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RESUMO

MALTZAHN, Latéia Eduarda. Fenotipagem, genotipagem e mapeamento de
caracteristicas de importancia agrondmica em arroz. Orientadora: Camila
Pegoraro. 2024. 178 f. Tese (Doutorado em ciéncias — area de concentracao:
Fitomelhoramento) - Programa de Pds-Graduacdo em Agronomia, Departamento de
Fitotecnia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2024.

Em arroz, a produtividade € uma caracteristica complexa, influenciada por diferentes
componentes. Identificar genes que controlam essas caracteristicas é importante para
a obtencé&o de cultivares mais produtivas. Em seu ambiente de cultivo o arroz pode ter
sua produtividade reduzida pelos estresses bioticos e abidticos, como a salinidade.
Com o avanco das ferramentas de biotecnologia, como a genotipagem utilizando os
marcadores SNPs (polimorfismo de nucleotideo Unico) de alta densidade, os estudos
da gendmica do arroz foram impulsionados, auxiliando os melhoristas. Nas ultimas
décadas, estudos de associacdo genémica ampla tem sido utilizada frequentemente
em arroz para a identificagdo de SNPs. No entanto, ha poucos relatos da utiliza¢do de
germoplasma de arroz brasileiro nesses estudos. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi a genotipagem, fenotipagem e mapeamento de caracteristicas de
interesse agrondmico em germoplasma de arroz utilizado no Brasil. Para isso, foi
utilizada uma colecéo com 188 acessos de arroz cultivados no Pais. Essa colec¢éo foi
genotipada com 7098 marcadores SNPs. A genotipagem foi utilizada para estimar a
variabilidade genética, além da estrutura da populacdo e parentesco dos genétipos,
que foram empregados no estudo de mapeamento. Os acessos de arroz foram
fenotipados para tolerancia a salinidade no estadio reprodutivo, sendo avaliado o
namero de paniculas por planta, nimero de paniculas estéreis por planta e
porcentagem de esterilidade da panicula principal. Para o estudo de mapeamento 0s
acessos foram fenotipados para altura da planta, nimero de afilhos, nimero de
paniculas por planta, comprimento da panicula principal, peso da panicula principal,
namero de grdo cheios da panicula principal, nimero de gréo estéreis da panicula
principal, peso graos da panicula principal, peso de cem gréaos e produtividade por
planta. Com base na genotipagem observou-se que 0s acessos utilizados apresentam
pouca Vvariabilidade genética, pois a estrutura da populacdo, a andlise de
componentes principais (PCA) e a arvore filogenética, se dividiram em dois grupos.
Considerando o estudo de fenotipagem para tolerancia salinidade no estadio
reprodutivo, verificou-se que a maioria dos genotipos foram severamente afetados
pelo estresse, com numero elevado de paniculas totalmente estéreis. Para o estudo
de mapeamento associativo utilizando PCA, foram identificados 65 marcadores SNPs
significativos e utilizando a estrutura da populagcdo foram identificados 175
marcadores SNPs significativos, totalizando 622 genes anotados proximos a esses
SNPs significativos.

Palavras-chave: Oryza sativa L.; variabilidade genética; produtividade; mapeamento
associativo; estresse salino.



Abstract

MALTZAHN, L. E. Phenotyping, genotyping and mapping of traits of agronomic
importance in rice. Advisor: Camila Pegoraro. 2024. 178 f. Thesis (Doctorate’s
degree in Agronomy — concentration area: Plant Breeding) — Graduate Program in
Agronomy, Department of Crop Science, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
RS, 2024.

In rice, productivity is a complex characteristic, influenced by different components.
Identifying genes that control these characteristics is important for obtaining more
productive cultivars. In its cultivation environment, rice can have its productivity
reduced by biotic and abiotic stresses, such as salinity. With the advancement of
biotechnology tools, such as genotyping using high-density SNPs (single nucleotide
polymorphism) markers, rice genomic studies were boosted, helping breeders. In
recent decades, genome-wide association studies have been frequently used in rice
to identify SNPs. However, there are few reports on the use of Brazilian rice germplasm
in these studies. Therefore, the objective of this work was the genotyping, phenotyping
and mapping of characteristics of agronomic interest in rice germplasm used in Brazil.
For this, a collection of 188 rice accessions cultivated in the country was used. This
collection was genotyped with 7098 SNP markers. Genotyping was used to estimate
genetic variability, in addition to population structure and genotype relatedness, which
were used in the mapping study. Rice accessions were phenotyped for salinity
tolerance at the reproductive stage, evaluating the number of panicles per plant,
number of sterile panicles per plant and percentage of sterility of the main panicle. For
the mapping study, the accessions were phenotyped for plant height, number of tillers,
number of panicles per plant, main panicle length, main panicle weight, number of full
grains in the main panicle, number of sterile grains in the main panicle, grain weight of
the main panicle, weight of one hundred grains and productivity per plant. Based on
genotyping, it was observed that the accessions used present little genetic variability,
as the population structure, principal component analysis (PCA) and phylogenetic tree
were divided into two groups. Considering the phenotyping study for salinity tolerance
at the reproductive stage, it was found that the majority of genotypes were severely
affected by stress, with a high number of completely sterile panicles. For the
associative mapping study using PCA, 65 significant SNP markers were identified and
using the population structure, 175 significant SNP markers were identified, totaling
622 genes annotated close to these significant SNPs.

Key words: Oryza sativa L.; genetical diversity; yield; genome-wide association; salinity
stress.
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1. Introducéo

O arroz (Oryza sativa L.) é o alimento basico de aproximadamente metade da
populacdo mundial (Liu. et al., 2022a). InUmeros fatores influenciam o sistema
agroalimentar global e a demanda por alimentos, os principais sdo aumento da
populacdo, mudancas climaticas e o esgotamento dos recursos naturais (Khan et al.,
2023).

Devido a importancia desta cultura tanto no ambito cientifico como social,
cientistas tem se dedicado a compreender cada vez mais os fatores que contribuem
e afetam a capacidade produtiva e a qualidade nutricional do arroz (Ren; Ding; Qian,
2023). Tornar o sistema arrozeiro sustentavel € importante para garantir que esta
cultura atenda as demandas para o desenvolvimento sustentavel (Khan et al., 2023;
Neang et al., 2020).

O incremento na produtividade e na producdo de arroz sdo importantes para
garantir a segurancga alimentar, e reduzir a fome é um pré-requisito vital para o
crescimento econémico sustentavel. InUmeras tecnologias foram desenvolvidas para
aumentar a produtividade, incluindo o desenvolvimento de cultivares altamente
produtivas, identificacdo de técnicas adequadas de manejo, como aumento da
disponibilidade de nutrientes, manejo da irrigacdo e controle de plantas invasoras
(Rahman; Connor, 2022).

A produtividade € uma das caracteristicas mais importantes e complexas do
arroz. Isso acontece pois se trata de uma caracteristica controlada por muitos genes
e é amplamente afetada pelos fatores ambientais (Li et al., 2019; Wang et al., 2012;
Zeng etal., 2017). A produtividade € determinada por componentes diretos e indiretos.
Os componentes diretos sdo numero de paniculas por unidade de area e/ou por
planta, grdos cheios por panicula e peso de 1000 grdos. Os indiretos séo altura da
planta, periodo de crescimento, capacidade de perfilhamento, comprimento da
panicula, comprimento da semente, taxa de formag&o de sementes e nimero de graos
por panicula (Huang et al., 2013; Li et al., 2019; Sakamoto; Matsuoka, 2008).

Os estresses abidticos sao os principais fatores que afetam varios mecanismos
morfofisiolégicos e moleculares das plantas de arroz, resultando em reducdes
significativas no crescimento e na produtividade da cultura (Khan et al., 2023; Neang
et al., 2020). No Rio Grande do Sul (RS), a salinidade do solo e a variacdo de

temperatura na fase reprodutiva do arroz se caracterizam como estressores que
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impactam negativamente a produtividade e o desenvolvimento das plantas. A perda
por salinidade ocorre pelo uso de agua de baixa qualidade, com elevados teores de
sais, devido a utilizacdo da agua oriunda da Laguna dos Patos. Em periodos de menor
precipitacdo e estiagem, ocorre a entrada de agua do oceano, aumentando a
concentracbes de sais na agua da Laguna (Denardin et al., 2018). Além disso,
algumas regifes sdo afetadas pela salinidade devido a geologia do solo. O arroz é
sensivel ao estresse salino no inicio do estadio vegetativo e no reprodutivo. No
entanto, a capacidade de tolerancia ao sal no inicio do estadio vegetativo ndo esta
relacionada com a da fase reprodutiva (Zheng et al., 2023). Dentro do contexto varietal
de arroz irrigado no RS, a cultivar BRS Bojuru é considerado como material de
referéncia com relacdo a tolerancia a salinidade do Programa de Melhoramento de
Arroz Irrigado da Embrapa.

Para tentar resolver estes desafios, os programas de melhoramento tém atuado
arduamente para desenvolver gendtipos de arroz cada vez mais produtivos e com
tolerancia a estresses bioticos e abidticos, como estresse por déficit hidrico, estresse
salino, inundacdes, pragas e doencas (Le et al., 2022).

A busca por variabilidade genética é um dos principais objetivos dos programas
de melhoramento de plantas. A variabilidade permite um ganho genético continuo e
possibilita amortecer as flutuacdes sazonais (Alam et al., 2021; Morton et al., 2019).
Além disso, para garantir o melhoramento genético da produtividade de gréos é
importante entender como a propor¢cdo de componentes rendimento e 0s avangos
genéticos sao afetados pelo ambiente (Alam et al., 2021; Negrdo; Schmdockel; Tester,
2017).

A fenotipagem vegetal € a descricdo quantitativa das caracteristicas
observaveis de plantas resultantes da interacdo do gendtipo e ambiente. A
caracterizacdo da variabilidade observada nas plantas através da fenotipagem é
importante, pois a obtencdo de informagbes com exatiddo e abrangentes podem
indicar as bases para uma analise aprofundada das funcdes dos genes e das redes
regulatorias nas plantas (Kolhar; Jagtap, 2023; Zhang et al., 2023). Diversos estudos
visam identificar genétipos com caracteristicas superiores e de interesse agrondmico,
adaptados a estresses bibticos e abidticos, utilizando diferentes técnicas de
fenotipagem. Song et al., (2021) compilou alguns destes estudos e apresentou as

perspectivas futuras da fenotipagem.
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Desde a conclusdo do sequenciamento do genoma do arroz em 2005 (IRGSP,
2005), iniciou-se a era da gendmica do arroz. Numerosas tecnologias e métodos
genOdmicos foram desenvolvidos e mudaram o panorama de estudos de
caracterizacdo do arroz. A disponibilidade de genomas completos facilitou a
identificacdo de variagcbes do genoma, principalmente as variagcdes estruturais, que
sdo muito dificeis de caracterizar sem sequéncias completas do genoma (Gu; Liang;
Zhao, 2022).

Os estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS), usam métodos
estatisticos para procurar associacfes entre polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs) no genoma do arroz e variacéo fenotipica em variedades de arroz (Wang et
al., 2020). Muitos estudos tém sido realizados nos ultimos anos, buscando identificar
novos genes relacionados a tolerdncia a estresses bidticos e abidticos, e
caracteristicas de interesse agrondmico (Cortes; Zhang; Yu, 2021; Khatab et al., 2022;
Liu et al., 2022b; Reig-Valiente et al., 2018; Yang et al., 2022). No Brasil alguns
estudos de mapeamento foram realizados, Pantali&o et al., (2016) caracterizou 175
acessos de arroz de terras altas para déficit hidrico, outro estudo caracterizou 550
acessos da colecdo nuclear da EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria) para rendimento de grdos (Pantalido et al., 2020), Oliveira (2019)
caracterizou 67 acessos de arroz no inicio do estadio vegetativo para o estresse salino
e outro estudo com 81 acessos de arroz para acumulo de ferro nos graos (Oliveira,
2023a). No entanto nenhum estudo de mapeamento foi realizado para caracteristicas
de interesse agronémico em acessos de arroz cultivados no Sul Brasil no sistema de
irrigacdo por inundacao.

Dentro desse contexto, o objetivo geral do estudo foi a fenotipagem,
genotipagem e mapeamento de caracteristicas de importancia agronémica em arroz.
Os objetivos especificos foram (1) ampliar a colecdo estudada por Venske et al.,
(2019) e reanalisar a estrutura populacional e a variabilidade genética de 188 acessos
de arroz; (2) caracterizar uma colecdo de genotipos utilizados no Brasil quanto a
tolerancia a salinidade na fase reprodutiva; (3) realizar o mapeamento associativo
para dez caracteristicas em um painel contendo 177 acessos de arroz do

germoplasma brasileiro.
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1.1 Revisao bibliografica
1.1.1 Arroz

1.1.1.1 Caracterizacao botanica

O arroz (Oryza sativa L.) € uma planta de origem tropical, pertencente a familia
Poaceae (familia das gramineas), subfamilia Pooideae, tribo Oryzae e género Oryza,
classificado como graminea monocotiledénea (NCBI Taxonomy, 2023).

O género Oryza é composto por duas espécies cultivadas, os complexos Oryza
sativa L. (arroz asiatico) e Oryza glaberrima Steud. (arroz africano), que foram
domesticadas a partir da Oryza rufipogon na Asia e Oryza barthii na Africa,
respectivamente (Chen et al., 2019; Hechanova et al., 2021; Pegoraro; da Rosa
Farias; de Oliveira, 2018; Raturi et al., 2022; Stein et al., 2018; Tomar et al., 2022; Win
et al., 2017). Quanto ao numero de espécies que compde o género, ndo ha na
literatura uma definicdo clara, alguns autores citam 24 espécies (Hechanova et al.,
2021; Pegoraro; da Rosa Farias; de Oliveira, 2018) e outros 27 espécies (Chen et al.,
2019; Stein et al., 2018; Tomar et al., 2022). Estima-se que essas espécies de Oryza
tenham evoluido ha mais de 15 milhées de anos e tenham divergido em 11 tipos de
genoma, compreendendo seis diploides (AA, BB, CC, EE, FF e GG) e cinco
alotetraploides (BBCC, CCDD, HHJJ, HHKK e KKLL), sendo que as duas espécies de
arroz cultivadas sdo diploides (genoma AA) (Chen et al., 2019; Stein et al., 2018;
Tomar et al., 2022).

O arroz cultivado (Oryza sativa) pode ser classificado em duas subespécies
principais, indica e japonica (Chen et al., 2019). Essas duas subespécies representam
a maior parte do arroz cultivado na Asia e possuem distribuico global. Outros grupos
menores de cultivares asiaticas também foram classificados e podem ser divididas em
cinco grupos distintos, indica, aus, aromaticas, japonica temperada e japonica tropical
(Chen et al., 2019). Outros autores incluem mais dois grupos nesta classificagao
hashina e raiada (Glaszmann, 1987; Wang et al., 2014).

As principais subespécies, indica e japonica, podem ser diferenciadas por
diversos fatores, desde aspectos morfologicos até reacOes a estresses bidticos e
abidticos. As principais diferencas estéo relacionadas ao tamanho e formato do gréo,
a tolerancia das plantas as baixas temperaturas, resisténcia a seca, acamamento em

resposta a fertilizantes como nitrogénio, habilidade competitiva com plantas daninhas,
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longevidade das sementes e eficiéncia fotossintética das folhas com o mesmo
conteudo de proteina (Mackill; Coffman; Garrity, 1996; Oka; Morishima, 1997).

1.1.1.2 Ecossistemas de producéao de arroz

No Brasil o arroz pode ser cultivado em dois ecossistemas, varzea e terras
altas. Os solos de varzea sao préprios para o cultivo do arroz irrigado por inundacéao,
este sistema requer algumas caracteristicas, como ambientes com baixas
declividades e baixa irregularidade superficial da area, apresentando dificil drenagem.
A drenagem deficiente esta relacionada com horizontes subsuperficiais argilosos, com
baixa condutividade hidraulica, e a proximidade do lencol freatico da superficie do solo
(solos hidromorficos). Essas caracteristicas tornam-se adequadas para o cultivo do
arroz, facilitando a manutencdo de uma lamina de agua sobre a superficie do solo,
dificultando a lixiviagdo de nutrientes e auxiliando no controle de plantas invasoras
(SOSBAI, 2018). Essas condi¢des prevalecem na regido Sul do Rio Grande do Sul
(RS), o que faz com que o cultivo nesse estado seja predominantemente irrigado.

A outra possibilidade € o cultivo de arroz em terras altas ou sequeiro. Nesse
sistema o arroz pode ser cultivado com irrigacdo por aspersdo ou sem irrigacao, na
qual a disponibilidade de agua é totalmente dependente da chuva. Uma das principais
diferencas entre os dois ecossistemas é a condicdo em que a raiz da planta de arroz
se desenvolve. No sistema de sequeiro a raiz se desenvolve em condi¢des aerobicas,
enquanto que no sistema irrigado as raizes se desenvolvem em condi¢des
anaerobicas, o que resulta em uma série de modificacbes relacionadas a absorcéo de
nutrientes e desenvolvimento da planta (Santos, 2021).

Nos ultimos anos a area de arroz cultivado em terras altas tem diminuido,
devido ao interesse do produtor em cultivar outras espécies com maior rendimento
nestas areas (Carvalho et al., 2020). Em terras baixas a area cultivada se manteve
estavel desde 2013, sendo cultivados em 1.312.000 hectares em 2022 (Silva e
Wander, 2023).
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1.1.1.3 Producéo de arroz

Dados preliminares de dezembro de 2023, demostram que a produc¢ao mundial
de arroz na safra 22/23 foi de 512,98 milhdes de toneladas, com uma area de 165,70
milhdes de hectares e uma produtividade média de 4,62 toneladas por hectare (USDA,
2023). A projecao para a safra 23/24, segundo dados preliminares langcados em
dezembro de 2023, € que a producdo mundial seja de 518,07 milhdes de toneladas e
com uma area de 165,90 milhdes de hectares (USDA, 2023).

Os paises que se destacam nos dados preliminares da safra 2022/2023 na
producdo sdo China, india, Bangladesh, Indonésia, Vietnam, Tailandia, Filipinas,
Myanmar (Burma), Japéo e Brasil, sendo o Brasil o Unico pais fora do continente
asiatico (USDA, 2023).

Segundo dados publicados em dezembro de 2023 pela Companhia Nacional
de Abastecimento (CONAB), na safra de 22/23 a producdo nacional atingiu 10,03
milhdes de toneladas, com uma produtividade média de 6779 Kg por hectare e a area
cultivada foi de 1,48 milhdes de hectares. Sendo a regido sul responsavel por 82,91%
de toda producédo, dentre os estados da regido, o RS produziu 6,93 milhfGes de
toneladas (83,33% do total), sequido de Santa Catarina (SC) (1,23 milhdes de
toneladas) e Parana (PR) (159,9 mil toneladas) (CONAB, 2023).

A producgdo de arroz no sistema irrigado corresponde a 9,25 milhdes de
toneladas, com uma produtividade média de 7869 Kg por hectare e uma area de 1,17
milhdes de hectares. Os estados que produzem arroz no sistema irrigado sao: RS,
SC, PR, Minas Gerais (MG), Séo Paulo (SP), Mato Grosso (MT), Mato Grosso do Sul
(MS), Goias (GO), Maranhao (MA), Piaui (PI), Ceara (CE), Rio Grande do Norte (RN),
Pernambuco (PE), Alagoas (AL), Sergipe (SE), Roraima (RR), Para (PA) e Tocantins
(TO) (CONAB, 2023).

No sistema de terras altas a producao corresponde a 776 mil toneladas, com
produtividade de 2557 Kg por hectare e uma area de 303,5 mil hectares. Este cultivo
ocorre nos estados PR, MG, SP, Rio de Janeiro (RJ), Espirito Santo (ES), MG, GO,
MT, MA, PI, CE, Paraiba (PB), Acre (AC), Amazonas (AM), Amapa (AP), PA, TO e
Ronddnia (RO) (CONAB, 2023).
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1.1.1.4 Caracteristicas de importancia agronémica

A caracterizagdo fenotipica do arroz é fundamental para identificacdo de
genotipos superiores. A produtividade é determinada por caracteristicas indiretas
como altura da planta, ciclo, capacidade de produzir afilhos, comprimento da panicula,
comprimento da semente, taxa de formacéo de sementes e graos por panicula, assim
como caracteristicas diretas como numero de paniculas por unidade de area e/ou por
planta, grédos cheios por panicula e peso de 1000 graos (Li et al., 2019).

A altura da planta € um parametro agronémico basico para investigacdo de
campo e amplamente utilizado para avaliar a biomassa e o rendimento potencial de
graos (Kawamura et al., 2020). Em cereais, a reducao da altura da planta tem sido o
principal alvo para melhorar a resisténcia ao acamamento. Melhoristas reduziram os
riscos de acamamento introduzindo caracteristicas semi-anas para produzir cultivares
mais baixas (Khush, 1999; Sitoe et al., 2022; Yan et al., 2022; Zhang et al., 2016;
Zhang et al., 2017). Entretanto, estudos tem demostrado que a biomassa aumenta se
a altura da planta aumentar (Longping, 2015). A busca por fenétipos com
caracteristicas andas ira facilitar o manejo da adubacéo, evitando o acamamento, no
entanto, podera levar a um crescimento insuficiente e com isso afetar o potencial
produtivo do gendtipo (Zhang et al., 2017). Em gendtipos que ndo ocorre acamamento
€ essencial aumentar a altura das plantas para elevar a produtividade. A variabilidade
para altura de planta esta relacionada ao comprimento dos internddios (Zhang et al.,
2017).

Outra caracteristica importante no arroz é a capacidade de afilhamento, que
esta associada ao rendimento. Afilhos com paniculas regulam o rendimento de gréos.
Poucos afilhos produtivos diminuem o rendimento de grdos, enquanto um namero
excessivo de afilhos produtivos leva ao aborto de paniculas em afilhos altos, reducéo
do pegamento de grdos, menor tamanho de panicula e diminuicdo adicional no
rendimento de grédos (Azharudheen et al., 2022).

A caracterizacao das paniculas é fundamental pois estas desempenham papel
importante na produtividade e na qualidade dos grdos (Sun et al.,, 2016). O
comprimento da panicula, juntamente com o numero e densidade de espiguetas, taxa
de formacéo e densidade dos graos, determina o niumero de gréos por panicula,
portanto, aumenta o rendimento do arroz. Estudos buscando identificar genes

relacionados aos componentes da produtividade e qualidade de grdos, como nimero
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de grédos, nimero de paniculas e peso de graos, foram intensamente desenvolvidos
(Fan et al., 2006; Liu et al., 2016; Song et al., 2007; Wang et al., 2008b; Wang et al.,
2012; Xu et al., 2022; Zhan et al., 2022; Zhang et al., 2015; Zheng et al., 2022).

1.1.1.5 Estresses abi6ticos em arroz

As plantas na natureza sao constantemente desafiadas por condi¢cdes
ambientais abibticas adversas, como seca, temperaturas extremas, deficiéncias de
nutrientes e salinidade ou niveis de metais toxicos no solo. Esses estresses abioticos
limitam a utilizacdo mundial de terras araveis e afetam negativamente a produtividade
das culturas (Zhang et al., 2022a).

O impacto dos estresses abidticos na bioquimica e fisiologia das plantas afeta
diretamente o crescimento, desenvolvimento e rendimento, portanto pode ocorrer
desde a germinacdo da semente até a maturidade. Os estresses abibdticos podem
afetar tdo severamente a cultura do arroz, que muitas vezes as perdas produtivas
podem alcancar até 70% (Nadarajah; Hamid; Rahman, 2021).

Para sobreviver ao estresse, as plantas desenvolveram vias regulatorias
interconectadas que permitem que elas respondam e se adaptem aos seus ambientes
em tempo habil (Zhang et al., 2022a). As mudancas que ocorrem nas plantas podem
ser respostas adaptativas e ndo adaptativas. As respostas adaptativas levam ao
aumento da resisténcia ao estresse e com isso sdao alvo do processo de
melhoramento. As respostas que refletem o dano causado pelo estresse, como
alteracdo na fluidez da membrana e na estrutura da proteina, causado por altas ou
baixas temperaturas, sdo exemplos de respostas ndo adaptativas (Zhang et al.,
2022a).

1.1.2 Salinidade

A salinidade do solo € um dos maiores desafios globais nas regides aridas e
semiaridas, que afeta severamente a producéo agricola. A salinidade do solo ja cobre
20% do total de solo cultivado e 33% das terras agricolas irrigadas em todo o mundo,

e essa proporcéo deve aumentar rapidamente (Mukhopadhyay et al., 2021).
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Ainda faltam detalhes sobre a quantidade e a localizacéo dos solos acometidos
pela salinidade. Estudos recentes mostram que a area de terra atingida pela
salinidade do mundo € de cerca de 1,125 bilhdes de hectares, dos quais
aproximadamente 76 milhdes de hectares estdo comprometidos pela salinizacao e
sodificacdo induzidas pelo homem. Atualmente, um quinto das terras irrigadas sao
impactadas pelo sal e 1,5 milhdes de hectares de terras estdo se tornando
inadequados para a producdo agricola a cada ano devido aos altos niveis de
salinidade (Hossain, 2019).

Existem dois tipos de salinizacdo, a primaria e a secundaria. A salinizacao
primaria é ocasionada por fatores naturais como o clima, drenagem natural,
topografia, posicao do relevo, geologia, material de origem e distancia do mar (Akca
et al., 2020). A salinizacédo secundaria € ocasionada por fatores antropogénicos, como
praticas inadequadas de irrigacdo, drenagem insuficiente e ma gestdo da terra, que
tém contribuido enormemente para acelerar o processo de salinizacdo do solo
(Pessoa et al., 2022). Porém, tanto a salinizacdo priméaria quanto a secundaria
continuam a aumentar, e estima-se que mais de 50% das terras araveis seréo
salinizadas até 2050, prevendo-se que anualmente ocorra uma taxa de aumento de
10% das areas salinizadas (Abdelaziz et al., 2019; Liu et al., 2019; Machado;
Serralheiro, 2017; Pessoa et al., 2022).

No Brasil, o problema da salinizacéo € ocasionado pelo manejo inadequado da
irrigacdo e pela falta de drenagem (Pessoa et al., 2022). Areas salinas s&o
encontradas principalmente em perimetros irrigados localizados em regifes
semiaridas do Nordeste, ocasionadas pela irrigacdo inadequada. No Rio Grande do
Sul a salinidade ocorre devido a utilizagdo de 4gua de baixa qualidade (Denardin et
al., 2018; Pessoa et al., 2022) e, também em funcdo da origem do solo.

A maioria dos solos do estado do Rio Grande do Sul ndo é propensa a
salinidade, pois as grandes quantidades de chuvas séo suficientes para ocasionar a
lixiviagdo dos sais soluveis, como o cloreto de sodio (NaCl). No entanto, a salinizacao
dos solos nesta regido ocorre devido a utilizacdo de agua de baixa qualidade (com
alto teor de sais) na irrigacéo do cultivo de arroz. A salinidade do solo e a sodicidade
do solo desta regido € atribuida principalmente a irrigacdo do arroz com agua salina
dos rios costeiros e da Laguna dos Patos (Denardin et al., 2018).

Outro fato que pode ter contribuido com a salinidade dos solos do estado do

RS é a origem da planicie costeira. Esses solos sao formados por sedimentos
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inconsolidados, depositados a partir do final do Nedgeno e durante o periodo
Quaternario. Sua sedimentacéo é caracteristica de ambiente costeiro sob influéncia
de eventos de transgressdo e regressao marinhos (respectivamente, avancos e
recuos do nivel do mar, relacionados aos periodos interglaciais e glaciais), que
formaram ambientes praiais, com lagunas e corddes arenosos, e marinhos de aguas
rasas (Streck et al., 2018).

1.1.2.1 Aspectos da salinidade do solo

No ecossistema do solo 0s sais sd&o0 componentes essenciais, porém algumas
condi¢cdes ambientais causam o acumulo destes sais. O excesso de sais presentes
nos horizontes do solo afeta as suas propriedades fisico-quimicas e biologicas (Sahab
et al., 2021). O acumulo de sais no solo pode ocorrer em qualquer regido, causado
pelo intemperismo das rochas, deslocamento de sais das areas costeiras por eroséo
eodlica, uso excessivo de fertilizantes, invasdo de agua do mar, irrigacdo induzida,
salinizacdo secundaria (induzida pelo homem), entre outras fatores (Sahab et al.,
2021; Sharma; Singh, 2015).

Os sais soluveis liberados na formacéo do solo sdo Na*, Ca?*, Mg?*, K*, HCO3z?,
S04%~ e CI (Yadav et al., 2019). Os solos podem ser classificados como salino,
sédicos e salino-sédico conforme o pH, condutividade elétrica (CE) e porcentagem de

sédio trocavel (PST) conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Classificacdo dos solos conforme as suas propriedades.

Solo pH CE (dS m%) PST
Solo salino <8,5 >4 <15
Solo sddico >8,5 <4 >15
Solo salino-sédico 28,5 >4 >15

Fonte: Adaptado de Sahab et al., 2021.

Na salinidade priméaria, que é aquela desenvolvida pelo material de origem do
solo, além de aluminossilicatos insollveis, o material de origem do solo pode conter
carbonatos, bicarbonatos, cloretos, sulfatos e fosfatos de calcio, magnésio, sédio,
ferro, manganés e aluminio, os quais séo transportados e depositados. Além disso, o
intemperismo in situ de varios minerais insolaveis também fornecem cations e anions

na solugéo e resultam em um aumento na salinidade do solo (Riaz et al., 2019).
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Outra causa pode ser a agua da irrigacéo (salinidade secundaria), pois se a CE
for <1 dS m? ela pode ser utilizada na irrigacdo. No entanto, dependendo dos sais
presentes, isso pode adicionar 260 a 300kg de sal no solo em apenas uma irrigagao
em 1,6 hectares (Riaz et al., 2019).

1.1.2.2 Efeitos da salinidade no desenvolvimento da planta de arroz

Em relacdo ao estresse salino, as plantas podem ser classificadas em duas
categorias, que sao halofitas (tolerantes ao sal) e glicofitas (sensiveis ao sal) (Kosova
et al., 2013). As plantas de arroz sao sensiveis a toxidez causada pelo excesso de sal
na solugéo do solo (Mareé et al., 2023). Em solos com elevada salinidade as plantas
apresentam baixa taxa de crescimento e teor de massa seca (Kibria; Hoque, 2019).

Algumas respostas desencadeadas pelo estresse salino sdo muito similares as
respostas causadas pela seca. Isto ocorre, pois ambas induzem estresse osmotico e
muitas vezes estdo interligadas, causando perturbacbes na homeostase e na
distribuicdo de ions, o que resulta em desidratacédo celular e desequilibrio osmotico
(Rossatto et al., 2023). Estes disturbios causam danos nas membranas celulares e
inibem o crescimento, a divisdo celular e a expansao celular. A reducéo na taxa de
crescimento e o fechamento estomatico sdo as respostas mais comuns ao estresse
osmoético (Rossatto et al., 2023). A diminuicdo da taxa fotossintética devido a
influéncia do estresse salino deve-se principalmente ao fechamento dos estématos,
reducdo da eficiéncia da Rubisco e deslocamento de cations essenciais nas estruturas
de multiplas membranas da folha. Todos esses fatores levam a modificacdes na
permeabilidade, intumescimento e ineficiéncia na producédo de grdos (Coca et al.,
2023).

O estresse salino causa dois efeitos principais no arroz: estresse osmotico e
estresse idnico. O estresse osmotico reduz a absorcao de agua pelas raizes e causa
desidratac&o interna. Também leva ao acumulo excessivo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), que danificam varios componentes celulares e macromoléculas e
podem levar a morte da planta. O estresse i6nico € causado pelo acumulo excessivo
de Na* e CI- em compartimentos intracelulares metabolicamente ativos. Altas
concentracdes intracelulares de Na* inibem a absorcédo de outros ions, o que pode

interromper o0 metabolismo e potencialmente matar a planta (Qin; Li; Huang, 2020).
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A germinacdo é um fator muito importante, envolve iniUmeras alteracdes
fisiologicas e bioquimicas que levam a ativacdo do embrido (Rajjou et al., 2012; Wolny
et al., 2018). Nesse estadio, a salinidade em primeiro lugar reduz a disponibilidade de
umidade ao induzir estresse osmaético e, em segundo lugar, cria desequilibrio de
nutrientes e toxicidade ibnica. Além disso, resulta em muitos disturbios e alteracbes
metabdlicas, como vazamento de soluto, efluxo de K* e atividade de a-amilase (Riaz
et al.,, 2019; Shereen et al., 2011). Um desequilibrio de nutrientes minerais sob
estresse de salinidade geralmente altera a composi¢do estrutural e quimica da
membrana da bicamada lipidica (Riaz et al., 2019). Ha relatos que 0s genotipos
sensiveis ao estresse salino, nos quais concentracfes acima de 100 mM de NaCl
afetam a germinacéo do arroz (Coca et al., 2023).

A altura da planta é um parametro morfolégico fundamental que geralmente
indica mudancas no crescimento e desenvolvimento sob quaisquer condi¢cdes de
estresse bidtico e/ou abidtico. Iniumeros estudos tém verificado que plantas
submetidas ao estresse salino apresentam efeitos negativos neste parametro, sendo
gue quanto maior a dose de sal presente, menores estaturas eram observadas nas
plantas (Puvanitha; Mahendran 2017; Razzaque et al., 2009; Sirault; James; Furbank,
2009). Reducéo significativa no comprimento médio da raiz, numero médio de raizes
por planta e comprimento da parte aérea ocorreu sob aumento do estresse salino
(Hussain et al., 2017; Jamil et al., 2006). Assim, os comprimentos da raiz e da parte
aérea sao dois indicadores da resposta da planta de arroz ao estresse salino.

O estresse salino pode causar morte de folhas e diminuicdo da area foliar e,
finalmente, reduzir a taxa de fotossintese da planta (Reza Amirjani, 2011). A
salinidade tem efeitos especificos no metabolismo das células vegetais,
particularmente na senescéncia foliar.

O numero de afilhos também é afetado pelo estresse salino. Sultana (2014)
observou que as duas cultivares de arroz submetidas a diferentes doses de salinidade
diminuiram o ndmero de afilhos conforme o aumento da dose e houve a morte das
plantas na dose de 16 dS m. Resultado similar foi observado por Joseph e Mohanan
(2013) onde trés cultivares apresentaram reducéo significativa no nimero de afilhos.

Alteracdes fisiologicas sob salinidade incluem uma série de respostas da planta
gue levam a reducao no crescimento, incluindo alteracdes na relacdo Na*/K*, menor
condutancia estomatica, reducédo da taxa fotossintética e aumento da producéo de

espécies reativas de oxigénio (ROS) (Riaz et al., 2019). Os efeitos causados pelo
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estresse salino nos processos fotossintéticos de varios organismos tém sido
abundantemente abordados (Pan et al., 2021). Em estudo com cinco cultivares de
arroz, houve reducao significativa nos parametros de troca gasosa, ou seja, taxa
fotossintética, taxa de transpiracao e condutancia estomética (Abbas et al., 2015).

A Figura 1 € uma ilustracdo esquematica dos multiplos efeitos da salinidade no

crescimento, desenvolvimento e atributos de produtividade das plantas de arroz.

Figura 1 - llustracdo esquematica dos multiplos efeitos da salinidade no crescimento, desenvolvimento
e atributos de rendimento das plantas.

[ Alteracdes no arroz devido ao estresse salino induzido ]
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Fonte: Adaptado de Riaz et al., (2019).

Graos mais leves
Menor rendimento

Estudo realizado em acessos de arroz desenvolvidos pela Empresa de
Pesquisa Agropecuaria e Extensao Rural de Santa Catarina (EPAGRI), recomenda a
suspensdo da irrigacdo na fase de desenvolvimento vegetativo quando a
condutividade elétrica da agua atinge valores iguais ou maiores que 2dS m* (Schmidt
e Filho, 2017).

1.1.2.3 Melhoramento para toleréncia a salinidade

O desenvolvimento de cultivares de arroz elite tolerantes ao estresse salino é
considerado o método economicamente viavel e ambientalmente correto para o uso
eficaz de terras salino-alcalinas. Em 1939, na atual Sri Lanka, foi o primeiro pais a
realizar a triagem e cultivo de variedades de arroz tolerantes ao sal, introduzindo a

primeira variedade de arroz tolerante a esse estresse (Fernando, 1949).
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Com base nos mecanismos conhecidos que o arroz tem para lidar com o
estresse salino (reconhecimento, captacéo, transporte e distribuicdo para diferentes
compartimentos celulares, envolvendo diferentes redes génicas) as trés principais
abordagens para aumentar a tolerancia ao sal sdo melhoramento convencional,
selecéo assistida por marcadores e engenharia genética (Ganie et al., 2021; Hoang
et al., 2016). O progresso até o momento mostra algum sucesso, mas muitos desafios.

O melhoramento convencional € uma ferramenta que pode ser utilizada para a
obtencdo de cultivares tolerantes ao estresse salino. Para isso € necessario
primeiramente obter uma populacdo com alta variabilidade a partir de cruzamentos, e
a segunda etapa é a selecéo de gendtipos altamente tolerantes (Breseghello; Coelho,
2013). Atraves deste método obteve-se sucesso, disponibilizando cultivares tolerante
ao estresse salino. No entanto, esse método tem enfrentado problemas. Uma das
razdes é a dificuldade de definir as caracteristicas fisiolégicas de um gendtipo
tolerante ao sal. Essas caracteristicas sdo controladas por numerosos genes que
geram uma variagdo continua, os chamados “locos de caracteristicas quantitativas”
(QTL). Além disso, 0s genitores com pouca variabilidade genética para cruzamento
também contribuem para o sucesso limitado de programas de melhoramento para
aumentar a tolerancia ao estresse de salinidade do arroz (Fita et al., 2015; Hoang et
al., 2016).

Por se tratar de uma caracteristica poligénica, a tolerancia a salinidade é dificil
de trabalhar pelo processo classico de melhoramento. Portanto, é necessario 0 uso
de ferramentas gendmicas para identificar genes candidatos e auxiliar o processo de
melhoramento (Ganie et al., 2021).

Para identificar os potenciais recursos génicos envolvidos na tolerancia a
salinidade, varias tecnologias modernas de melhoramento tém sido usadas, como a
mutagénese induzida (TILLING e mutagénese de insercédo de T-DNA ) (Negréo et al.,
2013; Qin; Li; Huang, 2020), silenciamento de genes mediado por iRNA (miRNA e
RNAI) (Xia et al., 2012; Zhang et al., 2019b), superexpressédo (Ganie et al., 2021;
Hakata et al., 2017; Manimaran et al., 2017; Yin et al., 2020), estudos de associa¢ao
gendmica ampla (GWAS) (Le et al., 2021; Lv et al., 2022; Nayyeripasand; Garoosi;
Ahmadikhah, 2021; Wang et al., 2020; Yuan et al., 2020) e mais recentemente, edi¢éo
de genoma (CRISPR) (Alam et al., 2022; Farhat et al., 2019; Han et al., 2022; Nazir et
al., 2022; Zhang et al., 2019a).
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1.1.3 Variabilidade genética para o melhoramento de arroz

A variabilidade genética é a espinha dorsal de qualquer programa de
melhoramento bem-sucedido. Para o desenvolvimento de novas variedades de arroz,
€ essencial conhecer a variabilidade genética disponivel no germoplasma,
principalmente de caracteristicas de interesse agronémico (Sarif et al., 2020).

Para atender a demanda de alimentos, o principal objetivo dos programas de
melhoramento genético de plantas tem sido a obtencao de variedades cada vez mais
produtivas, sendo estas também as mais cultivadas pelos produtores. No entanto, a
selecdo de gendtipos mais produtivos resultou no estreitamento da variabilidade
genética (Busanello et al., 2020).

Com o estreitamento da variabilidade, iniciou-se a busca por fontes potenciais
de importantes caracteristicas agronbmicas em parentes silvestres do arroz.
Abordagens modernas de melhoramento para tolerancia ao estresse tém se
concentrado na identificacdo das fontes de variabilidade genética no pool genético
primario e, em seguida, na introgressédo de alelos favoraveis em cultivares elite para
combater estresses (Solis et al., 2020).

Além de recorrer as espécies silvestres e variedades tradicionais, uma
alternativa para minimizar os efeitos do estreitamento genético € a inducédo de
mutacdo. A mutagénese induzida é necessaria para atingir as metas de aumento da
variabilidade genética. Além da variabilidade genética, a mutagénese induzida oferece
uma oportunidade de melhorar uma Unica caracteristica, sem alterar toda a
constituicdo genética. Mundialmente, a mutagénese induzida desenvolveu com
sucesso centenas de variedades mutantes agro economicamente importantes. Até
2022, foram desenvolvidas 3.402 variedades mutantes (Kadam et al., 2023; Raina et
al., 2022). No Brasil trés cultivares foram obtidas através da mutacdo. A primeira
cultivar lancada foi a SCS 114 Andosan, foi desenvolvida através da irradiagdo com
raios gama sobre as sementes da cultivar IR841 (Ishiy et al., 2005), em 2013 lancada
a cultivar SCS 118 Marques, desenvolvida através de irradiacdo com raios gama
sobre as sementes da cultivar SCSBRS Tio Taka (Schiocchet et al., 2014). A terceira
cultivar lancada no Brasil foi a SCS121 CL, desenvolvida através de mutacdo quimica
(Schiocchet et al., 2015).

Independente da forma com que houve a obtencdo ou a ampliacdo da

7

variabilidade genética de uma espécie, € necessaria sua caracterizagdo. A
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caracterizacao da variabilidade genética € um aspecto importante do desenvolvimento
de novas cultivares, permitindo a combinacdo de caracteristicas de interesse

agrondémico (Gramaje et al., 2020; Sakran et al., 2022).

1.1.4 Mapeamento associativo

Os estudos de associagédo gendmica ampla do inglés genome-wide association
study (GWAS) ou mapeamento associativo é uma ferramenta muito importante pois
facilita o entendimento da genética de populacdes de caracteristicas complexas. Esta
ferramenta foi muito utilizada nos Gltimos anos pois tem como caracteristica identificar
associacdes entre variacdes genéticas e caracteristicas em amostras de populacdes
(Gondro; Werf; Hayes, 2013).

O GWAS é uma ferramenta poderosa, eficaz e eficientemente usada para
associacfes gendtipo-fendtipo e identificacdo de locos/genes. O cenério basico no
GWAS é calcular a associacao entre cada marcador e um fenétipo de interesse que
foi pontuado em linhas/individuos ndo relacionados (individuos nao relacionados
significam individuos distantes e heterogéneos) de uma populacdo (Cortes; Zhang;
Yu, 2021).

Os principais objetivos da utilizacdo da ferramenta GWAS ¢ identificar fatores
causais para que uma determinada caracteristica possa determinar a arquitetura
genética do individuo. O numero de locos subjacentes a variacdo fenotipica das
caracteristicas difere, isto €, a caracteristica pode ter uma arquitetura genética simples
com um numero baixo de locos de grande efeito ou uma arquitetura genética complexa
e controlada por muitos locos (Algudah et al., 2020).

Qualquer estudo que pretende usar a ferramenta GWAS necessita de uma
populacdo de no minimo 100 individuos, e o pesquisador deve aumentar o numero de
individuos o maximo possivel. Um grande numero de individuos evita os efeitos de
Beavis, que ocorrem quando dos efeitos dos locos de frequéncia baixa tendem a ter
seu efeito superestimado, e com isso vao contribuir pouco para a variagao total
(Alqudah et al., 2020).

Aléem de uma populacdo adequada, existem trés etapas fundamentais para a
obtencéo de resultados confiaveis. A primeira etapa é a fenotipagem na qual todos os

individuos da populacdo devem ser rigorosamente avaliados para as caracteristicas
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gue sdo o objetivo do estudo, sendo necessario repetir a fenotipagem em diferentes
locais ou anos (Algudah et al., 2020). A segunda etapa € a genotipagem, e um dos
métodos utilizados é o GBS (genotipagem por sequenciamento), pois gera numMerosos
marcadores SNP (polimorfismo de nucleotideo Unico) de forma barata que cobrem
todo o genoma. Os SNPs gerados por GBS devem ser filtrados com base nos dados
ausentes, na heterozigose e na menor frequéncia do alelo (Alqudah et al., 2020). Outra
estratégia para genotipagem € a utilizacdo de plataformas de SNPs previamente
identificados (Mccouch et al., 2016). Ainda, alguns estudos de GWAS podem ser
desenvolvidos utilizando marcadores SSRs (Iwata et al., 2013). Mas em ambas as
estratégias, antes de executar o GWAS, a estrutura da populacdo deve ser testada
para selecionar o melhor modelo de GWAS (Algudah et al., 2020). Na terceira etapa
os dados fenotipicos e genotipicos sdo combinados usando um software apropriado
(por exemplo, TASSEL), através do qual os alelos associados a uma caracteristica
especifica podem ser detectados apés a selecdo do modelo GWAS. O TASSEL
(Andlise de Caracteristicas por Associacdo, Evolucdo e Ligacao) é o software mais
comum para estudos de GWAS em plantas. Muitos métodos estatisticos poderosos
para executar o mapeamento, incluindo GLM (modelo linear geral) e MLM (modelo
linear misto), estdo disponiveis. O programa TASSEL pode analisar a estrutura da
populacao usando parentesco e PCA (analise dos componentes principais). O célculo
do LD (desequilibrio de ligacdo) também esté incluido no TASSEL. A saida principal
pode ser apresentada no grafico de Manhattan plot que ilustra, em escala gendémica,

os valores P de todos os marcadores usados no GWAS (Alqudah et al., 2020).

1.1.4.1 Adocédo de GWAS em arroz

Desde que se tornou um método consideravelmente consistente e verificado
(Huang; Han, 2014), o GWAS tem sido usado para investigar a base genética da
variacao natural em caracteristicas biolégicas em arroz.

Inimeros estudos de GWAS em arroz tem sido realizados nos ultimos anos, as
caracteristicas analisadas incluem metabdlitos priméarios e secundarios (Chen et al.,
2014; Matsuda et al., 2015), tamanho do grdo (Ma et al., 2019; Nayak et al., 2022;
Ponce et al., 2020; Si et al., 2016), caracteristicas da panicula (Crowell et al., 2016;
Sah et al., 2022; Ta et al., 2018; Zhong et al., 2021) e estresses abidticos como frio,
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salinidade, seca e altas temperaturas (Kong et al.,, 2021; Ma; Qin; Tran, 2012;
Pantalido et al., 2016; Wei et al., 2021; Yang et al., 2022).

Os diferentes estudos de mapeamento conduzidos em arroz permitiram o
reconhecimento de milhares de QTLSs, alguns dos quais sdo de grande interesse. O
mapeamento associativo pode avaliar uma ampla gama de alelos variaveis com alta
resolubilidade. As técnicas de mapeamento genético e estudos de mapeamento sao
abordagens mutuamente benéficas e uma combinacdo bem-sucedida permitird a
dissecacdo de caracteristicas quantitativas até o nivel de um Unico gene (Zia et al.,
2022).

1.1.4.2 Processamento de dados para analise de mapeamento associativo

1.1.4.2.1 Genotipagem

A genotipagem de alto rendimento leva a identificacdo de um grande numero
de SNPs e esta impulsionando a implementacdo de estudos de GWAS, ligando
variantes de DNA a fendtipos de interesse (Pavan et al., 2020).

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 ligacéo associado
a carateristica de interesse. Ou seja, se em determinada regido do genoma, dentro da
distancia do LD decay, tiver varios SNPs ligados a caracteristica de interesse, apenas
um serad mantido na analise.

O desequilibrio por ligacdo (Linkage disequilibrium - LD) é a associa¢do nao
aleatéria de alelos em dois ou mais locais diferentes em uma populacdo. E a
correlacdo entre polimorfismos que é causada por seu histérico compartilhado de
mutacao e recombinacao. O LD refere-se a correlacéo entre alelos em uma populacao
(Flint-Garcia; Thornsberry; Buckler, 2003).

Para avaliar o LD, as abordagens que vem sendo comumente utilizadas séo r?
e D'. A primeira das duas medidas r?, também descrita na literatura como A2, é
calculada como:

2 _ (Dab)?
nwtAmanBrh
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O LD Decay e LD podem ser afetados pela frequéncia do alelo e a
recombinacao entre os locais. A mutacao fornece a matéria-prima para a producédo de
polimorfismos. A recombinacdo € o principal fenbmeno que enfraquece o LD
intracromossdémico, enquanto o LD inter-cromossémico é decomposto por sortimento
independente. O tamanho da populagdo também desempenha um papel importante.
Em populacfes pequenas, os efeitos da deriva genética resultam na perda consistente
de raras combinacfes alélicas, que aumentam os niveis de LD (Flint-Garcia,;
Thornsberry; Buckler, 2003).

Além disto, em espécies aldgamas o LD cai mais rapidamente, em comparacao
com as espécies autégamas, em milho foi mostrado que o LD cai em curta distancia
(100 a 1500pb) (Flint-Garcia; Thornsberry; Buckler, 2003; Vos et al., 2017). Em plantas
autdbgamas, frequentemente ocorre menor queda do LD devido ao fundo genético
homozigoto, portanto os eventos de recombinacado sédo ineficientes para causar queda
do LD. Outro fator que pode afetar o LD, pode ocorrer em populacées que sofreram
recentemente  uma redugdo no tamanho da populagdo (gargalo) com
acompanhamento de deriva genética extrema. Durante um gargalo, apenas poucas
combinacdes alélicas sdo repassadas para as geracdes futuras e isso pode gerar LD
substancial (Flint-Garcia; Thornsberry; Buckler, 2003).

Em estudos realizados para arroz, foi observado LD decay que variou de 100 a
350 kb em uma colecéo de 150 acessos de arroz de Ting (Zhang et al., 2019c). Estudo
realizado, utilizado SNPs nao vinculados, mostrou que a extensédo do LD é maior na
subespécie japonica temperada (provavelmente >500 kb), seguido por japonica
tropical (~150 kb) e indica (~75 kb). LD se estende por uma distéancia mais curta em
O. rufipogon (<40 kb) do que em qualquer um dos grupos de O. sativa avaliados pelos
autores (Mather et al., 2007). Outro estudo com 137 acessos de arroz, foi mostrado
um LD de 230 kb (Jang et al., 2021).

1.1.4.2.2 Fenotipagem

Para otimizar a analise os dados fenotipicos podem ser convertidos em BLUP
(Best Linear Unbiased Prediction). BLUP é método desenvolvido para aplicacdo no
melhoramento animal para estimar efeitos aleatorios em modelos mistos e para

estimar o valor genético (breeding value - aditividade) (Henderson, 1975).
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A partir desse modelo e utilizando as informacbes fenotipicas dos
descendentes € possivel estimar o valor genético em animais. Uma matriz de
correlacao/covariancias é obtida a partir do calculo do coeficiente de parentesco
(Henderson, 1975). No melhoramento animal as informacdes de pedigree eram mais
facilmente obtidas do que no melhoramento vegetal. Por isso, era dificil o célculo de
parentesco em plantas, especialmente em autégamas, impossibilitando o uso desses
métodos no melhoramento vegetal.

Com o desenvolvimento de marcadores moleculares a partir dos anos 90 foi
possivel estimar a similaridade genética em plantas (Piepho et al., 2008). Nesse
sentido, estudos de genotipagem permitem a estimativa de parentesco e a sua

utilizac&o no célculo de BLUPs para uso no melhoramento vegetal.



2 CAPITULO | - Variabilidade genética em uma colecdo de genétipos de arroz

utilizados no Brasil

2.1 Introducéo

O arroz (Oryza sativa L.) tem uma longa histéria de domesticacdo e atualmente
€ o0 alimento bésico de aproximadamente metade da populacdo mundial (Liu. et al.,
2022a). Prevé-se a necessidade de aumentar a producdo de arroz para atender a
demanda de uma populacdo em constante crescimento. Esse aumento deve ser
alcancado considerando a reducdo das areas de terras araveis, 0 esgotamento da
agua e as mudancas climaticas. No entanto, em vez de um aumento, houve uma
reducado na producéo de arroz nos ultimos anos. Varios fatores podem ter contribuido
para essa reducdo, como fatores climaticos, problemas de solo, recursos hidricos
limitados, incidéncia de pragas e doencas, além da dificuldade de acesso ao crédito e
baixos precos das safras. Portanto, € evidente a necessidade de desenvolver
variedades de arroz melhoradas que sejam resilientes em termos climaticos e de alto
rendimento (Anwar et al., 2022).

O desenvolvimento de novas variedades com caracteristicas desejaveis,
utilizando melhoramento tradicional (cruzamento e selecdo artificial) depende
principalmente da variabilidade genética (Anwar et al., 2022). Os recursos de
germoplasma de arroz permitem a inovacéao da ciéncia e do melhoramento de plantas.
Além disso, estd associado a seguranca alimentar, ecolégica e da industria de
sementes. A atuacéo da selecao natural e artificial de longo prazo nos processos de
domesticacado e cultivo, combinado com a preferéncia por variedades elite, resultou
na simplificacdo das cultivares, acompanhada pela perda de genes e reducao da
variabilidade genética (Liu et al., 2022a). Assim, a avaliacdo e classificacdo da
variabilidade genética existente no arroz pode ajudar os melhoristas a lidarem com a
estreita base genética desta cultura.

Estudos de variabilidade genética e estrutura populacional sdo essenciais para
orientar programas de melhoramento e estratégias de selecdo, bem como estabelecer
taticas adequadas para a conservacdo e manejo do germoplasma. A analise da
estrutura populacional envolve o agrupamento de individuos semelhantes em
subpopulacdes com base no compartilhamento de informacdes genéticas, que sdo

acessadas principalmente por meio de marcadores de polimorfismo de nucleotideo
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anico (SNP) (Alhusain; Hafez, 2018). Além de aplicacbes na gestdo de recursos
genéticos e programas de melhoramento, a estrutura populacional é usada em
estudos de associacdo gend6mica ampla (GWAS). O GWAS é uma abordagem
poderosa e facil para mapear locos de caracteristicas quantitativas (QTL) e tem sido
usado para elucidar a base genética de caracteristicas complexas em diferentes
espécies de plantas e animais (Safdar et al., 2020). As informacfes geradas pelo
GWAS sao essenciais para aprimorar o processo de melhoramento.

Diferentes estudos de estrutura populacional e variabilidade genética ja foram
realizados em arroz (Dang et al., 2015; Das et al., 2013; Jin et al., 2010; Kumbhar et
al., 2015; Nachimuthu et al., 2015; Pradhan et al., 2016; Reig-Valiente et al., 2016;
Suvi et al., 2020; Tabanao et al., 2015; Upadhyay et al., 2012; Venske et al., 2019;
Wang; Kwon; Park, 2013; Yamasaki; Ideta, 2013; Zhang et al., 2011). No entanto, com
acessos utilizados no Brasil, principal pais produtor de arroz fora da Asia (USDA,
2023), poucos estudos de variabilidade genética utilizando marcadores moleculares
séo relatados. Dentre esses estudos estd o desenvolvido por Venske et al. (2019),
que utilizaram marcadores SNP em 94 acessos de arroz. Quanto maior o numero de
acessos analisados, mais informacGes sobre a variabilidade genética podem ser
obtidas, além de melhor precisdo. Assim, o objetivo deste estudo foi ampliar a colecéo
estudada por Venske et al.,, (2019) e reanalisar a estrutura populacional e a
variabilidade genética. Nesse sentido, foram adicionados mais 94 acessos de arroz
utilizados no Brasil.

2.2 Material e métodos

Neste estudo, uma colecdo de 188 acessos de arroz (Oryza sativa L.) utilizados
no Brasil (Tabela 2) foi genotipada em duas etapas. Em ambas, o DNA foi extraido de
folhas de plantas jovens, utilizando-se o protocolo CTAB (brometo de
hexadeciltrimetilam6nio) adaptado de Doyle e Doyle (1990), conforme as
recomendacdes do laboratorio de genotipagem. A quantidade, qualidade e integridade
do DNA foram verificadas em espectrofotdbmetro (NanoDrop Lite da Thermo
Scientific™) e eletroforese em gel de agarose. Em seguida, as amostras foram
enviadas ao Laboratorio de Servicos de Genotipagem — International Rice Research

Institute (IRRI)/Filipinas. A genotipagem foi realizada com 7098 marcadores SNPs,
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usando a plataforma de genotipagem 7K Infinium SNP (lllumina®) (versao atualizada

do 6 K Infinium array; Thomson et al., 2017).



Tabela 2 - Descricdo dos acessos de arroz utilizados no estudo.

Acessos Empresas brasileiras Subespécies Tipo do acesso S'iﬁ?\%de Origem Careascr;[g(r;isétilscas
Agulhéo - indica Cultivar sequeiro Brasil

Alianga - indica Cultivar Irrigado Brasil

Amarelo B Variedade tradicional japonica Variedade tradicional Irrigado Brasil

Amaroo - indica Cultivar Irrigado Austrdlia

Ambar - japonica Cultivar Irrigado Iraque

Arborio - japonica Cultivar Irrigado Italia

Arroz da Terra Variedade tradicional japonica Variedade tradicional Irrigado Brasil P. avermelhado
Arroz do seco Variedade tradicional japonica Variedade tradicional Irrigado Brasil

Artiglio - indica Cultivar Irrigado [talia

Austral - - Cultivar Irrigado Desconhecido

Balilla - japonica Cultivar Irrigado [talia

Basmat 370 - indica Cultivar Irrigado Paquistao Aromatico
Batatais Coimbra IAC? indica Cultivar sequeiro Brasil

Belle Patna - indica Cultivar Irrigado EUA

Bico Preto Variedade tradicional japonica Variedade tradicional Irrigado Brasil

Bico Torto - japonica Cultivar Irrigado Brasil

Bluebelle - indica Cultivar Irrigado EUA

Bluebonnet - indica Cultivar Irrigado EUA

Bolinha- : . .

Catetinho i Japonica Cultivar sequeiro Brasil

BR-IRGA 409 Embrapa?/IRGA3 indica Cultivar Irrigado Brasil

BR-IRGA 410 Embrapa/IRGA indica Cultivar Irrigado Brasil

BR-IRGA 411 Embrapa/IRGA indica Cultivar Irrigado Brasil

BR-IRGA 412 Embrapa/IRGA indica Cultivar Irrigado Brasil

BR-IRGA 413 Embrapa/IRGA indica Cultivar Irrigado Brasil

BR-IRGA 414 Embrapa/IRGA indica Cultivar Irrigado Brasil

Brilhante - japonica Cultivar Irrigado Chile



BRS 358
BRS 6 Chui
BRS 7 Taim
BRS A901
BRS 902
BRS A501 CL
BRS A701 CL
BRS A702 CL

BRS AG

BRS Agrisul
BRS Alvorada
BRS Apinajé
BRS Aroma
BRS Atalanta
BRS Bojuru
BRS Bonanga
BRS Catiana
BRS CIRAD 302
BRS Colosso
BRS Esmeralda
BRS Firmeza
BRS Formoso
BRS Fronteira
BRS Jacana
BRS Ligeirinho

BRS MA 357

BRSMG
Caravera

BRS Monarca

Embrapa
Embrapa
Embrapa
Embrapa
Embrapa
Embrapa/BASF*
Embrapa
Embrapa

Embrapa

Embrapa
Embrapa
Embrapa
Embrapa
Embrapa
Embrapa
Embrapa
Embrapa
CIRADS/Embrapa
Embrapa
Embrapa
Embrapa
Embrapa
Embrapa
Embrapa
Embrapa
Embrapa

Embrapa

Embrapa

japonica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica

japonica
indica
indica
indica
indica
indica

japonica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica

Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar

Cultivar

Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Hibrido
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar

Cultivar

Cultivar

Irrigado
Irrigado
Irrigado

Irrigado
Irrigado

sequeiro
Irrigado

Irrigado

Irrigado

Irrigado

Irrigado
sequeiro

sequeiro
Irrigado

Irrigado
sequeiro
Irrigado
Irrigado
sequeiro

sequeiro
Irrigado

Irrigado
Irrigado

Irrigado
Irrigado

Irrigado

sequeiro
sequeiro

Brasil
Brasil
Brasil

Brasil
Brasil

Brasil
Brasil

Brasil

Brasil

Brasil
Brasil
Brasil

Brasil
Brasil

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

Brasil
Brasil

Brasil
Brasil

Brasil
Brasil

Brasil

Brasil
Brasil

P. avermelhado
P. avermelhado

Para
biocombustivel

Aromatico
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BRS Ouro Minas
BRS Pampa
BRS Pampeira
BRS Pelota
BRS Pepita
BRS Primavera
BRS Queréncia
BRS Roraima
BRS Sertaneja
BRS Sinuelo CL
BRS Tropical

BRSGO Guara
BRSGO Serra
dourada

BRSMG Conai
BRSMG
Predileta
BRSMG
Relampago
BRSMG Rubelita
BRSMG Seleta
Cachinho
Cacho Grande
Caiapo

Cana Roxa
Canastra
Carajas
Carnaroli
Carolina
Chatinho

Embrapa
Embrapa
Embrapa
Embrapa
Embrapa
Embrapa
Embrapa
Embrapa
Embrapa
Embrapa
Embrapa
Embrapa

Embrapa
Embrapa

Embrapa/EPAMIG®

Embrapa
Embrapa

Embrapa/EPAMIG
Variedade tradicional
Variedade tradicional
Embrapa/Emater’ GO
Variedade tradicional

Embrapa/EPAMIG

Embrapa/Emater GO

Variedade tradicional

indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
japonica
japonica
indica
japonica
indica
indica
japonica
japonica

indica

Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar

Cultivar
Cultivar

Cultivar

Cultivar
Cultivar

Cultivar
Variedade tradicional
Variedade tradicional

Cultivar
Variedade tradicional

Cultivar

Cultivar
Cultivar

Cultivar
Variedade tradicional

irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
sequeiro
sequeiro
Irrigado
Irrigado
sequeiro
Irrigado

Irrigado
Irrigado

sequeiro
sequeiro

Irrigado

sequeiro
Irrigado

Irrigado
Irrigado

Sequeiro
sequeiro
Irrigado
sequeiro
sequeiro
Irrigado
Sequeiro

Irrigado

Brasil
Brasil

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

Brasil
Brasil

Brasil
Brasil

Brasil

Brasil
Brasil

Brasil
Brasil

Brasil

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Italia
EUA

Brasil

P. avermelhado
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CICA S8
CICA9
Cina
Dawn

Dee-Geo-Woo-
Ten

Diamante
Douradéo
EEA 304
EEA 404
EEA 406
Empasc 100
Empasc 101
Empasc 102
Empasc 103
Empasc 104
Empasc 105
Epagri 106
Epagri 107
Epagri 108
Epagri 109
Farroupilha
Fernandes

Guaporeé
Guri INTA CL

| GEO TSE
IAC 101
IAC 114
IAC 165

EPAMIG
EEA8/IRGA

EEA/IRGA
EEA/IRGA
Epagri®
Epagri
Epagri
Epagri
Epagri
Epagri
Epagri
Epagri
Epagri
Epagri

BASF S.A.

IAC
IAC
IAC

indica
indica
indica
indica
japonica
indica
indica
japonica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
japonica
indica
indica
indica
japonica
indica
indica
indica

Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar

Cultivar

Cultivar
Cultivar

Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar

cultivar

Cultivar
Cultivar

Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar

Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado

Irrigado
Irrigado

Sequeiro
Irrigado

Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado

Irrigado
sequeiro
sequeiro

Irrigado

Irrigado
Sequeiro
Sequeiro
Sequeiro

Coldmbia

Coldmbia

Ancestral
EUA

Taiwan

Brasil

Brasil
Brasil

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Taiwan
Brasil
Brasil
Brasil

Aromatico
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IAC 201
IAC 202
IAC 203
IAC 25

IAC 301
IAC 400
IAC 47

IAC 500

IAC 600

IAS 12-9
Formosa

IR 8

IRAT 124
IRAT 162
IRGA 416
IRGA 417
IRGA 418
IRGA 419
IRGA 420

IRGA 421
IRGA 422 CL

IRGA 423
IRGA 424 RI

IRGA 427
IRGA 428
IRGA 429

IRGA 431 CL
Japonés de
Varzea

Jasmine

IAC
IAC
IAC
IAC
IAC
IAC
IAC
IAC
IAC

Embrapa

IRRI

IRGA
IRGA
IRGA
IRGA
IRGA

IRGA

IRGA

IRGA
IRGA
IRGA
IRGA
IRGA

IRGA

Variedade tradicional

indica
indica
indica
indica
japonica
indica
indica
japonica
japonica
japonica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
japonica

indica

Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar

Cultivar

Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar

Variedade tradicional

Cultivar

Sequeiro
Sequeiro
Sequeiro
Sequeiro
Sequeiro
Sequeiro
Sequeiro
Sequeiro
Sequeiro
Irrigado

Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado

Irrigado

Irrigado
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Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil Aromatico
Brasil Pericarpo roxo
Brasil
Filipinas
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

Brasil
Brasil

Brasil

Brasil

Brasil
Brasil

Brasil

Tailandia Aromatico



Jasmine 85
Koschihikari
Lacassine
Lemont
M1150
M1313
M1410

Meio Chumbinho
Metica 1
Mogi

Nowrin Mochi
OR 63-252
Oryzica 1
Peta

Puitda INTA CL
Qualimax
Reetz
Rexoro
Sambuc

SC 173

SC 460

SCS 112

SCS 114
Andosan

SCS 115 CL
SCS 116 Satoru

SCS 117 CL

SCS 118
Marques

SCS 119 Rubi

CGF11
CGF
CGF
Variedade tradicional
Variedade tradicional

BASF S.A.

Variedade tradicional

Epagri
Epagri
Epagri
Epagri
Epagri
Epagri
Epagri
Epagri
Epagri

indica
japonica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
japonica
indica
indica
japonica
indica
indica
japonica
indica
indica
indica
japonica
indica
indica
indica
indica
indica
indica

indica

Cultivar
Cultivar

Cultivar

Cultivar
*LMD BRS Queréncia
LMD BRS Queréncia

LMD BRS Queréncia
Variedade tradicional
Cultivar
Variedade tradicional
Cultivar
Cultivar
cultivar

Cultivar
Cultivar

Cultivar
Variedade tradicional
Cultivar
Cultivar
Linhagem avancada
Linhagem avancada
Cultivar

Cultivar

Cultivar
Cultivar
Cultivar

Cultivar

Cultivar

Irrigado
Irrigado

Irrigado

Irrigado
Irrigado

Irrigado
Irrigado
Irrigado

Irrigado

Sequeiro
Irrigado

Irrigado

Irrigado

Irrigado
Irrigado

Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado

Irrigado

Irrigado
Irrigado
Irrigado

Irrigado

Irrigado

Tailandia
Japéo
EUA

EUA
Brasil

Brasil
Brasil
Brasil
Colémbia
Brasil
Japéo
Brasil
Colémbia

Indonésia
Argentina

Brasil
Brasil
EUA
Franca
Brasil
Brasil
Brasil

Brasil

Brasil
Brasil
Brasil

Brasil

Brasil

Aromatico

P. avermelhado

P. avermelhado
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SCS 120 Onix
SCS 121 CL
SCS 122 Miura
SCS 123 Pérola
SCS 124 Sardo
SCS Pantaneira
SCS Piracema

SCS BRS 111

SCSBRS Tio
Taka

Selenio
Sirio
Soulanet
Tetep

Tomoe Mochi

TOX 514-16-101-
1

YIN LU 30
Zebu

Zenith

250_1 425
250_1 498
250_1 519
250_1 636
300_2 267

Epagri
Epagri
Epagri
Epagri
Epagri
Epagri
Epagri
Epagri/Embrapa
Epagri/Embrapa

Variedade tradicional
CGF
CGF
CGF
CGF
CGF

indica
indica
indica
japonica
indica
indica
indica
indica
indica
japonica
japonica
indica
indica
japonica
indica
japonica
japonica
japonica
indica
indica
indica
indica
indica

Cultivar
Cultivar

Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar

Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar

Cultivar

Cultivar
Variedade tradicional

Cultivar
LMD BRS Pampeira
LMD BRS Pampeira

LMD BRS Pampeira
LMD BRS Pampeira
LMD BRS Pampeira

Irrigado
Irrigado

Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado

Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado

Sequeiro

Irrigado
Sequeiro
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Italia
Italia
Franca
Vietna
Japéo
Nigéria
China
Desconhecido
EUA
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

Pericarpo roxo

P. avermelhado

*LMD - Linhagem mutante derivada;

LAC - Instituto Agronémico de Campinas
2Embrapa — Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria.
8IRGA - Instituto Rio-Grandense do Arroz.

“BASF S.A.

5CIRAD - Centro de cooperacao internacional em pesquisa agrondmica para o desenvolvimento (Franca).
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SEPAMIG - Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais.
"Emater - Instituto de Assisténcia Técnica e Extensao Rural.
SEEA — Estacdo Experimental do arroz.

SEpagri — Empresa de Pesquisa Agropecuéria e Extensdo Rural de Santa Catarina.

OIRRI - Instituto Internacional de Investigacéo do Arroz.
1CGF - Centro de Gendmica e Fitomelhoramento.
Fonte: Adaptado de Oliveira, 2019, 2023a.
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Os dados de genotipagem passaram por duas filtragens. A primeira filtragem
foi feita no programa TASSEL V.5.2.86 (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 gendtipos foram filtrados de acordo com Min Proportion of Sites
Present: 0,8; Min Heterozygous Proportion: 0; Max heterozygous Proportion: 0,25.

Os dados de genotipagem remanescentes foram utilizados para calcular o
declinio do desequilibrio de ligagédo (LD decay) entre os marcadores SNPs através de
comparagfes pareadas utilizando o parametro r?. Essa andlise foi executada no
programa TASSEL.

A segunda filtragem, baseada no desequilibrio de ligacéo, foi executada no
programa pLINK (Purcell et al., 2007). Os dados de genotipagem remanescentes da
primeira filtragem foram convertidos no programa PGDSpider (lischer; Excoffier, 2012)
e carregados no programa pLINK considerando o valor do parametro r?> gerado
previamente. Apds a segunda filtragem, os marcadores e gendtipos que restaram
foram utilizados para construcéo da estrutura da populacéo e andalise de agrupamento.

A estrutura da populacdo foi simulada utilizando o método de agrupamento
Bayesiano, através do software STRUCTURE 2.3.4. Os valores de populacdo K de 1
a 10 foram simulados com 10 interacdes para cada K. Foi utilizado Length of Burning
Period de 150.000 seguido por Number of MCMC Reps after Burning de 150.000 para
obter uma estimativa do nimero mais provavel de populagfes. Os demais parametros
foram mantidos de acordo com o padrdo do programa. Os resultados foram
interpretados no programa Structure Harvester (Pritchard; Stephens; Donnelly, 2000).
Neste caso foi utilizado o critério de Evanno para definir o numero 6timo de grupos em
que a populagao esta estruturada geneticamente (AK) (Evanno; Regnaut; Goudet,
2005).

A andlise dos componentes principais (PCA) foi feita pré-estabelecendo o
maximo de dois componentes, obedecendo o resultado da analise Bayesiana, sendo
estes componentes plotados um contra o outro. Os pontos (genoétipos) foram coloridos
de acordo com o agrupamento da estrutura da populacdo. Essa andlise foi feita no
programa TASSEL.

Foi construida uma arvore filogenética do tipo “sem raiz” (unrooted), baseada

em matriz de distancia genética calculada pelo parametro identidade por estado
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(identity by state) e no agrupamento do vizinho mais préximo (neighbor joining),
utilizando o software TASSEL.

Para melhor compreender quais fatores contribuiram para a formacgéo das
subpopulacdes os acessos de arroz, foram avaliados quanto a subespécie, empresa

obtentora e sistema de cultivo.

2.3 Resultados e discussao

Apos a primeira filtragem dos dados, foram mantidos 177 acessos e 4843
marcadores SNPs. Quando a segunda filtragem foi aplicada, considerando o LD decay
(r> = 0,5) (Figura 2), apenas 1185 SNPs permaneceram na analise.

O estudo de associacdo como um método eficiente identifica as regibes
gendmicas que controlam caracteristicas quantitativas com base no desequilibrio de
ligacdo (LD) (Gupta; Rustgi; Kulwal, 2005). A taxa de queda do LD facilitara a
descoberta de marcadores confiaveis e facilitara a descoberta de novos genes ou
variantes alélicas que controlam essas caracteristicas. A quantidade de LD em todo o
genoma e cromossomos pode influenciar significativamente a capacidade de
mapeamento e a efichcia da selecdo com a ajuda dos marcadores associados.
Marcadores fortemente ligados tém o r2 mais alto e o r> médio diminui rapidamente a
medida que a distancia de ligacdo aumenta (Barik et al., 2022).

O r? no momento da queda do LD indica a distancia que ocorre recombinagéo
entre dois marcadores, ou seja, € distancia em que os marcadores ndo sdo mais
considerados ligados ou herdados juntos. A raiz quadrada de r? fornece o valor de r,
que é a correlagdo ou ligacdo entre marcadores. Dessa forma, um r? de 0,5 resulta
em r=0.7, que significa que em 70% das vezes dois marcadores sdo herdados juntos
e a frequéncia de recombinacéo entre eles é de 30%. Nesse estudo, o r2 médio nos
diferentes cromossomos foi 0,5, 0 que equivale a uma distancia de aproximadamente
100kb. No entanto, ocorrem variagdes nos padroes de LD entre 0s cromossomos
(Figura 2). Resultados similares de distancia do LD decay foram encontrados em
outros estudos em arroz, e observaram valores proximos de 100 a 200kb (Huang et
al., 2010; Lu et al., 2015; Mather et al., 2007; Mcnally et al., 2009).

A queda do LD ocorre mais lentamente em espécies autdgamas do que em

espécies aldbgamas. Da mesma forma, € mais lento em espécies domesticadas do que
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em espécies selvagens, e mais lento em genaotipos endogamicos do que em genotipos
oriundos de cruzamentos. Por exemplo, a queda do LD em soja € mais lenta (>50kb)
do que em milho (400-1500pb) (Kolkman et al., 2007).
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Figura 2 - Gréfico de queda do desequilibrio de ligagéo entre locos ao longo do genoma do arroz, para
177 acessos de arroz avaliados para 1185 locos SNP.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

As caracteristicas de interesse agrondémico, como produtividade, sdo de
herangca complexa e, portanto, mais dificeis de melhorar. Uma das ferramentas que



47

pode auxiliar a identificar regides responsaveis por tais caracteristicas, sdo os de
estudos de associacao gendmica ampla (GWAS) (Viana et al., 2019). Na aplicacéao do
GWAS a compreensdo da estrutura da populacdo € importante pois permite ao
melhorista conhecer a estrutura genética de uma populagéo, detectar a estrutura
familiar, estimar niveis de migracéo e dispersao, além de auxiliar na manutencéo do
banco de germoplasma e no diagndstico evolutivo (Cruz; Ferreira; Pessoni, 2011).
Além disso, seu objetivo é descartar associacdes significativas entre marcadores e
genes quando esses sdo realmente independentes (Pritchard; Rosenberg, 1999;
Pritchard; Stephens; Donnelly, 2000).

O numero de componentes do modelo que melhor explica a estrutura dos
dados é dois (Figura 3), demostrando que os acessos analisados se dividem em duas
grandes subpopulacgdes (Figura 4 e Tabela 3). A estrutura da populacao obtida sugere

estreita variabilidade na colecéo de 177 gendétipos de arroz usados no Brasil.

Figura 3 - Delta K. Numero de clusters recomendados para representar a populacao do estudo.
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Fonte: Elaborada pelo autor.



48

Figura 4 - Estrutura genética da populagdo de acessos de arroz estudados obtida através do
agrupamento Bayesiano.
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Fonte: Elaborada pelo autor.



Tabela 3 - Estrutura da populacdo dos acessos de arroz de acordo com o agru
Gendtipo Q2 Gendtipo Gendtipo
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*Q — Matriz Q.
Verde = subpopulacdo 1; Azul = misto; Vermelho = subpopulacéo 2.

Fonte: Elaborada pelo autor.



52

Venske et al., (2019), analisou parte dos acessos deste estudo e observou que
0 numero de componentes que melhor explica a estrutura da populacdo era oito
subpopulacdes, porém ja havia detectado restrita variabilidade entre os gendétipos.
Busanello et al., (2020) em estudo com 0s mesmos acessos utilizados por Venske et
al., (2019), porém avaliando caracteristicas fenotipicas, também observou esse
estreitamento da variabilidade. Isso ocorre principalmente pois 0os genétipos de arroz
gue originaram as cultivares elites normalmente séo usados repetidamente nos blocos
de cruzamento. A variabilidade desempenha um papel vital na selecdo de gendtipos
superiores em programas de melhoramento, na sua auséncia, € necessario buscar
alternativas para obter genes e alelos de interesse, algumas op¢des sao genotipos
silvestres, inducao de mutacao e edicdo génica (Kadam et al., 2023; Kulsum; Sarker;
Rasul, 2022; Raina et al., 2022; Vu et al., 2022).

Estudos anteriores com outro germoplasma tém relatado a existéncia de duas
a oito subpopulacdes por meio de analise de variabilidade genética. Em uma colecao
de 101 acessos de arroz (43 Tailandeses e 57 obtidos no germoplasma do IRRI), foi
observado uma estrutura de populacdo com seis subpopulacdes (Chakhonkaen et al.,
2012). Em uma colecdo de 91 gendtipos, oriundos da india, foi identificada uma
estrutura de populacdo com quatro subpopulacdes (Das et al., 2013). A estrutura de
populacao de 305 gendtipos de arroz, selecionados pela variabilidade no contetdo de
proteinas, oriundos da India, apresentaram apenas duas subpopula¢des (Pradhan et
al., 2019). Esse resultado também foi observado em uma populacdo de 54 gendtipos,
oriundos da Tanzania, Filipinas e Mocambique (Suvi et al., 2020). Em uma populacdo
com 205 acessos de arroz dos EUA, foi observada uma estrutura de populacdo com
oito subpopulacdes (Bhattarai; Subudhi, 2019).

A formacao das subpopulac¢des (Figura 4, Tabela 3) pode ser explicada pela
composicdo da colecdo ser principalmente de acessos brasileiros. Os genoétipos
estrangeiros presentes no estudo sao utilizados apenas nos cruzamentos, com iSso a
constituicdo genética desses ¢ restrita.

A subpopulacédo 1 (verde) foi composta por 62 acessos e a subpopulagéao 2
(vermelho) apresenta 113 acessos. Os genoétipos que ndo mostraram mais de 65% de
associacdo de determinada subpopulacdo foram considerados mistos. Quando se
observa os acessos de arroz que ficaram em cada subpopulacéo, pode-se observar
que a cultivar BRS Pampeira e os cinco mutantes derivados dela e BRS Queréncia e

seus mutantes ficaram na subpopulagao 2, como esperado.
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Quando se considera a subespécie, verifica-se que ha acessos da subespécie
indica e japonica presentes nas duas subpopulacfes. Para subespécie indica 40
acessos foram alocados na subpopulacdo 1 (verde) e 100 acessos fazem parte da
subpopulacao 2 (vermelho). Para a subespécie japonica 20 acessos formam alocados
na subpopulacéo 1 e 12 acessos fazem parte da subpopulagéo 2.

Se a empresa detentora for considerada observa-se que os dois acessos da
empresa BASF ficaram na subpopulacdo 2. As cultivares desenvolvidas pela
EMBRAPA e parceiros foram distribuidos nas duas subpopula¢des, enquanto que as
cultivares desenvolvidas pela EPAGRI ficaram na subpopulacao 2, exceto o acesso
EMPASC 100 que ficou na subpopulacédo 1. Todos os gendtipos desenvolvidos pela
empresa IAC foram alocados na subpopulacédo 1. Por outro lado, os acessos
desenvolvidos pelo IRGA e parceiros ficaram na subpopulacéo 2, exceto o acesso BR
IRGA 411 (subpopulacéo 1).

Quando se leva em consideracdo o sistema de cultivo, verifica-se que a maioria
dos genotipos (111) do sistema irrigado pertence a subpopulagédo 2, restando 27
acessos na subpopulacéo 1, e dois acessos classificados como misto. Dos gendétipos
de cultivo em terras altas ou sequeiro, 35 foram alocados na subpopulacéo 1 e apenas
dois na subpopulacéo 2.

Os parametros que mais contribuiram com a separacdo dos gendtipos em
subpopulacdes foram o sistema de cultivo e as empresas de melhoramento que
desenvolveram as cultivares. Em estudo prévio, os autores observaram que o
parametro que mais contribuiu com a formacédo das subpopulacfes foi a empresa
detentora (Venske et al., 2019).

Ao que parece a subespécie ndo foi um fator determinante na formacgédo das
subpopulacdes. Isso pode ser explicado pela utilizagdo genitores de ambas as
subespécies nos blocos de cruzamento. Dessa forma, as novas cultivares, apesar de
apresentarem fen6tipo mais do tipo indica ou mais do tipo japonica, possuem a
constituicdo genética das duas subespécies. Estudo avaliando a variabilidade de 205
acessos de arroz, realizado nos EUA, observou a formacéo de oito subpopulacdes,
sendo que o local de origem foi o fator mais determinante para a formagcao destes
grupos. Zhao et al., (2009) mostraram que os 150 acessos de arroz utilizados em seu
estudo se dividiram em trés subpopulacdes, uma da subespécie indica e duas
compostas por acessos da subespécie japonica, e em analise posterior os autores

verificaram que estes acessos se dividiram nas subpopulacdes pelo pais de origem.
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Similarmente, um estudo com 15 linhagens neo-tetrapldéides (NTR), 18
autotetrapldides e 38 acessos de arroz (8 acessos de arroz selvagem comum, 15 de
arroz indica e 15 de arroz japonica), mostrou que na estrutura da populacdo os
acessos se dividiram em cinco subpopulagbes, Oryza rufipogon (arroz selvagem),
indica, japonica, javanica e NTR, e as classificacdes da maioria das amostras estava
de acordo com as caracteristicas de suas subespécies conhecidas (Yu et al., 2021).

Outra estratégia utilizada para visualizar a variabilidade genética € a andlise de
componentes principais (PCA). A partir dessa andlise se observa a formacao clara de
dois grupos. Os acessos da subpopulacéol ficaram agrupados a esquerda do grafico
e 0s da subpopulacdo 2 a direta do grafico (Figura 5). Esse resultado mostra a
confiabilidade das andlises, visto que os genotipos foram igualmente agrupados na
estrutura da populagéo e no PCA.

Figura 5 - Analise de componentes principais para 177 acessos de arroz avaliados em 1185 locos SNP.
Foi plotado neste grafico PC1 versus PC2, as cores seguiram a classificagdo dos acessos na estrutura
da populacdo, sendo considerados da mesma subpopulagdo aqueles acessos com =265% de
associagao.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Adicionalmente, outra abordagem utilizada foi a construcdo de uma arvore
filogenética ndo enraizada, utilizando o método de agrupamento UPGMA (Unweighted
Pair Group Method using Arithmetic averages). Assim como no método Bayesiano, foi
demonstrada graficamente a separacao dos acessos em dois grupos (Figura 6). Os
dois grupos sao formados pelos mesmos gendétipos que se separam na estrutura da

populacdo. As trés analises, estrutura da populagéo, PCA e arvore filogenética trazem
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0S mesmos resultados, confirmando a similaridade dos gendtipos distribuidos em

cada grupo.

Figura 6 - Arvore filogenética ndo enraizada dos 177 acessos de arroz, utilizando o método UPGMA no
programa Tassel.

Subpopulagdo 1

Fonte: Elaborada pelo autor.

2.4 Conclusao

A queda do desequilibrio de ligacao foi relativamente lenta na cole¢éo de arroz
avaliada, cerca de 100kb, com pequena variagdo entre 0s cromossomos. A estrutura
da populacdo foi dividida em duas subpopulacdes, assim como PCA e arvore
filogenética, evidenciando estreita variabilidade genética. Os parametros que mais
contribuiram para essa divisdo foram sistema de cultivo e empresa obtentora. A
colecdo estudada, assim como os SNPs remanescentes podem ser utilizados para
estudos de associacao genémica ampla.



3 CAPITULO Il - Variabilidade genética de genotipos de arroz em resposta ao

estresse salino no estadio reprodutivo

3.1 Introducéo

O arroz (Oryza sativa L.), € um dos cereais mais importantes do mundo, no
entanto é sensivel a salinidade no limiar de 3 dS m~'. Embora esta espécie tenha alta
variabilidade genética para esse estresse, para algumas cultivares uma condutividade
elétrica de ~6 dS m™ pode resultar em mais de 50% de reducdo de rendimento
(Lekklar et al., 2019; Singh; Kota; Flowers, 2021).

A sensibilidade a salinidade varia ao longo do ciclo de crescimento do arroz.
Esta espécie é mais sensivel no inicio do estadio vegetativo e reprodutivo e
relativamente tolerante durante a germinacdo. H& evidéncias de que 0s genes
envolvidos no controle da tolerancia a salinidade na fase inicial de desenvolvimento
sdo diferentes daqueles responsaveis por essa caracteristica na fase reprodutiva. Isso
acontece porque ndo ha correlagcdo na tolerancia a salinidade entre esses dois
estadios (Razzaque et al., 2017).

A produtividade de graos sera mais impactada quando a salinidade ocorrer na
fase reprodutiva, principalmente quando o estresse coincidir com a iniciacdo da
panicula (IP) antes do emborrachamento. Na panicula, o estresse salino causa
esterilidade, bem como afeta o nimero de espiguetas, ramos primarios e secundarios,
namero de graos, graos cheios, espiguetas estéreis, peso de graos e peso de 1000
graos (Singh; Kota; Flowers, 2021).

A salinizacdo do solo é causada principalmente por sistemas de irrigacéo e
drenagem de baixa qualidade, mudancas climaticas e eventos de seca. A salinidade
afeta 20% das terras araveis do mundo, incluindo metade da &rea agricola irrigada,
atingindo cerca de 30% das terras de cultivo de arroz (Qin; Li; Huang, 2020; Singh;
Kota; Flowers, 2021). No Brasil, principal produtor de arroz fora do continente asiatico,
grande parte da producao do cereal ocorre no estado do Rio Grande do Sul, utilizando
condicdes de irrigacdo por inundacgéo. Na regido Sul e Planicie Costeira, a Lagoa dos
Patos é utilizada como fonte de agua para irrigagcdo. A restricdo de chuvas e o
aumento da temperatura durante o verao, aliados a maior demanda de agua nos
campos, levam a uma reducdo do nivel da lagoa. Nesse periodo, devido a sua

conexdo com o Oceano Atlantico, ha um aumento nos teores de sal que prejudicam a
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cultura do arroz (Fraga et al., 2010), em sua fase reprodutiva. Além disso, isso
contribui para a salinizacao do solo, o que afetara as safras futuras.

O desenvolvimento de cultivares de arroz tolerantes a salinidade € uma das
estratégias mais eficientes e sustentaveis para mitigar os efeitos do estresse. Para
isso, os melhoristas podem utilizar a variabilidade genética disponivel em diferentes
colecbes de germoplasma. Assim, estudos de triagem sao necessarios na busca de
genotipos tolerantes para utilizacdo em blocos de cruzamento. No entanto, poucos
estudos caracterizando genoétipos para toleréncia a salinidade na fase reprodutiva
estdo disponiveis na literatura (islam et al., 2018; Mansuri; Jelodar; Bagheri, 2012;
Rashid; Hassan; Begum, 2017; Székely et al., 2022; tabassum et al., 2021). Além
disso, se considerado o germoplasma utilizado no Brasil, as informacfes sé&o ainda
mais restritas. Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi caracterizar uma colecao de

genatipos utilizados no Brasil quanto a tolerancia a salinidade na fase reprodutiva.

3.2 Material e métodos

Uma colecdo de 183 gendtipos de arroz utilizados no Brasil (Tabela 4) foi
analisada neste estudo. Esses gendtipos sdo utilizados em programas de
melhoramento como fonte de genes para tolerancia a estresses biéticos e abidticos,
aumento de produtividade e para ampliar a variabilidade genética. Dentre esses
acessos estdo cultivares estrangeiras, cultivares brasileiras elite, cultivares hibridas,

linhagens mutantes e gendétipos com graos especiais aromaticos, vermelhos e pretos.



Tabela 4 - Acessos de arroz utilizados no estudo.
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Cadigo Acesso Cadigo Acesso Cadigo Acesso Cadigo Acesso
Gl 250_1 425 G47 BRS 902 G93 Dee-Geo-Woo-Ten G139 Jasmine
G2 250 1 498 G48 BRS AG G94 Diamante G140 Jasmine 85
G3 250 1 519 G49 BRS Bojuru G95 Douradéao G141 Koshihikari
G4 250_1 636 G50 BRS Bonanga G96 EEA 304 G142 Lacassine
G5 300_2 267 G51 BRS Catiana G97 EEA 404 G143 Lemont
G6 Agulhao G52 BRS CIRAD 302 G98 EEA 406 G144 M1150
G7 Alianca G53 BRS Colosso G99 Empasc 100 G145 M1313
G8 Amaroo G54 BRS Esmeralda G100 Empasc 101 G146 M1410
G9 Ambar G55 BRS Formoso G101 Empasc 102 G147 Metica 1
G10 Arbério G56 BRS Fronteira G102 Empasc 103 G148 Mogi
Gl1 Arroz do seco G57 BRSGO Guara G103 Empasc 104 G149 Nowrin Mochi
G12 Arroz da Terra G58 BRSGO Serra Dourada G104 Empasc 105 G150 OR 63-252
G13 Artiglio G59 BRS Jacana G105 Epagri 106 G151 Oryzica 1
G14 Austral G60 BRS Ligeirinho G106 Epagri 107 G152 SCS Pantaneira
G15 Balilla G61 BRS MA 357 G107 Epagri 108 G153 Peta
G16 Basmat 370 G62 BRS MG Caravera G108 Epagri 109 G154 SCS Piracema
G17 Batatais Coimbra G63 BRSMG Conai G109 Farroupilha G155 Puita INTA-CL
G18 Belle Patna G64 BRSMG Predileta G110 Fernandes G156 Qualimax
G19 Bico Preto G65 BRSMG Relampago G111 Guaporé G157 Reetz
G20 Bico Torto G66 BRSMG Rubelita G112 Guri Inta CL G158 Rexoro
G21 Bluebonnet G67 BRSMG Seleta G113 IAC 101 G159 Sambuc
G22 Bolinha/Catetinho G68 BRS Monarca Gl14 IAC 114 G160 SC 173
G23 Brilhante G69 BRS Ouro Minas G115 IAC 165 G161 SC 460
G24 BR-IRGA 409 G70 BRS Pampa G116 IAC 201 G162 SCS 112
G25 BR-IRGA 410 G71 BRS Pampeira G117 IAC 202 G163 SCS 115CL
G26 BR-IRGA 411 G72 BRS Pelota G118 IAC 203 G164 SCS 117 CL
G27 BR-IRGA 412 G73 BRS Pepita G119 IAC 25 G165 SCS 121 CL
G28 BR-IRGA 413 G74 BRS Primavera G120 IAC 301 G166 SCS 114 Andosan



G29
G30
G31
G32
G33
G34
G35
G36
G37
G38
G39
G40
G41
G42
G43
G44
G45
G46

BR-IRGA 414
IRGA 416
IRGA 421

IRGA 422 CL
IRGA 423

IRGA 431 CL

BRS 6 Chui
BRS 7 Taim
BRS Agrisul

BRS Alvorada

BRS Apinajé

BRS Aroma

BRS Atalanta
BRS 358

BRS A501 CL

BRS A701 CL

BRS A702 CL
BRS 901

G75
G76
G77
G78
G79
G80
G81
G82
G83
G84
G85
G86
G87
G388
G89
G90
Goa1
G92

BRS Queréncia
BRS Roraima
BRS Sertaneja
BRS Sinuelo CL
BRS Tropical
Cachinho
Cacho Grande
Caiap6
Cana Roxa
Canastra
Carajas
Carnaroli
Chatinho
Meio Chumbinho
CICA S8
CICA9
Cina
Dawn

G121
G122
G123
G124
G125
G126
G127
G128
G129
G130
G131
G132
G133
G134
G135
G136
G137
G138

IAC 400
IAC 47
IAC 500
IAC 600
IAS 12-9 Formosa
| GEO TSE
IR 8
IRAT 124
IRAT 162
IRGA 417
IRGA 418
IRGA 419
IRGA 420
IRGA 424 RI
IRGA 427
IRGA 428
IRGA 429
Japonés de Varzea

G167
G168
G169
G170
G171
G172
G173
G174
G175
G176
G177
G178
G179
G180
G181
G182
G183
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SCS BRS 111
SCS 118 Marques
SCS 122 Miura
SCS 120 Onix
SCS 123 Perola
SCS 119 Rubi
SCS 124 Sardo
SCS 116 Satoru
Selenio
Sirio
Tetep
SCSBRS Tio Taka
Tomoe Mochi
TOX 514-16-101-1
YIN LU 30
Zebu
Zenith

Fonte: Elaborada pelo autor.
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O cultivo foi realizado em vasos (capacidade de 12L) utilizando sistema de
irrigacdo com alagamento permanente, em casa de vegetacdo pertencente a
Universidade Federal de Pelotas, Capéo do Leéo, Rio Grande do Sul, Brasil, na safra
2021/2022. O manejo agricola e fitossanitario foi realizado de acordo com as
recomendacdes técnicas para o cultivo de arroz no sul do Brasil (SOSBAI, 2018). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com duas repeticées, sendo
cada uma composta por um balde com trés plantas, ambas repeticoes receberam o
tratamento com estresse salino.

O estresse salino foi aplicado quando as plantas atingiram o estadio R2 —
emborrachamento (Counce; Keisling; Mitchell, 2000), e esse periodo variou de acordo
com o ciclo de cada gendétipo (Tabela 5). No momento da aplicacdo do estresse, a
agua de irrigacao foi drenada e 900mL de solucdo de NaCl 150mM foram adicionados
diariamente (Lekklar et al., 2019), durante 7 dias. Em seguida, a solucédo salina foi
drenada e a irrigacao foi restabelecida utilizando apenas agua até a colheita.

Quando cada genotipo atingiu o estagio R7 — secagem do grdo (Counce;
Keisling; Mitchell, 2000), as paniculas de cada planta foram colhidas individualmente.
Apos a secagem, foram analisados o nimero de paniculas por planta (NPP), nimero
de paniculas estéreis por planta (NPEP) e porcentagem de esterilidade da panicula
principal (PEPP).
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Tabela 5 - Dias da semeadura até atingir o estddio de emborrachamento (R2).

Cédigo D|a|§2ate Cédigo DlaRszate Cédigo Dlaszate Cédigo Dlaszate Cédigo Dlagzate
Gl 88 G38 122 G75 77 G112 77 G149 80
G2 84 G39 88 G76 78 G113 97 G150 103
G3 90 G40 97 G77 88 G114 115 G151 115
G4 87 G41 73 G78 97 G115 88 G152 115
G5 84 G42 103 G79 115 G116 90 G153 150
G6 136 G43 81 G80 77 G117 94 G154 115
G7 115 G44 97 G81 87 G118 88 G155 87
G8 90 G45 108 G82 97 G119 90 G156 87
G9 119 G46 97 G83 117 G120 103 G157 77
G10 80 G47 103 G884 112 G121 103 G158 103
Gl1 77 G48 90 G85 112 G122 103 G159 88
G12 97 G49 90 G86 80 G123 94 G160 115
G13 90 G50 90 G887 150 G124 77 G161 103
G14 94 Gb1 108 G88 88 G125 94 (G162 103
G15 94 G52 90 G89 115 G126 94 G163 103
G16 108 G53 88 G90 115 G127 119 G164 119
G17 108 G54 87 G91 117 G128 103 G165 115
G18 94 G55 119 G92 97 G129 103 G166 115
G19 115 G56 90 G93 103 G130 87 G167 97
G20 108 G57 115 G9%4 117 G131 94 (G168 119
G21 115 G58 77 G95 112 G132 90 G169 119
G22 103 G59 94  G96 97 G133 94 G170 90
G23 84 G60 84 G97 103 G134 108 G171 119
G24 84 G61 164 G98 103 G135 103 G172 103
G25 90 G62 88 G99 115 G136 90 G173 112
G26 108 G63 80 G100 112 G137 97 G174 115
G27 94 G64 117 G101 112 G138 97 G175 74
G28 94 G65 77 G102 108 G139 112 G176 80
G29 77 G66 112 G103 115 G140 112 G177 122
G30 88 G67 117 G104 103 G141 80 G178 122
G31 68 G68 88 G105 94 G142 88 G179 84
G32 94 G69 117 G106 103 G143 88 (G180 112
G33 77 G70 94 G107 115 G144 77 G181 136
G34 94 G71 112 G108 122 G145 77 G182 103
G35 75 G72 94 G109 150 G146 78 G183 103
G36 94 G73 84 G110 103 G147 115
G37 94 G74 88 G111 103 G148 112

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Para verificar a normalidade, os residuos foram submetidos ao teste de
Shapiro-Wilk. As caracteristicas que ndo apresentaram distribuicdo normal tiveram
seus resultados transformados. As caracteristicas NPP e NPEP foram transformadas
pelo método Standardized sqrt(x+a), enquanto PEPP foi submetido a transformacéo
Standardized Box Cox. Posteriormente, foi realizada a anélise de variancia (ANOVA),
seguida do agrupamento das médias pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

A distancia euclidiana entre gendtipos com base nas trés caracteristicas
também foi calculada. Essa matriz de distancias foi utilizada para obter o agrupamento
hierarquico de gendtipos usando o método de média aritmética de grupos de pares
nao ponderados (UPGMA). Para estabelecer o numero de clusters formados, o ponto
de corte foi calculado de acordo com o método proposto por Moneja (1977), onde
ponto de corte = média + k (1,25) x SD, onde k € uma constante e SD é o desvio
padrdo. Para analise de componentes principais (PCA), o algoritmo K-means foi
aplicado para o agrupamento de genotipos e o critério Elbow foi usado para determinar
0 numero de grupos. Toda a andlise estatistica foi feita pelo software RStudio
(RStudio, 2020).

3.3 Resultados e discussao

A resposta da salinidade varia de acordo com o ciclo de desenvolvimento da
planta de arroz (Singh; Kota; Flowers, 2021). No inicio do estadio vegetativo (1-3
semanas) e a iniciacdo da panicula a antese sdo fases em que a planta € mais
sensivel. O estadio reprodutivo € o mais importante, pois afeta diretamente o
rendimento geral de graos (Kumar et al., 2022; Singh; Kota; Flowers, 2021). Estudos
anteriores relatam uma reducdao significativa na produtividade de gréos sob condi¢éo
de salinidade no estadio reprodutivo. Isso se deve principalmente a reducédo do
namero de paniculas e espiguetas, ao aumento da esterilidade das espiguetas e sua
degeneracgéo ou malformacéo (Chattopadhyay et al., 2018; Gerona et al., 2019). Neste
estudo, a salinidade na fase reprodutiva afetou negativamente a maioria dos genoétipos
(Tabela 6, Tabela 7, Tabela 8).

Ao considerar a caracteristica numero de paniculas por planta (NPP), os
genotipos sao separados em sete grupos (Tabela 6). As cultivares que apresentaram
0s maiores valores médios de NPP foram BRS A501, BR/IRGA 421 e Lemont, com



63

21,17, 19,75 e 18,83 paniculas por planta, respectivamente. Os menores valores
meédios foram observados em um grupo composto por 13 gendtipos, variando de 3 a
4,83 paniculas por planta. Os grupos intermediérios apresentam NPP médio variando
de 13,5 a 16,5; 9,8 a 13,33; 7,17 a 9,67; 6,17 a 7; e 5 a 6, com 20, 53, 51, 23 e 20
genaotipos, respectivamente.

O numero de paniculas por planta depende da capacidade da planta em
produzir afilhos primérios, secundarios e terciarios (Xing; Zhang, 2010), e é
determinado na transicdo do estddio vegetativo para o reprodutivo (Das; Parida,
2022). Dentro dessa perspectiva, essa caracteristica ndo foi afetada pelo sal, pois
neste estudo o estresse foi aplicado no estadio R2, quando o NPP ja havia sido
definido. Além disso, mesmo que o estresse tenha ocorrido antes do estadio
reprodutivo, estudos anteriores demonstraram que a ocorréncia de estresse salino ao
longo do desenvolvimento do arroz ndo afeta o NPP (Mitsuya et al., 2019; Zheng et
al., 2021). Por outro lado, Zhang et al., (2022b) observaram uma reducao significativa
no NPP em gendtipos de arroz submetidos a salinidade ao longo do ciclo de
desenvolvimento. Da mesma forma, Gerona et al., (2019) também encontraram uma
reducdo significativa no NPP quando o estresse salino foi aplicado na fase
reprodutiva.

Levando em consideracdo todos esses aspectos, a presente pesquisa nao
conseguiu identificar se a variacdo observada para NPP entre 0s acessos de arroz é
majoritariamente controlada pelo gendtipo ou o quanto € influenciada pela salinidade.
Vérios fatores podem influenciar o NPP, como gendtipo, densidade de semeadura e
ambiente, tornando esta caracteristica dificil de ser interpretada. Além disso,
considerando uma relagdo negativa entre NPP e nimero de espiguetas por panicula,
como demonstrado por Zhang e yamagishi (2010), os genétipos com maior NPP

identificados neste estudo podem né&o ser os melhores.
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Tabela 6 - Médias agrupadas do nimero de paniculas por planta (NPP) avaliadas em 183 gendtipos
(G) de arroz sob estresse salino (150mM) na fase reprodutiva. As médias seguidas da mesma letra na

coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

G NPP G NPP G NPP G NPP G NPP
43 21,17a 66 12,17c 14 983c 47 8,20d 63 6,17e
31 19,75a 133 12,00¢c 35  9,80¢ 34 817d 115 6,17e

143 18,83a 16 11,83¢ 1 967d 123 8,17d 23 6,00f
38  16,50b 108 11,83c 125  9,67d 3 800d 60 6,00 f
141 16,17b 5 11,67c 159  9,67d 104 8,00d 81 6,00f
154  1583b 28 1167c 45  950d 37 7,83d 109 6,00 f
170  15,83b 69 1167c 126  9,50d 59 7,83d 129 6,00 f
172 1583b 79 1150c 161  9,50d 121 7,83d 62 583f
164  1567b 128 1150c 162  9,50d 13 7,67d 74  583f
93  1560b 165 11550c 163 9,50d 19 767d 103  583f
29  1550b 166 11,33c 180  9,50d 77 767d 111  583f
177 1533b 169 11,33c 4 933d 142 7,67d 122 567f
167  15,00b 36 11,17c 33 9,33d 52 7,33d 153 567 f
30  14,83b 75 1117c 127 9,33d 39 717d 73 550f
147  14,67b 156 11,17 ¢ 25  920d 53 7,17d 120 550f

2 1433b 171 11,00c 140  9,17d 176 7,17d 58 533f

32 1417b 100 10,83c 10  9,00d 11 700e 82 5733f

134 14,00b 144 10,83c 27 9,00d 50 7,00e 85 5733f
76  13,83b 57 10,80 ¢c 56  9,00d 92 7,00e 179  5733f
41 13,80b 71  1067c 87  9,00d 9% 7.00e 17 517f
7 1367b 80 10,67 c 132 9,00d 112 7,00e 21  500f
175  1367b 90 10,67c 135  9,00d 158 7,00e 106 5,00 f
155  1350b 124 1067 c 139 9,00d 160 7,00 e 61 4,83g
88 13,33 ¢ 149 10,60 c 49  883d 18 6,83e 110 4,83 g
136 13,33 ¢ 9 1050c 72 883d 15 6,67e 114 4,83g
64  13,00c 89 10550c 105  8,83d 20 667e 48 4509

8  1283c 150 10,50 ¢c 138 8,83d 86 6,67e 68 450(

78 12,83 ¢ 151 10,50 ¢c 146  8,83d 94 667e 173 450g
145 12,67 ¢ 44 1033c 178  8,83d 118 6,60e 65 4,33g
157 12,67 ¢ 102 10,33c 6 875d 40 650e 117 4,33g
168 12,67 ¢ 67 10,17c 46  8,75d 83 6,50e 119 4,33¢g

99 12,50 ¢ 70 1017c 22 850d 182 6,50 e 97 4,00g

24  1233c 152 10,17c 95  850d 26 640e 181 3,83¢g

42 12,33 ¢ 12 10,00¢ 148 850d 84 6,33e 183 3,17g

51 12,33 ¢ 55 10,00 c 174  850d 91 633e 116 3,00
101 12,33 ¢ 107  10,00¢c 54  8733d 98 6,33e
130  12,33¢ 131 10,00¢c 137 8,25d 113 6,33e

Fonte: Elaborada pelo autor.

O estresse salino aumenta a esterilidade do arroz, afetando diretamente o

rendimento (Abdullah; Khan; Flowers, 2001; Saidy; Arslan, 2022). Neste estudo,

observou-se que a maioria das paniculas produzidas sob salinidade eram

completamente estéreis. Com base nos valores do numero de paniculas estéreis por

planta (NPEP), os gendtipos foram divididos em cinco grupos (Tabela 7). Observou-

se que apesar do gendtipo BRS A501 apresentar alto valor de NPP, possui maior



65

média de numero de paniculas estéreis (20,5 - 96,84%). Os demais grupos com
maiores valores médios de NPEP, 15 a 15,67 e 11,83 a 13,67, sédo formados por 5 e
10 gendtipos, respectivamente. Os dois maiores grupos apresentam NPEP médio
variando de 8 a 11,5 (54 genotipos) e 5 a 7,83 (69 gendtipos). O grupo com 0S
menores valores médios de NPEP (0,17 a 4,8) € composto por 44 genotipos, que, em
geral, sGo menos sensiveis a salinidade. Similarmente, aumento significativo na
esterilidade também foi observado em genétipos de arroz submetidos a 8 dS m™’
(Chattopadhyay et al., 2021). Tem sido demonstrado que o PEPP foi severamente
afetado pela salinidade na fase reprodutiva porque a viabilidade do polen, que reflete
no numero de flores férteis por panicula, foi substancialmente reduzida por este
estresse (Rao et al., 2008).

Inibicdo da viabilidade polinica e fotossintese, menor acimulo de K* e maior
acumulo de Na* em diferentes partes da flor sdo causas da esterilidade em arroz sob
estresse salino. Além disso, o alto acimulo de fotoassimilados (a¢Ucares) nos ramos
primério e secundario da panicula, haste principal da panicula e caule da panicula, ou
seja, limitacdo da translocacdo de fotoassimilados em espiguetas priméarias e
secundarias, também estdo envolvidos neste problema. Além disso, a atividade
reduzida de amido sintase em grdos em desenvolvimento também contribui para a
esterilidade de espiguetas de plantas sob salinidade (Abdullah; Khan; Flowers, 2001,
Abdullah; Khan; Flowers, 2002).
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Tabela 7 - Agrupamento médio do nimero de paniculas estéreis por planta (NPEP) avaliado em 183
genotipos (G) de arroz sob estresse salino (150mM) em fase reprodutiva. As médias seguidas da
mesma letra na coluna ndo diferem entre si por Scott-Knott (p < 0,05).

G NPEP G NPEP G NPEP G NPEP G NPEP
43 20,50 a 100 10,00d 2 7,33 e 53 6,17 e 137 4,50f
164 15,67b 12 9,50d 19 7,33 e 127 6,17e 173 4,50f
154 15,33b 90 9,50d 24 7,33 e 84 6,00 e 4 4,33 f
170 15,33b 107 9,50d 49 7,33 e 124 6,00 e 13 4,33 f
31 15,00 b 161 9,50d 174 733e 129 6,00e 48 4,33 f
143 15,00 b 166 9,50d 25 7,20 e 158 6,00 e 176 4,33f
167 13,67c 30 9,33d 3 7,17 e 42 583e 126 4,17f
64 13,00 c 125 9,33d 27 7,17 e 141 5,83e 59 4,00 f
134 13,00c 169 9,33d 52 7,17 e 118 5,80e 94 4,00 f
136 12,83c 28 9,17d 145 7,17e 46 575e 97 4,00 f
66 12,17 c 140 9,17d 96 7,00 e 77 567e 110 4,00f
168 12,17c 144 9,17d 160 7,00e 113 5,67 e 112 4,00f
172 12,17c 156 9,17d 162 7,00e 103 5,550e 11 3,83 f
101 12,00c 8 9,00d 22 6,83 e 111 5,50e 119 3,83f
108 11,83c 45 9,00d 34 6,83 e 122 5,50e 35 3,80 f
177 11,83c 67 9,00d 104 6,83e 153 5,50e 68 3,67f
7 11,50d 75 9,00d 92 6,80 e 5 533 e 115 3,67 f
51 11,50d 152 9,00d 20 6,67 e 81 533 e 39 3,50 f
69 11,50d 138 8,83d 54 6,67 e 120 5,33e 40 3,50 f
79 11,50d 6 8,75d 56 6,67 e 132 533e 58 3,50 f
165 11,50d 10 8,67 d 178 6,67 e 62 517e 80 3,50 f
99 11,33d 55 8,67 d 15 6,50 e 85 517 e 86 3,50 f
38 11,17d 78 8,67 d 37 6,50 e 87 517 e 106 3,33f
171 11,00d 157 8,67d 83 6,50 e 17 500e 131  3,33f
128 10,83d 135 8,50d 142 6,50e 21 500e 60 3,17 f
147 10,83d 36 8,33 d 163 6,50e 23 500e 65 3,00 f
175 10,83d 155 8,33d 182 6,50e 76 500e 133 3,00f
57 10,80d 93 8,20d 47 6,40 e 123 5,00e 183 3,00f
29 10,67 d 1 8,17d 50 6,33 e 33 4,83 f 179 2,83f
89 10,50 d 71 8,17d 72 6,33 e 63 4,83 f 181 2,17f
41 10,40d 88 8,17d 91 6,33 e 70 4,83 f 116 1,83f
44 10,33d 139 8,00d 95 6,33 e 73 4,75 f 61 1,67f
102 10,33d 151 8,00d 98 6,33 e 74 4,67 f 159 1,67f
9 10,17 d 121 7,83e 146 6,33 e 114 4,67f 117 0,83f
16 10,17d 149 7,60e 26 6,20 e 109 4,60f 105 0,17f
150 10,17d 148 7,50e 14 6,17 e 82 4,50 f

32 10,00d 180 7,50e 18 6,17 e 130 4,50f

Fonte: Elaborada pelo autor.

A esterilidade da panicula principal (PEPP) é outro fator diretamente afetado

pelo estresse salino. Para PEPP os gendtipos foram alocados em quatro grupos

(Tabela 8). Os genatipos IAC 600 e BRS Ligeirinho apresentaram o menor percentual
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de esterilidade da panicula principal. Entre os genotipos avaliados, 142 apresentam
mais de 82% de esterilidade, sendo distribuidos no mesmo grupo.

Um estudo realizado no IRRI (International Rice Research Institute) no Burundi,
também observou que o estresse salino afeta a porcentagem de grdos cheios na
panicula, a medida que a dose de estresse aumenta (Irakoze et al., 2021). Como
mencionado anteriormente, a esterilidade causada pela salinidade € consequéncia da
menor viabilidade do pdlen e deficiéncia de nutrientes para o grao (Alhammadi; Kurup,
2012).
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Tabela 8 - Agrupamento médio da esterilidade da panicula principal (MPS), expressa em porcentagem,
avaliada em 183 gendtipos (G) de arroz sob estresse salino (150mM) em fase reprodutiva. As médias
seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si por Scott-Knott

G MPS G MPS G MPS G MPS G MPS

6 100,00 a 168 99,46 a 111 97,02a 142 89,12 a 58 77,90Db
20 100,00 a 154 99,33 a 122 96,98 a 18 88,79a 42  77,31b
21 100,00 a 135 99,23 a 55 96,94 a 71 88,72 a 61 77,05b
44 100,00 a 45 99,18 a 162 96,90 a 22 88,62a 56  75,66Db
57 100,00 a 62 99,15a 54 96,88 a 127 88,51 a 29 7562b
64 100,00 a 69 99,11a 145 96,68 a 155 88,48 a 32 7525Db
66 100,00 a 174 99,09 a 75 96,67 a 181 88,32a 70 7521b
79 100,00 a 134 99,07 a 167 96,63 a 13 883la 16 75,12b
83 100,00 a 43 99,0l a 169 96,61a 14 88,27 a 24 74.89b
89 100,00 a 100 99,01 a 177 96,57 a 77 87,84a 46 71,66b
91 100,00 a 17 98,84 a 7 96,55 a 132 87,77 a 176 71,49Db
96 100,00 a 128 98,79 a 12 96,15a 123 87,76 a 157 71,43b
97 100,00 a 136 98,77 a 118 96,00 a 47 87,53 a 106 71,12b
98 100,00 a 81 98,58 a 175 94,98 a 87 87.45a 35 71,09b
102 100,00 a 51 9855a 53 9498a 143 87,33 a 86 70,71b
108 100,00 a 15 98,53 a 120 94,87 a 8 87,32 a 131 70,34Db
121 100,00 a 113 98,32 a 156 94,55a 88 87,07a 159 68,20c
129 100,00 a 178 98,31la 152 94,45a 78 86,73 a 133 67,22c
138 100,00 a 103 98,21 a 180 93,78 a 25 86,65a 93 66,56 ¢C
140 100,00 a 125 98,20 a 99 93,77 a 158 86,49 a 130 64,64c
160 100,00 a 110 98,13 a 28 93,73 a 49 8515a 76 6251c
161 100,00 a 48 98,12 a 59 93,69 a 65 84,98 a 172 61,69c
164 100,00 a 166 97,99 a 73 93,49 a 36 84,88a 149 61,19c
165 100,00 a 114 97,92 a 151 93,12 a 112 84,38a 4 59,99 ¢
171 100,00 a 119 97,87 a 94 93,10a 115 84,11 a 141 59,47c
173 100,00 a 67 97,73 a 68 9291a 163 83,74 a 39 59/46¢C
182 100,00 a 34 97,67a 139 92,79 a 95 83,70a 117 57,67c
183 100,00 a 146 97,63 a 40 92,74 a 1 83,43 a 116 56,20c
52 99,87 a 31 9749a 148 92,33 a 23 82,87a 80 56,19c
90 99,84a 107 9746a 10 92,04a 72 82,84a 179 53,01c
9 99,82 a 170 9745a 63 9195a 2 82,16 a 126 52,78 c
85 998la 41 97,42 a 82 9138a 27 8111b 5 50,08 c
150 99,81 a 101 9742a 104 91,19a 30 80,71b 105 48,21c
26 99,80a 50 97,42a 109 91,06 a 144 79,98 Db 60 44,08d
92 99,61a 37 9735a 38 91,00a 33 78,74Db 124 41,80d
19 99,56a 84 97,16a 147 89,85a 74 78,46b

153 99,52 a 3 97,05 a 137 89,45a 11 78,23 b

Fonte: Elaborada pelo autor.

Quando consideradas as trés variaveis e calculada a distancia genética, o

agrupamento hierarquico dividiu os genétipos em trés grupos (Figura 7). O maior

grupo possui 111 gendtipos (cluster Il - verde), enquanto o menor grupo é formado
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por 17 acessos (cluster | — vermelho). Os 55 gendtipos restantes foram alocados para
o terceiro grupo (cluster Il - azul).
Figura 7 - Agrupamento hierarquico obtido pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method

Arithmetic Mean) a partir da distancia euclidiana de 183 gendétipos de arroz submetidos a salinidade
(150mM) no estadio reprodutivo, com base no nimero de paniculas por planta (NPP), nimero de

paniculas estéreis por planta (NPEP) e porcentagem de esterilidade da panicula principal (PEPP).
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Fonte: Elaborada pelo autor.

No cluster I, os genoétipos sdo menos sensiveis ao estresse de salinidade na
fase reprodutiva (Tabela 8 e Figura 7). Este grupo é composto por genotipos
estrangeiros do Japdo e Taiwan, além de brasileiros desenvolvidos por diferentes
programas de melhoramento. A maioria dos genétipos é utilizada para cultivo em

sistema irrigado, e pertencem as subespécies indica (10) e japonica (7). Alguns
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desses acessos foram previamente estudados sob estresse salino na fase inicial de
desenvolvimento e diferentes respostas foram verificadas. Esse resultado ja era
esperado, pois 0s genes que controlam a tolerancia a salinidade no inicio do estadio
vegetativo ndo sdo 0S mesmos responsaveis por essa caracteristica na fase
reprodutiva (Singh; Kota; Flowers, 2021).

Os clusters 1l e Ill séo formados por gendtipos sensiveis ao estresse salino ha
fase reprodutiva. O cluster Ill contém acessos nos quais o PEPP varia de 90 a 100%,
sendo que grande parte (93) pertence a subespécie indica. As cultivares BRS AG e
BRS Pampa sdo sensiveis a salinidade na fase inicial de desenvolvimento
(Cavalcante et al., 2019), bem como na fase reprodutiva observada neste estudo
(Tabela 8 e Figura 7). O gendtipo IRGA 424 RI foi amplamente afetado pelo estresse
salino na fase reprodutiva (Tabela 7 e Figura 7), resultado semelhante foi encontrado
por Fraga et al., (2010). Esses autores verificaram que a entrada de solucéo salina na
fase reprodutiva causa esterilidade e afeta os componentes do desempenho. Outro
estudo, com 10 gendtipos cultivados in vitro sob estresse salino na fase vegetativa,
constatou que o BRS Bojuru € o mais tolerante, enquanto o BRS Ligeirinho e o BRS
7 Taim sdo os mais sensiveis (Benitez et al., 2010). Curiosamente, BRS Ligeirinho &
menos sensivel que BRS Bojuru na fase reprodutiva (Tabela 8 e Figura 7). Esse
comportamento pode ser explicado pela falta de correlacdo da tolerancia ao estresse
salino entre o inicio do estadio vegetativo e o reprodutivo.

Para complementar os resultados obtidos pelo método hierarquico, foi realizada
uma analise de PCA. Com base nas caracteristicas analisadas (NPP, NPEP e PEPP),
dois componentes explicaram 97,3% da variacdo total (Figura 8). O primeiro
componente principal (PC1) é responsavel por 60,4% da variacdo total, enquanto o
segundo componente principal (PC2) explicou 34,9%. Pesquisas anteriores com
colecOes de acessos de arroz também observaram resultados semelhantes em PCA.
Em um estudo com 50 gendtipos de arroz submetidos a salinidade na fase reprodutiva,
0os dois primeiros componentes principais também explicaram grande parte da
variacdo genética (Barrera Jr. et al., 2019). Os autores encontraram 95,51% em um
minicampo controlado, 89,19% em um campo, 95% em uma estufa usando hidroponia
e 92,49% em uma estufa usando o método do solo. Adicionalmente, em outro estudo
realizado com 82 acessos de arroz sob salinidade na fase reprodutiva, os trés

primeiros componentes explicam 68,44% da variacdo total (Manohara; Morajkar;
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Shanbagh, 2020). Aparentemente, o PCA é adequado para visualizar a variabilidade

da resposta a salinidade na fase reprodutiva do arroz.

Figura 8 - Andlise de componentes principais (PCA) de 183 gendtipos de arroz submetidos a salinidade
(NaCl 150mM) no estadio reprodutivo, com base nas caracteristicas nimero de paniculas por planta
(NPP), nimero de paniculas estéreis por planta (NPEP) e porcentagem de esterilidade da panicula
principal (PEPP).
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Ao considerar a distribuicdo dos acessos em fungéo dos vetores, 0s genotipos
menos sensiveis a salinidade estdo localizados no quadrante superior direito. Eles
estdo localizados no lado oposto dos vetores de direcdo NPP, NPEP e PEPP,
apresentando valores mais baixos para essas caracteristicas quando comparados a

outros gendtipos (Figura 8). A maioria desses acessos corresponde ao grupo |
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(vermelho) do cluster hierarquico (Figura 7). Por outro lado, gendtipos que possuem
alto NPP também possuem alto NPEP, como Lemont. Por fim, um grande nimero de
genotipos é agrupado pelo vetor PEPP.

A concentracéo de salinidade usada neste estudo (150 mM ou ~15 dS m?) foi
estabelecida de acordo com a pesquisa feita por Lekklar et al., (2019), que
identificaram genes envolvidos com a tolerancia a esse estresse na fase reprodutiva.
Esta concentracdo € em parte semelhante as condic¢des locais. Carmona et al., (2011)
relataram que a condutividade elétrica (CE) da lagoa Laguna dos Patos, que é
utilizada para irrigacédo de arroz, pode variar de valores proximos a 0 a acima de 12
dS m, enquanto no solo a CE pode ser maior que 5 dS m. Assim, esta pesquisa
simula uma situacdo de uso de &gua com alta salinidade, que pode ocorrer em
determinadas regides do Rio Grande do Sul. No entanto, se a salinidade do solo for

considerada, novos estudos com menor concentracao de sal, devem ser conduzidos.

3.4 Conclusodes

Foi detectada variabilidade genética para tolerancia a salinidade na fase
reprodutiva entre gendtipos de arroz. A maioria dos acessos foi severamente afetada
pelo estresse, com alto numero de paniculas totalmente estéreis (NPEP) e alta
porcentagem de esterilidade da panicula principal (PEPP). Por outro lado, alguns
gendtipos foram menos afetados pelo estresse de salinidade e podem ser

considerados para estudos futuros, por exemplo, IAC 600 e BRS Ligeirinho.



4 CAPITULO Il -Mapeamento associativo para caracteristicas de interesse

agronémico em acessos de arroz utilizados no Brasil

4.1 Introducao

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos alimentos basicos mais significativos, pois €
consumido diariamente por metade da populacdo mundial, portanto essa cultura é
importante para a seguranca alimentar (Tang et al., 2023). O incremento de
produtividade € essencial para atender a demanda crescente, principalmente pelo
aumento populacional (Satrio et al., 2023).

O desenvolvimento de novos gendtipos elites, com elevada produtividade,
gualidade e cada vez mais adaptados as adversidades € fundamental para garantir a
disponibilidade de alimentos (Tang et al., 2023). Com o0s avanc¢os da biotecnologia,
como a genotipagem de polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) de alta densidade,
os estudos da gendmica do arroz foram impulsionados (Huang; Lu; Han, 2013; Jing-
Hua; Chang-Yin; Qi-Fa 2013). Nos ultimos anos, o estudo de associacdo genémica
ampla (GWAS) tem sido amplamente utilizado para identificar regides genémicas que
controlam caracteristicas de interesse. Embora essa ferramenta esteja propensa a
falsos resultados positivos, sua alta resolucdo e ampla cobertura de alelos tornam o
GWAS uma adicéo importante ao conjunto de ferramentas para a dissecacéo genética
de caracteristicas complexas (Fang et al., 2017; Liu et al., 2022b; Ma et al., 2018;
Wondimu et al., 2023).

Estudos de associacdo estabelecem uma conexao entre fenétipo e gendétipo,
permitindo identificar pequenas variacbes no DNA que resultam em variacdes
fenotipicas. Essa abordagem quantitativa é baseada em desequilibrio de ligacéo
(Flint-Garcia; Thornsberry; Buckler, 2003). Em plantas autbgamas como o arroz, o
desequilibrio de ligacdo é relativamente maior, quando comparado a plantas
alégamas. Consequentemente, sdo necessarios um menor nimero de marcadores,
assegurando a cobertura do genoma. No entanto, o0 marcador nesse caso pode estar
localizado longe do gene-alvo (Aranzana et al., 2005).

Nas Uultimas décadas, estudos de associacdo tém sido realizados
frequentemente em arroz, tanto para a identificacdo de SNPs relacionados com
caracteristicas de interesse agronémico, quanto para tolerancia a estresses hiéticos e
abidticos, entre outros (Khatab et al., 2022; Liu et al., 2022b; Liu et al., 2020; Lv et al.,
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2022; Reig-Valiente et al., 2018; Verma et al., 2022; Yano et al., 2016). Porém, ha
poucos estudos de GWAS empregando germoplasma de arroz utilizado no Brasil
(Oliveira et al., 2023b; Pantalido et al., 2016, 2020). Desta forma, este trabalho teve
como objetivo, realizar o mapeamento associativo para dez caracteristicas de
importancia agrondmica em uma colecdo de acessos de arroz que compdem o

germoplasma brasileiro.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Germoplasma

Para a composicdo do painel, um conjunto de 188 acessos de arroz foi
selecionado para o estudo (Tabela 2), buscando amostrar a variabilidade genética
existente no banco de germoplasma de arroz do Brasil. Como critério de selecdo dos
acessos, foi levado em consideracao as instituicdes detentoras, obtendo-se genétipos
de todas as instituicbes dedicadas ao melhoramento de arroz, além de acessos que
apresentam importancia nos programa de melhoramento, como cultivares
estrangeiras. No estudo também foram incluidas linhagens mutantes, derivadas da
cultivar BRS Queréncia e BRS Pampeira e uma cultivar hibrida. Genétipos de tipos
especiais, ou seja, aromaticos, com epiderme colorida (vermelho e preto) e com baixo

teor de amilose, também foram incluidos na amostra do germoplasma utilizado.

4.2.2 Genotipagem

No laboratério de biologia molecular do Centro de Genbmica e
Fitomelhoramento (CGF) foi realizada a coleta de folhas jovens dos 188 acessos de
arroz, e as amostras foram fixadas em nitrogénio liquido. Posteriormente, as amostras
foram maceradas e submetidas a extragdo de DNA pelo método CTAB (brometo de
cetiltrimetilamoénio) (Doyle; Doyle, 1990). O envio do DNA para o Laboratério de
Servigos de Genotipagem do IRRI (Instituto Internacional de Investigacdo do Arroz),
nas Filipinas, ocorreu apés a liofilizacdo das amostras, parte deste material foi enviado
em 2017 (94) e parte em 2021 (94).

A genotipagem dos 188 acessos de arroz foi feita utilizando 7098 marcadores
moleculares SNPs (polimorfismo de nucleotideo Unico), usando a plataforma 7K
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Infinium SNP (lllumina ®) (versao atualizada 6K Infinium array), do Laboratério de

Servicos de Genotipagem do IRRI/Filipinas (Thomson et al., 2017).

4.2.3 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 filtrados de acordo com Min Proportion of Sites
Present: 0,8; Min Heterozygous Proportion: 0; Max heterozygous Proportion: 0,25.
Apos a primeira filtragem restaram 177 genotipos e 4843 marcadores.

A segunda filtragem, baseada no desequilibrio de ligacdo, foi executada no
programa pLINK (Purcell et al., 2007). Inicialmente, ainda no programa TASSEL
V.5.2.41, foi feito o célculo do desequilibrio de ligacdo para cada cromossomo, que
em média apresentou um R? de 0,5. 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 (LD decay de
~100.000pb). Apés a segunda filtragem restaram 1185 marcadores, 0s quais foram
utilizados para construcdo da matriz de parentesco, estrutura da populacao e analise

de GWAS (genome-wide association study).

4.2.4 Matriz de parentesco

Para construcdo da 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 nao
publicado). Os valores transformados foram utilizados para obtencdo da matriz de
parentesco de acordo com o modelo Queller-Goodnight no programa Coancestry
(Wang, 2011). Posteriormente, os resultados foram transformados novamente

utilizando o programa HMPtoCoancestry.
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4.2.5 Estrutura da populacao

A estrutura da populacéo foi simulada pelo método de agrupamento bayesiano
usando o software Structure 2.3.4. Os valores de K da populagdo de 1 a 10 foram
simulados com 10 interacdes para cada K. A duracéo do periodo de queda de 150.000
seguida pelo numero de repeticdes MCMC ap6és a queda de 150.000 foi usada para
obter uma estimativa do niumero mais provavel de populagfes. Os demais parametros
foram mantidos conforme padréo do software.

Os resultados foram interpretados no software Structure Harvester (Pritchard et
al. 2000). Neste caso, o critério de Evanno foi aplicado para definir o nimero ideal de
grupos em que a populagao esta geneticamente estruturada (AK) (Evanno et al. 2005).

O painel estudado foi dividido em duas subpopulagdes.

4.2.6 Fenotipagem

A conducéo dos 177 acessos em um mesmo ambiente de cultivo foi realizada
na safra agricola 2021/2022 na Estacdo Experimental Terras Baixas, pertencente a
Embrapa Clima Temperado, localizada nas coordenadas geograficas, 31°48'49” de
latitude Sul e 52°28°20” de longitude Oeste, no municipio do Capéao do Leao, no estado
do Rio Grande do Sul.

Na conducao do experimento foi utilizado delineamento de blocos ao acaso,
com trés repeticdes. Cada gendétipo foi semeado em linhas de 0,5m, espacadas
0,18m, com densidade de semeadura de 35 sementes por linha. O manejo
fitossanitario e os tratos culturais foram feitos de acordo com as recomendacdes
técnicas para a cultura (SOSBAI, 2018).

As caracteristicas analisadas no campo foram altura da planta (AP) e numero
de afilhos (NA). AP foi obtida quando as plantas estavam em estadio R6 (Counce;
Keisling; Mitchell, 2000), usando régua graduada. A medida foi feita da base da planta
até ponta da panicula principal de cinco plantas por gendétipo. Na mesma ocasiao em
que foi avaliado AP, também foi realizada a contagem de afilhos por planta.

Apés a maturacdo dos genotipos (R8), as plantas foram colhidas, secas e
trilhadas individualmente. No laboratorio de poés-colheita do CGF, foram avaliados

namero de paniculas por planta (NP, unidades), comprimento da panicula principal
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(CPP, em centimetros), peso da panicula principal (PPP, em gramas), nimero de grao
cheios da panicula principal (GCPP, unidades), nimero de espiguetas estéreis da
panicula principal (EEPP, unidades), peso graos da panicula principal (PGPP, em
gramas), peso de cem gréaos (PCG, em gramas) e produtividade por planta (PP, em
gramas). As medidas foram realizadas com auxilio de uma régua graduada e 0s pesos

obtidos com uma balanca de preciséo (0,019).

4.2.7 Anédlise dos dados de fenotipagem

Os dados de fenotipagem foram testados quanto a normalidade utilizando o
procedimento proc univariate. Como nenhuma varidvel apresentou distribuicdo
normal, os dados foram avaliados quanto ao tipo de distribuicéo (exp, gamma, igauss,
logn) utilizando o procedimento proc severity. Todas as variaveis analisadas
apresentaram distribuicdo gamma. Em seguida, foi feito andlise de variancia usando
modelos lineares mistos generalizados — GLM (generalized linear mixed model),
através do o procedimento proc glimmix. Foi observada diferenca significativa para
genaotipo em todas as variaveis analisadas. As andlises foram feitas no programa SAS
Studio (SAS, 2023).

Os dados de fenotipagem foram transformados em BLUPs (Best Linear
Unbiased Prediction) levando em consideracdo o tipo de distribuicdo gamma e a

matriz de parentesco de Queller-Goodnight (Queller; Goodnight, 1989).

4.2.8 Analise do mapeamento associativo - GWAS

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 populacdo — Q (Principal
component analysis) — PCA (estudo 1), ou estrutura da populacao (estudo 2). Para
considerar um loco SNP associado as diferencas fenotipicas das variaveis estudadas
foi estabelecido como ponto de corte valores de p-value com correcéo de Bonferroni
(p-value = 0,05 / n°® SNPs) (Gonzalo et al., 2022). Os resultados foram apresentados

em Manhattan plot.
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4.2.9 Identificacdo de genes

Para a dissecacdo das regides cromossdmicas que apresentam SNPs
significativos foi utilizado a Base de Dados do Projeto de Anotacdo do Genoma
(http://rapdb.dna.affrc.go.jp/). Para identificar genes candidatos ligados a SNPs
associados as caracteristicas de interesse agronémico, foi verificada a localizacéao
fisica de cada SNP em cada cromossomo. A partir dessa posicao, foi analisada uma
regido de 10kb para cada lado.

4.3 Resultados e discussao

A producédo de grdos de arroz consiste em quatro componentes principais: o
namero de paniculas por planta, o niumero de gréos por panicula, a porcentagem de
graos férteis e o peso de 1000 graos. Mudancas na arquitetura da panicula tém sido
associadas com melhor rendimento de graos (Hori; Shenton, 2022). Nesse sentido é
importante identificar genes e QTLs associados a essas caracteristicas.

Para detectar associacdes entre marcadores SNP e variacbes nas
caracteristicas avaliadas nos 177 acessos da colecdo, foi utilizado o conjunto de
dados genotipicos que consiste em um painel de 1185 SNPs. Nesse estudo, ao utilizar
o PCA, foram identificados 65 marcadores SNPs associadas as caracteristicas
avaliadas. Sendo um associado a NP, dois a CPP, oito a GCPP, 35 a PCG, 19 a AP,
as caracteristicas PPP, PGPP, PP e NA ndo possuem nenhum marcador SNP
associado (Tabela 9). Para esses SNPs significativos foram anotados 158 genes no
RAP-DB (Tabela 10). Utilizando a estrutura da populacdo na analise GWAS foram
identificados 175 marcadores SNPs significativos ligados as caracteristicas, 14
associados a NP, 11 a CPP, quatro a PPP, 11 a GCPP, seis a GVPP, cinco a PGPP,
16 a PCG, seis a PP, 84 a AP e 18 a NA (Tabela 11). Na regido 20kb desses SNPs
significativos estdo anotados 464 genes (Tabela 12).

Para a variavel NP, utilizando PCA, foi mapeado apenas um marcador SNP
significativo, localizado no cromossomo 5 (Figura 9 e Tabela 9). Nessa regido foram
encontrados cinco genes (Tabela 10), nenhum deles anteriormente relacionado a NP.
Utilizando a estrutura da populagdo 14 SNPs significativos foram identificados,

localizados nos cromossomos 1, 2, 4, 8,10 e 11 (Figura 9 e Tabela 11). Préximos a
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esses ficam localizados 25 genes (Tabela 12), dos quais henhum esta diretamente
relacionado com o NP.

Estudo com 406 variedades de arroz identificou 17 QTLs associados ao NP
(Zhong et al., 2021). Entre eles, 11 foram detectados pelo método GLM, desses dois
sdo consistentes com o0s genes EP2/SRS1 e DEP1. Mutantes srs1 mostraram NP
significativamente reduzido em comparagdo com o tipo selvagem (Abe et al., 2010).
Outro estudo com 183 acessos de arroz, identificou 11 QTLs associados com NP
(Thapa; Tabien; Septiningsih, 2021). O NP é um dos componentes chave do
rendimento de grdo de arroz. Inimeros estudos avaliando o afilhamento tém sido
realizados, uma vez que o NP esta diretamente relacionado com a capacidade de
afilhamento do genotipo. Véarios QTLs ou genes associados a essas importantes

caracteristicas agronémicas foram identificadas (Liang et al., 2014).
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Figura 9 - Gréafico Manhattan plot do -Logl0 (P) vs. posi¢cdo cromossdmica de marcadores SNP
associados ao numero de paniculas (NP) em um painel de arroz cultivado no Brasil. A: Método GLM
(general linear model) utilizando dados fenotipicos, dados genotipicos e andlise de componentes
principais (PCA); B: Método GLM (general linear model) utilizando dados fenotipicos, dados genotipicos
e a estrutura da populacao.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Para a variavel NA nao foi encontrado nenhum SNP significativo quando PCA
foi empregado (Figura 10 e Tabela 9). Utilizando a estrutura da populagdo foram
identificados 18 SNPs (Figura 10 e Tabela 11). Na regiao destes SNPs estdo anotados
47 genes (Tabela 12). O NA é uma caracteristica importante, pois influencia o nimero
de paniculas. Além disso, plantas que possuem muitos afilhos produtivos podem néo
suportar a carga e levar ao aborto de paniculas de afilhos altos. Por outro lado, as
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plantas com poucos afilhos podem ter baixa produtividade (Azharudheen et al., 2022).
Azharudheen et al., (2022) identificaram trés marcadores associados ao NA em um
estudo com 88 genotipos de arroz aplicando o método MLM.

O gene 0Os08g0374100 (UBIQUITIN-CONJUGATING ENZYME 5) foi detectado
para NA e AP (Tabela 10). Estudos demonstram que esse gene se expressa em
inimeros 0Orgados, como raizes, folhas, meristema apical do caule, no estadio
reprodutivo na panicula (0 a 10 cm), 6vulo e na semente (11 a 29 depois apds a
polinizacdo) (E et al.,, 2015). Da mesma forma, o gene Os08g0157500 (CAFFEIC
ACID O-METHYLTRANSFERASE) também foi identificado em NA e AP (Tabela 12),
esse gene codifica uma enzima central para a biossintese da lignina (Louie et al.,
2010).

Os genes 0s01g0649000 (NP) e Os03g0860900 (CPP, AP e NA) (Tabela 12)
codificam uma proteina contendo o dominio repetido WD40. Nas plantas, as proteinas
de repeticio WD40 desempenham papéis importantes na regulacdo de varios
processos, como imunidade, formacdo da parede celular, regulacdo génica,
organizacdo dos microtubulos e degradacéo proteassémica (Jain; Pandey, 2018). As
inumeras funcdes das proteinas WD40 podem ser um indicativo do seu envolvimento
no crescimento e desenvolvimento do arroz. As quatro caracteristicas em que esses
genes foram identificados estdo diretamente relacionadas, por exemplo, o NA define
0 NP.



82

Figura 10 - Grafico Manhattan plot do -Log10 (P) vs. posi¢do cromossdmica de marcadores SNP
associados ao numero de afilhos (NA) em um painel de arroz cultivado no Brasil. A: Método GLM
(general linear model) utilizando dados fenotipicos, dados genotipicos e andlise de componentes
principais (PCA); B: Método GLM (general linear model) utilizando dados fenotipicos, dados genotipicos

e a estrutura da populacao.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Para a variavel CPP, utilizando PCA, foram mapeados dois marcadores SNPs

significativos, localizados no cromossomo 12 (Figura 11 e Tabela 9). Ligados a esses

SNPs foram identificados cinco genes (Tabela 10). Utilizando a estrutura da

populacao, 11 SNPs significativos foram mapeados (Figura 11 e Tabela 11). Na regiao

20kb desses SNPs foram anotados 35 genes (Tabela 12). Em ambos métodos foi

detectado o gene 0s1290242700 (Tabela 10 e Tabela 12). Esse gene é expresso na
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antera, onde p-Ketoacil sintetiza compostos defensivos que beneficiam o seu
desenvolvimento (Jeong; Jung, 2015; Tseng et al., 2020). Os demais genes anotados
ainda ndo possuem nenhuma relagcéo descrita com CPP.

Estudo com 183 acessos de arroz, identificaram 6 QTLs associados com
comprimento da panicula, sendo um localizado no cromossomo 12 (Thapa; Tabien;
Septiningsih, 2021). Outro estudo obteve 14 marcadores significativos ligados ao
comprimento da panicula. Cinco desses marcadores Sdo comuns para genes
envolvidos na altura da planta e comprimento da panicula (Reig-Valiente et al., 2018).
Crowell et al., (2016) identificou um gene candidato EP3/LP perto de um SNP
significativo, que se localiza no cromossomo dois, nenhum desses genes foi mapeado
neste estudo. No experimento em que houve o silenciamento do gene ep3 ocorreu
reducdo no tamanho da panicula (Borna et al., 2022). O comprimento da panicula é
frequentemente associado ao rendimento, pois paniculas longas podem produzir
maior numero de espiguetas e, portanto, maior niumero de graos (Reig-Valiente et al.,
2018).
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Figura 11 - Grafico Manhattan plot do -Log10 (P) vs. posi¢do cromossdmica de marcadores SNP
associados ao comprimento da panicula principal (CPP) em um painel de arroz cultivado no Brasil. A:
Método GLM (general linear model) utilizando dados fenotipicos, dados genotipicos e analise de
componentes principais (PCA); B: Método GLM (general linear model) utilizando dados fenotipicos,
dados genotipicos e a estrutura da populacao.
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Elaborada pelo autor.

Quando PCA foi utilizado como Q no modelo GLM, a variavel PPP néao

apresentou nenhum SNP significativo (Figura 12 e Tabela 9). Da mesma forma,

estudo com 328 acessos de arroz, utilizando o método MLM (Mixed Linear Model),

nao identificou nenhum SNP associado a peso relativo da panicula, usando um ponto

de corte (-logio pvalue >4) (Ueda et al., 2015). Ja& quando se utiliza o método GLM,

com a estrutura da populagdo como Q foi mapeado quatro SNPs significativos (Figura
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12 e Tabela 11) e nessa regido estdo anotados 15 genes (Tabela 12). Estudos
demonstram que o0 gene 0s05g0569300 (OsbzIP45) (Tabela 12) foi regulado
positivamente em um ou mais estadios de desenvolvimento da panicula e, também,
foi fortemente induzido pelo estresse induzido por desidratagéo, sal e frio (Zhang et
al.,, 2012). O gene OsbZIP45 pode estar relacionado com o PPP ja que é
positivamente expresso na panicula. O gene 0s05g0576300 (OsC3H39) (Tabela 12)
€ expresso exclusivamente em inflorescéncias (Wang et al., 2008a), por isso sugere-
se que esse gene pode contribuir para a formagcao adequada de gréos e consequente
com o PPP.
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Figura 12 - Grafico Manhattan plot do -Log10 (P) vs. posi¢do cromossdmica de marcadores SNP
associados ao peso da panicula principal (PPP) em um painel de arroz cultivado no Brasil. A: Método
GLM (general linear model) utilizando dados fenotipicos, dados genotipicos e analise de componentes
principais (PCA); B: Método GLM (general linear model) utilizando dados fenotipicos, dados genotipicos

e a estrutura da populacao.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Para a variavel GCPP, quando PCA foi aplicado, foram mapeados oito

marcadores SNPs significativos (Figura 13 e Tabela 9), e proximo a localizacéo

desses foram identificados 17 genes (Tabela 10). Ja pelo método GLM com a estrutura

da populacdo foram mapeados 11 SNPs significativos (Figura 13 e Tabela 11),

préximo aos quais estdo anotados 30 genes (Tabela 12). Para essa caracteristica foi

observado que oito genes anotados séo iguais nos dois métodos (0s01g0899500,
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0Os01g0899700, Os01g0899800, Os08g0545900, Os08g0546100, Os119g0474583,
0Os11g0474600 e Os11g0584100) (Tabela 10 e Tabela 12).

Estudo realizado com 620 acessos de arroz, aplicando o método MLM,
identificou apenas um SNP significativo associado a nimero de gréos, localizado no
cromossomo 6 (Huang et al., 2012). Outro estudo, usando quatro métodos (GLM,
MLM, BLINK e FarmCPU), identificou 21 QTLs associados a numero de gréos, dos
quais 16 QTLs foram identificados pelo método GLM. Dos QTLs identificados, cinco
ja haviam sido mapeados anteriormente (OsSERF77, EUI1, OsPFPB, OsCOL13 e
DEP3), os quais estao relacionados com o desenvolvimento de sementes, paniculas
ou floracdo (Zhong et al., 2021). No entanto, o presente estudo ndo mapeou nenhum
dos genes relatados anteriormente.

O gene 0s08g0546100 (OsBAG2), anotado nesse estudo, € expresso em
inumeros tecidos, incluindo pistilo, antera, ovario e embrido (Zhou et al., 2021). O
desenvolvimento adequado desses 6rgdos esta diretamente relacionado com a
formacao dos graos, sugerindo a participacao desse gene no controle GCPP. O gene
OsbZzZIP45 (0s05g0569300), ja relatado anteriormente para PPP, também foi
observado para GCPP, reforcando sua participacéo no controle da formacéao de gréos
da panicula. Estudos prévios demonstram gue o gene 0s02g0498700 (Tabela 12) é
positivamente expresso em anteras, pistilos, inflorescéncia pré-emergéncia,
inflorescéncia pés-emergéncia, sementes 5 dias apds a polinizacao (DAP), embrides
em 25 DAP, endosperma aos 25 DAP e sementes aos 10 DAP (Kong et al., 2019).
Dessa forma, sugere-se que esse gene esta diretamente relacionado com o nimero
de GCPP.



Figura 13 - Grafico Manhattan plot do -Log10 (P) vs. posi¢do cromossdmica de marcadores SNP
associados ao numero de gréos cheios da panicula principal (GCPP) em um painel de arroz cultivado

no Brasil. A: Método GLM (general linear model) utilizando dados fenotipicos, dados genotipicos e
analise de componentes principais (PCA); B: Método GLM (general linear model) utilizando dados

fenotipicos, dados genotipicos e a estrutura da populacgéo.
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Para a variavel EEPP, quando PCA é utlizado no modelo GLM, foram

detectados dois marcadores SNPs significativos, localizados nos cromossomos 5 e

11 (Figura 14 e Tabela 9). Proximo a esses SNPs foram identificados seis genes
(0Os05g0168200, Os05g0168300, Os059g0168400, Os05g0168500, Os11g0444700 e
0Os11g0444900), nenhum deles ainda nomeado/identificado (Tabela 10). Utilizando a

estrutura da populagédo foram mapeados seis SNPs significativos (Figura 14 e Tabela
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11). Proximo a estes marcadores estdo anotados 16 genes (Tabela 12). Nenhum
desses genes foi relacionado com EEPP anteriormente. O gene OsbZIP45I
(Os05g0569300) anotado anteriormente associado a PPP e GCPP, também esta
associado a EEPP, reforcando sua participacdo no enchimento de graos e peso de
panicula. Em um estudo, utilizando o método GLM, foram identificados 14 QTLs
associados a numero de espiguetas estéreis por panicula. Desses um localizado
proximo ao gene OsSOAT e outro préximo ao gene OsBOR4 (Zhong et al., 2021). No
entanto, neste estudo nenhum desstes genes estédo localizados proximos aos SNPs

significativos.
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Figura 14 - Grafico Manhattan plot do -Log10 (P) vs. posi¢do cromossdmica de marcadores SNP
associados ao numero de espiguetas estéreis da panicula principal (EEPP) em um painel de arroz
cultivado no Brasil. A: Método GLM (general linear model) utilizando dados fenotipicos, dados
genotipicos e analise de componentes principais (PCA); B: Método GLM (general linear model)
utilizando dados fenotipicos, dados genotipicos e a estrutura da populacao.
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Quando a analise de GWAS foi feita utilizando PCA, a variavel PGPP nao
apresentou nenhum SNP significativo (Figura 15 e Tabela 9). Por outro lado, usando
a estrutura da populacdo foram mapeados cinco SNPs significativos (Figura 15 e
Tabela 11), e proximo destes estdo anotados 15 genes (Tabela 12). O gene
0s09g0542000 (OsAlba7) (Tabela 12) foi anotado tanto para PGPP como para PPP,

isso pode indicar uma relagdo com a produtividade. O peso dos graos € determinante
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para a produtividade. Alguns genes que controlam essa caracteristica ja foram
identificados previamente GW2, GW7/0sSPL16, GS2/0sGRF4, GS5 e TGW2 (Hu et
al., 2015; Li; Xue, 2011; Ponce et al., 2020; Ruan et al., 2020; Song et al., 2007).
Porém nenhum desses genes foi detectado neste estudo.

Figura 15 - Grafico Manhattan plot do -Log10 (P) vs. posi¢do cromossdmica de marcadores SNP
associados ao peso de graos da panicula principal (PGPP) em um painel de arroz cultivado no Brasil.
A: Método GLM (general linear model) utilizando dados fenotipicos, dados genotipicos e analise de
componentes principais (PCA); B: Método GLM (general linear model) utilizando dados fenotipicos,
dados genotipicos e a estrutura da populacao.
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Para a variavel PCG, aplicando PCA, foram mapeados 35 marcadores SNPs
(Figura 16 e Tabela 9), e perto desses SNPs estéo localizados 80 genes (Tabela 10).
Utilizando a estrutura da populacao foram detectados 16 SNPs significativos (Figura
16 e Tabela 11), e proximos a esses estao anotados 24 genes (Tabela 12), os quais
ja haviam sido identificados pelo método anterior (PCA). Um dos genes anotado, o
0s08g0432300 (TG1l) (Tabela 10 e Tabela 12), detectado pelos dois métodos
utilizados neste estudo, esta relacionado com o angulo de afilhamento (Zhang et al.,
2019d). Durante a domesticagédo foram selecionadas plantas com menor expressao
de TG1, consequentemente obtendo plantas mais eretas, o que é favoravel para a
eficiéncia fotossintética, que afeta a produtividade (Zhang et al., 2019d). Estudos
demonstram que o gene 0s03g0122600 (OsMADS50/0sDTH3/0sSOC1) (Tabela 10
e Tabela 12) desempenha um papel importante no controle do tempo de floragcdo do
arroz. Andlises de expressado revelaram que esse gene atua precocemente no
desenvolvimento da planta, sendo mais abundantemente expresso nos 06rgaos
vegetativos, mas diminuindo a um nivel muito baixo durante a formacao dos érgaos
florais (Bian et al., 2011; Lee et al., 2004).

Um estudo de mapeamento com 275 acessos de arroz, utilizando o método
GLM para identificar genes relacionados com o peso e formato do grdo foi
desenvolvido (Wang et al., 2023). Os autores obtiveram 168 QTLs associados com
seis caracteristicas de importancia agronémica quando as plantas foram cultivadas
sob estresse hidrico (seca) e 302 QTLs foram encontrados quando as plantas foram
mantidas em condi¢cdes normais de irrigacdo. Um total de 1350 genes candidatos
foram obtidos e 16 QTLs com associacdes significativos foram identificados (Wang et
al., 2023). No entanto, este estudo ndo encontrou nenhum gene em comum aos
identificados por Wang et al. 2023.

O gene OsDOF24 (0Os08g0490100) (Tabela 10) regula negativamente a
senescéncia da folha no arroz, reprimindo a expressdo de genes associados a
senescéncia e genes de degradacdo da clorofila (Shim et al., 2019). Isso pode
contribuir para um maior periodo de acumulo de fotoassimilados e auxiliar no aumento
da produtividade.

O gene OsGCD1 (0Os01g0801700) (Tabela 10) é essencial tanto para a
embriogénese inicial quanto para o desenvolvimento do endosperma e, portanto,
essencial para a fertilidade (Huang; Peng; Sun, 2017), dessa forma, quanto maior a

fertilidade mais produtiva sera a planta.
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Em estudo de expressao analisando a familia OsbZIP, os autores sugerem a
participacdo desses fatores de transcricdo na regulacédo do padréo de expressédo de
genes envolvidos na transicéao floral, determinacado do meristema floral, identidade do
orgao floral e desenvolvimento precoce da panicula em arroz. No entanto, OsbZIP07
nao apresentou resultados significativos (Nijhawan et al., 2008). Portanto, serao
necessarios mais estudos para identificar a relacéo do gene OsbZIP07 (anotado neste
estudo) com PCG.

Fatores de resposta a auxina (ARFs) regulam a expressdo de genes de
resposta a auxina. Em arroz 25 genes ARFs ja foram identificados, e em plantas que
o OsARF24 foi silenciado foi observado reducéo na altura da planta, no tamanho da
panicula e no numero de sementes por panicula (Sakamoto; Inukai, 2013). O gene
OsARF24 (0s12g0479400) (Tabela 10 e Tabela 12) talvez possa atuar também no
PCG.
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Figura 16 - Grafico Manhattan plot do -Log10 (P) vs. posi¢do cromossdmica de marcadores SNP
associados ao peso de cem graos (PCG) em um painel de arroz cultivado no Brasil. A: Método GLM
(general linear model) utilizando dados fenotipicos, dados genotipicos e andlise de componentes
principais (PCA); B: Método GLM (general linear model) utilizando dados fenotipicos, dados genotipicos
e a estrutura da populacao.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Empregando PCA para anélise de GWAS, a varidvel PP n&o possui nenhum
SNP significativo (Figura 17 e Tabela 9). No entanto, se a estrutura da populacéo for
utilizada, seis SNPs significativos foram encontrados (Figura 17 e Tabela 11). Préximo
a esses SNPs estao anotados 14 genes (Tabela 12). Desses, apenas trés ja foram
identificados. O gene 0s05g0576300 (Tabela 12) est4 relacionado com a
caracteristica PPP. Estudos demonstram que esse gene é expresso exclusivamente
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em inflorescéncias (Wang et al., 2008a), o que pode explicar sua relacdo com PPP e
PP. Em um estudo prévio, realizado com 88 gendtipos de arroz, usando o modelo
MLM, foram mapeados dois marcadores associados a produtividade, localizados nos
cromossomos 5 e 8 (Azharudheen et al., 2022). O rendimento é uma caracteristica
complexa, que € influenciada por outras caracteristicas de forma direta ou indireta, o

que dificulta 0 mapeamento.
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Figura 17 - Grafico Manhattan plot do -Log10 (P) vs. posi¢do cromossdmica de marcadores SNP
associados a produtividade por planta (PP) em um painel de arroz cultivado no Brasil. A: Método GLM
(general linear model) utilizando dados fenotipicos, dados genotipicos e andlise de componentes
principais (PCA); B: Método GLM (general linear model) utilizando dados fenotipicos, dados genotipicos
e a estrutura da populacao.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Considerando o PCA na andlise de GWAS, foram encontrados 19 SNPs
significativos para a variavel AP (Figura 18 e Tabela 9). Perto desses SNPs estédo
localizados 45 genes (Tabela 10). Utilizando a estrutura da populacdo foram
identificados 84 SNPs significativos (Figura 18 e Tabela 11), préximo dos quais estao
anotados 247 genes (Tabela 12). Desses genes, 14 também foram identificados pelo
método anterior (PCA). Dentre os genes detectados estdo oito RECEPTOR-LIKE
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CYTOPLASMIC KINASE (2, 3, 4, 24, 25, 127 e 187) (Tabela 10), que pertencem a
familia OsRLKs. RLK é uma das maiores familias de proteinas em plantas, com
diversas fungfes bioldgicas, que incluem resposta hormonal, diferenciacdo celular,
crescimento e desenvolvimento, autoincompatibilidade, resposta a estresse, simbiose
e reconhecimento de patégeno (Vij et al., 2008). Além disso, foram encontrados sete
genes RING-TYPE E3 UBIQUITIN LIGASE (55, 101, 224, 402, 419, 468 e 472)
(Tabela 10). As ubiquitinas ligases E3 do tipo RING desempenham um papel
importante no crescimento e desenvolvimento das plantas, bem como nas respostas
de defesa a estresses abidticos e patdogenos (Zhang et al., 2021).

O gene 0s03g0219500 (IRON-SULFUR CLUSTER PROTEIN 4) (Tabela 12)
atua na regulacdo do crescimento da planta, afetando as atividades das proteinas Fe-
S e as atividades resultantes da respiracao, sintese de hormoénios e outros processos
celulares (frazzon et al., 2007; Tsugama,; Liu; Takano, 2009). O gene 0s08g0191200
(PHOSPHORIBOSYLAMINE-GLYCINE LIGASE - PurD) (Tabela 12), quando
silenciado, afetou a expressdo de genes associados ao desenvolvimento do
cloroplasto e a fotossintese, o que resultou no desenvolvimento defeituoso do
cloroplasto (Zhang et al., 2018), reducdo da capacidade fotossintética, e afetou o
crescimento e desenvolvimento das plantas. O gene 0s09g0114500 (KINESIN-4
PROTEIN WITH TRANSCRIPTION REGULATION ACTIVITY) (Tabela 12) é essencial
para o alongamento celular, pois o silenciamento de BC12/GDD1, que codifica uma
proteina semelhante a cinesina, que se liga a um promotor do gene da biossintese
giberelina, leva ao nanismo, com alongamento celular prejudicado. Em outro estudo,
o mutante bc12-1 apresenta um fenétipo de colmo quebradico, com defeitos na ordem
das microfibrilas de celulose (Li; Xu; Chong, 2012; Zhang; Yamagishi, 2010).

O gene 0s11g0210100 (CLASS 1l PEROXIDASE 132) (Tabela 12) pertence a
uma grande familia multigénica. As proteinas dessa familia participam de uma ampla
gama de processos fisioldgicos incluindo o alongamento celular (Passardi et al.,
2004). A superexpressdao do gene 0s08g0157500 (CAFFEIC ACID O-
METHYLTRANSFERASE) (Tabela 12) resultou no aumento da altura da planta e do
comprimento da panicula. Por outro lado, o silenciamento promoveu 0 aparecimento
de fendtipos opostos. Além disso, esse gene retarda a senescéncia foliar e melhora a
fotossintese (Huangfu et al., 2022). O gene 0s01g0118300
(PHOSPHATIDYLSERINE SYNTHASE) (Tabela 12) & responsavel pela expanséo
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celular. O silenciamento desse gene leva a expansao celular defeituosa e compromete
a biossintese da parede celular (MA et al., 2016a).

Em um estudo de mapeamento com 270 acessos de arroz, foram mapeados
13 SNPs significativos associados com altura da planta cultivada em condi¢bes
normais, sendo o mais significativo encontrado no cromossomo 1 (MA et al., 2016b).
No presente estudo, os SNPs mais significativos estéo localizados nos cromossomos
6 e 4 (utilizando PCA), e no cromossomo 4 (estrutura da populagéo). Em outro estudo,
com 619 acessos de arroz, foram detectados quatro QTLs de interesse, trés

localizados no cromossomo 1 e um localizado no cromossomo 2 (Hong et al., 2023).
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Figura 18 - Grafico Manhattan plot do -Log10 (P) vs. posi¢do cromossdmica de marcadores SNP
associados altura da planta (AP) em um painel de arroz cultivado no Brasil. A: Método GLM (general
linear model) utilizando dados fenotipicos, dados genotipicos e analise de componentes principais
(PCA); B: Método GLM (general linear model) utilizando dados fenotipicos, dados genotipicos e a
estrutura da populacao.
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Tabela 9 - Descricéo de SNPs significativos para cada caracteristica pelo método GLM utilizando PCA.
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Variavel SNP Chr  Posicéo -log10 Variavel SNP Chr  Posicéo

NP 5604007 5 22295097 4.3 PCG rd12003492 12 23238473 4.9
CPP id12003172 12 7923001 5.4 PCG SNP-6.30484345. 6 30485344 4.9
CPP 12660593 12 15960393 4.8 PCG id8006511 8 22621016 4.8
PPP - - - - PCG 3518912 3 34623570 4.7
GCPP rd8002538 8 27349869 7.3 PCG 8938960 8 24241338 4.6
GCPP 5971843 6 5395867 6.1 PCG 12180611 12 5605539 4.6
GCPP SNP-11.15941391. 11 16406515 5.7 PCG rd1000321 1 33956205 4.6
GCPP SNP-11.21596684. 11 22062814 54 PCG 2544768 3 2876421 4.5
GCPP SNP-1.39143403. 1 39144447 5.2 PCG SNP-11.17609061. 11 18075204 4.5
GCPP 8172039 8 5836628 4.8 PCG 10678891 10 18019644 45
GCPP SNP-12.27444627. 12 27478228 4.7 PCG 12732307 12 17571428 4.5
GCPP SNP-11.16797379. 11 17263528 4.7 PCG 10454323 10 11640183 4.4
GVPP SNP-5.4097450. 5 4097474 5.7 PCG 12047861 12 1742146 4.4
GVPP SNP-11.14241649. 11 14705336 4.9 PCG SNP-11.21596684. 11 22062814 4.3
PGPP - - - - PP -

PCG 5971843 6 5395867 6.6 AP 5971843 6 5395867 7.1
PCG 8848108 8 20939712 6.5 AP 4238950 4 16131197 7.1
PCG 2509250 3 1292063 6.1 AP id3011085 3 25967161 6
PCG SNP-11.16889230. 11 17355379 6 AP id6005350 6 8244694 6
PCG id11010897 11 27494728 6 AP id4001113 4 2484571 5.8
PCG SNP-11.22701656. 11 23167786 6 AP wd4000229 4 2032639 5.8
PCG 7643802 7 18573822 6 AP id12003172 12 7923001 5.8
PCG SNP-1.23711708. 1 23712753 5.8 AP 8696593 8 17516403 5.7
PCG 402939 1 12928822 5.7 AP 8815450 8 20045845 5.2
PCG 12565979 12 14184747 5.5 AP 1845605 2 15102274 5.2
PCG id7004596 7 24845026 5.4 AP 4476964 4 22793988 5.1
PCG 2786361 3 12656825 5.3 AP 1448733 2 3296459 5
PCG 9334403 9 6781421 5.3 AP 11955796 11 27817978 5
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4.5
4.4
4.4
4.3

Ponto de corte -log10 = 4,3
Fonte: Elaborada pelo autor.



Tabela 10- Genes localizados proximos aos SNPs significativos pelo método GLM utilizando PCA.
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Variavel SNP Genes Nomes do gene

NP 5604007 - None

NP 5604007 0s05g0454200  Bright Green Leaf, Guanine Nucleotide Exchange Factor for Rop 10
NP 5604007 0s05g0454300  Receptor-Like Cytoplasmic Kinase 187

NP 5604007 Os05g0454400  Conserved hypothetical protein

NP 5604007 0s05g0454451 -

NP 5604007 0s05¢g0454500 Conserved hypothetical protein

CPP id12003172 - None

CPP id12003172 0s12g0242700 Beta Ketoacyl Reductase

CPP id12003172 0s12g0242800 TRAM

CPP id12003172 051290242900 DNA polymerase alpha, subunit B domain containing protein
CPP 12660593 - None

CPP 12660593 0s12g0457200 Hypothetical conserved gene

CPP 12660593 - None

CPP 12660593 051290457500 Conserved hypothetical protein

CPP 12660593 - None

PPP - - -

GCPP rd8002538 0s08g0545900 Multi antimicrobial extrusion protein MatE family protein
GCPP rd8002538 - None

GCPP rd8002538 Os08g0546100 BCL-2-associated Athanogene 2

GCPP 5971843 - None

GCPP 5971843 - None

GCPP 5971843 0s06g0206700  Similar to Kinesin-related protein

GCPP SNP-11.15941391. 0s11g0474583 -

GCPP SNP-11.15941391. 0s11g0474600 -

GCPP SNP-11.21596684. 0Os11g0583366 -

GCPP SNP-11.21596684. - None

GCPP SNP-11.21596684. - None

GCPP SNP-11.21596684. Cyclin-like F-box domain containing protein

0s11g0584100



GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP

GCPP

GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GVPP
GVPP
GVPP
GVPP
GVPP
GVPP
GVPP
GVPP
PGPP
PCG

PCG

PCG

PCG

PCG

SNP-1.39143403.
SNP-1.39143403.
SNP-1.39143403.
SNP-1.39143403.
SNP-1.39143403.
8172039
8172039
8172039

SNP-12.27444627.
SNP-12.27444627.

SNP-12.27444627.

SNP-12.27444627.
SNP-11.16797379.
SNP-11.16797379.
SNP-11.16797379.

SNP-5.4097450.
SNP-5.4097450.
SNP-5.4097450.
SNP-5.4097450.
SNP-5.4097450.

SNP-11.14241649.
SNP-11.14241649.
SNP-11.14241649.

5971843
5971843
5971843
8848108
8848108

0s019g0899500

0s0190899700

0s01g0899800

0s08g0200500
0s1290640600
0s12g0640700

051290640800
051290640900
0s11g0489600
0s11g0489800

0s05g0168200
0s05g0168300
0s05g0168400
0s05g0168500
0s11g0444700
051190444900

0s0690206700
0s08g0432300
0s0890432500

Hypothetical conserved gene

None

Cold-Tolerance in Geng Rice 2

None

Plethora 5

None

None

Receptor-Like Cytoplasmic Kinase 247
Carotenoid-cleavage Dioxygenase 1
Membrane-associated kinase-11

Similar to Serine/threonine-protein kinase PRP4 homolog (EC 2.7.1.37) (PRP4 pre- mRNA

processing factor 4 homolog) (PRP4 kinase)
Myosin Il heavy chain-like family protein

None

None

Pentaxin domain containing protein

Haloacid dehalogenase-like hydrolase domain containing protein
Conserved hypothetical protein

Nonaspanin (TM9SF) family protein

None

Octicosapeptide/Phox/Bem1p domain containing protein
Octicosapeptide/Phox/Bem1p domain containing protein
None

None

Similar to Kinesin-related protein

Tiller Inclined Growth 1

Plastideo Caseinolitico Protease S1
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PCG
PCG

PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG

8848108
2509250

SNP-11.16889230.
SNP-11.16889230.
SNP-11.16889230.

id11010897
id11010897
id11010897
id11010897
id11010897

SNP-11.22701656.
SNP-11.22701656.
SNP-11.22701656.
SNP-11.22701656.

7643802
7643802
7643802
7643802
SNP-1.23711708.
SNP-1.23711708.
402939

402939

402939
12565979
12565979
id7004596
id7004596
id7004596
2786361

0s0390122600

0s1190490900

0Os11g0679700
0s1190679900
0s11g0680200

0s1190602200
0s11g0602250
0s1190602300
0s1190602400

0s0790495900

0s07g0496000

0s0190332800
0s01g0332900

0s07g0605800
0s0790605900

None

Mads Box Gene 50, Mads-Box Transcription Factor 50, Protein Suppressor of Constans
Overexpression 1-Like, Protein Agamous-Like 20

WRKY Gene 72, WRKY Transcription Factor 72

None

None

Glycerol-3-Phosphate Acyltransferase 3
Conserved hypothetical protein
Pentatricopeptide repeat domain containing protein
None

None

Similar to SET domain protein SDG111
Similar to HVA22-like protein a (AtHVA22a
tRNA intron endonuclease, catalytic domain-like domain containing protein)
Similar to low-level beta-amylase 1

None

None

Similar to Nt-rab6 protein

None

None

Serine Carboxypeptidase 3

Similar to immediate early protein RSP40
None

None

None

Similar to STF-1 (Fragment)

Similar to Protein EGG Apparatus-1

None

None
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PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG

2786361
2786361
2786361
9334403
1465151
1465151
1465151
rd8002538
rd8002538
rd8002538

SNP-11.15941391.
SNP-11.15941391.
SNP-6.29728084.
SNP-6.29728084.
SNP-6.29728084.
SNP-6.29728084.
SNP-6.29728084.
SNP-1.18539601.
SNP-1.18539601.
SNP-1.18539601.

id2014722
id2014723
SNP-5.4623502.
SNP-5.4623502.
SNP-5.4623502.
SNP-5.4623502.

SNP-8.26090329.
SNP-8.26090329.
SNP-8.26090329.

rd12003492

0s0390340100

0s02g0172600

050290172800
0s08g0545900
0s08g0546100
0s11g0474583
0s11g0474600
0s06g0703900
0s06g0704000
0s06g0704100
0s06g0704200
0s06g0704300
0s01g0520500
0s01g0520600
050290782100
050290782200
0s05¢0177100
0s05g0177400
0s05g0177500
0s08g0524400
050890524600

051290565800

Ring-Type E3 Ubiquitin Ligase 58

None

None

None

Heavy Metal ATPase 6

None

Similar to Zinc-binding protein

Multi antimicrobial extrusion protein MatE family protein
None

BCL-2-associated Athanogene 2

Phosphate Starvation Response 4

Protein of unknown function DUF659 domain containing protein
Protein of unknown function DUF547 domain containing protein
Conserved hypothetical protein

Leaf and Tiller Angle Increased Controller, Zinc Finger CCCH Domain-Containing Protein 46
Conserved hypothetical protein

NB-ARC domain containing protein

None

Uncharacterised domain NUC173 domain containing protein
Similar to NOT2/NOT3/NOTS5 family protein, expressed

F-box domain, cyclin-like domain containing protein
Hypothetical conserved gene

None

Cytokinin-O-Glucosyltransferase 1

Protein of unknown function DUF568

Similar to 60S ribosomal protein L32

None

Conserved hypothetical protein
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PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG

PCG

PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG

PCG

PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG

SNP-6.30484345.
SNP-6.30484345.
SNP-6.30484345.
id8006511
id8006512
3518912
3518912
3518912

3518912

8938960
8938960
8938960
8938960
8938960
12180611

12180611

12180611
12180611
rd1000321
rd1000321
rd1000321
rd1000321
rd1000321
rd1000321
2544768
2544768
2544768

0s0690717300
0s06g0717400
0s0690717600
0s08g0460600
0s089g0460800
0s03g0824100
0s0390824200
0s03g0824300

0s0390824400

0s08g0490100

0s08g0490300
0s0890490400

0s1290207200

051290207300
0s12g0207500
051290207600
0s01g0801500
0s01g0801600
0s01g0801700
0s01g0801800
0s01g0801901
0s03g0152000
050390152100
0s03g0152300
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Conserved hypothetical protein

Pseudouridine synthase domain containing protein
Ring-Type E3 Ubiquitin Ligase 397

Cytokinin Oxidase/Dehydrogenase 11

Hypothetical conserved gene

Plastid Transcriptionally Active chromosome Protein 2
Methyltransferase small domain containing protein

Hypothetical conserved gene

Similar to Dolichol-phosphate mannosyltransferase (EC 2.4.1.83) (Dolichol- phosphate mannose
synthase) (Dolichyl-phosphate beta-D- mannosyltransferase) (Mannose-P-dolichol synthase) (MPD
synthase) (DPM synthase).)

DNA Binding with One Finger 24, DNA-Binding One Zinc Finger 24
None

RNA recognition motif, glycine rich protein domain containing protein
Arabinogalactan Protein 10

None

MYB/SANT-LIKE 41

Similar to Clathrin coat assembly protein AP17 (Clathrin coat associated protein AP17) (Plasma
membrane adaptor AP-2 17 kDa protein) (HA2 17 kDa subunit) (Clathrin assembly protein 2 small
chain)

Similar to ATP synthase subunit beta

Similar to ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit
None

Beta-1, 3-Glucanase 7

Similar to Glycerol-3-phosphate dehydrogenase
Gamete Cells Defective 1

Hypothetical gene

b-ZIP Transcription Factor 7

Heavy-Metal-Associated Isoprenylated Plant Protein 36
Similar to E2F-DP transcription factor

Haem peroxidase family protein



PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP

2544768
SNP-11.17609061.
SNP-11.17609061.
SNP-11.17609061.
10678891
12732307
10454323
10454323
12047861
12047861
12047861
12047861
12047861
12047861
12047861
SNP-11.21596684.
SNP-11.21596684.
SNP-11.21596684.
SNP-11.21596684.
5971843

5971843

5971843

4238950

4238950
id3011085
id3011086
id6005350
id6005351
id6005352

0s03g0152400
051190506800
0s11g0506901
0s1090479700
051290479400
0s10g0370000
0s10g0370100
051290135200
051290135300
0s12g0135500
051290135800
0s12g0135850
051290135900
051290136100
051190583366

0s11g0584100

0s06g0206700
0s04g0341100
0s03g0661500
0s03g0661600
0s06g0257600
050690257700

Similar to 4-coumarate--CoA ligase-like 1
None

BCL-2-associated Athanogene 5, BCL-2-associated Athanogene 6

Protein of unknown function DUF250 domain containing protein

Auxin Response Factor 24

Protein Phosphatase 2C71

NB-ARC domain containing protein

Kelch-type beta propeller domain containing protein
Similar to Kelch motif family protein

Similar to cDNA clone:006-207-G09, full insert sequence
Alpha/beta hydrolase fold-3 domain containing protein
Similar to No apical meristem protein

Similar to 50S ribosomal protein L24

Similar to Plastidic phosphate translocator-like proteinl
None

None

Cyclin-like F-box domain containing protein

None

None

Similar to Kinesin-related protein

Similar to OSIGBa0159H11-0OSIGBa0137A07.5 protein
None

Conserved hypothetical protein

Similar to Alpha-amylase/trypsin inhibitor (Antifungal protein)
GDSL Esterase/Lipase Protein 82

Ring-Type E3 Ubiquitin Ligase 402

None



AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP

id6005353
id6005354
id4001113
id4001114
wd4000229
wd4000230
wd4000231
id12003172
id12003173
id12003174
id12003175
8696593
8696593
8696593
8696593
8815450
8815450
8815450
1845605
1845605
1845605
1845605
4476964
4476964
4476964
4476964
4476964
4476964
1448733
1448733

0s0690258000
0Os04g0137201

0s0490132300
0s0490132500

0s12¢0242700
05120242800
05120242900
0s08g0373900
0s08g0374000
0s08g0374100
0s08g0374200
0s08g0419100
0s08g0419200
0s08g0419300

0s02g0455400
0s049g0455200
0s04g0455401
0s04g0455600
0Os04g0455700
0s04g0455800

0s0290161100
0s0290161200

None

Similar to Typical P-type R2R3 Myb protein (Fragment)
Pectate lyase-like 4.1, Pectate lyase-like 4.2

None

Similar to cePP protein

Cold Tolerance at Booting Stage 4a, Receptor-Like Cytoplasmic Kinase 127
None

None

Beta Ketoacyl Reductase

TRAM

DNA polymerase alpha, subunit B domain containing protein
Hypothetical conserved gene

Bet v | allergen family protein

Ubiquitin-Conjugating Enzyme 5

Similar to Ubiquitin carrier protein

Conserved hypothetical protein

Non-protein coding transcript

None

None

Hypothetical conserved gene

None

Similar to OSIGBa0093K19.7 protein
Similar to OSIGBa0093K19.10 protein
None

Similar to HO523F07.2 protein

Similar to H0O523F07.3 protein
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Similar to Lipoic acid synthetase, mitochondrial precursor (Lip-syn) (Lipoate synthase) (mLIP1)

Actin-binding FH2 domain containing protein
Zinc Finger CCCH Domain-Containing Protein 13



AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
NA

11955796
11955796

SNP-8.26796600.
SNP-8.26796600.
SNP-8.26796600.
SNP-6.17043995.
SNP-6.17043995.
SNP-6.17043995.

9459070
9459070
9459070
9459070
9459070

SNP-11.27201712.

9696771
9696771
9696771
1667949
1667949

0s1190686900
0s0890536100
0s08g0536200
0s08g0536300
0s06g0492700
0s0690492800
0s06g0492900
0s09g0326800
0s0990326850
0s09g0326900
0s099g0326900
0s1190684000
0s099g0434900
0s09g0435250
0s099g0435400
0s02g0273700
0s0290273800

Similar to NB-ARC domain containing protein, expressed
None
Hypothetical conserved gene

Uncharacterised protein family UPF0497, trans-membrane plant subgroup domain containing protein

CONSTANS-like protein 15

Similar to Dynein light chain LCB6, flagellar outer arm
Hypothetical conserved gene

F-box domain, cyclin-like domain containing protein
None

19S Regulatory Particle non-ATPase la

Yosl-like domain containing protein

Similar to Eukaryotic translation initiation factor 5 (elF-5)
Similar to Eukaryotic translation initiation factor 5 (elF-5)
Fator de Transcricdo MYB regulado por JA

Ring-Type E3 Ubiquitin Ligase 472

Ring-Type E3 Ubiquitin Ligase 468

VHS domain containing protein

Multi antimicrobial extrusion protein MatE domain containing protein
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A analise de haplétipos por gendtipo em SNPs significativos e genes candidatos foram pesquisados em uma janela de 20 kbp no banco de dados para RAPDB
(https:/frapdb.dna.affrc.go.jp/).
Fonte: Elaborada pelo autor.



Tabela 11 - Descricdo de SNPs significativos para cada caracteristica pelo método GLM utilizando estrutura da populacéo.
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Variavel SNP _Chr Variavel SNP_Chr

NP id1014841 1 24893163 7.22 AP 11337326 11 14565502 7.16
NP id1014841 1 24893163 7.22 AP 11337326 11 14565502 7.16
NP id1014841 1 24893163 7.22 AP 11337326 11 14565502 7.16
NP id1014841 1 24893163 7.22 AP id1003050 1 3701291 7.13
NP id1015390 1 26187514 6.89 AP id1003050 1 3701291 7.13
NP id1015390 1 26187514 6.89 AP id1003050 1 3701291 7.13
NP id1015390 1 26187514 6.89 AP id1003050 1 3701291 7.13
NP SNP-10.19278971. 10 19350417 5.91 AP id1003050 1 3701291 7.13
NP SNP-10.19278971. 10 19350417 5.91 AP id1003050 1 3701291 7.13
NP SNP-10.19278971. 10 19350417 5.91 AP 1921360 2 17414544 7.03
NP SNP-10.19278971. 10 19350417 5.91 AP 1921360 2 17414544 7.03
NP 4295290.000 4 17444232 5.66 AP 1921360 2 17414544 7.03
NP 4295290.000 4 17444232 5.66 AP 1921360 2 17414544 7.03
NP 4295290.000 4 17444232 5.66 AP 1921360 2 17414544 7.03
NP SNP-1.6682797. 1 6683798 5.35 AP 20215 1 729666 6.86
NP 5516978.000 5 19570480 5.33 AP 20215 1 729666 6.86
NP id1015467 1 26463706 5.32 AP 20215 1 729666 6.86
NP SNP-7.26952770. 7 26953765 5.15 AP 20215 1 729666 6.86
NP SNP-7.26952770. 7 26953765 5.15 AP 20215 1 729666 6.86
NP SNP-7.26952770. 7 26953765 5.15 AP 10678891 10 18019644 6.83
NP id4002562 4 6478580 499 AP 10678891 10 18019644 6.83
NP id4002562 4 6478580 499 AP 5615443 5 22710279 6.55
NP SNP-11.27201712. 11 27673326 496 AP 5615443 5 22710279 6.55
NP SNP-1.6000006. 1 6001007 4.82 AP 5615443 5 22710279 6.55
NP SNP-1.6000006. 1 6001007 4.82 AP 5615443 5 22710279 6.55
NP SNP-1.6000006. 1 6001007 4.82 AP id10000969 10 3475995 6.53
NP SNP-1.6000006. 1 6001007 4.82 AP id10000969 10 3475995 6.53
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CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP

SNP-1.6000006

SNP-1.6000006

SNP-1.6000006
8081078.000
3857681.000
3857681.000
3857681.000
3857681.000
3857681.000
id2012493
id2012493
SNP-3.35821164.
SNP-3.35821164.
SNP-3.35821164.
SNP-3.35821164.
SNP-3.35821164.
SNP-3.35821164.
id7004596
id7004596
id7004596
id4005623
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id4005623
SNP-11.27201712.
id7005665
id7005665
id7005665
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4.82
4.82
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4.69
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4.59
4.59
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452
452
6.57
6.57
6.57
6.57
6.57
6.57
5.39
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5.39
5.12
5.12
5.12
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5.04
4.88
4.88
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AP
AP
AP
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AP
AP
AP
AP
AP
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AP
AP
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AP
AP
AP
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AP
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3475995
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28654036
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4577289
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27066394
11519535
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12928822
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1994215
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27289052
27289052
27289052
27289052
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6.53
6.53
6.46
6.46
6.46
6.46
6.46
6.46
6.38
6.38
6.38
6.38
6.29
6.25
6.25
6.25
6.25
6.24
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6.24
6.23
6.23
6.23
6.23
6.18
6.18
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CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP

id7005665
SNP-3.36333194.
SNP-3.36333194.
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SNP-3.36333194.
SNP-3.36333194.
id12003172
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id12003172
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28249789
36340325
36340325
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36340325
36340325

7923001

7923001

7923001

7923001
13264119
13264119
13264119
13264119
13264119
13264119
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17003142
17003142
15960393
15960393
15960393
15960393
15960393
15468376
15468376
15468376
15468376

4.88
4.87
4.87
4.87
4.87
4.87
4.81
4.81
4.81
4.81
457
457
457
457
457
457
457
4.50
4.50
4.44
4.44
4.44
4.44
4.44
4.37
4.37
4.37
4.37

AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP

id3003638
id3003638
id3003638
id3003638
id3003638
id3003638
SNP-8.5340422.
SNP-8.5340422.
SNP-8.5340422.
SNP-9.1156455.
SNP-9.1156455.
10987941
10987941
10987941
S6_1362133
S6_1362133
S6_1362133
S6_1362133
S6_1362133
S6_1362133
4672837
4672837
4672837
4672837
id1017334
id1017334
id1017334
id1017334
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6277498
6277498
6277498
6277498
6277498
6277498
5341420
5341420
5341420
1157456
1157456
5709778
5709778
5709778
1362133
1362133
1362133
1362133
1362133
1362133
30362053
30362053
30362053
30362053
29316202
29316202
29316202
29316202
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6.15
6.15
6.15
6.15
6.15
6.15
6.15
6.15
6.15
6.13
6.13
6.06
6.06
6.06
5.98
5.98
5.98
5.98
5.98
5.98
5.93
5.93
5.93
5.93
5.89
5.89
5.89
5.89



PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP

5776642

5776642

5776642

5776642

5776642

5776642
id5014124
id5014124
id5014124
id5014124
id5014124
9852552

9852552

9852552

9852552

2437583

2437583

2437583

2437583
SNP-12.16535450.
SNP-12.16535450.
SNP-12.16535450.
rd8002538
rd8002538
rd8002538
SNP-11.15941391.
SNP-11.15941391.
wd4001738
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21348882
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34072964
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16538158
16538158
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27349869
27349869
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16406515
16406515
12297152

4.92
4.92
4.92
4.92
4.92
4.92
4.81
4.81
4.81
4.81
4.81
4.58
4.58
4.58
4.58
4.38
4.38
4.38
4.38
6.82
6.82
6.82
6.63
6.63
6.63
5.48
5.48
4.85

AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP

id1017334
id6017023
id6017023
id6017023
id6017023
6428379
6428379
6428379
6428379

153572

153572

153572

153572

6647702
6647702
6647702
6647702
SNP-1.31817959.
SNP-1.31817959.
SNP-1.31817959.
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SNP-10.18716174.
SNP-10.18716174.
2204731
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21645145
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3313047
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5.89
5.66
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5.55
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5.53
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5.37
5.37
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SNP-1.39143403.
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4.76
4.76
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22621016
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12656825
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AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
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6889734

6889734

6889734

6889734

2506194

1152251

1152251

1152251

1152251

9334403
SNP-12.20165789.
SNP-12.20165789.
SNP-12.20165789.
SNP-12.20165789.
SNP-12.20165789.
id2012493
id2012493
id3004633
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8803255
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8803255

1044946
24819564
24819564
24819564
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4.82
4.82
4.82
4.82
4.82
4.81
4.78
4.78
4.78
4.78
4.77
4.75
4.75
4.75
4.75
4.75
4.74
4.74
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4.74
4.74
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4.74
4.74
4.68
4.61
4.61
4.61
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13006287
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4187124
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8696593
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8696593
8696593
4504597
4504597
4504597
4504597
4504597
4504597
SNP-8.19028736.
SNP-8.19028736.
SNP-8.19028736.
SNP-8.19028736.
SNP-11.26057855.
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24819564
24819564
14229856
14229856
14229856
17516403
17516403
17516403
17516403
23875094
23875094
23875094
23875094
23875094
23875094
19031450
19031450
19031450
19031450
26529441
36340325
36340325
36340325
36340325
36340325
23544196
23544196
23544196
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4.61
4.61
4.61
4.61
4.61
4.54
4.54
4.54
4.54
453
453
453
453
453
453
4.46
4.46
4.46
4.46
4.44
4.43
4.43
4.43
4.43
4.43
4.42
4.42
4.42
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3538410
8815450
8815450
8815450
id2004251
id2004251
id2004251
id2004251
id2004251
id2004251
id9002966
id9002966
id9002966
SNP-1.2839979.
SNP-1.2839979.
SNP-1.2839979.
SNP-1.2839979.
SNP-1.2839979.
SNP-1.2839979.

SNP-10.20184542.
SNP-10.20184542.
SNP-10.20184542.

441578
441578
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4683917
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35295694
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2840980
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20256063
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20256063
13839556
13839556
13839556
13839556
13839556
30843348

9.08
9.07
9.07
9.07
8.68
8.68
8.68
8.68
8.68
8.68
8.61
8.61
8.61
8.51
8.51
8.51
8.51
8.51
8.51
8.07
8.07
8.07
7.87
7.87
7.87
7.87
7.87
7.84

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

SNP-3.36333194.
SNP-3.36333194.
SNP-3.36333194.
SNP-3.36333194.
SNP-3.36333194.
SNP-7.26952770.
SNP-7.26952770.
SNP-7.26952770.
4476964
4476964
4476964
4476964
4476964
4476964
13006287
13006287
13006287
13006287
13006287
11337326
11337326
11337326
5615443
5615443
5615443
5615443
3323682
SNP-7_26972908
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22793988
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24819564
24819564
24819564
24819564
14565502
14565502
14565502
22710279
22710279
22710279
22710279
27066394
26973903
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7.50
7.50
7.50
7.50
7.50
5.88
5.88
5.88
5.47
5.47
5.47
5.47
5.47
5.47
5.37
5.37
5.37
5.37
5.37
511
511
511
5.06
5.06
5.06
5.06
5.05
4.96



AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP

4683917
c2p17996374
c2p17996374

9459070

9459070

9459070

9459070

9459070

id4001876
id4001876
id4001876
SNP-1.35192029
SNP-1.35192029
SNP-1.35192029
11097395
11097395
11097395
11097395
11097395
SNP-11.28230233
SNP-11.28230233
SNP-11.28230233
SNP-11.28230233
SNP-11.28230233
SNP-11.28230233
SNP-11.28230233
5757071
5757071

30843348
17996375
17996375
9628298
9628298
9628298
9628298
9628298
4457154
4457154
4457154
35193073
35193073
35193073
8439177
8439177
8439177
8439177
8439177
28753455
28753455
28753455
28753455
28753455
28753455
28753455
27946810
27946810

7.84
7.57
7.57
7.45
7.45
7.45
7.45
7.45
7.35
7.35
7.35
7.32
7.32
7.32
7.30
7.30
7.30
7.30
7.30
7.29
7.29
7.29
7.29
7.29
7.29
7.29
7.28
7.28

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

SNP-7_26972908
SNP-7_26972908
9334403
7947435
7947435
7947435
7947435
7947435
8696593
8696593
8696593
8696593
11097395
11097395
11097395
11097395
11097395
12139549
12139549
10604302
8081078
id2012493
id2012493
SNP-8.5340422.
SNP-8.5340422.
SNP-8.5340422.
11598756
11598756
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26973903
26973903
6781421
28303039
28303039
28303039
28303039
28303039
17516403
17516403
17516403
17516403
8439177
8439177
8439177
8439177
8439177
4552754
4552754
15844126
3340298
28733338
28733338
5341420
5341420
5341420
20108668
20108668
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4.96
4.96
4.92
4.79
4.79
4.79
4.79
4.79
4.66
4.66
4.66
4.66
4.65
4.65
4.65
4.65
4.65
4.61
4.61
4.59
4.55
4.50
4.50
4.45
4.45
4.45
4.41
4.41
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AP 5757071 5 27946810 7.28 NA 11598756 11 20108668 4.41
AP 5757071 5 27946810 7.28 NA 11598756 11 20108668 4.41

Fonte: Elaborada pelo autor.



Tabela 12 - Genes localizados proximos aos SNPs significativos utilizando a estrutura da populacgéo.
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Variavel SNP Gene rap-db Anotacdao rap-db

NP id1014841 None -

NP id1014841 0Os01g0623500 ATPase

NP id1014841 0s01g0623550 Hypothetical protein.

NP id1014841 0s01g0623600 Glycoside hydrolase, family 28 protein.

NP id1015390 None -

NP id1015390 Os01g0649000 WD40 repeat-like domain containing protein.
NP id1015390 Os01g0649100 Mitochondrial malate dehydrogenase

NP SNP-10.19278971. 0Os10g0505900 Conserved hypothetical protein.

NP SNP-10.19278971. Os10g0506000 Pentatricopeptide repeat containing protein.
NP SNP-10.19278971. 0Os10g0506100 Heavy metal transport/detoxification protein domain containing protein.
NP SNP-10.19278971. 0Os10g0506200 Similar to Valyl-tRNA synthetase.

NP 4295290.000 None -

NP 4295290.000 None -

NP 4295290.000 None -

NP SNP-1.6682797. None -

NP 5516978.000 None -

NP id1015467 0Os01g0653800 Similar to predicted protein.

NP SNP-7.26952770. None -

NP SNP-7.26952770. Os07g0645900 Protein of unknown function DUF1677

NP SNP-7.26952770. Os07g0646000 Conserved hypothetical protein.

NP id4002562 0s04g0194466 Transferase domain containing protein.

NP id4002562 0s04g0194500 Similar to ABC transporter-like protein.

NP SNP-11.27201712. 0Os11g0684000 Myb transcription factor

NP SNP-1.6000006. 0Os01g0210000 -

NP SNP-1.6000006. None -

NP SNP-1.6000006. 0s01g0210200 Similar to Myb-like DNA-binding domain containing protein, expressed.
NP SNP-1.6000006. 0s01g0210300 Conserved hypothetical protein.



NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP

SNP-1.6000006.
SNP-1.6000006.
SNP-1.6000006.
8081078.000
3857681.000
3857681.000
3857681.000
3857681.000
3857681.000
id2012493
id2012493
SNP-3.35821164.
SNP-3.35821164.
SNP-3.35821164.
SNP-3.35821164.
SNP-3.35821164.
SNP-3.35821164.
id7004596
id7004596
id7004596
id4005623
id4005623
id4005623
id4005623
SNP-11.27201712.
id7005665
id7005665
id7005665

0s01g0210400
0s01g0210500
0s01g0210600
0Os08g0157500
None

None

None

0Os04g0180300
0Os04g0180400
0s02g0698800
None

0Os03g0850800
0Os03g0850900
0Os03g0851000
0Os03g0851100
0Os03g0851200
0Os03g0851300
None

0Os07g0645900
0Os07g0646000
0Os04g0393900
0Os04g0394100
0s04g0394200
0s04g0394300
Os11g0684000
0Os07g0668700
0Os07g0668800
0Os07g0668900

Ortholog of Arabidopsis TOD1

Similar to SOUL-like protein.

Protein of unknown function DUF538 family protein.
Caffeic acid O-methyltransferase

Similar to OSIGBa0105N24.3 protein.
Similar to Cytochrome P450 99A2.
WRKY transcription factor 66.

Similar to transferase, transferring glycosyl groups.

Similar to Chemocyanin precursor (Basic blue protein) (Plantacyanin).

Similar to Transcription factor homolog BTF3-like protein.
Similar to Translational elongation factor EF-TuM.
Similar to CAXIP1 protein.

26S proteasome 19S regulatory particle non-ATPase subunit 5
Protein of unknown function DUF1677

Conserved hypothetical protein.

Similar to HO718E12.2 protein.

Similar to HO718E12.3 protein.

Similar to 2-oxoglutarate dehydrogenase E2 subunit.
Similar to HO718E12.5 protein.

fator de transcricdo Myb

Lipase, class 3 family protein.

BTB/POZ fold domain containing protein.

Similar to Serine/threonine-protein kinase PBS1 (EC 2.7.1.37) (AvrPphB susceptible protein 1).
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CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP

CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP
CPP

id7005665
SNP-3.36333194.
SNP-3.36333194.
SNP-3.36333194.
SNP-3.36333194.
SNP-3.36333194.
id12003172

id12003172
id12003172
id12003172
SNP-3.13262836.
SNP-3.13262836.
SNP-3.13262836.
SNP-3.13262836.
SNP-3.13262836.
SNP-3.13262836.
SNP-3.13262836.
12703353
12703353
12660593
12660593
12660593
12660593
12660593
5372002

5372002

5372002

5372002

0Os07g0669000
0Os03g0860700
0Os03g0860801
0Os03g0860900
0Os03g0861000
0Os03g0861100
None

051290242700
051290242800
051290242900
0s03g0352600
0s03g0352700
0s03g0352800
0s03g0353000
None
None
0s03g0353300
None
0s12g0472800
None
0s12g0457200
None
0s12g0457500
None
None
0Os05g0330600
0Os05g0330700
None
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Similar to Catalytic subunit of polymerase zeta.
Hypothetical conserved gene.

Similar to Myosin head family protein, expressed.
WDA40 repeat-like domain containing protein.
Conserved hypothetical protein.

Conserved hypothetical protein.

Similar to 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase 1, chloroplast precursor (EC 1.1.1.100) (3-
ketoacyl-acyl carrier protein reductase 1) (Beta- keto acyl-carrier protein reductase 1).

TRAM

DNA polymerase alpha, subunit B domain containing protein.
Hypothetical conserved gene.

Similar to Acyl carrier protein 1 (EC 1.6.5.3) (EC 1.6.99.3).
Conserved hypothetical protein.

Similar to F-box domain containing protein, expressed.

B repeat unit of collagen binding surface protein (cna) containing protein.

Hypothetical conserved gene.

Conserved hypothetical protein.

Similar to Prolamin.
Hypothetical gene.



PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
PPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP

5776642

5776642

5776642

5776642

5776642

5776642
id5014124
id5014124
id5014124
id5014124
id5014124
9852552

9852552

9852552

9852552

2437583

2437583

2437583

2437583
SNP-12.16535450.
SNP-12.16535450.
SNP-12.16535450.
rd8002538
rd8002538
rd8002538
SNP-11.15941391.
SNP-11.15941391.
wd4001738

None

None

None

None

0Os05g0576300
0Os05g0576500
0Os05g0569300
0Os05g0569400
0Os05g0569500
0Os05g0569600
0Os05g0569700
0s09g0541900
0s09g0542000
0s09g0542100
0s09g0542200
0s02g0800000
0s02g0800100
0s02g0800300
0s02g0800300
None

None

0s12g0466601
0s08g0545900
None

0Os08g0546100
0s11g0474583
0Os11g0474600
0s04g0285000

Zinc finger

Hypothetical conserved gene.

Similar to G-box binding factor 1.

Similar to apospory-associated protein C.
Similar to Embryo-specific protein.

Similar to Glutamine amidotransferase, class |, active site.
26S proteasome regulatory particle non-ATPase 3 (Rpn3)

Similar to Ribonuclease P.

Peptidase A1 domain containing protein.
Thioredoxin-like fold domain containing protein.
PRLI-interacting factor L (Fragment).

Proteasome maturation factor UMP1 family protein
Conserved hypothetical protein.

Conserved hypothetical protein.

Multi antimicrobial extrusion protein MatE family protein.

Bcl-2-associated athanogene (BAG) protein
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GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP

GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GCPP

wd4001738
wd4001738
wd4001738
id5014124
id5014124
id5014124
id5014124
id5014124

1926538

1926538
SNP-1.39143403.
SNP-1.39143403.
SNP-1.39143403.
SNP-1.39143403.
SNP-1.39143403.
id5003312
id5003312
id5003312
2437583

2437583

2437583

2437583
SNP-11.21596684.
SNP-11.21596684.
SNP-11.21596684.
SNP-11.21596684.
11894392
11894392

0Os04g0285401
None

None

0Os05g0569300
0s05g0569400
0s05g0569500
0Os05g0569600
0Os05g0569700

0s02g0498700
None

0s01g0899500
None

0s01g0899700
None

0s01g0899800
0s05g0206500
0s05g0206600
0Os05g0207000
0s02g0800000
0s02g0800100
0s02g0800300
0s02g0800300
0s11g0583366
None

None

0s11g0584100
0s11g0660400
0s11g0660500

Similar to G-box binding factor 1.
Similar to apospory-associated protein C.
Similar to Embryo-specific protein.

Similar to Glutamine amidotransferase, class |, active site.
Similar to QUAL (QUASIMODO 1); polygalacturonate 4-alpha-galacturonosyltransferase/
transferase, transferring glycosyl groups / transferase, transferring hexosyl groups.

Hypothetical conserved gene.

Extensin

Pathogenesis-related transcriptional factor and ERF domain containing protein.

Non-protein coding transcript.

PRLI-interacting factor L (Fragment).

Proteasome maturation factor UMP1 family protein.
Conserved hypothetical protein.

Conserved hypothetical protein.

Cyclin-like F-box domain containing protein.
Hypothetical protein.
Translationally controlled tumor protein
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GCPP
GCPP
GCPP
GCPP
GVPP
GVPP
GVPP
GVPP
GVPP
GVPP
GVPP
GVPP
GVPP
GVPP
GVPP
GVPP
GVPP
GVPP
GVPP
GVPP
GVPP
PGPP
PGPP
PGPP
PGPP
PGPP
PGPP
PGPP

11894392
11894392
11894392
11894392
id7000978
id7000978
id7000978
id7000978
SNP-10.3814952.
11734873
11734873
id5014124
id5014124
id5014124
id5014124
id5014124
9311693
9311693
9311693
9311693
9215962
wd4001738
wd4001738
wd4001738
wd4001738
id5014124
id5014124
id5014124

0Os11g0660600
0Os11g0660700
None

0Os11g0661000
0Os07g0208801
0Os07g0208900
0Os07g0209000
0Os07g0209100
None

0s11g0599000
0s11g0599101
0Os05g0569300
0Os05g0569400
0Os05g0569500
0Os05g0569600
0Os05g0569700
None

None

None

0s09g0286300
None

0s04g0285000
0s04g0285401
None

None

0s05g0569300
0s05g0569400
0Os05g0569500

Conserved hypothetical protein.

Pentatricopeptide repeat domain containing protein.

Similar to predicted protein.

Similar to transporter-related.
Dolichyl-diphosphooligosaccharide-protein glycosyltransferase 48 kDa subunit precursor
Similar to Seed imbibition protein (Fragment).

Domain of unknown function DUF629 domain containing protein.
Domain of unknown function DUF629 domain containing protein.
Similar to G-box binding factor 1.

Similar to apospory-associated protein C.

Similar to Embryo-specific protein.

Similar to Glutamine amidotransferase, class |, active site.
Hypothetical conserved gene.

Similar to G-box binding factor 1.
Similar to apospory-associated protein C.
Similar to Embryo-specific protein.
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PGPP
PGPP
PGPP
PGPP
PGPP
PGPP
PGPP
PGPP
PGPP
PGPP
PGPP
PGPP
PGPP
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG

id5014124

id5014124

id3004358

id3004358

id3004358

id3004358

9852552

9852552

9852552

9852552
SNP-12.16535450.
SNP-12.16535450.
SNP-12.16535450.

8848108

8848108

8848108
SNP-11.16889230
SNP-11.16889230
SNP-11.16889230
SNP-1.23711708.
SNP-1.23711708.
SNP-11.22701656.
SNP-11.22701656.
SNP-11.22701656.

1465151

1465151

1465151

id8006511

0Os05g0569600
0Os05g0569700
0s03g0255200
0s03g0255400
0s03g0255500
None
0s09g0541900
0s09g0542000
0s09g0542100
0s09g0542200
None
None
0s12g0466601
0s08g0432300
0s08g0432500
None
0s11g0490900
None
None
None
None
0s11g0490900
None
None
0s02g0172600
None
0s02g0172800
0s08g0460600

Similar to Glutamine amidotransferase, class I, active site.
Heat shock protein DnaJ
FAR1 domain containing protein.

Similar to Phosphoenolpyruvate carboxykinase 4 (EC 4.1.1.49) (Fragment).

26S proteasome regulatory particle non-ATPase 3 (Rpn3)
Similar to Ribonuclease P.

Peptidase A1 domain containing protein.

Thioredoxin-like fold domain containing protein.

TCP transcriptional activator
Ribosomal protein L7/L12

WRKY transcription factor 72
WRKY transcription factor 72
Heavy metal P-Type ATPase 6
Similar to Zinc-binding protein.
Cytokinin oxidase/dehydrogenase
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PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG
PCG

id8006511
rd8002538
rd8002538
rd8002538
7643802

7643802

7643802

7643802

12732307
12565979
12565979

2786361

2786361

2786361

2786361
SNP-11.15941391.
SNP-11.15941391.
SNP-11.17609061.
SNP-11.17609061.
SNP-11.17609061.
SNP-1.18539601.
SNP-1.18539601.
SNP-1.18539601.
2509250
SNP-8.26090329.
SNP-8.26090329.
SNP-8.26090329.
SNP-8.26090329.

0Os08g0460800
0s08g0545900
None
0Os08g0546100
0Os07g0495900
None
None
0Os07g0496000
0s12g0479400
None
None
None
0s03g0340100
None
None
0Os11g0474583
0Os11g0474600
None
0Os11g0506800
0Os11g0506901
0s01g0520500
0Os01g0520600
None
0s03g0122600
0s08g0524400
0s08g0524600
None
0s08g0524800

Hypothetical conserved gene.

Multi antimicrobial extrusion protein MatE family protein.

Bcl-2-associated athanogene (BAG) protein
Similar to low-level beta-amylase 1.

Similar to Nt-rab6 protein.
Auxin response factor 24

Similar to Zinc finger

Bcl-2-associated athanogene (BAG) protein
Conserved hypothetical protein.

NB-ARC domain containing protein.
MIKC-type MADS-box protein

Protein of unknown function DUF568
Similar to 60S ribosomal protein L32.

Similar to TA1 protein (Fragment).
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PP
PP
PP
PP
PP
PP
PP
PP
PP
PP
PP
PP
PP
PP
PP
PP
PP
PP
PP
PP
PP
PP
PP
AP
AP
AP
AP
AP

2437583
2437583
2437583
2437583
id1014841
id1014841
id1014841
id1014841
13069784
13069784
13069784
13069784
12951919
12951919
12951919
5776642
5776642
5776642
5776642
5776642
5776642
SNP-10.3550576.
SNP-10.3550576.
4238950
4238950
3538410
3538410
3538410

0s02g0800000
0s02g0800100
0s02g0800300
0s02g0800300
None
0s01g0623500
0s01g0623550
0Os01g0623600
None
0s12g0631100
0s12g0631200
None
0s12g0565100
0s12g0565200
0s12g0565300
None
None
None
None
0Os05g0576300
0Os05g0576500
None
None
0Os04g0341100
None
0s03g0839300
0s03g0839400
None

PRLI-interacting factor L (Fragment).

Proteasome maturation factor UMP1 family protein

Conserved hypothetical protein.

Conserved hypothetical protein.

ATPase

Hypothetical protein.

Glycoside hydrolase, family 28 protein.

Small GTPase

Zinc finger

NB-ARC domain containing protein.
Conserved hypothetical protein.

Similar to Calmodulin-binding protein MPCBP.

Zinc finger
Hypothetical conserved gene.

Similar to OSIGBa0159H11-0OSIGBa0137A07.5 protein.

Conserved hypothetical protein.
Conserved hypothetical protein.
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AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP

3538410
8815450
8815450
8815450
id2004251
id2004251
id2004251
id2004251
id2004251
id2004251
id9002966
id9002966
id9002966
SNP-1.2839979.
SNP-1.2839979.
SNP-1.2839979.
SNP-1.2839979.
SNP-1.2839979.
SNP-1.2839979.

SNP-10.20184542.
SNP-10.20184542.
SNP-10.20184542.

441578
441578
441578
441578
441578
4683917

0s03g0839700
0Os08g0419100
0s08g0419200
0s08g0419300
None

0s02g0248440
0s02g0248800
0s02g0248900
0s02g0249000
None

0s09g0344800
0s09g0344900
0s09g0345000
0Os01g0152300
0Os01g0152600
0Os01g0152687
0Os01g0152800
0Os01g0152900
0Os01g0153100
0s10g0522400
0s10g0522500
0s10g0522601
None

None

0Os01g0347500
0Os01g0347600
None

0Os04g0609100

Hypothetical conserved gene.
Conserved hypothetical protein.
Non-protein coding transcript.

Zinc finger
Similar to Glutelin type-B 2 precursor.

Glutelin

Protein of unknown function DUF81 family protein.

Zinc finger

Similar to dendritic cell-derived ubiquitin-like protein.

Similar to Histone H2B.1.

Protein kinase, catalytic domain domain containing protein.
Serine-threonine/tyrosine-protein kinase domain containing protein.
Protein kinase, core domain containing protein.

Similar to Histone H2B.1.

Similar to Histone H2B-3 (Fragment).

Cyclin-like F-box domain containing protein.

Protein COFACTOR ASSEMBLY OF COMPLEX C SUBUNIT B CCB2, chloroplastic
Armadillo-like helical domain containing protein.

Similar to Papain-like cysteine proteinase (Fragment).
Ervatamin B (EC 3.4.22.-) (ERV-B).

Similar to HO702G05.5 protein.
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AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP

4683917
c2p17996374
c2p17996374

9459070

9459070

9459070

9459070

9459070

id4001876
id4001876
id4001876
SNP-1.35192029
SNP-1.35192029
SNP-1.35192029
11097395
11097395
11097395
11097395
11097395
SNP-11.28230233
SNP-11.28230233
SNP-11.28230233
SNP-11.28230233
SNP-11.28230233
SNP-11.28230233
SNP-11.28230233
5757071
5757071

0Os04g0609200
None

0s02g0506100
None

0s09g0326800
0s09g0326850
0s09g0326900
0s09g0326900
0Os04g0165600
0Os04g0165700
None

0s01g0823900
0s01g0823951
0s01g0824000
None

0Os11g0256100
0Os11g0256200
0Os11g0256300
0Os11g0256400
Os11g0701600
Os11g0701700
Os11g0701800
Os11g0701900
0Os11g0702100
0Os11g0702200
0Os11g0702300
0Os05g0561500
0Os05g0561600
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Major facilitator superfamily protein.

Conserved hypothetical protein.

26S proteasome 19S regulatory particle non-ATPase subunit 1a
Yosl-like domain containing protein.

Similar to Eukaryotic translation initiation factor 5 (elF-5).

Similar to Eukaryotic translation initiation factor 5 (elF-5).
Peptidase S26A, signal peptidase | family protein.

Cysteine synthase (EC 2.5.1.47).

U-box E3ubiquitin ligase

Conserved hypothetical protein.

Conserved hypothetical protein.

Pentatricopeptide repeat domain containing protein.

Protein of unknown function DUF842, eukaryotic family protein.
Zinc finger

Zinc finger

Glycoside hydrolase, family 18, catalytic domain domain containing protein.
Hypothetical gene.

Xylanase inhibitor

Glycoside hydrolase, family 18 protein.

Similar to Class Il chitinase homologue (OsChib3H-h) (Fragment).
Glycoside hydrolase, family 18 protein.

Zinc finger

Similar to CMP-KDO synthetase (EC 2.7.7.38) (Fragment).
Protein of unknown function DUF1421 domain containing protein.



AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP

AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP

5757071

5757071
11337326
11337326
11337326
id1003050
id1003050
id1003050
id1003050
id1003050

id1003050
1921360
1921360
1921360
1921360
1921360
20215
20215
20215
20215
20215
10678891
10678891
5615443
5615443
5615443
5615443
id10000969

0Os05g0561800
0Os05g0561900
None

None

0Os11g0442500
0s01g0171600
0Os01g0171701
0s01g0171800
0s01g0171900
0s01g0172000

0s01g0172100
None

0s02g0495400
None

0s02g0495900
None

0s01g0113200
0s01g0113300
0s01g0113350
0s01g0113400
0s01g0113600
0s10g0479600
0s10g0479700
None

0s0590462301
0s05g0462400
0s05g0462500
0s10g0155300

Hypothetical conserved gene.
Conserved hypothetical protein.

Similar to BHLH transcription factor.

Conserved hypothetical protein.

Glycosyltransferase
Similar to Triose phosphate/phosphate translocator, non-green plastid, chloroplast precursor
(CTPT).

Armadillo-like helical domain containing protein.

Similar to predicted protein.

Similar to Receptor serine/threonine kinase.

Similar to ARK protein (Fragment).

Membrane-associated kinase-1

Similar to Receptor-like kinase.

Hypothetical protein.

Protein Transporter

Protein of unknown function DUF250 domain containing protein.
Similar to predicted protein.

Lipin

Transmembrane receptor, eukaryota domain containing protein.
Cyclin-like F-box domain containing protein.
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AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP

id10000969
id10000969
id10000969
SNP-6_28653037
SNP-6_28653037
SNP-6_28653037
SNP-6_28653037
SNP-6_28653037
SNP-6_28653037
5948926

5948926

5948926

5948926

3323682

2759587

2759587

2759587

2759587

402939

402939

402939

1412828

1412828

1412828

1412828
id5013231
id5013231
id5013231

0s10g0155400
0s10g0155500
None

0Os06g0687000
0Os069g0687100
0Os06g0687200
0Os06g0687300
0Os06g0687400
0Os06g0687450
None

0Os06g0190500
0s06g0190550
0Os06g0190600
0Os03g0680800
0s03g0319100
0s03g0319200
0s03g0319300
0s03g0319400
0Os01g0332800
0Os01g0332900
None

0s02g0137450
0s02g0137500
0s02g0137600
0s02g0137700
None

0Os05g0549500
0Os05g0549600

Similar to Amidase family protein, expressed.
Similar to Aldose 1-epimerase-like protein.

Domain of unknown function DUF292, eukaryotic domain containing protein.

Similar to predicted protein.

Putative RING E3 ubiquitin (Ub) ligase

Similar to auxin-independent growth promoter-like protein.
Similar to dehydration-responsive protein-related.

Similar to Glutamate receptor.

Conserved hypothetical protein.

Similar to cDNA clone:J023038C04, full insert sequence.
Similar to SNF1-related protein kinase regulatory subunit beta-1.
Hypothetical conserved gene.

Calmodulin

Serine/threonine protein kinase

Similar to Serine carboxypeptidase ll-like protein.

Similar to immediate-early protein RSP40.

Conserved hypothetical protein.

Similar to histone acetyltransferase.

Bacterial methyltransferase family protein.
NAD(P)-binding domain containing protein.

Conserved hypothetical protein.

Similar to cDNA clone:J013113G18, full insert sequence.
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AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP

id5013231
id3003638
id3003638
id3003638
id3003638
id3003638
id3003638
SNP-8.5340422.
SNP-8.5340422.
SNP-8.5340422.
SNP-9.1156455.
SNP-9.1156455.
10987941
10987941
10987941
S6_1362133
S6_1362133
S6_1362133
S6_1362133
S6_1362133
S6_1362133
4672837
4672837
4672837
4672837
id1017334
id1017334
id1017334

0Os05g0549700
0s03g0219100
0s03g0219200
0s03g0219300
0s03g0219400
0s03g0219500
0s03g0219700
0s08g0191100
0s08g0191200
0Os08g0191300
None

0s09g0114500
0s11g0210100
0s11g0210201
0Os11g0210300
0Os06g0125132
0s06g0125200
0Os06g0125300
0Os06g0125400
None

0Os06g0125500
None

0Os04g0601400
0Os04g0601500
0Os04g0601600
0Os01g0706400
0Os01g0706500
0Os01g0706600

Similar to Threonine synthase, chloroplast precursor (EC 4.2.3.1) (TS).
Cellular retinaldehyde-binding/triple function

CuZn superoxide dismutase

Similar to Tubulin alpha-2 chain (Alpha-2 tubulin).
Glycoside hydrolase, family 20 protein.

Similar to Uv-induced protein uvi31.

DEAD-like helicase

Aconitase
Phosphoribosylamine-glycine ligase (PurD)
Conserved hypothetical protein.

Kinesin-4 protein with transcription regulation activity
Similar to Class Il peroxidase 133.

Conserved hypothetical protein.

Alcohol dehydrogenase 1.

Conserved hypothetical protein.

FCS-like zinc finger (FLZ) protein 18
Pentatricopeptide repeat domain containing protein.
Similar to Oligopeptide transporter 9.

Glutathione transporter

EF-HAND 2 domain containing protein.
Similar to BO403H10-OSIGBa0105A11.11 protein.

Protein of unknown function DUF292, eukaryotic domain containing protein.

Ribosomal protein L28e domain containing protein.
Conserved hypothetical protein.

135



AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP

AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP

id1017334
id1017334
id6017023
id6017023
id6017023
id6017023
6428379
6428379
6428379
6428379
153572
153572
153572
153572
6647702
6647702
6647702
6647702

SNP-1.31817959.
SNP-1.31817959.
SNP-1.31817959.
SNP-1.31817959.
SNP-10.18716174.
SNP-10.18716174.
2204731

2204731
id3001768
id3001768

0Os01g0706700
0Os01g0706800
0Os06g0731700
0Os06g0731800
0Os06g0731900
0Os06g0731950
None
None
0Os06g0485100
None
0s01g0190400
0s01g0190500
None
None
None
None
None
0Os06g0563300

0s01g0757400
0s01g0757500
Os01g0757600
0s01g0757700
0Os10g0494300
0Os10g0494500
0s02g0632500
0s02g0632800
None

0s03g0161400

Protein of unknown function DUF590 family protein.
Similar to agglutinin.

Similar to predicted protein.

Clathrin light chain family protein.

Protein of unknown function DUF707 family protein.
Conserved hypothetical protein.

Similar to Homeobox-like resistance.
Hexokinase 8
Homolog of GW5

Similar to Serine/threonine protein phosphatase 2A 55 kDa regulatory subunit Bbeta isoform.
Similar to Katanin p60 ATPase-containing subunit A1 (EC 3.6.4.3) (Katanin p60 subunit A1) (p60
katanin). Splice isoform 2.

Heat shock protein

Similar to Myosin heavy chain-like protein (Fragment).
Similar to EMB1417.

ATP binding cassette G transporter

Zinc finger

Arf GTPase activating protein family protein.
Wall-associated kinase

Similar to 1Q calmodulin-binding motif family protein, expressed.
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AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP

id3001768
id3001768
SNP-2.24274210.
SNP-2.24274210.
SNP-2.24274210.
SNP-2.24274210.
SNP-2.24274210.
id3011085
id3011085
3270035

3270035
SNP-4.31394197.
SNP-4.31394197.
SNP-4.31394197.
SNP-4.31394197.
id10003623
id10003623
id10003623
id10003623
id10003623
id10003623
id4003693
id4003693
9096255

9096255

9096255

9096255

9096255

0s03g0161500
None
0s02g0614500
0s02g0614600
0s02g0614700
0s02g0614800
0s02g0614800
0s03g0661500
0Os03g0661600
None
0s03g0653900
None
None
0Os04g0621500
None
0s10g0404300
0s10g0404500
0s10g0404533
0s10g0404566
0s10g0404600
None
0s04g0280200
0s04g0280300
None
None
0s09g0109500
0s09g0109600
None

EGF domain containing protein.

Protein of unknown function DUF250 domain containing protein.

Protein of unknown function DUF869, plant family protein.
B30.2/SPRY domain domain containing protein.
Hypothetical protein.

Hypothetical protein.

Conserved hypothetical protein.

Similar to Alpha-amylase/trypsin inhibitor (Antifungal protein).
Hypothetical conserved gene.

Disease resistance protein domain containing protein.
Basic helix-loop-helix (bHLH) transcriptional factor
Similar to Sucrose transporter.

Similar to Sucrose transport protein SUT3.

Similar to Sucrose transporter.

Hypothetical conserved gene.
Conserved hypothetical protein.

UNC-50 family protein.
Small peptide
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AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP

id11011505
id11011505
id11011505
id11011505
id11011505
id11011505
867116
867116
867116
867116
8822667
8822667
8822667
8822667
3173191
3173191
3173191
SNP-11.7982850
SNP-11.7982850
SNP-11.7982850
SNP-11.7982850
5604007
5604007
5604007
5604007
5604007
5604007
8081078

0Os11g0702100
0Os11g0702200
0Os11g0702300
0Os11g0702400
Os11g0702600
0Os11g0702700
0Os01g0637300
None

0Os01g0637500
0Os01g0637600
0Os08g0421900
0Os08g0422000
0Os08g0422200
0Os08g0422300
0Os03g0604200
0Os03g0604500
0Os03g0604566
0Os11g0247600
0Os11g0247700
0Os11g0247800
0Os11g0247900
None

0Os05g0454200
0Os05g0454300
0Os05g0454400
0Os05g0454451
0Os05g0454500
0Os08g0157500

Similar to Class llI chitinase homologue (OsChib3H-h) (Fragment).

Glycoside hydrolase, family 18 protein.
Zinc finger

Zinc finger

Hypothetical conserved gene.
Homeodomain-like containing protein.
Conserved hypothetical protein.
Similar to polygalacturonase.

Peptide deformylase 1B

Homolog of Arabidopsis EBS (EARLY BOLTING IN SHORT DAYS)

Similar to CM0545.530.nc protein (Fragment).
Cation efflux protein family protein.
Conserved hypothetical protein.

Similar to UDP-glucose dehydrogenase.
Hypothetical gene.

Conserved hypothetical protein.

Non-protein coding transcript.
Non-protein coding transcript.

Guanine nucleotide exchange factors for Rop

Conserved hypothetical protein.

Conserved hypothetical protein.
Caffeic acid O-methyltransferase
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AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP

AP

AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP

188269
188269
4711121
4711121
4711121
8873873
8873873
8873873
8873873
4453542
684468
684468
684468
684468
684468

11598756

11598756
11598756
11598756
5786110

5786110
SNP-3.13262836.
SNP-3.13262836.
SNP-3.13262836.
SNP-3.13262836.
SNP-3.13262836.
SNP-3.13262836.
SNP-3.13262836.

0s01g0209800
0s01g0210000
0Os04g0623300
0Os04g0623300
0Os04g0623400
0Os08g0446301
0Os08g0446400
None
None
0Os01g0548000
None
0Os01g0548000
None
None

0Os11g0545600

0Os11g0545600
0s11g0545650
0s11g0545700
None

0s05g0584900
0s03g0352600
0s03g0352700
0s03g0352800
0s03g0353000
None

None

0s03g0353300

Similar to Cationic amino acid transporter (Fragment).
Polyamine oxidase

Polyamine oxidase

Exonuclease domain containing protein.

Similar to Isoform INRPK1c of Receptor-like protein kinase.
Leucine-rich repeat

Conserved hypothetical protein.

Conserved hypothetical protein.

Reader protein of trimethylated histone H3 lysine 4 (H3K4me3) and histone H3 lysine 36
(H3K36me3)
Reader protein of trimethylated histone H3 lysine 4 (H3K4me3) and histone H3 lysine 36
(H3K36me3)

Conserved hypothetical protein.
Centromere/kinetochore protein zw10 homolog

Conserved hypothetical protein.

Hypothetical conserved gene.

Similar to Acyl carrier protein 1 (EC 1.6.5.3) (EC 1.6.99.3).
Conserved hypothetical protein.

Similar to F-box domain containing protein, expressed.
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AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP

5965570

5965570

6889734

6889734

6889734

6889734

2506194

1152251

1152251

1152251

1152251

9334403
SNP-12.20165789.
SNP-12.20165789.
SNP-12.20165789.
SNP-12.20165789.
SNP-12.20165789.
id2012493
id2012493
id3004633
id3004633
id3004633
id3004633
id3004633
id3004633
id1000955
13006287
13006287

0s0690202300
0s06g0202700
0Os06g0687700
0Os06g0687800
0Os06g0687900
0Os06g0688100
0s03g0120900
None
None
0Os01g0826651
0s01g0826800
None
None
None
0s12g0519501
None
None
0s02g0698800
None
0s03g0266000
0s03g0266100
0s03g0266200
0s03g0266300
None
0s03g0266500
0Os01g0118300
0s12g0592200
0s12g0592300

Conserved hypothetical protein.
Conserved hypothetical protein.

Similar to T-complex protein 1, eta subunit (TCP-1-eta) (CCT-eta) (HIV-1 Nef interacting protein).

Similar to Pincher (EH-domain containing 4).
Similar to UDP-glucuronyltransferase-l.
Hypothetical conserved gene.

Similar to AP2 domain containing protein RAP2.8 (Fragment).

Conserved hypothetical protein.

WRKY transcription factor 66.

Ovarian tumour, otubain domain containing protein.
Zinc finger

Similar to Enolase (EC 4.2.1.11) (Fragment).

17.9 kDa class | small heat shock protein

Phosphatidylserine synthase
Hypothetical conserved gene.
Transcriptional factor B3 domain containing protein.



AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP

13006287
13006287
13006287
4187124
4187124
4187124

8696593

8696593

8696593

8696593

4504597
4504597
4504597
4504597
4504597
4504597
SNP-8.19028736.
SNP-8.19028736.
SNP-8.19028736.
SNP-8.19028736.
SNP-11.26057855.
SNP-3.36333194.
SNP-3.36333194.
SNP-3.36333194.
SNP-3.36333194.
SNP-3.36333194.
8922103

8922103

0s12g0592400
0s12g0592500
None

0Os049g0312966
None

None

0Os08g0373900
0Os08g0374000
0Os08g0374100
0Os08g0374200
0Os04g0476700
0Os04g0476800
Os04g0477000
0Os04g0477050
Os04g0477100
Os04g0477200
0s08g0398700
0Os08g0398800
0s08g0399050
None

0Os11g0661000
0s03g0860700
0s03g0860801
0s03g0860900
0s03g0861000
0s03g0861100
None

0Os08g0477500

Similar to Adenine phosphoribosyltransferase 1.
Cyclin-like F-box domain containing protein.

Hypothetical conserved gene.

Bet v | allergen family protein.

Similar to Ubiquitin carrier protein.

Similar to Ubiquitin carrier protein.

Leucine-rich repeat, typical subtype containing protein.

Similar to TA5 protein (Fragment).

BTB/POZ fold domain containing protein.

Similar to OSIGBa0116M22.4 protein.

Pentatricopeptide repeat domain containing protein.

Peptidase M1, membrane alanine aminopeptidase family protein.

Cleavage and polyadenylation specificity factor, 25 kDa subunit domain containing protein.

Similar to OSIGBa0096F13.8 protein.
Pentatricopeptide repeat domain containing protein.
Hypothetical conserved gene.

Similar to Myosin head family protein, expressed.
WDA40 repeat-like domain containing protein.
Conserved hypothetical protein.

Conserved hypothetical protein.

Similar to patatin class 1.

141



AP
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

8922103
SNP-3.36333194.
SNP-3.36333194.
SNP-3.36333194.
SNP-3.36333194.
SNP-3.36333194.
SNP-7.26952770.
SNP-7.26952770.
SNP-7.26952770.

4476964

4476964

4476964

4476964

4476964

4476964

13006287
13006287
13006287
13006287
13006287
11337326
11337326
11337326

5615443

5615443

5615443

5615443

3323682

0Os08g0477600
0Os03g0860700
0Os03g0860801
0s03g0860900
0Os03g0861000
0s03g0861100
None

0Os07g0645900
0Os07g0646000
0Os04g0455200
0Os04g0455401
None

0Os04g0455600
0Os04g0455700
0Os04g0455800
0s12g0592200
0s12g0592300
0s12g0592400
0s12g0592500
None

None

None

0s11g0442500
None

0Os05g0462301
0s05g0462400
0Os05g0462500
0s03g0680800

Conserved hypothetical protein.
Hypothetical conserved gene.

Similar to Myosin head family protein, expressed.
WDA40 repeat-like domain containing protein.
Conserved hypothetical protein.

Conserved hypothetical protein.

Protein of unknown function DUF1677
Conserved hypothetical protein.

Similar to OSIGBa0093K19.7 protein.
Similar to OSIGBa0093K19.10 protein.
Similar to HO523F07.2 protein.

Similar to HO523F07.3 protein.

Similar to Lipoic acid synthetase, mitochondrial precursor (Lip-syn) (Lipoate synthase) (mLIP1).

Hypothetical conserved gene.

Transcriptional factor B3 domain containing protein.
Similar to Adenine phosphoribosyltransferase 1.
Cyclin-like F-box domain containing protein.

Similar to BHLH transcription factor.
Similar to predicted protein.
Lipin

Transmembrane receptor, eukaryota domain containing protein.

Similar to cDNA clone: J023038C04, full insert sequence.
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NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA

SNP-7_26972908
SNP-7_26972908
SNP-7_26972908

9334403
7947435
7947435
7947435
7947435
7947435
8696593
8696593
8696593
8696593
11097395
11097395
11097395
11097395
11097395
12139549
12139549
10604302
8081078
id2012493
id2012493
SNP-8.5340422.
SNP-8.5340422.
SNP-8.5340422.

11598756

0Os07g0646100
0Os07g0646200
0Os07g0646300
None

None

0Os07g0669500
0Os07g0669600
0Os07g0669650
0Os07g0669700
0Os08g0373900
0Os08g0374000
0Os08g0374100
0Os08g0374200
None

0s11g0256100
0s11g0256200
0s11g0256300
0s11g0256400
0s12g0190100
0s12g0190200
0Os08g0157500
0s02g0698800
None

0s08g0191100
0s08g0191200
0s08g0191300

0Os11g0545600

Similar to predicted protein.
Zinc finger
Hypothetical conserved gene.

ERF transcription factor

Conserved hypothetical protein.

Similar to Isoform 2 of Potassium transporter 7.
Potassium transporter 4 (AtPOT4) (AtKUP3) (AtKT4).
Hypothetical conserved gene.

Bet v | allergen family protein.

Similar to Ubiquitin carrier protein.

Similar to Ubiquitin carrier protein.

Pentatricopeptide repeat domain containing protein.
Protein of unknown function DUF842, eukaryotic family protein.
Zinc finger

Zinc finger

Similar to Auxin-independent growth promoter-like protein.

Similar to Thylakoid lumenal 29.8 kDa protein, chloroplast precursor.

Caffeic acid O-methyltransferase

WRKY transcription factor 66.

Aconitase

Phosphoribosylamine-glycine ligase (PurD)
Conserved hypothetical protein.

Reader protein of trimethylated histone H3 lysine 4 (H3K4me3) and histone H3 lysine 36

(H3K36me3)
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Reader protein of trimethylated histone H3 lysine 4 (H3K4me3) and histone H3 lysine 36

NA 11598756 0Os11g0545600 (H3K36me3)
NA 11598756 0s1190545650 Conserved hypothetical protein.
NA 11598756 0Os11g0545700 Centromere/kinetochore protein zw10 homolog

A andlise de haplétipos por gen6tipo em SNPs significativos e genes candidatos foram pesquisados em uma janela de 20 kbp no banco de dados para RAPDB
(https://rapdb.dna.affrc.go.jp/).
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.4 Conclusoes

Neste estudo, foram apresentados 622 genes candidatos para o controle de dez caracteristicas de interesse agronémico (NP,
NA, CPP, PPP, GCPP, EEPP, PGPP, PCG, PP e AP) em arroz. Alguns genes tém funcdo conhecida e estao relacionados com as
varidveis analisadas, outros ainda ndo foram identificados ou caracterizados. Para elucidar o papel destes genes novos estudos

devem ser realizados.
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5 Consideracdes finais

No primeiro estudo foi observado que a queda do desequilibrio de ligacéo foi
relativamente lenta na colecéo de arroz avaliada. A estrutura da populacao foi dividida
em duas subpopula¢des, assim como PCA e arvore filogenética. Portanto a colecéo
estudada, assim como os SNPs remanescentes apés as filtragens podem ser
utilizados para estudos de associacao genémica ampla.

No segundo estudo verificou-se a presenca de variabilidade genética para
tolerancia a salinidade na fase reprodutiva entre genétipos de arroz. Grande parte dos
acessos estudados foi severamente afetada pelo estresse salino, apresentando
elevado numero de paniculas totalmente estéreis e alta porcentagem de esterilidade
da panicula principal. Também foi observado, que alguns gendétipos foram menos
afetados pelo estresse e podem ser considerados para estudos futuros, por exemplo,
IAC 600 e BRS Ligeirinho.

No terceiro estudo, foram apresentados 622 genes candidatos para o controle
de dez caracteristicas de interesse agronémico (altura da planta, nimero de afilhos,
namero de paniculas por planta, comprimento da panicula principal, peso da panicula
principal, niumero de grao cheios da panicula principal, nUmero de espiguetas estéreis
da panicula principal, peso grdos da panicula principal, peso de cem graos e
produtividade por planta) em arroz.

Os resultados obtidos nos trés estudos podem contribuir para o melhoramento
do arroz e ampliacdo dos dados genotipicos e fenotipicos dos acessos utilizados no

Brasil.
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