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RESUMO

CHAGAS, G. B. Identificagdo de regidoes gendmicas associadas a
caracteristicas de raizes em genétipos brasileiros de arroz Orientador:
Luciano Carlos da Maia. 2023. 72 f. Dissertagdo (Mestrado em ciéncias — area
de concentracdo: Fitomelhoramento) - Programa de Pés-Graduagdo em
Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, RS, 2023.

O arroz € um alimento basico para grande parte da populagcdo mundial,
especialmente para as pessoas de menor renda. Especificamente no Brasil,
essa cultura representa um papel importante em termos de consumo, produg¢ao
e economia. Nos ultimos anos a produtividade e a produgdo total do arroz
atingiram um platd em alguns paises, enquanto que a populagdo segue
aumentando, representando um desafio para os pesquisadores e melhoristas. A
produtividade é determinada pelos componentes de rendimento, que sao os
principais alvos do melhoramento genético. Outro parametro chave para o
rendimento do arroz é o sistema radicular, visto que é responsavel pela captagcao
de agua, assim como pela absorgao e transporte de nutrientes do solo, além de
outras fung¢des diretamente ligadas a produtividade. Elucidar a base molecular
das caracteristicas de raiz em arroz € uma das estratégias para auxiliar os
melhoristas de plantas a superar os desafios e alcancar o objetivo final. Dentro
desse contexto, o objetivo desse estudo foi mapear regides do genoma
responsaveis pelo comprimento e peso seco de raiz em arroz. Foi empregada a
técnica mapeamento associativo com 7098 marcadores SNPs (polimorfismo de
nucleotideo unico) em uma colegdo de 188 gendtipos de arroz utilizados no
Brasil. Foram encontrados seis marcadores SNPs para comprimento de raiz e
trés marcadores para peso seco de raiz. Para comprimento de raiz foram
encontrados genes que codificam o fator de transcricao MYB, Cinamil alcool
desidrogenase e Cdk ativadora de quinase. Para peso seco de raiz foram
identificados genes que codificam celulose sintase, proteina de transferéncia de
lipideos, quinase citoplasmatica e dedo zinco associado com tolerancia a seca.

Palavras-chave: Oryza sativa L.; comprimento de raiz; peso seco de raiz; estudo

de associagao genémica ampla.



Abstract

CHAGAS, G. B. Identification of genomic regions associated with root
characteristics in Brazilian rice genotypes Advisor: Luciano Carlos da Maia.
2023. 72 f. Dissertation (Master of Science - concentration area:
Phytoimprovement)—- Graduate Program in Agronomy, Department of Crop
Science, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS, 2023.

Rice (Oryza sativa L.) is a staple food for more than half of the world's population,
especially for low-income people. In Brazil, this crop plays an important role in
terms of consumption, production and economy. In recent years, yield and total
rice production have reached a plateau in some countries, while population
continues to increase, representing a challenge for researchers and breeders.
Yield is determined by its components, which are the main targets of genetic
improvement. Root system is another key parameter for rice yield, as it is
responsible for uptake water. This trait also acts on absorption and transportation
of nutrients from soil, in addition to other functions directly linked to vyield.
Understanding molecular basis of root traits in rice is one of the strategies to help
plant breeders overcome challenges and reach the ultimate goal. Within this
perspective, the objective of this research was to map genome regions
responsible for root dry weight and length in rice. Genome-wide association study
was applied using 7098 SNPs (single nucleotide polymorphism) markers and a
collection of 188 rice genotypes grown in Brazil. Six SNPs markers for root length
and three markers for root dry weight were detected. Genes encoding MYB
transcription factor, Cinnamyl Alcohol Dehydrogenase and Cdk-Activating
Kinase, among others, were found associated to root length. Amidst the genes
related to root dry weight, those encoding Cellulose synthase, Lipid Transfer
Protein, Receptor-Like Cytoplasmic Kinase and CCCH-type zinc finger protein
associated to drought tolerance were identified.

Keywords: Oryza sativa L.; root length; root dry weight; genome wide

association study.
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1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € consumido todos os dias por mais da metade
da populagdo mundial e contribui com 20% do suprimento de energia alimentar,
0 que o torna uma das culturas mais importantes do mundo (FAO, 2023). Além
da segurancga alimentar global, o arroz também esta associado ao crescimento
econdmico, emprego, estabilidade social e paz regional (RAHMAN; ZHANG,
2023). No Brasil o arroz € um dos principais componentes da dieta, sendo
consumido por toda populacdo, independentemente do nivel socioeconémico
(TOLEDO et al., 2022). O Brasil € o nono maior produtor de arroz do mundo,
sendo o principal produtor fora do continente asiatico (USDA, 2023).

Diferentes estudos tém demonstrado o ganho genético para produtividade
de arroz alcangado pelos programas de melhoramento ao longo dos anos. No
entanto, pesquisas apontam para uma lacuna entre a projecao do crescimento
populacional e a produtividade do arroz (KUMAR et al., 2021; RAHMAN; ZHANG,
2023). Esse cenario é decorrente da estagnacédo da produtividade das novas
cultivares, que parece ter ocorrido devido aos processos de selecio artificial
(domesticacdo e melhoramento) e a base genética estreita dos genitores
utilizados em blocos de cruzamento (ROY; SHIL, 2020). O uso de tecnologias
genbmicas integradas € uma das estratégias necessarias para superar o platd
do rendimento do arroz e com isso fechar a lacuna entre a produtividade e as
demandas da populacao crescente (KUMAR et al., 2021).

O rendimento de graos em arroz € determinado pelo numero de paniculas
por planta, numero de graos por panicula e peso de graos (GUNASEKARAN et
al.,, 2023). Dessa forma, os programas de melhoramento tém focado
principalmente nessas caracteristicas. No entanto, outro parametro chave para
o rendimento do arroz € o sistema radicular (DENG et al., 2020), visto que é
responsavel pela captacdo de agua (KAYSAR et al., 2022), assim como pela
absorcgao e transporte de N e uso direto de outros nutrientes do solo (XIN et al.,
2021), além de outras fungdes diretamente ligadas a produtividade (DENG et al.,
2020; KIM et al., 2020; KAYSAR et al., 2022). Estudos sugerem que 0 aumento
da produtividade do arroz pode ser alcangado pela manipulagdo de

caracteristicas morfolégicas e fisioldgicas das raizes (XIN et al., 2021). Por isso,
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os programas de melhoramento passaram a incluir caracteristicas de raizes no
processo de selegéo.

Entender a base molecular do desenvolvimento das raizes através da
triagem de caracteristicas do sistema radicular em germoplasma de arroz é
fundamental para auxiliar os melhoristas no desenvolvimento de cultivares
superiores (ZHANG et al.,, 2020). O mapeamento associativo (genome-wide
association studies - GWAS) tem sido aplicado com sucesso para analisar a base
genética de caracteristicas agronémicas em arroz. O GWAS utiliza dados de
fenotipagem e de genotipagem para identificar de forma eficiente os locos
associados a caracteristica de interesse (XU et al., 2020). Diferentes estudos ja
aplicaram GWAS para identificar genes associados com caracteristicas de raiz
em arroz (COURTOIS et al., 2013; XU et al., 2020; ZHANG et al., 2020; XIANG
et al.,, 2022; HANLON et al., 2023), porém, nunca usando germoplasma
brasileiro.

Dentro desse contexto, esta pesquisa teve por objetivo mapear regides do
genoma associadas com comprimento e peso seco de raizes em plantas de
arroz na fase maturacao fisioldgica de graos, usando uma colegao de gendtipos

cultivados no Brasil.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia socioeconémica do Arroz

O arroz é uma das trés principais culturas alimentares, € um alimento
basico para mais da metade da populagdo mundial, € aumentar seu rendimento
€ o principal objetivo da criagao (YAN et al, 2023). A nivel mundial, o arroz atingiu
uma producao de 503,27 milhdes de toneladas na safra de 2022/23, isso, devido
a amplitude de cultivo, visto que o mesmo € cultivado em todos os continentes,
tendo o continente asiatico como lider do ranking de produ¢do mundial com 90%
da produgao (USDA, 2023).

Ja no Brasil, o arroz é cultivado em praticamente todas as regides do pais,
e € um cereal que apresenta elevada importancia socioeconémica sendo uma
das principais fontes de energia da populacao brasileira, além de ser responsavel
por ser a fonte de carboidrato mais acessivel para todas as classes sociais e
econdmicas (MENDES; PEREIRA; CAMPOS, 2022). O maior estado brasileiro
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produtor de arroz atualmente, € o Rio Grande do Sul, que € responsavel por 70%
da producgao juntamente com seus 183 municipios produtores, seguido por Santa
Catarina e Tocantins (SOSBAI, 2023). E por isso, a compreensao dos fatores e
mecanismos responsaveis pela variabilidade da producdo de arroz no estado

torna-se fundamental para a seguranga alimentar no Brasil.

Producao Nacional de Arroz

-4

Tocantins

8 milhdes t
santa mmnm\,y
Rio Grande do Sul

Figura 1 - Trés maiores produtores de arroz no Brasil, safra 2022/2023.
Fonte: Conab, (2023)

Até o ultimo levantamento registrado pela Conab, 2023, o Brasil produziu
10.033,6 mil toneladas de arroz, menos 7% que a safra passada, com
produtividade média de 6.777 kg ha™!, mais 1,7% que na safra passada e 1.480,5
mil ha de area de plantio, menos 8,5% que na safra passada. E esta reducéao é
reflexo principalmente da estimativa de significativa reducéo de area em meio a
reduzida rentabilidade projetada para o setor, com a menor atratividade
financeira do setor orizicola em relagao as culturas concorrentes por area, como
a soja e o milho (CONAB, 2023).

O consumo do arroz é considerado uma alimentagao estratégica, quando
se refere a segurancga alimentar, devido o seu valor nutricional, e principalmente

pela forma de atuacao na renda de populagdes de variado poder aquisitivo, o
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que impulsiona a constante busca por alternativas eficazes para o incremento no
rendimento (SOSBA, 2023).

2.2 Origem e caracterizagao botanica

Evidéncias arqueoldgicas e arquebotanicas mostram que a domesticagao
do arroz cultivado comecou na Asia, mais especificamente, no Vale do Yangtze
na China, aproximadamente 8.000 a 8.500 anos atras (HIGHAM; LU. 1998;
FULLER et al., 2006). O arroz pertence ao filo das angiospermas e é uma
graminea herbacea anual, autdgama, da classe das monocotiledéneas, Ordem
das Poales, Familia Poaceae, subfamilia Oryzoideae, tribo Oryzae e Género
Oryza. O género Oryza possui 25 espécies, das quais 23 sao silvestres e duas
s&o cultivadas: O. sativa, de origem asiatica, e Oryza glaberrima S., de origem
africana (GONZALES, 1985; VAUGHAN; MORISHIMA, 2003; RICE DIVERSITY
PROJECT, CORNELL UNIVERSITY, U.S.A).

A principal espécie cultivada de arroz é O. sativa possui grande
importancia na nutricdo humana e animal, sendo assim, um alimento
mundialmente consumido. E uma espécie diploide com x = 12 cromossomos (2n
= 2x = 24 cromossomos). Por influéncia dos meios evolutivos e de domesticacao
que levou a espécie O. sativa a ser dividida em trés principais subespécies,
indica, japonica e javanica. As subespécies, indica, japonica e javanica se
diferenciam por uma série de caracteristicas fisioldgicas, genéticas e
morfologicas (CHANDRARATNA, 1964; WATANABE, 1997).

O arroz O. sativa é a principal espécie cultivada, tendo como suas
principais subespécies a indica e jap6nica, as quais possuem alta diversidade
genética entre si. Fenotipicamente, o grupo indica possui alta capacidade de
perfilhamento, colmos longos, ciclo tardio, folhas longas e decumbentes, e seus
graos sao mais longos e finos, tendo seu sistema de cultivo no Brasil
predominantemente irrigado, enquanto a subespécie japbnica apresenta
capacidade de perfilhamento média, colmos curtos e rigidos, folhas estreitas
com coloragdo verde-escura, com seus graos mais curtos e de formato
arredondado, e o seu ciclo geralmente mais curto cujo sistema de cultivo no
Brasil & predominantemente de sequeiro (STONE; PINHEIRO, 1998;
KHUSH,1997).
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O arroz € uma cultura amplamente cultivada em todo o globo e sob
diferentes condi¢des, como irrigagao, terras baixas de sequeiro, terras altas de
sequeiro e ecossistemas propensos a inundagdes (KUSH, 1997). Estima-se que
mais de 4.120.000 cultivares de arroz e acessos de germoplasma foram
reconhecidos em todo o mundo (SONG et al., 2021). Como uma das principais
culturas domesticadas no mundo, e com sua grande disseminagao de cultivo, a
diversidade do arroz se torna cada vez mais importante para o ganho morfolégico
e genético da cultura, visto a grande importéncia na adaptacdo aos diversos e
complexos ambientes de cultivos.

O plantio do arroz é preferencial em regides de clima quente e umido. De
acordo com Cruz (2010), a radiagcao solar, temperatura e oferta hidrica
apropriada, sdo os requisitos fundamentais para que a planta demonstre seu
maximo potencial em todo o seu ciclo de desenvolvimento. A cadeia de
crescimento da planta de arroz é dividida em trés subperiodos, baseado no
desenvolvimento no estadio de plantula, periodo vegetativo e o reprodutivo
(COUNCE; KEISLING; MITCHELL, 2000).

Tabela 1 - Ciclo de crescimento da planta de arroz proposta por COUNCE et al., 2000.
Estadios de desenvolvimento de plantula

SO - Semente seca de arroz

S1 - Emergéncia do coledptilo ou radicula
S2 - Emergéncia do coledptilo e radicula
S3 - Emergéncia do préfilo do coledptilo

Estadios de desenvolvimento vegetativo

V01 -  Colar formado na primeira folha do colmo principal
V02 -  Colar formando na segunda folha do colmo principal
V03 -  Colar formando na terceira folha do colmo principal
V04 - Formacéao do colar da 42 folha no colmo principal
V05-  Formacéao do colar da 52 folha no colmo principal
V06 - Formacao do colar da 62 folha no colmo principal
V07 -  Formagéo do colar da 72 folha no colmo principal
V08 - Formagéao do colar da 82 folha no colmo principal
V09 - Formacéo do colar da 92 folha no colmo principal
V10 -  Formacéo do colar da 102 folha no colmo principal
V11 -  Formacéo do colar da 112 folha no colmo principal
V12 -  Formacéo do colar da 122 folha no colmo principal

V13-  Formagéao do colar da 132 folha no colmo principal
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Estadios de desenvolvimento reprodutivo

RO - Iniciacdo da panicula
R1 - Diferenciagao da panicula
R2 - Elongacédo da panicula (emborrachamento)

R3 - Saida da panicula

R4 - Antese

RS - Elongacao da cariopse até o fim da casca

R6 - Enchimento do grao

R7 - Pelo menos um grao da panicula do colmo principal apresenta casca amarela
R8 - Pelo menos um grao da panicula do colmo principal apresenta casca marrom
R9 - Todos os gréos que atingiram o estadio R6 apresentam casca marrom

Fonte: COUNCE et al., 2000.

2.3 O genoma do Arroz

O arroz possui 11 tipos diferentes de genoma, das quais cinco s&o
tetraploides (n = 24: BBCC, CCDD, HHJJ, HHKK e KKLL) e seis sao diploides (n
=12: AA, BB, CC, EE, FF e GG). As duas espécies cultivadas de arroz, O. sativa
e O. glaberrima, sao diploides e com genoma do tipo AA (AMMIRAJU et al.,
2010; STEIN, et al., 2018). Entre as gramineas de importancia econémica, como
0 sorgo, aveia, milho, cevada e trigo, o genoma do arroz € o que apresenta o
menor tamanho, e também por ser diploide é considerado um genoma modelo
para estudos em monocotiledéneas, em comparagdao com a Arabidopsis que €
modelo para as dicotileddbneas (ARUMUNAGATHAN; EARLE, 1991).

Inicialmente, o material genético do arroz foi sequenciado de forma cem
porcento independente, com as subespécies japobnica e indica nos trabalhos de
Goff et al. (2002) e Yu et al. (2002). De acordo com o Rice Genome Annotation
Project, os dados mais recentes indicam que o genoma do arroz possui entre
384,2 a 386,5 Mb, usando como base a cultivar Nipponbare, consideras-se
96,7% a 97,1% de cobertura do genoma, além de terem sido identificados mais
de 37.544 genes (INTERNATIONAL RICE GENOME SEQUENCING PROJECT,
2005; KAWAHARA et al., 2013).

O grande acumulo de informagdes detalhadas sobre a estrutura e fungao
de genes associados a caracteristicas de interesse foi impulsionado pelo

sequenciamento do genoma do arroz, que possibilitou o desenvolvimento de um
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numero quase ilimitado de marcadores baseados em DNA, podendo ser
aplicados em caracterizagdo Unica, construcdo de mapa de ligagao,

mapeamento associativo e analises de QTLs.

2.4 Importancia de raizes

As raizes sao responsaveis pela fixacdo da planta no solo, absorgéao de
agua e nutrientes, influenciando o crescimento e a produtividade (KAWAI et al.,
2022). Adicionalmente, a raiz pode produzir e transmitir catalisadores
fisiolégicos, além de distribuir compostos de transducgao de sinal de ocorréncia
natural, como fitohormonios, proteinas e RNAs (KAYSAR et al., 2022).

O sistema radicular também pode controlar a magnitude do angulo da
folha, aumentando o indice de area foliar, favorecendo ventilagdo e transmissao
de luz, melhorando a fotossintese e consequentemente a produtividade. A taxa
fotossintética estd relacionada com o numero de paniculas, numero de
espiguetas por panicula, enchimento e peso de graos (DENG et al., 2020). O
sistema radicular também atua na percepcao e resposta a estresses bidticos e
abioticos (MENG et al., 2019).

2.4.1 Importancia da caracterizagao do sistema radicular

As raizes sao as principais construcdes responsaveis pela absorcido de
agua e nutrientes do solo, o que € essencial para o crescimento e
desenvolvimento saudavel e vigoroso das plantas, € incumbido da tarefa de
sustentacdo da planta e também sao sintetizadoras de horménios vegetais,
como citocinina e outros metabdlicos secundarios, portanto, de acordo com
Nardini, Salleo e Tyree (2002), melhorar as caracteristicas das raizes serve para
aumentar a absor¢cdo de umidade do solo e manter uma alta produtividade. No
caso especifico do arroz, que € uma das principais culturas alimentares do
mundo, as caracteristicas de raiz sdo de extrema importancia para garantir a
produtividade e sustentabilidade da cultura.

O arroz como uma planta herbacea tem um sistema radicular composto
por raizes grossas, que incluem as raizes primarias, que se originam dos
sistemas seminais (radicula), raizes do mesocétilo (que raramente se

desenvolvem) e raizes nodais (adventicias). Raizes grossas fornecem
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amarracao das plantas no solo que determinam a profundidade da raiz,
arquitetura e profundidade de penetragdo nas camadas do solo (HENRY et al.,
2011).

Segunda folha

Folha primaria

= 3

Raiz seminal

Raiz secundaria ., .

Figura 2 - Imagem representando plantula de arroz demostrado os tipos de raiz.
Fonte: SOSBAI, (2018).

O componente principal do sistema radicular do arroz é formado pelas
raizes adventicias, onde normalmente de cada entre n6 da planta floresce de
quatro a vinte cinco raizes primarias, as mais encorpadas tendem a crescer em
profundidade, ja as raizes com diametro tendem a ficar nas camadas mais
superficiais. Yoshida (1981), informa que, a raizes primarias a medida que se
desenvolvem, ramificam-se em secundarias, terciarias, podendo ir até sexta
ordem, com diametro gradualmente menor, reduzindo de 1 até 0,04 mm. As
caracteristicas do sistema radicular variam de acordo com os genétipos, bem
como as condicbes ambientais em que as plantas estdo expostas (GALLI;
TERRES; GASTAL, 1985)
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Durante o seu desenvolvimento as raizes apresentam mudancas
morfolégicas e nos seus processos fisioldgicos, incluindo a divisdo celular e
elongacao da raiz primaria, formacéo da raiz lateral e dos pelos radiculares
(TAKEHISA et al., 2012). O desenvolvimento do sistema radicular das plantas
de arroz, pode influenciar no cultivo para fatores genéticos como também por
fatores ambientais, como também de forma positiva ou negativa no crescimento
da planta. Isso incluir variagdes na dinamica da distribuicdo de assimilados
entres diferentes 6rgaos durante o crescimento e o desenvolvimento das plantas,
bem como a disponibilidade de agua e nutrientes (NTANOS; KOUTROUBAS,
2002)

Gamuyao et al. (2012), desenvolveu em sua pesquisa uma
superexpressdao do gene, PSTOL1T - PHOSPHORUS-STARVATION
TOLERANCE 1, em uma variedade de arroz, o que levou ao aumento do
comprimento e da biomassa do sistema radicular, esse gene codifica uma
proteina quinase envolvida em processos que levam ao aumento da superficie
radicular. Quando essas variedades foram cultivadas em solos podres de
nutrientes, observaram-se aumentos em torno de 60% na produtividade, a
consequéncia da maior superficie de contato da raiz, promoveu uma maior
captagdo de nutrientes do solo. A arquitetura da raiz também pode ser
modificada pela alteragdo da expressao do gene DRO1 - Deeper Rooting 1, que
estd associado ao gravitropismo positivo, alongamento celular e
consequentemente maior profundidade do sistema radicular (UGA et al. 2013).

Apesar de importante, os sistemas radiculares das culturas ainda
permanecem como alvo pouco explorado para melhorias no rendimento e na
produtividade das culturas (NELSON et al., 2012). Isto porque, de acordo.
BONSER, LYNCH e SNAPP (1996) a disponibilidade de nutrientes, agua e
caracteristicas do solo, influenciam na arquitetura radicular, alterando o dngulo
de crescimento das raizes em relagao a gravidade, dificultando assim, estudos

fenoldgicos sobre a mesma.

2.5 Métodos convencionais de melhoramento em Arroz
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Os programas oficiais de melhoramento genético da cultura de arroz no
Brasil iniciaram — se em 1937, no Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), em
S&o Paulo, e em 1938, no Instituto Rio Grandense do Arroz (IRGA), no Rio
Grande do Sul (BOTELHO, 2018). E possivel perceber que a muitos anos os
programas de melhoramento genético do arroz (O. sativa) no Brasil, vem
trabalhando para sempre possibilitar o langamento de cultivares com potencial
produtivo cada vez mais elevado (STRECK et al., 2017; BOTELHO, 2018). Esses
variados programas sempre visam a obtencdo de genotipos com maior
resisténcia a doencgas, mais tolerantes a variagcbes ambientais, maior qualidade
de graos e cultivares mais tolerantes ao acamamento, sempre com o objetivo de
atender ao mercado consumidor e as exigéncias e necessidades do produtor.

Como o melhoramento de plantas em um todo € um processo muito caro,
que exige tempo, trabalho e investimento, ter conhecimento sobre os varios
métodos de selecdo é importante em cada tomada de decisdo. As as
consequéncias, podem levar a uma perda irreversivel a curto prazo ou até
mesmo a longo prazo, de todo o trabalho ja exercido. Os programas tradicionais
de melhoramento genético de arroz utilizam, de maneira geral métodos que
maximizam a endogamia no desenvolvimento de novas linhagens (SOARES et
al., 2004).

Esses métodos continuam a desempenhar um papel crucial no cultivo do
arroz, mesmo com 0s avangos na biotecnologia e a introdugdo de variedades
geneticamente modificadas. Apesar dos consideraveis progressos no
germoplasma melhorado, persistem desafios e limitagcbes notaveis. Isso deve,
em parte, ao uso frequente de genitores geneticamente semelhantes em
programas de melhoramento, o que pode se tornar as cultivares modernas mais
suscetiveis a insetos e doencas. Em face dessas dificuldades, as variedades
tradicionais ganham destaque, uma vez que podem ser empregadas para a
transferéncia de genes de tolerancia por meio de cruzamentos de tolerancias
utilizando técnicas de melhoramento convencional, com o propdsito de fortalecer
as cultivares comerciais (XU et al., 2020).

Nos programas de melhoramento de arroz os principais métodos de
selecado de plantas usados s&o: introducdo de germoplasma exético, método
genealdgico, método da populagdo, métodos modificados, hibridagéo, selegéo

recorrente e retrocruzamento.



22

2.5.1 Introducgao de germoplasma exético

As introdugdes de germoplasma vegetal exético sempre envolvem riscos,
entretanto, quando realizadas de forma correta, apresentam vantajosas fontes
para a diversificagdo das cultivares e para o melhoramento genético, e
consequentemente, para o desenvolvimento da agricultura, sobretudo nos
paises com grande diversidade de clima e solo como € o caso do Brasil (JUNIOR;
BLUMER, 2006).

Grande parte dos produtos que compdem a tabela de alimentos basicos
da dieta do brasileiro, ndo é originaria do Brasil, foram trazidos de outros paises
e introduzidos no Brasil através do método de Introdugdo de germoplasma
exotico. Alguns exemplos de espécies que se adaptaram as nossas condi¢des
edafoclimaticas sdo o arroz, feijao, soja e trigo alguma frutiferas e hortalicas
exoticas. Desta maneira, € possivel observa o quanto a agricultura brasileira tem
se beneficiado com a introdugédo de germoplasma de diversas espécies vegetais
que propiciaram ao pais, o desenvolvimento de pesquisas e a obtengao de novas
cultivares, mais produtivas e com caracteristicas agrondmicas de interesse
(ABRASEM, 2022).

Os métodos de introdugéo de plantas sao divididos em duas categorias:
1) introducdo de populagdes segregantes e 2) introdugdo de cultivares. Na
primeira consiste na implementacdo de matéria de geragbes segregantes,
normalmente da geracao F2 a F4, como alguns alelos dessas geragdes ainda se
encontram em heterozigose, essas populagdes tem como vantagem a
possibilidade de se direcionar as condigdes do ambiente (CORDEIRO, 2008).

Ja na segunda categoria, acontece a introdugcdo de gendtipos ja
desenvolvidos em outras regides ou pais, seja para uso direto pelos produtores
ou como fonte de variabilidade para utilizacdo em cruzamentos. Em sua
pesquisa, Borém (1997), relata que em regides de cultivos ndo tradicionais, a
introdugéo de cultivares ou genotipos constitui uma alternativa importante para
a expansao de uma nova cultura, pois € um método rapido de recomendar uma

cultivar.
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2.5.2 Método genealdgico

E um método muito utilizado na cultura do arroz, o método genealdgico
também é conhecido como pedigree. Tem como principal objetivo a selegao de
plantas individuais tendo inicio na geragdo F2, as quais sao mantidas
individualmente e semeadas em linhas para a formacao das familias na geragao
F3. De agora em diante, todas as geragdes futuras serdo efetuadas a selegao
das melhores familias e das plantas dentro de cada uma dessas familias.

Esses procedimentos serao repedidos sucessivamente até a geragéao F5
ou F6, onde boa parte dos locos do genoma da planta estardo em homozigose,
momento em que sao identificadas as melhores linhagens que irdo participar de
experimentos de avaliagdo de rendimento (RAMALHO; SANTOS;
ZIMMERMANN, 1993; BOREM, 1997). A variabilidade genética dentro das
familias diminui com o avango das geragdes e isso pode ser faciimente visto,
analisando o que acontece com os componentes de variagdo genética e o

aumento do grau de endogamia.

2.5.3 Método da populacgao

Também conhecido como Bulk, esse método funciona da seguinte forma:
A partir da geracédo F2, as plantas sdo colhidas em conjunto € usanda uma
pequena amostra de sementes para a obtencao da populacédo F3. O processo
se repete por varias geragdes, quando o bulk é “aberto”, ou seja, sdo colhidas
plantas individuais, que dardo origem as familias para serem avaliadas em
experimentos com repeticao, até serem identificadas as melhores linhas puras.

Essas deverao, entdo, comprovar a sua superioridade nos experimentos
regionais de competicdo de linhagens. Deve-se ter atengao, pois como o
acréscimo na propor¢ao de homozigotos no decorrer das geragdes € menor, néo
ha vantagem em se fazer mais a abertura do bulk, ja que boa parte dos locos
estardo em homozigose (RAMALHO et al., 2012).

2.5.4 Métodos modificados
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De acordo com Cordeiro (2008), os métodos modificados tém como base
para referéncia o método genealdgico e/ou o0 método da populagdo e foram
criados como novos caminhos para seleg¢ao, visando melhorar a eficiéncia da
selecdo. Nos métodos modificados existe dois principais que tém sidos mais
utilizados, sdo os descendentes de uma unica semente, conhecido como SSD
(Single Seed Descent) e o método do “bulk” dentro de familias (ABREU, 1997)

Single Seed Descent (SSD) — compreende basicamente a ascensao de
geragdes ainda segregantes, ja a partir da geragao F2, pegando como base uma
unica semente de cada planta de uma populacdo. Esse procedimento é
incessantemente repetido até que as plantas atinjam a homozigose desejada.
Assim cada planta da geragao F2, representara uma linhagem homozigota ao
final do processo de selegdo. Uma vantagem desse método é que ndo ha perda
da variabilidade presente na geracao F2, uma desvantagem € que com a perda
de um individuo se perde toda a representatividade da planta F2 (RAMALHO et
al., 2012).

Método do “bulk” dentro de familias € um método que avalia a derivagao
dentro das familias F2, associando os dois procedimentos padrées da conducéo
das familias segregantes em plantas autégamas, que sao o método genealdgico
e 0 “bulk’. Nesse método, as plantas da geracdo F2 sdo colhidas de forma
individuais e as familias F2:3 sao semeadas em linhas isoladas. Esse processo
se repete até a geracdo F2:6, quando entdo sdo selecionadas visualmente os
melhores individuos dentro de cada familia para continuar a selegéo
(CORDEIRO, 2008). Com esse método, a variabilidade entre as plantas da
geragado F2 é mantida. Nesse processo a selegdo podera atuar apenas dentro
das familias, e a perda por amostragem sera restrita apenas a que ocorre dentro
das familias (ROSAL, 1999).

2.5.5 Selecgao recorrente

De acordo com Cordeiro (2008), a selegao recorrente € um processo
sistematico de selegdo de individuos dentro de uma populagdo geneticamente
heterogénea seguido da recombinagao dos individuos selecionados para formar
uma nova populacdo. Esse processo de selecao é repetido ao longo de varios

ciclos, com cada geragao se tornando cada vez mais préxima em relacéo as
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caracteristicas desejaveis. Esse processo é chamado de selegdo recorrente

porque a selegao é repetida varias vezes ao longo de varias geragoes.

2.5.6 Retrocruzamento

Esse método envolve o cruzamento de um genoétipo que apresenta uma
caracteristica desejavel com outro gendtipo que tem a caracteristica recorrente,
ou seja, a variedade original sem a caracteristica desejavel (DAROS et al., 2004).
O método de retrocruzamento conserva todos os caracteres favoraveis da
cultivar-elite junto com o trago desejado da linha do doador.

A troca de caracteristicas desejadas de um genitor doador para um genitor
receptor, ou recorrente acontece da seguinte forma: Na geracdo F1 do
cruzamento inicial, ocorre a retrocruzada com o genitor recorrente para
recuperar as caracteristicas originais, sem perder a caracteristica desejada
adquirida pelo doador. Esse processo é repetido algumas vezes, com a selegao
de plantas portadoras do gene desejado (SOUZA, 2001).

2.6 Uso de marcadores moleculares para selegao assistida no

melhoramento

Os Marcadores moleculares sado definidos por Turchetto-Zolet et al.,
(2017) como uma parcela exclusiva de DNA que representa as diferencas ao
nivel genético, que possibilita fazer dedugao direta sobre a diversidade genética
entre os individuos ao nivel de gene.

O uso de marcadores moleculares no processo de melhoramento vegetal,
sao imensamente valorizados nos campos de pesquisa de base genética, por
sua alta capacidade de distingdo entre gendtipos (GROVER A.; SHARMA
P.C., 2016). A possibilidade de identificacdo das regides cromossOmicos e
associagdo dessas regides com algumas caracteristicas de interesse
agrondmico, demostrou ser uma informagao fundamental para o melhoramento
vegetal. Segundo Cordero-lara (2020), se usado de uma forma eficiente,
informacgdes pode revolucionar os programas de melhoramento vegetal nos

proximos anos.
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A primeira técnica de marcadores molecular relatada para a deteccao de
diversidade no DNA, foi publicada por Botstein et al. (1980), onde ele fez o relato
do uso de marcadores polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricao
(RFLP), para a construgdo de mapas genéticos. Com o aperfeigoamento das
ciéncias bioldgicas e das técnicas de manipulagdo em laboratério, as analises
de DNA das diversas espécies passaram a integrar de forma rotineira as
pesquisas de melhoramento. Essas tecnologias, aliadas as analises de
bioinformatica e estatistica, tornaram possivel identificar e genotipar diferentes
individuos em um unico passo, demostrando assim sua grande importancia e

impacto na pesquisa de melhoramento.

2.7 Mapeamento associativo GWAS

Analise de ligagao e analise de associagdo sdo métodos utilizados para
identificar locos de caracteristicas quantitativas (QTLs), e sdo muito utilizados
para estudar raizes em arroz. Muitos QTLs para caracteristicas de raizes em
arroz tém sido identificados pelo método tradicional de mapeamento, utilizando
populagdes bi parentais, como revisado por Xiang et al. (2022). No entanto, com
0s avangos do sequenciamento nova geragdao, 0 mapeamento associativo ou
genome-wide association study (GWAS) se tornou uma técnica poderosa para
estudar a base genética de caracteristicas quantitativas, e tem sido utilizado com
sucesso em arroz. Nessa abordagem, a associagdo estatistica entre
caracteristicas espécie-especifica € marcadores SNPs é usada para estudar a
associagao entre caracteristicas e os locos (XIANG et al., 2022). Se comparado
ao mapeamento de QTLs, o GWAS apresenta maior resolucido de mapeamento,
maior numero de alelos e populacao de referéncia mais ampla, como também
um menor consumo de tempo. Inumeros modelos estatisticos podem ser
utilizados no GWAS com base em diferentes populagdes ou niumero de SNPs, a
estrutura da populagdo e as relagbes genéticas podem ser levadas em
consideragdao (ZHANG et al., 2021). Diferentes estudos de GWAS para
caracteristicas de raizes em arroz ja foram conduzidos (revisado por XIANG et
al., 2022), porém, nao com germoplasma brasileiro.
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2.7.1 Filtragem dos Marcadores

Dentre os parametros indicados para filtragem dos marcadores, esta a
queda do desequilibrio por ligagdo, do inglés Linkage disequilibrium decay — LD
decay. Usando essa abordagem é identificado apenas um SNP do bloco de
ligacdo associado a carateristica de interesse. Ou seja, se em determinada
regiao do genoma, dentro da distancia do LD decay, tiver varios SNPs ligados a
caracteristica de interesse, apenas um sera mantido na analise.

O desequilibrio por ligagdo (Linkage disequilibrium) se refere a
associagao nao aleatoria entre alelos de diferentes locos (VOS et al., 2017), ou
seja, € a diferenca entre as frequéncias alélicas observadas e esperadas se
considerar segregacgao independente. Essa co-segregacao pode ser entre locos
do mesmo cromossomo (sequéncias ligadas) ou entre locos de cromossomos
diferentes (mantidas por sele¢cdo). Durante a meiose, a recombinagao tende a
misturar o DNA entre os cromossomos, resultando na queda do LD (LD decay).
Ao longo das geragcbes (meioses) apenas locos fortemente ligados
permanecerao juntos.

O LD e a queda do LD sao muito variaveis entre espécies e podem ser
afetados por diferentes fatores como acasalamento nao aleatério, selecéao,
mutagdo, migracdo, deriva genética e tamanho pequeno da populagdo. Em
plantas heterozigotas, de fecundagéo cruzada, pares de alelos localizados no
mesmo haplotipo (ligados na fase de acoplamento) podem apresentar alto valor
de LD, com queda de LD (LD decay) em fungao da frequéncia de recombinacao
e do numero de geragdes. O LD entre alelos de diferentes haplotipos (ligados
em fases de repulsido) ndo é facilmente detectado, e o LD cai para um nivel baixo
devido a segregacdo independente desses haplotipos. Em plantas de
autofecundacgado, normalmente ocorre menor queda do LD devido ao fundo
genético homozigoto, portanto os eventos de recombinagao séo ineficientes para
causar queda do LD. Tem sido mostrado que o LD cai em curta distancia (100 a
1500pb) em plantas de fecundagao cruzada como milho. Porém, em plantas que
se propagam vegetativamente, como cana de agucar e batata, ocorrem poucos
eventos de recombinagdo, € a queda do LD é mais lenta (maior distancia),
apesar dessas espécies fazerem fecundacdo cruzada. Em plantas de

autofecundagéo, como cevada e trigo duro, o LD cai em longa distancia.
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Entretanto, em populagdes naturais de plantas que fazem autofecundagéo, como
Arabidopsis thaliana, a queda do LD ocorre mais rapidamente (10kb) (VOS et
al., 2017).

Para a colecido de arroz estudada, composta por acessos indica e
Japonica, foi observado LD decay médio entre os cromossomos de ~100kb.
Estudo prévio demonstrou que o LD decay € maior na subespécie japonica
temperada (>500 kb), seguido pela japonica tropical (~150 kb) e indica (~75 kb)
(MATHER et al. 2007). De maneira geral, pesquisas demonstram que o LD decay
em arroz cultivado varia de 100 a 200kb (HUANG et al. 2010; MENG et al. 2022).

2.7.2 Fenotipagem

Para maior precisdo os dados fenotipicos podem ser transformados em
BLUP (Best Linear Unbiased Prediction). Esse é um método padréo para estimar
efeitos aleatérios em modelos mistos e foi originalmente desenvolvido para
estimar o valor genético (breeding value - aditividade) para o melhoramento
animal (HENDERSON, 1975; PIEPHO et al., 2008). Os primeiros modelos
criados por Henderson (1975) tinham como objetivo estimar o valor genético de
touros com base nas informacdes fenotipicas de seus filhos/filhas, netos/netas e
demais descendentes, necessitando assim de uma matriz de
correlagao/covariancias entre esses individuos, obtidas através do calculo do
coeficiente de parentesco. No melhoramento animal o uso desta informacao nao
foi fator limitante, pois, de maneira geral, informacdes de pedigree dos animais
sempre foram armazenadas permitindo o calculo dessas matrizes de
parentesco. Por outro lado, no melhoramento vegetal, o calculo de parentesco
sempre foi dificil, principalmente entre autdégamas, limitando o uso dessas
técnicas no melhoramento de plantas. A partir dos anos 90, o desenvolvimento
de marcadores moleculares tornou possivel a obtencao de diferentes tipos de
estimativas de similaridade genética entre gendtipos (PIEPHO et al., 2008;
BAUER; REETZ; LEON, 2006). A genotipagem permitiu a estimativa de
parentesco e a sua utilizagcdo no calculo de BLUPs para uso no melhoramento
vegetal.

Em algumas condigdes experimentais, podem ser obtidos BLUPs sem as

informacgdes de pedigree/parentesco. Nestas situa¢gdes, mesmo na auséncia da
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matriz de covariancias/correlagbes genética entre os genotipos, o BLUP é
considerado superior as demais técnicas de comparagao de médias em fungao
de uma propriedade descrita como “encolhimento” (shrinkage) das predigcbes
ajustadas dos tratamentos em torno da média (BAUER; REETZ; LEON, 2006;
DUARTE; VENCOVSKY, 2001; ROBINSON, 1991), reduzindo a variancia, mas
aumentando a acuracia das predi¢des em comparagao a métodos de soma de
quadrados (ZORIC et al., 2022).

Quando BLUPs sdo analisados na presenca de matriz de parentesco, o
valor genético de cada individuo é predito explorando as relagdes genéticas com
os demais individuos e suas informacdes fenotipicas. Nestas condicdes,
melhores predigdes sdo obtidas (informacgéo verbal?).

O parentesco pode ser definido em termos de coeficiente de correlacao
(WRIGHT, 1921) ou probabilidade de identidade por descendéncia (IBD —
identity by descent) (MALECOT, 1948). Conforme descrito pelos autores Queller,
Goodnight (1989), considerando o modelo utilizado, os resultados obtidos nesse
estudo podem ser interpretados diretamente como valores de IBD. Identidade
por descendéncia é a heranga compartilhada de uma porgéo idéntica do genoma
entre dois individuos (STICCA; BELBIN; GIGNOUX, 2021). A IBD também pode
ser definida como a probabilidade de que dois individuos herdaram duas ou mais
copias do mesmo alelo de um ancestral comum (CONOMOS et al., 2016).
Identidade por descendéncia é diferente da identidade por estado (identity by
state - IBS), na qual uma porcao dos genomas de dois individuos pode parecer
idéntica, mas nao necessariamente devido a recente heranga compartilhada
(STICCA; BELBIN; GIGNOUX, 2021).

Dois individuos geneticamente relacionados (parentes) compartilharam
ancestrais comuns recentes. Para um par de individuos o numero de ancestrais
comuns e suas distancias (numero de geracdes) determinam a extensao
(esperada) de parentesco entre eles. Individuos parentes tém gendtipos mais
semelhantes em cada loco porque seus alelos tém maior probabilidade de ibd

do que individuos nao parentes. Dessa forma, eles também tendem a ter uma

! Informagao fornecida por Dr Luciano Carlos da Maia no curso de pés graduagéo
em Fitomelhoramento, realizados em Pelotas — RS, em julho de 2023.
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maior similaridade no fenotipo de uma caracteristica quantitativa (WANG et al.,
2017). Quanto mais parentes forem dois individuos, maior sera a porcentagem
de seu genoma com ibd compartilhada, pois compartilham um ancestral comum
recente. Ao longo do tempo, devido a recombinagéo, ocorre a degradagao dos
segmentos de ibd (STICCA; BELBIN; GIGNOUX, 2021).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Genotipagem

Uma colecao de 188 gendtipos (Anexo 01), de arroz foram genotipados
em duas etapas. Para ambas, o DNA foi extraido de folhas de plantulas, usando
detergente CTAB (hexadecyltrimethylammonium bromide), com protocolo
adaptado de Doyle, Doyle (1990). A quantidade, qualidade e integridade do DNA
foram determinadas usando espectrofotometro (NanoVue™) e eletroforese em
gel de agarose. Posteriormente, as amostras de DNA foram enviadas para o
Laboratdrio de Servigos de Genotipagem do IRRI (International Rice Research
Institute) e genotipadas usando a plataforma 7K Infinium SNP genotyping
platform (lllumina®) (versdo adaptada do 6 K Infinium array) (THOMSON et al.,

2017) usando 7098 marcadores SNP (single nucleotide polimorphism).

3.2 Filtragem dos dados de genotipagem

Os dados de genotipagem passaram por duas filtragens. A primeira
filtragem foi feita no programa TASSEL V.5.2.41 (BRADBURY et al., 2007). Os
marcadores foram filtrados de acordo com os parametros Site Min Count. 80%;
Site Min Allele Freq: 0,05; Site Max Allele Freq: 0,95; Min Heterozygous
Proportion: 0; Max Heterozygous Proportion: 0,25. Os genotipos foram
fitrados de acordo com Min Proportion of Sites Present. 0,8, Min
Heterozygous Proportion: 0; Max heterozygous Proportion: 0,25.

A segunda filtragem, baseada na queda do desequilibrio de ligagéo (LD
decay), foi executada no programa pLINK (PURCELL et al., 2007). Inicialmente,
ainda no programa TASSEL V.5.2.41, foi feito o calculo do parédmetro r? do
desequilibrio de ligagdo para cada cromossomo, para verificar o nivel de LD
entre os marcadores SNPs ligados. Em média, foi observado r? de 0,5 (distancia
de LD decay de ~100kb), indicando uma frequéncia de recombinagéo de ~0.30.
Os dados de genotipagem que passaram pela primeira filtragem foram
convertidos no programa PGDSpider (LISCHER; EXCOFFIER, 2012) e

carregados no programa pLINK considerando r? de 0,5.
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3.3 Matriz de parentesco

Os dados de genotipagem, que passaram pelas duas filtragens, foram
transformados em marcadores codominantes (dados bi-alélicos) utilizando o
programa HMPtoCoancestry (MAIA, software ndo publicado). Os valores
transformados foram utilizados para obtencéo da matriz de parentesco de acordo
com o modelo Queller-Goodnight (QUELLER; GOODNIGHT 1989) no programa
Coancestry (WANG, 2011). A matriz gerada no programa Coancestry foi

novamente transformada utilizando o programa HMPtoCoancestry.

3.4 Fenotipagem

Uma colegao de 183 gendtipos de arroz (O. sativa) usados no Brasil foram
cultivados no campo da Embrapa Clima Temperado, estagdo experimental
Terras Baixas, localizado em Capéao do Leao, Rio Grande do Sul, Brasil, na safra
2021/2022. O cultivo foi feito utilizando sistema irrigado por inundagéo, e os
tratos culturais e fitossanitarios foram feitos de acordo com as recomendacgdes
técnicas para o cultivo do arroz no Sul do Brasil (SOSBAI, 2018).

O desenho experimental foi de blocos ao acaso, com trés repeticoes.
Cada gendtipo foi semeado em linhas de 1,0 m de comprimento, com
espacamento 0,20 m, e densidade de semeadura de 45 sementes por metro
linear. Na fase maturacéao fisiolégica dos graos foi feito a coleta das raizes.
Foram coletadas raizes de trés plantas de cada gendtipo, de cada repeticéo,
totalizando nove plantas avaliadas em cada genétipo.

Apos a lavagem das raizes em agua corrente foram feitas medidas de
comprimento, utilizando régua graduada. Posteriormente, as raizes foram
acondicionadas em sacos de papel e mantidas em estufa de ar forcado a 70 °C
até obtencao de peso constante, momento que foram pesadas em balanga de

precisao para obtencdo de peso seco da raiz.

3.5 Analise de dados de fenotipagem

Os dados de comprimento de raiz e peso seco de raiz foram testados

quanto a normalidade utilizando o procedimento proc univariate. Como
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nenhuma variavel apresentou distribuicdo normal, foi identificado o tipo de
distribuicdo (normal, exponencial, gamma, inversa de gauss, log-normal, beta)
utilizando o procedimento proc severity.

Em seguida, foi feito analise de variancia usando modelos lineares mistos
generalizados — GLMM (generalized linear mixed model), através do
procedimento proc glimmix. Foi observada diferenga significativa para genétipo
em ambas as variaveis. As analises foram feitas usando o programa SAS Studio
(SAS OnDemand for Academics | SAS).

3.6 Obtencao de BLUPs (Best Linear Unbiased Prediction)

Para obtengado dos BLUPs (Best Linear Unbiased Prediction) foi utilizado
o procedimento proc glimmix (SAS OnDemand for Academics | SAS) utilizando a
matriz de parentesco de Queller-Goodnight (QUELLER; GOODNIGHT 1989).

3.7 Mapeamento associativo - GWAS - genome-wide association study

A andlise de mapeamento associativo foi feita no programa TASSEL
V.5.2.41 utilizado o método GLM (general linear model), o qual inclui os dados
fenotipicos, os dados genotipicos (1185 locos SNPs) e a estrutura da populagéo
— Q (Principal component analysis — PCA nesse estudo). Para considerar um
loco SNP associado as diferengas fenotipicas do comprimento da raiz e do peso
seco da raiz foi estabelecido como ponto de corte valores a partir da correcao de
Bonferroni (-log10 P-Value = 0,05/ n°® SNPs) (GONZALO et al., 2022), que neste

estudo foi igual a 4.37. Os resultados foram apresentados em Manhattan plot.

3.8 Identificagao de genes

Os bancos Rice Genome Annotation Project (http://rice.uga.edu/) e Rice
Annotation Project Data Base (http://rapdb.dna.affrc.go.jp/) foram utilizados para
andlise da regidao do cromossomo que apresenta SNPs associados com
comprimento de raiz e peso seco de raiz. Para identificar genes candidatos

ligados aos SNPs associados com caracteristicas de raiz, a localizagao fisica de


https://www.sas.com/en_us/software/on-demand-for-academics.html
https://www.sas.com/en_us/software/on-demand-for-academics.html
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cada marcador em cada cromossomo foi verificada. A partir dessa posi¢ado, uma

regiao de 10kb para cada lado foi analisada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados fenotipicos nao apresentaram distribuicdo normal. As
distribuicbes com maior aderéncia para as variaveis comprimento de raiz e peso
seco de raiz foram gama e lognormal, respectivamente.

Na primeira filtragem de dados realizado no programa TASSEL V.5.2.41
(BRADBURY et al., 2007). Dos 183 gendtipos e 7089 marcadores SNPs, foram
mantidos apenas 177 gendtipos e 4843 marcadores. Ja na segunda filtragem,
que é baseada na queda do desequilibrio de ligagdo, dos 4843 SNPs, restaram
apenas 1185 marcadores.

Neste estudo, foram mapeados seis SNPs associados com o
comprimento da raiz em arroz. Os SNPs estdo localizados nos cromossomos 2,
4,5 e 6 (Figura 03, Tabela 1). Resultados similares foram encontrados em um
estudo desenvolvido por Li et al. (2017). Os autores usaram 529 acessos de
arroz e cerca de 6,4 milhdes de SNPs, e identificaram apenas 4 SNPs
associados com comprimento maximo de raiz durante o estadio de maturacao
de sementes, o mesmo analisado no presente estudo. Similarmente, Xu et al.
(2020) avaliaram 145 gendtipos e 54.456 SNPs e encontraram 11 SNPs
associados com comprimento da raiz de plantulas. Por outro lado, em um estudo
feito com 795 acessos e 3,3 milhdes de SNPs, Zhao et al. (2018), encontraram
857 SNPs associados com comprimento de raiz no estadio de plantula. Em
estudo similar, Xiang et al. (2022) avaliaram 391 gendtipos com
aproximadamente 1,8 milhdes de SNPs, e identificaram 585 SNPs associados
com comprimento da raiz principal em plantulas de arroz. A grande diferenga no
numero de SNPs associados com comprimento de raiz nas diferentes pesquisas
pode ser explicada pelo numero de marcadores, germoplasma, estadio de
desenvolvimento, condicdo ambiental, e modelos estatisticos utilizados para

analise dos dados.
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Figura 3 - Grafico Manhattan plot mostrando valor de -Log10 (P) vs. Posicéo de cada SNP nos
cromossomos para comprimento de raiz em uma colegao de arroz cultivada no Brasil. RL =
comprimento de raiz, do inglés root length.

Identificar marcadores associados com o comprimento raiz pode auxiliar
os melhoristas de arroz. O comprimento faz parte da arquitetura da raiz, e é
essencial para a sobrevivéncia das plantas em condi¢des complexas do solo
(MENG et al., 2019). Raizes de menor diametro e maior comprimento aumentam
a area de contato com a umidade, ampliando o volume do solo que pode ser
explorado para captagao de agua e nutrientes, que é favoravel especialmente
para o arroz cultivado no sistema de sequeiro (KIM et al., 2020). Foi demonstrado
que o aumento do comprimento e biomassa da raiz esta relacionado com melhor
absorcao de N devido a interagbes que ocorrem entre N e K (KAYSAR et al.,
2023). Além disso, o comprimento da raiz € um dos fatores que influenciam o
acamamento, ja que raizes soltas e rasas fornecem pouca ancoragem
(DORAIRAJ; ISMAIL, 2017).

Tabela 2 - Marcadores SNP associados com comprimento de raiz e peso seco de raiz em uma
colecgao de arroz cultivada no Sul do Brasil.

Cromossomo SNP ID -Log10 (P-Value) Posicédo Genes
Comprimento de raiz
2 1490986 4.685 4.872.870 3
4 4253547 6.521 16.456.344 3
5 5762361 4.829 28.130.268 6
6 SNP-6.4253415 7.204 4.254.415 1
6 6155999 6.047 10.453.297 1
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6 id6002884 5.391 3.598.843 3
Peso seco de raiz

3 3496797 4.693 33.791.733 5

5 5604007 4.698 22.295.097 5

7 ud 7000154 5.884 2.037.557 3

Foram encontrados trés SNPs associados com 0 peso seco da raiz em
arroz, localizados nos cromossomos 3, 5 e 7 (Figura 3, Tabela 2). Em uma
colecao de 182 acessos do Vietna, e com o uso de 25971 marcadores SNPs,
Phung et al. (2016) identificaram apenas 2 SNPs associados com o0 peso seco
da raiz no estadio vegetativo. Similarmente, Panahabadi et al. (2022), ao analisar
220 gendtipos, com 33934 SNPs, encontraram 8 marcadores associados com
peso seca da raiz em estadio de plantula. Por outro lado, em um estudo
desenvolvido por Li et al. (2017), foram identificados 113 SNPs associados com
peso seco de raiz no estadio de maturacdo de sementes. Como mencionado
para comprimento de raiz, as diferencas no numero de marcadores associados
com peso seco de raiz entre os estudos, pode ser explicada pelas caracteristicas
de cada experimento e pelos modelos estatisticos empregados para analise de
mapeamento associativo.

Os marcadores associados com peso seco de raiz tém uma aplicagao
importante no melhoramento do arroz. O peso seco da raiz fornece uma medida
precisa da biomassa. A biomassa da raiz esta associada com a capacidade da
planta de absorver agua e nutrientes e com a biomassa da parte aérea. Alguns
estudos indicam que maior biomassa de raiz é requerido para maior enchimento
de graos e produtividades em arroz. Entretanto, maior biomassa nao
necessariamente aumenta o enchimento de grdos ou a produtividade. Isso
acontece porque apesar da raiz absorver agua e nutrientes, esse 6rgao também
consome assimilados produzidos pela parte aérea para sua manutengao e
estabelecimento. A producdo de biomassa de raiz consome duas vezes mais
energia do que a producdo de biomassa da parte aérea. Dessa forma, foi
sugerido a “redundancia de crescimento radicular” (root growth redundancy), ou
seja, biomassa excessiva de raizes pode consumir mais produtos fotossintéticos,
reduzindo a produtividade de graos (YANG; ZHANG; ZHANG J., 2012; LUl et al.,
2023).
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Figura 4 - Grafico Manhattan plot -Log10 (P) vs. Posigdo dos marcadores SNP no
Cromossomo, associados com peso seco de raiz em uma colegao de arroz cultivada no Brasil.
RDW = peso seco de raiz, do inglés root dry weight.

4.1 Genes associados com comprimento e peso seco de raiz

Foram encontrados 17 genes ligados aos marcadores para comprimento
de raiz (Tabelas 2 e 3). Desses, é apontado os genes que codificam o fator de
transcricaio MYB  (0s0290187700), Cinamil alcool desidrogenase
(0s0290187800) e CDK ativadora de quinase (Os06g0171700) (Tabela 3).

Os fatores de transcricdo MYB contém o dominio MYB, que apresenta 52
aminoacidos. De acordo com o numero de repeti¢cdes adjacentes a familia MYB
¢é dividida em R1/R2, R3-MYB (1R-MYB), R2R3-MYB (2R-MYB), R1R2R3-MYB
(3R-MYB) e 4R-MYB, os quais apresentam um, dois, trés e quatro repeti¢cdes de
MYB, respectivamente (KANG et al., 2022). O MYB identificado neste estudo
pertence a classe R2R3-MYB (OsMYB1, MYB1, O0Os2R_MYB22). Foi
demonstrado que OsMYB17, um R2R3-MYB, foi altamente expresso em raizes e
regula a elongacgao da raiz de arroz de modo dependente de fosfato (GU et al.
2017). Em um estudo desenvolvido por Wang et al. (2022) foi observado que o
gene OsMYBAS1, outro R2R3-MYB, foi altamente expresso em raizes de arroz,
e maior comprimento de raizes foi observado em linhagens superexpressando
esse gene. Os autores sugerem que o gene OsMYBAST1 regula o crescimento

das raizes de arroz, além de promover a germinagdo e estabelecimento de
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plantas sob condicdes de semeadura profunda. Sugere-se o0 gene
0s0290187700 pertencente a classe R2R3-MYB, identificado nesse estudo, &
mais um OsMYB envolvido com o comprimento das raizes em arroz.

A enzima cinamil alcool desidrogenase (Cinnamyl-alcohol dehydrogenase
- CAD) atua na etapa final da rota dos fenilpropanoides, catalisando a redugéo
NADPH dependente de hidroxi-cinamaldeidos nos alcoois correspondentes.
Esses alcoois sao precursores de polimeros de lignina e de diferentes compostos
fendlicos como lignanas e fenilpropenos. A lignina faz parte da parede celular
secundaria do xilema e de células fibrosas das plantas vasculares. Esse
polimero promove hidrofobicidade e rigidez a parede celular, possibilitando
conducao de agua e suporte mecanico (PARK et al., 2018). Em arroz existem 12
genes codificadores de CAD (TOBIAS; CHOW, 2005), e o gene identificado
neste estudo € OsCADZ2. Diferentes estudos verificaram que OsCAD2 é
altamente expresso em raizes e caules de arroz (TOBIAS; CHOW, 2005; PARK
et al., 2018). Sugere-se que o gene identificado nesse estudo tem um papel
chave no comprimento das raizes, visto que a divisdo e a expansao celular
necessaria para aumentar o comprimento, envolve genes cujos produtos atuam
na parede celular.

A proteina Ciclina dependente de quinase (Cyclin-dependent protein
kinase - CDKs) apresenta um papel chave no ciclo celular de eucariotos. A CDK
ativadora de quinase (Cdk-activating kinase - CAK) catalisa a fosforilagdo de uma
treonina de CDK para ativar a sua atividade enzimatica, por isso CAK também
esta envolvida na proliferagao celular (UMEDA et al., 2005). O gene identificado
codifica para uma CAK e parece estar envolvido na sinalizagdo para crescimento
de raizes.

Para peso seco de raiz foram identificados 13 genes ligados aos SNPs
significativos (Tabelas 3 e 4). Dentre esses genes, podem-se citar os que
codificam celulose sintase (0Os039g0808100), proteina de transferéncia de
lipideos (Os03g0808500), receptor like quinase citoplasmatica (0s0590454300),
dedo zinco do tipo CCCH associado com tolerancia a seca (0Os079g0138400)
(Tabela 3).

A parede celular das plantas determina o tamanho e a forma da célula,
fornecendo suporte estrutural e protecdo contra estresses bidticos e abidticos,

além de ser um enorme recurso de biomassa. A parede celular vegetal é
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composta por celulose, hemicelulose, pectina, lignina, proteinas e outros
compostos quimicos. A celulose é composta de 3-1,4 glucano e é sintetizada por
complexos de celulose sintase (CesA) localizados na membrana plasmatica (HU
et al., 2018; ZHAO et al., 2021). Neste estudo foi identificada OsCesA2, similar
a CesAS5 de Bambusa oldhamii (BoCesAS5). A relagcéo da parede celular com a
biomassa explica o envolvimento do gene OsCesA2 com peso seco de raiz em
arroz.

Foi identificado um gene que codifica proteinas de transferéncia de
lipideos (Lipid-transfer proteins - LTP). Essas proteinas estdo presentes apenas
em plantas terrestres, e estudos in vitro sugerem que as LTPs atuam na
transferéncia e deposi¢cao de mondmeros para a montagem de barreiras lipidicas
a prova d'agua, como cutina, cera cuticular, suberina e esporopolenina,
presentes em superficies vegetais. A suberina € formada por cadeias de carbono
alifaticas poliméricas associadas a compostos aromaticos, e os acidos graxos
oxigenados de cadeia longa fornecem o nucleo do poliéster de suberina. De
maneira geral, a suberina € encontrada em tegumentos das sementes e nas
peridermes das raizes e caules, localizada entre a membrana plasmatica e a
parede celular. As camadas de suberina contribuem para o controle da difusao
de agua e solutos nesses orgaos (EDQVIST et al., 2018).

A sinalizagdo célula-célula ou célula-ambiente € determinante para o
crescimento e desenvolvimento das plantas. Receptores like quinases (receptor-
like kinases - RLK) localizados na superficie da célula estdo envolvidos na
deteccao de sinais extracelulares para iniciar a resposta celular correspondente.
Tem sido demonstrado que RLK controlam muitos processos durante o
crescimento e desenvolvimento das raizes. A maioria dos RLK apresenta um
dominio N-terminal extracelular (ED), um dominio de passagem unica
transmembrana, e um dominio C-terminal citoplasmatico (CD) com ou sem
atividade de quinase. Alguns RLK ndo contém ED, e sdo denominados
Receptores like quinase citoplasmatico (RLCK). A maioria dos RLCKs contém
apenas um dominio quinase intracelular, enquanto outros possuem um dominio
transmembrana (OU; KUI; LI, 2022). O gene identificado nesse estudo codifica
para um Receptor like quinase citoplasmatico, e parece estar envolvido na

sinalizagao para desenvolvimento de raizes.
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Foi identificado um gene que codifica uma proteina dedo zinco do tipo
CCCH associada a tolerancia a seca (Tabela 4). As proteinas dedo de zinco
apresentam um dominio estrutural ligado a um ion de zinco e elas se ligam a
acidos nucléicos. Em plantas esses fatores de transcri¢do estdo envolvidos na
regulacéo do crescimento, desenvolvimento e adaptacéo a estresses. A maioria
dos dedos de zinco séo dos tipos C2H2 e CCCC, nomeados apds a configuragao
de cisteina (C) e histidina (H) no dominio. Os dedos de zinco do tipo CCCH séao
menos comuns, e atuam na regulacao das respostas ao estresse. Uma proteina
que apresenta dedo de zinco do tipo CCCH em tandem é denominada TZF. As
proteinas com dedo de zinco do tipo CCCH conferem tolerancia a seca por
diferentes mecanismos. Em linhagens transgénicas de Arabidopsis o gene
AetTZF1 (isolado de Aegilops tauschii Coss.) aumenta a tolerancia a seca pois
promove crescimento da raiz e maior taxa de germinacéo (JIANG et al., 2014;
HAN et al., 2021). Esse comportamento pode explicar o envolvimento do gene

que codifica proteina dedo zinco identificado nesse estudo no peso seco de raiz.
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Tabela 3 - Anotacdo de genes no RGAP e RAP-DB em 20kb (10 kb de cada lado) dos SNPs mapeados para comprimento de raiz em uma colecao de arroz
cultivada no Sul do Brasil.

SNP ID RGAP RAP-DB Transcritos Descricao
1490986 LOC_0s02g09480 0Os02g0187700 Os02t0187700-00  Similar to Myb-related protein B (B-Myb) (Myb-related protein 1) (XMYB1)
LOC_0s02g09490 0s02g0187800 0Os02t0187800-01  Cinnamyl-alcohol dehydrogenase, Lignin biosynthesis, Monolignol biosynthesis
0s02t0187800-02  Similar to Cinnamyl alcohol dehydrogenase 1a
LOC_0s02g09500 0s02g0187900 0Os02t0187900-00  Funcgdo desconhecida
4253547 LOC_0Os04g27840 0s04g0345900 0Os04t0345900-00 Fungéao desconhecida
LOC_0Os04g27850 0s04g0346000 Os04t0346000-01  20G-Fe(ll) oxygenase domain containing protein
LOC_0Os04g27860 0s04g0346100 0Os04t0346100-01 Ribosomal protein S27
LOC_0Os04g27870 Na&o encontrado  Nao encontrado *Retrotransposon protein, putative, unclassified
5762361 LOC_0Os05g49030 0s05g0565000 Os05t0565000-01  Similar to 60S ribosomal protein L18a-1.
LOC_0Os05g49040 0s05g0565100 Os05t0565100-01  Cytochrome b561/ferric reductase transmembrane domain containing protein
LOC_0Os05g49050 0s05g0565200 Os05t0565200-01  Similar to Urease accessory protein G
LOC_0Os05g49060 0s05g0565400 Os05t0565400-01 Protein of unknown function DUF561 family protein
LOC_0Os05g49070 0s05g0565500 0Os05t0565500-01  3-hydroxyacid dehydrogenase/reductase domain containing protein
LOC_0Os05g49080 0s05g0565701 0Os05t0565701-00  Conserved hypothetical protein
LOC_0Os05g49090 Né&o encontrado  Nao encontrado *Retrotransposon protein, putative, Ty3-gypsy subclass
SNP-6.4253415 LOC_0Os06g08560 0Os06g0184700 Os06t0184700-00 Hypothetical conserved gene
0s06g0184766  Os06t0184766-00  Hypothetical conserved gene
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6155999

LOC_Os06g17970

LOC_0s06g17980
LOC_0s06g17990

0s06g0287700

N&o encontrado

N&o encontrado

0Os06t0287700-01
0Os06t0287700-02
0Os06t0287700-03
N&o encontrado

Nao encontrado

Similar to NBS-LRR disease resistance protein homologue (Fragment)
Non-protein coding transcript

Similar to Nbs-Irr disease resistance protein (Fragment)

*Hypothetical conserved gene

Nao encontrado

id6002884

LOC_Os06g07474
LOC_0s06g07480
LOC_0s06g07490
LOC_0s06g07500

Os06g0171600
0s06g0171700
0s06g0171800

Nao encontrado

0Os06t0171600-01
0Os06t0171700-01
0Os06t0171800-01

Nao encontrado

Membrane insertion protein, OxaA/YidC domain containing protein
Cdk-activating kinase assembly factor (MAT1) family protein
VRR-NUC domain containing protein

*Retrotransposon protein,putative, unclassified, expressed

*Dados encontrados apenas no RICE UGA - <http://rice.uga.edu/>

Tabela 4 - Anotacdo de genes no MSU e RAP-DB em 20kb (10 kb de cada lado) dos SNPs mapeados para peso seco de raiz em uma colecao de arroz
cultivada no Sul do Brasil.

SNP ID RGAP RAP-DB Transcritos Descrigao
3496797 LOC_0Os03g59340 0s03g0808100 0Os03t0808100-01 Similar to Cellulose synthase-5
0s03t0808100-02 Similar to Cellulose synthase BoCesA5
0s03t0808100-03 Similar to Cellulose synthase BoCesA5
LOC_0Os03g59350 0s03g0808200 0Os03t0808200-00 UDP-glucuronosyl/UDP-glucosyltransferase family protein
LOC_0Os03g59360 0Os03g0808300  Os03t0808300-01 Remorin, C-terminal region domain containing protein
LOC_0Os03g59370 0s03g0808400 0Os03t0808400-00 Ubiquitin domain containing protein
LOC_0Os03g59380 0s03g0808500 0Os03t0808500-00 Plant lipid transfer protein/Par allergen family protein
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5604007 LOC_0Os05g37990 Nao encontrado N&o encontrado *Hypothetical conserved gene
LOC_Os05g38000 0s05g0454200 Os05t0454200-01 Guanine nucleotide exchange factors for Rop, Activation of small cuticular
papillae development on leaf epidermis
LOC_0Os05g38010 0Os05g0454300 Os05t0454300-00 Receptor-Like Cytoplasmic Kinase 187
LOC_0Os05g38020 0Os05g0454400  0Os05t0454400-01 Conserved hypothetical protein
LOC_0Os05g38030 0Os05g0454451  Os05t0454451-00 Unknown function
LOC_0Os05g38040 0s05g0454500 Os05t0454500-01 Conserved hypothetical protein
ud7000154 LOC_Os07g04570 Nao encontrado N&o encontrado *RNA recognition motif containing protein, putative, expressed
LOC_0Os07g04580 0Os07g0138400 Os07t0138400-01 CCCH-type zinc finger protein, Drought tolerance
LOC_Os07g04590 0Os07g0138500 Os07t0138500-00 Funcédo desconhecida
LOC_Os07g04600 0Os07g0138700 Os07t0138700-00 *Hypothetical conserved gene

*Dados encontrados apenas no RICE UGA - <http://rice.uga.edu/>
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5. CONCLUSAO

Foram identificados nove marcadores SNPs associados as caracteristicas
de raiz, seis para comprimento e trés para peso seco, usando a distancia 10kb
para cada lado. Dentre os genes associados com o0s marcadores de
comprimento de raiz foram encontrados genes que codificam o fator de
transcricaio MYB  (0s0290187700), Cinamil alcool desidrogenase
(0s0290187800) e Cdk ativadora de quinase (Os06g0171700). Para peso seco
de raiz podem-se citar os que codificam celulose sintase (Os03g0808100),
proteina de transferéncia de lipideos (Os039g0808500), quinase citoplasmatica
(Os0590454300) e dedo zinco associado com tolerdncia a seca
(Os0790138400).
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. Mediade | \qqiq
Ordem Genaotipos Bloco [comprimento Peso
(cm) Seco (9)
1 M 250/1-425 1 19.83 3.49
1 M 250/1-425 2 15.63 2.22
1 M 250/1-425 3 17.90 5.34
2 M 250/1-498 1 21.40 2.66
2 M 250/1-498 2 18.53 3.04
2 M 250/1-498 3 17.80 3.50
3 M 250/1-519 1 22.30 3.69
3 M 250/1-519 2 18.50 3.02
3 M 250/1-519 3 23.30 2.98
4 M 250/1-636 1 28.25 13.42
4 M 250/1-636 2 15.40 5.03
4 M 250/1-636 3 20.00 3.59
5 M 300/2-267 1 24.20 4.69
5 M 300/2-267 2 16.55 2.63
5 M 300/2-267 3 18.63 3.80
6 Agulhao 1 14.63 1.43
6 Agulhao 2 16.70 3.07
6 Agulhao 3 17.00 2.19
7 Alianca 1 15.57 6.67
7 Alianca 2 20.20 4.43
7 Alianca 3 20.07 4.66
8 Amaroo 1 28.73 9.59
8 Amaroo 2 15.70 2.61
8 Amaroo 3 20.53 2.46
9 Ambar 1 28.50 13.60
9 Ambar 2 21.87 3.97
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9 Ambar 3 25.13 8.90
10 Arbdrio 1 10.00 5.73
10 Arbdrio 2 24.57 4.76
10 Arbodrio 3 13.03 3.14
11 Arroz da Terra 1 19.53 6.66
11 Arroz da Terra 2 21.30 11.85
11 Arroz da Terra 3 19.07 6.10
12 Arroz do seco 1 15.95 1.11
12 Arroz do seco 2 20.43 5.16
12 Arroz do seco 3 14.60 2.20
13 Artiglio 1 12.85 2.34
13 Artiglio 2 23.00 4.15
13 Artiglio 3 12.10 1.61
14 Austral 1 20.37 4.16
14 Austral 2 20.55 1.82
14 Austral 3 14.73 3.33
15 Basmat 370 1 21.95 5.63
15 Basmat 370 2 22.35 15.33
15 Basmat 370 3 18.83 2.10
16 Batatais Coimbra 1 17.43 3.03
16 Batatais Coimbra 2 19.10 3.53
16 Batatais Coimbra 3 14.67 1.73
17 Belle Patha 1 13.90 2.33
17 Belle Patha 2 18.95 2.37
17 Belle Patha 3 22.83 7.41
18 Bico Preto 1 19.60 2.34
18 Bico Preto 2 21.25 2.09
18 Bico Preto 3 21.45 3.58
19 Bico Torto 1 14.03 1.85
19 Bico Torto 2 16.87 3.84
19 Bico Torto 3 18.80 2.19
20 Bluebonnet 1 19.50 1.29
20 Bluebonnet 2 18.87 7.01
20 Bluebonnet 3 18.47 2.84
21 Bolinha/Catetinho 1 16.87 7.53
21 Bolinha/Catetinho 2 19.43 3.77
21 Bolinha/Catetinho 3 15.77 2.58
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22 BR/IRGA 409 1 11.50 1.67
22 BR/IRGA 409 2 19.37 2.28
22 BR/IRGA 409 3 14.73 4.28
23 BR/IRGA 410 1 21.10 1.87
23 BR/IRGA 410 2 23.60 6.29
23 BR/IRGA 410 3 14.25 3.27
24 BR/IRGA 411 1 15.70 1.71
24 BR/IRGA 411 2 16.10 3.33
24 BR/IRGA 411 3 18.00 4.28
25 BR/IRGA 412 1 16.37 1.21
25 BR/IRGA 412 2 17.03 4.87
25 BR/IRGA 412 3 15.70 1.63
26 BR/IRGA 413 1 20.70 2.04
26 BR/IRGA 413 2 21.67 2.32
26 BR/IRGA 413 3 21.63 4.76
27 BRS/IRGA 414 1 17.50 6.52
27 BRS/IRGA 414 2 16.17 2.00
27 BRS/IRGA 414 3 19.60 3.67
28 BR/IRGA 416 1 14.65 3.46
28 BR/IRGA 416 2 16.95 1.89
28 BR/IRGA 416 3 15.50 2.27
29 IRGA 421 1 16.63 1.15
29 IRGA 421 2 11.25 2.49
29 IRGA 421 3 14.50 1.36
30 IRGA 422 CL 1 17.00 2.47
30 IRGA 422 CL 2 16.00 3.55
30 IRGA 422 CL 3 15.33 0.75
31 IRGA 423 1 22.63 3.76
31 IRGA 423 2 20.50 4.98
31 IRGA 423 3 15.23 2.57
32 IRGA 431 CL 1 14.07 1.71
32 IRGA 431 CL 2 23.50 1.94
32 IRGA 431 CL 3 14.97 1.74
33 Brilhante 1 23.67 3.23
33 Brilhante 2 12.87 2.67
33 Brilhante 3 26.25 3.93
34 BRS 358 1 17.60 4.66
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34 BRS 358 2 21.17 11.31
34 BRS 358 3 12.37 3.83
35 BRS 6 Chui 1 17.43 2.58
35 BRS 6 Chui 2 18.67 2.39
35 BRS 6 Chui 3 15.83 2.97
36 BRS 7 Taim 1 21.40 3.10
36 BRS 7 Taim 2 26.77 4.26
36 BRS 7 Taim 3 15.90 2.89
37 BRS A702 CL 1 18.65 1.40
37 BRS A702 CL 2 17.67 2.23
37 BRS A702 CL 3 16.37 3.21
38 BRS A901 1 18.25 20.67
38 BRS A901 2 12.25 4,94
38 BRS A901 3 19.73 4.62
39 BRS AG 1 20.73 2.78
39 BRS AG 2 17.00 4.76
39 BRS AG 3 14.40 3.57
40 BRS Agrisul 1 19.93 5.25
40 BRS Agrisul 2 18.63 2.13
40 BRS Agrisul 3 21.33 5.37
41 BRS Alvorada 1 15.93 15.98
41 BRS Alvorada 2 19.53 4.48
41 BRS Alvorada 3 19.33 9.37
42 BRS Apinajé 1 19.43 4.58
42 BRS Apinajé 2 21.57 3.11
42 BRS Apinajé 3 18.13 1.56
43 BRS Aroma 1 22.45 2.66
43 BRS Aroma 2 19.90 1.73
43 BRS Aroma 3 25.50 6.57
44 BRS Atalanta 1 21.80 3.88
44 BRS Atalanta 2 22.50 5.48
44 BRS Atalanta 3 16.25 5.09
45 BRS Bojuru 1 12.00 2.92
45 BRS Bojuru 2 15.67 3.03
45 BRS Bojuru 3 17.80 5.37
46 BRS Bonanca 1 20.27 3.34
46 BRS Bonanca 2 19.50 4.22
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46 BRS Bonanca 3 20.60 5.18
47 BRS Catiana 1 23.20 3.45
47 BRS Catiana 2 19.90 2.32
47 BRS Catiana 3 25.97 6.65
48 BRS CIRAD 302 1 22.57 6.84
48 BRS CIRAD 302 2 24.17 2.66
48 BRS CIRAD 302 3 14.13 1.03
49 BRS Colosso 1 15.00 1.70
49 BRS Colosso 2 12.80 2.76
49 BRS Colosso 3 16.00 6.42
50 BRS Esmeralda 1 16.07 4.16
50 BRS Esmeralda 2 21.40 6.31
50 BRS Esmeralda 3 15.53 2.22
51 BRS Formoso 1 19.47 3.60
51 BRS Formoso 2 22.23 5.13
51 BRS Formoso 3 15.10 3.48
52 BRS Fronteira 1 14.63 3.09
52 BRS Fronteira 2 18.40 3.88
52 BRS Fronteira 3 15.33 3.83
53 BRS Jacana 1 21.35 4.85
53 BRS Jacana 2 21.83 3.56
53 BRS Jacana 3 24.93 2.44
54 BRS Ligeirinho 1 21.73 7.22
54 BRS Ligeirinho 2 20.07 4.77
54 BRS Ligeirinho 3 15.00 4.31
55 BRSMA357 1 21.63 4.34
55 BRSMA357 2 19.60 2.87
55 BRSMA357 3 19.57 5.14
56 BRSMG Caravera 1 18.27 4.74
56 BRSMG Caravera 2 19.03 2.11
56 BRSMG Caravera 3 16.90 5.78
57 BRSMG Predileta 1 24.10 10.95
57 BRSMG Predileta 2 21.15 3.70
57 BRSMG Predileta 3 16.43 5.40
58 BRS Monarca 1 19.53 9.39
58 BRS Monarca 2 17.07 3.57
58 BRS Monarca 3 21.00 4.70
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59 BRS Ouro Minas 1 17.20 4.73
59 BRS Ouro Minas 2 24.35 3.40
59 BRS Ouro Minas 3 23.90 9.30
60 BRS Pampa 1 17.27 1.01
60 BRS Pampa 2 17.07 1.67
60 BRS Pampa 3 14.63 3.27
61 BRS Pampeira 1 11.00 2.20
61 BRS Pampeira 2 14.80 3.44
61 BRS Pampeira 3 18.57 4.02
62 BRS Pelota 1 17.90 2.15
62 BRS Pelota 2 21.47 2.35
62 BRS Pelota 3 19.00 3.55
63 BRS Pepita 1 14.13 1.88
63 BRS Pepita 2 21.90 5.55
63 BRS Pepita 3 19.60 2.71
64 BRS Primavera 1 18.50 2.73
64 BRS Primavera 2 16.93 3.91
64 BRS Primavera 3 19.33 4.08
65 BRS Queréncia 1 25.00 6.43
65 BRS Queréncia 2 21.87 2.59
65 BRS Queréncia 3 18.10 6.01
66 BRS Roraima 1 15.05 1.96
66 BRS Roraima 2 23.75 6.22
66 BRS Roraima 3 21.00 3.33
67 BRS Sertaneja 1 21.20 2.49
67 BRS Sertaneja 2 20.30 1.30
67 BRS Sertaneja 3 23.07 4.44
68 BRS Sinuelo CL 1 18.80 1.68
68 BRS Sinuelo CL 2 16.00 4.01
68 BRS Sinuelo CL 3 13.00 1.32
69 BRS Tropical 1 15.07 4.36
69 BRS Tropical 2 19.17 2.19
69 BRS Tropical 3 18.20 5.64
70 BRS A701 CL 1 23.97 6.71
70 BRS A701 CL 2 24.70 2.76
70 BRS A701 CL 3 15.97 1.58
71 BRSGO Guara 1 16.17 6.58
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71 BRSGO Guara 2 17.57 4.36
71 BRSGO Guara 3 18.55 5.35
72 BRSGO Serradourada| 1 21.50 1.38
72 BRSGO Serra dourada | 2 21.50 8.57
72 BRSGO Serra dourada | 3 12.17 0.94
73 BRSMG Conai 1 12.87 0.84
73 BRSMG Conai 2 19.37 3.10
73 BRSMG Conai 3 17.37 1.24
74 BRSMG Relampago 1 14.00 1.53
74 BRSMG Relampago 2 20.20 2.57
74 BRSMG Relampago 3 17.47 2.06
75 BRSMG Rubelita 1 20.45 4.44
75 BRSMG Rubelita 2 15.00 4.20
75 BRSMG Rubelita 3 18.80 3.49
76 BRSMG Seleta 1 18.70 6.22
76 BRSMG Seleta 2 17.00 2.36
76 BRSMG Seleta 3 14.55 3.12
77 Cachinho 1 23.23 4.34
77 Cachinho 2 24.23 12.84
77 Cachinho 3 19.50 2.18
78 Cacho Grande 1 18.80 2.26
78 Cacho Grande 2 17.70 2.04
78 Cacho Grande 3 21.40 7.29
79 Caiapo 1 16.60 1.77
79 Caiapo 2 20.30 3.48
79 Caiapo 3 19.00 8.00
80 Canastra 1 15.45 2.68
80 Canastra 2 18.07 2.78
80 Canastra 3 14.00 1.19
81 Carajas 1 10.30 0.75
81 Carajas 2 16.20 4.12
81 Carajas 3 24.30 4.14
82 Carnaroli 1 19.30 1.46
82 Carnaroli 2 16.33 8.36
82 Carnaroli 3 15.20 1.90
83 Chatinho 1 18.60 6.52
83 Chatinho 2 18.50 10.65
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83 Chatinho 3 15.77 1.52
84 CICA S8 1 26.00 9.57
84 CICA S8 2 19.50 4.23
84 CICA S8 3 17.97 3.04
85 CICA9 1 35.50 6.03
85 CICA9 2 16.47 1.07
85 CICA9 3 16.63 2.32
86 Cina 1 19.70 3.14
86 Cina 2 26.90 8.04
86 Cina 3 17.60 5.58
87 Dawn 1 15.00 2.48
87 Dawn 2 15.57 3.28
87 Dawn 3 16.90 2.33
88 Dee-Geo-Woo-Ten 1 14.30 2.07
88 Dee-Geo-Woo-Ten 2 18.47 7.12
88 Dee-Geo-Woo-Ten 3 17.60 3.49
89 Diamante 1 16.00 6.94
89 Diamante 2 21.65 8.66
89 Diamante 3 21.30 10.41
90 EEA 406 1 12.63 4.19
90 EEA 406 2 19.30 3.86
90 EEA 406 3 17.60 3.16
91 Empasc 100 1 21.50 4.90
91 Empasc 100 2 27.35 3.34
91 Empasc 100 3 22.00 1.60
92 Empasc 101 1 20.13 2.63
92 Empasc 101 2 21.53 3.39
92 Empasc 101 3 15.00 3.79
93 Empasc 102 1 19.70 3.67
93 Empasc 102 2 20.20 2.91
93 Empasc 102 3 15.90 4.77
94 Empasc 103 1 15.70 3.18
94 Empasc 103 2 13.30 2.00
94 Empasc 103 3 14.60 8.43
95 Empasc 104 1 22.43 7.52
95 Empasc 104 2 16.05 1.43
95 Empasc 104 3 21.53 1.65
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96 Empasc 105 1 17.43 5.71
96 Empasc 105 2 20.40 9.24
96 Empasc 105 3 13.45 3.82
97 Epagri 106 1 11.80 1.17
97 Epagri 106 2 21.80 3.71
97 Epagri 106 3 20.67 2.62
98 Epagri 107 1 23.60 5.96
08 Epagri 107 2 19.73 4.47
98 Epagri 107 3 17.90 4.57
99 Epagri 108 1 22.33 3.35
99 Epagri 108 2 19.63 3.02
99 Epagri 108 3 15.37 3.93
100 Epagri 109 1 14.65 4.46
100 Epagri 109 2 19.90 8.65
100 Epagri 109 3 17.30 4.14
101 Farroupilha 1 21.03 3.01
101 Farroupilha 2 18.40 3.35
101 Farroupilha 3 17.17 2.33
102 Fernandes 1 13.30 1.29
102 Fernandes 2 19.10 1.87
102 Fernandes 3 20.30 3.71
103 Guapore 1 13.75 2.49
103 Guapore 2 16.90 4.54
103 Guapore 3 15.40 1.99
104 Guri Inta CL 1 16.15 7.87
104 Guri Inta CL 2 23.43 6.98
104 Guri Inta CL 3 16.47 5.48
105 | GEO TSE 1 15.00 2.03
105 | GEO TSE 2 19.50 3.01
105 | GEO TSE 3 15.20 3.22
106 IAC 101 1 22.67 1.28
106 IAC 101 2 21.25 13.89
106 IAC 101 3 17.90 4.57
107 IAC 114 1 11.73 3.09
107 IAC 114 2 22.07 2.27
107 IAC 114 3 15.37 3.93
108 IAC 165 1 14.27 2.26
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108 IAC 165 2 19.00 3.11
108 IAC 165 3 15.40 2.44
109 IAC 201 1 15.53 3.65
109 IAC 201 2 21.60 2.81
109 IAC 201 3 14.70 4.91
110 IAC 202 1 14.57 5.22
110 IAC 202 2 19.10 3.67
110 IAC 202 3 14.77 4.78
111 IAC 203 1 19.65 4.84
111 IAC 203 2 19.75 3.00
111 IAC 203 3 20.30 3.28
112 IAC 25 1 13.10 0.97
112 IAC 25 2 14.27 1.53
112 IAC 25 3 15.13 2.72
113 IAC 301 1 16.15 2.66
113 IAC 301 2 18.57 5.52
113 IAC 301 3 16.70 4.20
114 IAC 400 1 18.03 1.77
114 IAC 400 2 15.30 0.85
114 IAC 400 3 15.93 1.41
115 IAC 47 1 11.10 2.93
115 IAC 47 2 17.93 2.22
115 IAC 47 3 26.50 2.32
116 IAC 500 1 21.17 1.94
116 IAC 500 2 20.00 3.70
116 IAC 500 3 15.87 3.34
117 IAC 600 1 16.60 6.36
117 IAC 600 2 17.37 2.62
117 IAC 600 3 15.97 2.84
118 IAS 12-9 Formosa 1 15.20 3.89
118 IAS 12-9 Formosa 2 19.23 2.90
118 IAS 12-9 Formosa 3 21.05 1.35
119 IR 8 1 33.00 6.54
119 IR 8 2 19.63 5.02
119 IR 8 3 19.70 5.03
120 IRAT 124 1 18.90 6.61
120 IRAT 124 2 13.05 3.56
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120 IRAT 124 3 16.87 6.42
121 IRAT 162 1 14.53 6.17
121 IRAT 162 2 16.27 2.57
121 IRAT 162 3 16.15 3.56
122 IRGA 417 1 20.53 2.16
122 IRGA 417 2 19.70 2.16
122 IRGA 417 3 15.50 3.05
123 IRGA 418 1 18.93 9.10
123 IRGA 418 2 17.50 4.87
123 IRGA 418 3 17.20 2.74
124 IRGA 419 1 20.80 1.69
124 IRGA 419 2 23.10 2.43
124 IRGA 419 3 22.40 3.24
125 IRGA 420 1 25.73 7.00
125 IRGA 420 2 17.23 1.93
125 IRGA 420 3 13.90 2.63
126 IRGA 424 CL 1 23.75 4.22
126 IRGA 424 CL 2 16.53 2.31
126 IRGA 424 CL 3 14.50 2.38
127 IRGA 427 1 11.60 1.08
127 IRGA 427 2 18.40 5.12
127 IRGA 427 3 16.85 411
128 IRGA 428 1 13.70 3.06
128 IRGA 428 2 18.50 10.50
128 IRGA 428 3 14.63 2.73
129 IRGA 429 1 23.70 8.96
129 IRGA 429 2 21.30 5.99
129 IRGA 429 3 20.10 4.30
130 Japonés de Varzea 1 19.77 6.60
130 Japonés de Varzea 2 26.00 7.71
130 Japonés de Varzea 3 18.47 4.54
131 Jasmine 1 14.50 2.13
131 Jasmine 2 20.15 6.50
131 Jasmine 3 21.20 3.04
132 Jasmine 85 1 14.50 3.77
132 Jasmine 85 2 13.50 3.78
132 Jasmine 85 3 18.00 1.81
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133 Koschihikari 1 10.47 3.52
133 Koschihikari 2 26.35 7.22
133 Koschihikari 3 20.10 3.41
134 Lacassine 1 27.75 2.31
134 Lacassine 2 20.30 2.56
134 Lacassine 3 12.40 1.44
135 Lemont 1 20.65 2.52
135 Lemont 2 18.63 4.79
135 Lemont 3 15.97 3.56
136 M1150 1 19.10 1.08
136 M1150 2 15.90 1.91
136 M1150 3 14.40 2.54
137 M1313 1 17.37 2.55
137 M1313 2 19.63 3.71
137 M1313 3 13.53 2.65
138 M1410 1 19.57 1.49
138 M1410 2 21.50 12.69
138 M1410 3 16.87 4.15
139 Meio Chumbinho 1 18.35 7.97
139 Meio Chumbinho 2 18.33 1.35
139 Meio Chumbinho 3 17.00 2.42
140 Metica 1 1 15.53 4.89
140 Metica 1 2 20.53 7.16
140 Metica 1 3 19.80 10.73
141 BRS A902 1 28.95 8.61
141 BRS A902 2 20.97 3.79
141 BRS A902 3 17.80 2.63
142 Mogi 1 14.87 2.13
142 Mogi 2 22.75 4.67
142 Mogi 3 16.17 1.95
143 Nowrin Mochi 1 14.00 1.93
143 Nowrin Mochi 2 17.95 7.13
143 Nowrin Mochi 3 16.35 2.25
144 OR 63-252 1 17.30 5.33
144 OR 63-252 2 16.97 2.76
144 OR 63-252 3 13.93 2.18
145 Oryzica 1 1 18.10 4.62
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145 Oryzica 1 2 20.40 23.36
145 Oryzica 1 3 25.87 5.83
146 Peta 1 18.65 8.29
146 Peta 2 17.93 5.46
146 Peta 3 19.37 1.95
147 Puita INTA-CL 1 13.20 4.45
147 Puita INTA-CL 2 21.33 3.90
147 Puita INTA-CL 3 16.17 7.18
148 Qualimax 1 15.50 0.75
148 Qualimax 2 19.83 9.90
148 Qualimax 3 13.50 1.63
149 Reetz 1 17.50 7.30
149 Reetz 2 17.70 3.38
149 Reetz 3 21.33 2.62
150 Rexoro 1 21.90 4.20
150 Rexoro 2 25.73 5.97
150 Rexoro 3 14.23 2.63
151 Sambuc 1 19.60 1.51
151 Sambuc 2 14.73 4.55
151 Sambuc 3 21.50 1.65
152 SC 173 1 24.80 16.10
152 SC 173 2 18.65 14.85
152 SC 173 3 14.70 2.91
153 SC 460 1 16.77 9.74
153 SC 460 2 16.53 7.48
153 SC 460 3 16.17 1.04
154 SCS 114 Andosan 1 22.65 15.57
154 SCS 114 Andosan 2 20.50 9.98
154 SCS 114 Andosan 3 14.53 5.35
155 SCS115CL 1 16.17 3.54
155 SCS 115 CL 2 15.57 2.50
155 SCS115CL 3 22.50 5.24
156 SCS 116 Satoru 1 18.25 7.06
156 SCS 116 Satoru 2 19.50 9.07
156 SCS 116 Satoru 3 12.30 1.54
157 SCS 117 CL 1 14.70 11.42
157 SCS 117 CL 2 21.60 5.18
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157 SCS 117 CL 3 17.03 15.02
158 SCS 118 Marques 1 13.15 4.58
158 SCS 118 Marques 2 27.03 6.58
158 SCS 118 Marques 3 16.73 3.95
159 SCS 119 Rubi 1 12.57 4.53
159 SCS 119 Rubi 2 25.55 4.34
159 SCS 119 Rubi 3 17.63 3.77
160 SCS 120 Onix 1 11.97 2.33
160 SCS 120 Onix 2 19.20 10.30
160 SCS 120 Onix 3 15.28 6.30
161 SCS 121 CL 1 17.23 1.80
161 SCS 121 CL 2 20.60 6.64
161 SCS 121 CL 3 23.60 1.82
162 SCS 122 Muira 1 13.83 2.81
162 SCS 122 Muira 2 20.33 6.45
162 SCS 122 Muira 3 14.43 4.86
163 SCS 123 Perola 1 18.13 4.26
163 SCS 123 Perola 2 18.57 20.66
163 SCS 123 Perola 3 17.60 10.28
164 SCS 124 Sardo 1 15.40 4,73
164 SCS 124 Sardo 2 20.30 5.74
164 SCS 124 Sardo 3 17.70 5.34
165 SCS BRS 111 1 11.93 5.06
165 SCS BRS 111 2 18.90 5.98
165 SCS BRS 111 3 17.73 2.03
166 SCS BRS Pantaneira 1 17.27 2.77
166 SCS BRS Pantaneira 2 22.40 6.03
166 SCS BRS Pantaneira 3 15.83 3.59
167 SCS BRS Piracema 1 21.00 13.70
167 SCS BRS Piracema 2 18.30 5.26
167 SCS BRS Piracema 3 20.10 6.93
168 SCS BRS Tio Taka 1 18.81 1.73
168 SCS BRS Tio Taka 2 17.43 2.22
168 SCS BRS Tio Taka 3 21.00 3.01
169 SCS 112 1 15.70 4,58
169 SCS 112 2 20.63 6.32
169 SCS 112 3 19.97 2.41
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170 Selenio 1 13.40 1.86
170 Selenio 2 19.67 4.18
170 Selenio 3 25.73 2.38
171 Sirio 1 11.07 0.39
171 Sirio 2 19.27 5.04
171 Sirio 3 18.63 2.77
172 Tetep 1 16.67 12.91
172 Tetep 2 22.27 15.68
172 Tetep 3 13.20 1.38
173 Tomoe Mochi 1 14.50 3.68
173 Tomoe Mochi 2 21.33 4.33
173 Tomoe Mochi 3 14.33 1.63
174 TOX 514-16-101-1 1 16.17 3.12
174 TOX 514-16-101-1 2 18.50 4.65
174 TOX 514-16-101-1 3 16.13 3.42
175 YIN LU 30 1 14.63 4,18
175 YIN LU 30 2 21.70 5.71
175 YIN LU 30 3 15.10 1.18
176 Zebu 1 17.53 2.29
176 Zebu 2 22.83 4.62
176 Zebu 3 20.13 2.70
177 Zenith 1 21.70 4,94
177 Zenith 2 20.13 1.14
177 Zenith 3 19.47 2.46




