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RESUMO

SILVA, D. R. A. Andlise de QTL para produtividade no cruzamento de arroz Epagri
108 (indica) x Irat 122 (japonica) por marcadores SNPs. 2016. 89 f. Dissertacdo (Mes-
trado em Genética e Melhoramento de Plantas) — Escola de Agronomia, Universidade Fede-
ral de Goias, Goiénia, 2016.*

O arroz (Oryza sativa) € um alimento bésico para a maioria da populagdo mundial. Um dos
principais desafios para os programas de melhoramento dessa cultura € o aumento do poten-
cial produtivo de cultivares comerciais. Para o desenvolvimento de linhagens e cultivares
superiores é necessario que sejam incorporados alelos superiores em genitores dos progra-
mas de melhoramento. Uma das alternativas para a identificacdo da variabilidade genética
util é a realizagdo de cruzamentos envolvendo genitores pouco aparentados e a genotipagem
e fenotipagem de populacgdes segregantes derivadas desses cruzamentos, com uma posterior
andlise de QTL (locos de caracteres quantitativos). Esse trabalho teve por objetivo identificar
genes associados a produtividade de grdos em arroz por meio da genotipagem por sequenci-
amento (GBS), experimentos de campo e uma posterior analise de QTL envolvendo 232
RILs (linhas puras recombinantes) derivadas do cruzamento inter-subespecifico Epagri 108
(indica) x IRAT 122 (japonica) em dois locais (Goianira-GO e Boa Vista-RR). Para a analise
de QTL foram mapeados 2.382 marcadores SNPs, os quais identificaram dois QTLs para
produtividade, ambos localizados no cromossomo 6, exclusivamente para o experimento de
Goianira. Os efeitos médios de substituicdo alélica foram de 1.365,20 kg.ha e 1.075,49
kg.ha, e as proporgdes das variancias fenotipicas explicadas pelos QTLs foram de 18% e
29%, classificadas como QTLs de grandes efeitos. Todos os alelos favoraveis para produti-
vidade foram provenientes do genitor IRAT 122. Um dos QTLs identificados para a produ-
tividade apresentou interacdo QTL x E, o que ja era esperado devido a alta significancia das
interacdes G X E detectadas na analise de variancia conjunta. Para o experimento de Goianira
também foi analisado o peso de 100 gréos, e foram encontrados trés QTLS, localizados nos
cromossomos 5, 6 e 12. Os efeitos médios de substituicdo alélica para o peso de 100 grdos
variaram de 0,12 a 0,14 gramas. As proporcdes da variancia fenotipica explicadas pelos
QTLs variaram de 6 a 8%. Cerca de 84% dos QTLs identificados para o peso de 100 graos
foram provenientes do genitor IRAT 122. Nas regides cromossomicas dos QTLs identifica-
dos para produtividade de grdos estdo contidos dois genes: o LOC_0s069g16870, um trans-
poson En/Spm, e 0 LOC_0s069g33320, de funcdo ainda desconhecida, mas cuja expressao
foi quase que exclusivamente identificada nas inflorescéncias de arroz. Para o peso de 100
grdos, a regido cromossémica do QTL localizado no cromossomo 5 esta contido em um
bloco de ligagdo contendo 82 genes que co-segregam, e cujas funcOes putativas incluem,
dentre outras, a regulacdo do perfilhamento, formacéo de pdlen, enchimento de graos e re-
sisténcia a estresse abiotico. Para o QTL identificado no cromossomo 6, nesta regido cro-
mossOmica esta presente o gene LOC_0s06916160, ainda sem atribuicdo de funcéo, mas
cuja expressdo esta localizada quase que exclusivamente na raiz. Ja no cromossomo 12, a
regido cromossémica do QTL contém o gene LOC_0s12g41956, que expressa uma proteina
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da familia galactosil-transferase, que participa da sintese dos RFOs (oligossacarideos da fa-
milia das rafinoses), regulando os niveis de oligossacarideos de reserva nas sementes.

Palavras-chave: Oryza sativa L., peso de 100 gréos, SNP, QTL x E, selecdo assistida por
marcadores.

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



ABSTRACT

SILVA, D. R. A. QTL analysis for yield in rice crossing Epagri 108 (indica) x Irat 122
(japonica) by SNP markers. 2016. 89 p. Dissertation (Master's degree in Genetics and Plant
Breeding) — Agronomy School, Federal University of Goias, Goiania, 2016.1

The rice (Oryza sativa) is a staple food for the majority of the world's population. One of the
main challenges for the breeding programs of this crop is the increase of the yield potential
of commercial cultivars. For the development of superior lines and cultivars is necessary to
identify and incorporate superior alleles in genetic breeding programs. One of the alterna-
tives for the identification of useful genetic variability is the crossing involving genetically
unrelated parents, as well as genotyping and phenotyping the segregating populations de-
rived from these crossings, and posterior analysis of QTL (Quantitative Trait Locus). This
study aimed to identify genes associated with yield of grains in rice through Genotyping by
Sequencing (GBS), field experiments and a posterior analysis of QTL involving 232 RIL’s
(Recombinant Inbred Lines) derived from the inter-subspecific crossing Epagri 108 (indica)
X IRAT 122 (japonica) in two locations (Goianira - State of Goias and Boa Vista - State of
Roraima). For the QTL analysis it was mapped 2,382 SNP markers, which identified two
QTLs for yield, both located on chromosome 6, exclusively for the experiment of Goianira.
The average effects of allele substitutions were 1,365.20 kg.ha-1 and 1,075.49 kg.ha-1, and
the proportions of the phenotypic variance explained by the QTLs were 18% and 29%, clas-
sified as QTL of large effect. All favorable alleles for yield were derived from genitor IRAT
122. One of the QTL identified to the productivity showed interaction QTL x E, which was
expected due to the high significance of interactions G x E detected in the joint analysis. For
the experiment of Goianira was also analyzed the trait hundred grain weight, and it were
found three QTLs on chromosomes 5, 6 and 12. The average effects of the allelic substitution
for the hundred grain weight ranged from 0.12 to 0.14 grams. The proportions of the pheno-
typic variance explained by the QTLs ranged from 6 to 8%. Approximately 84% of the QTLs
for the hundred grain weight were obtained from the parent IRAT 122. In chromosomal
regions identified QTLs for grain yield are contained two genes: the LOC_0s06916870, a
transposon En/Spm, and the LOC_0s06933320 whose function remains unknown, but
whose expression was almost exclusively found in the inflorescences of rice. For the hundred
grain weight, the chromosome region of the QTL located on chromosome 5 is located in a
linkage block with 82 genes that co-segregate, and whose putative functions include, among
others, the adjustment of tillering, pollen formation, grain filling and resistance to abiotic
stress. For the QTL located on chromosome 6 it was identified the gene LOC_0s06916160,
which the function still unassigned, but whose expression is located almost exclusively in
the root. On chromosome 12, the QTL containing the gene LOC_0s12g41956 expresses a
protein of the galactosyl-transferase family, which participates in the synthesis of the RFO’s
(Raffinose Family of Oligosaccharides), regulating the levels of reserve oligosaccharides in
seeds.
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Key words: Oryza sativa L., Hundred grain weight, SNP, QTLXE, Marker-Assisted Selec-
tion.

LAdviser: Prof. Dr. Claudio Brondani. Embrapa Rice and Beans.



1 INTRODUCAO

Melhoramento do arroz para alta produtividade de grdos é um objetivo comum
para os programas de melhoramento dessa cultura. O desenvolvimento de cultivares de arroz
semi-ando (Oryza sativa L.), juntamente com hibridos, resultou em um aumento significa-
tivo da produtividade na Asia desde os anos de 1960 (Gaikwad et al., 2014). No entanto,
atualmente o ganho genético para produtividade tem sido cada vez menor, o que pode ser
insuficiente para atender a demanda alimentar de uma populacdo mundial crescente.

O arroz é cultivado em aproximadamente 161 milhdes de hectares no mundo
(Conab, 2015a), existindo cerca de 230 mil variedades Unicas de arroz armazenadas em ban-
cos de germoplasma (Reifschneider et al., 2015). Dentre estas variedades estdo incluidas
variedades silvestres, tradicionais e modernas representando com isso um dos maiores acer-
vos de recursos geneéticos entre as espécies vegetais de interesse econémico. No Brasil, a
primeira colecdo nuclear de arroz foi estabelecida por Abadie et al. (2005), sendo denomi-
nada Colecdo Nuclear de Arroz da Embrapa (CNAE), estruturada a partir dos 10 mil acessos
do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) dessa instituicdo, na época de sua obtencdo. A
CNAE é composta por 550 acessos subdivididos em trés estratos: 1) Linhagens e Cultivares
Brasileiras (LCB), constituido por gendtipos melhorados por programas de melhoramento
da Embrapa e outras instituicdes brasileiras; 2) Linhagens e Cultivares Introduzidas (LCI),
constituido por genotipos provenientes de programas de melhoramento de outros paises; e
3) Variedades Tradicionais (VT), que relne acessos obtidos por expedi¢cdes de coleta de
germoplasma realizadas em varios estados do Brasil, durante o periodo de 1979 a 2002.
Dentro desses estratos, os acessos de arroz ainda foram divididos conforme sistemas de cul-
tivo: irrigado (1) e sequeiro (S) (ou de terras altas). No estrato VT, foram incluidos ainda
acessos que podem ser cultivados tanto no sistema de terras altas quanto irrigado, e cuja
classificacdo foi denominada de sistema facultativo (F) (Abadie et al., 2005; Brondani et al.,
2006). Apesar da extensa variabilidade genética disponivel, os programas de melhoramento
genético tém priorizado, desde o inicio da decada de 1970, a utilizagcdo de um grupo restrito

de genitores elite, com finalidade de serem preservadas as
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melhores combinacdes de genes. A utilizagdo exclusiva desses genitores tem resultado no
estreitamento da base genética do arroz e na diminuigdo do aumento da producéo, que esta
ao redor de 1% ao ano, 0 que é uma taxa inferior a necessaria para atender a demanda de
consumo prevista para 2050, que seria de 2,4% ao ano (Ray et al., 2013).

Muitas caracteristicas de importancia econémica, como altura de plantas, produ-
tividade de gréos, dentre outras, apresentam um padréo continuo de varia¢do, podendo ser
explicada pela acdo conjunta de um grande nimero de genes — poligenes — que embora apre-
sente um padrdo mendeliano normal individualmente, possuem um pequeno efeito sobre o
fendtipo, sendo muito influenciado pelo efeito ambiental (Bearzoti, 2000). Com o advento
dos marcadores moleculares, capazes de detectar polimorfismos na molécula de DNA, houve
a possibilidade do avanco no estudo dos caracteres quantitativos (Ramalho et al., 2012). Com
isso, foi possivel a elaboracdo de mapas genéticos que apresentassem grande densidade des-
ses marcadores, etapa fundamental para o inicio do trabalho de mapeamento para identificar
locos controladores de caracteres quantitativos, denominados QTL (Quantitative trait lo-
cus). Avancos em modelos estatisticos e tecnologia de marcadores de DNA, bem como a
rapidez no desenvolvimento de recursos genémicos, geraram mapas genéticos e analises de
QTL cada vez mais refinados para diversos caracteres de interesse, como para produtividade,
resisténcia as doencas e tolerancia a seca (Wade et al., 2015; Hur et al., 2016).

O mapeamento de QTL néo esta relacionado apenas com a determinacéo da po-
sicdo destes no genoma, mas também a quantificacdo e a caracterizacdo de seus efeitos,
como interacdes alélicas - por exemplo, o grau de dominancia - de cada um, e mesmo inte-
racOes epistaticas e pleiotrépicas (Bearzoti, 2000). As populacdes derivadas de cruzamentos
sdo utilizadas em mapeamento de QTL, permitindo a flexibilidade na escolha dos parentais,
a determinacdo do esquema de cruzamento e do modo de avango das populacfes segregan-
tes. S&o frequentes o uso de Populacdes F», de Retrocruzamentos, Linhagens Puras Recom-
binantes (RILs), entre outras.

Embora o aumento da producéo do arroz nas ultimas décadas foi devido princi-
palmente ao melhoramento genético aliada a expansdo da area agricola, 0 aumento da pro-
dutividade ainda se faz necessario, a fim de atender o rapido crescimento da popula¢do mun-
dial, em um cenario que inclui diminuicédo da disponibilidade de agua devido ao consumo
humano, e a reducéo da area de plantio devido a degradacédo do solo e a competicdo com o
plantio de outras culturas de maior interesse econdmico (Yu et al., 2012).

Este estudo teve como objetivo a realizagcdo de uma analise de QTL para identi-
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ficar marcadores SNPs relacionados a produtividade de gréos, e com isso, fornecer subsidios
para o desenvolvimento de um conjunto de marcadores para selecdo assistida para produti-
vidade no programa de melhoramento genético de arroz da Embrapa, além de identificar as

RILs mais produtivas para uso potencial como linhagens do referido programa.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A ESPECIE Oryza sativa

2.1.1 Importancia econdmica

O arroz € um dos principais alimentos para populacdo mundial. Considerando
os dados da Conab (2016b), na safra 2015/16, o consumo brasileiro devera ser em torno de
13 milhGes de toneladas, ou seja, superior ao trigo, cuja previsao é o uso de 11,4 milhdes de
toneladas. Dada a sua relevancia no abastecimento interno e na seguranca alimentar da po-
pulacdo, o arroz sempre teve grande importancia na formulacédo e execucdo das politicas
agricolas e de abastecimento no Brasil.

O arroz ¢ cultivado nos cincos continentes, porém cerca de 90% da producéo e
do consumo mundial esta concentrada na Asia. Os principais paises produtores sio: China,
india e Indonésia. Segundo os dados divulgados pelo FAS/USDA, para a safra 2014/15, a
producdo mundial de arroz foi de 714,9 milhdes de toneladas base casca ou 479,43 milhdes
de toneladas de arroz beneficiado. Para tanto, foram plantados 161,48 milhdes de hectares,
com uma produtividade média em torno de 4,5 mil Kg/ha (Conab, 2015b).

Analisando o mercado brasileiro, entre as safras 1990/91 e 2014/15, a producao
expandiu-se 24,36%, resultante principalmente do aumento de produtividade. O grande im-
pulsionador do crescimento do arroz no Brasil foi 0 Estado do Rio Grande do Sul (RS), que
aumentou em 111,21% sua producao nesse periodo. Atualmente, somente 0 RS é responsa-

vel por aproximadamente dois tercos da producdo do grdo no Brasil (Conab, 2015b).

2.1.2 Taxonomia

O género Oryza pertence a ordem Poales, familia Poaceae, subfamilia Oryzoi-
deae, e tribo Oryzeae (Huang et. al., 2012). Descrito por Linnaeus em 1753 0 género possui
duas espécies cultivadas (Oryza sativa L. e Oryza glaberrima Steud) de genoma dipldide

(2n = 24 cromossomos) AA, e cerca de 21 espécies silvestres distribuidas entre 0s
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tropicos da Africa, Asia, Américas e Australia, as quais podem possuir genoma diploide ou
tetrapldide, representando os genomas AA, BB, CC, BBCC, CCDD, EE, FF, HHJJ, GG e JJ
(Ammiraju et al., 2010; Shivrain et al., 2010) (Tabela 1).

Tabela 1. Espécies do género Oryza.

Espécie Regido de origem N° de cromossomos (2n) Genoma
Grupo Oryza sativa
O. sativa L. Asia 24 AA
0. barthii Africa 24 AA
O. glumaepatula América 24 AA
0. breviligulata Africa 24 AA
0. glaberrima Africa 24 AA
O. perennis Asia 24 AA
0. longistaminata Africa 24 AA
O. meridionalis Oceania 24 AA
0. nivara Asia 24 AA
0. rufipogon Asia 24 AA
Grupo Oryza officinalis
O. punciata Africa 48 BBCC
O. minuta Asia 48 BBCC
0. eichingeri Africa 24 cC
0. officinalis Asia 24 ccC
O. rhizomatis Asia 24 ccC
0. alta América 48 CCDD
0. glandiglumis América 48 CCDD
O. latifolia América 48 CCDD
O. austranliensis Oceania 24 EE
0. brachvantha Africa 24 FF
Grupo Oryza granulata
0. granulata Asia 24 GG
O. meveriana Asia 24 GG
Grupo Oryza ridleyi
0. longiglumis Asia 48 HHJJ
O. ridleyi Asia 48 HHJJ

Fonte: Vaughan & Morishima, 2003; Gonzales, 1985.

O. sativa possui duas subespécies, Oryza sativa spp. indica (indica) e Oryza sa-

tiva spp. japonica (Japonica). A sub-especiacao destas, segundo teoria mais aceita, € de que

tenham sido originadas de dois eventos de domesticacdo distintos, ou seja, de duas popula-

cOes diferentes da espécie silvestre O. rufipogon (Hu et al., 2006; Kawakami et al.,2008). A

estimativa do tempo de divergéncia entre as duas subespécies € de aproximadamente 440
mil anos (Ma & Bennetzen, 2004).

O grupo indica é amplamente cultivado em regides tropicais e subtropicais (Wa-
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tanabe, 1997). Morfologicamente, caracteriza-se por possuir colmos longos, alta capacidade
de perfilhamento, folhas longas e decumbentes e ciclo longo, grdos longos e finos, e mostra-
se mais adaptada ao sistema irrigado.

Ja o grupo Japénica é o grupo varietal mais amplamente cultivado nas zonas
temperadas (Nordeste e leste da China, Japdo e Coréia) (Watanabe, 1997). Caracteriza-se
por apresentar colmos curtos e rigidos, pouca capacidade de perfilhamento, folhas estreitas

de cor verde escura, graos curtos e espessos, e ciclo curto.

2.1.3 Genoma do Arroz

Os cereais evoluiram independentemente a partir de um ancestral comum ha
cerca de 50 milhdes de anos, porém seus genomas apresentam alta conservacéo de sequéncia
de nucleotideos (Goff et al., 2002). Algumas das caracteristicas importantes que fizeram a
cultura do arroz (Oryza sativa) ter seu genoma considerado modelo para as gramineas foram:
1) possuir o menor genoma entre as plantas cultivadas com importancia econdmica; 2) pos-
suir uma associacdo colinear com os membros da familia das gramineas, incluindo todos os
cereais importantes; 3) possuir sequéncias gendmicas de alta resolucao de diversos acessos,
armazenadas em bancos de dados publicos; 4) possuir um grande nimero de marcadores
moleculares desenvolvidos (SSR e SNPs); e 5) possuir uma extensa lista de genes de inte-
resse anotados, publicamente disponiveis (Xing & Zhang, 2010).

O arroz foi a primeira cultura de importancia agricola a ter seu genoma sequen-
ciado. Em 2002 foram publicados dois trabalhos independentes do sequenciamento do ge-
noma do arroz: um grupo de pesquisa na China (BGI) sequenciou a cultivar da subespécie
indica 93-11 (Yuetal., 2002), e um consércio internacional sequenciou o0 genoma do cultivar
da subespécie japonica Nipponbare (Goff et al., 2002). Esse consorcio, denominado IRGSP
(International Rice Genome Sequencing Project), tem atualizado frequentemente as infor-
macodes de sequéncias no seu banco de dados por meio do portal RGAP (Rice Genome An-
notation Project) (<http://rice.plantbiology.msu.edu/index.shtml>). De acordo com os dados
mais recentes, o tamanho do genoma do arroz é de aproximadamente 370 Mpb, distribuidos
em 12 cromossomos (Tabela 2) e possui um total de 55.986 locos com funcdo predita, inclu-
indo 39.045 locos de ndo-ETs (elementos transponiveis) codificando 49.066 modelos géni-
cos, 16.941 locos de ETs codificando 17.272 modelos génicos (Kawahara et al., 2013), e
cerca de 4.723.468 marcadores SNPs identificados entre os grupos indica e Japénica (RIS,

2015). O conhecimento da localizacdo de todos 0s genes no genoma aumenta a utilidade de
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marcadores moleculares, pois permite a identificacdo de genes candidatos envolvidos no

controle de caracteristicas especificas de interesse (Sasaki & Burr, 2000).

Tabela 2. Quantidade de genes identificados até 0 momento para as subespécies de arroz
indica e Japonica.

indica Japonica
Cromossomos Genes totais Cromossomos Genes totais
1 6.174 1 5.761
2 4,942 2 4.605
3 5.514 3 4,986
4 4.317 4 3.987
5 3.897 5 3.696
6 3.967 6 3.682
7 3.484 7 3.555
8 3.611 8 3.252
9 2.660 9 2.558
10 2.821 10 2.710
11 2.881 11 2.813
12 2.716 12 2.705
Total 46.984 Total 44.310

Fonte: RIS, (2015).

2.2 MARCADORES GENETICOS

Marcadores genéticos sdo caracteres com heranga simples que podem ser em-
pregados para avaliar diferencas genéticas entre dois ou mais individuos. Estes marcadores
podem ser divididos em dois grupos basicos: marcadores morfoldgicos e marcadores mole-
culares (Bered et al., 1997).

A tecnologia de marcadores moleculares viabiliza a caracterizacdo genética de
grande nimero de geno6tipos através de procedimentos relativamente simples e rapidos (Be-
red et al., 1997). Entre os marcadores mais conhecidos identificados por hibridizacdo estdo
os marcadores RFLP e minissatélites ou locos VNTR (Variable Number of Tandem Repeats)
(Jeffreys et al., 1985). A classe de marcadores revelados por amplificagdo por PCR (Polyme-
rase Chain Reaction) inclui os marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
(Williams et al., 1990), os microssatélites ou SSRs (Simple Sequence Repeats) (Litt & Lutty,
1989), os ISSRs (Inter Simple Sequence Repeats) (Zietkiewicz et al., 1994) e os SNPs (Single
Nucleotide Polymorphisms), que geralmente apresentam natureza bialélica (Rafalski, 2002).

O grande marco para o0 emprego em rotina de marcadores SNPs, que por defini-

cao, é um sitio do DNA onde foi observada a substituicdo de uma Unica base entre amostras
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de individuos (Risch et al., 1996), foi com o desenvolvimento da tecnologia NGS. Essa tec-
nologia é capaz de produzir uma enorme quantidade de dados de sequéncia, da ordem de
bilhGes de bases, em um curto intervalo de tempo, em sistemas automatizados, a um baixo
custo por base sequenciada (Ganal et al., 2009). Dessa forma, essa tecnologia aumentou
significativamente a velocidade de descoberta de SNPs e, consequentemente, estimulou a
sua aplicacdo em diversas areas, inclusive na conservacdo de germoplasma e no melhora-
mento genético de plantas (Silveira, 2014).

O advento das tecnologias de sequenciamento de nova geracéo (NGS) tem per-
mitido o desenvolvimento de novas metodologias para estudos que envolvem a genotipagem
de individuos de populagdes naturais, acessos de bancos de germoplasma e populacfes de
programas de melhoramento genético (Davey & Blaxter, 2011). Com isso, varios métodos
foram desenvolvidos para a descoberta de marcadores moleculares e genotipagem de alto
desempenho utilizando enzimas de restricdo. Todos os métodos envolvem os seguintes pas-
sos principais: a) a digestao de varias amostras de DNA gendmico com enzimas de restri¢ao;
b) uma selecdo ou reducdo dos fragmentos de restri¢do resultantes, e o sequenciamento de
nova geracdo com o grupo de fragmentos finais. Entre as abordagens NGS, destacam-se o
sequenciamento de representacdo reduzida (RRLs e CRoPS); e técnicas de sequenciamento
que utilizam cddigos de barra e agrupamento dos fragmentos (Rad-seq; Dart-seq e GBS)
(Elshire et al., 2011).

A genotipagem por sequenciamento (GBS) é um tipo de metodologia utilizado
a partir da tecnologia NGS, possuindo um bom custo-beneficio para os estudos no melhora-
mento de plantas. Essa técnica possui alta capacidade na producéo de polimorfismos de nu-
cleotideo unico (SNPs) para uso na andlise genética. Para a realizacdo dessa metodologia €
utilizado enzimas de restricdo sensiveis a metilacdo com o objetivo de reduzir a complexi-
dade do genoma e evitar a fraccdo repetitiva do genoma, onde a metilacdo tera mais chance
de ocorrer. Qutras vantagens principais deste sistema incluem a reducdo do manuseamento
da amostra, menos passos de purificacdo e de PCR, ndo possuindo fraccionamento de tama-
nho, aliado a um menor custo de codificacdo, pois € utilizado adaptadores contendo codigos
de barra.

O desenvolvimento de marcadores moleculares, e suas aplica¢fes na construcdo
de mapas genéticos e mapeamento de QTL facilitaram a investigagdo das bases genéticas
dos caracteres quantitativos. Em arroz, mapas de ligagdo foram inicialmente obtidos com

base no polimorfismo de fragmentos de restricdo (RFLP) (McCouch & Doerge, 1995) e
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marcadores microssatélites (SSR) (McCouch et al., 1997). Popula¢fes de mapeamento es-
pecificamente desenvolvidas para dissecacdo das bases genéticas da produtividade através
do mapeamento de QTL permitiram a identificacdo de centenas de genes relacionados ao
carater (Xing & Zhang, 2010).

2.3 MAPEAMENTO DE QTL

O mapeamento genético é de grande utilidade para os programas de melhora-
mento de plantas por possibilitar o mapeamento de locos que controlam caracteristicas quan-
titativas (QTL — Quantitative Trait Loci). Proporciona também o conhecimento sobre a po-
sicdo de um gene e a sua regido adjacente, juntamente a predi¢do de descendéncias de cru-
zamentos controlados, além de contribuir para estudos de sintenia ou mapeamento compa-
rativo e clonagem de genes (Shirasawa et al., 2013). Uma das mais importantes utilidades
dos mapas genéticos ¢é, sem divida, 0 mapeamento de genes e QTL. A partir do mapeamento
de QTL é possivel estudar a base genética dos caracteres complexos (Bhering & Cruz, 2008),
como é o caso da maioria dos caracteres de interesse econdémico das plantas cultivadas.

QTL refere-se a uma associacdo estatistica entre uma regido do genoma e um
carater (Resende, 2008). A base de toda a deteccdo de QTL, independentemente da cultura
aqual ele é aplicado, € a identificacdo de associa¢do entre os fenotipos geneticamente deter-
minados e marcadores genéticos especificos. Qualquer fenotipo mensuravel é, em principio,
passivel de andlise de QTL (McCouch & Doerge, 1995). O nimero de QTL que podem ser
detectados num Unico experimento ou huma Unica populacgdo é particularmente pequeno. No
entanto, isso ndo indica que a variagdo da caracteristica nessa determinada populagéo é con-
tribuida apenas por poucos genes. Em vez disso, o pequeno nimero de QTL reflete no re-
sultado dos limites rigorosos usados para controlar os efeitos do falso positivo (erro tipo I).
As consequéncias destes limites rigorosos sdo que apenas locos que conferem efeitos maio-
res poderiam ser considerados como QTL, deixando de ser detectados a maioria dos genes
gue causam efeitos menores (Xing & Zhang, 2010).

Atualmente, conforme o banco de dados PubMed do NCBI, cerca de 80 traba-
Ihos tém relacdo com a analise de QTL para produtividade de grdos na cultura de arroz
(NCBI, 2015). Segundo o portal Gramene (www.gramene.org) estdo catalogados 8.646
QTLs para todas os caracteres da planta do arroz ja estudados, dos quais 2.877 sdo QTLs
relacionados a produtividade. Comparando os trabalhos realizados para produtividade e para

seus componentes (nimero de paniculas por planta, o nimero de gréos por paniculas e peso
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de gréos), foram encontrados menores nimeros de QTLs exclusivamente para produtividade
(cerca de 974 QTLs) do que para seus componentes (cerca de 1.903 QTLs), por se tratar de
uma caracteristica mais complexa (Xing & Zhang, 2010). De acordo com esses autores, uma
das razfes para isso € que os dados de produtividade geralmente séo relacionados a maiores

erros experimentais.

2.3.1.1  Populacdes utilizadas nas analises de QTL

A selegdo da populacdo para mapeamento envolve a escolha de genitores e a
determinacdo do tipo de cruzamento, juntamente ao método de conducdo da populacéo se-
gregante, sendo considerada uma etapa critica para o sucesso da construcdo do mapa e pos-
terior analise de QTL (Staub et al., 1996). No entanto, independentemente dessa escolha,
duas condicdes basicas devem ser atendidas: 0 maximo de polimorfismo entre os genitores,
e que sejam produzidas geragdes em que os locos estejam em desequilibrio de ligacdo (Pa-
terson et al., 1991; Tanksley, 1993).

Os tipos de populacdes mais utilizadas para a construcdo de mapas de QTL séo
linhas puras recombinantes (RIL’s — Recombinant Inbred Lines), populac@es obtidas por
retrocruzamento, populacgdes F», linhagens de duplo-hapléides ou popula¢des geradas a par-
tir de cruzamento entre parentais heterozigotos (Carneiro et al., 2002; Collard, et al., 2005).
Populacdes RILs (tipo de populacdo utilizada neste estudo) sdo geradas a partir do cruza-
mento entre dois parentais homozigotos, seguido de etapas sucessivas de autofecundacao
por SSD (single seed descent) a partir da populagdo F», ou de cruzamento entre irmé&os, que
resultam na criacdo de uma populagdo de linhagens puras, cujo genoma é um mosaico (re-
combinac¢édo) dos genomas dos parentais (Broman, 2005). Em geral, o tempo necessario para
o0 desenvolvimento desse tipo de populacdo varia entre seis a oito gera¢fes. Dado o maior
namero de geragdes de recombinacdo neste caso, o desequilibrio de ligacdo presente na po-
pulacdo utilizada é menor do que aquele encontrado nas populagdes de retrocruzamento e
F2, 0 que diminui o poder de deteccao de ligacao entre os locos. No entanto este delineamento
produz genotipos que podem ser perpetuados e distribuidos para diversos laboratérios em
muitos locais diferentes. Isto torna possivel o desenvolvimento de estudos de mapeamento
conjunto por parte de diversos grupos de pesquisas, que podem assim colaborar entre si para
a elaboracéo de um mapa unico mais complexo (Coelho, 2000).

Os diversos tipos de populacGes que podem ser utilizados para realizar o mape-

amento genético de especies vegetais ttm em comum o fato de que sdo produzidas geracoes
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em desequilibrio de ligacdo para os locos segregantes, permitindo a realizagéo da analise de
ligagdo. O desequilibrio de ligagdo pode ser decorrente de diversos fatores, incluindo selecéo
e deriva genética. Entretanto, em geracdes segregantes derivadas de cruzamentos entre li-
nhagens (geragdo F e de retrocruzamentos), a causa predominante do desequilibrio de liga-
cao é a ligacdo fisica dos locos, a qual atinge seu ponto maximo nas populacdes derivadas
de cruzamentos controlados e, como consequéncia, a capacidade de detectar a ligagéo tam-

bém é maxima (Coelho, 2000).

2.3.1.2  Métodos de Analise de QTL

Diferentes abordagens estatisticas sdo usadas no mapeamento de QTL, depen-
dendo da estrutura da populacdo de mapeamento, do numero (densidade) e tipo de marcado-
res usados. Com limitado numero de marcadores por cromossomo e desequilibrio de ligacao
apenas dentro de familias ou cruzamentos, a estratégia da analise de ligacdo deve ser usada.
Com grande numero e alta densidade de marcadores no genoma, torna-se possivel a associ-
acao mais proxima dos QTLs, em vez da utilizacdo da analise de ligacdo, utiliza a abordagem
de analise de desequilibrio de ligacdo, que se baseia no desequilibrio de ligacdo entre mar-
cador e 0 QTL na populacéo inteira e ndo apenas dentro de familias. Para que isso ocorra,
marcador e QTL devem estar em ligacdo muito préxima e, portanto, havera uma baixa taxa
de recombinacdo (Resende, 2008).

O sucesso do mapeamento de QTL envolve cinco etapas importantes: 1) escolha
cuidadosa dos parentais, que devem ser contrastantes para o carater de interesse; 2) obtencéo
da populacao segregante, maximizando o potencial de evidenciar o desequilibrio de ligacdo
entre um loco marcador e regido genémica associada ao controle do carater de interesse; 3)
genotipagem dos individuos que comp&em a populacdo segregante; 4) avaliacdo fenotipica
da populacdo segregante; e 5) andlise estatistica da co-segregacdo marcador/fenétipo (Coe-
Iho, 2000; Hao & Lin, 2010).

Dentre os métodos gerais de analise e mapeamento de QTL, destacam-se: 1) a
analise de marcas simples (um marcador de cada vez), que € Util quando o objetivo é somente
a deteccdo de QTL ligado ao marcador, mas nédo a estimacao da posicao e dos efeitos do
QTL,; 2) o mapeamento por intervalo simples, proposto por Lander & Botstein (1989), que
considera marcadores adjacentes e entdo propicia um aumento no poder de detecgéo e esti-

mativas mais precisas da posicao e efeitos dos QTL; e 3) o mapeamento por intervalo com-
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posto apresentado por Jansen (1993) e Zeng (1994), que considera varios marcadores simul-
taneamente e é uma abordagem ainda melhor quando multiplos QTL estdo ligados nos mul-
tiplos intervalos, pois considera varios QTL simultaneamente e permite incluir os efeitos
epistaticos no modelo (Resende, 2008).

Alguns exemplos encontrados na literatura utilizando diferentes abordagens es-
tatisticas: Zhang et al. (2014) identificaram um importante QTL para a formacédo da folha
bandeira e contetdo de clorofila em arroz (QLSCHL,) utilizando para isso uma populagéo de
207 RILs, proveniente do cruzamento entre o cultivar 93-11 (indica) e Nipponbare (Japo-
nica). Foi construido um mapa genético de ligagdo com 150 marcadores SSRs, totalizando
um tamanho de 1.476,6 cM. O método de mapeamento utilizado foi o intervalo composto,
por meio do software Qgene versdo 4.0. Os autores observaram que, apos a clonagem e a
analise de expressdo, 0 QTL LSCHLA4 é alelo de Nall, um gene mutante previamente relatado
em linhagens geneticamente modificadas superexpressando LSCHL4 no cultivar Nipponbare
e uma linha quase isogénica de 93-11 (NIL-9311) aumentaram significativamente o teor de
clorofila, o tamanho da folha bandeira e aumento da panicula. A produtividade média de
NIL-9311 foi 18,70% maior do que a 93-11.

Peng et al. (2014) utilizaram uma populagéo de 132 RILs de arroz a partir de um
cruzamento entre 93-11 (indica) e PA64s (Javanica). Para o mapeamento de QTL, utilizaram
a abordagem de mapeamento por intervalo simples através do software MultiQTL 1.6. Fo-
ram identificados os QTL qPPBs e gPPBg, que controlam o nimero de panicula do ramo
primario. Com a utilizacéo da populacdo RC3F derivada de um retrocruzamento entre uma
RIL contendo o alelo PA64s e a cultivar 93-11, qPPB3 foi mapeado para uma regido geno-
mica de 34,6 kpb no cromossomo 3. Anélise de predicdo génica identificou quatro genes
putativos nessa regido, entre os quais 0s03g0203200, um gene previamente relatado para a
altura das plantas e numero de perfilhos.

Xu et al. (2015) estudaram o carater peso de grdos de arroz, por meio de 234
RILs derivada de um cruzamento entre as cultivares indica M201 (graos de tamanho grande)
e JY293 (grdos de tamanho pequeno). Para 0 mapeamento de QTL foi utilizado o modelo de
mapeamento por intervalo simples por intermédio do software IciMapping v. 3.3. Duas re-
gides de marcadores foram relatadas em 24.600.000-24.850.000 pb e 25.000.000-
25.350.000 pb no cromossomo 3, onde identificaram uma relacéo alta com o peso de mil

grdos (TGW). Em seguida, um mapa de ligacdo do cromossomo 3 foi construido com 100
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marcadores SSR e 202 marcadores SNPs. O mapeamento de QTL para o TGW, compri-
mento de graos, largura de graos, e espessura de graos revelaram um grande QTL na segunda
regido e outros dois QTL menores para peso de graos. Estes trés QTL exibiram efeitos hie-
rarquicos para o comprimento e peso de grdos, seguindo a seguinte ordem: qTGW3.2
(qGL3), qTGW3.1 (GS3) e qTGW3.3. Comparac¢des multiplas de médias entre as oito com-
binacdes de 3 QTL revelou que as linhas com dois dos trés QTL derivados do cultivar M201
exibiram um aumento para TGW (40.29) e as linhagens com ambos alelos qTGW3.1 e
gTGW3.3 proveniente do M201 (42.5g) tiveram TGW semelhante ao alelo sozinho
qTGW3.2 (40,8 g). Foram propostas duas estratégias para melhorar o peso de gréos por se-
lecdo assistida por marcadores: 1) introduzir o novo alelo sozinho qTGW3.2, ou 2) piramidar
os alelos qTGW3.1 e qTGW3.3.

2.3.1.3 Interacdo QTL x Ambientes

O crescimento e o desenvolvimento de plantas sdo influenciados pelos compo-
nentes genético (G), ambiental (E), e de interacdo entre eles (G x E). Para o desenvolvimento
de gendtipos adaptados a varios ambientes, deve ser avaliada e contabilizada a interacdo G
x E em programas de melhoramento de plantas (EI-Soda et al., 2014). A capacidade de adap-
tacdo para plantas autdgamas somente ¢é possivel através do fendmeno chamado “plastici-
dade fenotipica”, que consiste na capacidade de sobrevivéncia e reproducao tanto em ambi-
ente favoravel, quanto com recursos escassos. Para que isso ocorra, hd a necessidade de
alteracOes na expressdo genética e mudancas na fisiologia vegetal em resposta a estimulos
ambientais (Van Kleunen & Ficher, 2005; Juenger, 2013).

Plasticidade fenotipica pode ser entendida, segundo essa concepg¢ao, como uma
propriedade da norma de reacdo (Liefting & Ellers, 2008; Liefting et al., 2009). Para tornar
essa interpretacdo possivel, em geral o conceito de plasticidade fenotipica é limitado as al-
teracOes permanentes causadas pelo ambiente durante o desenvolvimento (tempo de desen-
volvimento, tamanho, produtividade, etc.). Dessa forma, cada genotipo pode ter sua plasti-
cidade fenotipica avaliada através de sua norma de reacdo: se um gendétipo ndo apresenta
plasticidade fenotipica em resposta a uma determinada variavel ambiental, sua norma de
reacao serd paralela ao eixo de variagdo ambiental, representando um fendtipo fixo indepen-
dente do ambiente; caso contrério, havendo qualquer curvatura ou inclinagdo da norma de
reacdo, 0 genotipo apresenta alguma plasticidade fenotipica em resposta a variagdo ambien-
tal (Figura 1) (Rocha & Klaczko, 2012).
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Figura 1. Plasticidade fenotipica e interagdo genétipo x ambiente (G x E). Quatro exemplos de nor-
mas de reacdo ilustram (A) a plasticidade fenotipica dos gendtipos entre ambientes, e (B-D) uma
diferenca genética entre os gendtipos para plasticidade indicando interacdo G x E. Genétipo 1 é a
linha vermelha e o gendtipo 2 a linha azul em cada grafico. Em (A), os valores fenotipicos mudam
entre ambientes, mas as normas de rea¢do permanecem em paralelo, porque a resposta as condi¢oes
ambientais é similar para ambos os gen6tipos. Em (B) e (C) existe uma interacdo de efeito de escala
indicando interacdo G x E, uma vez que cada gendétipo tem uma resposta diferente para cada um dos
ambientes, mas sem as normas de reagdo se cruzarem, enquanto que em (D), existe um forte efeito
sobre o fendtipo em resposta aos diferentes ambientes, também indicando interacdo G x E, causando
normas de reacgdo cruzada (El-Soda et al., 2014).

Quando plasticidade fenotipica difere entre os genotipos, ela é descrita como
interacdo G x E (Assmann, 2013; Juenger, 2013). A interacdo G x E reduz a associagéo entre
os valores fenotipicos e genotipicos e leva a distintos niveis de significancia do efeito do
QTL em diferentes ambientes (Vieira et al., 2006). A presenca de interacdo QTL x E foi
detectada pela inconsisténcia na deteccdo de QTL em ambientes distintos, bem como pela
variacao de seus efeitos (Boer et al., 2007; Bernardo, 2008).

Existem varios modelos estatisticos disponiveis que podem ser usados para de-
teccdo dessa interagcdo QTL x E, como por exemplo ANOVA (Romagosa et al., 2009), Mo-
delo multivariado de maxima verossimilhanga em mapeamento por intervalo (Jiang & Zeng,
1995), matriz de covariancia altamente estruturada (Piepho, 2005), abordagem de regressao
multivariada (Knott & Haley, 2000) e método de mapeamento Bayesiano (Chen et al., 2010).
QTL estaveis sdo os principais alvos para 0s programas de melhoramento, porque mostram
um efeito consistente em todos os ambientes. Esta é a situacdo ideal para a utilizacdo em

selecdo assistida, pois tais QTLs podem ser utilizados para melhorar o desempenho em todas
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as regides em que a cultura pode ser estabelecida. No entanto, a maioria dos QTLs possuem
efeito especifico do ambiente sobre o fendtipo e, assim, contribui para a interacdo QTL x E.
Embora o alvo para 0 melhoramento sdo os QTLs estaveis, 0s QTLs que possuem interaces
ambientais podem ser Gteis em ambientes similares.

Segundo El-Soda et al. (2014), a base genética da interacdo G x E e da interacdo
QTL x E origina-se da expressao diferencial dos genes ao longo dos ambientes e pode ocor-
rer de trés maneiras (Figura 2): 1) um QTL pode afetar o mesmo carater em ambientes dife-
rentes, porém com efeitos significativamente diferentes entre os ambientes (Figura 2,
QTL3); 2) alguns QTLs pode se expressar em um ambiente e ndo em outro, o que faz com
que ele seja detectado de forma inconsistente entre os diferentes ambientes (Anderson et al.,
2013; Tuberosa, 2014) (Figura 2, QTL4), sendo que estes QTLs sdo relativamente faceis de
incorporar em programas de melhoramento genético porque os alelos favoraveis seleciona-
dos irdo conferir uma vantagem em alguns ambientes, enquanto que em outros ambientes,
pelo menos, serdo observados sem efeitos negativos; e 3) 0 mais critico tipo de QTL, sdo
aqueles que contribuem com efeitos opostos sobre o fendtipo para interacdo QTL x E (Figura
2, QTLD5), pois o efeito do alelo favoravel dependera do ambiente em que o experimento esta
sendo conduzido. Além de considerar a interacdo QTL x E, o melhorista deve estar atento
para a consisténcia dos QTLs entre diferentes populacGes (Groh et al., 2001).

Segundo Rumin (2005), a avaliacdo da consisténcia das associa¢fes implica em
verificar se uma determinada associagdo marcador-fenotipo repete em todos os ambientes,
ou ao menos na maior parte dos ambientes utilizados. A repeticdo das associacdes ao longo
dos ambientes é tomada como evidencia da auséncia de interacdo QTL x E, enquanto a de-
teccdo da associacdo em apenas um ou alguns dos ambientes é considerada como evidéncia

de interacao.
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Figura 2. Efeitos dos QTL especificos com o ambiente. QTL1 e QTL2 sdo estaveis com efeitos
aditivo variando positiva ou negativamente, ndo mostrando interacdo QTL x E. QTL3 mostra intera-
¢ao Q x E porque o seu efeito sobre o fendtipo é mais forte em um ambiente do que no outro. QTL4
também mostra Q x E, no entanto, é condicionalmente neutro, porque sé é detectado no ambiente 1.
QTL5 mostra forte interacdo Q x E porque os efeitos fenotipicos possuem valores opostos quando
comparados os dois ambientes (EI-Soda et al., 2014).

2.4  SELECAO ASSISTIDA POR MARCADORES (SAM)

No processo de selecdo genética para caracteres quantitativos, como a produti-
vidade de grdos, em que a influéncia do ambiente é maior, espera-se maior contribuicdo dos
marcadores moleculares, em razdo das dificuldades envolvidas no processo de selecdo feno-
tipica (Borém & Caixeta, 2006). Para que as informag6es de marcadores moleculares sejam
Uteis no processo seletivo, a primeira etapa é a identificacdo de marcadores associados aos
QTL envolvidos no controle do caréater de interesse. Esses marcadores podem ser utilizados
na selecdo de genotipos superiores. A SAM consiste de dois passos principais: i) a identifi-
cacdo de associacOes entre locos marcadores e QTL; e ii) 0 uso dessas associa¢des para 0
desenvolvimento de populacfes melhoradas (Bulfield, 1997). Entretanto, a SAM deve ser
utilizada como ferramenta auxiliar e ndo substituta aos métodos tradicionais de melhora-
mento genético (Jangarelli et al., 2010a). Diversos trabalhos para identificacdo de QTL re-

lacionados a produtividade de arroz tém sido realizados envolvendo genotipagem de SNPs
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de alta densidade, porém a conversdo desse conhecimento em ferramenta para o melhora-
mento ou clonagem para geracao de plantas geneticamente modificadas permanece um de-
safio (Mammadov et al., 2012; Swamy & Kumar, 2013; Tan et al., 2013). Um dos motivos
da reducdo da correlacdo marcador/fendtipo € o ambiental, juntamente com o efeito do
background genético (Xu, 2013).

A selecdo assistida por marcadores (SAM), em relacdo aos caracteres quantita-
tivos, € eficiente quando a herdabilidade do carater é baixa e quando os marcadores explicam
alta proporc¢éo da variancia aditiva dos caracteres (Lande & Thompson, 1990). Como a pro-
dutividade de gréos € um carater que apresenta baixa herdabilidade e é controlada por grande
namero de genes de pequeno efeito, para se identificar um grupo de marcadores que explique
uma maior proporc¢éo da variacdo fenotipica, é necessario utilizar grande namero de marca-
dores, dispersos no genoma (Bernardo, 2002; Xu et al., 2005).

Para incorporar informacdes dos marcadores moleculares aos programas de me-
Ihoramento, devem ser realizados trabalhos com a selecdo assistida por marcadores molecu-
lares em condi¢Bes comuns as de programas de melhoramento que visem a obtencéo de li-
nhagens mais produtivas. Nesses programas, normalmente, as familias a serem selecionadas
séo oriundas de populac6es com alta produtividade, obtidas a partir do cruzamento de linha-
gens elite e cultivares ja melhoradas, e que apresentam, portanto, menor variabilidade do que
em estudos basicos de mapeamento (Pereira et al., 2008).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 DESENVOLVIMENTO DA POPULACAO SEGREGANTE

A populacéo segregante RIL do cruzamento Epagri 108 (sistema de cultivo irri-
gado) x IRAT 122 (sistema de cultivo de sequeiro) foi desenvolvida na Embrapa Arroz e
Feijdo. Evidenciando que este estudo deriva de uma pesquisa anterior, conduzida na Em-
brapa Arroz e Feijdo, onde foram geradas 198 combinacdes envolvendo gendtipos da CNAE
com alto potencial produtivo em esquema de cruzamento em dialelo. Desse total de combi-
nacOes foram escolhidos quatro cruzamentos que apresentaram média de produtividade su-
perior na geragéo F>: Epagri 108 (irrigado) x IRAT 122 (sequeiro); Epagri 108 (irrigado) x
Manijau (irrigado); Araguaia (sequeiro) x IRAT 122 (sequeiro); e Araguaia (Sequeiro) X
Manijau (irrigado). Um desses cruzamentos (Epagri 108 x IRAT 122), realizado em 2005,
foi avaliado nesse estudo, apds a etapa de avancgo de 280 familias da geracdo F» até F7 pelo
método SSD (single seed descent), dando origem entdo as linhas puras recombinantes (RILs,
recombinant inbred lines). A escolha desses genitores levou em consideragédo a formacao de
geracOes com divergéncia consideraveis entre si, por ser oriunda de um cruzamento intersu-
bespecifico, e também pela alta capacidade especifica de combinacdo (CEC) para producgéo

de gréos de arroz.

3.2 EXPERIMENTOS DE CAMPO

Foram avaliadas 280 RILs, os dois parentais e sete testemunhas (Maninjau,
BRAO051108, BR IRGA 409, BRS Alvorada, IRGA 417, BRS TAIM, BRS Catiana) sob o
sistema de cultivo irrigado, em dois experimentos conduzidos em ambientes distintos, na
mesma safra (novembro de 2014 a abril de 2015). Um dos experimentos foi instalado na
Fazenda Palmital da Embrapa Arroz e Feijdo, municipio de Goianira - GO (16° 26" S, 49°
23" W e altitude média de 728 m), e 0 outro na Embrapa Roraima, municipio de Boa Vista -
RR (2° 48' N, 60° 39" W e altitude média de 61 m). O delineamento utilizado foi o Latice
quadrado 17 x 17, com duas repeti¢fes, sendo a parcela constituida por quatro linhas de

quatro metros de comprimento e densidade de semeadura de 80 sementes/metro no plantio



36

mecanizado (Embrapa Arroz e Feijdo), e quatro linhas de cinco metros de comprimento no
transplantio manual (Embrapa Roraima), ambos com espagamento de 20 cm entre linhas. A
area util para estimar a produtividade de gréos foi constituida pelas duas linhas centrais (des-
considerados 50 cm da extremidade de cada linha), totalizando 1,2 m?2 para o ensaio da Em-

brapa Arroz e Feijdo, e 1,6 m? para o ensaio da Embrapa Roraima.

3.2.1 Avaliacéo fenotipica dos experimentos
Foram avaliados 0s seguintes caracteres nos ensaios de campo:

a) Produtividade de gréos (Prod): apds a completa maturacao fisiolégica dos gréos de
cada parcela, as paniculas de arroz da area util foram colhidas manualmente, acondi-
cionadas em sacos de fibra de algodéo e posteriormente, submetidas a trilha e abana-
cdo. Foi determinado o peso de gréos por parcela, posteriormente transformados para
kg.ha.

b) Peso de 100 gréos (P100): contagem e determinacéo do peso de 100 gréos em gramas.

3.2.2 Analise estatistica

Com a utilizacdo dos dados por parcela, foram realizadas analises de variancia
para cada ambiente utilizando o modelo aleatério, além de uma anélise conjunta, onde foi
aplicado um modelo aleatorio tanto para o efeito de ambientes, quanto para as interacdes
linhagens x ambientes. As estimativas de componentes de variancia foram obtidas pelo mé-
todo de méaxima verossimilhanca residual (REML), com aplicagdo do procedimento de me-
Ihor predicéo linear ndo viesada (BLUP) para a predicdo dos valores genéticos dos efeitos
aleatdrios (EBLUP) associados a cada uma das RILs, de acordo com o procedimento descrito
por Bueno et al. (2012).

Os dados de producio de graos (Prod, em kg.ha*) e de peso de 100 graos (P100,
em gramas), envolvendo progénies RILs e testemunhas, considerando o delineamento de
Latice 17 x 17, foram submetidos a analise de variancia individual em cada experimento
conforme o0 modelo a seguir:

Yijm = 4 + Ip + Djip + tm + Qi + &ijm

em que, segundo adaptacdo de Duarte et al. (2001):
- Vijm € @ observacéo do genotipo i no bloco j, sendo o gendtipo pertencente ao tipo m;

- 1 € a média geral (constante inerente a todas as observagdes);



37

- 1p € 0 efeito fixo de repeticdo p (p = 1, 2, ..., P; neste caso P = 2);

- bjip € 0 efeito aleatorio de bloco j (j =1, 2, ..., J) dentro das repeti¢des p;

- tm € 0 efeito fixo de tipom (m =1, 2, ..., M; neste caso M = 2, com um grupo das progénies
e outro de testemunhas);

- giim € 0 efeito aleatorio de geno6tipo i (progénies ou testemunhas) dentro do tipo m (i = 1,
2,..P,P+1 P+2,.,P+T;sendo P onumerode progénies e T o nUmero de testemunhas),
assumindo gim ~ NID N (0, & %gm); €

- &ijm € 0 erro experimental associado a ijm-ésima parcela, assumindo-se independente e iden-
ticamente distribuido, sob NID N (0, ¢?).

Ap0s a obtencdo das andlises individuais para apenas um local, os dados foram
submetidos a anélise conjunta de variancia para todos os locais, conforme o modelo a seguir:

Yijkm =t + I+ bjx + tm + Gim + thnk + Qiik + &ijkm

em que, segundo adaptacao de Duarte et al. (2001):

- Yijkm € @ observacao do genotipo i, no bloco j, no local k, sendo o gendtipo pertencente ao
tipo m;

- 1 € a média geral (constante inerente a todas as observagoes);

- I« é o efeito fixo de local k (k =1, 2, ..., K);

- bji é o efeito aleatério de bloco j (j =1, 2, ..., J), dentro do local k;

- tm € 0 efeito fixo de tipom (m =1, 2, ..., M; neste caso M = 2, com um grupo das progénies
e outro de testemunhas);

- giim € o efeito aleatdrio de gendtipo i (progénies e testemunhas) dentro do tipom (i =1, 2,
.o P,P+1 P+2 .., P+T,;sendo P onumero de progénies e T 0 nimero de testemunhas),
assumindo gim~NID N (0, o %gm);

- tlnk € 0 efeito aleatdrio da interacdo entre tipo m e local k, assumindo tlnk~NID N (0, o 2);
- giik é 0 efeito aleatdrio da interagéo entre o genotipo i e o local k, assumindo giik ~ NID N
0, 0%); e

- &ijkm € 0 erro experimental médio associado a ijkm-ésima parcela, assumido independente e
identicamente distribuido, sob NID N (0, o 2).

Os seguintes parametros genéticos dos tratamentos foram estimados para cada

carater com base nas variancias obtidas pela ANOVA: variancia genotipica (o%g); variancia
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2
fenotipica com base nas médias dos tratamentos (c%); & h2 = % , em que hZ é o coeficiente
F

de herdabilidade com base nas médias dos tratamentos. As analises estatisticas dos dados

fenotipicos foram realizadas pelo programa R verséo 3.2.4.

3.3 ANALISES MOLECULARES

Os DNAs genémicos das 280 RILs e seus genitores foram obtidos a partir de
folhas jovens, por meio do kit comercial DNeasy 96 Plant Kit (Qiagen). Para a genotipagem
de ampla cobertura genémica foi utilizada a metodologia GBS (Genotyping by sequencing),
conduzida no BGI, China. Nesta empresa foram construidas as bibliotecas genémicas e con-
duzido o sequenciamento das RILs. A coleta de dados foi realizada em uma plataforma Ge-
nome Analyzer Il (Illumina) e o sequenciamento foi do tipo single-end com plexagem de 96
amostras. Apds o recebimento dos dados de genotipagem dos SNPs (Single-nucleotide
polymorphism) foi realizada uma andlise bésica através do programa Haploview verséo 4.2,
para a retirada dos alelos raros que poderiam gerar falsas associacfes com o fendtipo, utili-
zando estimativas prévias de desequilibrio de ligacdo e indices de endogamia obtidos para a
cultura do arroz. Para a deteccdo de SNPs presentes nas RILs, foi definido o valor de Fre-
guéncia Minima dos Alelos (FMA) como 0,05. Este valor corresponde a frequéncia minima
que o alelo deve apresentar para ser considerado na analise. Além disso, foram considerados
como requisitos o coeficiente de endogamia igual a 0,9 e cobertura minima dos locos igual
a 0,2, ou seja, pelo menos 20% das linhagens deverdo possuir os dados deste marcador, a
qual por sua vez corresponde ao numero de acessos com pelo menos uma marca (tag) em
cada loco.

Com a utilizagdo do programa MapDisto verséo 1.7.7, foi realizado o teste de
qui-quadrado para identificacdo dos desvios da segregacdo Mendeliana, empregando-se um
nivel de significancia (o) conjunto de 5% de probabilidade, a partir do qual foi obtido o nivel
de significancia individual para o teste de cada marcador, como sugerido por Bonferroni
(Province, 2001). O mapa de ligacdo foi construido por esse mesmo programa, utilizando
um LOD > 2 ¢ frequéncia maxima de recombinacdo 6 = 0,3, com cada grupo de ligacéo
sendo mapeado separadamente, uma vez que a ordem dos marcadores em cada grupo de
ligacdo foi pré-estabelecida no sequenciamento realizado pela empresa BGI. As fracfes de
recombinacéo entre eles foram transformadas em distancias genéticas (cM) pela funcédo de
KOSAMBI (1943).
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3.4 ANALISE DE QTL

O mapeamento de QTL obtido por marcadores SNPs e as medias ajustadas das
linhagens para os caracteres produtividade (Kg.ha') e peso de 100 gréos (g), para cada local,
foi realizada pelo programa computacional QTL Cartographer verséo 2.5, médulo JZmapqtl
(Wang et al., 2001). O método de mapeamento por intervalo composto expandido para mal-
tiplos ambientes (mCIM) utilizando o modelo 6 e o teste de hipotese 14 (referente ao teste
de interacdo ambiental para dados com dois genotipos por marcador), proposto por Jiang e
Zeng (1995), foi utilizado para 0 mapeamento de QTL, pois além de conter informacéao da
significancia da interacdo QTL x ambiente, esse método avalia os QTL significativos para
cada ambiente separadamente. Antes da entrada dos dados no programa, foram feitas algu-
mas eliminacg6es de individuos (linhagens geneticamente similares/contaminantes) e marca-
dores SNPs (composicao genética similar) por meio do programa estatistico R versdo 3.2.4,
pacote R/QTL (Broman et al., 2003), assumindo um cg (coeficiente de similaridade) > 0,9.

O modelo adotado para a analise de QTL foi: Yijk = bok + akXj + Z4 (Cikvji) + €jk,
sendo Yk a média fenotipica do j ésima linhagem no k ésimo ambiente (j =1, ..., 232; k=1,
... 2), onde box é o efeito médio do modelo ambiente k; ax é o efeito aditivo do QTL no
ambiente k; x; € a variavel indicadora do gen6tipo do provavel QTL, assumindo os valores
de 0 e 2 para 0s genotipos aa e AA, respectivamente, com probabilidades que dependem do
gendtipo dos marcadores que flanqueiam o possivel QTL e da fracdo de recombinacéo entre
0 QTL e os marcadores; cik € o coeficiente de regressao parcial entre os valores fenotipicos
e os valores atribuidos a vji; vji € a variavel indicadora associada ao cofator I, assumindo t
marcadores selecionados como cofatores para o controle da variagdo genética residual (I =
1,2, .., 1); e ejk e o residuo do modelo. A obtencdo dos cofatores foi realizada através do
método de regressdo stepwise (forward/backward), sendo selecionados os 5 marcadores
mais informativos por ambiente, evitando a utilizacdo de um elevado nimero de cofatores
(Wang, 2001). Para o mapeamento de QTL foi utilizado um “walking speed” de 2 c¢cM e
“window size” de 10 cM. Para obtengao do limite de significancia (LODmax) COM 0 intuito
de rejeitar a hipotese Ho: a = 0 (ndo ha evidencia de efeito de QTL nesta posicao), foi reali-
zado o teste de permutagdo, com valor de o= 0,05 e 1000 permutagdes.

No mapeamento de QTL através deste médulo JZmapqtl, o efeito de substituicdo
alélica ndo é fornecido diretamente, sendo que este fornece apenas o efeito aditivo [a = (a =
d) / 2]. Como nestes experimentos foram desconsiderados o0s locos que ainda se encontravam

em heterozigose, porque as porcentagens desses locos eram relativamente baixas (5,59% dos
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locos se encontravam em heterozigose), o efeito de substituicdo alélica considerado (ot = a
+ d) foi obtido multiplicando-se o efeito aditivo fornecido pelo QTL Cartographer por 2
(Santos, 2008). A origem dos alelos favoraveis foi obtida de acordo com o sinal dos efeitos
de substituicGes alélicas, conforme proposto por Lubberstedt et al. (1997). Por convencéo,
nas estimativas dos efeitos da substituicdo alélica, o valor fenotipico com sinal positivo (+)
teve o alelo favoravel oriundo do genitor Epagri 108 (AA), enquanto que o valor fenotipico
com sinal negativo (-) teve o alelo favoravel proveniente do genitor IRAT 122 (aa).

A porcentagem da variancia fenotipica explicada para cada QTL significativo
foi obtida de acordo com os procedimentos sugeridos por Bohn et al. (1997), sendo: RZ =
%

’\2 7 =A - o= - . A2 4 -A -
Pt em que R é a porcentagem da variancia fenotipica explicada pelo QTL; 6 é a variancia

genética explicada pelo QTL, e 62 ¢ a variancia fenotipica com base na média das linhagens.
2
Para as analises individuais 6% = 62 + (%) 62 é a variancia genotipica das linhagens em

cada ambiente separadamente, o2 é a variancia do erro experimental para cada ambiente e

R é 0 nimero de repeticdes dos experimentos. Para as analises conjuntas foi utilizada a fun-

~2 ~2
cdo 62 = 62 + (%) + (%) sendo 62 a variancia genotipica das linhagens obtidas pela

analise conjunta, 62, a variancia da interacdo gendtipos x ambientes, 2 a variancia do erro
experimental da anélise conjunta, L o niumero de locais e R o numero de repeti¢bes dos ex-
perimentos. A variancia genética de um QTL foi obtida utilizando a expressdo 62 = % (ar)?,
em que a; é 0 efeito médio de uma substitui¢do alélica para linhagens.

Os QTL significativos foram nomeados seguindo o método proposto por
McCouch et al. (1997), onde a sigla “GYLD” esta relacionada com a produtividade e
“HGRWT” com o peso de 100 graos. A identifica¢do de genes candidatos subjacentes aos
QTL de interesse foi obtida através de busca em bancos de dados do genoma do arroz (Rice
Genome Annotation Project e RiceFREND) e na literatura existente a procura de regides que
estavam dentro ou perto dos picos dos QTL significativos.



4 RESULTADOS

4.1 ANALISE ESTATISTICA

As analises de variancias detectaram diferengas altamente significativas pelo
teste de razéo de verossimilhanga (p < 0,001) entre as linhagens e seus genitores para a pro-
dutividade de gréos e peso de 100 grdos (Tabelas 3 e 4). A diferenca verificada no grau de
liberdade entre os experimentos de Goianira e Boa Vista, foi pelo motivo de maior perda de
parcelas no experimento de Boa Vista. Na andlise conjunta, a fonte de variagdo ambiental e
a interagdo Linhagens x Ambientes foram altamente significativas para o carater produtivi-
dade de graos, mostrando que houve diferencas entre os ambientes na avaliacdo da popula-
cdo e a presenca de linhagens mais adaptadas para cada ambiente especifico (Tabela 5). O
coeficiente de variagdo experimental (CVe) de 15,73% para produtividade e 4,37% para peso
de 100 gréos para o experimento de Goianira, e 11,06% para produtividade para o experi-
mento de Boa Vista, demostraram que houve boa precisdo experimental, de acordo com 0s
limites encontrados na literatura para a cultura do arroz (de Abreu et al., 2016; Singh et al.,
2016) (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3. Andlise de Variancia e coeficiente de variacdo dos dados de produtividade e
peso de 100 grdos das RILs do experimento de Goianira.
Quadrados Médios

Fonte de Variacao GL

Prod P100
Linhagens + Genitores 281 6429525*** 0,10817***
Residuo 246 714645 0,016098
aCVe (%) 15,73 4,37

***significativo a P < 0,001, pelo teste de razdo de verossimilhanca.
2 Coeficiente de variagdo experimental.



42

Tabela 4. Andlise de Variancia e coeficiente de variacdo dos dados de produtividade das
RILs do experimento de Boa Vista.

Quadrados Médios

Fonte de Variacao GL

Prod
Linhagens + Genitores 238 5078819***
Residuo 210 523711
aCVe (%) 11,06

***significativo a P < 0,001, pelo de razdo de verossimilhanga.
2 Coeficiente de variagdo experimental.

Tabela 5. Andlise de Variancia Conjunta e coeficiente de variacdo dos dados de produtivi-
dade das RILs dos experimentos de Boa Vista e Goianira.

Quadrados Médios

Fonte de Variacao GL

Prod
Ambientes 1 35901289***
Linhagens + Genitores 281 498618***
Linhagens x Ambientes 239 1622581***
Residuo 488 626669
aCVe (%) 13,38

***significativo a P < 0,001, pelo teste de razdo de verossimilhanca.
2 Coeficiente de variagdo experimental.

Os graficos de distribuicdo de frequéncia apresentaram uma grande amplitude e
variacdo dos dados experimentais (Figura 3). Ao realizar o teste Kolmogorov-Smirnov, foi
verificada normalidade da distribuicdo dos residuos para os caracteres produtividade e peso
de 100 grdos. Néo foram observados dados discrepantes (outliers) nos graficos Boxplot (Fi-
gura 4), os quais também confirmaram a normalidade dos conjuntos de dados de produtivi-

dade e peso de 100 graos por estarem proximos a simetria (Andriotti, 2010).
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Figura 4. Gréaficos Boxplot da produtividade (kg.hal) e peso de 100 gréos (g) das RILS nos
experimentos de Goianira e Boa Vista.

As médias de produtividade das RILs no experimento de Goianira diferiram

significativamente (p < 0,05) das médias das RILs no experimento de Boa Vista de acordo

com a analise de variancia (Tabela 5). As médias de produtividade das RILs variaram de
1.365,02 kg.ha' a 9.437,44 kg.ha no experimento de Goianira, e 3.911,17 kg.ha? a
10.161,38 kg.ha no experimento de Boa Vista (Tabela 6). No experimento de Goianira o

genitor mais produtivo foi o Epagri 108, enquanto que em Boa Vista, foi o IRAT 122,

conforme mostrado o teste de médias Scott-Nott (Anexo A).
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Tabela 6. Estatistica para os caracteres agrondmicos dos parentais Epagri 108, IRAT 122 e
RIL7 nos experimentos de Goianira e Boa Vista.

Goianira Boa Vista
Prod (kg.ha) P100 (g) Prod (kg.ha) P100 (g)
Média 5.374 2,90 6.544 -
i [® 5.186,31 - 5.561,69 2,88 - 2.93 6.362,56 - 6.725,44 -
®SD 1.627.93 0,19 1.449,02 -
Epagri 108* 5.578,95 2,97 6.365,94 -
IRAT 122* 4.817,45 2,74 7.753,59 -

2 Intervalo de confianga para média da populacdo usando distribui¢do t de Student com alfa de 0,05.
b Desvio padréo.
* Média dos genitores.

As estimativas de variancias genéticas das linhagens (c%c) e coeficientes de her-
dabilidade com base nas médias das linhagens (h2) estdo apresentadas na Tabela 7. Os mai-
ores valores para variancia genéetica e fenotipica foram encontrados no experimento de Goi-
anira, porém com uma maior variancia residual. As herdabilidades nas duas regides foram
iguais para o carater produtividade, sendo de magnitude alta (0,89) e para o carater peso de

100 graos, na regidao de Goianira, foi também de magnitude alta (0,85).

Tabela 7. Estimativas das variancias genéticas (c%g), variancias fenotipicas com base em
médias (o%), variancias residuais (c%) e coeficientes de herdabilidade com base em
médias (h2) das RILs nos experimentos de Goianira e Boa Vista.

6’ o%F 0% hZ

Carater*

Gynt BVv?2 Gyn? BV?2 Gynt BV?2 Gynt BV?

Prod 2857440 2277554 3214763 2539410 714645 523711 0,89 0,89

P100 0,0460 - 0,0540 - 0,0161 - 0,85 -

* produtividade de gréos (kg.ha™) e peso de 100 gréos (g).
1 Experimento de Goianira.
2 Experimento de Boa Vista.

4.2 MARCADORES POLIMORFICOS
A caracterizacdo molecular das 280 RILs e os dois genitores por GBS forneceu
um total de 93.795 SNPs distribuidos nos 12 cromossomos de arroz, contendo 94,41% dos
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locos em homozigose. Estes dados foram analisados pelo programa Haploview, sendo feita
a retirada dos marcadores que ainda se encontravam em heterozigose, 0s que possuiam mais
de 20% de dados faltantes, e 0s que ndo estavam em desequilibrio de ligacdo. Também foram
retirados os 44 individuos que tinham uma propor¢do menor que 25% dos cromossomos
genotipados. Ao todo, foram selecionados 238 individuos e 12.112 marcadores SNPs para a
andlise de QTL (12,9% do total de SNPs disponiveis). O cromossomo 1 apresentou maior
numero de marcadores (1.846 marcadores), enquanto que 0 Cromossomo 7 apresentou 0 me-

nor numero (575 marcadores) (Tabela 8).

Tabela 8. Nimero de marcadores SNP obtido pela genotipagem das RILs de arroz por GBS.
SNPs polimdrficos com SNPs selecionados para

Cromossomo  NuUmeros de SNPs

FMA =0,05 analise de QTL
1 11.414 2.406 1.846
2 8.715 3.074 1.467
3 9.438 2.890 801
4 9.245 3.604 1.402
5 8.763 3.038 1.210
6 8.713 2.945 1.003
7 6.648 2.541 575
8 6.828 2.532 610
9 5.312 1.963 709
10 6.235 2.293 619
11 6.124 2.596 778
12 6.360 2.499 1.092
Total 93.795 32.381 12.112

4.3 DISTORCAO DA SEGREGACAO MENDELIANA E MAPA GENETICO

As populacdes que séo utilizadas para mapeamento de QTL apresentam propor-
cOes de segregacdo alélica proprias. Para populacdes RILs, independentemente da classe do
marcador utilizado (dominante ou codominante), a propor¢do de segregacao esperada é de
1:1 (Broman, 2005). Com a utilizagdo do programa MapDisto, foram selecionados 2.399
marcadores polimdrficos, com segregacao esperada de 1:1, segundo o teste da distor¢ao
mendeliana, que corresponde ao teste de qui-quadrado para os desvios da segregacao espe-
rada. A partir destes marcadores selecionados, distribuidos nos 12 cromossomos do arroz,
foi gerado o mapa de ligagdo com tamanho de 1.129,28 cM e com distancia média entre
marcadores de 0,64 cM (Anexo B).

Antes da realizacdo das analises de QTL foram ainda eliminados da anélise 6

individuos e 9.730 marcadores com informacao genética redundante por meio do programa
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R verséo 3.2.4, pacote R/qtl (Broman, 2003), restando ent&o 232 RILs e 2.382 marcadores
SNPs polimorficos. Com este conjunto de gendtipos e marcadores, a porcentagem dos mar-
cadores oriundos dos genitores IRAT 122 e Epagri 108 no mapa de ligacéo foi de 50,18% e

49,81%, respectivamente.

4.4 MAPEAMENTO DE QTL PARA PRODUTIVIDADE

Os LODxcriticos Significativos para a produtividade, em ambos os experimentos, foi
de 4,20 para Goianira e 2,06 para Boa Vista. Na analise de QTL para produtividade em cada
local, foram encontrados dois QTLs significativos especificos para o experimento de Goia-
nira, qGYLDs.1 € qGYLDe.2, ambos localizados no cromossomo 6. Nenhum QTL foi signifi-
cativamente mapeado no experimento de Boa Vista (Tabela 9). As proporcdes da variancia
fenotipica explicadas pelos QTLs foram de 18 e 29%, ou seja, totalizando 47% para produ-
tividade, sendo a soma dos efeitos de substituicdo alélica totalizando 2.440,69 kg.ha™. Para
ambos os QTL, os alelos favoraveis dos SNPs foram oriundos do genitor IRAT 122.

Dos dois QTLs mapeados para produtividade de grdos em Goianira, apenas um
foi significativo para interacdo QTL x ambientes. Porém, houve significancia para uma re-
gido no experimento de Boa Vista (qGYLDs.1), que néo tinha sido significativa na analise
individual (Tabela 9).

Para o experimento de Goianira, considerando apenas os conjuntos formados
pelas 10 linhagens mais produtivas, com produtividades intermediarias e as menos produti-
vas, ficou demostrando que o aumento da proporcao de alelos herdados do genitor IRAT
122 resultou no aumento na produtividade das RILs (Tabela 10). Porém para o experimento
de Boa Vista, considerando os mesmos grupos de produtividade, os alelos de Epagri 108 e
IRAT 122 estiveram na mesma proporcao nas RILs de cada grupo (Tabela 11). Assim como
a analise de QTL havia indicado, para Goianira, a selecdo assistida poderia aumentar a fre-
quéncia de alelos de IRAT 122, e consequentemente a produtividade, de populag¢des do pro-

grama de melhoramento genético.
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Tabela 9. QTLs significativos para produtividade em linhas puras recombinantes de arroz
(RIL) nos experimentos de Goianira (GO), Boa Vista (BV) e Anélise conjunta
(AC), usando mapeamento por intervalo composto modificado para varios ambien-

tes (mCIM).
Posicéo . 2L.OD b b2
Local QTL (M) Marcador Genes Candidatos LOD (G XxE) A R
gGYLDs.1 29.80 D6M9774110 LOC_0Os06g16880 12,33 5,22 -1.365,20 29
GO
gGYLDs.2 52.90 D6M19403757 LOC_0s06g12600 7,00 2,42m -1.075,49 18
47
BV  qGYLDes1 29.80 D6M9774110 LOC_Os06g16880 0,06™ 14,54 -480,62 4,55
4,55
gqGYLDs1 29.80 D6M9774110 LOC_0s06g16880 12,38 41,72 -894,38 24,65
AC
qGYLDs.2 52.90 D6M19403757 LOC_0s06g12600 7,01 21,16 -729,31 16,39
41,04

2 Valor do LOD com interagdo GXE.

b Efeito aditivo com valor negativo representa que a direcéo alélica proveio do genitor IRAT 122.
¢Valor da variagdo fenotipica explicada pelo QTL.

" N&o significativo.

Tabela 10. Relacdo da frequéncia alélica herdada pelos genitores na populacdo RIL no ex-
perimento de Goianira.

* Mais produtivas * Intermediarias “ Menos produtivas

Chr  Epagri 108 IRAT 122 Epagri 108 IRAT 122 Epagri 108 IRAT 122
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 46,5 53,5 53,04 46,96 43,86 56,13
2 61,26 38,74 56,10 43,90 51,25 48,74
3 38,66 61,34 51,53 48,47 51,48 48,51
4 64,24 35,76 64,78 35,22 75,03 24,96
5 52,36 47,64 40,77 59,23 40,55 59,44
6 25,31 74,69 42,17 57,83 77,17 22,82
7 54,67 45,33 41,23 58,77 47,82 52,17
8 53,85 46,15 47,14 52,86 51,66 48,33
9 44,2 55,8 58,08 41,92 68,04 31,95
10 51,95 48,06 48,35 51,65 47,81 52,18
11 41,62 58,38 31,28 68,72 48,66 51,33
12 46,43 53,57 37,90 62,10 42,06 57,93
Total 48,42 51,58 47,70 52,30 53,78 46,21

* Conjunto das 10 RILs mais produtivas, intermediarias ou menos produtivas obtidas pelo teste Scott Knott.
A parte em negrito indica onde os QTL para produtividade foram localizados.
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Tabela 11. Relagdo da frequéncia alélica herdada pelos genitores na populacdo RIL no ex-
perimento de Boa Vista.

* Mais produtivos * Intermediarios * Menos produtivos
Chr Epagri 108 IRAT 122 Epagri 108 IRAT 122 Epagri 108 IRAT 122
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 4354 56,46 55,39 44,61 50,28 49,72
2 59,75 40,25 57,65 42,35 52,32 47,68
3 47,26 52,74 51,81 48,19 68,03 31,97
4 43,78 56,22 58,04 41,96 50,19 49,81
5 55,21 44,79 34,25 65,75 50,14 49,86
6 53,94 46,06 32,84 67,16 57,27 42,73
7 58,79 41,21 47,83 52,17 59,84 40,16
8 66,13 33,87 58,78 41,22 66,41 33,59
9 29,63 70,37 47,74 52,26 57,65 42,35
10 49,78 50,22 48,61 51,39 57,74 42,27
11 63,03 36,97 33,07 66,93 39,98 60,02
12 32,28 67,72 69,96 30,04 55,77 44,23
Total 50,26 49,74 49,66 50,34 55,47 44 53

" Conjunto das 10 RILs mais produtivas, intermediarias ou menos produtivas obtidas pelo teste Scott Knott.

45 MAPEAMENTO DE QTL PARA O PESO DE 100 GRAOS

O LODecritico significativo para o peso de 100 gréos no experimento de Goianira
foi de 2,43. Foram mapeados trés QTLs, dos quais em dois a contribuicdo alélica do parental
IRAT 122 foi relacionada ao aumento do peso dos grdos (QJHGRWTs 1 e gHGRWTe.1), € em
um (gHGRWT12.1) o alelo favoravel foi proveniente do parental Epagri 108 (Tabela 12). Con-
juntamente, os trés QTLs explicaram 21,58% da variacao fenotipica total, e a soma de seus

efeitos de substituicdo alélica resultou em um aumento de 0,39 g para o peso de 100 gr&os.

Tabela 12. QTL significativos para peso de 100 grdos em linhas puras recombinantes de
arroz (RIL) no experimento de Goianira usando mapeamento por intervalo com-

posto (CIM).
QTL Posicdo (cM) 1M Genes Candidatos LOD °2A(g) PR2
D5M24288587 .. .
gHGRWTs 4 85.70 D5M24777044 299 -0,14 8.14
gHGRWTs 1 28.70 D6M9205578 LOC_0Os06g16160 3.06 -0,13  7.08
gHGRWT121 58.70 D12M26019130 LOC_0s12g41956  2.52 0,12 6.36

21.58

# Intervalo do mapa que possui 0 marcador SNP

2 Efeito aditivo com valor negativo representa que a direcéo alélica proveio do genitor IRAT 122.
bValor da variacdo fenotipica explicada pelo QTL.

* Genes localizados no Anexo D.



5 DISCUSSAO

5.1 ANALISE FENOTIPICA

A analise de variancia revelou variacdo altamente significativa entre as RILs
para os dois caracteres estudados, em ambos 0s ambientes, sugerindo a presenga de variagao
genética suficiente e uma ampla margem para 0 melhoramento para a produtividade de gréos
do arroz, resultados estes ja observados por Bueno et al. (2012) em estudo com os 550
acessos da CNAE. A alta variabilidade genética detectada na populacdo segregante pode ser
explicada por ter sido originada de um cruzamento entre dois gendétipos de subespécies dis-
tintas (indica e Japdnica), pois a variancia genética das linhagens é funcdo da divergéncia da
populacdo e do efeito de substituicao alélica dos genitores. Os desempenhos produtivos dos
genitores ndo foram coincidentes nos dois ambientes, com o genitor IRAT 122 apresentando
maior produtividade no experimento de Boa Vista, e 0 genitor Epagri 108 no de Goianira. A
média de produtividade das RILs no experimento de Boa Vista foi superior ao experimento
de Goianira, que pode ser explicada pelo fato da adaptacdo/adaptabilidade dos gendtipos em
um ambiente mais favoravel, reforcando os resultados obtidos por Bueno et al. (2012).

Conforme Ribeiro et al. (2009), com as sucessivas autofecundaces para o
desenvolvimento de popula¢cdes RILs, ha uma consequéncia de fixacdo dos locos nessas
linhagens, ocorrendo duplicagdo no componente aditivo de variancia, sendo correspondente
a 202a. Sendo assim, toda a variagdo genética que compdem o fenotipo dessa populagéo
corresponde a variabilidade resultante de acdo génica aditiva, ou seja, a h? estimada
corresponde a herdabilidade no sentido restrito. Esse € o motivo provavel das altas
estimativas de herdabilidade (hZ) para a produtividade em ambos os experimentos (89%) e
para o peso de 100 gréos para o experimento de Goianira (85%), indicando com isso o alto
potencial da populacdo para selecdo de gendtipos efetivamente superiores para o
melhoramento destes dois caracteres. Segundo Jangarelli et al. (2010b) quando ha uma alta
herdabilidade para os caracteres, o ganho fenotipico médio para a proxima geracao é superior
em comparacao a ocorréncia de herdabilidades mais baixas, e isso € um importante requisito

para a identificacdo da associagdo entre 0 QTL e determinado marcador molecular.
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5.2 TAMANHO DA POPULACAO E DENSIDADE DOS MARCADORES SNP
Em populacdes para o estudo de QTL, a divergéncia genética dos parentais, 0

tamanho da populacéo e a densidade dos marcadores sao os principais fatores que afetam
esse tipo de analise (Yu et al., 2011). Em geral, 0 aumento do tamanho da populacdo aliada
a uma alta densidade de marcadores moleculares sdo fatores fundamentais para uma boa
resolucdo do mapa de QTL, pois havera reducédo dos erros experimentais e maior poder de
deteccdo, gerando assim uma andlise de QTL mais robusta, que resultaria na identificacao
de um ou poucos genes por QTL mapeado (Wang et al., 2011; Jangarelli, 2015).

A identificacdo dos QTLs relacionados com a produtividade GS3 e qSW5 por
Yu et al. (2011) foi baseada em uma distancia média de 0,5 cM entre marcadores SNPs, em
uma populacao primaria de 210 RILs. Tan et al. (2013) genotiparam uma populacao de 197
RIL (indica x Jap6nica) com 3.324 marcadores SNPs, resultando em mapa de ligacdo de
1.591,2 cM com distancia média de 0,47 cM entre marcadores, identificando um total de 23
QTLs para a produtividade. Em geral, a resolucdo de mapeamento de QTL esta em torno de
0,25 e 0,5 cM para marcadores SNPs (Tan et al., 2013) e, entre 5-10 cM quando sao usados
marcadores RFLP e SSR (Tan et al.,, 2000), com um tamanho de populagdo de
aproximadamente 200 linhagens, gerando mapas de ligacdo em torno de 1.600 cM para a
cultura do arroz (Chen et al., 2002). Considerando esses parametros, pode-se concluir que a
resolucdo do mapa genético do presente estudo foi adequada para uma analise de QTL (0,64

cM), assim como o nimero de gendtipos avaliados (232 RILS).

53 QTL PARA PRODUTIVIDADE

A anélise de QTL para a populacdo RIL originada do cruzamento Epagri 108 x
IRAT 122 identificou dois QTLs de grandes efeitos relacionados a produtividade dentro de
um intervalo de 1,26 cM no cromossomo 6 somente para o experimento de Goianira. Os
valores dos efeitos da variancia fenotipica explicada pelos QTLs podem possuir efeito de
superestimacdo. Caso os QTLs ndo sejam validados em futuros experimentos de selegéo
assistida em Boa Vista, os efeitos destes QTLs, de acordo com EI-Soda et al. (2014), serdo
condicionalmente neutros, pois os alelos favoraveis identificados no experimento de Goia-
nira, provavelmente ndo resultardo em efeitos negativos na produtividade em Boa Vista.

Ao posicionar as posi¢des dos dois QTLs significativos para produtividade iden-
tificados nesse trabalho em estudos anteriores, estes foram localizados em QTLs relaciona-

dos a produtividade (Tabela 13), indicando que poderar haver sucesso para 0 aumento de
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produtividade como resultado da selecdo dos alelos favoraveis desses dois marcadores em
genotipos do programa de melhoramento de arroz da Embrapa.

Tabela 13. QTL/genes ja identificados como associados a produtividade em arroz.

Autores QTL/Gene IM Caracteres Relacionados
Abdelkhalik et al. (2005) gLDLJ-6-1,2,3  4234080-28130383  Dias para amadurecimento da panicula
Hua et al. (2002) gp6 6927624-20691040 Florescimento
Nakagawa et al. (2005) - 8054255-11750090 Florescimento
Lu et al. (1997) gw-6 9282143-17933378 Peso de gréos
Aluko et al. (2004) - 5425408-24913615 Qualidade de gréos
Xiao et al. (1996) ph6 6927624-29906021 Altura de planta
Zhuang et al. (2001) gNFGP-6 8751256-12402719 NUmero de grdos cheios por panicula
Mew et al. (1994) Pi-2(t) 9536259-11765132 Resistencia & Brusone
Cho et al. (2007) tgw6.1 10015514-28130383 Peso de gréos

#Intervalo dos marcadores em pares de bases.

Os SNPs associados ao carater produtividade foram posicionados no genoma de
referéncia (cultivar Nipponbare, MSU Rice Genome version 7.0). Posteriormente foi obtida
a sequéncia transcrita desses genes para a procura das respectivas funcdes putativas no web-
site Rice Genome Annotation Project - RGAP (http://rice.plantbiology.msu.edu/) (Kawahara
et al., 2013) e coexpressdo génica (http://ricefrend.dna.affrc.go.jp/). Para 0 QTL qGYLDes 1,
0 SNP localizado na posicdo D6M9774110 encontra-se proximo (3,63 kpb) ao gene
LOC_0s06916870. Esse transcrito esta relacionado a um transposon En/Spm, sendo a sua
maior expressdo na regido anatdbmica do ovéario da planta do arroz (Anexo C), e que pode
estar envolvido com a produtividade de grdos. Transposons sdo fragmentos de DNA que
podem ser integrados em diferentes locais ao longo de um cromossomo e gerar copias du-
plicadas durante a transposicao (Zhang et al., 2015), contribuindo para a alteracdo da estru-
tura da molécula de DNA, o que pode resultar na perda de funcédo de determinado gene.

Parao QTL qGYLDs2, 0 SNP localizado na posi¢cdo D6M19403757 esta presente
na regido éxon do gene LOC_0s06¢g33320. Esse gene, de funcdo desconhecida para o arroz,
de acordo com a andlise de ontologia do website Phytozome (https://phyto-
zome.jgi.doe.gov), localiza-se no nacleo e membrana plasmaética, cuja maior concentragao

da expressao foi identificada na inflorescéncia do arroz (Anexo C).

5.4  QTL PARA PESO DE 100 GRAOS

O peso de grdos é um dos mais importantes fatores que determinam a produtivi-

dade do arroz (Huang et al. 2014). Assim, a identificacdo dos principais QTLs para esse
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carater tem se tornado um objetivo para estudos de genética do arroz (Feng et al., 2016).
Nesse estudo foram identificados trés QTLs para o experimento de Goianira, localizados nos
cromossomos 5, 6 e 12, dentro de um intervalo de 0,44 cM, 1,26 cM e 0,25 cM, respectiva-
mente, que poderiam ser considerados de pequenos efeitos, como ja foi relatado pelos auto-
res Zhang et al. (2016).

Em comparacdo com estudos anteriores pelo website Gramene, todos os QTL
identificados neste estudo para o peso de 100 graos coincidiram com locos descritos na lite-
ratura (Tabela 14).

Tabela 14. QTL/genes ja identificados como associados ao peso de 100 grdos em arroz.

Autores Chr QTL/Gene #IM Caractere Relacionados
Li et al. (1998) 5 QPI5 18944261-29429411 Densidade de espiguetas
Cai & Morishima (1997) 5 APAGEL1 22309016-25730022 Proteinas de reserva
Prashanth et al. (1998) 5 gNBL-5 19614740-27264019 Resistencia a brusone
Jun et al. (2006) 5 gRGR-5 24086072-27457701 Germinacdo/Dorméncia
Yoshida et al. (2002) 5 - 19258755-28755091 Qualidade de graos
Hu et al. (2004) 5 gRFC-5 23597602-28841123 Teor de gordura nos graos
Lietal. (1999) 5 QFla5 23597602-29429411 Angulo da folha bandeira
Stangoulis et al. (2007) 5 - 21013626-25225759 Qualidade de graos
Amarawathi et al. (2007) 6 asv6-1 4234080-28130383 Qualidade de graos
Yan et al. (1999) 6 S5 6283432-9284248 Fertilidade das espiguetas
Hua et al. (2002) 6 gp6 6927624-20691040 Grdos por panicula
Xiao et al. (1996) 6 ph6 6927624-29906021 Altura de planta
Sirithunya et al. (2002) 6 - 8054255-9537572 Resistencia a brusone
Aluko et al. (2004) 6 - 5425408-24913615 Qualidade de graos
Lin et al. (1996) 6 sd6 6023974-9537572 Densidade de espiguetas
Nakagawa et al. (2005) 6 - 8054255-11750090 Data de florescimento
Zhuang et al. (2001) 6 qSF-6 8751256-12402719 Fertilidade de espiguetas
Gu et al. (2006) 12 qsSD12 23698130-26368115 Dorméncia das sementes
Hattori et al. (2008) 12 gNEI12 25203610-26368115 Numero de entrends
Nemoto et al. (2004) 12 - 23749070-26368115 Tolerancia a submerséao
Tang et al. (2005) 12 - 24616244-26389832 Tolerancia a submerséao
Kawano et al. (2003) 12 gLEI 4 24616244-27664972 Tolerancia a submerséo

Mishra et al. (2013) 12 - 17395485-17395614 Tolerancia ao déficit hidrico

#Intervalo dos marcadores em pares de bases.

Para o carater peso de 100 grdos, as posi¢cdes onde foram localizados os trés

QTLs, estdo localizados 84 genes segregando com os marcadores SNPs (http://rice.plantbi-
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ology.msu.edu/), localizados nos cromossomos 5, 6 e 12. Para o QTL qHGRWTs 1, 0 marca-
dor SNP localizado na posicdo D5M24777044 esta contido em um bloco de ligacdo com
tamanho de 488 kpb, onde foram localizados 82 genes (Apéndice D e Tabela 15).

O QTL qHGRWTe, identificado pelo marcador SNP localizado na posigéo
D6M9205578, encontra-se no éxon do gene LOC_0s06916160. Este gene atua como prote-
ina DUF231, cuja funcdo ainda ndo foi relatada, porém a expressao esté localizada quase

que exclusivamente na raiz das plantas de arroz.

Tabela 15. Transcritos descritos na literatura e identificados no bloco haplotipico no cro-
mossomo 5 onde o SNP foi relacionado ao peso de 100 gréos.
SNP Transcrito Funcéo putativa Trabalho relacionado

LOC_0s05941490 Proteina ZGT Huang et al., 2014b

LOC_0s05g41530
LOC_0s05g41790 ZFP (Zinc finger protein) Lietal., 2013
LOC_0s05g41795

OselF3f Participacdo na microgametogénese Lietal, 2016

Controle do desenvolvimento floral e .
D5M24777044 AP2 estresse abiotico Jishaetal., 2015

Remocgdo de proteinas danificadas, ab-
OsDegp8 sorcdo de nutrientes, processamento de  Schuhmann et al., 2012
precursores proteicos, e sinalizagdo

MOC1 Perfilhamento do arroz Li et al., 2003

Regulacao do nivel de auxina presente

OsGH3.4
na planta

Jain et al., 2006

O QTL gHGRWT, identificado pelo marcador SNP na posicdo
D12M26019130 localizou-se na regido intron do gene LOC_0s12g41956 (Anexo D). Esse
gene esta putativamente relacionado com a expressdo de uma proteina da familia galactosil-
transferase, tendo funcédo de regulacdo da enzima principal para a sintese dos RFOs (oligos-
sacarideos da familia das rafinoses) (Honna, 2015). Segundo esse autor, a galactosil-trans-
ferase provavelmente regula os niveis de oligossacarideos de reserva em 6rgéos especificos,
como as sementes, sinalizando para 0 aumento da sintese de rafinose sob determinadas con-

digdes, como durante a maturagdo associada & dessecagdo das sementes, na sinalizagdo
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planta-patdgeno, em danos causados por estresse bioticos e na resposta a diversos estresses
abidticos.

55 INTERACAO QTL x AMBIENTES

A estimativa da interagdo gendtipos (G) x ambientes (E) é importante para a
determinacédo da estabilidade dos efeitos alélicos em genotipos de programas de melhora-
mento geneético vegetal (Xing et al., 2002). No caso da interacdo QTL x ambiente, deve-se
atentar também para a consisténcia dos QTLs entre diferentes populagdes, quando o objetivo
for a utilizacdo dos marcadores para selegdo em populagdes com backgrounds genéticos dis-
tintos (Wang et al., 2014). A maioria dos trabalhos envolvendo anélise de QTL para a cultura
do arroz tem realizado estudos para demonstrar a existéncia de interacfes ambientais entre
gendtipos e para a determinacao da estabilidade varietal através da analise de dados em va-
rios anos e locais (Adriani et al., 2016; Zhang et al., 2016).

Um dos QTL mapeados para produtividade no experimento de Goianira apre-
sentou interacdo significativa com o ambiente, ou seja, ndo apresentando estabilidade feno-
tipica para esse marcador SNP (D6M9774110). Essa interacdo QTL X E era esperada con-
forme observado na significancia da interacdo G x E da andlise de variancia. O efeito da
interacdo QTL x E reduz a associacao entre os valores fenotipicos e genotipicos, resultando
em niveis distintos dos efeitos da variancia fenotipica do QTL em diferentes ambientes,
como foi demonstrado por Wang et al. (2014). Nesses casos, consequentemente deve-se ter
maior cuidado no emprego da selecéo assistida, pois quanto maior o valor da interacdo QTL
X E, menor € a utilidade de determinado marcador em ambientes distintos daquele onde foi
desenvolvido. Marathi et al. (2012) trabalhando com RILs provenientes de cruzamentos in-
dica x Japdnica observaram os mesmos resultados para 78 QTLs associados a produtividade,
pois houve identificacdo de QTL em apenas um ambiente especifico, ou seja, dentre desses
78 QTLs, so poderiam ser utilizados na selecdo assistida nos ambientes em que eles foram

localizados, ou em ambientes semelhantes.

5.6 CONSIDERACOES FINAIS

Nos experimentos de avaliacdo da produtividade de Boa Vista e Goianira ndo
houve RILs com produtividade estatisticamente superior em relagdo as testemunhas (culti-
vares comerciais disponiveis). Porem, para o experimento de Goianira, um grupo de 50 RILs

foram estatisticamente superiores para o peso de 100 gréos em relacdo com as testemunhas,
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embora, como pontuado acima, ndo tenham diferido quanto a produtividade. Como cruza-
mentos do tipo Indica x Japdnica resultam normalmente em maior esterilidade, e consequen-
temente, maior numero de graos vazios, o maior peso de grdo daquele grupo de RILs pode
ter sido resultante do deslocamento de fotoassimilados para os gréos que foram fertilizados
(teoricamente em menor nimero, em relacdo a cruzamentos dentro da mesma subespécie)
na panicula dessas plantas. Essa plasticidade encontrada nesse grupo de RILs pode ser uma
caracteristica interessante para o programa de melhoramento genético, impedindo que even-
tuais problemas no periodo reprodutivo possam reduzir a produtividade.

Os cinco QTLs identificados nesse trabalho como relacionados a produtividade
em arroz serdo avaliados em experimentos adicionais, para validacdo. Uma nova populagao
de 296 RILs derivada do cruzamento Epagri 108 (indica) x Maninjau (indica) foi avaliada
na safra 2015/2016, enquanto que a populacdo de 182 RILs derivada do cruzamento IRAT
122 (Japbnica) x Araguaia (Japbnica) seré avaliada na safra 2016/2017. O objetivo dessas
duas analises é verificar se 0s contrastes obtidos pelos genitores Epagri 108 e IRAT 122 em
dois novos cruzamentos serdo capazes de identificar os mesmos QTLs, assim como possibi-
litar a estimativa dos efeitos da interacdo QTL x ambiente. Para essas duas novas populacfes

de RILs, trés locais serdo considerados: Boa Vista, Goianira e Pelotas.

5.7 CONCLUSAO

Através desse estudo foram identificados dois QTLs de grande efeito exclusiva-
mente para o experimento de Goianira para produtividade de gréos: qGYLDs.1 € qGYLDs».
Foram identificados também trés QTLs de pequeno efeito para o peso de 100 gréos:
qHGRWTs.1, gHGRWTg.1€ qHGRWT12.1.

No experimento de Goianira, 0s genes candidatos LOC_0s06916870 (transpo-
son) e LOC_0s06933320 foram relacionados a QTL de produtividade de gréos. Os genes
candidatos LOC_0s06916160 (DUF231) e LOC_0s12941956 (galactosil-transferase), e
uma regido contendo 82 genes candidatos, foram relacionados com QTL de peso de 100
gréos.

A populagdo RIL analisada nesse estudo teve suficiente variabilidade genética
para gerar contrastes capazes de identificar os QTLs de grandes efeitos. O método de geno-
tipagem por sequenciamento (GBS) foi suficientemente robusto para gerar marcadores SNPs

capazes de identificar QTLs para os caracteres mensurados.
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ANEXO A. Teste de Médias (Scott-Knott) nos dados de produtividade de gréos das RILs.
Os dados em amarelo referem-se as testemunhas, e em vermelho os genitores.
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ANEXO B. Mapa de ligacdo. Distancias cumulativas em cM a esquerda e distancia em pb a direita de cada cromossomo.
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ANEXO C. Genes candidatos verificados dentro dos picos significativos dos QTL para produtividade.

74

i- Rgap
Gene candi MSUv7_LocID

dato Funcdo do gene Coordenadas CDS (5-3°)

RiceFREND

Coexpressao génica

Transposon protein, putative,
0s06g0280500 LOC_0s06g16870  CACTA, En/Spm sub-class, 9766794 - 9770480
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Extra-large G-protein-related,

0s06g0524300 LOC_0s069g33320 .
putative, expressed

19401016 - 19406760

.

Y
Sistema
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ANEXO D. Genes candidatos identificados adjacentes ou dentro dos picos significativos dos QTL para o peso de 100 gréos.

Gene candidato

MSUv7_LocID

Rgap

RiceFREND

Funcéo do gene

Coordenadas CDS (5°-3°)

Coexpressao génica

Domain of unknown func-

0s05g0494500 LOC_0s05g41480 tion, DUF250 domain contai-  24287569-24289620
ning protein, expressed

0s05g0494600 LOC_Os05ga14g0 C'readian clock coupling fac- )44 176 4999858

tor ZGT, putative, expressed ; g “ g
—imoma Ef’s:;g;..: irJll.j;;,‘.'fgmhﬁ!,h”if‘“":fﬂ.:ff;”“

0s05g0494700 LOC_Os05g41500 Expressed protein 24298176-24298999 i . ‘I
i‘ na!ﬂl-hgll;xi"h'.n!!.,I.!miéhﬂ!!ﬂ!,l.,md

0s05g0494800 LOC_Os05g41510 o2 mouf, psfgt"’e’ OXPIES 24301347-24311126 | ﬂ
n!l.t_.!!a.u.ll1,3l{i._!im;l“u!!I!“l!-.u-hﬂ||!.,,,.“.!&ﬁmﬂ
70S5-11 - o .
CoH2 LOC_0s05941530 Zinc finger protein, expressed 24312853-24317067

nmnﬁhlugi.!liimlJIl!uaujllllllﬂlm

ative
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Gene candidato

MSUv7_LoclD

Rgap

RiceFREND

Funcéo do gene

Coordenadas CDS (5°-3°)

Coexpressao génica

bZIP transcription factor

0s05g0495200 LOC_0s05941540  domain containing pro- 24321000-24322781 “ g
tein, expressed i ’
P i o !!t,u,!l:'“:&!'!!!.!::.E"‘,n--g-;‘!'mr--v—n-
0s05g0495300 LOC_0s05g41550 Expressed protein 24324455-24329940

E ll!!&l!iih!gyi-lL!!ill&m“---ﬂ!ﬂ:~ﬂ“

LOC_0s05g41560.1

LOC_0s05g41560

Transposon protein, pu-
tative, unclassified, ex-
pressed

24332493-24341384

LOC_0s05g41570.1

LOC_0s05g41570

Expressed protein

24342547-24342927

Calcium-transporting
ATPase, plasma mem-

0s05g0495600 LOC_0s05g41580 . 24347205-24354543 ]
brane-type, putative, ex- l “ | :
pressed N I s.!,.d._;]ﬂ“‘n‘, sh.:".l,.‘.‘:l“"i.!'.!!1!!::.‘9‘,"'"Eh‘-s:';.";ﬂ':**“
Glycerol-3-phosphate ” '
0s05g0495700 LOC_0s05g41590 dehydrogenase, putative, 24357908-24361190

expressed

| .&JJJl.,g!m.m,uglllgﬂ Lnln..w
vegetative § Radicular | . H

Sement
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Gene candidato

MSUv7_LoclD

Rgap

RiceFREND

Funcéo do gene

Coordenadas CDS (5’-3°)

Coexpressao génica

0Os05g0496000

LOC_0s05g41620

Expressed protein

24374975-24376837

OselF3f

LOC_0s05g41630

Translation initiation factor
elF3 subunit, putative, ex-
pressed

24376912-24377903

...I,n._mnl.l..l”hﬂnlLI!iuunilhliillJ i

i
i H H
H H H
b i |
T T e I
veneiat :

1 Radicular 3

0Os0590496200

LOC_0s05g41640

Phosphoglycerate kinase pro-
tein, putative, expressed

24378361-24381762

‘: . Ihl“'ﬂ"l“hﬁhnﬂi‘“. T.T(‘E?J.'.'.I-ﬁ:,"i‘%‘.i-ﬁr‘?ﬁ;ﬁf“‘“

0Os0590496300

LOC_0s05g41645

Chalcone synthase, putative,
expressed

24382439-24382876

0Os05g0496400

LOC_0s05g41660

ICE-like protease p20 domain
containing protein, putative,
expressed

24383180-24384628

-..lhhl[lilhnhnl.lu.inh,.‘.u..,‘.hl _____ i
vegetative * Radicular '

emente

0Os0590496500

LOC_0s05g41670

ICE-like protease p20 domain
containing protein, putative,
expressed

24384901-24387468

Sistema
vegetativo

.
:
!
:
H
H
“ : :
I 1 i
‘ " W
:
Lpl-.uu-..-...ll“h“l._-_ih__
T Bt T
1 Radicular 0
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Gene candidato

MSUv7_LoclD

Rgap

RiceFREND

Funcéo do gene

Coordenadas CDS (5’-3°)

Coexpressao génica

LOC_0s05g41680.1

LOC_0s05g41680

Retrotransposon protein,
putative, unclassified, ex-
pressed

24389110-24390890

LOC_0s05g41690.1

LOC_0s05g41690

Retrotransposon protein,
putative, unclassified, ex-
pressed

24391665-24394874

LOC_0s05g41700.1

LOC_0s05g41700

Retrotransposon protein,
putative, unclassified, ex-
pressed

24395495-24401125

LOC_0s05g41710.1

LOC_0s05g41710

Retrotransposon protein,
putative, unclassified

24402550-24403008

LOC_0s05g41720.1

LOC_0s05g41720

Retrotransposon protein,
putative, unclassified, ex-
pressed

24404739-24412491

0s0590497150

LOC_0s05g41750

RecF/RecN/SMC N termi-
nal domain containing pro-
tein, expressed

24423072-24426490
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Gene candidato

MSUv7_LoclD

Rgap

RiceFREND

Funcéo do gene

Coordenadas CDS (5’-3°)

Coexpressao génica

AP2

LOC_0s05g41760

AP2 domain containing
protein, expressed

24427885-24428869

~~Smwma ‘*‘:‘.:.:'rd.&',‘IIl}LolJ\lnl.!ﬁ‘u“h:h“!!:::;“

vegetative 1 Radie

LOC_0s05g41770.1

LOC_0s05g41770

Retrotransposon protein,
putative, unclassified, ex-
pressed

24436009-24439054

AP2/EREBP51

LOC_0s05g41780

AP2 domain containing
protein, expressed

24444060-24445189

C-x8-C-x5-C-x3-H

LOC_0s05g41790

Zinc finger C-x8-C-x5-C-
x3-H type family protein,
expressed

24464254-24469517

; -:séff-%a*LL%!tﬁ%‘mml!!lhk i

-yg!geallﬁ!!!!e!ml"mlu!i*illhl\.-mﬂm

C3HC4

LOC_0s05g41795

Zinc finger C3HC4 type
family protein, putative,
expressed

24473136-24478871

0Os0590497675

LOC_0s05g41800

Ribosomal protein L11 me-
thyltransferase-related, pu-
tative, expressed

24480751-24483094
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Gene candidato

MSUv7_LoclD

Rgap

RiceFREND

Funcéo do gene

Coordenadas CDS (5’-3°)

Coexpressao génica

OsDegp8

LOC_0s05g41810

Putative Deg protease
homologue, expressed

24483670-24488993

mt,l!!llluhnéiMIl!ﬂl AAAAA

ma
ativo

LOC_0s05g41820.1

LOC_0s05g41820

Expressed protein

24492456-24493152

f i!e!g.!!!;hl!!!ﬁ!.;ﬂ-ﬂe*Elm.ﬁ!*'i~'|l-mem

LOC_0s05g41830.1

LOC_0s05g41830

Retrotransposon protein,
putative, Tyl-copia sub-
class, expressed

24496497-24501715

0Os05g0498000

LOC_0s05g41840

Expressed protein

24504454-24505077

LOC_0s05g41850.1

LOC_0s05g41850

Retrotransposon protein,
putative, Ty3-gypsy sub-
class, expressed

24506095-24511638

LOC_0s05g41860.1

LOC_0s05g41860

Retrotransposon protein,
putative, Ty3-gypsy sub-
class, expressed

24512558-24515418
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Gene candidato

MSUv7_LoclD

Rgap

RiceFREND

Funcéo do gene

Coordenadas CDS (5°-3°)

Coexpressao génica

Glycine-rich cell wall protein,

0s05g0498200 LOC_0s05g41870 . 4518823-24519740
putative, expressed
0s05g0498300 LOC_Os05gd1ggo  MUtS domain Viamilypro- -, 00005 94539900
tein, expressed

0s05g0498350 LOC_0s05g41890 Expressed protein 24533226-24535879 -

Translation initiation factor ; |
0s05g0498400 LOC_0s05g41900 . 24537785-24539935 ! i i '

SUI1, putative, expressed : k m l: l l I: | ‘

Al s,

0s05g0498500 LOC_0s05g41910 Expressed protein 24541182-24544300

, ll“mllil“hinal'h“

IIl]LJLJ.\_J.

........

0s0590498666

LOC_0s05¢41920

Expressed protein

24551181-24551846
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Gene candidato

MSUv7_LoclD

Rgap

RiceFREND

Funcéo do gene

Coordenadas CDS (5’-3°)

Coexpressao génica

N-rich protein, putative,

050590498700  LOC_0s05g41930 24562308-24555167 | - L
expressed . L | i 5 “
b il
Transposon protein, puta-
0s05g0498800  LOC_0s05g41940 tive, CACTA, En/Spm 24560496-24563885 | - t | n |
sub-class, expressed | JLEELIL "““"“lmllJ lhidhlmumﬂ
0s05g0498900  LOC_Os05g41950 'Ot kinase, putative, - \c00105 54571817

expressed

lllgljgy_l?..,_,kjhuiﬂl\LIthLlnrf,"-.lhlLILM

LOC_0s05g41960.1

LOC_0s05g41960

Expressed protein

24575672-24576202

SSA1-2S

LOC_0s05g41970

Albumin seed storage fam-
ily protein precursor, ex-
pressed

24576897-24577736

‘ MHM

istema ) Sistema | Florescimentc hente
vepetativo 1 Radicular

LOC_0s05g41980.1

LOC_0s05g41980

cysteine proteinase
At4g11310 precursor, pu-
tative

24579007-24579675
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Gene candidato

MSUv7_LoclD

Rgap

RiceFREND

Funcéo do gene

Coordenadas CDS (5°-3°)

Coexpressao génica

Peroxidase precursor, pu-

050590499300  LOC_Os05g41990 : 24583250-24584945
tative, expressed i g
Sinterna Lﬂ!‘h; Florescimento I Sements
0s05g0499400  LOC_Os05g42000 ¢r0XIdase precursor, pu- 501 45 54589539
tative, expressed , “ ;
“:.:.1-7!.]] - \"'Llﬁ E“ ..u":L-.:m.E)"]l,““mm...m' -
0s05g0499450  LOC_Os05ga2010 2B family protein, puta- o joa0a04 54593059
tive, expressed m ‘ I“ m Il
| it J.l!.,,l..i,l“il‘,,_.!i...!s!li M.
UDP-glucoronosyl and
0s05g0499600  LOC_Os05ga2020 UDP-glucosyl transterase ., o0, 016 51507058

domain containing protein,
expressed

--e:..'g,l.!-u.m!!ﬂ.l.L"!!!L-.-Aﬁ.;?!.-]l,l-"lli!g.ﬂtﬂﬂm

LOC_0s05g42030.1

LOC_0s05¢42030

transposon protein, puta-
tive, unclassified, ex-
pressed

24601986-24604931

0s05g0499800

LOC_0s05942040

UDP-glucoronosyl and
UDP-glucosyl transferase
domain containing protein,
expressed

24605715-24607928

ol ;‘J'.!.!!J!..'.ﬂ:.;!"l““:;.L.:.m
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Gene candidato

MSUv7_LoclD

Rgap

RiceFREND

Funcéo do gene

Coordenadas CDS (5’-3°)

Coexpressao génica

UDP-glucoronosyl/UDP-glu-

0Os05g0500000 LOC_0s05942060  cosyl transferase, putative, 24611755-24613221 :
expressed i i
UDP-glucose flavonoid-O-
0Os05g0500200 LOC_0s05g42070 glucosyltransferase, putative, 24616204-24617365 -
expressed
0s05g0500200 LOC_0s05g42080 Expressed protein 24618428-24618837 " m
-uf;..,ynilll.L.-.y,lu. .l!w..‘,l.l.lhi il
0Os05g0500400 LOC_0s05g42100 Expressed protein 24623313-24624621 I
‘“IIMJP-\“'““F“: T.?.?iﬂ.“.:.‘..f,"'é‘l'f-::.::.t?" -
0s05g0500450 LOC_Os05gaz110 MY alcoholdenydrogenase, 005,65 1626852 i
putative, expressed
0s05g0500500 LOC_Os05ga2120 | eatshock protein, putative, /57951 54629162

expressed

\Ill'l
v

:“L.!Lkl!l"‘!}:F::F ".'T.:z;f.:k.'tk""‘% S—
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Rgap RiceFREND
Gene candidato MSUv7_LoclD
Funcdo do gene Coordenadas CDS (5°-3°) Coexpressao génica
MOC1 LOC_0s05g42130  Putative, expressed 24631172-24632715 | i L
HL.&- “l h. ié

Methyltransferase do-
0Os05g0500700 LOC_0s05g42140 main containing protein, 24633021-24633940

‘Mm.umm

Probable indole-3-acetic
OsGH3.4 LOC_0s05942150  acid-amido synthetase, 24643516-24646086 g |l g
P ressed S ?"1‘,:.:-.7.5' h'l'r.h\“I‘"“I"l‘"-,“"“ﬂ ill
LOC_0s05g42160.1 LOC_0s05g42160 Expressed protein 24647410-24647772 -

Transposon protein, pu-

LOC_0s05g421701 LOC_Os05g42170 " v ™ - Cfied

24658434-24658835 -

Ethylene-responsive pro- _
0s0590501200 LOC_0s05g42180 tein related, putative, ex- 24663914-24666109 [, | i M
pressed | II
I‘ H et Iiu.n_ (T8 | T P
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Gene candidato

MSUv7_LoclD

Rgap

RiceFREND

Funcéo do gene

Coordenadas CDS (5°-3°)

Coexpressao génica

NADPH-dependent FMN re-

0s05g0501300 LOC_0s05g42190  ductase domain containing 24669652-24673135
protein, expressed ' h ] |.
S s'i!ljd %“-n::;;;;;:.‘k Ll
050590501350  LOC_0s05g42200 Cyc"”'Bé'rt;fe“;a“Ve’ ex- 24674707-24676177 i
Serine/threonine-protein ki- ,
0s05¢g0501400 LOC_0s05g42210 nase receptor precursor, puta- 24676774-24682628
tive, expressed ﬂ é "
P -"'"hl,:f!ﬂ!“ "":‘ﬂ""f‘“‘.‘."‘;;‘*‘.“ih Lh".’::eﬂm--
Leucine rich repeat domain : ’
0s05g0501600 LOC_0s05g42220 containing protein, putative, 24691255-24695487 i
expressed i i | 5
P ‘l‘!mﬁ,‘lb J,!zs.zhfr--';L.!!‘.'.!:;.!*L'(hli-:.-‘ﬂ!!: ol
Universal stress protein do-
0s05g0501700 LOC_0s05g42230 main containing protein, pu- 24696315-24697163

tative, expressed

-!,;g!&!uﬂila!l&!"alull!m~-~§|"i“w-.ulLml

0Os05g0501800

LOC_0s05¢42240

Expressed protein

24702380-24703630
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Gene candidato

MSUv7_LoclD

Rgap

RiceFREND

Funcéo do gene

Coordenadas CDS (5’-3°)

Coexpressao génica

0Os05g0502000

LOC_0s05¢42250

Cyclic nucleotide-
gated ion channel 2,
putative, expressed

24711968-24716742

thi’ﬁﬂ - L? 505 !* !.‘é‘“"x I'.!':!I.‘m-u&‘.;“i‘mm..TJ -

LOC_0s05g42260.1

LOC_0Os05942260

Expressed protein

24720870-24721619

Acyltransferase, puta-

05050502200 LOC_0s05¢42270 . 24724324-24727260 | o
tive, expressed ; i ‘ | h

Lt ..

0s05g0502500 LOC_0s05g42280 Expressed protein 24729478-24732945 | IH
[Im““[’ i r“'.n::!!.!::&“'é‘""é"!!.‘.’!!.‘!f“-”-“

0s05g0502700 LOC_0s05g42290 Expressed protein 24735520-24737763 -

NAF1 domain con-
0s05¢g0502800 LOC_0s05g42300 taining protein, ex- 24738575-24742551

pressed

_ “"'I'"'L'"J“L*“"F“h'!‘““‘“.ﬂ“
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Gene candidato

MSUv7_LoclD

Rgap

RiceFREND

Funcéo do gene

Coordenadas CDS (5°-3°)

Coexpressao génica

LOC_0s05g42310.1

LOC_0s05g42310

Retrotransposon protein,
putative, unclassified, ex-
pressed

24745148-24748439

LOC_0s05g42320.1

LOC_0s05¢42320

Retrotransposon protein,
putative, unclassified, ex-
pressed

24749067-24755222

Secretory carrier-associ-

0s05g0503000  LOC_Os05g42330  ated membrane protein, 24762161-24767769 | . “ |
utative, expressed ‘ “ h " “ h
putaiive, xp o S i...
0s05¢0503100  LOC_Os05ga2340 Ubiquitin E3ligase ICPO, -, 1001017 54775631 i
putative, expressed
Protein of unknown func-
030690272800  LOC_Os06g16160  tion DUF231, plant do- 9206466 - 9202757
main containing protein. m
051290613850  LOC_Osl2ga1956 Colactosyltransferase fa- 26016668-26020765 i

mily, putative, expressed
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Gene candidato

MSUv7_LoclD

Rgap

RiceFREND

Funcéo do gene

Coordenadas CDS (5°-3°)

Coexpressao génica

0Os0590495900

LOC_0s05g41610

Glycosyl hydrolases fam-
ily 17, putative, expressed

24371212-24374703




