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RESUMO

FERESINPANTALIAO, G. Estudo de associacdo gendmica ampla para produtividade
em arroz (Oryza sativa..) 2016. 149f. Tese(Doutoradoem Genética e Melhoramento de
Plantasy Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goias, Goiania.!201

O arroz cultivado Qryza satival..) € um doscereaismais importantepara a
alimentacdchumana Estimase que ademanda por grdos de arraamentara de forma
consideravel em um cenarile reducéo da area cultivavel e escassez de recursos hidricos,
0 que demandara um aumento na producdo em relacdo aos niveisPat@asolucionar
esse problema, uma alternativiavel é a exploracdo da diversidade genétiisponivel
em bancos de germ@dma de arroz. Os programas de melhoramento de arroz devem,
portanto, priorizar a busca por novas estratégias que visem o aumento da produtividade em
diversos tipos de condi¢cdambientais. Aexploracdo da diversidade genética permitiria a
identificacdo dealelosfavoraveisainda ndo presentes germoplasma das variedades de
arroz utilizadas nos programas de melhorameassim como a obtengcdo de novas
combinacdes alélicas de genes relacionados a caracteres de importancia agronémica e que
poderiam contribu significativamente para a obtencédo de cultivares mais produtivas.
Nesse contexto, estudos de associacdo genbmica ampla (GWAS) tém por finalidade
analisar variagdes na sequéncia do DNA em todo o genoma, em um esforgco para
identificar associacdes a camxes fenotipicos de interesse. Esggaassim, que 0S
resultados das analises GWAS, juntamente com o0s aprimoramentos obtidos com as
tecnologias de sequenciamento de nova geracédo (NGS) na busca por um grande numero de
SNPs, como € o caso da genotipagemseguenciamento (GBS), sejam utilizados para
investigaro controle genéticalos caracteres relacionadagrodutividade Esse trabalho
objetivou identificar regides gendmicas do arroz relacionadas a produtividade a partir da
metodologia GWASutilizando osgendétipos da Colecdo Nuclear de Arroz da Embrapa
(CNAE). A analise GWAS foi conduzida a partir de um painel composto por 550 acessos
da CNAE, sendo que ap0s a imputacdo dos dados brutos, foram contabilizados 445.589
SNPs distribuidos ao longo dos 12 cresmmos do arroz. As informac8es moleculares
foram integradas aos dados fenotipicos derivados dos experimentos de avaliagdo de
produtividade conduzidos em nove ensaios, divididos em dois sistemas de cultivo (irrigado
e sequeiro) e por trés anos agricola@30422005, 2005/2006 e 2006/2007). A partir da
analise conjunta em todos os experimentos, 31 SNPs foram associados de forma
significativa a produtividadesom apenas tréapresentarado o alelo de menor frequéncia
com efeito positivoNas analises conjuntaesexperimentos irrigado®ram identificados
trés SNPs associados a produtividade, um dos quais com alelo de menor frequéncia com
efeito positivo, enquanto quens experimentos em sequefi@ identificado apenas um
SNP, com alelo de menor frequénciasasado ao efeito positivd?osteriormente foi
realizada uma andlise de regressapwiseparasemanter no modelo apenas 0os SNPs sem
efeitos de sobreposicédo, sendo entdo selecionados 15 marcadores SNP. Apés uma analise
in silico, constatotse que 0s acess mais produtivos apresentaram 80 a 100% dos alelos
favoraveis, enquanto os menos produtivos apresentaramn33% dos alelos favoraveis.

Para que esse conjunto de marcadores seja utilizado em uma rotina de selecao assistida,
ainda deverao ser validadem laboratorio. Na analise conjunta totagéntre 0s44 genes
identificados, 14 ndo apresentavam funcdo determinada, enqaigpéotir da andlise
conjunta dos experimentos irrigados e em sequentye 0sseis genes, apenas um nao
apresentava fungdo detgnada.A busca por homologos eArabidopsisnos15 genes de

arroz de funcdo desconhecidasultou emquatro genes com funcdo conhecid@s

! Orientador: Dr. Claudio Brondani. Embrapa Arroz e Feijao.
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produtos expressado conjunto de genes estavam relacionados a processos metabdlicos,
resposta a estimulos bibticogbioticos, enddgenos e externos, desenvolvimento
multicelular pésembrionério, crescimento e morfogénegee influenciam no numero,

peso de gréos, e capacidade fotossintética, todos relacionados com a produtividade em
arroz, sendo util na indicacdo denge candidatos a clonagem e transformacéo,
possibilitando o desenvolvimento de cultivares de arroz geneticamente supExantes.

0s genes identificados como associados a produtividade, nove foram descritos previamente
na literatura, e desteseisforam relacionados a preinas que influenciam no ndmero e

peso de gms, e capacidade fotossintétidadC 0s02g44290.1, LOC_0s04g35370.1,
LOC_0s02g44260,1LOC_0s02g44280,1LOC_0s099g36230.1 e LOC_0s01g66160.1.
Esses sédo considerados geoasdidatos a clonagee transformacédo do arroa fim de,

por meiode sua superexm@sdo, possibilitan desenvolvimento de cultivares de amoeais
produtivas

Palavraschave Oryza sativa.., produtividade SNP, GWAS selecéo assistida por
marcadores.

! Orientador: Dr. Claudio Brondani. Embrapa Arroz e Feijao.



ABSTRACT

FERESIN-PANTALIAO, G. Genomewide association studyfor rice grain yield (Oryza
satival.). 2016.149 f. Thesis Doctorate in Genetecand Plant Breeding) Agronomy
School, Federal University of Gisi, Goiania, 2016.

Cultivated rice Qryza sativalL.) is one of the most important cereal for
feeding. It is estimated that the demand for rice grains increases considerably in a
reduction scenario afultivable area and scarcity of water resouredsch will require an
increase in production compared to curréenels. To solve this problem, a viable
alternative would be the exploitation of genetic diverstsailablein rice germplasm
banks. Rice breeding programs should prioritize the search for new strategies to increase
yield in a variety ofenvironmentalconditions The exploitation of genetic diversity
allowed the identification of favorable alleles not present in the germplasm of ricekegarie
used in breeding programas well as obtaining new allelic combinations of genes related
to important agronomitraits and that could significantly contribute to the achievement of
more productive cultivars. In this context, genewide association studies (GWAS) are
designed to analyze variations in the DNA sequence of the entire genome in an effort to
identify assciations with phenotypic traits of interest. It is expected, therefore, that the
results of the GWAS analysis, together with the improvements obtained with the next
generation sequencing technologies (NGS) in search of a large number of SNPs, such as
gendyping by sequencing (GBS), be used to investigate the genetic control of traits related
to yield. This study aimed to identify genomic regions of rice related to yield from the
GWAS methodologyusing genotypes ofEmbrapa Rice Core Collection (ERICCJhe
GWAS analysis was conducted from a panel of 550 accessionsERIGE, and after the
imputation of raw data, were accounted 445,589 SNPs distributed along the 12 rice
chromosomes. The molecular information was integrated with phenotypic data derived
from yield evaluation experiments conducted in nine essays, divided into two cultivation
systems (irrigated and rainfed) and three agricultural years (2004/2005, 2005/2006 and
2006/2007). From the joint analysis in all experiments, 31 SNPs were significantly
associated with yield, but only three had the lowest frequency allele with positive effect.
The joint analysis of irrigated experiments identified three SNPs associated with yield, of
which one with lower frequency allele with a positive effect, whereathenrainfed
experiments was identified only one SNP with lower frequency allele associated to positive
effect. Subsequently, a stepwise regression analysis was performed tinkbepmodel
only SNPs without overlapping effects, so being selected 15 8dRsers. After in silico
analysis, it was found that the most productive accessions showed 80 to 100% of favorable
alleles while the less productive showed 27 to 33% of favorable alleles. For this set of
markers to be used in an assisted selection routieg, should also be validated in the
laboratory. In the total joint analysis, from 44 genes identified, 14 had no particular
function, while from the joint analysis of experiments irrigated and rainfed, from the six
genes, only one had no particular fuoct The search foArabidopsishomologues genes
in the 15 unknown function rice genes resulted in four genes with known fun€hen.
expressed products of the set of genes were related to metabolic procegs@asse to
biotic, abiotic, endogenous andxternal stimulus postembryonic multicellular
development, growth and morphogenesis, which influence the number of grains, grains
weight and photosynthetic capacity, all related to rice yield and be useful in indicating
candidate genes to cloning and sfammation, enabling the development of genetically
superior rice cultivarsAmong the genes identified as associdteproductivity, nine were

1 Advisor: Prof.Dr. Claudio Brondani. Embrapa Rice and Beans.
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previously described in the literature, and of these, six were related proteins that influence
the number and eed weight, and photosynthetic capacity: LOC_ 0s02g44290.1,
LOC_0s049g35370.1, LOC_0s02g44260.1, LOC_0s02g44280 .1 LOC_0s09g36230.1
and LOC _0s01g66160.1. These genes are considered as candidates for cloning and
transformationof rice, in order, through itsverexpressionenable the development of
higher yielding ricecultivars

Key words:Oryza sativa.., yield, SNP, GWAS, marker assisted selection.

1 Advisor: Prof.Dr. Claudio Brondani. Embrapa Rice and Beans.



1  INTRODUCAO

7

O arroz é uma das espécies mais importapgga a alimentagcdo humana,
representandama das principaifontes de carboidratgparamais da metade da populacéo
mundial (khush, 2005).Existem duas espécies cultivadas de ar@ryza sativa
amplamente cultivada, ®ryza glaberrima cultivada apenas na Africa Central e Oeste
(Lu, 1999). Dieas humanas dependem fortemente de cereais, como 0 arroz, e apesar da
implementacéo de novas tecnologias e utilizacdo de novas variedades, ha a necessidade de
aumento da producao agricola para acompanhar o aumeptpulacdo mundiaem um
cenario de redifio da area cultivavel escassez de recursos hidricos (Godfray et al., 2010;
Tilman et al., 2011). Segundo Ray et al. (2013), em 2050, a atual producao agricola global
devera ser aumentada entre 60% e 110% para ateadscente exigénc@or alimentos
proporcionar seguranca alimentar para a populacdo mundial. E para isso, o caminho mais
sustentavel seria o0 aumento da produtividade das culturas e ndo a continua ampliacdo de
areas agricultaveif’(ngali 2012).

Nos ultimos anos, a reducao no ganho tieméara a produtividade em arroz
tem sido observada em diversos programas de melhoramento, devido, principalmente, a
utilizacdo @& um numero reduzido de genitores com arquitetura modkrnalantase
atributos agronomicamente desejaveis, 0 que tem cwdazum estreitamento da base
genética(Ray et al., 2012)Para solucionar esse problema, uma alternativa seria a
exploracdo da diversidadgenéticadisponivelem bancos de germoplasrda arroz.Os
progamas de melhoramento de arrdevem, portanto, pri@ar a buscapor novas
estratégias que visemaumento da produtividade em diversos tipos de condi¢des, sendo
que a exploracao da diversidade genética permitiria a identificacdlelds interessantes
ainda nao presentes germoplasmaitilizado em prognamas de melhoramentie arroz,
assim como a obtencéo de noecasnbinacdes alélicas de genes relacionados a casacter
de importancia agronémiaaque poderiancontribuir signifiativamenteparaa obtengao
de cultivaes mais produtivas (Khush, 20@8hang etal., 2011).

O arroz é considerado uma planta modelo para estudos gendmicos por

apresentar o menor genoraatre 0os ceregi®m torno de873 Mpb (milhdes de pares de
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base) facilidade de transformacéo, colinearidade com outras culturas de cereais esrecurso
genéticos e gendmicos abundarfi&swahara et al., 20130\dicionalmente, tecnologias de
sequenciamento de nova geragao (N@Siitiram a expansatnsconhecimentos sobre a
variabilidade genética do arroz, sendo qualta qualidade dos genomas de réfera
publicamentedisponiveise o resequenciamento de diversos acessos de bancos de
germoplasma tém formado uma base sdlida para os edfiedgsndnica estrutural e
funcional em arroz (Huang et al.,, 2013; Han & Huang, 2013). A tecnologia de
genotipagem posequenciamento (GBS), desenvolvida a partir de platafoNGs, tem

sido utilizada na identificacdo de inUmeros SNPs a um custo bastante reduzido em
comparacao a genotipagem utilizando chips de R8hire et al.2011) Uma das mais
poderosas aplicacdale GBS € no campido melhoramento de plantas, fornecenidoa
ferramenta rdpida e de baixo cuspara gerotipar populacdesde melhoramento
permitindo que osmelhoristasde plantasimplementem diversos tipos de estudos
gendmicos de diversidade, selecam@ypica e analises de associacdo genbmica ampla
(GWAS) (He et al., 2014).

Os estudos de associacdo gendmica ampla buscara tirdkimode proveito
deantigos eventos de recombinagia identificatocos relacionados aos caracteres com
uma resolucao alt@Distefano & Taverna2011; Huang & Han, 2014endo portanto,
uma estratégia util e robustam o poderde estudawarios caracteres simultaneamente
Apesardos diversos estudos de pesquisa gendmica estrutural e funcional de arroz, ainda
existem grandetacunas de conhecimento sobre os controles moleculares dos processos
bioldgicos relacionadogos caracteres de produtividaBigiste a necessidade de continuar
os estudos que possibilitem, a partir de um painel de associacdo de grande variabilidade, a
conmpreensao dessesontroles genéticos e moleculares associados aos caracteres de
produtividade em arroX{ng & Zhang 2010;Valluru et al., 2014).

Os obgtivos deste trabalho foram: itfentificar osgenétipognais produtivos a
partir da caracterizacdo fetipica dos 550 acessos pertencenté3obecdo Nuclear de
Arroz da Embrapa (CNAEmM nove ensaios de cam) identificar SNPs pela tecnologia
de genotipagem por sequenciamento (GBS) dos 550 ac&sassociarSNPscom o
caraterprodutvidade derivado @s andlises conjuntasod experiments de campopor
meio da analisesGWAS; 4) identificar os alelosom efeitos positivos ou negativos em
relacédoa produtividadepara serem utilizados na selecéo assistida por marcadores (SAM);
5) identificar blocos haplgticos que contenham SNPssaciados significativamente ao
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caraterprodutividade e 6) @racterizar os genes loaados em cada bloco haplotipico e

gue estejam ceegregandsignificativamenteeom os SNPassociadoa produtividade.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A ESPECIEOryza sativa..

O arroz pertence ao géne@ryza e € uma angiosperma monocotiledénea
pertencente a familia Gramineg®oaceae), ordenPoales sibfamilia Oryzoideae
(Bambusoideae) e tribo rgxreae {aughan, 1989; Watanabe, 1997). Este género
compreende mais de 22 espécies distribuidas em todas as regifes tropicais, subtropicais e
temperadas da Asia, Africa, América Central e do Sul e Australia, mas apenas duas
espécies sdo cultivada®ryza daberrima (Steudel)e Oryza sativa(L.) (Lu, 1999). O
géneroOryzaé de particular interesse ndo apenas por ser o género do arroz, mas também
por ser 0 género que apresenta dioni relacdo com outras gramineas, representando uma
fonte de estudo para otendimento de outras espéci®agghanet al., 2008). O arroz é
uma cultura extremamente versatilesenvolveem ambientes secos e em condi¢des de
zonas humidas, em baixas e altas altitudes, do delta do Mekong no Vietna até as terras altas
de MadagascafSgck et al., 2012).

Segundo Vaughan et al. (2006pm base nos grupos citogenétiasespécies
de arroz poda ser agrupadasm quatro complexo®. sativa(AA), O. officinalis (BB,

CC, BBCC, CCDD, EE)Q. ridleyi (HHJJ) €O. granulata(GG), sendo que aspécie®©.
schlechterie O. brachyanthando devem ser agrupadas em nenhum destes complexos, pois
apresentam caracteristicas que poderiam clastacdomo pertencentes a outro género
(Leersig. O grupo citogenético HK foi atribuido a espéCig/za schechteripor Ge et al.

(1999), ja que até entdo ela ndo possuia grupo citogenético conhecido, enquanto Vaughan
et al. (2003) atribuirara genoma FR O. brachyata.

A classificagdo do arroZ)( sativalL.) em duas subespécies denomina@as
sativaspp.indica (hsien) eO. sativaspp.japonica(keng) foi introduzida por Kato et al.

(1928) citado porGarriset al. Q0O09. Entre essas subespéciaspartir deste momento
denominadas apenas cormalica e japonica, ha uma alta diversidade genética, o que

sugere e ent os de domest i c poolOgénicondivergertes dleOnt e s d
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rufipogon que se diferenciaram ha milhares de anos por isolamento geog&ifieeney
& McCouch, 2007). A subespéciadica é encontrada nas regides inundadas da Asia
tropical enquato que a subespécjaponica é encontrada nas regides de terras altas e
elevacbes do Sul da Agi&arris et al., 2005)Acreditase que o arroz cultivad®( sativa
tenha sidodomesticado entre os anos 15.000 e 10.000 maQegido entre a i@ e
Mianmar (antiga Birmania) (Seck et al., 2010). glaberrimarepresenta as espécies de
arroz silvestre da Africa, domesticadas em torno dos anos 3.500 a.C. nas bacias pantanosas
do delta superior do rio Niger, na Africa Ocidental, o centro priméario de origara &
Swamy, 2005).

A hipétese de que o génefryza surgiu em Gondwana e que a deriva
continental poderia explicar a distribuicdo das espéci€ryma(Khush, 1997) ja ndo esta
em conformidade com os fatos conhecidos sobre a evolucdo das gramiQegza e
(Vaughanet al., 2008). Sendo assim, a biogeografia do géDeymapode ser explicada
pela dispersdo de longa distancia, relacionada a circulacdo de animais, incluindo humanos
e aves. A migracdo humana introduziu ndo s6 o arroz cultivado em novas neasa
provavelmente, a0 mesmo tempo também introduziu o arroz asiatico silvestre como
contaminante. Isso explicaria a variagdo encontrada no germoplasma silvestre na Australia

e na América Latinaaugharet al., 2008).

2.2 IMPORTANCIA DO ARROZ CULTIVADO

Dietas humanas sdo muito dependentes dos cereais Trigou(m aestivum
L.), milho (Zea mayd..) e arroz Qryza satival.), sendo que a producao dessas culturas
aumentou muito durantes Ultimas décadaem parte devido a extensao da area cultivavel
e do langcamento de novasltivarese da introducao de novas tecnologias de cultivo (Foley
et al., 2005).

Atualmente, ha uma crescente exigéncia na producao agricola, principalmente
pelo aumento da demanda populacional, sendo que em 2050 sera necessariteata
de 60% a 110% da producdo para atender esigénciascrescentes (Ray et al., 2013;
Godfray et al., 2010; Tilman et al., 2011). Para garantir o aumento da producédo agricola,
varios autores tém sugerido o aumento da produtividade das culturagsde aumentar

as areas agricultaveis, sendo o caminho mais sustentavel e eficaz para proporcionar a
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seguranca alimentar mundial e também a reducdo da pobreza global e desmlitalzio (
et al., 2011 obell et al, 2011; Ray et al., 2013

Somandese a essa preocupao, alguns autores tém sugerido gseganhos
em produtividade para muitas culturas importantes podem estar sendo osdemid
algumas regides do mundo, em particular, em trés culturas de grande importancia (milho,
arroz e trigo). Uma desaleracdo, ou pior, uma estagnacdo ou colapso nos ganhos de
produtividade nestas culturas tem sido causada, principalmente, pela reducdo da
variabilidade genética em programas de melhoramento decorrente da continua utilizacédo
de gendtiposelite como genitoes reduzindoa diversidade delelos favoraveis para os
caracteres de interesse (Ray et al., 2012).

Ao longo da ultima década, o crescimento da demanda por alimentos tem
ultrapassado o crescimento na producdo, resultando em baixos estoques de alimentos,
fazendo com que em um cenério de aumento da demanda juntamente com uma reducéo da
area cultivavel e dos recursos hidricos, os precos aumentem, dificultando o acesso para
grande parte da populacado (Seck et al., 2012).

O arroz Q. sativg é a cultura alimentamais importante do mundo, com mais
de 90% do arroz cultivado pertencendo a essa espécie (Kush & Brar, 2002).
Mundialmente, mais de 3,5 bilhdes de pessoas dependem de arroz para mais de 20% da sua
ingestao diaria de calorias, sendo que o consumo depardezser muito elevado, superior
a 100 kg por pessoa anualmente em muitos paises asiaticos e em alguns paises africanos,
como por exemplo Madagascar e Libéria (Seck et al., 2818%ia é o maior produtor de
arroz do mundog alémdesse continent®, arr é cultivado na Africa, América Latina,
Estados Unidos e Austrdliade forma mais limitadaa EuropgSouza et al., 2010).

No ano de 2014 foram produzidas aproximadameéfitenilhdes de toneladas
A maior parte do arroz produzido no mundo é proveniel@edsia, que em 2014
correspondeu &80,1%do total seguida pelas Américas (5,1%) e Africa (4,2@Hpmo
principal pais produtor, a China em 2014 produziu cerca de 206 milhdes de toneladas de
arroz, o quesorresponde a cerca de 28% da producdo mundiajuida porindia (21%),
Indonésia (9 %)Bangladesh (7 %) e Vietnam (6 ¥)A0, 2016)

Segundo os dados da FAO (2016)praducdo mundial de arroz teve um
aumento consideravel de 1965 (257 milhdes de toneladas) pac2014 (741 milhdes de
toneladas)Segundo Goicoechea et al. (2018)populacdo consumidora de arroz duplicara

nos proximos 2 anos. Sendo assinum dos principais objetivos dos programas de
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melhoramento genético do arréaumentar a produtividade do gréo, para fazer frente ao
aumento do amsumo.

Entre as possiveis causas da reducédo dos gay@meticos para produtividade
emarroz, esta a utilizacdo de um numero reduzido de genitores com arquitetura moderna e
atributos agronomicamente desejaveis, o que tem conduzido a um estreitamerge da ba
genética.Uma solucdo para esse problema de seguranca alinseni@ra exploracada
diversidade genética armazenada em bancos de germopdas@ua@oz Essa estratégia
permitiria umabusca potralelos ainda ndo presentes germoplasmalo arroz cultivad,
assim como a obtencéo de noecasnbinacdes alélicas de genes relacionados a camacter
de importancia agrondmica que poderiamontribuir signifi@ativamenteparaa obtencéo
de cultivaes mais produtivakhush, 2005Zhang et al., 2011).

O Brasil € omaior produtor de arroz fora do continente Asiatida safra
2015/2016 no Brasila area cultivada com arroz no Brakil de aproximadament&
milhdes de hectaree a producadicara em torno dé2 milhdes de tonelada&pesar de a
producao estar distrifida por todo o pais, a maior parte estd concentrada na regiae centro
sul, e para estaegidaq estimase que sejam colhidas aproximadamente 10 milhdes de
toneladagConab, 2016) Nos ultimos anqgsa producédo brasileira tesido suficiente para
acompanhaa demanda interna, ndo necessitando da importacdo de grandes vbhlames.
entanto, estimae que na safra 2024/2025 deverdo ser produZi8#3 milhdes de
toneladas sendo que para atender este montgmtgetase um aumento de 7,2% na
producéo de arroz ngséximos 10 anos (a partir de 2014/20Tmbém a tendéncia € de
gue a area plantada seja reduzida, passan@g3dmilndes de hectares em 2014{iH5a
1,4 milhdo de hectares em 2024/250ECD-FAO (2015) projeta para o proximo decénio
um consumaper capta de arroz de 40,0 Kg. A produtividagentamente com a area
plantadadeve@oser & principds variaves no comportamento desse produto nos proximos
anos. A projecao indica que sera necessaria uma produtividade de 9,7 toneladas por hectare
em 2024/25, ém acima da atual, 5,3 toneladas/hectare (MAPA, 2015).

No Brasil, o arro2 produzidoem dois sistemas de cultivo, o irrigado e o de
terras altasou de sequeiroque correspondem a 35% e 65% da area de cultivada,
respectivamente. Apesar de correspondeai@mparte da area de cultivo, o arroz de terras
altas € responséavel por somente 25% da producdo nacional, dewsd@ baixa
produtividade(Villar & Ferreira, 2005; MAPA, 2015)Segundo Khush (1997), a maioria

dascultivaresde sequeiro € da subespéeiponicatropical e as variedades irrigadas séo
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do tipoindica. A diferenca entre esses dois sistemas de cultivo reside no fato de que o
cultivo irrigado € feito com agua cobrindo o solo por inundacdo continua em areas de
varzea ou de baixada, enquanto queltvo de sequeiro é realizado em terrenos drenados,
sendo que o arroz se torna dependente das precipitagdes pluviais e procedimentos de
irrigacdo complementares (Khush, 1997).

O arroz é cultivado em uma variedade de ambientes, cobrindo uma vasta gama
de latitudes, altitudes e hidrologias, sendo que esta ampla adaptacdo como uma espécie
esta associada grande diversidade genética e fenotipica (McNally et al., 2009).
desenvolvimento de novasltivaresde arrozcom uma alta produtividade, mesmo em um
cenério de reducdo da quantidade de insuenssb condi¢des climaticas mais estressantes
e imprevisiveis € essencial parfuturo da seguranca alimente o maior desafio para os
melhoristagle arrozatualmentgSeck et al., 20125regorioet al., 2013).

A composicdo de nutrientes do grao de arroz depende em grande medida do
genotipq das caracteristicas do solo, das condicdes ambientais e do nivel e tipo de
fertilizante aplicado. Em média, as amostras do gréo de arroz contém 80% de amido, 12%
de aguay,5% de proteina e 0,5% de materiais inorganicos. Além disso, os graos de arroz
sdo uma importante fonte de ferro e o endosperma é uma rica fonte de carboidratos,
aminodcidos, vitaminas B e E, riboflavina, tiamina e niacina, mas quase n&o possui
vitaminasA, C ou D (Juliano, 1993; Seck et al., 2012).

2.3 O GENOMA E A DIVERSIDADE GENETICA DO ARROZ
CULTIVADO

A compreensao da base genética relacionada a variacao fenotipica dentro do
germoplasma, especialmente os caracteres de interesse agrondémico, tem gidode
foco em estudos genéticos de arroz (Han & Huang, 2@&)do que um conjunto
diversificado de acessos de arroz é a chave para estudar e explorar sua ampla diversidade
em programas de melhoramento genéfavido ao fato de ser um dos centresodigem
e diversidade da espécie, a China tem uma rica colegdo de diversas variedades tradicionais,
The China National Genebai8henzheQCNGB) com mais de 70.000 acessos. No mundo,
existem também outros bancos de germoplasma de arroz abundantes ergentic
diversos, como por exemplo o banco de germoplasma de arroz ddriRRigtional Rice

Research Institujecom mais de 127.000 acessosgue requer uma elevada soma de
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recursos destinada anualmente para a conservacao e multiplicacdo periodwessos, a
além da necessidade dieformacdes sobre a extensdo e distribuicdo da diversidade
genética contida nesses mater{@sao et al., 2011; Xu et al., 2012; Han & Huang, 2013).
No Brasil a cole¢éo ativde arroz da Embrapé compostgor 27.006 acessaggistralos
(Embrapa Arroz e Feijao, 2016)

O estudo do genoma do arroz apresenta grande importancia ndo somente pelo
seu aspecto econdmico e social, mas também por sua relevancia como planta modelo,
devido, principalmente, ao seu genoma comp#égto genea cada 8 kb, em médja)
facilidade de transformacdo, colinearidade com outras culturas de cereais e recursos
genéticos e gendmicos abundar{&simamoto & Kyozuka, 2002; Xu et al., 200Bpesar
de os cereais terem evoluido independentemente de um mesestralha cerca de 50 a
70 milhGes de anos, os genonwBda apresentam uma alta conservagao (Goff et al.,
2002). O arroz apresenta um genoma relativamente pequeno em torno de 373 Mpb
(MilhBes de pares de base) distribuidos em 12 cromossomos, sendommo enga 0S
cereais de importancia econémica (Kawahara et al., 20MB8)s dos primeiros trabalhos
sobre gendmica de arroz focaram em analisar a variagdo genética do genoma para entender
melhor as funcdes dos genes em arroz relacionados a caracteaigtara@micas e gerar
dados e recursos para pesquisa em arroz (Han & H2@h8).

O sequenciamento do genoma do arroz permitiu o desenvolvimento de um
ndamero quase ilimitado de marcadores baseados em. MNAancamento das duas
sequéncias do genoma de aroolltivado: subespéci¢mponica Nipponbare éndica93-11
(Goff et al., 2002; Yu et al., 200Iternational Rice Genome Sequencing Prgj2605)
foram um marco para a biologia da cultura. Eles forneceram diversos dados para a
caracterizacdo detalhada denoma do arroz, incluindsstruturados genes, conteudo das
sequéncias repetitivas, possibilitando caracterizar as funcfes bioldgicas para centenas de
genes em arrogThe Rice Annotation Project, 2008uyanget al, 2007;Zhu & Buell,
2007;Zhanget al, 2008).

O refinamento de ambos genomas de referémcleca e japonica nao so
forneceu um catalogo de conteddo genético, mas também fadiitobtencdo de
marcadores SSR, que sdo sequéncias nucleotidicas repetidas em série, e de marcadores
SNP polimérfcos de alta densidad8ifgle Nucleotide Polymorphigngue se referem a
variagcbes de uma unica bag&ehen et al., 2004; Feltus et al., 200@s SNPs estao
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distribuidos no genoma do arroz compreendendo 5,41 milhdesadpolimorficos entre
as subespéesindica e japonica (Parida et al., 2012).

Apesar do enorme progresso feito por pesquisadores e melhoristas de arroz,
ainda ha uma grande lacuna de conhecimento na integracdo do gendtipo com o fendtipo,
gue € essencial para desenvolvimento de cultivaresomerciais de alto impacto no
agronegocioO conhecimento sobre o genoma do arroz permitiescoberta dgenes
envolvidos em diversas rotas metabdlicas, conhecer seus produtos génicos e inferir a
importancia destes genes relacionados ao fenodéppeciimente para caracterede
interesse econdmicdsto levou ao aparecimento de uma nova era da gendmica de arroz
destinad a fazer uma ponte de conhecimentoegegnotipo e fenétipo em arr@zhang et
al., 2008;Huang et al., 20)3Nesse cenériam projetoRice 2020foi proposto, que tem por
finalidade determinar a funcdo de cada gene no genoma de arroz até o ano de 2020. Isto
ajudaria a identificar a diversidade funcional de alelos importantes agronomicamente Uteis
do pool génico primario, e consequentemis aplicar os resultados das pesquisas de

gendmica funcional para o melhoramento genético da cultura do(Ananzg et al., 2008).
2.4 COLE(}AO NUCLEAR DE ARROZ DA EMBRAPA (CNAE)

Em torno de apenas 15% daersidade potencial de espEs vegetais tém
sido utilizada por programas de melhoramento que implica na reducdo das
possibilidades de obtencdo de combinacdes alél@iéssas relacionadas a caracteres de
importanciaagrondmicapara culturas de interesse econdémico. E necessario, portanto, que
esh variabilidade genética possa ser descoberta e utilizada para atender aos desafios que
ameacam a seguranca alimentar (Nass, 2007).

A conservacdo e manutencao da diversidade referente as espécies de interesse
real e potencial podem envolver o estabeleaitm de colecfes de germoplasgmasitue in
situ (Upadhyaya & Ortiz2001) De um modo geral, o nivel de utilizacdo do germoplasma
conservado éastante baixo, go longo dos anggicou evidente a discrepancia entre o
crescimento das colecOes e o ustied destas em programas de melhoramento, gerando
lacunas entre a disponibilidade do germoplasma e o uso real desses m#tarais.
contornar esta situacdo, estratégias foram propostas visando maximizar o adequado e
eficiente uso dos recursos genéticosiazenados nos bancos de germoplasma. Frankel

(1984) por exemplosugeriu que fosse realizada a selegdo de um numero reduzido de
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acessos que representassem a maior proporcdo possivel da diversidade genética da colecao
original, denominando este conjunte acessos representativos do banco de germoplasma

de colecdo nuclear, a qual devera ser sempre menor que a cole¢do original, representando
ao redor de 10% do numero de acessos da colecédo original, exseantiapassar o limite

de 2000 acessos (Brown,88 Nass, 2007).

Melhoristas contrarios a utilizacdo de genoétipos de base genética ampla
argumenteam que seu uso favoreceria ama perda da combinacdo de genes que
garaniriam o aumento expressivo da produtividade obtida com as cultivares modernas. Por
esse motivo foram estabelecidos programas denptidoramento, com a finalidade de
fornecer linhagens com caracteristicas favoraveis aos programas de melhoramento, porém
combase genética mais ampla (Lopes et al., 2011).

Concluida em 2002, a Colecdo Neenl de Arroz da Embrapa (CNAE) foi
concebida para representar a variabilidade genética da cultura do arroz dopad@ssos
componentes do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Arroz e Feijdo, ndo
sendo incluidas as espécies silvestres do g&mwma(Abadie et al., 2005).

A CNAE é constituida por 550 gendétipos, equivalendo a 5% da colecdo do
BAG a época de sua elaboracdo, e foi estratificada da seguinte maneira: variedades
tradicionais do Brasil (VT), linhagens e cultivares melhoradas brasil€itCB) e
linhagens e cultivaremelhoradas introduzidas (LCIpentro 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). Sscdt#rios
utilizados para a estratificacdo da CNAE, geografico e sistema de cultivo (associado a
significativa diferenciacdo entre caracteres morfolégicos), estdo entre os mais usados no

estabelecimento de colec¢des nucleares (Abadie et al., 2005).
2.5 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERA(;AO (NGS)

Os altos niveis de diversidade de nucleotideos em alguns genomas vegetais
representam um desafio para andlises comparatizasora muitas culturas nao
apresentem altos niveis de diversidade, as dificuldades dsead@lum genoma com alta
diversidade ndo sdo exclusivas de plantas aldégamas, como o milho, ocorrendo também em
plantas de autofecundacao, como cavadrroz (Caldwell et al., 2006utro desafio no

estudo de plantas € o tamanho do genoma, que variagwdmtrés ordens de magnitude
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em espécies ja caracterizaddsat & Rosdbarra 2008), principalmente devido a
presenca de elementos transponiveis (Tenaillon et al., 2010). A densidade de elementos
transponiveis em genomas de plantas significa que uaradey parte dos dados de
sequenciamento fica limitada a utilizacdo do genoma de referéncia para futuras andlises
(Nordborg& Weigel, 2008).

Apesar de genomas vegetais apresentarem uma série de desafios para a analise
gendmica, eles oferecem algumas vgets em relacdo aos estudos com 0 genoma
humano principalmente, quant@ utilizacdo de propagacdo clonal e manutencdo de
sementes em bancos de germoplasma, auxiliando na replicacdo de experimentos em
diversos ambientes (Nordbo&gWeigel, 2008) além obvamente da capacidade ilimitada
de realizacdo de cruzamentos e da obtencdo de progénies com grande numero de
individuos

Marcadores moleculares estdo no centro da genética moderna, permitindo o
estudoem genética de populacdes, ecologeolucdoe melhoranento genético, sendo
prérequisibs paratrabalhos denapeamento genético, analise de segregacao, diagndstico
genético, exame forense, analise filogenética e numerosas aplicacdes bioldgicas (Semagn
et al, 2006; Sonah et al., 2011Emboravarios tipos danarcadoresnoleculares tenham
sido desewolvidos eestdo sendorotineiramenteusadosno melhoramento de plantas, a
maior parte destamarcadores estdestringidosnas suas aplicacdes devido a limitacdo da
sua dispnibilidade e o custo elevado das anéliséduadas em grande escala. Entre os
vérios tipos de marcadoresoleallares os SNPs sdo 9mais abundantes no genoma,
sendoadequadspara analiseem uma ampla gama de escalas gendmicas (Rafalski, 2002
Agarwal et al., 2008

Inicialmente a genotipage por marcadores SNPs em grande escala era
demorad e dispendiosa, sendo necessario um grande egbargoidentificar os sitios
polimdrficosnos genomas de um conjunto de linhagens. O desenvolvichetéonabgias
de sequenciamento de alta eficién@a sequenciamentole nova geracdo) permitiu a
analise simultanea de milhdes de sequéreia identificacdo de milhares de SNPe (et
al., 2014).

O surgimento do sequenciamento de nova geracdo (NN&xt Generation
Sequencing revolucionou as abordagens ngenicas e transcriptdmicas aplicadas a
pesquisa de espécies vegetais. Estas novas ferramentas de sequenciamento também se

tornaram valiosas para a descoberta, validacdo e avaliacdo de marcadores moleculares em
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populacdes para diversos tips estudos (Day et al., 2011)Varias plataformas NGS,
como Roche 454 FLX Titanium (Thudi et al., 2012), lllumina MiSeq e HiSeq 2500
(Bentley et al., 2008), lon Torrent PGM (Rothberg et al., 2011), tém sido désdasce
utilizadas (Deschamps et al, 2012; Quail et @D12), sendo que esstxnologias de
sequenciamento dato rendimentcse destinam a reduzir o custo do sequenciamento do
DNA em relacdo aos métodos tradicionais anteriormente aplicadiegster, 2008).

Como advento ddNGS, varias abordagef@ram deenvolvidas, as quagio
capazes de descobrir, sequenciar e genotipar milhares de marcadores em quase qualquer
genoma de interesse em uma Unica etapa (Stapley et al., 2010) mesmo em papuiacoes
pouca ownenhuma informacéo genétidsponivel. Esta mudga de patamar na densidade
de marcadores permite ndo sé estudos abrangentesapeamento associativoara
qualguer organismo, mas também estudos sobre populacdes naturais, com beneficios
substanciais paraconservacaae germoplasma melhoramento de gohtas (Allendorf et
al., 2010).

Muitas questdes bioldgicas agora podemestndadasom alta preciséo, por
exemplo, na identificacdo de SNPs pasa em andlises de associagade QTL,através
da localizacdo deegides gendmicas diferenciadas entrgpagulacdes para estudos de
genética quantitativa e selecdo assistida por marcadoresmbém em analises da
diversidade genética em bancos de germoplastiian( & Graner, 2012) Baseadona
precisao, menor custo, maieiiciénciae simplicidadede ensaigsas tecnologias NG&m
sido recentemente usadas paeguenciamento do genoma completo e para projetos de
resequenciamento, a fim axplorar a diversidade dentro de espécies, a construcao de
mapas de haplotipos e realizstudos de associacgendomicaampla(GWAS) (Elshire et
al., 2011).No entanto, o grande fator limitante ndo é mais a busca por tecnologias que
sejam capazes de gerar informacéo de sequéncia em genomas extensos e desconhecidos de
plantas. No momento, o gargalo se encontra na andligglexada grande quantidade de
dados que s&o gerados por essas novas abordagens (Helyaoétal.

A maioria dasestratégias NGS seguem um protocolo semelhante para a
preparacdo do DNA, onde os adaptadores universais sao ligados em ambas as
extremidads dos fragmentos de DNéortados aleatoriamentEles também contam com
uma amplificacdo ciclica de milhes de moléculas de DNA por clonagem em uma
superficie sintética para gerar até varios bilhdes de sequéncias de uma forma massivamente

em paralelo. O spienciamento é realizado de forma iterativa, em que a incorporagéo de
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um ou mais nucleotideos é seguido por emissdo de um sinal e a sua deteccdo pelo
sequenciador (Metzker, 2010). A maioria das plataformas NGS sdo capazes de gerar
sequéncias de confiancaons uma Otima cobertura, no entanto, existem diferencas
importantes entre a qualidade dos dados e das aplicacdes entre essas plataformas (Quail et
al., 2012;He et al., 2014)

Tradicionalmente o desenvolvimento de marcadores moleculares como SSR
(microssatlites) (Jarne & Lagia, 1996), RFLP (Botstein et al980) e AFLP (Vos et al.;

1995) representavam um processo demorado, trabalhoso e de alto custo. O surgimento de
ensaios de SNPs de attansidadéaseado em chipgmoveu esse gargalo do processo de
genotipagem Contudoa producdo de um chip de alta qualidade requer um investimento
substancial de recursos. Adicionalmente esses marcadores sao especificos para a populacdo
em que foram desenvolvidos, representando, assim, um problema sério para oslestudos
populacdes silvestres ou altamentedjentes (Davey et al., 2011).

Por outro lado, as técnicas baseadas em NGS permitem a descoberta, o
sequenciamento e a genotipagem de milhares a centenas de milhares de marcadores,
podendo ser executadas diretamente DNA gendmico em uma etapa Unica de
sequenciamento paralelamente a umatragao de biblioteca genémicaomo o custo de
genotipagem usando abordagens baseadas em resequenciamentoderngimaior em
alguns casodo que quando se utiliza chips e¢&iges de SNPalguns grupos de pesquisa
ainda desenvolverchips de SNPpara serenutilizadosem diferentes populacdes (Davey
et al., 2011). No entanto, custo do sequenciamento (NGS) de algumas tecnolcgias,
no caso da genotipagem por sequenciameain se apresentado muito inferem custo
do desenvolvimento de um chip de SNPs (Elshire et al., 2011), sendo, portanto, a escolha
principal para obtencdo de marcadores moleculares com uma alta densidade (Arbelaez et
al., 2015).

Em diversas culturasnvestigacfes genéticas de caracteres de interesse foram
realizadas, principalmente, através do mapeamento de cruzamento biparental classico. No
entanto, devido a limitacbes no numero de recombinacfes e também nos meétodos de
genotipagem tradicionais, mapeamos de QTL Quantitative Trait Lodi foram
geralmente realizados com uma baixa resolugéo (Morrell et al.; B3AEs et al., 2009).

Com aaplicagcadodas tecnologiasNGS em populacdes de cruzamento biparerndsh
ocorrido uma reducdo consideravel no atb e um aumentaa resolucdo do

mapeamento de QTL (Huang et al., 2009a; Xie et al., 2010). Para explorar a variacéo
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alélica de uma forma mais ampla para a extensa diversidade fenotipica, estudos de
associacdo gendmica ampla (GWA&N sidoconsideradosma boa estratégia, onde NGS

pode desempenhar um papel de grande importancia na busca e identificacdo de marcadores
moleculares (Han & Huang, 2013).

Em arroz, tecnologias baseadas em NGS tém impulsionado estudos de genoma
e transcptoma. O arroz € faciimém adaptado para as novas tecnologias de
sequenciamento devido, principalmente, a disponibilidade de sequéncias do genoma de
referéncia de alta qualidade das subespéuilisa e japonica, permitindo um alinhamento
de sequéncias de forma rapida e precsandoreadsque sdo gerados pela tecnologia
NGS. Em segundo lugar, o arroz € uma planta de autofecundacdo e o seu genoma €
relativamente pequeno, o que permite o sequenciamento de individuos ou variedades em
baixa ou alta cobertura de uma forma altamefiteeate. Em terceiro lugar, ha abundantes
recursos genbmicos em arroz, incluindo espécies silvestres do @iyeee 0s acessos
de variedades tradicionais
de arroz, que podem ser eficientemente investigados por genotipagem e fenotipagem
(Huang et al., @13; Han & Huang, 2013).

Dentre os avangos que vém sendo obtidos em arroz com as tecnologias NGS,
podem ser destacados a caracterizacdo da variacdo gendmica e estrutura genética de
populacdes de arroz, as analises de associacfes entre variacbes gendaraaeres
fenotipicos, e a investigacdo da origem do arroz cultivado para um melhor entendimento
dos eventos histéricos de domesticagdo e melhoramento (Huang et al., 2013; Han &
Huang, 2013).

2.6 GENOTIPAGEM POR SEQUENCIAMENTO (GBS)

Enzimas de restrighsado utilizadasomo ferramentade genotipagendesde o
desenvolvimento e uso de RFLPs para identificar genes relacionados as doencgas humanas e
para a construcao do primeiro mapa de ligacdo completo do genomaad (DonisKeller
et al., 1987). Para fadidir o trabalho com genomas extensos, principalmente em plantas,
muitos dos métodos de sequenciamento de nova geracao dependem de enzimas de restricdo
para produzir uma representagcdo reduzida do genoma. A diversidade de enzimas de

restricdo disponiveis (queariam em comprimento, simetria e sensibilidade a metilacéo)
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faz com que essa seja uma ferramenta de analise extremamente versatil (Davey et al.,
2011).

Véarios métodos foram desenvolvidos para a descoberta de marcadores
moleculares e genotipagem de aleseimpenho utilizando enzimas de restricdo. Todos 0s
meétodos envolvem 0s seguintes passos principais: a) a digestdo de varias amostras de DNA
gendmico com enzimas de restricdo; b) uma selecdo ou reducdo dos fragmentos de
restricdo resultantes, e o sequem&ato de nova geracdo com o grupo de fragmentos
final. Entre as abordagens NGS, destasano sequenciamento de representacdo reduzida
(RRLs e CROPS); e técnicas de sequenciamento que utilizam cdédigos de barra e
agrupamento dos fragmentosAR-seq;DART-sa] e GBS) (Elshire et al., 2011).

Cada abordagem de andlise genbmica baseada em NGS apresenta uma
aplicacao diferente. Por exemplo, para um estudo envolvendo uma populagéo silvestre em
que nenhum genoma de referéncia esta disponivel, um grande niumeescddomes €
necessario para assegurar com precigfaos parametros populacionais serdo estimados
de maneira adequada. Desse madanétodos RABeq ou de representacao reduzida sao
mais adequadosPor outro lado, emaplicacbes como melhoramento asscstigor
marcadores e mapeamentos de QTL, a genotipagem de baixa colj&BBa por
exemplo)é suficiente parajue a ligacdomarcadoifenotipo sga inferida (Davey et al.,

2011). O sequenciamento de representacdo reduzida (RRLs e CRoPS)seeface
sequen@mento de um pequeno conjunto de regides do genoma, tendo em vista que o
sequenciamento do genoma inteiro € caro e em nugtssdesiesnecessario (Altshuler et

al., 2000).

Marcadores RAD foram inicialmente implementados usamdwoarrays e,
posteriormate, adaptados para NGS. Representacdes gendmicas das amostras de DNA séo
geradas com enzimas de restricdo e adaptadores séo ligados aos fragmentos cortados pela
enzima, que posteriormente sao agrupados. Uma PCR seletiva é usada para amplificar
somente ogragmentos que contenham o sitio de restricdo especifico e normalmente séo
identificados milhares a dezenas de milhares de marcadoress&Ai2m sido utilizado
para estudar a diferenciacdo populacional, investigar filogeografia e construir mapas de
ligacdo (Davey & Blaxter, 2010).

DART-seq(Diversity Arrays Technology¥ uma plataforma GBS que promove
a selecdo de fragmentos gendmicos correspondentes predominantangsiiesde
interesseque sao entdo sequenciados por plataformas NGS. Utilizando umbanagao
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de enzimas de restricao, @MART-seq oferece perfis acessiveis de genomas através da
geracdo de uma alta densidade de SNPs, permitindo diversas aplicacbes em que as
frequéncias alélicas possam ser estimadas refletindo o nivel de variagdo daizetpiénc
DNA em locos testadoK{lian et al., 2012).

Os métodosdescritos acima reduzem a proporcdo do genoma alvo de
sequenciamento de forma que cada marcadsgser sequenciado em alta cobertura com
recursos limitados, possibilitando assim quaitos ndividuos sejangenotipados com
precisdo. Uma alternativa a esta abordagem € o sequenciamento de muitos marcadores
alvo a uma baixa cobertura por individeendo comaconsequéncigue um subconjunto
diferente de marcadores sera genotipado em cada inoividancosem tecnologiadlGS
tém impulsionad@ reducdo deustosno sequenciamentwiabilizando a genotipagem por
sequenciamentparaespécies dealta diversidade e genosgrandes (Elshire et al., 2011).

GBS é um sistemaimples e altamente multiplexaghara a construcdo de
bibliotecasgendémicasde representacdo reduzidas para aafdana lllumina NGS. As
principais vantagenslest técnica incluem baixo custoreducdo da manipulacdo de
amostra, menos etapas de PCR e puri§&a, sem fracionamento damtanhgoum sistema
de cbédigo de barras eficiente e facilidade pafterar a escalgdDavey et al., 2011
Beissinger et al., 2013).

Um protocolo GBS que utiliza duas enzimas de restrif@st/Mspl),
proporcionado um maior grau de reducdo da complexidagleuniformidade das
bibliotecas do que o protocolo original usagmKI, foi desenvolvido e aplicademtrigo
e em cevada(Poland et al., 2012)Sonah et al(2013) descrevem um protocolo de
preparacdo ddiblioteca modificado, no qual a amplificacdo Istva € utilizadapara
aumentar tanto o nimero de SNBentificados quantsua profundidade de cobertura,
resultando numa elevada eficiéna@apermitindouma importate redu¢cdo no custo de
genotipagem por amostra.

A vantagemdo sequenciamento dsitios de restricdo associados ao DNA
gendmicopara a descoberta genotipagende SNR de alta densidade foi demonstrada
pela primeira vez por Baird el. §2008) utilizando a técnica RAD. Osreficiosno
aumento da eficiéncia e redugdo de cusi®sequenciamemtforam obtidosatravés da
incorporacdo de uma estratégia de sequenciamento multiplex que usa um sistema de
codigo de barras barato. Os cédigos de barras sao incluidos em uma das sequéncias d
adaptadoe seu posicionamento, imediatamente apds o corteN fidito pela enzima de
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restricdo, elimina necessidade de ansegunda etapa dequenciamento Umina (He et
al., 2014).

Comparado com o método RAD, o GBS éstahcialmente menos complexo.
A geracdo de fragmentos de restricdo com adaptadores apregriadis direta e simples,
a digestdo do DNA gendtmio® a ligacdo deadaptadags resultam em uma reducédo da
manipulacdo das amostras camnos etapas de piizacdo de DNA e ndo ha selecédo de
fragmentogor tamanhoOs custos podem sainda mais reduzidagravés do uso de uma
amostragendo genoma juntamente com imputacdo de S&Rdblocos haplotipicos (He et
al., 2014).

GBS foi originalmente desenvolvido para estudos de associacdo de alta
resolucdo em milho eassimcomo RAD, foi estendido a uma gama dmgéxies com
genomas complexos. Ao contrario de outras tecnologias de genotipagem de alta densidade
que foram principalmente aplicaglam genomas de referéncia de intereeseaixo custo
do GBS tornaumaabordagemmportantena descoberta e genotipagem3MPs em uma
variedade de espécies e populacbes, semdlequado para estudos populacionais,
caracterizacdo de germoplasma, genética de plantedh®ramento déiversas culturas
(Poland et al., 2012No entanto, a versatilidade e o potencial para usorgiersdo da
tecnologia GBS depende das ferramentas disponiveis para enfrel@aada taxa de erro
e a existéncia de dados perdidos a partir dessa técnica. Para resolver estes problemas,
varios estudos de bioinformatica tém sido realizados para supsses ebstaculos
(Bradbury et al., 2007; Spindel et al., 2013; Sonah et al., 2013).

GBS, portanto, € uma das melhores plataformas atualmente para os estudos que
vao de marcadores de genes individuais até perfil do genoma completo (Poland & Rife,
2012), sedo utilizada diversas aplicacdes em arroz: diversidade genética, mapeamento
genético, andlises de associacdo genOmica ar(WAS), selecdo assistida por
marcadores (SAM) e selecdo gendmica (Spindel et al., 2013; Courtois et al., 2013; Grenier
et al., 201%

2.7 ESTUDOS DE ASSOCIACAO GENOMICA AMPLA (GWAS)

A metodologia deestudos de associacdo gendmica ampl&enome Wide
Association Studie@GWAS) analisa variacbes na sequéncia do DNA de todo o genoma,

objetivandoidentificar caracteristicas fenotipgcae interesseOs estudos de associacao
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gendmica amostram antigos eventos de recombinpaé® identificarlocos genéticos
relacionados a caracteres de intereBs&td¢fano & Taverna2011; Huang & Han, 2014).

A metodologia GWAStornouse bem estabeléda em genética humana
durante uma década de grandsfrcos, sendo que através da colaboragédo grobages
de SNPs foram identificad em populacdes humanas para construir um mapa de alta
densidade de haplétiposhe International HapMap Consortiu2005, 2007) Estudos de
associacdo gendbmica ampla foram possiveis pela disponibilidade de tecnologia de
microarray baseada em chsple alta densidade (dezenas de milhanes anilhdo ou mais
de SNP9. Duas platlormas principais tém sido usadpara a maioria dos GWAS
lllumina e Affymetrix. Estas duas tecnologias concorrentes foram avaliflseiano &
Taverna 2011) e oferecem diferentes abordagens para medir a variagdo dos SNPs. Os
chips lllumina s&o mais caros pasgrem obtidgs mas poporcionam uma melhor
especificidade. Além da tecnologia, outra consideracdo importante sdo os SNPs que cada
plataforma tem selecionado para mainéis de associagapois cada populacdo a ser
estudada necessitig um conjunto de SNPs mais adequdlssh & Moore, 2012. Além
das tecnologias baseadas em QNPs, pataformashaseadas em NGS permitenbusca
por SNPs ao mesmo tempgue promovem um resequenciamento dos individuos,
identificando milhares de SNPs especi$ para a populacdo em estydosh & Moore,

2012.

Com o rapido desenvolviment@sitecnologias de sequenciamento e métodos
computacionais, GWAS: utilizada comouma poderosa ferramentpara detectar a
variacdo natural relacionada aos caracteres complexodiversasculturas Rafalski
2010. Apesar disso, ndependentemente de ssgjgdes sobre o modelo genétioa
tecnologia utilizada para avaliar a variacdo genética, nenhum edeuddWAS tera
resultados significativos sem uma abordagem cuidadosa para caradsrizaracteres
fenotipicosde interesseBush & Moore, 201p

As fontes genéticas de variacéo fenotipica tém sido o principal foco de estudos
em plantas e animais destinados a identificar as causas de doengas, melhatamento
plantase compreensao dos processos adaptatdierenemente de GWAS em humanos,
GWAS em plantas geralmente usam um recurso permanente, ou seja, uma populagao de
variedades diversaque pode ser fenotipada para muitos caracteres e sO precisa ser

genotipada uma vez, podendo, posteriormente, gerar populaciemapeamento
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especificas pardeterminadogaracteres ou QTL&uantitativeTrait Loci) especificos em
diversas culturas (Atwedt al., 201].

Nas plantas, os QTLforam originalmente mapeados em cruzamentos
biparentais,0 que restringe aliversidade alétia e a resolugcdo gedmica Borevitz &
Nordborg 2003).A abordagem de estad de associacdo genbmica amgupera varias
limitacbes do mapeamento genético tradicional:

(i) resolucao superior, frequentemente ao nivel do gene, e

(i) utilizacdo de amostras a partie populagdes previamente bem estudadas

com grande variacado genétiaggefmoplasma de base genética ampla) que

pode estar associa a uma grande variacao fenotipica.

GWAS em humanosostumanmadotar um estudo de casontrole, sendo que
identificacdo de locos relacionadoa suscébilidade para uma doenca em particuéar
feita a partirde uma comparacdo do genoma entre os grandes grupos de pacientes e
controles saudaveis. Além disso, GWASn humanos ténsido influenciade pelo
problemada baixaherdabiidade, em que maioria dodocos identificadogém uma taxa
muito kaixa de contribuicdo fenotipica, sendo qaeapdetectar mais QTLs, o tamanho da
populacdo e numero de marcadores deger aumentadocontinuamenteGWAS em
plantas apresentase muito maos dispendiosos do que em humanos (Han & Huang,
2013; Huang & Han, 2014), além de explicarema proporcdo muito maioadariacao
fenotipicaem relacdo a@&sWAS aplicadoem humanos. Em plantas, as variacdes raras
podem se tornar bastante comuns em grardeslias ou popula¢cBestornandeas
identificaveis por GWAS. Por exemplo, GWA#licado a umaopulacacestruturada de
Arabidopsis thalianapbde explicar até 45% da variacdo fenotipicm tempo de
florescimento (Li et al., 2010).

O advento dos SNPs emaliensidade permitiu a identificagdo de pequenos
blocos haplotipicos por todo o genoma goeem sesignificativamente correlacionados
comas variagbes quantitativas dos caracteres de intefdssorff et al., 2009) GWAS
tém sido realizadosom sucess em muitasculturas incluindo milho, arroz, sorgo, entre
outros.Com base na magnitude dos recursos ja desenvolvidos e publicados, arroz e milho
séo os dois principais modelos de culp@aaGWAS, e ambos tém painéis delhares de
linhagens genotipada&svarios ensaios ambientaisnduzichs paradiversos caracteredlo

arroz, 1.083rariedade<ultivada de O. sativassp.indica e O. sativassp.japonica e 446
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acessos aarrozsilvestreOryza rufipogorforam coletados e sequenciadbléng et al.,

2012. Um mapa de haplotipos de alta densidade do genoma do arroz foi construido
utilizando imputagdo de dados, e aimanaliseGWAS foi, em seguida, conduzgara
caracterizar os alelos associadibsdez caractereselacionads a grdose tempode
florescimentautilizando um conjunto ddados deaproximadamente 1,3 milhdes de SNPs.

O arroz é um sistema ideal para a aplicacdo de G\WW&§ue apresentaum genoma
relativamentepequeno eum germoplasma diversificad e abundante, permitindo a
identificacdo de alta qudhde de hapl6tipos necessdsopara associar com precisdo
marcadores molecularescaracteres fenotipicos (Huang et al., 20D8yersos studos de

GWAS em arroza foram realizados (Tabela 1).

Tabela 1 Estudogde associagdo gendmica ampla (GWAS) emzarr

Autores Caracteres fenotipicos
Agrama et al. (2007) Produtividade e seus componentes
Jena & Mackill (2008) 26 caracteres agronémicos importantes pamaoz
Huang et al. (2010) 14 caracteres agronémicos importantes para o arroz
Zhao et al. (201) 34 caracteres de relevancia agronémica para o arroz
Famoso et al.201]) Tolerancia ao aluminio
Huang et al. (2012) Tempo de florescimento e produtividade de grdos em arro:
Phung et al. (2014) Tempo de florescimento
Wang et al. (2014) Resisténcia brusone
Yang et al. (2014a Diversos caracteres agronémicos importantes para o arroz
Ueda et al. (2014) Toleranciaaos poluentes atmosféricos (0z6nio)
Yonemaru et al.A0149 Potencial produtivo
Kumar et al. (2015) Tolerancia & salinidade
Begum ¢ al. (2015) Produtividade e outros caracteres agrondmicos
Wang et al. (2018 Conteudo de clorofila
Zhang et al. (2015) Tamanho de semente
Wissuwa et al. (2015) Eficiéncia da utilizagcdo de fosforo
Lou et al. (2015) Taxa de profundidade das raizes

Ha algumas pequenas diferencas entre as andlises GWAS em arroz e milho,
que séo refletidas, principalmente, no poder e na resolucdo de mapeamento entre espéecies
de autofecundacéo e de fecundacéo cruZadeido ao desequilibrio de ligacdo limitado
em mpulacdes naturais, a anélise GWAS requer uma alta densidade de marcadores, o que
s6 é possivel hoje, devido a evolucdo das tecnologias de genotipagem e sequenciamento de

alto desempenho (Phung et al, 2014), sendoaquantagem dos marcadores SNPs é que
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eles apresentam uma alta densidade no genoma, aproximadamente 1,6 a 1,7 SNPs/Kb em
arroz (Feltus et al., 2004; McNally et al., 2009).

No genoma do arrozg desequilibrio de ligacdo (DLgeralmente decai em
aproximadamentd 00 kb, 0 que pode ser resultad@a cutofecundacde do pequeno
tamanho efetivo da populacdo. Algumas outras culturaautifecundacdo, como por
exemplo a sojamostram taxas de decaimemte DL semelhantes. Devido extensao do
DL, a abordagem deequenciamentde baixa cobertura juntami& coma imputacdo de
dados faltantes, que pode ser realizada em &trbastante eficiente e poderosa. A baixa
taxa de decaimentdo DL, no entanto, tan®mn significa que a resolucdo dos estudos
GWAS emespéciesle autofecundacéo namorre em nivel deeme (Han & Huang, 2013;
Huang & Han, 2014).

Em milhg no entantp por ser umaespécie ddecundacédo cruzaddd um
rapido decaimento do Dl{dentro deaproximadament@ kb) eumagrande diversidade
genética, o que o torna um modelo promissor com mesaucdo no GWAS. Na maioria
dos casosa resolucao destudos GWAS em milhpode atingir o nivel de urmico gene,
consequentementdezenas de milhdes de SN&&brindo com pecisdo todo o genoma
para inUmeras variedadegria necesséridornandese, portato, bastantedesafiador e
carotrabalhar com genomas dessa magnitude de complexidade (Huang & Han, 2014).

Estudos GWAS fornecem uma enorme oportunidade para examinar as
interacdes entre as variantes genéticas de todo o genoma. A analise, no entartéip nao €
simples e apresenta inUmeros desafios computacionais, estatisticos e logisticos. Devido ao
fato de a maioria dosstudos envolvend@WAS utilizaremum grande numerde SNPs,
examinar todas as combinacbes de pares de SNPs-stornama abordagem
computamnalmentecomplexa mesmo para os algoritmos altamente eficientes. Uma
abordagem paraolucionareste problemaropdereduzir ou filtrar o conjunto de SNPs
genotipados, elimando informacdes redundantes e trazendo um grhageficioparao
conjuntode NPs elecionads (Bush & Moore, 201p

Em diversas espécies, metodo GWASé uma estratégia util e robusta
complementar ao mapeameidi® cruzamento biparental classedtem o poder dmapear
geneticament®arios caracteres simultaneamertisperase, assn, que osesultadosias
analisesGWAS sejam mais utilizads para investigar a base genética da morfologia

produtividadee fisiologia emdiversasgramineasalém de procurar por essas variacdes
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genéticas em parentes silvestres evolutivamente proximosuttasas ja domesticadas
(Huang & Han, 2014).

Na maioria dos casos, existem varigenes no intervalo de uma regido
associada através de uma analise GWAS enmapgaeasum genepodeestar relacionado
com a expressao do carater de interessgjo chamadoedgene causal. Portanto, analises
posteriores ao GWAPBodem ser necessarj@®m a finalidade de identificgual ou quais
genes foram os causais presentes na regido gendémica identificada por essdanélse.
forma, aanotacdo de geness perfis de expesséao, ®s catalogos de varianteevem ser
cuidadosamente analissd na fase p6&WAS (Han & Huang, 2013; Huang & Han,
2014).

Associacdes espurias ocorridas devideséruturapopulacionalrepresentam
um problemacomum em GWAS e a situacdo € bastantmptexa em arrozAnalises
GWAS devem ser realizasl somente se forem implementados os métodos computacionais
adequados para controlar os efeitos de estrutura populacional, sendo assim um componente
importante em analises de associacao, pois pode ser nteadferro do Tipo | de uma
espécie autogaméBreseghello & Sorrells, 2006; Agrama et al., 2007). A estrutura
populacional de variedades de arroz foi previamente estudada por Agraméeo03d).
Upadhyay et al. (2012), Li et al. (2012) e Jiang e{24l12). Diversos métodos ja foram
utilizados em analises GWAS, dentre os quais podem ser destamadmgise de
componentes principais (Price et al., 2006)muslelos lineares mistq¥u et al., 2006;
Kang et al., 2010; Zhang et al., 20163 modelosnistos multilocus (Segura et al., 2012) e
osmodelos mistopara multiplos caracteres (Korte et al., 2012).

Modelos mistos enGWAS realizadosem plantas tém demonstrado um bom
desempenhao controle d taxa de falsos positivam identificacdo de locos relaniados
aos caracteres em estuddn entantopara reduzir as variavegue causam associacdes
espuriae melhorar @oder dedeteccdo de associacfamis atencao deve ser dedicada a
concepgao experimental inicial, incluindo a amostragem do painel de GWAS e
ambientecom pouca variacaparaa etapa déenotipagem(Myles et al., 2009; Huang et
al., 2013).

A selecdo assistida por marcadores (SAM) baseada nos haplétipos e alelos
identificados em estudos de analise de associacdo genbémica ampla necessitéode uma
associacao entre essas regides gendmicas e o carater de interesse. Caso a associacdo nao

7

seja tao forte, tornae preferivel optar pela selecdo fenotipica, por isso é importante
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desenvolveranalises GWAS de alta qualidade, com bons experimentosndépagem,

alta qualidade e cobertura de SN&sxiliando os programas de melhoramento genético de
arroz.Contudo, € apenas o primeiro passo caso 0 objetivo seja a identificacdo de genes em
rotas metabdlicas relmnadas com o carater em est@ollard & Mackill, 2008 Korte &

Farlow, 2013.

2.8 BASES GENETICAS E MOLECULARES DA
PRODUTIVIDADE EM ARROZ

O arroz (Oryza satival..) € uma das mais importantes culturas alimentares em
todo o mundo. Na metade do século passadwpdutividade enmarroz sofreu beeficios
de duas grandes melhorias genéticas: o indice de cothait@rquitetura da planta foram
melhoradosatravés do uso de gends plantas de porte baixea producao de hibridd®i
implementada, explorando a hetero€®nsequentemente,paoducédo m arroz mais do
que duplicou em muitas pastdo mundo e até mesmo triplicem certos paisee regides
nos ultimos 50 ano(ng & Zhang 2010).

O arroz cultivadotem sido adotaml como um importante modelo para a
pesquisaientificaem plantas Esforcos a pesquisa genémica funcional em arroz também
tém sido coordenados com um enorme progresso (Hahafg 2008;Junget al., 2008;
Zhanget al., 2008), possibilitando a identificacdo de um grande nimero de genes, e sua
posterior clonagem e caracterizagdocional. Esse progresso tem ajudado bastaate n
compreensao dos controles genéticos e moleculares e processos bicisgpoisdos aos
caracteres de produtividade em aridin@ & Zhang 2010;Valluru et al., 2014).

Os genes que controlaos caracteresetacionados a produtividade esroz
podem ser divididos em duas classes. A primeira classe consiste nos geness para o
processos bioldgicos basicos, sendotgisgegenepodemcausar efeitos deletérios sobre as
plantas comaeducéo do desenvolvimento, amalidades na morfologia taxas muito
baixas de produtividade Exemplospodem ser encontrados nos genes relacionados ao
perfilhamento e ao desenvolvimento de panic#lasutra classe é constituida pelos genes
de alteracdes quantitativas doaracteres, emue diferentes alelosle determinado logo
incluindo alelos de perda de funcdo, podsusar variaesnas medidaslos caracteres
Exemplos desta classe sdo aqueleses relacionados ao numero de grdos por panicula,

tamanho depaniculae dimensdo dagraa As rotas de regulacdo relacionadas a estes
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processoestdo apenas comecandcser elucidadas, sendo queédantificacdo de mais
genes envolvidos nessprocessos é essencial parentendimento da expresséo do carater
produtividade Xing & Zhang 2010;Valluruet al., 2014).

A produtividade de grdos de uma planta de arroz é determinada por trés
caracteres componentes: numero de paniculas por metro, nimero de gréos por panicula e
peso de grédos. Numero de paniculas € dependente da capacidade da plandelysera
perfilhos, a produtividadé& geralmente contribd& pelos perfilhos primarios e alguns
perfilhos secundarias iniciais, enquanto perfilhos secuwsdaridios e perfilhoserciaros
exercempouca contribuicdo, embora eles também gom@sn nutrientese agua.Em
programas de melhoramento, ha uma tendénaibusca por menor nimero de paniculas,
porém com maior tamanho, a fim de alcancar uma melhor produtividate & Zhang
2010).

O numero de gr&opor panicula & geralmenpgopacional ao numero de
espiguetas que por sua vepode ser atribuido a dois componentes: a duracdo de
diferenciacdo da panicula e a taxa de diferenciacdo das espidt@tas necessidade,
portanto, de uma maior investigacdo dos genes relacionados ao processo de
desenvolvimentaa panicula e, emeguida, voltase para genes e processos que regulam
a duracédo a taa de diferenciacdo da panicukirn(g & Zhang 2010).

Por fim, o peso de grdos é determinado pelo tamanho do grdo, que é
especificado pelas suas trés dimensdes (coreptonlargura e espessura) e pelo grau de
enchimento. Sendgue,estudos recentes em mapeamento de QTLs e clortégewbtido
progressos significativos na identificacdo de genes que regulam o peso dengididss
tantoos genes para tamanhajuanto pea o enchimento de graXifg & Zhang 2010).
Percebese, entdo, que ha um esfor¢co consideravel na busca pelo entendimento desses
caracteres componentes.

Outro aspecto importante relacionado a produtividade é a taxa fotossintética,
que representa um fatdimitante daprodutividadeem diversas culturag, portanto,
constitui um carateraltamente desejavglara modificagbes genéticas (Eva@813). O
arroz, assim como o trigo, apreseatanaior taxade fobssintese por unidadeliar em
comparagdo com os utros cereais C3Valluru et al., 2014). Pesquisadores tém se
esforcado para avaliar a viabilidade de converter o arroz da fotossintese C3 para a C4,
introduzindo um mecanismo fotossintético de maior capacidade para aumentar a

produtividade(Sheehyet al.,2007;von Caemmereet al., 2012 O pequeno genoma de
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arroz tem permitido a exploracéo genética e molecular de varios processos que influenciam
a fotossintese da cultura, incluindo o comrdé perfilhamentqgenemocy Li et al.,

2003), o desenvolvimém da folha (geneRTFL, Tsukaya, 2005), a arquiteturae
verticalidade da folhggeneDWARF4 Sakamoto et al., 2006),@enrobmento ddolha

em forma de V (gen®sAGO7 Shi et al., 2007).

Variedades de arroz possuem ampla variacdo em relacdo aos rdveis d
produtividade de gréos,principalmente devidoa grande diversidadeas respectivas
constituicdes genéticas. Além disso, os niveiprddutividadede variedades de arroz sdo
também muito influenciados pelas condi¢cdes ambientpedas praticas denanuse® em
campo, sendo que ldteracGesmportantesentre genotipos e ambientes de tal forma que
as variedadese tornam adaptadascandicdes ambientais especifica§ng & Zhang
2010;Valluru et al., 2014).

A maioria daspesquisasobreas basegenética da produtividadede arroz
concentraranse em genes quapresentam um efeito secundario sobrearater. No
entanto, embora cada um desses genesspaumentars niveis de produtividade em 3 a
5%, também ha centenas de gedeamenor efeitmjue podem melhlrar a produtividade
em uma escala muito menaomo por exemplo 0,5%Cheung 2014). Sendo assim, a
heranca dearacteregjuantitativos complexos, como é o caso da produtividade, envolve
multiplos genes, cada um com um pequeno efeito que € sensivelag@te@ambientais.
Esses caracteres sdo conhecidos em geral como tendo baixa herdabilipadesse
motivo, sdodificeis de investigar{ing & Zhang 2010;Valluru et al., 2014).

A identificacdo desses genele menor efeitoe a investigacdo de bases
gendicas doscaracteres quantitativos em arroz atualmesgeeemo desenvolvimento de
marcadoes moleculaes tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (NGS),
mapeamento do genontacnologias de analise de Q€lanalises de associacdo genémica
ampla (GVAS). Com a realizacdo dessas andlises, o@opessibilidade deiramidacéo
dessesgenesde menor efeitem conjunto para melhorar produtividadesob uma ampla
variedade de condi¢cdesbientais Cheung 2014).

O conhecimento dasiteracdes entre 0s gen®@u epistasia, tambéapresenta
grandes contribui¢cdes para as bases genélasmsaracteres relacionados a produtividade
Andlisesde QTLs {fu et al., 1997Xing et al., 2002; Huang et al., 2014; Xu et al., 2015a)
mostraramque as interacoesignificativas entre dois genesao frequentes eontribuem

significativamente para conhecimento do controle genético dos caracteres de interesse.
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No entanto, as ferramentas analiticas aindeessitam de um melhor desenvolvimento
para acomodar esses efeigggstdicos em um anico modelo, com a finalidade de avaliar
sua importancia relativam relagéo aos QTL¥élluru et al., 2014).

Muitos estudos bésicos procurarddentificar regides gendémicas relacionadas
a produtividade em arrofTabela 2). Entre os QTLs queordrolam os caracteres
produtivos e tém sido clonados e caracterizados, podem ser destacados cAPANM],

GN1g DEP1, Ghd7 e Ghd&S3e GL3. Quanto ao numero de graem arroz o gene

LAX1 foi identificado codificando o fator de transcricdo bHLH, quei estvolvido na
formacgao de todos os tipos de meristemas axilares (Komatsu et al., 2003); o gene APO1
também foi identificado codificando proteinasdx, regulando positivamente o namero

de espiguetas (lkeda et al., 2007); e o gene GNla demormstpapelimportante no
aumento da produtividade (Ashikari et al., 2005; Xie et al., 2015).

Quantoao namero de grdos em arrom trabalhode Huang et al. (2009b),
gene DEP1 foi identificado codificando uma proteina contendo um dominio PEBP,
evidenciando trés cacteres fenotipicos: panicula densa, grande numero de gréos por
panicula e panicula ereta. O gene Ghd8 foi identificado como um QTL relacionado a
produtividade de gréos e envolvido com a ramificagdo da panicula {é&n2011) Um
exame mais detalhadoas: paniculagevelou que o gene Ghd7 altera o numero de
ramificacbes primarias e secundarias, codificando uma proteina com o dominio HD1 (Xue
et al., 2008). Em estudos mais recentes, o gene Gdh7 foi identificado em analise GWAS
em arroz relacionado ao potaal produtivo Lu et al., 2012Yonemaru et al., 2014), e de
acordo com Wang et al. (2085 essa mesma regido genémica também foi responsavel
pela variacdo do conteudo de clorofila, evidenciando sua importancia em relacdo a
produtividade.

Quanto ao pesde graosem arroz o primeiro gene de grande importancia
identificado foi o GS3. Este QTL foi detectado em torno da regido centromérica do
cromossomo 3, contribuindo para o aumento da produtividade (Fan et al., 2006). Mao et al.
(2010) identificaram maislois alelos desse gene, classificando, assim, quatro tipos de
alelos GS3, sendo que a proteina putativa é composta por quatro tipos de dominios:
dominio OSR, dominio de transmembrana, dominio TNFR/NGFR rico em cisteina e o
dominio VWFC. Andlises revelaraque estes dominios apreseata diferentes funcdes
na regulacdo do peso do grao. Estudos mais recentes também demostraram a associagao

dessa regido gendmica com a produtividade, como por exemplo na analise GWAS em
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arroz de Yang et al. (20&4 no mapeamédn de QTL de Xu et al.2015b)e também no

trabalho de Liang et al. (26)Lque identificou 10 genes associados a produtividade, com

grande destaque para o GS3 que foi significante para mais de um ambiente testado.
Quanto ao tamanho de grdos em arroz i@taclos a produtividade, o QTL

GLW?7 foi identificado codificando o fator de transcricdo OsSPL13 (Si et al., 2016), o0 QTL

GS2 foi identificado codificando o fator de regulacéo do crescimento OsGRiFt @l.,

2015)e o QTL WFP foi identificado codificando fator de transcricdo OsSPL14, que

também promove as ramificacdes da pani(Miara et al., 201Q)E nos trabalhos de Qi et

al. (2012), Hu et al(2012), Zhang et al. (2012), Xu et al. (2015b) e Zeng €R@al6),0

QTL GL3 foi identificadoinfluenciana na fosforilacdo de proteinas nas espiguetas para

acelerar a divisdo celular e, assim, promover maiores produtividades.

Tabela 2 QTLs/genega identificadoscomoassociados a produtividaden arroz

Autores QTL/Gene Autores QTL/Gene
Komatsu et al. (203) LAX1 Yonemaru et al. (2014 Ghd7
Ashikari et al. (2005) GN1la Yang et al. (2014a) GS3

Fan et al. (2006) GS3 Yang et al. (2014a) GW5
lkeda et al. (2007) APO1 Xie et al. (2015) GN1la
Song et al. (2007) GW2 Wang et al. (2018 Ghd7
Xue et al. (2008) Ghd7 Wang et al. (20115 GL7
Weng et al. (2008) GWS5 Song et al. (2015) GW6
Shomura et al. (2008) GW5 Hu et al. (2015) GS2
Wang et al. (2008) GIF1 Xu et al. (2015b) GL3
Huang et al. (2009b) DEP1 Xu et al. (2015b) GS3
Mao et al. (2010) GS3 Xu et al. (201b) TGWS3
Yan et al. (2011) Ghd8 Zeng et al. (2016) GL3
Qietal. (2012) GL3 Zeng et al. (2016) GL4
Hu et al. (2012) GL3 Zeng et al. (2016) GL7
Zhang et al. (2012) GL3 Si et al. (2016) GLW7
Lu et al. 012 Ghd7 Liang et al. (2016) GS3




3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

A analise de associacdo gendmica ampla foi conduzida a partir de um painel
composto por 550 acessos da Colecdo Nuclear de Arroz da Embrapa (CNAE) (Abadie et
al., 2005), os quais estao estratificados em subgraopnforme tipo de origem do material
e sistema de cultivo (Tabela 3). Inicialmente, as sementes de todos os acessos foram
multiplicadas para obtencdo de um numero suficiente para a instalacdo dos experimentos
de campo, além de garantir a homogeneidadecdadicdes fisiolégicas das sementes de
cada acesso.

Para a avaliacdo doacessos da CNAfBram incluidas quatro testemunhas
BR IRGA 409(Linhagem e cultivar brasileira em sistema de cultivo irrigadB)S Caiap6
(Linhagem e cultivar brasileira em @sta de cultivo sequeirdBRS ColossdLinhagem e
cultivar brasileira em sistema de cultivo sequeieoMetica 1 (Linhagem e cultivar
introduzida em sistema de cultivo irrigadd) lista completa dos gendétipos avaliados e
maiores informacbes podem ser amcadas no Anexo A e em

http://www.cnpaf.embrapa.br/cnae/.

Tabela 3.Composicédo dos estratos da Colecdo Nuclear de Arroz da Embrapa e sistemas
de cultivo.

Estratos Sistema de cultivo Total

Sequeira Irrigado  Facultativé?

Linhagens e cultivares brasitas 57 37 - 94
Linhagens e cultivares introduzidas 76 72 - 148
Variedades tradicionais 148 77 83 308
Total 281 186 83 550

() Acessos adaptados aos dois sistemas de cultivo (sequeiro e irrigado).
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3.2 CARACTERISTICAS DOS AMBIENTES E CARACTERES
AVALIADOS

Os experimentos para avaliagdo da produtividade dos acessos da CNAE
foram conduzidosem seis unidades federativas (Goias, Roraima, Rio Grande do Sul, Mato
Grosso, Piaui e Rondénia). Foram instalados nove ensaios, divididos em dois sistemas de
cultivo (irrigado e sequeiro) e por trés anos agricolas (2004/2005, 2005/2006 e 2006/2007,
daquiem diante denominados apexda®004, 2005 e 2006) (Tabela 4).

Os experimentos foram instalados seguindo o delineamento de blocos
aumentados de Federdteferer, 1956) com 23 blocos. As parcelas experimentais foram
constituidas por trés fileiras de quatro metros, espacadas 0,30 m entreplanfeezendo
uma area (til de 3,6 3ncom densidade de plantio de 100 sementes/m.

As plantas de arroz da area dbram colhidas manualmente. As paniculas
colhidas foram acondicionadas em sacos de algodéo, identificadas por meio de etiquetas e
conduzidas para a trilha e determinacdo do peso de grdos por area util da parcela, e

transformado para kg.Ha

Tabela 4.Localidade, ano agricola, coordenadas geogréficas e altitude dos experimentos
realizados para avaliacdo de produtividad#os acessos da Colecdo Nuclear de
Arroz da Embrapa.

Sistema de Coordenadas

Experimento Localidade e ano cultivo S N W Altitude (m)
1 Santo Anténio de Goias, GO (2004/20C Sequeiro 16°28' - 49°1T 779
2 Sinop, MT (2005/2006) Sequeiro  11°51' - 55°30' 345
3 Teresina, Pl (2006/2007) Sequeiro  5°05' - 42°48 72
4 Vilhena, RO (2006/2007) Sequeiro  12°47 - 60°05' 600
5 Goianira, GO (200/2005) Irrigado  16°26' - 49°23' 728
6 Goianira, GO (2005/2006) Irrigado  16°26' - 49°23' 728
7 Boa Vista, RR (2004/2005) Irrigado - 2°48' 60°39' 61
8 Uruguaiana, RS (2004/2005) Irrigado  29°45' - 57°05' 74
9 Pelotas, RS (2005/2006) Irrigado  31°52' - 5221 13
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3.3 ANALISE DO CONJUNTO DE DADOS FENOTIPICOS

As analises estatisticas foramalizadas conforme descrito pBueno et al.
(2012). Inicialmente, foram realizadas analises de variancia individual da produtividade
(kg.hal) em cada experimentassumindo uma abordagem metodolégica de modelos
lineares mistos0s ensaios forarentdoagrupados para as andlises univariadas conjuntas,
conforme sistema de cultivo (irrigado e sequeirojoen todos 0s nove experimentos
juntos No procedimento de ans¢ conjuntaforam considerados efeitos aleatdrios para
blocos e gendtipos (exceto testemunhas), além do erro experimental.

As estimativasdos componentes de variancia foram obtidas pelo método de
maxima verossimilhanca residual (REML) descrito por Paite & Thompson (1971),
auxiliandg assim,na obtencdo da herdabilidade em sentido amplo das trés analises
conjuntas. A predicdo dos valores genéticos de cada individuo foi realizada com o
procedimento de melhor predi¢éo linear ndo viesada (BLUP). O motletado para o
calculo da herdabilidade a partir das estimativas dos componentes de vdoiadeido

por:
B = a2/ (a}+ %+ 5
Em que:
h*: herdabilidade em sentido amplo;
Ty varianciagenética aditiva
e variancia genotipo x ambiente;

e: NUmero de ambientes.

Os valores preditos dos efeitos aleatorieBlp associados a cada um dos

acessos contém parte atribuédestimativa ## constante, e outra parte referente ao efeito

genotipico(€:) particular de cada acesso. A utilizacdo de modelos lineares mistos, em
estudos de estabilidade e adaptabilidade, apresenta resultados superiores a abordagem
convencional de andlise, baseada no desempenho médio dos gendtipos, principalmente
quando ocorrem dados desbalanceados (Balestre et al., 2010; Borges et al., 2010).

Com basenas meédias preditas de produtividade cada acesso, foram

elaboradograficos de distribuicdo de frequéncias e graficos do lipglot para cada
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experimento e também para cada analise conjunta: Total (9 experimentos), Irrigado (5
experimentos) e Sequeif4 experimentosom o auxiliodo softwareR versao 3.0.1 (The

R Foundation for Statistical Computing, 2015).

3.4 DADOS GENOTIPICOS

O DNA genbmico dos 550 acessos componentes do painel de associacao
gendmica ampla foi obtido a partir de folhas jovetiizandose kit comercial DNeasy 96
Plant Kit (QIAGEN) seguindo oprotocolo recomendado peldabricante. Para a
genotipagem em larga escala de Stiizou-se a tecnologia de sequenciamento de nova
geracdo denominada de genotipagem por sequenciam&B&, (Genotyping by
sequencing realizada no Instituto de Diversidade Gendémica da Universidade de Cornell
(EUA).

A enzima de restricAd\peKI foi usada paraa preparacdo da biblioteca
gendmica seguindo o protocolo de Elshire ef20111). A coleta de dad foi realizada na
plataforma Genome Analyzer Il (lllumina) e o sequenciamento foi dostigdeendcom
plexagem de 96 amostrad bioinformética basica e a filtragem dos dados brutos
basearanse em estimativas prévias de desequilibrio de ligacdo eetnde endogamia
obtidos para a cultura do arroz. Apds o ancoramentoedmsno genoma de referéncia
(Nipponbare) foram detectados cSNPsem cada um dos acessos, definindo o valor de
Frequéncia Minima dos Alelos (FMA) de 0,01. Também foram consideosdesiores de
Coeficiente de Endogamia igual a 0,9 e Cobertura Minima dos Locus igual a 0,1

A imputacdo dos dados genotipicos faltantes foi realizadeo plftware
FastPHASE 1.3 (Scheet & Stephens, 2006), que tem a finalidade de implementar métodos
paraseestimar genétipos faltantes e reconstruir haplétipos de dados de SNPs de individuos
ndo aparentados. Para todas as analises realizadas nesse trabalho, foram utilizadas duas
abordagens de tratamenfig A primeira abordagerfoi a filtragem por frequénaiminima
alélica(FMA), que tem por finalidade definir a frequéneiglicaminimado alelo menos
frequente para que o SNP seja mantido no conjunto de;djddsegundabordagenioi
o LD Prunning que tem como objetivo analisar o desequilibrio de ligasdtre dois
marcadores adjacentes e retirar um dos SNPs se esse desequilibrio estiver acima do valor
determinadca priori. Ambas abordagen®inimizam possiveigssociacdes espurias que

possam ocorrer, além de reduzir a complexidade dos dados.
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3.5 ESTRUTURA GENETICA POPULACIONAL

A estrutura populacional foi estimadalizandoo modelo Bayesiano da cadeia
de Markov Monte Carlo (MCMC) implementada softwareSTRUCTURE (Pritchard et
al; 2000). Cinco interacfes foram realizadas para cada numero de popgcidstadas
de 1 a 10. Os valores t&rn-in e nimero de replicacbes de MCMGlizados foramem
50.000 e 100.000, respectivamente.

Durante o processo de estimacédo adrsiéiua possibilidade de ocorréncia de
genotipos resultantes de cruzamentos esbpopulacdesafimixture modél O valor de
K foi determinado pela probabilidade do logaritmo dos dados [LnP(D)] e delta K, baseado
na taxa de alteracdo de [LnP(D)] entre os sucessivos valokes@enétodo descrito por
Evanno et al. (2005) foi utilizadmara se determinar o nimero efetivo de subgruppad
populacao, através dmftwareStructure Harvester v. 0.6 (Earl & vonHoldt, 2011)

A partir dos dadogenotipicosdos 550 acessos da CNAE também foi possivel
construir um gréfico de andlise de comgotes principais, que foi utilizado como
ferramenta auxiliar para se observar a estruturacdo dos dadosy auxiliodo software
SNP & Variation Suite v8 (Golden Helix, Inc., Bozeman, Miww.goldenhelix.com
Esse mesmo programa foi utilizado parabtencao @ matriz de parentesdanshipe o
graficoHeat Map paraseevidenciar a relagdo de parentesco entre 0S acessos.

3.6 ANALISE DE ASSOCIACAO GENOMICA AMPLA (GWAS)

Para a analises de associacdo genomaicgpla (GWAS) entre os marcadores
SNP edados deprodutividade foram utilizadagsrés analises conjuntas (anlise conjunta
com todos os experimentos, andlise conjunta dos experimentos irrigados e analise conjunta
dos experimentos em sequeirdjésprogranmas diferentegatravés de métodos de modelos
lineares mistos (MLM)foram utilizados com a finalidade de evidenciar a capacidade
computacional dessas plataformas:

- Abordagem Compressed Mixed Linear ModdZhang et al., 2010)
implementada no pacote GAPI® softwareestatistico R (Lipka et al., 2012).

- AbordagemSingleLocus Mixed Linear Modglpelo algoritmo EMMAX
(Kang et al., 201Q)implementado nsoftwareSNP & Variation Suite v8 (Golden Helix,
Inc., Bozeman, MTwww.goldenhelix.com


http://www.goldenhelix.com/
http://www.goldenhelix.com/
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- Abordagem MLMA Mixed Linear Model Associatigr{Yang et al., 2014b)
implementado nsoftware GCTA (GenomeéMde Complex Trait Analys)sem ambiente
Unix (Yang et al., 2011).

A partir dos dados de estrutura populacional eergasco genético (matriz
kinship) obtidosanteriormente, foi possivel realizar, portanto, a analise G\6b%S base
no método de modelo misto, corrigindo as associacbes espurias que poderiam ocorrer
devido a proximidade genética entre os acessos. Os maasdsidP identificadosomo
significativamente associados a produtividade em arog dados de estruturacéo foram
considerados como fatores de efeito fixo, enquanto que a matriz de parentesco foi
considerada como fator de efeito aleatério. Para uma metimfiabilidade da analise,
foram retirados os alelos raros, filtrando os dados de SNPs imputados com uma frequéncia
minima alélica (FMA) de 0,05.

Para confirmar a significAncia das associagbes entre SNPs e os dados de
produtividade, foi utilizado o métlo FDR(False Discovery Rajeque tem por finalidade
reduzir o numero de falsos positivos que podem decorrer de associacOdacpay
genético Os marcadores foram definidos como estando significativamente associados com
base no gvalor ajustado pelo AR de 0,05, ou seja, todos SNPs associados com-um p
valor (FDR) < 0,05 foram considerados significativos durante a analise (Storey, 2002).

A partir dos dados de-yalores de significancia ajustaddsram construidos
graficos do tipoManhattan Plot parase observar a dispersdo das associacfes entre
marcadores SNP e o carater de interesse. Com a finalidade de se verificar a qualidade dos
SNPs que foram associados, graficos do @ Plot foram construidos, objetivando

relacionar as associacfes encontsagta relacdas associacdes esperadas.

3.7 ESTIMACAO DA VARIANCIA EXPLICADA PELOS SNPs E
ANALISE DE REGRESSACSTEPWISE

A partir dos dados de marcadores SNP obtidos por degenotipagem dos
550 acessos de arroz da CNAE especificos para cada amdljsata, realizosse uma
analise de estimacdo da variancia explicada por esses, pHIBs método GREML
implementado nsoftwareGCTA em ambiente Unix (Yang et al., 2010)sandoobter a

herdabilidade dessas analises conjuntas.
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Apoés a analise GWAS, os 8§ associados a produtividade em czatgunto
de dadodoram submetidos a uma analise de regrestswise(forward andreversg, a
fim de identificar efeitos epistaticos e de sobreposi¢do entres eles e, assim, selecionar uma
série de marcadores que pssser utilizados na selecdo assistida por marcadores de
modo mais eficiente. Para isso foi utilizado o método de analise condicional e conjunta
implementado nasoftware GCTA em ambiente Unix (Yang et al., 2011). 90ftware
estatistico R vers&o 3.0.1 fdilizado para obter o Rpropor¢do da variancia explicada)
dos SNPs associados de forma significativa antes e depois da analise de relgmRssz0
a fim de se identificar se os SNPs selecionados explicariam a mesma porcentagem que o
conjunto de SNPsn@es da selecdo. Uma analise estatistica de variancia também foi
realizada para identificar diferencas significativas entre os valore$(datBs e depois da

andlise de regresséatepwise.

3.8 DETERMINACAO DO EFEITO ALELICO E DOS BLOCOS
HAPLOTIPICOS

ApOs a analise GWAS, para cada SNP identificadono associado a
produtividade nas andlises conjuntas, um valor de regressao beta foi obtido (efeito alélico),
estando relacionado ao alelo de menor frequéncia de cada um desses SNPs. O efeito alélico
tem @mo objetivo destacar qual alelo apresenta um efeito positivo e qual alelo apresenta
um efeito negativo sobre o carater de interesse. Além disso, para cada alelo de cada SNP
foi calculada a média de produtividade dos acessos qaetinham,obtendese, asim, o
ganho em kg.htique cada alelo teoricamente conferiria.

Para demonstrar confiabilidade estat 2 s
médias de produtividade a partio doftwareestatistico R versdo 3.0.1 parerificar se
havia diferencga gnificativa entre as médias dos acessbsoftwareestatistico R também
foi utilizado parase obter os gréficos de distribuicdo do tipoxplot para cada SNP,
destacandsea produtividade média que cada alelo canfaos acessos

Com a finalidade de deonstrar se os SNPs identificadosmo associados
estavam relacionad@sQTLs de produtividadga previamentadentificados em arroz, foi
utilizadoo banco de dadoRice SNPSeek Databas@lexandrov et al., 2015). A partir da
identificac8do dos QTLs relamados a produtividade, foi realizaalanotagdo dos mesmos
a partirdo banco de dados-DARO (Yonemaru et al., 2010).



53

A partir dos SNPs selecionados pela analise de regressgwise como
associados a produtividade na analise conjunta contendo todegpesmentos foi
realizada umavaliacdadesses SNHa silico parase verificar o potencial de sua utilizacao
na rotina deselecédo assistida por marcadoessabelecida na EmbrapBoi conduzida
entdo, a verificacdo do perfil desses SNPs nos acessss pnaglutivos, nos menos
produtivos eaquelescom produtividade intermediaria, tendo como objetivo aferir a
influéncia dos alelos favoravei® desempenho fenotipico para produtividads acessos
fenotipados.

Os blocos haplotipicos foram calculados pes&NPs relacionados as analises
conjuntas (Total, Irrigado e Sequeim o auxiliodo softwareHaploview (Barret et al.,
2005) e também deoftware SNP & Variation Suite v8 (Golden Helix). O arquivo de
marcadores utilizado continha todos os SNPsrggaramapos uma filtragem de FMA =
0,05, e o algoritmo utilizado para definir os blocos haplotipicos e calcular as frequéncias
haplotipicas foi o descrito por Gabriel et al. (2002). Sendo assim, os SNPs identificados
puderam ser posicionados nesses blogasssibilitando a identificacdo dos genes
candidatos que esegregaramuntamentecom os SNPs identificados por GWAS como
associados ao carater produtividade.

3.9 ANOTACAO DOS GENES CANDIDATOS

Os SNPs associados ao carater produtividade foram pasiosrem blocos
haplotipicos, em genes ou em regifes intergénicas, de acordo com o genoma de referéncia
(cultivar Nipponbare, MSU Rice Genome version 7.0). Posteriormente foi obtida a
sequéncia transcrita dos genes com SNPs associados a produtividadermpataaadas
respectivas funcdes putativas meebsite Rice Genome Annotation ProjecRGAP
(http://rice.plantbiology.msu.edu/) (Kawahara et al., 2013). Os transcritos identificados
foram classificados de acordo com os termos descritos no Gene Onto@dggr(® no
website AmiGO ZCarbon et al., 2009). Adicionalmentatilizou-se o programa SnpEff
para realizar a anotacao e predizer os efeitos dos marcadores SNP em relagédo as proteinas
(Cingolani et al., 2012). Para os transcritd® anotados em arroamibém foi realizada
uma busca por seus respectivos genes homélogos anotadast@dopsis por meioda
ferramente tBLASTn no website The Arabidopsis Information Resource
(https://www.arabidopsis.org(Berardin et al., 2015).


https://www.arabidopsis.org/

4 RESULTADOS

4.1 ANALISES UNIVARIADAS

4.1.1 Analises individuais

As analises descritivaadividuais do caraterprodutividadena avaliacdo dos
acessos de arroz da CNAE permitiram observar uma grande amplitude e variacdo dos
dados pra a maioria dos experimentos. A simetria dos dados, sua disperséo, a existéncia
ou ndo denutliers (dados discrepantes) podem ser obsexvads graficos de distribuicdo

de frequéncias boxplot Para o carater avaliadobservase queha grande variacaentre

0s acessos de arroz da CNEguras 1 e 2).
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Figura 1. Distribuicdo de frequéncias da produtividade (kg)hdos acessada CNAEem
cada ambientavaliado
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Os valoresgenéticosassociados a cada um dos acessos, preditos em cada
ambiente, apresentaram consideravel variagcdo para o carater produtividade) (kg.ha
guandoos valores médios maximos e minimos em cada experinfi@@m comparados
(Tabela 5).

Os resultadoslas andlises fenotipicas individudsam obtidos a partir dos
valores genéticos preditosBlups) associados a cada um dos acessogiodos valores
observados a campo. Isso permite uma ordenacdo e comparacdo de maiay pdicdo
processo de predicdo leva em conta a conexao existente entre informacdes dos blocos e/ou
experimentos promovendo um ajuste das médias observadas mais coerente e
representativa da realidade (Resende et al., 1996), redisaondefeito ambiental
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Tabela 5.Produtividadedosacessosla CNAEem nove experimentos

Sto. _A’\nt. Sinop  Teresina Vilhena Goianira Goianira Boa Uruguaiana Pelotas
Descricdo Goias Vista

Seq2004 Seq2005 Seq2006 Seq2006 1rr2004 112005  1rr2004 1Irr2004 Irr2005
Ndmero de gendtipos 510 447 545 537 546 546 530 424 436
Média geral 1.772,15 2.635,66 3.764,90 1.469,58 4.641,96 4.697,90 6.014,32 4.917,26 6.536,10
Média CNAE 1.383,30 2.290,90 3.203,80 1.108,41 4.117,80 4.258,80 5.080,70 4.032,70 6.272,40
Média de testemunias 1.869,36 2.721,85 3.905,18 1.559,88 4.773,00 4.807,68 6.247,73 5.138,40 6.602,03
Méaximo 3.030,09 252526 5.64591 1.794,89 5.777,18 5.261,16 7.664,48 4.220,78 9.178,86
Minimo 270,04 2.081,35 2.057,73 750,50 2.756,06 3.114,30 3.307,83 3.902,84 44383
CV (%) 22,08 33,64 17,78 26,85 26,73 23,23 25,56 29,84 17,74

@ Ano de realizacdo dos experimentos e sistemas de cultivo: Seq, sequeiro; Irr, irrigado.

Verificou-se que os valores de produtividadéoram menoes entre o0s
experimentos de sequeiro, cangdias dos genoétipos variandom valores menoregue
1000 kg.h#@ (Santo Ant6nio de Goias Seq2004 e Vilhena Seq2006) até mais de 5000
kg.ha' (em Teresina Seq2006). Entre os experimentos irrigadoam identificados
valores de produtividade entre 27k@.ha' (Goianira 1rr2004) e 9179 kg.Ha(Pelotas
Irr2005) (Tabela 5).

As médias de produtividade dos experimentos variaram de 1470'kg.ha
(Vilhena Seq2006) a 6536 kg-hg&Pelotas Irr2005), o que demonstra uma tendéncia de
ampla variacdo ambiental paasexpressdo do caraterodutividade,onde os genétipos
foram avaliadosA partir doconjunto de experimentos, neda queem médiahouve uma
superioridade dos ensaios irrigados em relacdo aos sequeiros, com médias gerais de 5362
kg.ha! e 2411 kg.hd, respectivamente. Isto evidencia o aumento do potencial produtivo
dos gendtipos quando em condicdes de disponibilidade hattezpuadao longo do ciclo
da cultura por satisfazer as condi¢cdes naturais de adaptacdo da cultura do arroz. Nos
experimentos deequeirpas médias gerais variaram entre 1470 ky(Wdhena Seq2006)

a 3765 kg.ha (Teresina Seq2006), enquantpie ros experimentos irrigadpsestas
variaram de 4642 kg.HgGoianira Irr2004) a 6536 kg.HgPelotas Irr2005).

Entre os acessos aeaior produtividadeconsiderandase como referéncia o
valor médio de todos 0s acessos pela analise conjunta mais um desvioipeldiiéamnse
acessosdos estratoslinhagens e cultivares brasileiras (LCB), linhagens e cultivares
introduzidas (LCI) e vaedades tradicionais (VT), assim como acessos pertencentes aos
trés tipos de sistema de cultivo (irrigado, sequeiro e facultativo). Considesaagenas
0S cinco acessos mais produtivos em cada local avaliadesexajpe na maioria dos

experimentos, trédos gendtipogpertencemao estrato de variedades tradicionais (VT).
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Utilizando como referéncia o valor médio de todos os acessos pela analise conjunta mais
dois desvios padrbes, 10 acessos foram considecaros mais produtivos, sendo que
desses, trésie VTs, seis sdo LClIs, e um é LCBabela 6).

Os acessos mais produtivos foram as variedades tradicionais: CA940008
Nome comum: Farroupilha (sequeiro), coletado em Sao Sé&fe; CA7803661 Nome
comum: Agulhinha (facultativo), coletado em Senador Gaiohi AC; CA79033217
Nome comum: Agulhinha (sequeiro), coletado em Santa iInB$A. As linhagens e
cultivares introduzidas: CNA0005853Nome comum: WIR 5621 (irrigado), com origem
na RuUssia; CNA0001423 Nome comum: Tapuripé6l (irrigado), com origem na
Colémbia; CNA0005478 Nome comum: Szu Maio (irrigado), com origem na China;
CNAO0001006i Nome comum: Dawn (sequeiro), com origem nos EUA; CNA0006961
Nome comum: Vitro (irrigado), com origem na Italia; CNA00045320me comum: CR
1113 (irrigado), com ogem na Colédmbia. E por dltimo a linhagem e cultivar brasileira:
CNAO0001344i Nome comum: IPEACEBL 1469 (irrigado), lancado pela IPEACO.

Tabela 6.Valoresgenéticogreditos dos acessos de arroz da Cole¢édo Nuclear de Arroz da
Embrapa com melhor produtidde (kg.h#), em nove ambientes e na média
dos ambientes pela andlise conjunta.

Sto. Ant. Boa

Cédigo Sis'gema Acessos Goias Sinop  Teresina  Vilhena Goianira  Goianira Vista Uruguaiana Pelotas Viédia
CNAE®  Cultivo® Seq00#) Seq2005 Seq2006 Seq2006 112004 Im2005 2004 12004 Irr2005
VT s CA940008 . . 2994,35 . 3996,39 415722  5208,14  4460,48 6328,62 45242
LCl | CNAO0005853 . . 3206,33 . . 397649 511050 403511 6042,37 4474,18
Lcl | CNA0001423 . . 3157,68 . 404134 414112 53775 . . 4179,41
LCl | CNA0005478 . . 3274,82 . 4026,41  4351,23  4736,18 . . 4097,16
VT s CA790332 . . 3312,46 . 381455 404244  5040,87 . . 4052,58
LCl s CNA0001006  1221,94 . 3171,81 . 42535 429043 5046,64  3562,32 645888 4000,79
VT F CA780366 . . 317062  1110,6  406L,65  4307,79  4890,23 . 6128,1 3944,83
LCB | CNA0001344 . . 3234,35 1116,34  4071,74  4503,98  4709,99  3741,66 6202,73 3940,11
Lcl | CNA0006961 . . 3032,35  1030,13 . 4166,3 500528  4087,83 6212,26 3937,36
LCl | CNA0004552 . . 3184,28 115518 399578  4093,88  5198,39 . 5940,2  3927,95
VT | CA960008 . . 3272,48 . 4127,46  4190,14 . . . 3863,36
VT F CAT780077 . 208573 3340,69 91545  4050,26  4140,83  5409,65  4488,71 6374,53 3850,73
Lcl | CNA0005014 1176,17 2092,12 3108,97 . 43152 428091 512012  4139,87 644176 3834,39
LCB | BR_IRGA 413 . 2390,82 3211,64 1160,12 4148,63  4176,6 517423 411839 628575 3833,27
VT | CA940004 . 228517 3300,37 1048,15  3784,07 441437 529424  3829,25 6481,74 38058
LCB | CNA0001108 . 245502 313448 957,10  3974,25  4357,68  5244,69 404495 6252,56 38026
Lcl | CNA0004566  1318,34 . 321683 8681 431508 411561 583143  4343,69 638579 3799,36
VT F CA780320 . 2349,86 3020,7 1124,37 43546  4292,26 485319  4001,15 6328,32 3790,56
Lcl | CNA0008416 . 223365 326474 99422  4008,82 42804 533342  4226,18 5844,59 3773,26
Lcl | MINAMI . 210926 3362,99 11127 413047 416571  4984,05 3971,31 633538 3771,48

HATA
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6412,66
8285,90
6756,80
5623,30

5742,10

3757,43
3757,07
3753,48
3752,75
3746,4
3744,27
3742,65
3738,57
3733,77
3731,26
3727,4
3724,99
3723,35
3721,76
3716,29
3706,77
3703,74
3703,58
3702,45
3693,93
3690,32
3690,16
3689,5
3682,1
3679,38
4599,81
3718,09
4023,92

4380,43

(@) Codigo CNAE, Estrato da Colegdo Nuclear de Arroz da Embrapa: LCB, linhagens e cultivares brasileiras;
LCI, linhagens eultivares introduzidas; VT, variedades tradicionais.
@ Sistema de cultivo: 1, irrigado; S, sequeiro; F, Facultativo.
©) Ano de realizacdo dos experimentos e sistemas de cultivo: Seq, arroz de sequeiro; Irr, arroz irrigado.
“ BR IRGA 409, BRS Cajad, BRS Colosso, Metica_1, testemunhas.

4.1.2 Analises conjuntas

A partir dos valores genéticos predit@Blup9 associados a cada um dos

acessos, foram obtidas as médias preditas para as analises coujliztasicse o

seguinte conjunto de dados:

- Andlise conjunta total

- Andlise conjunta a partir dos dados obtidos de experimentos em sistema irrigado.
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- Andlise conjunta a partir dos dados obtidos de experimentos em sistema sequeiro.

Foram observadas diferencas significativas entre as médiasatise aconjunta
total, contendo todos 0s nove experimentos (quatro em sequeiro e cinco irrigados), dos
experimentos em sequeiro e dos experimentos irrigados. A dispersdo dos dados nessas
analises conjuntas pode ser verificadagraficos de distribuicdo deequéncias ®&oxplot
(Figuras 3 e 4)Foram obtidasas médiasde 4705,83 kg.hd, 3473,22 kg.h4 e 1990,96
kg.ha! para a analise conjunta dos experimentos irrigados, analise conjunta total e anélise
conjunta dos experimentos em sequeiro, respectivement

Por meiodas estimativas dos componentes de variancia pelo método de

maxima verossimilhanca residual (REML), as herdabilidades em sentido amplo da anélise
conjunta total, da andlise conjunta nos experimentos irrigados e da analise conjunta nos
experinentos em sequeiro foram 0,65, 0,61 e 0,47, respectivamente (Tali@lmijlo se
realizou a avaliacdo em separado dos grupos de experimentos irrigados e em sequeiro,
verificorse que a andlise conjunta daxperimentos irrigados apreseati um
comportamentosemelhante a analise realizada com todos nove locais, apresentando
estimativas deherdabilidadecom valoresmuito proxinos entre si JA para a andlise
conjunta dos experimentos em sequeiro, detestowma herdabilidade infericés
estimadas nasutras aalises conjuntas, devidoprovavelmente,ao comportamento

diferenciado dogenatipos testaddeenteas condicdes ambientais de estresse hidrico.
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Figura 3. Graficosboxplot das médias de produtividadley.ha') dos acessoda CNAE
em cada analise conjuant
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@ Experimentos em sequeiro @ Total (9 experimentos) [ Experimentos irrigados
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Figura 4. Distribuicdo de frequéncias das médias de produtivi¢kgiba®) dos acessosa
CNAE em cada andlise conjunta.

Tabela 7. Estimativas dos componentes de variancia obtidas pelo método de maxima
verossimilhanca residual (REML) e as hertidhdes em sentido amplo da
andlise conjunta total, da analise conjunta nos experimentos irrigados e
sequeiro.

Analise Conjunta Total Analise Conjunta Irrigado Analise Conjunta Sequeiro

Fonte Varidncia Propor¢do| Fonte Variancia  Proporcdo| Fonte Variancia Proporcao

gxé?  193193,6 0,097 gxéed 225290,7 0,077 gxdb 142409,1 0,171
g@ 284621,5 0,142 g@ 611937,9 0,208 g@ 112514,4 0,135
BLxe® 326914,3 0,163 |BLx€e®  388759,5 0,132 BLxe&® 205365,2 0,247
Erro 1195343,4 0,598 Erro 1710857 0,583 Erro 371560,3 0,447

e 9 e 5 e 4
©) 0,648 ®) 0,612 2 ®) 0,467
Aa® 0,805 Aa® 0,783 Aa®) 0,683
@) Genodtipo x Ambiente.
@ Gendtipo.

©) Efeito de locos dentro deambientes,
“ Namero de ambientes.

®) Herdabiidade de sentido amplo.
® Acuracia média.
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4.2 DADOS GENOTIPICOS

A genotipagemdos 550 acessos componentes do painel de associacao
gendmica ampla faiealizadapela tecnologia de genotipagem por sequenciamento (GBS,
Genotyping by sequencingA bioinformatica basicafoi realizada pelo Instituto de
Diversidade Gendmica da Universidade de Corrilckler Laboratory, a qualforneceu
um total de 526.220 SNPs distribuidos nos 12 cromossomos de arroz, utilizando uma
frequéncia alélica minima (FMA) de Q,0Ap6s a imputacdo de dados, que tem por
finalidade estimar os alelos faltantes nos individuos, marcadores &B8smsjue tinham
acima de20% de dados faltantes foram excluidos, resultando em 445.589(85%B)%e
541 acessos (Tabela 8). Tendo em viataeducdo de alelos raros e uma maior
confiabilidade dos dados para a analise de associacdo gendmica ampla, foi utilizada uma
frequéncia minima alélica (FMA) de 0,05, obters#oassim um total de 167.470 SNPs
(31,8%)distribuidos entre 0s2 cromossomos d&roz (Tabela 9).

Uma distribuicdo média de aproximadamente 449 SNPsMdipéncontrad,
evidenciandese uma densidade de marcadoresm variacdo de um minimo de 366
SNPs/Mpb no cromossomo 5 e um maximo de 507 SNPs/Mpb no cromossomo 11. Esses
SNPsestéodistribuidos no genoma com uma taxa média de um marcador por 2,23 Kb. O
cromossomo 1 apresentou o maior niumero de SNPs (21.662), enquanto o cromossomo 9
apresentou o menor niumero de SNPs (9.788),rmédia de 13.956 SNPs por cromossomo
(Tabela 9).

Tabela 8. Numero de marcadores SNP obtidos pela genotipagem dos acessos de arroz da
CNAE por GBS.

Cromossomo Tamanho da sequéncia (pk FMA = 0,01 (Original) Ap6s a imputagéo
1 43270923 68224 SNPs 58447 SNPs
2 35937250 52953 SNPs 45349 SNPs
3 36413819 54931SNPs 47088 SNPs
4 35502694 49341 SNPs 41609 SNPs
5 29958434 39227 SNPs 33493 SNPs
6 31248787 44076 SNPs 37485 SNPs
7 29697621 40509 SNPs 34486 SNPs

28443022

39156 SNPs

32750 SNPs
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9 23012720 31642 SNPs 26711 SNPs
10 23207287 32961 SNPs 27711 SNPs
11 29021106 41306 SNPs 34138 SNPs
12 27531856 31894 SNPs 26322 SNPs
Total 373.245.519 526.220 445.589

Tabela 9. Numero de marcadores SNP obtidos apos filtragem (FMA > 0,05) a partir do
conjunto dos acessos de arroz da CNAE.

Cromossomo Tamanho da sequécia (pb) N° de SNPs Kbs/SNP SNPs/Mb
1 43270923 21662 2,00 500,61
2 35937250 17052 2,11 474,49
3 36413819 15990 2,28 439,12
4 35502694 15442 2,30 434,95
5 29958434 10963 2,73 365,94
6 31248787 14857 2,10 475,44
7 29697621 12291 2,42 413,87
8 2844322 12783 2,23 449,42
9 23012720 9788 2,35 425,33
10 23207287 11631 2,00 501,18
11 29021106 14716 1,97 507,08
12 27531856 10295 2,67 373,93
TOTAL 373.245.519 167.470 2,23 448,69

4.3 ESTRUTURA GENETICA POPULACIONAL E MATRIZ DE
PARENTESCO

A partir da analise de estrutura populacional conrmascadoreSNPs obtidos
pela tecnologia de genotipagem por sequenciameéreafificourse uma subdivisdo em
dois subgrupos, indicandgoortanto, queos acessosstavam distribuidos em duas

subpopulacdedeterminads de acordo conas subespécies d@@. sativa corroborando a
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ideia de estruturacdo de acordo conbarkgroundgenético das subespécigslica e
japonica Os dados de estruturacdo podem ser visualizados a partir do gréafico de Delta K e
barplot (Figuras 5 €6), além disso, a partir dos dados de estruturacdo, um grafico de
andlise de componentes principadCP) foi obtido, com um somatério do percentual dos
eixos x e y em 20%, em qie@mbémse pode observar a diferenciacdo nos dois subgrupos
pelobackgroundgenético(Figura 7).

A matriz de parentesddanshiptambém foi calculada imcorporada na analise
GWAS para corrigir possiveis associa¢des espurias que possam ocorreadelddao de
parentescoO graficoHeat Mapfoi obtido paraa visualizacdo daelacdo de parentesco

entre osacessogFigura 8).

DeltakK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

14000
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Figura 5. Resultado dandlise daestrutura populacional dos acessos da CNAE. O valor
mais alto em k = 2 indica 0 nimero de subgrupwss provavel entre os

acessos

Figura 6. Estrutura populacionadvidenciando a formacao de dois subgrug@seixo y
corresponde ao valor de adesdo ao subgrupo e 0 €ixo X corresppadessms
da CNAE.
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Figura 7. Analise de componentes principa#sJP) dos acessos de arroz da CNAE.
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Figura 8. Heat Mapda anélise de m@t de parentesco dos acessos de arroz da CNAE.
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4.4  ANALISE DE ASSOCIACAO GENOMICA AMPLA (GWAS)

A partir do conjunto de SNPs obtidos apos a imputacao (445.589 SNPs), foram
realizadas abordagens para redugéstes para reduzir a complexidade daslises A
frequéncia minima alélica foi responsavel por retirar os alelos raros e o LD Prunning foi
responsavel por reduzir a complexidade retirando SNPs em alto desequilibrio de ligacéo.
Como foi realizada uma analise GWAS para cada andlise conjunta, (Tfagado e
Sequeiro), foi necessario determinar quantos acéssoa mantidoem cadauma destas

devidoadados faltantes
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Sendo assim, o painel da CNAE de 550 acessos foi reduzido para 541 acessos
na analise conjunta total, 525 acessos na araigenta dos experimentos irrigados e 530
acessos na andlise conjunta dos experimentos em sequeiro. A partir de cada um desses trés
conjuntos de dados, foram utilizadas duas abordagense@eeduzir a complexidade do
namero de SNPs: Frequéncia minimdiedée LD Prunning A frequéncia minima alélica
(FMA = 0,05) reduziu os SNPs das analises conjuntas para 167.470 SNPs, 166.750 SNPs e
167.590 SNPs, respectivamente. A abordagBnPrunning que tem por objetivo analisar
o desequilibrio de ligacéo entre sloharcadores adjacentes, reduziu esses SNPs filtrados
para 34.955 SNPs, 35.076 SNPs e 35.126 SNPs, respectivamente (Figura 9).

CNAE = GBS = Imputagdo
550 Acessos 526.220 SNPs 445.589 5NPs

FILTRAGEM (FMA = 0.05)

Total (541 ind.) Irrigado (525 ind.) Sequeiro (530 ind.)
167.470 SNPs 166.750 SMNPs 167.590 SNPs

. 4 $§ 3
|En |En |en

LD Prunning 0.75 LD Prunning 0.75 LD Prunning 0.75

34.955 SNPs 35.076 SNPs 35.126 SNPs

Figura 9. Fluxograma da preparacdo dos conjuntos de dados de &NPasdos nas
andlises de associacdo gendmica anfpMA: Frequéncia minima alélica;
PCA: Andlise de componentes principais; Kinship: Matriz de parentesco).

4.4.1 Andlise conjunta total

A andlise de associacdo genbmica ampla realizada com os dados de
produtividade (kg.hd da analise conjunta total (nove expeentos) foi baseada na
abordagem de MLM (Modelo Linear Misto), em que foram utilizadas as informacdes de

parentesco (matrignship) e estrutura da populacgmra a reducaooderro tipo |I.
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Entreos 34.955 SNPs identificados nos 12 cromossoapiss a iftragem 31
marcadores SNP (aproximadamente 0,09%) fadentificados como significativamente

associados ao carater produtividade (kg)lf@abela 10).

Tabela 10. Marcadores SNP associados significativamente a produtivieladarrozna
andlise conjurat total.

Proporcéo da

SNP Chr®  Posicéo Alelos p-valor Regressio Betd FDR® variancia explicada
S2_ 27073346 2 27073346 G/A 3,86E09 -276,80 3,38E05 0,06
S2_26805540 2 26805540 GIT 9,98E10 -262,65 3,49E05 0,07
S2 26144151 2 26144151 G/A 3,86E09 -276,80 4,5E05 0,06
S2_33859506 2 33859506 CIT 3,01E09 -228,65 5,26E05 0,06
S2 24230782 2 24230782 CIA 1,45E08 -201,34 0,000101 0,06
S9 6283238 9 6283238 G/A 8,62E08 -267,41 0,00043 0,05
S9 734643 9 734643 G/A 8,62E08 -267,41 0,000502 0,05
S2_2@50212 2 26350212 CIT 2,61E07 -184,11 0,001013 0,05
S9 12051077 9 12051077 GIC 2,52E07 -243,82 0,001102 0,05
S2_32148755 2 32148755 CIT 3,49E07 -183,02 0,00122 0,05
S1 23079331 1 23079331 AIG 7,95E07 -157,70 0,002528 0,04
S6_5353837 6 5353837 CIT 9,67E07 -134,32 0,002815 0,04
S2_ 21976605 2 21976605 TIA 1,43E06 -204,44 0,003853 0,04
S4 21506318 4 21506318 CIT 2,66E06 -113,70 0,006645 0,04
S9 1062037 9 1062037 TIA 3,14E06 -154,78 0,007326 0,04
S12 17681142 12 17681142 G/C 6,13E06 -56,43 0,01387 0,04
S9 6039194 9 6039194 GI/A 7,55E06 -163,75 0,015516 0,04
S9 7522228 9 7522228 GIT 1,06E05 -85,48 0,018503 0,04
S9 7799399 9 7799399 AIG 1,03E05 77,77 0,018884 0,04
S6_5348890 6 5348890 GIT 1,01E05 -109,16 0,01952 0,04
S10_2231343 10 2231343 CIG 1,3E05 -85,00 0,02171 0,03
S9 12890949 9 12890949 CIT 1,38E05 -163,54 0,021882 0,03
S2_28303550 2 28303550 GI/A 2,07E05 -152,15 0,03147 0,03
S9 20925193 9 20925193 G/A 2,5E05 -70,97 0,036413 0,03
S9 9914107 9 9914107 GI/A 2,77E05 -159,97 0,038677 0,03
S12 3544726 12 3544726 GIT 3,89E05 82,25 0,045311 0,03
S1_33418191 1 33418191 GI/A 3,46E05 -92,76 0,046547 0,03
S10_251060 10 251060 GIT 3,88E05 -59,58 0,046794 0,03
S9 7309341 9 7309341 AIG 3,84E05 -82,52 0,04796 0,03
S7_939762 7 939762 CIG 3,75E05 -52,26 0,048499 0,03
S2_22142097 2 22142097 G/A 4,34E05 78,54 0,048938 0,03

@) Cromossomo.
@ Efeito alélico.
©) False Discovery Rate-valor ajustado.

Com a finalidade dese observar os SNPs significativos oriundos da

genotipagem do 541 acessos da CNAE, foram obtidos gréafiddanhattan Plot
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elaborados a partir das coordenadas genémicas das associacfes exibidas ao longo do eixo
X e com o logaritmo negativo dwvalor da associacdo exibido no eixo Y. No grafico foi
delimitado unp-valor de 0,05 paraeconsiderar as associagbes como significativas. Como

as associacoes mais fortes tém os menpreslores, consequentemente possuem 0S
logaritmos de menor valor (eixo Y). Desse modo, as associacdes acima do valor
estabeleciddoram considradas estatisticamente significativas na analise de associacao
gendmica ampla, resultando em 31 associacbes (Figura 10). A fim de se verificar a
qualidade dos SNPs que foram associados, um gr&#s@ Plot foi construido,

evidenciandese as associacdes @ntradas em relac&s associacfes esperadas (Figura
11).

enes 2012-01-25, Phytozome
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O s 2 s

Figura 10. Gréafico Manhattan Plotdos valores de significancia das associagiese
SNPs e produtividade em arnoa analise conjunta total.
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Figura 11. Gréafico Q-Q Plot dos valores de sigitancia das associacdestre SNPs e
produtividade em arroza analise conjunta total.



68

4.4.2 Analise conjunta nos experimentos irrigados

A analise de associacio realizada com os dados de produtividadetyktaha
analise conjunta nos experimentosgados (cinco experimentos) também foi baseada na
abordagem de MLMEntre 0s35.076 SNPs identificados nos 12 cromossomos a partir da
FMA de 0,05 e da abordagem OB Prunning trés marcadores SNP foram associados
significativamente ao carater produtivigagkg.hal) (Tabela 11).

Os gréficodManhattan Plote Q-Q Plottambém foram obtidos para observar a
dispersédo dos SNPs de acordo com as associagfes obtidas. No gréfico, foi delimitado um

p-valor de 0,05 para considerar as associa¢des significativasa@itRie 13).

Tabela 11. Marcadores SNP associados significativamente a produtivieladarrozna
andlise conjunta dos experimentos irrigados.

SNP  Chr®  Posicdo Alelos  P-Valor ReB%rtz(sgféo FDR® Pmporgi‘g“‘lz &’aa”é”"ia
S7.8408112 7 840812 GIA  2,70E07 67,62 9,46E03 0,05
S1.3341819: 1 33418191 G/A  1,52E06 86,20 266502 0,04
S1.3844002: 1 38440021 GIT  3,74E06 9130  4,38E02 0,04

@) Cromossomo.
@ Efeito alélico.
@) False Discovery Rafe-valor ajustado.

enes 2012-01-25, Phytozome Genes and Regulation - Public Annotatio... &
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Figura 12. Gréfico Manhattan Plotdos valores de significancia das associagiese
SNPs e produtividade em arnoa analise conjita dos experimentos irrigados.
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Figura 13. Gréafico Q-Q Plot dos valores de significAncia das associagidse SNPs e
produtividade em arroza andlise conjunta dos experimentos irrigados.

4.4.3 Analise conjunta nos experimentos em sequeiro

A andlise de associacdo genbmica ampla realizada com os dados de
produtividade (kg.nd da andlise conjunta nos experimentos em sequeiro (quatro
expeimentos) também foi baseada na abordagem de MLM. Dos 35.126 SNPs
identificados nos 12 cromossomos a partir da FMA de 0,05 e da abordageB de
Prunning somenteum marcador SNP fadentificado como significativamentessociado
ao carater produtividade (kw!) (Tabela 12). Os gréaficoslanhattan Plote Q-Q Plot
também foram obtidos padabservar a dispersdo d88IPs de acordo com as associacdes
obtidas. No grafico, foi delimitado ump-valor de 0,05 para considerar as associacfes

significativas (Figuras 14 15).

Tabela 12. Marcadores SNP associados significativamente a produtivieladarrozna
andlise conjunta dos experimentos em sequeiro.

SNP Chr® Posicdo Alelos p-valor Regressédo Betd  FDR®

Proporg¢édo da variancia
explicada

S8_912396: 8 9123965 T/G 9,37E07 36,64 3,29E02 0,04

@) Cromossomo.
@ Efeito alélico.
@ False Discovery Rafg-valor ajustado.
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Figura 14. Gréfico Manhattan Plotdos valores de significancia das associagiese
SNPs e produtividade em arrem analise conjunta dosxperimentosem
sequeiro.

Figura 15. Gréafico Q-Q Plot dos valores de significancia das associagidse SNPs e
produtividade em arroza andlise conjunta dos experimentos em sequeiro.

4.5 ESTIMACAO DA ~VARIANCIA EXPLICADA PELOS SNPs E
ANALISE DE REGRESSAGCSTEPWISE

ApOs a obtencdo das médipseditas de produtividade (kg.h9 nas trés
analises conjuntas trabalhadas, foram obtidas as estimativas dos componentes de variancia
e, consequentemente, a herdabilidade em sentido amplo para cada Anaéiga. dos
dadosde marcadoreSNPs, foi possivel realizar uma estimacéo da variancia explicada por
esses SNPs e, assim, conhecer a herdabilidade dessas analises conjuntas, agora com base

nos marcadores moleculares.



