Analise de associagao quanto a produtividade e seus caracteres
componentes em linhagens e cultivares de arroz de terras altas
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Resumo — O objetivo deste trabalho foi identificar, por meio da andlise de mapeamento associativo,
os marcadores moleculares relacionados a produtividade do arroz de terras altas e aos seus caracteres
componentes. Foram usadas 113 linhagens e cultivares de arroz de terras altas, da Cole¢do Nuclear de Arroz
da Embrapa, com reduzido vinculo genético entre si. Os seguintes caracteres componentes da produtividade
foram avaliados: nimero de paniculas por metro, nimero de graos por panicula e peso de 100 graos. Dos
115 marcadores utilizados, 25 (21,7%) associaram-se significativamente a um ou mais caracteres. Entre os
29 SSR ("simple sequence repeats") colocalizados em QTL ("quantitative trait loci") de produtividade de arroz,
12 foram associados aos caracteres avaliados e considerados como candidatos para uso na selegdo assistida
por marcadores. Os marcadores NP914540, Q6ZGD1 e Q69JE3, associados ao nimero de graos por panicula,
ainda ndo foram anotados no arroz e podem constituir o ponto de partida para estudos de gendmica funcional.
Entre os marcadores derivados de sequéncias transcritas, NP914526 e NP914533 destacam-se por pertencer a
rotas metabolicas relacionadas ao aumento do potencial produtivo de arroz.

Termos para indexacdo: Oryza sativa, colegdo nuclear, desequilibrio de ligagdo, genOmica funcional,
mapeamento associativo, sele¢@o assistida por marcadores.

Association analysis for yield and its component traits in lines
and cultivars of upland rice

Abstract — The objective of this work was to identify, through analysis of associative mapping, the molecular
markers related to upland rice yield and its component traits. One hundred thirteen lines and cultivars of
upland rice, with reduced admixture, from the Rice Core Collection of Embrapa, were used. The following
yield component traits were evaluated: number of panicles per meter, number of grains per panicle, and weight
of 100 grains. Out of the 115 used markers, 25 (21.7%) were significantly associated with one or more traits.
Among the 29 SSR (simple sequence repeats) co-located in yield QTL (quantitative trait loci) in rice, 12 were
associated with the evaluated traits and considered candidates for use in marker-assisted selection. The markers
NP914540, Q6ZGD1, and Q69JE3, associated with the number of grains per panicle, are not yet annotated in
rice and should constitute the starting point for functional genomics studies. Among the markers derived from
transcribed sequences, NP914526 and NP914533 stand out for belonging to metabolic pathways related to
increased yield potential of rice.

Index terms: Oryza sativa, core collection, linkage disequilibrium, functional genomics, association mapping,
marker-assisted selection.

Introducio Brasil se da por meio de sistema irrigado (varzeas) e de

terras altas. A maioria das variedades de arroz de varzea

O arroz (Oryza sativa L.) contitui importante fonte  pertence a subespécie indica, enquanto a maioria das
de carboidratos, sobretudo para populagdes de baixa  variedades de terras altas é da subespécie japOnica
renda (Bassinello & Naves, 2006). O seu cultivo no  (Khush, 1997). O sistema de cultivo irrigado por
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inundagdo controlada esta consolidado no Sul do pais;
ele compreende 40% da area destinada a orizicultura
no Brasil e contribui com cerca de 60% da produgao
anual de arroz.

No sistema de cultivo em sequeiro, o arroz de
terras altas esté sujeito a redugdo da produtividade em
consequéncia de veranicos ocasionais. Essamodalidade
de cultivo concentra-se principalmente na regido
Centro-Oeste, nos estados de Mato Grosso e Goias, em
areas onde predominam Latossolos, que apresentam
baixa fertilidade natural e boas caracteristicas fisicas
(Heinemann & Stone, 2009). Apesar da menor
produtividade do arroz de terras altas, sua area de
cultivo tem grande potencial de expansdao no Brasil.
No entanto, em razdo de estresses abioticos diversos
e da irregularidade na distribuigdo das precipitacdes
pluviais, a produgao desse sistema de cultivo apresenta
grande variagao no pais (Pinheiro, 20006).

O aumento do patamar de produtividade do arroz
de terras altas € um permanente desafio dos programas
de melhoramento genético. A partir da década de
1980, quando culminou o processo de substituigdo
de variedades tradicionais de arroz (ciclo longo,
porte elevado e grio tradicional longo e espesso)
por cultivares consideradas modernas (ciclo médio a
curto, porte baixo e grao agulhinha longo e fino), teve
inicio um processo de declinio de ganho genético,
nos programas de melhoramento do arroz, atribuido
ao estreitamento da base genética da espécie (Castro
et al., 1999). Vinte anos depois, foram iniciadas no
Brasil atividades de pré-melhoramento, com o objetivo
de ampliar a base genética de gendtipos-elite de arroz,
pelo acesso a variabilidade genética 1til presente nas
variedades tradicionais e linhagens oriundas de outros
paises (Fonseca et al., 2006). Como parte desse esforco,
a Embrapa elaborou sua Cole¢ao Nuclear de Arroz, que
permitiu, pela primeira vez, estabelecer (Abadie et al.,
2005) e caracterizar fenotipica (Bueno et al., 2012) e
molecularmente (Borba et al., 2009) uma colegido de
ampla base genética e com tamanho reduzido, para a
cultura.

De acordo com dados recentes, o tamanho do
genoma do arroz ¢ de aproximadamente 370 Mpb e
tem 55.986 genes, com fungdo predita, que incluem
39.045 locos de nao ETs (elementos transponiveis) que
codificam 49.066 modelos génicos, ¢ 16.941 locos de
ETs que codificam 17.272 modelos génicos (Kawahara
et al.,, 2013). Foram reportados, at¢é o momento,
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23 genes relacionados a caracteres componentes da
produtividade (Tripathi et al., 2012). O conhecimento
da base molecular desses caracteres ¢ importante para
que se possa manipular a produtividade do arroz em
programas de melhoramento, via piramidagao de genes
e obtencdo de arroz geneticamente modificado.

O mapeamento associativo, também conhecido por
mapeamento por desequilibrio de ligag@o, ¢ um método
de mapeamento de QTLs que utiliza o historico de
desequilibrio de ligacdo de uma espécie para relacionar
fendtipos a gendtipos (Yu et al., 2008). A analise de
associacdo tem potencial de identificar polimorfismos
dentro de genes responsaveis por variagdes fenotipicas,
e infere de modo pratico o fenotipo a partir do
genotipo. Assim, € possivel identificar variagdes
funcionais especificas, ligadas a diferengas fenotipicas
relacionadas a caracteres de interesse (Flint-Garcia
et al, 2003). No entanto, a interpretagdo das
associacdes encontradas no mapeamento associativo
e a identificagdo de genes relacionados a determinado
carater requerem a incorporagdo da andlise de estrutura
populacional (Huang et al., 2012).

Em arroz, o mapeamento associativo ja foi
utilizado para estudo da produtividade de gréos
(Huang et al., 2012), e tem-se beneficiado do numero
massivo de marcadores SNPs ("single nucleotide
polymorphisms"), derivados de sequenciamentos
de baixa resolugdo resultantes da analise GBS
("genotyping by sequencing" (Elshire et al., 2011)) em
plantas. A partir de um conjunto de dados de 3,6 milhdes
de SNP, obtidos do sequenciamento de 517 variedades
tradicionais de arroz, Huang et al. (2010) encontraram,
via mapeamento associativo, 37 marcadores SNPs
associados a 12 caracteres de interesse agronomico.

Em estudos de genética associativa, alternativamente
aessaabordagem com grande densidade de marcadores,
pode-se utilizar a abordagem de genes candidatos, uma
vez que o mapeamento de associacdo fica restrito a
locos relevantes, possivelmente envolvidos no controle
de caracteres de interesse (Ehrenreich et al., 2009).
Essa abordagem ¢ inédita para a cultura do arroz, mas
jé foi previamente utilizada para a cultura do milho
(Harjes et al., 2008), Pinus (Gonzalez-Martinez et al.,
2007) e batata (Malosetti et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi identificar, por meio
da analise de mapeamento associativo, os marcadores
moleculares relacionados a produtividade do arroz de
terras altas e aos seus caracteres componentes.
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Andlise de associa¢do quanto a produtividade e seus caracteres

Material e Métodos

A partir do conjunto de 133 linhagens e cultivares
de arroz de terras altas, da Cole¢do Nuclear de Arroz
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da Embrapa (CNAE), foram selecionados 113 acessos
que ndo possuiam ancestralidade multipla, dos quais
94 sdo linhagens e 19 sdo cultivares comerciais

(Tabela 1).

Tabela 1. Identificacdo dos acessos da Colecdo Nuclear de Arroz da Embrapa (CNAE), utilizados na andlise de associacao.

N Codigo Origem" Nome comum N Codigo Origem Nome comum

1 CNA0000482 EUA Bluebonnet 58 CNA0005972 Nigéria Farox 301

2 CNA0000963 Ipeaco Amarelao X Guedes 59 CNAO0005975 Colémbia IDSA 6

3 CNA0000969 Ipeaco Honduras X Matao 60 CNA0006030 Filipinas Padi Senemok

4 CNA0000976 Ipeaco Saturno X Pratdo Precoce 61 CNA0006034 Nigéria ITA 150

5 CNA0000994 Ipeaco Esav X Matdo 62 CNAO0006035 Nigéria 1TA 225

6 CNA0001006 EUA DAWN 63 CNA0006174 Embrapa LS 85-158

7 CNAO0001118 EEPG EEPG-1-269-Furnas 64 CNA0006187 Embrapa Caiapo

8 CNA0001347 Ipeaco Ipeaco-SL 2270 65 CNA0006217 IAC Tapar 9

9 CNA0001350 Ipeaco Ipeaco-SL 1970 66 CNA0006406 IAC LS 86-68

10 CNA0002075 IAC TIAC 165 67 CNA0006413 lapar L 85-20

11 CNA0002123 Tapar Japonés X Praiana 68 CNA0006422 Tapar Tapar L 99-98

12 CNA0002524 Franga Moroberekan 69 CNA0006572 Franga IREM 195 (ECAD)
13 CNA0003005 india Sona 70 CNAO0006574 Franga IRAT 112 (ECAD)
14 CNA0003281 Embrapa IRAT 177 71 CNA0006701 Embrapa CNAX 1762-A-41-2-1
15 CNA0003287 Franga IREM 123-2-1 72 CNA0006940 EUA Lemont

16  CNA0003288 Franga IREM 293-B 73 CNA0006941 EUA New Bonnet

17 CNA0003289 Franga IREM 247 74 CNA0007119 Embrapa CNARR 2888-B-47
18 CNA0003362 Franga IRAT 142 75 CNA0007425 Embrapa Canastra

19 CNA0003372 Franga IRAT 10 76 CNA0007706 Embrapa CNARR 2888-B-12-1-1
20  CNAO0003375 Franga IRAT 13 77 CNA0007799 Embrapa IAC 1191
21 CNA0003397 Franca IRAT 144 78 CNA0007937 Embrapa Progresso
22 CNA0003403 Nigéria TOX 490-3-108-D1-B-B 79 CNA0008070 Embrapa CNAX 3608-6-1-2-1
23 CNA0003490 Franga Mearin 80 CNA0008092 Franga L 141
24 CNAO0004078 Embrapa UPR 82-1-7 81 CNA0008093 Franga L 285
25 CNA0004098 Embrapa CNA 511-12-B-5 82 CNA0008172 Embrapa Bonanca
26 CNA0004120 Embrapa CNA 092-BM10-BM27p-3 83 CNAO0008305 Embrapa Carisma
27 CNA0004121 Embrapa CNA 095-BM30-BM9-28 84 CNA0008309 Embrapa L 92-342
28 CNA0004141 Embrapa CNA 511-12-B-2 85 CNA0008412 EUA Bluebonnet 50
29 CNA0004168 Embrapa L 80-68 86 CNA0008432 EUA Lacassine
30 CNA0004172 Embrapa CNA 511-12-B-4 87 CNAO0008533 Embrapa Maravilha
31 CNA0004193 Franca IREM 656 88 CNA0008540 Embrapa Talento
32 CNA0004206 Embrapa Araguaia 89 CNA0008545 Colémbia CT 11216-10-12-B-BRM-10
33 CNA0004243 Filipinas OR 63-252 90 CNA0008711 Embrapa CNAX 4914-36-M-M-3
34 CNA0004428 Franga N.7384 [RPL X Daniela] 91 CNA0009113 Colombia CT10037-9-4-M-1-1P-2-M
35 CNA0004480 Franga IRAT 124 92 CNAO0009115 Colémbia CT11632-3-3-M
36 CNAO0004487 Franca Makouta 93 CNA0009123 Colémbia CT11891-3-3-3-M
37  CNA0004543 Nigéria TOX 1012-12-3-1 94 CNA0009124 Colombia CT13364-7-1
38 CNA0004617 Nigéria TOX 1011-4-2 95 CNA0009197 Colombia CT13377-8-4
39  CNA0004640 Nigéria TOX 1785-19-18 96 CNA0009199 Colémbia CT13381-1-3
40  CNA0004697 Colombia N.2583 97 CNA0009223 Colombia CT13569-5-7
41 CNA0004748 Embrapa CNA 104-B-2-43-2 98 CNA0009227 Colombia CT13570-3-2
42 CNA0004759 Nigéria TOX 514-16-101-1 99 CNA0009240 Colémbia CT13572-6-2
43 CNA0004788 Nigéria TOX 503-4-115-B-B 100 CNA0009364 Colémbia CT13581-5-2
44 CNA0004796 Nigéria TOX 516-28-10B-D2-B-B 101 CNA0009415 Colombia CT13582-11-4
45 CNA0005180 Embrapa CNA 539-23-B-4 102 CNA0009561 Colémbia CT13584-12-9
46 CNA0005287 Franga IRAT 162 103 CNA0009591 Colémbia CT13585-12-3
47  CNA0005334 Nigéria TOX 1871-29 104 CNA0010451 China YUNLU N7
48 CNA0005342 IRAT Rio Verde 105 CNA0010469 Filipinas TB47H-MR-11-51-3
49  CNA0005461 India CO 18 106 CNA0010476 Filipinas B8503E-TB-19-B-3
50  CNAO0005462 india MTU 15 107 CNA0010503 Filipinas YN1905-UUL-62
51 CNA0005465 india W 1253 108 CNA0010527 Filipinas BR4742-B-19-23
52 CNA0005650 Ipeaco Ipeaco 11P 109 CNAO0010533 Filipinas 1R65907-188-1-B
53 CNA0005660 Ipeaco Ipeaco 77P 110 CNAO0010618 IAC IAC 201
54 CNA0005672 Embrapa L 82-192 111 CNA0010671 Tapar Tapar 62
55 CNA0005673 Embrapa TIAC 81-176 112 CNA0010679 Tapar Tapar 63
56  CNA0005901 Embrapa IAC 84-198 113 CNA0010682 IAC 1AC 202
57 CNA0005970 Nigéria Farox 299 - - - -

(WEmbrapa, Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria; IAC, Instituto Agrondmico de Campinas; lapar, Instituto Agronémico do Parana; Ipeaco, Instituto

Pesquisa Agropecuaria do Centro Oeste.

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.49, n.10, p.771-782, out. 2014
DOI: 10.1590/S0100-204X2014001000004


http://dx.doi.org/10.1590/S0100-204X2014001000004

774 C. dos A. Mendes et al.

Os 113 acessos selecionados foram avaliados em
experimento de campo, na safra 2007/2008, no sistema
de cultivo de terras altas. O experimento foi realizado
na estacao experimental da Embrapa Arroz e Feijao, no
Municipio de Santo Anténio de Goias (GO). Utilizou-
se o delineamento de blocos incompletos, com quatro
linhas de 5 m, em area util compreendida pelas duas
linhas centrais, no total de 4,5 m2. O espagamento entre
as linhas foi de 0,35 metros, e utilizou-se irrigagdo
suplementar por pivo central. As cultivares BR/Irga 409,
Metica 1 e Caiap6 foram utilizadas como testemunhas.

Os seguintes caracteres quantitativos foram
avaliados: nimero de paniculas por metro (NPM),
numero de graos por panicula (NGP), peso de 100 graos
(PCQG) e produtividade (kg ha'). A analise estatistica
dos dados fenotipicos foi realizada com o programa
SAS, versdo 6, por meio do procedimento Proc GLM
(SAS Institute, Cary, NC, EUA), tendo-se utilizado
os dados médios da parcela para cada tratamento
(genotipo). As médias ajustadas foram utilizadas para
compor os dados fenotipicos da analise de associacao.

Inicialmente, foram identificadas regides do genoma
do arroz previamente relacionadas a produtividade e
aos componentes desta, oriundas de 27 mapas de QTL
j& publicados, disponibilizados no Gramene (2014).
A partir da localizacdo de cada marcador molecular
relacionado a um QTL (marcador dncora) no genoma,
foram identificados os transcritos situados a 200 kpb
"upstream" ¢ 200 kpb "downstream". A sequéncia de
cada transcrito foi analisada, tendo-se selecionado
os que apresentaram DNA repetitivo. A partir das
sequéncias dos transcritos selecionados, foram
desenhados pares de iniciadores com o programa
Primer 3 (Untergasser et al., 2012). Esses marcadores
foram analisados em conjunto com as informagdes de
86 marcadores SSR obtidas por Borba et al. (2010).

A extracdo de DNA foi realizada pelo protocolo
CTAB modificado, descrito por Ferreira & Grattapaglia
(1998). A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi
realizada para todos os marcadores SSR avaliados, em
volume final de 15 pL, com 5 uL de DNA 3 ng pL”,
4,3 uL de cada iniciador (0,9 pmol L), 1,5 uL de
tampao 10 x, 1,3 uL. de DMSO (50%), 0,2 uL de Taq
DNA polimerase (5 unidades puL'), 1,3 uL de dNTP
(2,5 mol L") e 1,4 puL de agua Milli-Q autoclavada.
As reagdes foram conduzidas em termociclador
PTC 100 (MJ Research, Quebec, Canada). Os passos
da amplificagdo foram: 94°C por 5 min, seguido por
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40 ciclos de 94°C por 1 min, temperatura de anelamento
especifica de cada par de iniciador por 1 min e 72°C
por 1 min, além de uma extensdo final a 72°C por
7 min. As reacdes foram submetidas a eletroforese, em
geis de poliacrilamida a 6% desnaturante, corados com
solugdo de nitrato de prata, de acordo com protocolo
descrito por Creste et al. (2001).

O nimero de alelos, os alelos privados (ou
exclusivos) e a estimativa da informagdo genética de
cada marcador, avaliada pelo PIC ("polymorphism
information content"), foram obtidos com o programa
PowerMarker, versdo 3.23 (Liu & Muse, 2005).

A analise de associagdo entre marcadores e
caracteres fenotipicos foi conduzida com uso do
modelo linear misto (MLM), disponivel no programa
Tassel versdo 2.1 (Bradbury et al., 2007). O modelo
misto utilizado considerou, como efeito fixo, os
marcadores moleculares ¢ os dados de estruturagdo
(matriz Q) obtidos pelo programa Structure versdo
2.3.4 (Pritchard et al.,, 2000), enquanto a matriz
de parentesco ("kinship"), obtida pelo programa
SPAGeDi versao 1.2 (Hardy & Vekemans, 2002), foi
considerada como efeito aleatorio (Borba et al., 2010).
Os alelos com frequéncia menor ou igual a 0,05 foram
considerados como alelos nulos para a analise de
associacdo, de acordo com estratégia estabelecida por
Breseghello & Sorrells (2006).

O método de corre¢do adotado foi o FDR ("false
discovery rate"), e a probabilidade (p-valor) ajustada
foi utilizada como o novo nivel de significancia, para
cada associac¢do identificada.

Resultados e Discussao

Todas as wvariaveis mensuradas (produtividade,
PCG, NPM e NGP) apresentaram efeito significativo
(Tabela 2). Os valores dos coeficientes de variagdo
(CV) estiveram entre 3,98%, para o peso de 100 graos,
e 25,16%, para o nimero de grdos por panicula, e
podem ser considerados normais (Balbinot Junior
et al., 2003).

A avaliagdo individual dos componentes de
produtividade visou diminuir a complexidade da
analise, uma vez que esses caracteres tém controle
genético quantitativo, ¢ alguns apresentam baixa
herdabilidade (Siirek & Beser, 2005). A produtividade
correlacionou-se positivamente ao NGP (0,42; p<0,01),
semelhantemente ao observado por Cho et al. (2007),
que estudaram 164 RILs (linhagens endogamicas
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recombinantes) de arroz, derivadas de cruzamento
biparental. Os caracteres NPM e PCG apresentaram
correlagdao negativa (-0,21, p<0,01), o que corrobora
a observacao de Peng et al. (1999) de que o aumento
da produtividade esta negativamente relacionado ao
aumento do nimero de paniculas.

Sessenta e sete marcadores derivados de sequéncias
transcritas com DNA repetitivo foram desenhados
para a genotipagem dos 113 acessos de arroz. Desse
total, 44 marcadores (63,7%) apresentaram padriao
de amplificagdo satisfatorio, com distribuicdo nos
cromossomos 1,2,4,5,7,8,9,10¢ 11 (Tabela 3). Vinte
e nove marcadores foram polimoérficos e produziram
160 alelos, com média de 3,63 alelos por loco, a
qual variou de trés (marcadores Q6YUXO0, Q5VRY4,
Q5VRY1, NP914533, Q69JE3 e NP914540) a dez
alelos (Q75HV7). O PIC médio foi 0,37, tendo variado
de 0,15 (NP914524) a 0,84 (Q75HV7). Observaram-
se 18 alelos privados, dos quais trés provieram do
acesso CNA0004121. Borba et al. (2010), com uso de
86 marcadores SSR, encontraram média de 4,76 alelos
por loco e um PIC médio de 0,56, para 133 variedades
de arroz de terras altas. A diferenga desses resultados
com os do presente trabalho é consequéncia do
menor polimorfismo dos marcadores derivados de
transcritos com DNA repetitivo, em comparacao a SSR
derivados de sequéncias do genoma estrutural. Apesar
de os marcadores derivados de sequéncias génicas
serem frequentemente menos polimoérficos do que os
gendmicos, eles apresentam uma série de vantagens,
como o excelente indice de transferibilidade entre
espécies, alto potencial de associagdo a genes que
afetam caracteres de interesse e facilidade de acesso

Tabela 2. Quadrados médios da analise de variancia da
produtividade e de seus caracteres componentes, em
linhagens de arroz de terras altas(®.

Fontede (GL Produtividade PCG NPM NGP
variagao (kg ha'') (2)

Tratamento 100  4.292.406** 0,757%* 670,89**  1.696,95%*
Bloco 30 3.733.881** 0,394%* 441,29 1.027,79%*
Repetigdo 2 1.271.017* 0,002 842,91 121,90
Erro - 414.879 0,010 312,56 414,50
Média - 2.891,34 2,515 84,968 80,923
CV (%) - 22,27 3,98 20,80 25,16

(ODelineamento de blocos incompletos ao acaso. * e **Significativo pelo
teste F a 5 ¢ 1% de probabilidade, respectivamente. GL, graus de liberdade;
PCG, peso de 100 graos; NPM, niimero de paniculas por metro; ¢ NGP,
numero de graos por panicula.

via bancos publicos de sequéncias (Varshney et al.,
2005; Castillo et al.,, 2008; Ramu et al., 2009).
Além disso, outra grande vantagem de se utilizar
marcadores derivados do genoma transcrito ¢ a de
que a variabilidade encontrada entre dois gendtipos
pode estar associada a diferengas no fendtipo, o que
resulta em marcadores passiveis de utilizagdo direta na
selecdo assistida.

Foram utilizados 115 marcadores na analise de
associacdo: 86 SSR gendmicos ¢ 29 SSR de sequéncias
transcritas. Alelos raros, com frequéncia <5%, foram
eliminados da analise, para evitar problemas nas
estimativas do desequilibrio de ligacdo (Remington
et al., 2001). Esses alelos tendem a aumentar o erro
tipo I e a indicar a existéncia de subestruturacdo
na populagdo (Flint-Garcia et al., 2003). Dos
115 marcadores, 25 (21,74%) foram associados
significativamente a um ou mais caracteres avaliados.
Entre os 29 marcadores de sequéncias transcritas,
12 (41,38%) foram associados significativamente a
um ou mais caracteres avaliados, enquanto apenas
13 (15,12%) dos 86 SSR do genoma estrutural
foram associados significativamente a um ou mais
caracteres (Tabela 4). O fato de estarem localizados
em regides previamente associadas a QTL indica
que as sequéncias transcritas constituem marcadores
com possibilidade real de estarem relacionados aos
caracteres fenotipicos avaliados. O emprego potencial
desses marcadores, em programas de melhoramento,
vai desde a possibilidade de desenvolver marcadores
para a selegdo assistida até o desenvolvimento
de plantas geneticamente modificadas que
superexpressem o transcrito identificado.

A determinac¢do da fungdo dos marcadores derivados
do transcriptoma foi realizada com analise de Blast
para o arroz (Kawahara et al., 2013) e Arabidopsis
(Lamesch et al., 2011), e permitiu inferir de forma
direta a funcdo putativa desses transcritos, o que ¢ uma
vantagem interessante em relagdo a marcadores SSR
do genoma estrutural, que podem perder sua ligagdo
fisica aos genes de interesse pela recombinacao.

Para o carater NGP, foram observadas 17 associacdes
significativas (Tabela 4), localizadas nos cromossomos
1,2,6,7,9, 10 e 12. No cromossomo 1, o marcador
NP914526 (LOC Os01g09260, de acordo com a
notacdo utilizada pelo Rice Genome Annotation
Project) esta relacionado a enzima citocinina
desidrogenase (EC 1.5.99.12), que atua na degradagao
do horménio citocinina, responsavel pelo crescimento,
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diferenciagdo celular, dominancia apical e senescéncia
das folhas. Ashikari et al. (2005) relacionaram a
reducdo de expressdo dessa enzima ao aumento da
produtividade em arroz, pelo acimulo de citocinina no

meristema das inflorescéncias e aumento no nimero
de orgaos reprodutivos. Nesse caso, a busca por alelos
menos eficientes desse gene, em acessos do banco
de germoplasma de arroz ou pela utilizagdo de RNA

Tabela 3. Sequéncias de iniciadores de marcadores desenvolvidos a partir de sequéncias transcritas, provenientes de regides

adjacentes de QTL identificados previamente na literatura.

Marcador Cromossomo Marcador Iniciador forward Iniciador reverse Ta

ancora (°C)
NP914540 1 RM1 TCTTCGTCTCGCCTTTGTTT GGAATCTCCGTTTCCTTGGT 50
Q5VRY1 1 RM1 ACCTTTCCGAACCTTCCACT TCGATCGCCTCTTCTTCTTC 50
Q5VRY4 1 RM1 GTGGTTAATCCCTTCGCTGA CAAACCACGAGTTGTCCAAA 56
NP914524 1 RM1 TCTAGCGGCTGGAGTCTGAT GAGTAGTCGTGCCACGTCAG 50
NP914526 1 RM1 GGACAAGTACGACCCCAAGA AGATGCGAGGAGGAGCTACA 56
NP914533 1 RM1 CTCCTCCCTCCCATTACCC TCGAGGGGAGTACGTACCAG 50
NP917594 1 RMS5 TTTTGTTCCGCCCAATTAGA TGCACAAGGTCAAAGAATGG 58
NP917595 1 RMS5 ACAACAACAGCGCAGAGATG ATTGACACCTCGTCCAAACC 50
NP917599 1 RM5 ATCTTGATGGGGTGCAGAAG ACCCGCTGTTACAGGAGCTA 60
Q5ZEll 1 RM5 CGGAAAAAGGGTTTTTGGTT CCCTCCTCCTCCTCCTCTTA 50
NP917589 1 RM5 CGAACTATCGCGGTCGTCTA GATGATTGGGGATGACAGGT 52
NP917593 1 RM5 TTTTGTTCCGCCCAATTAGA TGCACAAGGTCAAAGAATGG 52
NP916369 1 RM212 TGAAACTGCCAATACAAACAGG TGCAGGTTCCATAGGACACA 56
Q5VZAVS 1 RM212 AGGAGGTGGAGGAGGAATTG TCTGCAGGAATACGGGAAAC 56
Q5ZCG1 1 RM212 TGATACCACTGCCAAGTCCA ATTTGAGCCACGAATTCCAC 54
Q5VR71 1 RM220 AAGTCAACGGCGTCAAACAT TGACTGTCGGTGACTGTCGT 56
Q5VRY8 1 RM220 CATCACTCCCCATCACTCCT CTGCCACAGTGACACGTTCT 50
Q6K700 2 RM208 GTGCACGTGGAACTCTGTTG GCGAGAAGAAGCGAGAAGAA 50
Q6K701 2 RM208 GTGCACGTGGAACTCTGTTG GCGAGAAGAAGCGAGAAGAA 50
Q6K704 2 RM208 AAAACCAGCAAGGACGAGGT CTCCTGCAGAAGGTGCAGTT 56
Q6YUXO 2 RM240 ATCGAGCGAACCTTCAACAC CCAAACACGCACTCTCTTCA 50
Q6YUX6 2 RM240 GGTCTCGATGTGCAACCTTC TCTGCTGCTGGTACTGTTGC 50
Q6YZ50 2 RM250 TTCGAGTGCCACTACTGCTG CGATGTGGTGGTGGTAGTTG 56
Q6YZ56 2 RM250 CGTCGCATCATCTTCATCAG CCTGCCATTTCGTTCAATTT 50
Q6Z7K9 2 RM250 CGATCACCTTGTGCGTGATA CCTCGATAATTTCGGGTTTG 50
Q6Z7L6 2 RM250 GCATAAAAGGCCAACCAAAA GATGGATCTGAGGAGGGATG 52
Q6ZGD1 2 RM250 CCCATCTGATCCAAGATTGC ACGTTGAGCTGCCAATGTAA 54
KS1 4 RM255 TGGGACAACCTGACAAGAGA CCAAACAAATGGCCTCAGAT 52
Q7XLD8 4 RM255 TGCATATGGAGCCTTGGATT CTCCCAAACCACAACAAACC 50
Q84NC2 4 RM255 TGGGACAACCTGACAAGAGA CCAAACAAATGGCCTCAGAT 56
QX7PL3 4 RM255 AACGAAACCGCTCAGTTCAA GGGACCAGGAGAAAAATTCG 52
Q6AU68 5 RM164 GGCACGAGGAACTGAAGAAC CTGACAAACCTCTCGTGCAG 58
Q60ER7 5 RM164 AGCGGCTCCTCTCTCTCTCT CCTATGCGAAGATCACGACA 50
Q60ES1 5 RM164 GGAGAGAAGCATCCAACCAA TCCGTGTTTGTCCGTGTTTA 50
Q75HV7 5 RM164 CAGTGCTGAATTGTCAGTGGA CGTGGGAGCAACTGGTTATT 52
Q7EZ30 7 RM11 CAACCACCACCACCTTCTTC CAACCACCACCACCTTCTTC 50
Q7XIRS 7 RM11 CCTCCCTCTTCCTCTTGTGA GGACGGCACACAAATATTGC 50
Q8LIJO 7 RM11 CTCACCCACCCTGTTCATCT GGAAGGTTCGCTGACAAGAG 50
Q67473 7 RM11 TCATGTTACCCCTCCCCTCT ACACACACACACACACACACAC 50
Q6ZCO3 8 RM210 GGAAGAGGCAGCTGACAATC GTCACACGGACCATGTATGC 50
Q69JE3 9 RM215 GTCGTGGACGACCAACTCCT GAAGGGGTCCCAGAAGTCC 56
Q69128 9 RM215 GCTTCCTGCAACCTGGTAAG AAGTTCCCTCTCGCTTGTCA 52
NP920800 10 RM311 GAGAAAGTACGTGCGGTCAA ATGAAATTGCCACCTGTGTG 58
Q53KP1 11 RM231 ACCAACTTTAGCGCCCCTAT CTGGTCGAGGACCAAACAGT 50

Ta, temperatura de anelamento.
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interferente, poderia aumentar o potencial produtivo da
cultura.

O marcador NP914533 (LOC_0Os01g54030) tem
como produto a enzima malica dependente de NADP
(EC 1.1.1.40), que participa da fotossintese (Zhao
et al,, 2007). A busca por variantes alélicas desse
marcador, tanto em acessos de arroz cultivado quanto
de arroz silvestre de genoma AA nativo do Brasil
(0. glumaepatula), pode possibilitar a identificagdo de
isoformas da enzima malica com maior eficiéncia da
fotossintese. Esse marcador pode ser o ponto de partida
para o aumento da eficiéncia da taxa fotossintética de
arroz, uma vez que esteve associado diretamente ao
carater NGP.

O marcador NP914540, cujo transcrito é expresso no
arroz (LOC_0s01g09420), ainda nao foi anotado; ou
seja, ainda ndo possui fungdo conhecida. Mesmo com
a analise de Blast, no banco de dados de Arabidopsis,
nido foi possivel encontrar sequéncias homologas.
Como a sequéncia representada pelo marcador
esteve associada somente ao NGP, ela é interessante
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para estudar unicamente este carater. O NP917599
(LOC _0s01g42280) também foi exclusivo para o
NGP e esta relacionado ao gene de repeticdes com
pentatricopeptideo (PPR), que tem 35 aminoacidos
repetidos em tandem e estd associado ao sistema
restaurador da fertilidade (CMS) do arroz (Hu et al.,
2012), o qual é fundamental para viabilizar a produgéo
de hibridos de arroz.

O marcador Q5VRY1 (LOC 0s01g08860)
¢ associado a uma proteina de choque térmico,
HSP18, (Chang et al., 2007). Essa classe de proteinas
normalmente estd envolvida na resposta a altas
temperaturas e a outros estresses (Chandel et al., 2013).

Os marcadores Q6YZ56, Q6YUX0 ¢ Q6ZGD1
foram identificados no cromossomo 2. O marcador
Q6YZ56 (LOC 0s02g53590), em arroz, esta
relacionado ao produto génico defensina. Esse
produto codifica proteinas ricas em cisteina, também
conhecidas como polipeptideos antimicrobianos
(Tesfaye et al., 2013). O homoélogo desse gene em
Arabidopsis ¢ o AT2G22121, que foi relacionado

Tabela 4. Marcadores significativamente associados aos caracteres avaliados e seus respectivos valores de probabilidade (p).

Marcador Cromossomo  Repeti¢do Cébdigo RGAPY Ancora  NeAlelos p (NGP) p (PCG) p (Produtividade)
NP914526 1 (TTAA)6 LOC_0s01g09260 RM1 4 1,14x10* 1,29x10* -
NP914533 1 (CCG)6 LOC_0s01g09320 RM1 2 2,79x10+ 1,71x10* -
NP914540 1 (GCC)9 LOC_0s01g09420 RMI1 2 3,46x10° - -
NP917599 1 (AG)15 LOC_0s01g66490 RMS5 6 1,25x10* - -
0G106 9 (AG)27 - - 8 - 7,30x10° -
Q5VRY1 1 (AGA)10 LOC_0Os01g08860 RM1 2 7,98x107 3,86x10° -
Q69JE3 9 (CCG)5 LOC_0s09g36760 RM215 2 6,29x10° 7,24x10° -
Q69178 9 (CT)5 LOC_0s09g36470  RM215 2 - 1,12x10* -
Q6YUXO 2 (CMH13 LOC_0s02g51320 RM240 2 7,91x107 3,94x10° -
Q6YZ56 2 (CT)27 LOC_0s02g53590 RM250 4 2,34x10° 3,36x10° -
Q6ZGD1 2 (CDH14 LOC_0s02g53700 RM250 4 1,99x10% - -
Q8LIJO 7 (CDHH13 LOC_0s07g32510 RM11 3 3,16x10* - 5,85x10°
RM12 12 (AG)21 - - 2 2,07x10* - -
RMI117 12 (AG)7 - - 6 2,31x10* 1,33x10* -
RM125 7 (GCT)8 - - 2 5,35x10° 1,93x10¢ -
RM144 11 (ATT)11 - - 6 - 3,16x10° -
RM190 6 (€11 - - 6 2,26x10* - -
RM205 9 (CT)25 - - 5 - 7,97x10° -
RM222 10 (CDH18 - - 5 9,69x10° - -
RM234 7 (CT)25 - - 4 - 1,12x10* -
RM240 2 (CT)21 - - 3 1,74x10* 5,81x10% -
RM252 4 (CT)19 - - 4 - 1,52x10* -
RM263 2 (CT)34 - - 6 - 4,95x10° -
RM277 12 (AG)11 - - 4 - 3,11x10* -
RM484 10 (AT)9 - - 3 1,07x10* 6,63x10°° -

(WRGAP, Rice Genome Annotation Project. NGP, ntimero de gréos por panicula; e PCG, peso de 100 grios.
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tanto a imunidade natural da planta quanto a
comunicacdo célula a célula nas inflorescéncias
(Takeuchi & Higashiyama, 2012). A relagdo desse
gene com a capacidade de polinizagdo em arroz
podera ser averiguada, para avaliar sua influéncia no
aumento da eficiéncia da polinizagdo, que tem reflexo
direto no nimero de gréos por panicula. Giacomelli
et al. (2012) também identificaram, em Vitis vinifera,
a indugdo da express@o da familia génica defensina,
tanto em tecidos ligados a reproducdo quanto em
tecidos infectados por doenga. O marcador Q6YUXO0
(LOC _0s02g51320) estd associado a um gene da
familia bHLH ("basic helix-loop-helix"), a mais
numerosa familia de fatores de transcri¢do. Essa
familia tem sido reportada como envolvida em
diversos processos bioldgicos das plantas, como
sinalizag@o da presenga luz e de hormonios, resposta
a estresse hidrico e desenvolvimento de flores e
frutos (Carretero-Paulet et al., 2010). A associagdo
desse fator de transcricdo com o carater NGP, dada a
multiplicidade de caracteres que podem ser afetados
por sua expressdo, pode estar relacionada a acdo
na regulagdo de genes envolvidos com a floragdo.
O marcador Q6ZGD1 (LOC_0s02g53700) esta
relacionado a uma proteina com dominio DENN, a
qual ndo tem funcdo definida em arroz. Contudo, ha
relatos de seu envolvimento em rotas de sinalizacido
de certos tipos de proteinas quinases (Levivier et al.,
2001), e seu ortdlogo em Arabidopsis (AT5G35560)
foi identificado como expresso em diversos tecidos,
entre os quais, os 6rgdos florais.

No cromossomo 7, foi identificado o marcador
QS8LIJ0 (LOC 0s07g32510), cujo produto génico
pertence a familia de fatores de transcri¢do Dof, que
desempenham fungdes criticas como reguladores
transcricionais no crescimento e desenvolvimento de
plantas (Yanagisawa, 2004). Em arroz, estima-se que
existam 30 genes Dof (Hernando-Amado et al., 2012).
O ortologo desse gene em Arabidopsis € 0 AT1G28310,
relacionado a regulacdo do tempo de florescimento.
Em cereais, sua transcricio esta relacionada a
maturacdo das sementes (Hernando-Amado et al.,
2012).

No cromossomo 9, foi identificado o marcador
Q69JE3  (LOC 0s09g36760), relacionado ao
gene DUF630, sem fungdo definida em arroz, mas
identificado como expresso em bibliotecas de RNA
de inflorescéncias, sementes e folhas — Rice Genome
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Annotation Project (Kawahara et al., 2013). O ortologo
desse gene em Arabidopsis (AT3G51290) também ndo
foi descrito funcionalmente, o que pode ser foco de
pesquisa inédita para ambas as espécies.

Nenhum marcador esteve associado ao NPM.
O aumento do numero de marcadores utilizados na
analise poderia identificar associagdo a esse caractere.

Entre os 18 marcadores significativamente
associados ao carater PCG, dez também estiveram
associados ao NGP. Ndo houve correlagdo fenotipica
entre esses caracteres, ao contrario do que foi observado
por Cho et al. (2007), que relataram correlagao
negativa e significativa. Ranawake & Amarasinghe
(2014) também relataram correlacdo negativa, mas
ndo significativa quanto a esses caracteres. Estudos
adicionais poderdo validar o uso desses marcadores
na selecao de individuos com desempenho favoravel
desses dois caracteres.

No cromossomo 1, os marcadores NP914526 e
NP914533 estao ancorados pelo marcador SSR RM1,
previamente relacionado ao carater PCG (Yu et al,,
1997; Cho et al., 2003), por meio do QTL gw-I.
No cromossomo 2, o marcador Q6YUXO0, também
associado ao carater NGP, foi ancorado pelo
marcador RM240, previamente associado ao PCG por
Zhuang et al. (2002), por meio do QTL ¢7TGWT1-2-2
e, por Thomson et al. (2003), pelo QTL gw2.1.
No cromossomo 4, o marcador RM252 havia sido
previamente relacionado ao PCG, em uma populacdo
segregante do cruzamento interespecifico O. sativa
x O. glumaepatula (Brondani et al., 2002). No
cromossomo 7, o marcador RM125 foi previamente
associado ao PCG, por meio do QTL gw7.!
(Septiningsih et al., 2003). No cromossomo 9,
o marcador RM205 foi previamente associado
com PCG, por meio do QTL gGW-9 (Cho et al.,
2003). No cromossomo 10, o marcador RM484 foi
previamente associado ao PCG, por meio do QTL
qTGW-10 (Hittalmani et al., 2002).

Entre os oito marcadores associados unicamente
ao PCG, o Q69JZ8 (LOC 0Os09g36470) ¢é um
retrotransposon € ndo possui homologia de sequéncia
com Arabidopsis. Retrotranspéson ¢ a classe
predominante de elementos transponiveis em plantas e
sdo responsaveis pela grande diferenga do tamanho dos
genomas (Wicker & Keller, 2007). Existem evidéncias
de que a ativagdo de retrotransposons € um dos
fatores-chave para a adaptagdo a mudancas ambientais,
uma vez que podem ser inseridos em sequéncias
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regulatorias e, consequentemente, podem alterar a
expressdo de determinados genes (Todorovska, 2007).

Quanto ao carater produtividade, verificou-se apenas
uma associacao significativa com o marcador Q8LIJO,
que também esta associado ao carater NGP.

Os transcritos identificados no presente trabalho
podem ser explorados em detalhe pela comunidade
cientifica e, assim, contribuir para o aumento do
conhecimento das bases moleculares do aumento de
produtividade em O. sativa.

Conclusoes

1. Entre os marcadores avaliados, trés estdo
associados ao numero de graos por panicula (NP914540,
Q6ZGD1 e Q69JE3) e, por ainda nao haver anotagio
deles em arroz, podem constituir o ponto de partida
para estudos de atribuicao de funcao génica.

2.Dois marcadores derivados de sequéncias
transcritas (NP914526 e NP914533) destacaram-se por
pertencer a rotas metabolicas relacionadas ao aumento
do potencial produtivo em arroz.
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