioulas de
milho sao cultivadas de forma ampla e independente em todas regides do Brasil,
com relevante importancia socioeconémica para o sistema de agricultura familiar.
Como resultado, diferentes variedades sao desenvolvidas e selecionadas para
diferentes ambientes e com caracteristicas morfolégicas especificas (CARVALHO
et al. 2004), o que pode explicar a diferenca observada entre as variedades
estudadas.

PC1

-3 -2 -1 0 1
PC2
grupo  * * * CA ¢ ¢ & CR

Figura 1. Analise de componentes principais com base nos SNPs polimérficos
entre plantas das variedades de milho crioulo. CA — Cateto Amarelo; CR — Caiano
Rajado.

A variabilidade genética presente nas populagdes crioulas é uma fonte
sustentavel de alelos. Esse pool génico é util para o desafio futuro que pode ser
imposto por estresses abioticos, causados pelas mudangas climaticas (SOLIMAN
et al. 2021). O milho apresenta ampla variabilidade genética, entretanto, menos
de 5% dessa variabilidade é explorada nos programas de melhoramento. As
variedades crioulas tem wuso Ilimitado pois sao pouco caracterizadas,
geneticamente heterogéneas com baixo desempenho agronémico (ARCA et al
2020). Por isso, estudos de caracterizagao da variabilidade genética sdo muito
importantes.

4. CONCLUSOES

A presenca de locos SNPs polimérficos entre as plantas genotipadas,
assim como a dispersdo dos gendtipos na analise de componentes principais,
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indicam a ocorréncia de variabilidade genética entre as variedades e entre as
plantas da mesma variedade. Essa variabilidade genética pode ser utilizada para
o desenvolvimento de variedades superiores. Os marcadores identificados neste
estudo serdo utilizados para o mapeamento genético de caracteristicas de
importancia agronémica.
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