UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
ESCOLA DE AGRONOMIA

MAPEAMENTO ASSOCIATIVO PARA PRODUTIVIDADE EM ARROZ SOB
DEFICIT HIDRICO

GABRIEL FERESIN PANTALIAO

Orientador:

Dr. Claudio Brondani

Goiania - GO
Brasil

Marco - 2013



GABRIEL FERESIN PANTALIAO

MAPEAMENTO ASSOCIATIVO PARA PRODUTIVIDADE EM
ARROZ SOB DEFICIT HIDRICO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Genética e Melhoramento de
Plantas, da Universidade Federal de Goiaés,
como exigéncia para obtencdo do titulo de
Mestre em Genética e Melhoramento de
Plantas.

Orientador:
Dr. Claudio Brondani

Goiania, GO - Brasil
2013



Dedico este trabalho aos meus pais e a minha
familia que sempre me apoiaram em todas as
minhas decisbes, acreditaram no meu
potencial e me deram forca para a conclusédo
de mais uma etapa em minha vida. Expresso

aqui meu eterno amor e gratidao a vocés.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, primeiramente, por todas coisas boas que trouxe em minha
vida, além de obstaculos que tive que ultrapassar e que garantiram meu amadurecimento
profissional e pessoal. Aos meus pais que estiveram sempre disponiveis para qualquer
conselho, apoiando todos passos que eu dava. A minha avd e minha tia que sempre
estiveram presentes nos meus momentos de tristeza e alegria. E a todos meus amigos que
de maneira individual torceram para 0 meu sucesso.

Ao meu orientador, Dr. Claudio Brondani, que me mostrou como é facil aliar
uma boa convivéncia com resultados produtivos, ensinando ndo somente conhecimentos
profissionais como pessoais, que auxiliaram de forma efetiva meu amadurecimento. A Dra.
Tereza Cristina de Oliveira Borba, pelo companheirismo, paciéncia e disposi¢cdo, que
auxiliou muito na minha chegada até aqui. Ao Dr. Marcelo Narciso pela prestatividade
com as andlises computacionais. Ao Dr. Cleber Guimardes pela conducéo do experimento
em Porangatu (GO). A Dra. Luice Gomes Bueno, pela prestatividade e auxilio com as
analises dos dados de campo. Ao futuro doutor Ricardo Didgenes, pela amizade e ajuda em
diversos momentos. Aos demais colegas do Laboratério de Biotecnologia, pela
convivéncia e pela amizade de todos.

A Embrapa Arroz e Feijdo, pelas dependéncias. A CAPES, pelo financiamento
do projeto no qual esta inserido meu trabalho e pela concessdo da bolsa de mestrado. A
Universidade Federal de Goias, pela oportunidade de aprimoramento da minha formacéo

académica. E a todos os professores do programa pelos conhecimentos adquiridos.



SUMARIO

[ R N o = N =] = I TR 06
LISTA DE FIGURAS. ..o oot et e e e e et et e e aee s et et aaeeees et ateseessessseneseresseseseneeieens 07
= ES] U\, @ S S 08
A B ST RACT oot et et e et et et e e et et et et e e et et et et e et et et et e e et et et e et et e et e eeeraranas 09
1 [NEEI0] 516070 IR 10
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA .....coooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e en e, 12
2.1 O GENERO ORYZA ...ocoeeoeeeeeeeee oo e eeeee e e eees et st e e eeenesasaeeenesaseseenens 12
2.1.1 A €SPECIE O. SALIVA......eveiiiiiiiiiiiee e e 13
2.2 COLECAO NUCLEAR DE ARROZ DA EMBPRAPA (CNAE)............. 14
2.3 O GENOMA DO ARROZ CULTIVADO (Oryza sativa L.).................... 16
2.4 PRINCIPIOS GERAIS DO MAPEAMENTO ASSOCIATIVO............... 17
25 MAPEAMENTO ASSOCIATIVO E MAPEAMENTO DE QTL............. 18
2.6 ABORDAGENS DO MAPEAMENTO ASSOCIATIVO ...coooveveeevee, 19
2.7 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO (NGS) ....c.oveveerernnee. 21
2.8 ANALISE GENETICA BASEADA EM NGS ....ooovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen s 23
2.9 TOLERANCIA A SECA EM PLANTAS. ..o oo eeeeeeeeeeeee e e 25
3 MATERIAL E METODOS ..o oo e a e e 28
3.1 MATERIAL VEGETAL .o ee e ee e e en e eeenen e, 28
3.2 CARACTERIZACAO DO PAINEL DE MAPEAMENTO
ASSOCIATIVO QUANTO AO DEFICIT HIDRICO .....ooveeeeeeeen, 28
3.3 ANALISE DO CONJUNTO DE DADOS FENOTIPICOS .....ovcvevevee. 30
331 Ajuste dos dados TENOTIPICOS........ccveiveririririeieee s 30
3.3.2 Distribuicdo de frequéncias € diSPErsao .........cceoeverererenenesesieeeens 30
3.4 DADOS GENOTIPICOS ... eeeeeeeeeeee e en e er e en e, 31

3.5 ESTRUTURA GENETICA POPULACIONAL ......coevevercrcreeeieeeeee, 32



3.6
3.7

4.1
411
4.1.2
4.2
4.3
4.4
441
4.5

5.1
5.2
5.3
5.4

ANALISE DE ASSOCIACAOQ ..o ses s 32
ANOTACAO DOS GENES.......oooviveeeeeeiniieieeeriesesssssnsessessenessessesnennes 33
RESULTADOS ..ottt sseee s sse s st 34
AVALIACAO FENOTIPICA DOS ACESSOS .......covvevvrrvereriseireesnennes 34
(@o] 0] T8 L) (0 [0 F= Vo [0 LSS 34
Produtividade e suscetibilidade @ SECa..........cccceevveiieiiieeiie e 38
DADOS GENOTIPICOS ......ocvviieiieeeveeeeeeee e en s 40
ESTRUTURA GENETICA POPULACIONAL ......ooovvevevereeererseene 41
ANALISE DE ASSOCIACAO ......ooveveeeceeveeeesesees s 42
Distribuicdo dos valores de signifiCancia...........ccccccceevvevieiieiicie e, 45
ANOTACAO DOS GENES........oveveeeieeeeeeeeeeseee e ses s assaseeeneenes 46
DISCUSSAQ ..ottt ses s st 51
ANALISE DOS CARACTERES FENOTIPICOS ......cooveveveervierceisinens 51
DADOS GENOTIPICOS ... 54
ANALISE DE ASSOCIACAO ......ooveveeeeeeeeeeereseeese s 55
ANOTACAO DOS GENES........oveeeveeeeeeeseeeeresesssessesiene s 57
CONGCLUSOES........ooeieeeeeeeeeeeee et enensnes 60
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......cocovceeeeeeeeeeeeeeseesesiesesnnian, 61



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Colecéo Nuclear de Arroz da Embrapa (CNAE) dividida pelos estratos e nimero
de acessos que fazem parte de cada eStrato...........ccevvvererieerierreerie e, 16

Tabela 2. Método dos Quadrados Minimos para a variavel Produtividade (kg ha™) em
ambiente com deficiéncia hidriCa .........cccoveviieiiiie s, 34

Tabela 3. Método dos Quadrados Minimos para a variavel Produtividade (kg ha™) em

ambiente sem deficiéncia hidriCa........ccccoveveiiiieiiic e, 34
Tabela 4. Vinte materiais mais produtivos do ambiente com deficiéncia hidrica.............. 39
Tabela 5. Vinte materiais mais produtivos do ambiente sem deficiéncia hidrica .............. 39
Tabela 6. Vinte materiais mais sensiveis a seca no experimento de 2010 .........c.cccceenee. 40

Tabela 7. Numero de marcadores SNPs obtidos pela genotipagem de 283 acessos de arroz
de terras altas da CNAE pOr GBS ........cocoooeiieiececec e, 41

Tabela 8. Associagdes presentes em cada um dos 12 CrOMOSSOMOS.........cccveevereerveaeennns 42
Tabela 9. Associacdes (SNPs - caractere) e suas significancias (Cromossomos 1 ao 3) ... 43
Tabela 10. AssociacBes (SNPs - caractere) e suas significancias (Cromossomos 4 ao 10) 44
Tabela 11. Transcritos identificados em cada cromossomo do arroz cultivar Nipponbare 47

Tabela 12. Genes identificados a partir da presenca de marcadores SNPs provenientes da
analise de mapeamento associativo e seus respectivos produtos expressos ....... 48

Tabela 13. Genes identificados a partir da presenca de marcadores SNPs provenientes da
analise de mapeamento associativo e 0s provaveis processos bioldgicos de seus
LSS0 ] (0L USRS 49

Tabela 14. Genes identificados a partir da presenca de marcadores SNPs provenientes da
analise de mapeamento associativo e as provaveis funcdes moleculares de seus
EFANSCIITOS ...ttt bttt b et se e st e et s sbeebeeneenne s 50



LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Distribuicdo de frequéncia da produtividade dos acessos do experimento em
ambiente com deficiéncia hidriCa .........cccoveviieiiiie s, 35

Figura 2. Distribuicdo de frequéncia da produtividade dos acessos do experimento em
ambiente sem deficiéncia hidriCa..........cccovereiiiiieiiicc e, 36

Figura 3. Distribuicdo de frequéncia do indice de Suscetibilidade a Seca para
produtividade no experimento com deficiéncia hidrica..........cccccevvevviicivennnne. 36

Figura 4. Grafico boxplot para a produtividade nos ambientes com e sem deficiéncia
0] T | o S PRPRPSRSRS 37

Figura 5. Grafico boxplot para o indice de Suscetibilidade & Seca..........cc.cccovevrvreeneee. 38

Figura 6. Grafico Manhattan Plot dos valores de significAncia das associagdes nos
CrOMOSSOMOS 1 80 B.vvvevviieiiiie ittt e e 45

Figura 7. Grafico Manhattan Plot dos valores de significancia das associacGes nos
CrOMOSSOMOS 7 80 12.....eiiiieiiiiii ettt ettt sttt beesree s 46



RESUMO

PANTALIAO, G. F. Mapeamento Associativo para produtividade em arroz sob déficit
hidrico. 2013. 91 f. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas) —
Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2013.

A seca € um fator ambiental que limita a producdo das culturas, como a do arroz de
terras altas (Oryza sativa L.). O conhecimento de fatores envolvidos na tolerancia a
deficiéncia hidrica e das respostas das plantas a esse estresse podem fornecer subsidios aos
programas de melhoramento para o desenvolvimento de cultivares tolerantes, e,
consequentemente, com uma maior produtividade sob essas condi¢bes. O mapeamento
associativo, ou analise de associacdo, tem sido aplicado com sucesso em plantas, sendo
utilizado primeiramente na identificacdo de genes associados a caracteres de importancia
econdmica, e posteriormente, na implementagdo de selecdo assistida por marcadores
(SAM). Tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (NGS) tém sido recentemente
utilizadas em projetos de sequenciamento e resequenciamento para identificar, validar e
avaliar um grande numero de SNPs, os quais podem ser utilizados em estudos de
mapeamento associativo. Dentre os métodos desenvolvidos para a descoberta de
marcadores moleculares e genotipagem de alto desempenho, destaca-se pela rapidez e
baixo custo a genotipagem por sequenciamento (GBS). Esse trabalho objetivou detectar,
via GBS, o polimorfismo de marcadores SNPs em 283 acessos de arroz de terras altas
componentes da CNAE (Colecdo Nuclear de Arroz da Embrapa) e associa-los a
produtividade sob déficit hidrico. Apos a filtragem dos dados brutos de acordo com
pardmetros de estringéncia pré-definidos, foram contabilizados 285.379 SNPs distribuidos
ao longo dos 12 cromossomos do arroz. As informagdes moleculares foram integradas aos
dados fenotipicos derivados do experimento de avaliacdo de produtividade e indice de
Suscetibilidade & Seca (ISS), conduzido no ano de 2010 em Porangatu (GO) em ambiente
com e sem deficiéncia hidrica, para possibilitar a analise de mapeamento associativo, e
com isso, detectar marcadores SNPs relacionados a tolerancia & seca e oportunizar o
desenvolvimento de um conjunto de marcadores Uteis para a selecdo assistida para esse
carater, assim como genes para estudos de engenharia genética do arroz. Através da analise
de associacdo, foram detectados 48 SNPs relacionados com os caracteres avaliados, dentre
o0s quais 13 foram relacionados ao ISS e 35 a produtividade em condi¢do de déficit hidrico.
Dentre os 48 SNPs, foram identificados 35 SNPs ancorados em 31 genes de arroz. Dentre
0s genes identificados, sete deles continham SNPs associados ao ISS, enquanto que 0s
restantes 24 genes continham SNPs associados a produtividade dos acessos em ambiente
com deficiéncia hidrica. Esses genes podem ser avaliados para serem efetivamente
utilizados na selecdo assistida por marcadores. Adicionalmente, esses genes podem ser
superexpressos para avaliar sua capacidade de aumentar a tolerancia a seca, e em caso
positivo, gerar cultivares comerciais de arroz geneticamente modificadas mais tolerantes a
esse estresse.

Palavras-chave: Mapeamento associativo, Oryza sativa L., SNPs, deficiéncia hidrica,
CNAE, Genotipagem por Sequenciamento.

! Orientador: Prof. Dr. Claudio Brondani. Embrapa Arroz e Feijio.



ABSTRACT

PANTALIAO, G. F. Association mapping for rice grain yield under drought stress.
2013. 91 f. Dissertation (Master's degree in Genetics and Plant Breeding) — Agronomy
School, Federal University of Goias, Goiania, 2013.

Drought is an environmental factor which narrows crop production, such as upland
rice (Oryza sativa L.). The knowledge of aspects related to drought stress, and plant
response to it, may furnish plant breeding programs essential data for the development of
tolerant cultivars, and hence with higher yields under such conditions. Association
mapping has been a successful approach to elucidate the genetic basis of economically
important traits in plants, and afterward in the implementation of marker assisted selection
(MAS). Next-generation sequencing (NGS) technologies have been applied in a variety of
contexts, including SNP identification and development. Among methodologies for marker
discovery and high-throughput genotyping, GBS (Genotyping by Sequencing) points out
by its low cost and speed at which samples can be analyzed. The aim of this work was to
identify, by GBS, the polymorphism from SNP markers within 283 upland accessions from
Embrapa Rice Core Collection (ERICC) and associate them to yield under drought stress.
After filtering the raw data of predetermined stringent parameters, 285.379 SNP were
identified in the 12 rice chromosomes. For the association mapping, molecular and
phenotypic data were combined for the identification of SNP associated to drought, aiming
the subsequent development of a marker set for MAS besides the identification of genes
for genetic engineering. The analysis identified 48 SNP associated with the evaluated
traits, 13 associated to drought susceptibility index (DSI) and 35 to yield under drought
stress. Among the 48 SNP, 35 was anchored in 31 rice genes. Seven genes, out of the 31,
possessed SNP associated to DSI, and the other 24 genes to yield under drought stress.
These genes may be evaluated to be effectively employed for MAS. If the overexpression
of such genes provides an enhanced drought tolerance, they may be used in the
development of tolerant rice cultivars.

Keywords: Association Mapping, Oryza sativa L., SNPs, drought stress, ERICC,
Genotyping by Sequencing.

! Adviser: Prof. Dr. Claudio Brondani. Embrapa Rice and Beans.



1 INTRODUCAO

O arroz é uma das espécies mais importantes para a alimenta¢édo humana,
representando a principal fonte de carboidrato para mais da metade da populacdo
mundial (Khush, 2005). Estima-se que a populacdo mundial aumentard de forma
consideravel, o que também ird demandar um aumento na producdo de alimentos em
relacdo aos niveis atuais, em um cenario de reducdo da area cultivavel e escassez de
recursos hidricos. O uso continuo da irrigacdo e a restricdo dos recursos hidricos
provocando estresse € uma realidade crescente, devido, principalmente, ao aumento da
poluicdo e a competicdo com o consumo industrial e urbano (Chaves & Oliveira, 2004).

Os programas de melhoramento de arroz, devem, portanto, priorizar a
busca por novas estratégias que visem o aumento da tolerancia e da produtividade em
condicGes de déficit hidrico. Uma das principais alternativas é o desenvolvimento de
gendtipos mais tolerantes a seca, a partir da identificacdo de fontes doadoras de genes
tolerantes a esse estresse. Os recursos genéticos do arroz compreendem variedades
tradicionais, cultivares e linhagens modernas e espécies silvestres relacionadas. Esta
diversidade permite o acesso a diferentes op¢cOes para o desenvolvimento de novos
cultivares pelos programas de melhoramento, obtendo-se assim cultivares mais
produtivas, resistentes a doencas e pragas e mais tolerantes a seca (Rao, 2004).

O arroz € considerado uma planta modelo para estudos genémicos por
apresentar 0 menor genoma entre os cereais, em torno de 382 Mpb (milhdes de pares de
base). Adicionalmente, a partir do sequenciamento do genoma do arroz, é possivel a
realizacdo de estudos comparativos com outras espécies de gramineas, por apresentarem
sintenia entre genomas, ou seja, blocos de genes conservados, tanto com relacdo a
organizacgao quanto a similaridade em contetdo e sequéncia (Tyagi et al., 2004).

O sequenciamento de nova geragdo (NGS) esta expandindo o0s
conhecimentos sobre a variabilidade genética do arroz. A alta qualidade dos genomas de
referéncia publicamente disponiveis para o0 arroz e o resequenciamento de diversos
acessos de bancos de germoplasma tém formado uma base solida para os estudos
gendmica estrutural e funcional. A tecnologia de genotipagem por sequenciamento
(GBS) tem sido utilizada na identificacdo de inimeros SNPs, a um custo bastante

reduzido em comparacao a genotipagem utilizando chips de DNA (Elshire et al., 2011).
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A tolerancia a estresses abioticos, como a seca, geralmente é resultante
da acdo de caracteres controlados por varios genes e, portanto a identificacdo de regides
gendmicas associadas a tolerancia a seca pode ser 0 primeiro passo para a compreensao
da base molecular do controle genético deste tipo de carater. A utilizagdo da estratégia
de mapeamento associativo esta baseada no uso de individuos ndo aparentados e todo o
historico de recombinagdes, permitindo a obtencdo de estimativas mais precisas sobre a
localizacd@o de genes de interesse (Abdallah et al., 2003).

A andlise de associacdo tem o potencial de identificar polimorfismos
dentro de genes que sejam responsaveis por variacfes fenotipicas (Flint-Garcia et al.,
2003), estabelecendo uma relacdo entre o gendtipo e o fendtipo. Sendo assim, o
mapeamento associativo busca identificar os polimorfismos na sequéncia de DNA
responsaveis por caracteres de interesse, além de facilitar a selecdo de gendtipos
relacionados com os fendtipos (Oraguzie et al., 2007).

Este estudo teve como objetivos: 1) Identificar os materiais mais
produtivos em condicdo de deficiéncia hidrica e os materiais mais sensiveis a seca, a
partir da caracterizacdo fenotipica de 283 acessos de arroz de terras altas da Colecéo
Nuclear de Arroz da Embrapa (CNAE); 2) Identificar SNPs pela tecnologia de
genotipagem por sequenciamento (GBS); 3) Associar 0s SNPs identificados com o0s
caracteres produtividade de grdos e indice de suscetibilidade a seca através da analise de
Mapeamento Associativo; 4) Identificar SNPs associados significativamente aos
caracteres avaliados que estejam ancorados a genes ja identificados em arroz; e 5)
Caracterizar 0s genes que apresentem SNPs ancorados de acordo com seu produto

expresso, funcdo molecular e processo bioldgico em que atua.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O GENERO ORYZA

O arroz pertence ao género Oryza e € uma angiosperma monocotileddnea
pertencente a familia Gramineae (Poaceae), ordem Glumoflorae, sufamilia
Ehrhartoideae e tribo Oryzae (Vaughan, 1989; Watanabe, 1997). H& duas espécies
cultivadas dentro desse grupo, Oryza sativa L. e O. glaberrima Steud, sendo que a
primeira é amplamente cultivada, enquanto que a segunda se restringe a Africa Central
(Second, 1982). Existem também aproximadamente vinte espécies silvestres
distribuidas pela Africa, Asia, Américas e Australia (Chang, 1976; Morishima &
Martins, 1994; Vaughan, 1994; Khush, 1997).

Segundo Vaughan et al. (2005), o agrupamento das espécies de arroz
pode ser realizado em quatro complexos: O. sativa (AA), O. officinalis (BB, CC,
BBCC, CCDD, EE), O. ridleyi (HHJJ) e O. granulata (GG), sendo que as espécies O.
schlechteri e O. brachyantha ndo devem ser agrupadas em nenhum destes complexos,
pois apresentam caracteristicas que poderiam classifica-las como pertencentes a outro
género (Leersia). O grupo citogenético HK foi atribuido a espécie Oryza schlechteri por
Ge et al. (1999), ja que até entdo ela ndo possuia grupo citogenético conhecido,
enguanto que Vaughan et al. (2003) atribuiram genoma FF a O. brachyanha.

A classificacdo do arroz (O. sativa L.) em duas subespécies denominadas
indica (hsien) e japonica (keng) foi introduzida por Kato et al. (1928). Entre essas
subespécies ha uma alta diversidade genética, o que sugere eventos de domesticacdo
independentes de “pools” divergentes de O. rufipogon, que se diferenciaram h& milhares
de anos por isolamento geografico (Garris et al., 2005; Sweeney & McCouch, 2007). A
subespécie indica é encontrada nas regides inundadas da Asia tropical enquanto que a
subespécie japonica é encontrada nas regides de terras altas e elevacdes do Sul da Asia
(Garris et al., 2005). Acredita-se que o arroz cultivado (O. sativa) tenha sido
domesticado entre os anos 15.000 e 10.000 a.C. na regido entre a India e Mianmar
(antiga Birmania) (Vieira, 2007).
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2.1.1 A espécie O. sativa

O. sativa representa um importante papel para a agricultura mundial,
sendo que mais de 90% do arroz cultivado pertence a essa espécie (Kush & Brar, 2002).
A Asia é o maior produtor de arroz do mundo, e além desse continente, 0 arroz é
cultivado na Africa, América Latina, Estados Unidos e Australia. O Brasil é o maior
produtor de arroz fora do continente Asiatico (Souza et al., 2010).

A producdo mundial de arroz teve um aumento considerdvel de 1965
(257 milhdes de toneladas) para o0 ano 2011 (723 milhdes de toneladas). Ao longo dos
anos, porém, o ganho genético para produtividade tem diminuido, fazendo com que haja
uma grande preocupacdo mundial em relacdo a seguranca alimentar diante do
crescimento populacional, escassez de novas areas de plantio, limitacdo de recursos
hidricos e reducéo da fertilidade das areas de cultivo (Khush, 2005).

Na safra 2012/2013 esta previsto um aumento da producdo mundial de
arroz, chegando a 724,5 milhGes de toneladas, o que representa um aumento de 2% em
relacdo a safra 2011/2012, que apresentava uma &rea cultivada que chegou a 163
milhdes de hectares. Como dito anteriormente, a Asia tem a maior parte da producéo
global de arroz com uma previsdo de chegar aos 657 milhdes de toneladas na safra
2012/2013, ou seja, 0,4% de aumento em comparacdo com a safra anterior (FAQ,
2012).

Segundo Goicoechea et al. (2010), a populacdo consumidora de arroz
duplicara nos proximos 23 anos. Sendo assim, um dos principais objetivos dos
programas de melhoramento genético do arroz é aumentar a produtividade do gréo, para
fazer frente ao aumento do consumo. Uma solucdo para esse problema de seguranca
alimentar é a exploracdo da diversidade genética armazenada em bancos de
germoplasma de arroz. Essa estratégia permite uma busca por alelos ainda nao presentes
no pool génico do arroz cultivado, assim como a obtengdo de novas combinac¢des
alélicas de genes relacionados a caracteres de importancia agronémica, € que podem
contribuir significativamente para a obtencdo de cultivares mais produtivas (Khush,
2005.; Zhang et al., 2011).

No Brasil, 0 arroz é cultivado sob dois sistemas de cultivo, o irrigado e o
de sequeiro ou de terras altas (Brondani et al., 2006). Segundo Khush (1997), a maioria
das variedades de sequeiro € da subespécie japonica tropical e as variedades irrigadas

séo do tipo indica. A diferenca entre esses dois sistemas de cultivo reside no fato de que
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o cultivo irrigado é feito com agua cobrindo o solo por inundagdo continua em areas de
varzea ou de baixada, enquanto que o cultivo de sequeiro é realizado em terrenos
drenados, sendo que o arroz torna-se dependente das precipitacbes pluviais e
procedimentos de irrigacdo complementares (Khush, 1997).

Arroz € um cereal de grande importancia para a seguranca alimentar,
principalmente, quanto ao seu valor energético, pois apresenta alto teor de carboidratos
(Pereira, 1996). De acordo com o ultimo estudo de Gomes & Magalhédes (2004), no
mundo, estima-se que o consumo medio individual de arroz seja de 60 kg/pessoa/ano,
sendo que 0s paises asidticos apresentam médias mais elevadas, situadas entre 100 e
150 kg/pessoa/ano, enquanto na América Latina consome-se em média 30
kg/pessoa/ano. Entre os paises da América Latina, o Brasil é destacado como um grande
consumidor, com uma média de 45 kg/pessoa/ano. Em termos regionais, no Brasil, a
regido Centro-Oeste apresenta maior consumo médio per capita (97,18 kg/hab/ano),
seguida pelas regides Sudeste (90,47 Kg/hab/ano), Sul (68,12 kg/hab/ano) e Nordeste
(49,64 Kg/hab/ano). Os Estados de Tocantins e Goias apresentam maior consumo
médio per capita (101,57 kg/hab/ano), enquanto Pernambuco (33,9 kg/hab/ano) e Bahia
(34,22 kg/hab/ano) apresentam os indices mais baixos (Gomes & Magalhaes, 2004).

2.2 COLECAO NUCLEAR DE ARROZ DA EMBRAPA (CNAE)

Desde a introdugéo da agricultura, durante os processos de domesticagédo
e cultivo de plantas, a diversidade genética tem sido utilizada e, em parte, preservada.
Em torno de apenas 15% da diversidade potencial de espécies vegetais tém sido
utilizadas pela humanidade, o que implica na reducdo das possibilidades de obtencédo de
combinac@es alélicas valiosas relacionadas a caracteres de importancia econémica para
culturas de interesse econdmico. E necessario, portanto, que esta variabilidade genética
possa ser descoberta e utilizada para atender aos desafios que ameagam a seguranga
alimentar mundial (Nass, 2007).

A conservacdo e manutencdo da diversidade referente as espécies de
interesse real e potencial podem envolver o estabelecimento de colecGes de
germoplasma ex situ e in situ. Existem catalogadas mais de 1300 colecGes de
germoplasma para as mais diversas espécies, armazenando mais de seis milhGes de

acessos (Upadhyaya et al., 2001). As colegdes de arroz encontram-se entre as mais
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numerosas do mundo, com mais de 120.000 variedades distintas, 0 que requer uma
elevada soma de recursos destinada anualmente para a conservacao e multiplicacdo
periodica dos acessos (Ni et al., 2002).

De um modo geral, o nivel de utilizacdo do germoplasma conservado é
bastante baixo. Percebe-se deste modo que ao longo dos anos ficou evidente a
discrepancia entre o crescimento das colecfes e o0 uso efetivo destas em programas de
melhoramento, gerando lacunas entre a disponibilidade do germoplasma e o uso real
desses materiais. De forma a contornar esta situacdo, estratégias foram propostas
visando maximizar o uso adequado e eficiente dos recursos genéticos armazenados nos
bancos de germoplasma. Frankel (1984) sugeriu que fosse realizada a selecdo de um
nimero reduzido de acessos que representassem a maior proporcdo possivel da
diversidade genética da colecdo original, denominando este conjunto de acessos
representativos do banco de germoplasma de colecdo nuclear, a qual devera ser sempre
menor que a colecdo original, representando ao redor de 10% do nimero de acessos da
colecdo original, evitando-se a ultrapassar o limite de 2000 acessos (Brown, 1989; Nass,
2007).

No Brasil, a partir da década de 1970, o langamento de cultivares mais
produtivas e a melhoria das préaticas agricolas fizeram com que houvesse um aumento
consideravel na produtividade do arroz. Contudo, a partir da década de 1980 houve uma
reducdo no ganho genético para produgdo nos programas de melhoramento de arroz no
Brasil (Castro et al., 1996). O uso de genitores aparentados na base dos programas de
melhoramento do arroz brasileiro foi a principal causa apontada para essa reducao.

Melhoristas contrarios a utilizacdo de gendtipos de base genética ampla
argumentam que ocorre uma perda da combinacdo de genes que garantiram 0 aumento
expressivo da produtividade obtida com as cultivares modernas. Por esse motivo foram
estabelecidos programas de pré-melhoramento, com a finalidade de fornecer linhagens
com caracteristicas favoraveis aos programas de melhoramento, porém com base
genética mais ampla.

Concluida em 2002, a Colegdo Nuclear de Arroz da Embrapa (CNAE)
foi concebida para representar a variabilidade genética da cultura do arroz a partir dos
10.000 acessos componentes do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa
Arroz e Feijdo, ndo sendo incluidas as espécies silvestres do género Oryza (Abadie et
al., 2005).
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A CNAE é constituida por 550 gendtipos, equivalendo a 5% da colecéo do
BAG a época de sua elaboracdo, e foi estratificada da seguinte maneira: variedades
tradicionais do Brasil (VT), linhagens e cultivares melhoradas brasileiras (LCB) e
linhagens e cultivares melhoradas introduzidas (LCI) (Tabela 1). Dentro de cada estrato
também houve uma estratificacdo secundaria, referente ao ambiente de cultivo de cada
acesso (irrigado, terras altas ou facultativo, esse exclusivo do estrato VT). Os dois
critérios utilizados para a estratificacio da CNAE estdo entre 0s mais usados no

estabelecimento de colegdes nucleares (Abadie et al., 2005).

Tabela 1. Colecdo Nuclear de Arroz da Embrapa (CNAE) dividida pelos estratos
e numero de acessos que fazem parte de cada estrato.

Sistema de Cultivo

Estratos Total
Irrigado Sequeiro  Facultativo™
Variedades Tradicionais 77 150 81 308
Linhagense Cultivares Brasileiras 37 57 - 94
Linhagens e Cultivares Introduzidas 72 76 - 148
Total 186 283 81 550

*Corresponde aos acessos que podem ser cultivados nas duas condi¢des de cultivo.

2.3 O GENOMA DO ARROZ CULTIVADO (Oryza sativa L.)

O estudo do genoma do arroz apresenta grande importancia ndo somente
pelo seu aspecto econdémico e social, mas também por sua relevancia como planta
modelo, devido, principalmente, ao seu genoma compacto e ao elevado grau de sintenia
entre os genomas de cereais (Yu & Buckler, 2006). Apesar de os cereais terem evoluido
independentemente de um mesmo ancestral ha cerca de 50 a 70 milhdes de anos, 0s
genomas ainda apresentam uma alta conservacao (Goff et al., 2002). O arroz possui um
genoma em torno de 382 Mpb (Milhdes de pares de base) distribuidos em 12
cromossomos, sendo 0 menor entre os cereais de importancia econémica. Devido a alta
conservagao de genes entre 0s cereais, sugere-se que o arroz forneca um “roteiro” para a
caracterizagdo de genomas maiores como o milho, cevada e trigo (Tyagi et al., 2004).
Entre os beneficios do uso do genoma do arroz como modelo, destacam-se a alta

densidade de genes (um gene a cada 8 Kb, aproximadamente), facil manipulacdo
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genética, utilizacdo de mutacdes para verificacdo da funcdo de genes e vasto
germoplasma de plantas cultivadas e espécies silvestres (Yu & Buckler, 2006).

O sequenciamento do genoma do arroz ja foi realizado e permitiu o
desenvolvimento de um ndmero quase ilimitado de marcadores baseados em DNA, que
podem ser aplicados em caracterizacdo varietal, construcdo de mapas de ligacdo, analise
de QTL (Quantitative Trait Loci) e mapeamento associativo, permitindo, assim, um
acumulo de informacGes detalhadas sobre a estrutura e funcionamento de genes
relacionados a caracteres de interesse (Xu et al., 2004).

As anélises das sequéncias genémicas do arroz podem facilitar a
obtencdo de marcadores SSR, que sdo sequéncias nucleotidicas repetidas em série, e de
marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphism), que se referem a variaces de uma
Unica base. Os SNPs estéo distribuidos no genoma do arroz com uma frequéncia de 1 a
cada 170 pb, encontrando-se, aproximadamente 2,4 milhdes de polimorfismos de uma

Unica base em todo o genoma (Hayashi et al., 2004).

2.4  PRINCIPIOS GERAIS DO MAPEAMENTO ASSOCIATIVO

A andlise de associacdo tem o potencial de identificar pequenos
polimorfismos que sejam responsaveis por variacdes fenotipicas (Flint-Garcia et al.,
2003), fazendo uma conexao entre o genotipo e o fendtipo. Com isto, é possivel detectar
polimorfismos de sequéncia de DNA relacionados a caracteres de interesse e/ou sele¢éo
de gendtipos que estdo relacionadas ao fenétipo (Oraguzie et al., 2007). Uma das
vantagens é que na busca de uma associacdo entre uma caracteristica de interesse e um
marcador, o efeito ambiental € minimizado, tendo em vista que a populacdo apresenta
individuos independentes (Abdurakhmonov et al., 2008).

O mapeamento associativo pode ser realizado tanto em espécies
autdégamas quanto alégamas. Para as espécies alégamas, como o milho e muitas
espécies florestais, o desequilibrio de ligacdo € menor, implicando no uso de um
numero maior de marcadores, fazendo com que o gene-alvo esteja muito proximo da
regido gendmica envolvida e a cobertura completa do genoma seria assegurada com
milhdes de SNPs. Em estudos envolvendo populacdes de espécies de autofecundacdo, o
desequilibrio de ligacdo ainda é baixo, mas maior em comparagdo as espécies albgamas,

sendo assim, relativamente poucos marcadores Sd0 necessarios para assegurar a
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adequada cobertura do genoma, como por exemplo, a cevada e arroz. A desvantagem é
que o marcador podera estar longe do gene-alvo (Aranzana et al., 2005).

Geralmente, as populacGes de plantas passiveis de estudos de associagdo
incluem-se em um dos seguintes grupos: (i) Amostra com uma estrutura populacional
ideal e um pequeno parentesco familiar; (ii) Multi-amostra de uma mesma familia; (iii)
Amostra com uma populacdo estruturada; (iv) Amostra com estrutura populacional e
relaces familiares; (v) Amostra com maior estrutura populacional e relagdes familiares.
Devido a adaptacdo local, selecdo e histérico de parentesco em muitas espécies de
plantas, muitas populagdes cairiam na quarta categoria. A diversidade genética, a
extensdo do desequilibrio de ligacdo no genoma completo e o relacionamento genético
dentro de uma populacdo determinam a resolucdo do mapeamento, a densidade de
marcadores, 0s métodos estatisticos e o0 poder do mapeamento (Zhu et al., 2008).

No mapeamento associativo, a estrutura populacional apresenta grande
relevancia, pois o entendimento da mesma faz com que associagcdes espurias entre
fenOtipos e genotipos sejam evitadas (Pritchard et al., 2000). Para reduzir
significativamente o viés entre as estimativas das associagdes dos marcadores e o efeito
real dos alelos do gene alvo, é importante utilizar uma alta densidade de marcadores
moleculares em uma populacdo de grande tamanho e em experimentos repetidos sob

varias condi¢cdes ambientais (Wen et al., 2009).

25 MAPEAMENTO ASSOCIATIVO E MAPEAMENTO DE QTL

As duas abordagens estatisticas mais comumente usadas para dissecar
caracteres complexos, do ponto de vista do genoma estrutural, sdo o mapeamento de
QTLs (Quantitative Trait Loci) e 0 mapeamento associativo, baseados no mesmo
principio fundamental de recombinacéo. A principal diferenca é que 0 mapeamento de
QTLs explora a herdabilidade de polimorfismos funcionais e marcadores adjacentes,
conduzida comumente com populagdes experimentais derivadas de cruzamentos
biparentais. O mapeamento associativo, por sua vez, examina a heranga compartilhada
por um conjunto de individuos com reduzido vinculo genético, sendo um dos principais
fatores da sua maior eficiéncia para estudar caracteres genéticos complexos. A
variabilidade genética na populacdo de mapeamento associativo é muito maior quando

comparada a uma populagéo derivada de apenas dois parentais (Yu & Buckler, 2006).
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No mapeamento de QTLS, ha poucas oportunidades para a ocorréncia de
recombinacéo entre as familias e as genealogias com ascendéncia conhecida, resultando
no mapeamento de resolugdo relativamente baixa. Por sua vez, no mapeamento
associativo o historico de recombinacéo e a diversidade genética natural s&o explorados
para 0 mapeamento de alta resolucéo (Zhu et al., 2008).

Outra limitacdo do mapeamento de QTLs € a necessidade de gerar
populacdes de mapeamento, que pode ser de dificil manuseio, dependendo da espécie.
Como exemplo, pode-se citar a obtencdo de populagdes de mapeamento para Pinus,
Eucalipto e outras espécies florestais (Gupta et al., 2005). A obtencdo de cruzamentos é
dificultada principalmente em espécies que possuem duas estacdes de producéo ao ano,
podendo levar até cinco anos para gerarem a populacdo necessaria para a obtencdo de
mapas de ligacdo (Oraguzie et al., 2007).

A utilizacdo da genética de associa¢do foi uma mudanca de paradigma,
pois 0s mapeamentos de QTL priorizavam a existéncia de alto desequilibrio de ligacao.
Por outro lado, a genética associativa permite que sejam avaliadas populacfes em baixo
desequilibrio de ligacdo, o que aumenta o poder de deteccdo de genes relacionados a
caracteres de interesse agronémico.

No melhoramento de plantas o mapeamento associativo pode ter varias
vantagens sobre a analise de ligacdo classica. O primeiro fator a se considerar é a ampla
variabilidade genética que pode ser incluida na populacdo de origem, permitindo
explorar a variabilidade genética encontrada em bancos de germoplasma, trabalhando-se
ndo s6 com dois alelos conhecidos e sim com toda uma série alélica.

Um segundo fator seria a ndo necessidade de desenvolver populagdes
segregantes (Yu & Buckler, 2006). Além disto, os dados fenotipicos e moleculares de
outros experimentos que estejam armazenados em bancos de dados podem ser incluidos
na andlise. Finalmente, as vantagens adicionais sdo aumento da resolucdo de

mapeamento e a reducdo do tempo de pesquisa (Wen et al., 2009).

2.6 ABORDAGENS DO MAPEAMENTO ASSOCIATIVO

O mapeamento associativo € dividido em duas categorias principais: (i)
Mapeamento associativo de genes candidatos, em que sequéncias selecionadas tém um

papel no controle da variacdo fenotipica especifica para os caracteres; e (ii)
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Mapeamento associativo por varredura no genoma completo (traducdo livre de “Whole
genome scanning”), em que se procura obter uma ampla cobertura do genoma com
marcadores moleculares, permitindo examinar a variagdo genética em todo o genoma, a
fim de encontrar sinais de associagdo para caracteres complexos. A escolha da
abordagem a ser utilizada depende da extensdo do desequilibrio de ligacdo e o nivel de
conhecimento do genoma, pois se 0 genoma ja for bem conhecido, a abordagem de
genes candidatos pode ser mais promissora (Risch & Merikangas, 1996). No entanto, as
andlises de associacdo com a abordagem de “Whole genome scanning” tém rendido
resultados promissores, corroborando para a identificacdo de genes candidatos e
identificacdo de novos locos relacionados a caracteres em plantas (Zhu et al., 2008).

A abordagem de genes candidatos € uma metodologia mais direta em
comparagdo ao estudo do genoma completo, uma vez que 0 mapeamento de associagéo
fica restrito a genes candidatos relevantes, que podem estar envolvidos no controle de
caracteres de interesse (Ehrenreich, 2009). A selecdo de genes candidatos é baseada em
informacdes obtidas a partir de estudos de genética, bioguimica, fisiologia da espécie-
alvo, ou em estudos conduzidos em espécies-modelo, como Arabidopsis e arroz (Yu &
Buckler, 2006).

A abordagem de genes candidatos € menos exigente em termos de
namero de marcadores. No entanto, é importante lembrar que esta estratégia é limitada
pelos genes identificados e, portanto, sempre existe o risco de se perder a identificacdo
de mutagdes causais que estdo localizadas em genes nédo identificados (Hall et al.,
2010). Esta abordagem obteve sucesso em muitas situacfes, como na identificacdo de
genes para diversos caracteres em variedades de milho cultivadas (Harjes et al., 2008),
Pinus (Gonsalez —Martinez et al., 2007) e batata (Malosetti et al., 2007).

Uma terceira abordagem passou a ser utilizada no mapeamento
associativo de milho, conhecida por “Nested Association Mapping (NAM)” (tradug@o
livre - Mapeamento de associa¢es aninhadas). O NAM ¢é a juncdo dos conceitos das
duas abordagens principais, sendo uma estratégia ainda mais poderosa para dissecar a
base genética de caracteres quantitativos de espécies com baixo DL (Yu & Buckler,
2006). A ideia € que possuindo as sequéncias de genes candidatos, se faca uma
varredura com varios marcadores dentro delas, permitindo assim que as associacoes
sejam bem mais confidveis, se comparadas as obtidas pelas outras duas abordagens. O

NAM foi construido para permitir alta significancia e alta resolucdo por meio de
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articulacdo conjunta na analise de associacéo, capturando as melhores caracteristicas

das abordagens anteriores (Zhang et al., 2005; Yu et al., 2008).

2.7 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO (NGS)

As tecnologias gendmicas que sdo aplicadas as plantas sdo muitas vezes
desenvolvidas e testadas contra dados de seres humanos ou de outros sistemas modelos,
como droséfilas ou camundongos (Pool et al., 2010; Metzker., 2010), mas o grande
problema reside no fato de que os genomas de plantas s&o mais dindmicos do que 0s
modelos testados, apresentando um maior nimero de genes e de frequéncia de
poliploidia (Lockton et al., 2005).

Os altos niveis de diversidade de nucleotideos em alguns genomas
vegetais representam um desafio para analises comparativas. Embora, muitas culturas
ndo apresentem altos niveis de diversidade, as dificuldades de anélise de um genoma
com alta diversidade ndo sdo exclusivas de plantas aldgamas, como o milho, ocorrendo
também em plantas de autofecundacdo, como cevada e arroz (Caldwell et al., 2006).

Outro desafio no estudo de plantas € o tamanho do genoma, que varia por
mais de trés ordens de magnitude em espécies ja caracterizadas (Gaut et al., 2008),
principalmente, devido a presenca de elementos transponiveis (Tenaillon et al., 2010). A
densidade de elementos transponiveis em genomas de plantas significa que uma grande
parte dos dados de sequenciamento fica limitada a utilizacdo do genoma de referéncia
para futuras analises. Por isso que a maioria dos genomas de plantas que foram
sequenciados até 0 momento séo relativamente pequenos. O maior genoma sequenciado
entre os vegetais foi o do milho, o qual é menor que a metade do tamanho médio do
genoma de algumas angiospermas (Nordborg et al., 2008).

Apesar de genomas vegetais apresentarem uma série de desafios para a
andlise gendmica, eles oferecem algumas vantagens, principalmente, quanto a utilizacdo
de propagacao clonal e manutencdo de sementes em bancos de germoplasma, auxiliando
na replicacédo de experimentos em diversos ambientes (Nordborg et al., 2008).

O surgimento do sequenciamento de nova geragdo (NGS — Next
Generation Sequencing) revolucionou as abordagens genémicas e transcriptdmicas para
biologia, principalmente na aplicagéo as plantas, devido a dificuldade encontrada em se

trabalhar com genomas extensos e com muitos polimorfismos. Estas novas ferramentas
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de sequenciamento também se tornaram valiosas para a descoberta, validacdo e
avaliacdo de marcadores moleculares em populacbes para diversos tipos de estudos
(Davey et al., 2011).

Marcadores moleculares estdo no centro da genética moderna, permitindo
0 estudo de questdes importantes na genética de populacdes, ecologia e evolugdo. Com
o0 advento do sequenciamento de segunda geracdo (NGS), ha varias abordagens que sdo
capazes de descobrir, sequenciar e genotipar ndo centenas, mas milhares de marcadores
em quase qualquer genoma de interesse em uma unica etapa (Stapley et al., 2010)
mesmo em populacbes nas quais pouca ou nenhuma informacdo genética estd
disponivel. Esta mudanca de patamar na densidade de marcadores permite ndo so
estudos abrangentes de associacdo de genomas para qualquer organismo, mas também
estudos de todo genoma sobre populagdes naturais, com beneficios substanciais para
conservacao genética e melhoramento de plantas (Allendorf et al., 2010).

Muitas questdes biologicas agora podem ser respondidas com alta
precisdo, por exemplo, na identificacdo de pontos de recombinacdo para 0 mapeamento
associativo e de QTL, localizando regides gendmicas diferenciadas entre as populagoes
para estudos de genética quantitativa e selecdo assistida por marcadores. No entanto, o
grande fator limitante ndo é mais a busca por tecnologias que sejam capazes de gerar
informacdo de sequenciamento em genomas extensos e desconhecidos de plantas. No
momento, o gargalo se encontra na analise complexa da grande quantidade de dados que
séo gerados por essas novas abordagens (Helyar et al.; 2011).

Tradicionalmente, o desenvolvimento de marcadores moleculares como
SSR (microssatélites) (Jarne & Lagoda, 1996), RFLP (Botstein et al, 1980) e AFLP
(Vos et al., 1995) representavam um processo demorado, trabalhoso e de alto custo. O
surgimento de ensaios de SNPs de alta performance removeu esse gargalo do processo
de genotipagem, mas a producéo de um chip de alta qualidade requer um investimento
substancial de recursos, além de que esses marcadores séo especificos para a populacéo
em que foram desenvolvidos (Davey et al., 2011).

Por outro lado, as técnicas baseadas em NGS permitem a descoberta, 0
sequenciamento e a genotipagem de milhares a centenas de milhares de marcadores,
podendo ser executadas diretamente no DNA gendmico em uma etapa Unica de
sequenciamento paralelamente a uma construgéo de biblioteca genémica. Como o custo

de genotipagem usando abordagens baseadas em resequenciamento ainda € maior do
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que quando se utiliza chips existentes de SNPs, atualmente, ainda pode ser mais
econémico para grandes consorcios desenvolver chips de SNPs que serdo utilizados em
diferentes populacgdes (Davey et al., 2011). No entanto, para estudos em escala reduzida,
o0 custo do sequenciamento (NGS) é muito inferior ao custo do desenvolvimento da um
chip de SNPs (Elshire et al., 2011).

2.8 ANALISE GENETICA BASEADA EM NGS

H& muitos anos, as enzimas de restricio tém sido uma ferramenta
essencial para a genotipagem, desde o desenvolvimento e uso de RFLPs para identificar
genes relacionados as doencas humanas e para a construcdo do primeiro mapa de
ligacdo completo do genoma humano (Donis-Kellet et al., 1987). Para facilitar o
trabalho com genomas extensos, principalmente em plantas, muitos dos métodos de
sequenciamento de nova geracdo dependem de enzimas de restricdo para produzir uma
representacdo reduzida do genoma. A diversidade de enzimas de restricdo disponiveis
(que variam em comprimento, simetria e sensibilidade a metilacdo) faz com que essa
seja uma ferramenta de anélise extremamente versatil (Davey et al., 2011).

Vérios métodos foram desenvolvidos para a descoberta de marcadores
moleculares e genotipagem de alto desempenho utilizando enzimas de restricdo. Todos
0s métodos envolvem os seguintes passos principais: a digestdo de varias amostras de
DNA gendmico com enzimas de restricdo; uma selecdo ou reducédo dos fragmentos de
restricdo resultantes, e o sequenciamento de nova geragdo com o grupo de fragmentos
final. Entre as abordagens NGS, destacam-se: sequenciamento de representacao
reduzida, incluindo bibliotecas de representacdo reduzida (RRLs) e reducdo da
complexidade de sequéncias polimdrficas (CRoPS); a RAD-seq, que é uma técnica de
sequenciamento que utiliza codigos de barra e agrupamento dos fragmentos; e
genotipagem de baixa cobertura, como € 0 caso da genotipagem por sequenciamento
(GBS) (Elshire et al.; 2011).

Cada abordagem de metodologia de analise gendmica baseada em NGS
apresenta uma aplicacdo diferente. Por exemplo, para um estudo envolvendo uma
populacdo silvestre em que nenhum genoma de referéncia estd disponivel, um grande
nimero de marcadores S30 necessarios para assegurar com precisdo 0S parametros

populacionais que serdo estimados, sendo assim, os metodos RAD-seq ou de
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representacdo reduzida sdo mais adequados. Genotipagem para aplica¢fes tais como
melhoramento assistido por marcadores e mapeamentos de QTL, a genotipagem de
baixa cobertura € suficiente para a ligacao ser inferida.

O sequenciamento de representacdo reduzida (RRLs e CRoPS) refere-se
ao sequenciamento de um pequeno conjunto de regides do genoma, tendo em vista que
0 sequenciamento do genoma inteiro € caro e muitas vezes desnecessario (Altshuler et
al.,, 2000). Marcadores RAD-seq foram inicialmente implementados usando
microarrays e, mais tarde, adaptados para NGS. Os fragmentos de restricdo sdo
aleatoriamente cortados com um comprimento adequado para a plataforma de
sequenciamento de escolha, e uma PCR seletiva é usada para amplificar para o
sequenciamento somente os fragmentos que contenham um sitio de restricdo. RAD-seq
tem sido utilizado para estudar a diferenciagdo populacional, investigar filogeografia,
gerar SNPs e construir mapas de ligacdo (Davey & Blaxter, 2010).

Os métodos acima reduzem a proporcdo do genoma alvo de
sequenciamento de forma que cada marcador pode ser sequenciado em alta cobertura
com recursos limitados, possibilitando assim que marcadores sejam genotipados com
precisdo entre muitos individuos. Uma alternativa a esta abordagem é o sequenciamento
de muitos marcadores-alvo a uma baixa cobertura por individuo, aceitando que um
subconjunto diferente de marcadores sera genotipado em cada individuo. O método de
genotipagem por sequenciamento (GBS) envolve a digestdo do DNA gendmico com
enzimas de restricdo, que reduzem a complexidade do genoma de maneira rapida e facil,
e promove 0 sequenciamento das extremidades de todos os fragmentos resultantes da
digestdo. Sendo assim, o GBS € uma técnica simples, altamente multiplexavel,
adequada para estudos populacionais, caracterizacdo de germoplasmas, melhoramento
genético, dentre outros. Adaptadores contendo cddigos de barra sdo utilizados nessa
abordagem, reduzindo o tempo e o custo dessa tecnologia e representando uma

alternativa aos protocolos caros e complexos (Elshire et al., 2011).
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2.9 TOLERANCIA A SECA EM PLANTAS

A seca € um dos principais fatores ambientais que limita a producdo das
culturas e a distribui¢éo do cultivo das plantas por todo o mundo (Gorantla et al., 2007).
Nos Ultimos anos, estresses abidticos causaram perdas na producdo de mais de 50%
(Bray, 2004) e apenas a seca, segundo estimativas, tem causado perdas no campo de
mais de 15% (Poroyko et al., 2007).

No cultivo do arroz de terras altas, um dos principais fatores limitantes da
producdo é o déficit hidrico. Os crescentes indices de poluicdo dos mananciais do
planeta e a competicio com o consumo urbano e industrial tém reduzido a
disponibilidade de 4gua para a irrigacdo artificial (Liu et al., 2004). Até mesmo na Asia,
onde o arroz € cultivado sob sistema irrigado em varzeas, 0 aumento da populacédo e a
crescente urbanizacdo tém levado a uma significativa reducdo da disponibilidade de
agua para irrigacdo (Lafitte et al., 2006). Sendo assim, o maior desafio para os
programas de melhoramento de arroz é promover a estabilidade da producdo mesmo sob
déficit hidrico (Nguyen et al., 1997).

O déficit hidrico ocorre devido a reducdo da disponibilidade de agua no
solo, desencadeando, na planta, uma série de respostas fisioldgicas e bioquimicas sob
controle de diversos mecanismos genéticos. Para proteger a maquinaria celular e
garantir a sobrevivéncia, respostas como fechamento dos estdmatos, repressdo do
crescimento celular e da fotossintese e ativacdo da fotorrespiracdo sao realizadas pela
planta (Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki, 2007).

A principal consequéncia da diminuicdo da disponibilidade de agua para
a planta é a reducdo da fixacdo de carbono pelas folhas devido ao fechamento dos
estdbmatos e a reducdo da taxa fotossintética, o que provoca uma reducdo do seu
crescimento (Chaves & Oliveira, 2004). Sob déficit hidrico, a planta reduz seu
crescimento celular, permitindo que a energia que seria usada para essa finalidade seja
desviada para as vias metabolicas responsaveis pelo combate aos danos provocados pelo
estresse (Zhu, 2002).

Estudos moleculares de regulacdo génica de plantas submetidas a seca
tém identificado alguns genes que respondem a desidratacdo. Verificou-se a presenca de
uma familia de genes que codificam fatores de transcricdo denominados DREB

(“Dehydration Responsive Element Binding protein”) envolvidos na ativacdo de varios
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outros genes que apresentam caracteristicas de protecdo das estruturas celulares durante
a desidratacdo celular (Shinozaki & Yamagushi-Shinozaki, 2000). A introducéo do fator
de transcricdo DREB1A, sob o controle de um promotor estresse-induzido, em
Arabidopsis thaliana, tabaco e soja resultou em um aumento da tolerdncia & seca,
salinidade e frio nessas espécies (Kasuga et al., 1999; Kasuga et al., 2004; Beneventi,
2006).

Através de uma busca por locos associados ao ajuste osmotico, que €
uma das respostas celulares vitais ao deficit hidrico, em uma populacdo segregante de
arroz, foram identificadas cinco regides do genoma associadas ao estresse hidrico,
concluindo que o ajuste osmotico contribui para a toleréncia a seca e que a delimitagédo
de regibes associadas a essa caracteristica pode ser feita por mapeamento fino,
permitindo melhor compreensdo de como o ajuste ocorre nas plantas (Zhang et al.;
2001).

O conhecimento dos mecanismos genéticos envolvidos na resposta ao
déficit hidrico é importante, pois permite a identificacdo dos genes expressos nessas
condigdes e a manipulacdo dessas informagdes para a obtencdo de cultivares mais
tolerantes a seca. Quando se trata do desenvolvimento de cultivares tolerantes, é
importante também ter em mente que as respostas genéticas que ocorrem nas células em
resposta ao deficit hidrico se refletem em mudancas nos aspectos fisiologicos da planta
e que esses aspectos também precisam ser entendidos. Além disso, quando se trata de
cultivares, somente a sobrevivéncia da planta sob um periodo de seca nédo é o suficiente,
pois as mesmas precisam manter niveis desejaveis de produtividade no final do ciclo da
cultura, representando a estabilidade da producéo (Fukai & Cooper, 1995).

Um sistema radicular eficiente é capaz de buscar &gua a grandes
profundidades no solo. Sob condi¢bes de deficiéncia hidrica essa habilidade pode
representar um maior potencial produtivo e maior estabilidade de producéo, pois a
planta sera capaz de obter 4gua das camadas mais profundas do solo, onde geralmente a
retencdo de umidade é maior (Nguyen et al., 1997). De maneira geral o arroz possui
sistema radicular superficial e € mais eficiente em profundidades até 60 cm, onde possui
sua capacidade méaxima de busca de agua no solo (Fukai & Cooper, 1995). Isso pode
explicar a sua maior susceptibilidade a seca quando comparado com outras gramineas,
especialmente durante o periodo de floracdo (Fukai & Cooper, 1995; Lafitte et al.,

2004). O arroz de varzea possui sistema radicular com maior nimero de raizes
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adventicias e mais superficiais, enquanto que o arroz de terras altas possui raizes mais
espessas e profundas (Nguyen et al., 1997).

Segundo Babu et al. (2003), existe forte correlagdo entre os caracteres
desenvolvimento de raiz e producdo de grdos. Esses autores identificaram regides do
genoma que estavam associadas a caracteres relacionados a raiz, localizadas na mesma
regido de locos identificados para producdo de graos sob déficit hidrico. Isso indica que
plantas com sistema radicular melhor adaptado produzem mais grdos na seca e que a
avaliacdo de plantas tolerantes pode, dependendo da situacéo, ser estimada somente pela
producdo. Isso é vantajoso, pois caracteristicas de raiz sdo dificeis de serem avaliadas e
a tomada dos dados é bastante trabalhosa (Nguyen et al., 1997; Babu et al., 2003). Para
Fukai & Cooper (1995), a producdo total de grdos e a proporcdo de grdos cheios sao
caracteres muito influenciados pelo déficit hidrico, pois estdo diretamente relacionados
com a conducdo de fotoassimilados para as espiguetas no momento da emergéncia da
panicula. A reducéo da disponibilidade de agua durante a floracdo aumenta a proporcao
de espiguetas estéreis, diminuindo a producdo, uma vez que esses caracteres Sdo
altamente correlacionados (Fukai & Cooper, 1995).

O conhecimento de fatores envolvidos na tolerncia a seca e das
respostas das plantas de arroz ao estresse fornece as informacGes que servem de base
para a obtencdo de cultivares tolerantes. As novas tecnologias de genotipagem e
sequenciamento oferecem a oportunidade de detecgéo de regides do genoma associadas
a caracteres quantitativos, abrindo caminho para o melhor entendimento do controle
genético desses caracteres e para a possibilidade de utilizacdo das informacbes do
genoma na selecdo assistida por marcadores (MAS — Marker Assisted Selection)
(Tuberosa & Salvi, 2006).



3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL VEGETAL

O mapeamento associativo foi conduzido a partir de um painel composto
por 283 acessos da Colecdo Nuclear de Arroz da Embrapa (CNAE) pertencentes ao
sistema de cultivo de sequeiro. Dentre esses acessos, tém-se 150 variedades tradicionais,
57 linhagens e cultivares brasileiras e 76 linhagens e cultivares introduzidas, sendo que
todos acessos da cole¢do nuclear foram purificados, ou seja, sofreram uma série de

autofecundacdes para se alcancar linhas puras nesses materiais.

3.2 CARACTERIZACAO DO PAINEL DE MAPEAMENTO
ASSOCIATIVO QUANTO AO DEFICIT HIDRICO

Experimentos em ambiente com e sem deficiéncia hidrica foram
conduzidos no Sitio de Fenotipagem para Seca da Embrapa Arroz e Feijdo, na Estacdo
Experimental da Agéncia Rural (SEAGRO), localizada no municipio de Porangatu —
Goias (49° 06> 477 W, 13° 18 317 S e altitude média de 396 m). Os 283 acessos
componentes da CNAE e pertencentes ao sistema de cultivo sequeiro foram avaliados
através de um delineamento experimental do tipo Blocos Aumentados de Federer com
trés testemunhas: Sertaneja, Pepita e Curinga, durante o ano de 2010.

O ambiente sem deficiéncia hidrica foi caracterizado por condi¢des
adequadas de agua no solo (- 0,025 MPa a 15 cm de profundidade monitorada através
de tensidmetros), durante todo o desenvolvimento das plantas. O ambiente submetido a
deficiéncia hidrica foi mantido sob as mesmas condi¢Ges de irrigacdo até trinta dias
apos a emergéncia, quando foi conduzido a deficiéncia hidrica. Ao ambiente submetido
ao periodo de deficiéncia hidrica foi disponibilizada aproximadamente 50% da lamina
de &gua aplicada no ambiente sem deficiéncia hidrica. De acordo com experiéncias
anteriores, dependendo das condi¢Bes atmosfericas, este nivel de estresse pode
ocasionar uma reducéo de 50% a 70% na produtividade média da cultura.

Foram avaliados os potenciais produtivos dos 283 acessos atraves das

medidas de produtividade de gréos, ou seja, apos a completa maturacgdo fisioldgica dos
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grdos de cada parcela, as plantas de arroz da area util foram colhidas manualmente. As
paniculas colhidas foram acondicionadas em sacos de fibra de algod&o, identificadas por
meio de etiquetas e conduzidas para a trilha e determinagdo do peso de gréos por
parcela, transformado para kg.ha™.
Também foi calculado o Indice de Susceptibilidade & Seca (ISS)

conforme a metodologia de Fischer & Maurer (1978) realizada por meio da férmula:

ISS=Yw-Yd/YwX IE,
Em que:
Yd - valor da produtividade do gendtipo sob deficiéncia hidrica;
Yw - valor da produtividade do genétipo sob boas condic@es hidricas;
IE - intensidade do estresse, severidade da deficiéncia hidrica.

Intensidade do Estresse (IE): avaliada pela formula: 1E=1-(Xd/Xw),

Em que:
Xd - valor médio da produtividade dos genétipos sob deficiéncia hidrica;

Xw - valor médio da produtividade dos gend6tipos sob boas condic¢des hidricas.
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3.3 ANALISE DO CONJUNTO DE DADOS FENOTIPICOS

3.3.1 Ajuste dos dados fenotipicos

Na avaliacdo fenotipica dos acessos do sistema de cultivo sequeiro da
Colecdo Nuclear de Arroz da Embrapa (CNAE) utilizados para 0 mapeamento
associativo, foi realizado um ajuste das médias com base nas testemunhas dispostas pelo
delineamento de Blocos Aumentados de Federer. A andlise estatistica dos dados
fenotipicos foi realizada pelo software SAS v.9.2 (Statistical Analysis System) por meio
do procedimento de modelos mistos atraves do comando PROC MLM (SAS Institute,
1995).

No procedimento de modelos mistos, os testes foram aplicados
interblocos e intergenotipicos, considerando os blocos e acessos como sendo de efeito
aleatdrio e as testemunhas de efeito fixo. A corre¢do dos dados foi feita para o caractere
produtividade (Kg/ha), obtendo-se os melhores ajustes estatisticamente significativos
para o conjunto de dados, minimizando a soma dos quadrados das diferencas entre o

valor estimado e os dados observados nos experimentos com e sem deficiéncia hidrica.

3.3.2 Distribuicao de frequéncias e dispersao

Com base nas médias ajustadas de produtividade e indice de
suscetibilidade & seca, foram feitos gréficos de distribuicdo e graficos do tipo Boxplot
para cada ambiente com e sem deficiéncia no ano de 2010 avaliado, com a finalidade de
captar importantes aspectos do conjunto de dados trabalhado. Os Boxplots foram
construidos através de um script especifico no software R.

ComparacOes entre os acessos também foram realizadas, buscando-se
obter os 20 materiais mais produtivos e 0s mais sensiveis a seca nas duas condigdes
estudadas. Para comprovar que esses materiais foram os mais produtivos, foi feito um

teste com base no desvio padrdo das medias dos acessos em cada ambiente.
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3.4 DADOS GENOTIPICOS

O DNA gendmico dos 283 acessos componentes do painel de associa¢do
foi obtido a partir de folhas jovens utilizando-se kit comercial DNeasy 96 Plant Kit
(QIAGEN).

Para a genotipagem em larga escala de SNP utilizou-se a tecnologia de
sequenciamento de nova geracdo denominada de genotipagem por sequenciamento
(GBS, Genotyping by sequencing). O DNA gendmico foi enviado e analisado pelo
Instituto de Diversidade Gendmica da Universidade de Cornell (Buckler Laboratory).
Neste instituto foram construidas as bibliotecas gendmicas e conduzido o GBS.

A coleta de dados foi realizada em uma plataforma Genome Analyzer Il
(Illumina) e o sequenciamento foi do tipo single-end com plexagem de 96 amostras. As
bibliotecas foram preparadas e analisadas de acordo com Elshire et al. (2011),
utilizando-se a enzima de restricio “APK1” para digestdo e desenvolvimento da
biblioteca com barcodes Unicos.

A bioinformatica basica, que € responsavel pela identificacdo dos SNPs e
pela construcdo de um arquivo em formato HAPMAP, e a filtragem dos dados brutos,
para se retirar alelos raros que podem gerar falsas associacOes, basearam-se em
estimativas prévias de desequilibrio de ligacdo e indices de endogamia obtidos para a
cultura do arroz.

O procedimento (pipeline) para a identificacdo de SNP (SNP call) foi
composto por diversas etapas. A primeira etapa foi composta pelo processamento dos
reads para a identificagdo de quais alelos estavam presentes entre 0s acessos analisados,
em seguida, os reads foram ancorados ao genoma de referéncia.

Posteriormente, polimorfismos na ancoragem dos reads foram
reconhecidos, confirmando a deteccdo de SNP presente em cada um dos acessos.
Também foi definido o valor de Frequéncia Minima dos Alelos (FMA) como 0,01. Este
valor corresponde a frequéncia minima que o alelo deve apresentar para ser considerado
na andlise, retirando alelos raros que comprometam a andlise. Além disto, foram
considerados como requisitos o Coeficiente de Endogamia igual a 0,9 e Cobertura
Minima dos Locos igual a 0,1, a qual por sua vez corresponde ao nimero de acessos

com pelo menos uma marca (tag) no locus.
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3.5 ESTRUTURA GENETICA POPULACIONAL

Foram utilizados em torno de 1000 SNPs derivados do conjunto obtido
originalmente, os marcadores selecionados foram filtrados a partir de sua frequéncia
alélica. As hipdteses de divisdo em subconjuntos foi testada através do software
Structure (Pritchard et al., 2000), que faz uso de inferéncia Bayesiana. Para se obter uma
boa convergéncia dos dados, utilizou-se um burn-in no valor de 10000 e um MCMC no
valor de 50000, testando 10 tipos de estruturagdes (1 < K < 10) com 5 repeticdes para
cada K.

Durante o processo de estimacao admitiu-se a possibilidade de ocorréncia
de gendtipos resultantes de cruzamentos entre subpopulacdes (admixture model). O
método descrito por Evanno et al. (2005) foi utilizado para se determinar 0 nimero
efetivo de subgrupos (K) na populacdo, através do software Structure Harvester v. 0.6

(Earl, 2011), disponivel on-line.
3.6 ANALISE DE ASSOCIACAO

A analise de associacdo entre os marcadores SNPs e 0s caracteres de
interesse, potencial produtivo em ambiente com e sem deficiéncia hidrica e Indice de
Suscetibilidade a Seca (ISS) no ano de 2010 avaliado foi realizada pelo programa
computacional TASSEL versdo 3.0 standalone (Bradbury et al., 2007), utilizando-se o
maédulo Mixed Linear Model (MLM).

A matriz de coancestralidade (matriz K ou kinship) foi obtida a partir do
mesmo software. Os marcadores SNPs identificados e os dados de estruturagdo foram
considerados como fatores de efeito fixo, enquanto que a matriz de parentesco foi
considerada como fator de efeito aleatorio.

Para confirmar a significancia das associag¢fes entre locos e caracteres
fenotipicos, foi utilizado o método FDR (false discovery rate), obtido pelo software
Qvalue versao 1.0 (Storey, 2002), que tem por finalidade reduzir o nimero de falsos
positivos, que podem decorrer de associagdes por ancestralidade comum.

Os valores mais relevantes para uma associacdo sdo os P-valores, que
indicam a significancia das associa¢@es entre 0s marcadores e 0s caracteres envolvidos.

Neste trabalho, esses valores foram ajustados, pelo método FDR, fornecendo, assim, 0s
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Q-valores, sendo que, apds a obtencdo dos Q-valores, foi utilizado um nivel de 0,05 de
significancia para indicar os SNPs associados de forma significativa.

Com base nos valores de significancia ajustados (Q-valores), foram
construidos gréaficos do tipo Manhattan Plot, para se observar a dispersdo das
associacfes entre marcadores SNPs e 0s caracteres de interesse, delimitando as

associacg0es estatisticamente significativas (< 0,05).
3.7 ANOTAC}AO DOS GENES

Depois que os SNPs foram associados aos caracteres de interesse atraves
do Modelo Linear Misto, foram utilizadas as posi¢des fornecidas de cada marcador SNP
com a finalidade de se encontrar transcritos conhecidos do genoma do arroz
publicamente disponiveis (cultivar Nipponbare; MSU Rice Genome verséo 7.0).

A partir da informacgdo da sequéncia dos genes, através da andlise de
BLASTX realizada pela ferramenta blast+ do pacote NCBI C++ Toolkit (NCBI), foi
possivel realizar a identificacdo dos genes e suas proteinas ja anotadas utilizando os
codigos (IDs) identificados na busca de termos descritos no Gene Ontology (GO terms).
Estes termos do GO agrupam os genes pela funcéo ou provavel funcéo das proteinas por
categorias  funcionais  principais, utilizou-se a base de dados agriGO
(http://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO). Essa analise utiliza um conjunto de genes
predefinidos ou genes da referéncia e ranqueia 0s genes para identificar os provaveis

processos bioldgicos e fungGes moleculares dos transcritos.



4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO FENOTIPICA DOS ACESSOS

A avaliacdo fenotipica dos acessos do sistema de cultivo de sequeiro da
Colecdo Nuclear de Arroz da Embrapa (CNAE) foi utilizada para a andlise de
mapeamento associativo. Os valores para produtividade (Kg ha™) foram corrigidos pelo
ajuste de médias (Tabelas 2 e 3) das testemunhas, uma vez que o delineamento utilizado
foi o de Blocos Aumentados de Federer. Os valores dos acessos ajustados para ambos

0s experimentos foram estatisticamente significativos (<.0001).

Tabela 2. Método dos Quadrados Minimos para a variavel Produtividade (kg ha™) em
ambiente com deficiéncia hidrica.

oM
F.V Médias ErroPadrdo GL tValor Pr>|tf Alpha Inferior Superior
ACessos 1081.40 94,1192 14 11.49 <.0001 0.05 879.55  1283.25
BRSMG_Curinga 589.13 219.06 28.1 2.69 0.0119 0.05 140.49  1037.77
BRS_Pepita 2122.13 201.38 279 10.54 <.0001 0.05 1709.58 2534.68

BRS_Sertaneja 1933.17 230.18 28.2 8.40 <.0001 0.05 146182 2404.52

Tabela 3. Método dos Quadrados Minimos para a variavel Produtividade (kg ha™) em
ambiente sem deficiéncia hidrica.

oM
F.V Médias ErroPadrdo GL  tValor Pr>|tf Alpha Inferior Superior
Acessos 2385.47 78.7573 27.5 30.29 <.0001 0.05 2224.00 2546.93
BRSMG_Curinga 2908.93 191.04 314 15.23 <.0001 0.05 251950 3298.35
BRS_Pepita 3144.18 175.73 314 17.89 <.0001 0.05 2785.96  3502.41
BRS_ Sertaneja 3961.99 182.91 314 21.66 <.0001 0.05 3589.14 4334.84

4.1.1 Conjunto de dados

A produtividade média dos acessos de arroz de sequeiro da CNAE
avaliados em ambiente com deficiéncia hidrica variou de 342,62 kg.ha™ (Linhagem
Introduzida TB47H-MR-11-51-3) a 3312,88 kg.ha™* (Linhagem Introduzida IRAT 141),
com uma média geral para o experimento de 1081,4 kg.ha™. A produtividade média dos
acessos de arroz de sequeiro da CNAE avaliados em ambiente sem deficiéncia hidrica
variou de 614,82 kg.ha® (Variedade Tradicional JAPONES) a 5477,08 kg.ha
(Linhagem Introduzida CT11632-3-3-M), com uma média geral de 2385,47 kg.ha™.
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O indice de suscetibilidade a seca (ISS) leva em consideracéo as reacoes
de rendimento produtivo em resposta as condices com e sem déficit hidrico. Neste
estudo ele variou de -1,8560 a 1,5739 com média de 0,8490 para produtividade. O
acesso mais sensivel a seca foi a Linhagem Introduzida CT11632-3-3-M, enquanto que

0 acesso menos sensivel a seca foi a Linhagem Introduzida IRAT 13.

Com base nas médias ajustadas de produtividade e ISS, foram
construidos gréficos de distribuicdo de frequéncias e graficos do tipo Boxplot, com a

finalidade de captar importantes aspectos do conjunto de dados trabalhado.

No experimento com deficiéncia hidrica, foram obtidas as frequéncias
relativas das classes dos dados de produtividade, com a classe (942,62 kg.ha™ a 1242,62
kg.ha™) apresentando a maior frequéncia (46,64%). No experimento sem deficiéncia
hidrica, também foram obtidas as frequéncias relativas das classes dos dados de
produtividade, com a classe (2114,82 kg.ha™ a 2614,82 kg.ha™) apresentando a maior
frequéncia (23,67%) (Figuras 1 e 2). A distribuicdo de frequéncias do ISS também foi

obtida, com a classe (0,94 a 1,34) apresentando a maior frequéncia (45,58%) (Figura 3).

Produtividade Estresse 2010

Frequéncia Relativa

W 342,62-642,62

M 642,62-942,62
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Figura 1. Distribuicdo de frequéncia da produtividade dos acessos do experimento em
ambiente com deficiéncia hidrica.
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Produtividade Normal 2010

Frequéncia Relativa

M 614,82-1114,82

W 1114,82-1614,82

W 1614,82-2114,82

W 2114,82-2614,82

W 2614,82-3114,82
W 3114,82-3614,82

[13614,82-4114,82
14114,82-4614,82

4614,82-5114,82
15114,82-5614,82

Figura 2. Distribuicdo de frequéncia da produtividade dos acessos do experimento em
ambiente sem deficiéncia hidrica.
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Figura 3. Distribuicdo de frequéncia do Indice de Suscetibilidade & Seca para
produtividade no experimento com deficiéncia hidrica.
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O gréafico boxplot de produtividade mostrou uma grande dispersdo dos
dados em ambiente sem deficiéncia hidrica, com o valor minimo ndo discrepante de
614,82 kg.ha™, o valor maximo néo discrepante de 4731,13 kg.ha™ e com um Intervalo
Interquartil (11Q) de 1286,3 kg.ha™. Considerando os dados em ambiente com
deficiéncia hidrica, houve uma menor dispersdo, com o valor minimo nao discrepante
de 519,26 kg.ha™, o valor méaximo ndo discrepante de 1624,08 kg.ha® e com um
Intervalo Interquartil (11Q) de 310,8553 kg.ha™ (Figura 4).

No grafico boxplot para o indice de Suscetibilidade a Seca, a dispersao
dos dados comportou-se com o valor minimo ndo discrepante de -0,1534, o valor
maximo nao discrepante de 1,5739 e com um Intervalo Interquartil (11Q) de 0,5434
(Figura 5).
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Figura 4. Grafico boxplot para a produtividade nos ambientes com e sem deficiéncia

hidrica.
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Boxplot indice de Suscetibilidade a Seca
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Figura 5. Grafico boxplot para o indice de Suscetibilidade & Seca.

4.1.2 Produtividade e suscetibilidade a seca

Com base nos dados das medias ajustadas, foram realizadas comparagoes
entre os acessos com a finalidade de se obter os materiais mais produtivos e 0s mais
sensiveis & seca. No ambiente com deficiéncia hidrica, foram obtidos os vinte materiais
mais produtivos, sendo que, desses materiais, nove eram Variedades Tradicionais, trés
eram Linhagens Brasileiras (material melhorado) e oito eram Linhagens Introduzidas
(material melhorado no exterior) (Tabela 4). No ambiente sem deficiéncia hidrica,
dentre os vinte materiais mais produtivos, quatro eram Variedades Tradicionais, sete

eram Linhagens Brasileiras e nove eram Linhagens Introduzidas (Tabela 5).

Dentre os vinte materiais mais sensiveis a seca, seis eram Variedades

Tradicionais, seis Linhagens Brasileiras e oito Linhagens Introduzidas (Tabela 6).



Tabela 4. Vinte materiais mais produtivos do ambiente com deficiéncia hidrica.

ACESSOS Nome Origem PROD. (kg.ha')
BGA 3395 IRAT 141 LCI 3312,88
BGA 13138 JAGUARY VT 2884,50
BGA_12356 AGULHA VT 2470,40
BGA 5975 IDSA 6 LCB 2433,28
BGA 13020 AGULHAO VT 2339,74
BGA_9102 CT10006-7-2-M-5-1P-3 LClI 2128,68
BGA_5970 FAROX 299 LClI 2071,03
BGA 12954 SAIA VELHA VT 1999,20
BGA_13877 AGULHA DA TERRA VT 1992,71
BGA_8305 CARISMA LCB 1923,06
BGA 13890 CACHO GRANDE VT 1907,22
BGA 13731 AGULHINHA BRANCO VT 1876,17
BGA 11224 MATO GROSSO VT 1838,53
BGA_5972 FAROX 301 LCI 1766,05
BGA 4193 IREM 656 LCI 1702,58
BGA_10527 BR4742-B-19-23 LCI 1679,10
BGA_13466  MONTANHINHA 90 DIAS VT 1642,53
BGA 8411 BLUE BELLE LCI 1624,08
BGA 4168 RIO DOCE LCB 1607,24
BGA_6574 IRAT 112 LCI 1595,05

Tabela 5. Vinte materiais mais produtivos do ambiente sem deficiéncia hidrica.

ACESSOS Nome Origem PROD. (kg.ha™)
BGA_9115 CT11632-3-3-M LClI 5477,08
BGA 5660 IPEACO 77-P LCB 4731,13
BGA_3281 CABACU LCB 4582,49
BGA 3395 IRAT 141 LCI 4552,08
BGA_13050 CHATAO AMARELO VT 4542,82
BGA 13880 LEVANTA TESTA VT 4487,13
BGA_13928 FARROUPILHA VT 4461,55
BGA 4640 TOX 1785-19-18 LCI 4359,26
BGA 3397 IRAT 144 LClI 424842
BGA_3362 IRAT 142 LClI 4237,30
BGA_8305 CARISMA LCB 4143,74
BGA_9280 CT13573-11-2 LClI 3980,82
BGA 10533 1R65907-188-1-B LCI 3960,47
BGA_9223 CT13569-5-7 LClI 3906,69
BGA 9154 CT13370-2-M LCI 3873,83
BGA_7024 CNAX 1503-12-9-4-B LCB 3842,92
BGA 6187 CAIAPO LCB 3836,49
BGA 11224 MATO GROSSO VT 3819,09
BGA 5180 TANGARA LCB 3798,59
BGA 8540 TALENTO LCB 3770,00
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Tabela 6. Vinte materiais mais sensiveis a seca no experimento de 2010.

ACESSOS Nome Origem ISS

BGA 9115 CT11632-3-3-M LCI 1,573
BGA 4120 RIO PARAGUAY LCB 1,538
BGA 5660 IPEACO 77-P LCB 1,515
BGA 10469 TB47H-MR-11-51-3 LCI 1,510
BGA 9280 CT13573-11-2 LCI 1,499
BGA 6422 IAPAR L 99-98 LCB 1,476
BGA 3362 IRAT 142 LCI 1,463
BGA 6940 LEMONT LCI 1,463
BGA 10682 IAC 202 LCB 1,454
BGA 13307 AGULHA VT 1,452
BGA 6187 CAIAPO LCB 1,451
BGA 3397 IRAT 144 LCI 1,449
BGA 13329 PINGO DE OURO VT 1,436
BGA 13753 BICO GANGA VT 1,428
BGA 12141 PRATA BRANCO VT 1,428
BGA 13405 4 MESES BRANCO VT 1,423
BGA 7024 CNAX 1503-12-9-4-B LCB 1,420
BGA 12770 101 VT 1,405
BGA 8093 L 285 LCI 1,397
BGA 9154 CT13370-2-M LCI 1,397

As médias obtidas para os vinte acessos mais produtivos em cada
condicdo diferiram de forma estatisticamente significativa do resto dos dados, devido a
presenca de cinco desvios padrdes de diferenca entre a média da produtividade em
ambiente sob déficit hidrico e 0 20° material mais produtivo nessa condigdo, e também
devido a presenca de 17 desvios padrbes de diferenca entre a média da produtividade

em ambiente com irrigacdo normal e o 20° material mais produtivo nessa condicao.

4.2 DADOS GENOTIPICOS

A caracterizacdo molecular dos 283 acessos componentes do painel de
associacdo foi obtida pela tecnologia de genotipagem por sequenciamento (GBS,
Genotyping by sequencing). A bioinforméatica basica realizada pelo Instituto de
Diversidade Gendmica da Universidade de Cornell (Buckler Laboratory) forneceu um
total de 516.240 SNPs distribuidos nos 12 cromossomos de arroz, utilizando uma
frequéncia alélica minima (FMA) de 0,01.
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Tendo em vista a reducéo de alelos raros e uma maior confiabilidade dos
dados para 0 mapeamento associativo, foi utilizada uma FMA de 0,05, obtendo- se

assim um total de 285.379 SNPs nos 12 cromossomos de arroz (Tabela 7).

Tabela 7. Numero de marcadores SNPs obtidos pela genotipagem de 283 acessos de
arroz de terras altas da CNAE por GBS.

CROMOSSOMO FMA=0,01 FMA=0,05

1 68866 37233
2 53217 29301
3 55374 28999
4 49842 27552
5 39588 20469
6 44376 25017
7 40913 22078
8 39421 22217
9 31866 17468
10 33344 19559
11 41780 25110
12 17653 10376
Total 516.240 285.379

4.3 ESTRUTURA GENETICA POPULACIONAL

Aproximadamente 1.000 SNPs, obtidos através de filtragem da
frequéncia minima alélica do conjunto de dados original, foram utilizados para avaliar a
estruturacdo dos dados utilizados no mapeamento associativo, através do software
Structure (Pritchard et al., 2000). O método descrito por Evanno et al. (2005) foi
utilizado para se determinar o nimero efetivo de subgrupos (K) na populacdo, através
do software Structure Harvester v. 0.6 (Earl, 2011). Como resultado, o valor de K
obtido foi igual a 2, identificando, portanto, 2 subgrupos a partir do conjunto de dados
total de SNPs.
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4.4  ANALISE DE ASSOCIACAO

A analise de mapeamento associativo foi realizada a partir dos dados de
fenotipagem para o potencial produtivo em dois ensaios, com e sem aplicacdo de deficit
hidrico, juntamente com os dados de genotipagem por GBS dos 283 acessos de sequeiro
da CNAE.

A andlise de associacdo foi baseada na abordagem de MLM (Modelo
Linear Misto), em que foram utilizadas as informacdes de parentesco (K) e estrutura da
populagéo (Q), reduzindo com isto o erro tipo I. Sendo assim, os SNPs identificados
foram associados aos caracteres avaliados nos experimentos com e sem deficiéncia
hidrica (Produtividade e indice de Suscetibilidade a Seca - ISS).

Dos 285.379 SNPs identificados nos 12 cromossomos a partir da FMA
de 0,05, 48 marcadores SNPs (aproximadamente 0,016%) foram associados
significativamente a um dos caracteres avaliados em ambos os ambientes (com e sem
deficiéncia hidrica) (Tabela 8). Foram verificadas 13 associacdes entre SNPs e 0 ISS
(Indice de Suscetibilidade a Seca) e 35 associacdes entre SNPs e a produtividade em
ambiente com deficiéncia hidrica (Tabelas 9 e 10).

Tabela 8. Associagdes presentes em cada um dos 12 cromossomos.

Cromossomo NUmero de associa¢es
1 10
2 3
3 9
4 6
5 1
6 3
7 3
8 2
9 9
10 2
11 0
12 0

TOTAL

N
oo




Tabela 9. Associagdes (SNPs — caractere) e suas significancias (Cromossomos 1 ao 3).
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Caractere SNP Cromossomo  Posicédo P-valor Q-valor R Var. geneética
Produtividade_ ESTRESSE_ 2010 S1 31622748 1 31622748  2,04E-09  3,4854E-04 0,224122091 338823,6124
Produtividade_ESTRESSE_2010 S1 42199857 1 42199857  3,48E-09 3,4854E-04 0,172492635 338823,6124
Produtividade_ ESTRESSE_2010 S1_ 23885433 1 23885433 6,61E-08 4,4135E-03 0,148900814 338823,6124
Produtividade_ESTRESSE_2010 S1 23885324 1 23885324  1,66E-07 8,3129E-03 0,138725818 338823,6124
ISS_2010 S1_ 40258448 1 40258448  8,61E-07 3,0314E-02 0,120539607 0,753560933
ISS 2010 S1 16062057 1 16062057  9,08E-07  3,0314E-02 0,144425421 0,753560933
Produtividade_ ESTRESSE_2010 S1 38138811 1 38138811 1,19E-06  3,4053E-02 0,122370861 338823,6124
ISS 2010 S1 30824493 1 30824493 1,80E-06 3,6966E-02 0,111678631 0,753560933
ISS_2010 S1 12033317 1 12033317 1,95E-06 3,6966E-02 0,118498599 0,753560933
ISS 2010 S1 27076684 1 27076684  2,03E-06  3,6966E-02 0,118432311 0,753560933
ISS_2010 S2_20530291 2 20530291 2,41E-08 3,7388E-03 0,187705558 0,753560933
Produtividade_ESTRESSE_2010 S2_1344963 2 1344963  8,22E-08 6,3761E-03 0,158687067 338823,6124
Produtividade_ESTRESSE_2010 S2_35190297 2 35190297  4,15E-07 2,1460E-02 0,407307094 338823,6124
Produtividade_ESTRESSE_2010 S3 5310087 3 5310087  5,60E-09 9,0616E-04 0,273977303 338823,6124
Produtividade_ESTRESSE_2010 S3 3311741 3 3311741  8,58E-08 6,9418E-03 0,141906645 338823,6124
Produtividade_ESTRESSE_2010 S3 5318886 3 5318886  4,39E-07 2,2039E-02 0,178480921 338823,6124
Produtividade_ESTRESSE_2010 S3_16573069 3 16573069  5,49E-07 2,2039E-02 0,140720975 338823,6124
Produtividade_ESTRESSE_ 2010 S3 14119502 3 14119502 6,81E-07 2,2039E-02 0,164012381 338823,6124
Produtividade_ESTRESSE_2010 S3 20945176 3 20945176  8,49E-07 2,2897E-02 0,220192256 338823,6124
Produtividade_ESTRESSE_ 2010 S3 15583251 3 15583251 1,72E-06  3,1877E-02 0,432426051 338823,6124
ISS_2010 S3 20799716 3 20799716  1,87E-06  3,1877E-02 0,111292419 0,753560933
ISS 2010 S3 9946984 3 9946984  1,97E-06 3,1877E-02 0,111328208 0,753560933




Tabela 10. Associagdes (SNPs — Caractere) e suas significancias (Cromossomos 4 ao 10).
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Caractere SNP Cromossomo Posicédo P-valor Q-valor R Var. genética
Produtividade_ ESTRESSE_2010 S4 35281220 4 35281220 7,44E-08 1,0685E-02 0,141592434 338823,6124
ISS_2010 S4 5915544 4 5915544  3,25E-07 1,5558E-02 0,159262409 0,753560933
Produtividade_ESTRESSE_2010 S4 10892731 4 10892731 5,65E-07 1,7635E-02 0,464899798 338823,6124
Produtividade_ESTRESSE_2010 S4 10892742 4 10892742 6,14E-07 1,7635E-02 0,461464752 338823,6124
Produtividade_ESTRESSE_2010 S4 27195948 4 27195948 1,49E-06 3,5663E-02 0,111961414 338823,6124
ISS_2010 S4 34524598 4 34524598 2,33E-06 4,7802E-02 0,117772254 0,753560933
Produtividade_ESTRESSE_2010 S5 21266402 5 21266402 7,29E-08 7,8872E-03  0,14283999 338823,6124
Produtividade_ESTRESSE_2010 S6_24319610 6 24319610 2,01E-08 1,7613E-03 0,300840846 338823,6124
Produtividade_ ESTRESSE_2010 S6_24319611 6 24319611 2,65E-08 1,7613E-03 0,293206137 338823,6124
Produtividade_ESTRESSE_2010 S6_11453278 6 11453278 5,15E-08 2,2819E-03 0,265797425 338823,6124
Produtividade_ESTRESSE_2010 S7_7475601 7 7475601 1,77E-08 2,1559E-03 0,161713714 338823,6124
Produtividade_ESTRESSE_2010 S7_27697339 7 27697339 6,02E-08 3,6662E-03 0,144919005 338823,6124
Produtividade_ESTRESSE_2010 S7_27803592 7 27803592 1,01E-07 4,1006E-03 0,175701527 338823,6124
Produtividade_ESTRESSE_2010 S8 27223483 8 27223483 5,77E-09 6,7665E-04 0,497497474 338823,6124
Produtividade_ESTRESSE_2010 S8 17506042 8 17506042 5,65E-07 3,3129E-02 0,170117842 338823,6124
Produtividade_ESTRESSE_2010 S9 18281732 9 18281732 1,84E-08 1,3788E-03 0,153123371 338823,6124
Produtividade_ESTRESSE_2010 S9 10768968 9 10768968 3,04E-08 1,3788E-03 0,221085546 338823,6124
Produtividade_ESTRESSE_2010 S9 10160417 9 10160417 6,50E-08 1,9653E-03 0,235782352 338823,6124
Produtividade_ESTRESSE_ 2010 S9 15027131 9 15027131 2,92E-07 6,6217E-03 0,280849162 338823,6124
ISS 2010 S9 5922759 9 5922759  9,58E-07 1,4483E-02 0,218479052 0,753560933
ISS_2010 S9 5922760 9 5922760  9,58E-07 1,4483E-02 0,218479052 0,753560933
ISS_2010 S9 7996621 9 7996621 1,90E-06 2,4621E-02 0,11298558 0,753560933
Produtividade_ESTRESSE_ 2010 S9 15560708 9 15560708 4,09E-06 4,1222E-02 0,206889421 338823,6124
Produtividade_ESTRESSE_ 2010 S9 15560717 9 15560717 4,09E-06 4,1222E-02 0,206889421 338823,6124
Produtividade_ESTRESSE_2010 S10_14409085 10 14409085 6,21E-08 6,5559E-03 0,198362058 338823,6124
Produtividade ESTRESSE 2010 S10 18591273 10 18591273 6,60E-07 3,4838E-02 0,138819034 338823,6124
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4.4.1 Distribuicdo dos valores de significancia

Com a finalidade de observar a dispersdo do grande numero de dados
oriundos da genotipagem dos 283 acessos da CNAE, foram obtidos graficos conhecidos
como Manhattan Plot. Eles foram elaborados a partir das coordenadas genémicas das
associagOes exibidas ao longo do eixo X e com o logaritmo negativo do P-valor da
associagédo exibido no eixo Y.

No gréfico foi delimitado um P-valor de 0,05 para considerar as associagdes
significativas. Como as associagbes mais fortes tém o0s menores P-valores,
consequentemente possuem o0s logaritmos de menor valor (eixo Y). Desse modo, as
associacOes acima do valor marcado foram consideradas estatisticamente significativas na

analise de mapeamento associativo, resultando em 48 associagdes (Figuras 6 e 7).

Manhattan Plot [Chr 1-6]
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Figura 6. Grafico Manhattan Plot dos valores de significAncia das associagdes nos
cromossomos 1 ao 6.
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Manhattan Plot [Chr 7-12]
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Figura 7. Grafico Manhattan Plot dos valores de significancia das associagcdes nos
cromossomos 7 ao 12.

45 ANOTACAO DOS GENES

A posicdo de cada um dos 48 SNPs que apresentaram associagdes
significativas na analise de mapeamento associativo foi utilizada como ancora para a
identificacdo de genes. O genoma de referéncia utilizado foi o da cultivar Nipponbare
(MSU Rice Genome versdo 7.0). Foram identificados 35 SNPs em 31 genes de arroz.
Dentre os genes identificados, sete deles continham SNPs associados ao indice de
Suscetibilidade a Seca, enquanto que os outros 24 genes continham SNPs associados a
produtividade dos acessos em ambiente com deficiéncia hidrica.

O cromossomo 3 apresentou 0 maior nimero de genes que continham SNPs
identificados pela analise de associacao, enquanto que nos cromossomos 11 e 12 ndo foram
identificados SNPs associados a genes (Tabela 11).

A partir da informacdo da sequéncia dos genes, atraves da analise de
BLASTx foi possivel identificar as proteinas relacionadas aos transcritos identificados
(Tabela 12). A partir dos codigos dos genes (Ids) também foi possivel a busca de termos
descritos no Gene Ontology (GO terms) (Tabela 13). Adicionalmente, os transcritos dos
genes identificados foram relacionados aos provaveis processos bioldgicos e as fungdes

moleculares através da base de dados agriGO (Tabela 14).



Tabela 11. Transcritos identificados em cada cromossomo do arroz cultivar Nipponbare.
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Tabela 12. Genes identificados a partir da presenga de marcadores SNPs provenientes da
analise de mapeamento associativo e seus respectivos produtos expressos.

Gene Produto Expresso

LOC_0s01g28690.2  nucleoporin autopeptidase domain containing protein, expressed
LOC 0s01g42130.1  expressed protein

LOC_0s01g54990.1  auxin response factor, expressed

LOC 0s01969270.1  OsFBO2 - F-box and other domain containing protein, expressed
LOC_0s01g72720.1  expressed protein

LOC 0s02903330.1  expressed protein

LOC_0s02934310.1  expressed protein

LOC _0s03g06570.1  1Q calmodulin-binding motif family protein, expressed
LOC_0s03g10440.1  glycosyl hydrolase family 10 protein, expressed

LOC 0s03g17850.1  glycosyltransferase family 43 protein, expressed
LOC_0s03g24770.1  expressed protein

LOC 0s03g29170.1  sterol-4-alpha-carboxylate 3-dehydrogenase, decarboxylating, expressed
LOC _0s03g37490.1  MATE efflux family protein, expressed

LOC 0s03g37780.1  expressed protein

LOC_0s049g19570.1  retrotransposon protein, Ty3-gypsy subclass, expressed

LOC 0s04g45920.1  protein kinase domain containing protein, expressed
LOC_0s049¢59340.1  RNA-binding region RNP-1, expressed

LOC 0s05935840.1  expressed protein

LOC_0s06g19980.1  MYB family transcription factor, expressed

LOC 0s07913030.1  expressed protein

LOC_0s07g46410.1  bifunctional thioredoxin reductase/thioredoxin, expressed

LOC 0s07g46555.1  F-box domain containing protein, expressed
LOC_0s08g43070.1  helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein, expressed
LOC 0s09910840.2 transcription factor, expressed

LOC_0s09913680.1  Z0S9-04 - C2H2 zinc finger protein, expressed

LOC 0s09g16550.1  ankyrin repeat family protein, expressed

LOC _0s09g17610.1  RING finger protein, expressed

LOC 0s09925910.1  xylanase inhibitor, expressed

LOC _0s09g30070.1  expressed protein

LOC 0s10927310.1  expressed protein

LOC 0s10g34820.2  CDT1B - DNA replication initiation protein, expressed
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Tabela 13. Genes identificados a partir da presenca de marcadores SNPs provenientes da
analise de mapeamento associativo e 0s provaveis processos bioldgicos de seus transcritos.

Gene

Processo Biol6gico

LOC_0s01928690.2
LOC_0s01g42130.1
LOC_0s01g54990.1
LOC_0s01g69270.1
LOC_0s01g72720.1
LOC_0s02g03330.1
LOC_0s02g34310.1
LOC_0s03g06570.1
LOC_0s03g10440.1
LOC_0s03g17850.1
LOC_0s03g24770.1
LOC_0s03g29170.1
LOC_0s03g37490.1
LOC_0s03g37780.1
LOC_0s04g19570.1
LOC_0s04g45920.1
LOC_0s04g59340.1
LOC_0s05¢35840.1
LOC_0s06919980.1
LOC_0s07g13030.1
LOC_0s07g46410.1
LOC_0s07g46555.1
LOC_0s08g43070.1
LOC_0s09g10840.2
LOC_0s09g13680.1
LOC_0s09g16550.1
LOC_0s09g17610.1
LOC_0s09g25910.1
LOC_0s09g30070.1
LOC_0s10927310.1
LOC_0s10934820.2

transport (GO:0006810)

NAO CLASSIFICADO

transcription (GO:0006350)

biological_process (GO:0008150)

NAO CLASSIFICADO

nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolic process (GO:0006139)
NAO CLASSIFICADO

NAO CLASSIFICADO

carbohydrate metabolic process (GO:0005975)

biosynthetic process (GO:0009058)

NAO CLASSIFICADO

lipid metabolic process (GO:0006629)

transport (GO:0006810)

NAO CLASSIFICADO

DNA integration (GO:0015074)

protein modification process (GO:0006464)

NAO CLASSIFICADO

NAO CLASSIFICADO

nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolic process (GO:0006139)
NAO CLASSIFICADO

response to stress (GO:0006950)

NAO CLASSIFICADO

nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolic process (GO:0006139)
signal transduction (GO:0007165)

nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolic process (GO:0006139)
NAO CLASSIFICADO

NAO CLASSIFICADO

response to abiotic stimulus (GO:0009628)

NAO CLASSIFICADO

NAO CLASSIFICADO

protein modification process (GO:0006464)
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Tabela 14. Genes identificados a partir da presenca de marcadores SNPs provenientes da
analise de mapeamento associativo e as provaveis fun¢des moleculares de seus transcritos.

Gene

Funcdo Molecular

LOC_0s01g28690.2
LOC_0s01g42130.1
LOC_0s01g54990.1
LOC_0s01g69270.1
LOC_0s01g72720.1
LOC_0s02g03330.1
LOC_0s02g34310.1
LOC_0s03g06570.1
LOC_0s03g10440.1
LOC_0s03g17850.1
LOC_0s03g24770.1
LOC_0s03g29170.1
LOC_0s03g37490.1
LOC_0s03g37780.1
LOC_0s04g19570.1
LOC_0s04g45920.1
LOC_0s04g59340.1
LOC_0s05935840.1
LOC_0s06919980.1
LOC_0s07g13030.1
LOC_0s07g46410.1
LOC_0s07g46555.1
LOC_0s08g43070.1
LOC_0s09g10840.2
LOC_0s09g13680.1
LOC_0s09g16550.1
LOC_0s09g17610.1
LOC_0s09g25910.1
LOC_0s09g30070.1
LOC_0s10g27310.1
LOC_0s10934820.2

transporter activity (GO:0005215)

NAO CLASSIFICADO

sequence-specific DNA binding transcription factor activity (GO:0003700)
binding (GO:0005488)

NAO CLASSIFICADO
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5 DISCUSSAO

5.1 ANALISE DOS CARACTERES FENOTIPICOS

A seca € um dos estresses ambientais mais importantes para a agricultura no
mundo. O desenvolvimento de genotipos mais tolerantes a esse estresse, portanto, é um dos
maiores desafios dos programas de melhoramento genético de plantas. A analise dos dados
fenotipicos do experimento em ambiente com e sem deficiéncia hidrica foram ajustados
pelo método de modelos mistos. Como base para esse ajuste foram utilizadas as
testemunhas BRSMG Curinga, BRS Pepita e BRS Sertaneja.

Esse experimento revelou que os efeitos entre 0s gendtipos e os ambientes
foram significativos, indicando especificidades adaptativas de certos acessos as condigdes
de seca. A produtividade média dos acessos em condicdo com disponibilidade de dgua no
solo mostrou-se superior & condicdo sob deficiéncia hidrica (2385,47 kg.ha™ e 1081,4
kg.ha™, respectivamente), equivalendo a uma redugdo de aproximadamente 55% na
produtividade, que representa um padréo severo de deficiéncia hidrica para materiais de
ciclo curto, de acordo com Heinemann (2010). Essa reducdo no rendimento da
produtividade é esperada, principalmente porque a restricdo de agua foi aplicada no inicio
da fase reprodutiva, o que reduz o niimero de paniculas por m?, o nimero de espiguetas por
panicula, uma proporcdo significativa do numero de grdos cheios e um aumento
consideravel no numero de espiguetas estéreis (Jongdee et al., 2002).

A distribuicdo de frequéncias da produtividade no ambiente sob déficit
hidrico apresentou a classe mais frequente (942,62 kg.ha™ a 1242,62 kg.ha™) contendo o
valor da média para essa condi¢cdo, enquanto que no ambiente sem deficiéncia hidrica
também se observou a média de produtividade contida na classe mais frequente (2114,82
kg.ha™a 2614,82 kg.ha™).

Analisando os graficos Boxplot para o carater produtividade em ambos 0s
ambientes, verificou-se uma grande diferencga na dispersdo dos dados. Em ambiente sem
deficiéncia hidrica, observou-se uma maior dispersdo dos dados variando de 614,82 kg.ha™
a 4731,13 kg.ha, enquanto que em ambiente com estresse hidrico, observou-se a agdo da
deficiéncia hidrica, que além de reduzir a produtividade média, diminuiu a dispersdo dos

dados, causando um “achatamento” verificado pela variagdo de 519,26 kg.ha™ a 1624,08
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kg.ha™! na produtividade dos acessos. Nesse caso, a resposta ao déficit hidrico reduziu a
dispersdo dos dados de produtividade, ou seja, 0s acessos tiveram um comportamento
bastante semelhante frente ao estresse. Em contrapartida, no ambiente com fornecimento
adequado de agua, os acessos tendem a expressar de modo diferenciado seu potencial
produtivo.

Outra caracteristica avaliada nesse trabalho foi o indice de Suscetibilidade a
Seca (ISS), que ¢ um modelo matematico elaborado para estimar o rendimento dos
genotipos sob déficit hidrico, assegurando que os acessos selecionados terdo caracteres
para a toleréncia a seca (Fischer & Maurer, 1978). Essa caracteristica apresenta bastante
relevancia para a selecdo de plantas com alelos superiores sob condicdes de estresse.

A distribuicdo de frequéncias do ISS, calculado a partir dos valores de
produtividade em ambos os ambientes, apresentou a classe mais frequente de 0,94 a 1,34.
Esse valor de ISS em torno de 1,0 representa uma reducdo de aproximadamente 50% da
produtividade de cada acesso quando condicionado ao déficit hidrico. A dispersdo dos
dados de ISS foi observada pelo grafico Boxplot, que variou de -0,1534 a 1,5739, ou seja,
houve materiais que reduziram em mais de 50% sua produtividade, mostrando-se
extremamente sensiveis a essas condicfes (por exemplo, 0 acesso CT11632-3-3-M). Por
outro lado, houve materiais que ndo alteraram sua produtividade com a reducdo na
disponibilidade de 4gua, como o IRAT 13.

Foram identificados os 20 materiais mais produtivos em ambiente com e
sem deficiéncia hidrica, dentre os quais trés acessos apresentaram maiores produtividades
em ambas as condic¢des: IRAT 141 (linhagen melhorada no exterior), CARISMA (cultivar
brasileira lancada em 1999) e MATO GROSSO (variedade tradicional coletada em Santa
Catarina em 2001), indicando, portanto, materiais que podem ser bem explorados em
programas de melhoramento. De acordo com Bueno (2012), as médias ajustadas em
experimentos conduzidos em oito locais no Brasil para esses acessos foram,
respectivamente, 4.363, 3.547 e 3.821 Kg.ha™. A média geral dos 550 acessos avaliados
nesses locais foi de 3.450 Kg.ha™, ou seja, s&o gendtipos com desempenho superior com
relacdo a produtividade, e que podem ser indicados para avaliacbes adicionais pelo
programa de melhoramento genético de arroz da Embrapa para uso como genitores no
bloco de cruzamentos para o desenvolvimento de futuras linhagens e cultivares.

No ambiente sob deficiéncia hidrica, dentre os 20 materiais mais produtivos,

nove eram Variedades Tradicionais, trés eram Linhagens Brasileiras e oito eram Linhagens
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Introduzidas, ou seja, apenas 15% dos materiais mais tolerantes a seca foram
desenvolvidos por programas de melhoramento genético do arroz brasileiro. Obviamente
um programa de melhoramento utiliza uma série de caracteres que tornam uma cultivar
apta para o cultivo e aceitagdo no mercado. Contudo, especificamente para a toleréncia a
seca, existe um grande potencial de melhoria de desempenho para essas cultivares, e a
utilizacdo de acessos mais tolerantes a seca identificados por esse trabalho pode ser o ponto
de partida para atingir esse resultado.

No ambiente com irrigagcdo normal, dentre os 20 materiais mais produtivos,
quatro eram Variedades Tradicionais, sete eram Linhagens Brasileiras (material
melhorado) e nove eram Linhagens Introduzidas. Nesse caso, 35% dos acessos mais
produtivos foram desenvolvidos por programas nacionais de melhoramento genético,
evidenciando a importancia da incorporacdo de genotipos mais tolerantes a seca, que pode
resultar em impactos econdmicos positivos para a agricultura brasileira.

Foram identificados também os 20 materiais mais sensiveis a seca no
experimento, e dentre esses, nove acessos mais sensiveis também estiveram entre os 20
mais produtivos em ambiente sem deficiéncia hidrica. Todos os nove acessos foram
oriundos de programas de melhoramento do Brasil e exterior, ou seja, esses materiais
foram desenvolvidos para uma condicdo 6tima de disponibilidade hidrica. Constata-se com
isso que os programas de melhoramento genético de arroz de terras altas devem aumentar
seu foco no desenvolvimento de linhagens e cultivares mais produtivas tanto sob condig¢des
hidricas 6timas, quanto sob condic¢des de déficit hidrico.

Em geral, 0s acessos menos sensiveis a seca (menor ISS) podem representar
0 ponto de partida para selecionar materiais superiores de arroz sob deficiéncia hidrica,
auxiliando na identificacdo de gendtipos que expressem caracteristicas morfofisiologicas
especificas para a adaptabilidade a seca (Pantuwan et al., 2002). Segundo Bernier et al.
(2007), a selecdo dos genotipos tolerantes a seca deve conduzir & melhoria igual do
rendimento sob ambas condigdes, ou seja, 0 material selecionado deve ser produtivo
baseando-se diretamente na condi¢cdo com deficiéncia hidrica e indiretamente na condicéo

sem esse estresse.
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52 DADOS GENOTIPICOS

O surgimento das tecnologias de sequenciamento de nova geragéo (NGS)
tem impulsionado os estudos gendmicos funcionais em arroz. O arroz é considerado um
organismo modelo para estudos genéticos e 0 acumulo rapido de informacgdes gendmicas
tem sido facilitado, dentre outros motivos, pela alta qualidade dos genomas de referéncia
das duas subespécies (Indica e Jap6nica), o que permite um alinhamento rapido e preciso
com pequenos reads provenientes das tecnologias NGS. Tendo em vista 0 nimero
relativamente modesto de sequéncias repetitivas, uma grande proporcdo desses pequenos
reads pode ser precisamente mapeada no genoma de referéncia do arroz. O sistema
reprodutivo autbgamo em conjunto com o genoma relativamente pequeno do arroz,
permite o sequenciamento de individuos a uma baixa cobertura, porém com uma alta
eficiéncia.

Nesse trabalho, a tecnologia de genotipagem por sequenciamento (GBS) foi
utilizada para identificar SNPs nos 283 acessos componentes do painel de associa¢do. Os
comandos (Pipeline) utilizados para a identificacdo e posterior validacdo desses
marcadores resultaram em um total de 516.240 SNPs distribuidos nos 12 cromossomos do
arroz.

Atualmente, o grande gargalo diz respeito a analise de um grande volume de
dados, pois requer grande capacidade computacional, além de profissionais com
experiéncia em informatica que possam manipular tamanho volume de informacdo. A
utilizacdo de servidores (clusters) tornou-se praticamente obrigatdria para o trabalho com
grande volume de dados de sequéncias de genoma. Outra questdo que deve ser tratada com
cautela € que a tecnologia de GBS, apesar de gerar um grande nimero de dados de SNPs,
resulta em um grande numero de dados faltantes, sendo necessario realizar a imputacéao
desses dados, ou seja, estimar qual o provavel nucleotideo estaria faltando em determinado
ponto do genoma. Uma alternativa para solucionar esse problema e aumentar a preciséo da
analise GBS é a utilizacdo do software FastPHASE, que estima genotipos faltantes e
reconstréi hapldtipos a partir de dados de SNPs de individuos ndo aparentados, conforme
descrito por Scheet & Stephens (2006).

Para aumentar a confiabilidade da anélise baseada nos marcadores SNPs, foi
realizada uma “filtragem” dos dados com uma frequéncia alélica menor que 0,05,

resultando em 285.379 SNPs presentes nos 12 cromossomos de arroz (reducdo de 55% do
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namero inicial de SNPs). Essa reducdo de SNPs ainda manteve uma grande quantidade de
informacdo, a0 mesmo tempo em que preveniu possiveis associacbes com alelos raros,
aumentando a confiabilidade da anélise de associagdo entre SNPs e caracteres fenotipicos.

O cromossomo 1 foi o que apresentou mais SNPs identificados apos a
filtragem (37.233 SNPs ), enquanto que os cromossomos 9, 10 e 12 apresentaram menos
SNPs (17.468, 19.559 e 10.376, respectivamente). Segundo os dados dos tamanhos dos
Cromossomos disponiveis no Rice Genome Annotation Project
(http://rice.plantbiology.msu.edu/index.shtml), uma explicacdo para a quantidade de SNPs
identificados seria em relacdo ao tamanho em pares de bases de cada cromossomo. O
cromossomo 1, por exemplo, que resultou no maior nimero de SNPs detectados, também
€ 0 maior cromossomo do arroz (43.270.923 pb). Em contrapartida, cromossomos 9, 10 e
12, que apresentaram a menor quantidade de SNPs, também s8o 0s menores cromossomos
do arroz (23.012.720 pb, 23.207.287 pb e 27.531.856 pb, respectivamente). Pode-se
concluir com isso que o numero de SNPs detectados por cromossomo, considerando um
conjunto de genoOtipos geneticamente divergentes, estd diretamente relacionado com o
tamanho desses cromossomos.

Com base nos dados de SNPs dos 283 acessos utilizados no mapeamento
associativo, foi realizada uma analise de estruturacdo, em que se verificou um “K”
(nimero de subconjuntos) igual a dois. Esses dois subgrupos podem ser explicados pela
utilizacdo de materiais provenientes de linhagens melhoradas e variedades tradicionais
(Garris et al., 2005).

5.3 ANALISE DE ASSOCIACAO

A andlise de associacdo emergiu como uma poderosa abordagem para
identificar genes relacionados a caracteristicas complexas em humanos (Altshulher et al.;
2008). A aplicacdo desse método é plenamente viavel para o arroz, principalmente devido
ao seu pequeno genoma e sua grande diversidade genética, permitindo a identificacdo de
regides haplotipicas que possibilitam a obtencéo precisa de associa¢Ges entre marcadores
moleculares e caracteres fenotipicos.

Estudos de mapeamento associativo j& listaram associacBes entre
marcadores e 26 caracteristicas agronémicas importantes para a cultura do arroz (Jena et

al., 2008). Neste trabalho, os dados de SNPs provenientes da tecnologia GBS foram
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associados aos caracteres avaliados nos experimentos com e sem deficiéncia hidrica
(Produtividade e indice de Suscetibilidade & Seca - ISS) no painel contendo os 283 acessos
do sistema de cultivo sequeiro da Colecdo Nuclear de Arroz da Embrapa (CNAE).

A partir da analise com 285.379 SNPs distribuidos nos 12 cromossomos de
arroz, atraveés da abordagem de modelos mistos, 48 desses marcadores foram associados de
forma significativa aos caracteres avaliados. A grande vantagem da analise de associacéo €
a determinacédo especifica da posicdo do loco de interesse e a propor¢do da variacdo no
carater de interesse que o polimorfismo no loco consegue explicar. Este tipo de analise
também permite a identificacdo do alelo favoravel e a estimacéo do efeito associado a sua
presenca sobre a expressdo do carater.

Dentre os 48 SNPs estatisticamente significativos, 13 foram associados ao
ISS (indice de Suscetibilidade & Seca) e 35 associados & produtividade em ambiente com
deficiéncia hidrica. De acordo, com os graficos do tipo Manhattan Plot, que evidenciam a
distribuicdo dos p-valores dos SNPs associados, as cinco associacdes mais significativas
foram entre os SNPs S1 31622748, S1 42199857, S8 27223483, S3 5310087 e
S9 18281732 e o carater produtividade em ambiente sob déficit hidrico, evidenciando uma
importante relacdo entre polimorfismos no genoma relacionados com a maior
produtividade dos acessos em condicdes de seca. Dos SNPs associados no mapeamento
associativo, somente os cromossomos 11 e 12 ndo apresentaram associacoes.

Algumas associacBes priméarias entre regiGes genOmicas e caracteres
relacionados a produtividade e resisténcia a seca ja foram descritas em arroz (Kamoshita et
al., 2008). Em estudos com populacfes segregantes, foram encontrados quatro marcadores
SNPs relacionados a tolerancia a seca, nos cromossomos 1, 4, 5e 7 (Ye et al.; 2012), e trés
regides significativas para a produtividade nos cromossomos 1, 8 e 10 do arroz (Vikram et
al.; 2012). Painéis de associacdo utilizando genétipos com reduzido vinculo genético,
como o descrito nesse trabalho, ainda ndo foram utilizados em arroz para a identificagdo de
locos relacionados & produtividade sob déficit hidrico. A utilizacdo de populagcdes sem
vinculo genético favorece a identificacdo de uma série alélica dos genoétipos que podem
estar relacionados a caracteres de interesse, ndo ficando restrita aos alelos provenientes dos
genitores de uma populacdo segregante, podendo resultar em um maior ndmero de
associagOes, como foi identificado nesse trabalho (48 associagdes).

A identificacdo de SNPs associados a caracteres de interesse é informagao
suficiente para o desenvolvimento de marcadores baseados em chips de DNA, os quais
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podem auxiliar na selecdo assistida pela genotipagem de linhagens de programas de
melhoramento genético do arroz. Contudo, € apenas 0 primeiro passo caso 0 objetivo seja a
identificacdo de genes em rotas metabdlicas relacionadas com o carater em estudo.

No presente estudo s6 foram detectados SNPs associados a produtividade
sob déficit hidrico. Contudo, houve SNPs associados ao ISS, que leva em conta a
produtividade nas duas condi¢des de disponibilidade hidrica. Um mesmo marcador SNP
ndo foi relacionado a mais de um caractere simultaneamente, no entanto, diferentes SNPs
foram associados ao mesmo caractere, podendo indicar a ocorréncia de diferentes rotas

metabdlicas associadas ao fenétipo observado.
5.4 ANOTACAO DOS GENES

A ocorréncia de estresse de seca ocasiona uma grande quantidade de
respostas fisiologicas e bioquimicas na planta, influenciando simultaneamente a expressao
de genes de diferentes rotas metabolicas. Com o advento das tecnologias de
sequenciamento de nova geracdo (NGS), a identificacdo de genes associados aos
mecanismos de resposta a seca de modo rapido e preciso tornou-se possivel, gerando um
grande avango nos estudos de gendmica funcional. Neste trabalho, o mapeamento
associativo forneceu 48 SNPs associados aos caracteres produtividade sob deficiéncia
hidrica e ISS. Desses 48 SNPs, aproximadamente 73% deles (35 SNPs) estavam contidos
em regides codantes do genoma de arroz, disponivel no Rice Genome Annotation Project
(http://rice.plantbiology.msu.edu/index.shtml).

Dessas regides gendmicas codantes, alguns SNPs estavam presentes no
mesmo gene, resultando em 31 genes identificados. Desse total, sete genes apresentavam
SNPs relacionados com o indice de Suscetibilidade & Seca (ISS) e 24 genes apresentavam
SNPs relacionados com a produtividade dos acessos sob deficiéncia hidrica.

Dentre os 31 genes descritos, 10 deles apresentaram, como produto,
proteinas expressas cuja fungéo e processo biologicos ainda ndo foram determinados. Dos
sete genes relacionados com o ISS, pode-se destacar o gene LOC_0s09913680.1, que
codifica a proteina do tipo Dedo de Zinco Z0S9-04 - C2H2, que atua como fator de
transcricdo no processo metabdlico dos &cidos nucléicos. Proteinas do tipo Dedo de Zinco
(Zinc finger protein, ou ZFPs) sdo um grupo que se expressa em diferentes condicbes de

estresse, sendo que a proteina expressa C2H2 (Cys2/His2 finger protein) é induzida por
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varios tipos de estresses abioticos, representando um importante gene candidato
relacionado a toleréncia a seca.

Outro gene de interesse dentre os sete relacionados ao ISS é o
LOC_0s03g37490.1, que codifica a proteina da familia MATE efflux (multidrug and toxic
compound extrusion) , o qual é responsavel por proteger as células de compostos toxicos
(Brown et al., 1999). Durante a ocorréncia de mecanismos de resposta decorrentes da
deficiéncia hidrica, uma serie de compostos dispensaveis acabam sendo gerados, sendo
assim, esse produto expresso poderia atuar na retirada desses compostos, auxiliando no
reparo dos danos ocasionados pela seca.

O gene LOC_0s01¢g69270.1 também apresenta relevancia por codificar a
proteina OsFBO2 que contém o dominio F-Box, que atua como mediadora na
ubiquitinacdo de proteinas para degradacdo pelo proteossoma, além de estar associada a
funcbes celulares como transducgdo de sinal e regulagdo do ciclo celular, podendo ter
extrema importancia nas rotas metabdlicas relacionadas a produtividade sob déficit hidrico.

Dos 24 genes relacionados com a produtividade em ambiente com déficit
hidrico, pode-se destacar quatro genes: LOC_0s09916550.1, LOC_0s06g19980.1,
LOC_0s04g45920.1 e LOC_0s01g54990.1. O gene LOC_0s09g16550.1 codifica uma
proteina com dominio de regiBes repetidas de Anquirina (proteinas do citoesqueleto), que
sdo0 comuns na interacdo proteina-proteina (Stogios et al., 2005), tendo diversas funcgdes,
como regulacdo da transcricdo, transporte de ions e transducdo de sinal (Mosavi el al.,
2004; Breeden et al., 1987). Em estudos com Arabidopsis, uma proteina ACD6 contendo
dominio de Anquirina foi relacionada com a regulacdo dos mecanismos de resposta contra
estresses abioticos, como o alto teor de sal (Lu et al., 2003).

O gene LOC_0s06g19980.1 codifica uma proteina que funciona como fator
de transcricdo MYB, que constitui a mais extensa familia de fatores de transcricdo em
plantas, auxiliando na regulagdo do ciclo celular, e sendo ativado somente ap6s o acimulo
significativo de acido abscisico (ABA) enddgeno. O ABA é um hormdnio vegetal que tem
como funcdo a regulacdo de varios aspectos ligados a fisiologia das plantas, tais como
respostas ao déficit hidrico, e por esse motivo, esse gene tem grande probabilidade de ser
um gene candidato relacionado a maior produtividade sob déficit hidrico.

O gene LOC_0s04g45920.1 codifica proteinas quinases, que sdo enzimas
responsaveis pelo controle de varios processos celulares, incluindo respostas a estimulos

ambientais. Segundo Dardick et al. (2007), ha 1.429 proteinas quinases no arroz, e estao
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relacionadas com regulacdo de mecanismos de estresse. Como exemplo, a proteina SAPK4
estd envolvida na resposta ao estresse salino (Diédhiou et al., 2008), assim como a proteina
TaSnRK2.4, que, de acordo com de Mao et al. (2010), foi responsavel pelo aumento da
tolerancia ao déficit hidrico, alto teor salino e de congelamento.

Por fim, o gene LOC_0s099g16550.1 codifica uma proteina de fator resposta
a auxina, que regula a ativacdo e repressdo da transcricdo, e portanto capazes de regular o
desenvolvimento das plantas, dependendo do ambiente a que estdo submetidas (Okushima
et al., 2005).



6 CONCLUSOES

Neste trabalho, foram avaliados 283 acessos provenientes do sistema de
cultivo de sequeiro da Colecdo Nuclear de Arroz da Embrapa (CNAE) em um ambiente
com e e um ambiente sem deficiéncia hidrica. As meédias gerais de produtividade
revelaram uma diferenca favoravel aos acessos em cultivados em ambiente com irrigacéo
normal em relacdo ao ensaio sob déficit hidrico, demonstrando que a aplicacdo desse
tratamento foi efetiva.

Os materiais mais produtivos sob déficit hidrico foram IRAT 141,
JAGUARY, AGULHA, IDSA 6 e AGULHAO, enquanto que 0s acessos mais produtivos
em ambiente sem deficiéncia hidrica foram CT11632-3-3-M, IPEACO 77-P, CABACU,
IRAT 141 e CHATAO AMARELO. Trés materiais estavam presentes entre os 20 mais
produtivos em ambos os ambientes: IRAT 141, CARISMA e MATO GROSSO.

A tecnologia de sequenciamento de nova geracdo (NGS) denominada
Genotipagem por Sequenciamento (GBS) identificou 516.240 SNPs distribuidos nos 12
cromossomos do arroz através da analise de DNA dos 283 acessos do experimento. Um
filtro de frequéncia minima alélica de 0,05 foi aplicado, reduzindo o numero de SNPs para
285.379, os quais foram utilizados no estudo de associacdo juntamente com o0s caracteres
de interesse avaliados. O mapeamento associativo identificou 48 marcadores SNPs
estatisticamente significativos associados aos dois caracteres fenotipicos avaliados, a
produtividade e indice de Suscetibilidade a Seca (ISS). Desses SNPs, 13 estavam
associados ao ISS e 35 associados a produtividade em ambiente com deficiéncia hidrica.

As posicdes desses SNPs no genoma de referéncia (Cultivar MSU 7.0
Niponbare) foram utilizadas para identificar se estariam presentes em genes, sendo entéo
posicionados em 31 genes. Dentre 0s genes que continham os SNPs associados ao ISS, 0s
mais relevantes foram LOC_0s09913680.1, LOC_0s06919980.1 e LOC_0s01969270.1,
enguanto que dentre os genes que continham os SNPs associados a produtividade, 0os mais
relevantes foram LOC_0s09916550.1, LOC_0s06919980.1, LOC_0s04g45920.1 e
LOC_0s01g54990.1. Esses genes podem ser avaliados para serem efetivamente utilizados
na selecdo assistida por marcadores. Adicionalmente, esses genes podem ser
superexpressos para avaliar sua capacidade de aumentar a tolerancia a seca, e em caso
positivo, gerar cultivares comerciais de arroz geneticamente modificadas mais tolerantes a

esse estresse.
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