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Resumo

OLIVEIRA, Victoria Freitas de. Mapeamento associativo para tolerancia a
salinidade em germoplasma de arroz utilizado no Brasil. 2019. 86f. Dissertacéo
(Mestrado em agronomia — area de concentragdo: Fitomelhoramento) - Programa de
Pos-Graduacdo em Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, RS, 2019.

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos trés principais cereais cultivados e é considerado
alimento basico para a maioria da populacdo mundial. Elevar a produtividade é
importante para lidar com a alta demanda pelo cereal. No entanto, a produtividade fica
limitada quando a cultura é exposta a estresses causados por agentes abidticos e
bidticos. A salinidade € um fator ambiental que prejudica o desenvolvimento e
crescimento da maioria das plantas, provocando uma série de modificacfes
moleculares, bioquimicas, fisiolégicas e morfolégicas. Essa condicao afeta milhdes de
hectares de solo irrigado para o cultivo de arroz no mundo, e também no Brasil. Devido
a tolerancia a salinidade ser uma caracteristica quantitativa, e devido as plantas
apresentarem diferentes respostas nos distintos estadios de desenvolvimento, se
torna uma caracteristica complexa, e representa um desafio para os pesquisadores
que almejam a identificacdo de genes responsaveis por esse mecanismo. A busca por
genaotipos tolerantes é essencial para mitigar o problema e o conhecimento da base
genética da tolerancia potencializa o processo de melhoramento. Técnicas de biologia
molecular, tais como mapeamento genético utilizando marcadores moleculares,
apresentam enorme potencial para atingir esse objetivo. Dentre elas, 0 mapeamento
associativo ou estudo de associacdo gendmica ampla é eficiente quando aplicado em
caracteres complexos, uma vez que detecta variantes genéticos em varios locos ao
mesmo tempo, podendo, nesse caso, encontrar genes relacionados a tolerancia a
salinidade. Desta forma, o objetivo deste estudo foi mapear regibes gendmicas
associadas a tolerancia a salinidade em genétipos de arroz cultivados e utilizados em
programas de melhoramento no Brasil. Um total de 94 acessos de arroz foram
utilizados para amostrar a variabilidade genética do germoplasma elite brasileiro. O
DNA de cada acesso foi enviado para o laboratério do IRRI nas Filipinas para
genotipagem. A fenotipagem foi feita no Laboratério de Genbmica e
Fitomelhoramento, em tanque hidroponico utilizando dose de 40mM de NaCl para
inducdo de estresse salino. Para andlise dos dados foi utilizado o programa Tassel
V.5.2.41. A variabilidade genética encontrada representa um valor baixo, e isso €
devido ao painel ser composto basicamente por acessos elite de arroz brasileiros. O
desequilibrio de ligacdo apresentou uma queda lenta, sendo esperada, ja que o arroz
€ uma planta autbgama e também decorrente da estreita variabilidade genética
disponivel. Para a estrutura da populacdo houve a formacéo de oito subpopulacdes,
sendo o agrupamento dos acessos feito em grande maioria de acordo com 0s
programas de melhoramento genético em que foram desenvolvidos. O estudo de
associacdo gendmica ampla possibilitou 0 mapeamento de sete QTNs associados a
resposta a salinidade. Dois QTNs localizados nos cromossomos 6 e 10, associados
ao comprimento de parte aérea, um QTN localizado no cromossomo 9, associado ao
comprimento de raiz, um QTN localizado no cromossomo 11, associado a massa seca
de parte aérea e trés QTNs localizados nos cromossomos 5 e 9, associados a massa
seca de raiz. Com base nos resultados obtidos conclui-se que o painel de arroz
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estudado pode ser aplicado em estudos de associacdo gendmica ampla e os sete
QTNs identificados trazem indicios de QTLs subjacentes associados a resposta a
salinidade em plantulas de arroz.

Palavras-Chave: Associacdo gendmica ampla, Oryza sativa L., estresses abidticos,
variabilidade genética, estrutura da populacgéo.
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Abstract

OLIVEIRA, Victoria Freitas de. Association mapping for salinity tolerance in rice
germplasm used in Brazil. 2019. 86f. Dissertation (Master’s degree in Agronomy —
concentration area: Plant Breeding) — Graduate Program in Agronomy, Department of
Crop Science, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS, 2019.

Rice (Oryza sativa L.) is one of the three major cereals grown and is termed as staple
food for the majority of the population worldwide. Rising the yield is important to cope
with the high demand for this cereal. However, the yield is limited when the crop is
exposed caused by agents to abiotic and biotic stresses. Salinity is an environmental
factor that impairs mostly the plant growth and development, causing a series of
molecular, biochemical, physiological and morphological changes. This condition
affects millions of hectares of irrigated rice all around the world and also in Brazil.
Because salinity tolerance is a quantitative trait, and due plants present different
responses at the different stages of development, it becomes a complex trait, and
represents a challenge for researchers that aim to identify the genes responsible for
this mechanism. The search for tolerant genotypes is essential to mitigate this problem
and the understanding of the genetic basis of tolerance enhances the breeding
process. Molecular biology techniques, such as genetic mapping using molecular
markers present enormous potential to reach this goal. Association mapping or
genome-wide association studies (GWAS) is efficient when applied to complex traits,
since they detect genetic variants simultaneously at several loci, therefore, being able
to find genes related to salinity tolerance. Thus, the aim of this study was to map the
genomic regions associated to salinity tolerance in rice genotypes grown and used in
breeding programs in Brazil. A total of 94 rice accessions were used to sample the
genetic diversity of the Brazilian elite germplasm. The DNA of each access was sent
to IRRI in the Philippines for genotyping. Phenotyping was scored at the Plant
Genomics and Breeding Center, at a hydroponic tank using 40mM NacCl in order to
induce the salinity stress. The data analysis was performed with the aid of Tassel
V.5.2.41 software. The low genetic diversity found was expected, since the panel was
basically composed by Brazilian elite rice accessions. The linkage disequilibrium decay
presented a gentle slope, which could be expected, since rice is an autogamous plant
and also due to the narrow genetic diversity available. For the population structure,
eight subpopulations were formed, and the grouping of these accessions was
performed mostly according to the breeding program in which they were developed.
The genome-wide association study allowed to mapping seven QTNs associated with
salinity response. Two QTNSs located in the chromosomes 6 and 10 associated with
shoot length, one QTN located in the chromosome 9 associated with root length, one
QTN located in the chromosome 11, associated with shoot dry mass and three QTNs
located in the chromosomes 5 and 9 associated with root dry mass. Based on the
results obtained it is concluded that the rice panel studied can be applied in genome-
wide association studies and the seven QTNs identified bring evidence of underlying
QTLs associated with salinity response in rice seedlings.

Key- Words: GWAS, Oryza sativa L., abiotic stresses, genetic variability, population

structure.
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1 INTRODUCAO GERAL

E amplamente reconhecido que o arroz (Oryza sativa L.) € uma das principais
culturas alimentares para mais de 3,5 bilhdes de pessoas em todo o mundo, estando
diretamente associado com a seguranca alimentar (LI et al., 2018). Ainda, o cereal é
considerado planta modelo para estudos de gendmica funcional por apresentar
genoma pequeno e relativamente simples, permitindo um sequenciamento de alta
qualidade, colinearidade com sequéncias de outros cereais, alta eficiéncia de
transformacao e abundante fonte de germoplasma (JIANG et al., 2012). O Brasil € 0
nono produtor mundial de arroz (FAO, 2018), e para safra 2018/2019 ha uma
estimativa de producéo de 11,2 milhdes de toneladas, com produtividade média de
6,1 ton hat em uma area de 1,8 milhdes de hectares, da qual 74% correspondem ao
cultivo irrigado. A estimativa é que o Rio Grande do Sul (RS), principal produtor do
pais, apresente uma producéo de 7,8 milhdes de toneladas, cultivados no sistema
irrigado (CONAB, 2018).

O cenério atual prevé um aumento na demanda de arroz, decorrente do
constante crescimento da populacdo, assim um dos principais objetivos do
melhoramento genético € o aumento do potencial produtivo. No entanto, a
intensificacdo dos estresses abidticos devido as mudancas climaticas, causa perdas
significativas na produtividade, fazendo com que a tolerancia as condi¢cbes ambientais
adversas também seja uma caracteristica alvo dos melhoristas. No RS, diferentes
estresses abidticos impactam negativamente a produtividade do arroz, sendo a
salinidade uma das condi¢des adversas mais comuns.

O sistema de cultivo de arroz utilizado no RS é o irrigado por inundagédo, com
manutencdo de lamina d’agua, proveniente de rios, corregos, lagos, lagoas e
reservatorios de aguas subterraneas. A Lagoa dos Patos é importante fonte de agua
de irrigagéo para as lavouras de arroz da regido Sul e da Planicie Costeira. Nos meses
mais quentes do ano (novembro a fevereiro), com baixa pluviosidade e alta demanda
de &gua para irrigacdo dos campos de arroz ocorre uma diminuicdo do nivel de agua
da Lagoa. A ligacdo da Lagoa ao Oceano Atlantico permite a entrada de agua salgada,
resultando no aumento da concentracdo de sais, muitas vezes prejudicial a cultura,

podendo atingir uma grande area de cultivo (revisado por FRAGA et al., 2010).
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Por definicdo, a salinidade ocorre quando ha uma alta concentracdo de sais
sollveis, e um solo salino é aquele que apresenta condutividade elétrica de 4dS m
(aproximadamente NaCl 40 mM). O limiar do arroz para o estresse salino € de 3dS m-
1, com uma reducdo de 12% no rendimento, por dS m%, além deste valor, o que o
torna uma cultura sensivel ao sal. A sensibilidade do arroz ao sal varia de acordo com
o estadio de desenvolvimento, sendo a germinacdo o estadio em que a planta
apresenta maior tolerancia. No estadio de plantula se torna sensivel a salinidade, e
no estddio vegetativo recupera a tolerdncia. Depois no estadio reprodutivo se
caracteriza pela maior sensibilidade da planta ao estresse salino (revisado por
NEGRAO et al., 2011).

Em solo salino, as plantas de arroz passam por estresse osmaotico devido a
reducdo do potencial osmotico da solugdo do solo, resultando na reduzida captacéo
de agua, gerando efeito similar ao dano ocasionado pela seca. A exposicdo a
salinidade também causa acumulo de sais em tecidos das plantas, podendo alcancar
niveis toxicos para estas, especialmente em folhas mais velhas, causando toxicidade
por Na*, caracterizando o estresse ionico, reduzindo a captacdo de nutrientes ou
causando desequilibrio nutricional (revisado por CASTILLO et al., 2007).

ApOs exposicdo ao sal, o estresse osmotico provoca desaceleracdo da
transpiracdo e expansao foliar. Ao mesmo tempo, os transportadores restringem a
entrada de Na* nas raizes, e outros transportadores removem Na* da corrente que flui
para a parte aérea. O Na* que resta atinge as folhas completamente expandidas e
acumula-se lentamente, até que essas folhas entrem em senescéncia de modo
prematuro. Esse processo pode ser retardado pela remocao de Na* para o vacuolo,
no entanto, o declinio da superficie fotossintética reduz o crescimento da planta,
podendo leva-la a morte. Na toxicidade iGnica ocorre a substituicdo de K* por Na* em
reacdes bioquimicas, bem como mudancas na conformacdo e perda de funcdo de
proteinas quando os ions Na* e CI™ interferem nas interacbes ndo covalentes entre
seus aminoécidos (revisado por NEGRAO et al., 2011).

Respostas em longo prazo incluem o ajuste osmotico, exclusdo de Na* e
homeostase de K* e regulagéo de antioxidantes. No ajuste osmatico, para evitar danos
de desidratacdo, desnaturacdo de proteinas e desestabilizacdo de estruturas
celulares, metabdlitos ndo toxicos, conhecidos como solutos compativeis, se

acumulam no citoplasma para ajustar o potencial osmético entre o citosol e o
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apoplasto. Esses compostos compreendem acucares, alcool, aminoacidos e
derivados, sendo no arroz a prolina o soluto mais comum nessa condi¢do. A exclusao
de Na* pode ocorrer na planta inteira ou compartimentalizacao intracelular. Na planta
inteira, h4 absor¢éo seletiva pelas células da raiz, carregamento do xilema com K* ao
invés de Na*, e retencdo de Na* na parte superior do sistema radicular e na parte
inferior da parte aérea pela troca de K* por Na*. Na compartimentalizacéo intracelular
o Na* é enviado para o vacuolo.

O estresse salino promove a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), que causam danos oxidativos em diferentes estruturas celulares. Assim, na
regulacdo de metabdlitos antioxidantes ocorre a producdo de acido ascorbico e
glutationa reduzida, além de enzimas do sistema antioxidante como superoxido
dismutases, catalases, ascorbato peroxidases, glutationa S-transferases e glutationa
peroxidases, que promovem um balanco entre a formacédo e remocdo de EROs e a
producdo de H20:2 para sinalizago celular (revisado por NEGRAO et al., 2011).

A elucidacdo dos mecanismos de resposta ao estresse € fundamental para
auxiliar os melhoristas no desenvolvimento de cultivares de arroz tolerantes a
salinidade. No entanto, sabe-se que esses mecanismos sdo controlados por um
grande numero de genes, regulados de forma complexa, envolvendo a sinalizagéo
hormonal e de outras moléculas, como EROs e Ca. Inumeros estudos tém identificado
genes chave, associados a tolerancia a salinidade, porém, por se tratar de um carater
complexo, e que se manifesta em diferentes niveis de acordo com o estadio de
desenvolvimento, a base molecular da tolerancia a salinidade nao foi completamente
elucidada.

O avanco da biotecnologia tem auxiliado a desvendar os mecanismos
associados a caracteres quantitativos em plantas, como a tolerancia a estresses
abidticos. Dentre essas ferramentas pode-se citar o estudo de associacdo gendmica
ampla (GWAS - do inglés Genome Wide Association Studies), também conhecido
como mapeamento associativo ou mapeamento de desequilibrio de ligagcdo. Com a
utilizacdo de populagdes naturais e marcadores moleculares, essa ferramenta
possibilita a identificacdo de nucleotideos de caracteres quantitativos (QTNS)
subjacentes a locos de caracteres quantitativos (QTLS). Assim, apds 0 mapeamento
de QTNs associados a salinidade, a regido pode ser dissecada a fim de identificar e

caracterizar os genes responsaveis pela tolerancia a salinidade.
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Com base nessa contextualizagcéo teorica, esse estudo teve como objetivo a
identificacéo de regifes gendmicas associadas a resposta a salinidade em arroz. Para
isso foi utilizado um painel composto por acessos de arroz cultivados no Brasil, no
estadio de plantula, e uma plataforma de marcadores SNPs (polimorfismo de

nucleotideo Unico).
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2.1 Aspectos genéticos e morfoldgicos da cultura do arroz

O género Oryza pertence a familia Poaceae, subfamilia Oryzoideae e tribo
Oryzeae, classe monocotiledonea e divisdo das Angiospermas (BOTELHO, 1914,
SAARELA et al., 2018). Esse género € composto por 24 espécies e 10 genomas (GE
et al., 1999; revisado por PEGORARO et al., 2018), sendo duas espécies cultivadas,
Oryza sativa L., (arroz asiatico) e Oryza glaberrima Steud. (arroz africano),
domesticadas independentemente a partir de Oryza rufipogon na Asia e Oryza barthii
na Africa, respectivamente (revisado por WIN et al., 2016 e PEGORARO et al., 2018).

O arroz asiatico e o arroz africano apresentam o mesmo namero basico de 12
cromossomos (X = 12) e séo diploides (2n = 24). Porém, a representatividade dos
genomas difere, sendo AA e AgAg para O. sativa e O. glaberrima, respectivamente
(MAGALHAES; OLIVEIRA, 2008). Acredita-se que processos evolutivos, como
duplicacdo cromossémica, foram presentes na tribo Oryzae por esta apresentar
namero de cromossomos X = 12, enquanto que em gramineas ancestrais o nimero
basico é x = 6 (TERRES et al.,, 1998). O tamanho do genoma de O. sativa é
aproximadamente de 390Mpb, e por possuir o genoma pequeno e de facil
manipulacdo, tem se tornado um modelo de pesquisa para outras gramineas (DEVOS;
GALE, 2000; IRGSP, 2005).

A descoberta dos centros de origem das culturas ocorre através da coleta de
dados arqueoldgicos, historicos, geograficos e culturais e pela identificacdo e
distribuicdo da diversidade genética no local. Para a espécie O. sativa € possivel inferir
gue a origem foi préxima aos vales dos rios Yangtze e Mekong, localizados em paises
asiaticos. E alguns dos centros de diversidade apontados s&o o nordeste da india,
norte de Mianmar e Tailandia, na encosta das montanhas do Himalaia, no Estado de
Chhattisgarh, trato de Jeypore da Odisha, Provincia de Yunnan na China (SINGH,;
UPADHYAYA, 2016).

As plantas de O. sativa apresentam caracteristicas singulares como folhas
herbaceas, estreitas, com nervuras lineares, borda serrilhada e a ultima folha do colmo
é identificada como folha bandeira. As raizes séo classificadas como adventicias e
fibrosas, e os colmos sédo ocos, sendo um o principal e os demais afilhos. As
inflorescéncias sdo denominadas como paniculas, compostas por pares de glumelas
florais (palea e a lema) estéreis que tem funcdo de proteger a semente e que podem

demostrar um alongamento chamado de arista, servindo como uma estrutura de
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dispersdo da espécie. Esse conjunto € chamado de espigueta, que sdo presas no
pedicelo. Apresenta também ramificacdes secundarias na panicula e uma ligula com
10 milimetros de comprimento aproximadamente (PEREIRA, 2002; SOUZA et al.,
2015; VAUGHAN et al., 2003). E considerada uma cultura anual ou perene, semi-
aguatica e tem uma elevada gama de adaptacbes a diferentes condicdes
edafocliméaticas (HEMAMALINI et al., 2000; TERRA et al., 2013).

Os processos evolutivos e de domesticagéo do arroz sob atuacao da selecao
natural e artificial, levou a uma grande divergéncia genética na espécie, formando
duas principais subespécies, indica e japonica. Alguns estudos dividem a espécie O.
sativa em sete grupos, indica, japonica temperada, japonica tropical, aus, aromatico,
ashina e rayada (GLASZMANN, 1987; WANG et al., 2014). Considerando as duas
principais subespécies verifica-se que séo diferenciadas por caracteres morfologicos,
destacando a forma de gréo, por apresentar uma diferenca discrepante, um tipo
referindo-se a longo e fino e o outro a curto e espesso, para as subespécies indica e
japonica, respectivamente (CHANDRARATNA, 1964; WATANABE, 1997). Além dos
caracteres agron6micos distintos, existe uma diferenca quanto as respostas a
estresses abioticos e bibticos, como baixas temperaturas, genes associados a
patogenicidade especifica do fungo causador de brusone e outras moléstias, a
germinacao quando relacionadas ao vigor, habilidade competitiva quando submetidas
a condicbes ambientais alteradas e o comportamento da planta quanto a aplicacdo de
fertilizantes provocando ou ndo acamamento (MACKILL et al.,, 1996; OKA;
MORISHIMA, 1997).

2.2 Importéncia econdmica do arroz

Em média 30 espécies sao cultivadas para o consumo humano, e dentre elas
estad o arroz, especialmente O. sativa L., o qual é uma das trés principais gramineas
cultivadas, e corresponde a 70% da dieta humana em nivel mundial (MAGALHAES;
OLIVEIRA, 2008). No continente asiatico, paises onde 90% desse cereal é cultivado,
o consumo médio é alto, de 78kg pessoa ano, enquanto que em paises situados na
América Latina o consumo médio fica em torno de 29 kg pessoa ano™, ressaltando o
Brasil que é considerado um grande consumidor de arroz, com a média de 32 kg
pessoa ano! (SOSBAI, 2018).

23



O primeiro produtor mundial de arroz é a China, seguido pela india e Indonésia,
com producdes de 148,873 milhdes de toneladas, 112,910 milhdes de toneladas e
37,000 milhdes de toneladas, respectivamente. O Brasil € o nono pais em producéo
em escala mundial, com a producéo de 11,3 milhdes de toneladas, sendo o maior
produtor das Américas e apontado como um produtor primordial entre os paises
ocidentais (USDA, 2018).

No Brasil, na safra 2017/2018 a producéo total brasileira foi de 11,3 milhdes de
toneladas, a produtividade em torno de 6,1 toneladas por hectare e a area de cultivo
cerca de 1,9 milhdes de hectares. Da producédo nacional, o estado do Rio Grande de
Sul contribuiu com 8,4 milhdes de toneladas na safra 2017/2018. E considerado o
Estado mais produtivo dentre os Estados brasileiros, e o sistema de cultivo utilizado,
o irrigado por inundacdo, apresenta a uma elevada contribuicdo na resposta do
rendimento (CONAB, 2018).

A cultura do arroz exerce uma fungao estratégica quando se refere a questdes
de seguranca alimentar, pois apresenta grande importancia em aspectos
socioecondmicos, como atuacdo na renda de populacdes de alto e baixo poder
aquisitivo. Além disso, representa 20% das calorias que compde a dieta humana de
mais de trés bilhnBes de pessoas, 0 que motiva a constante busca por alternativas

eficazes para o incremento no rendimento (SOSBAI, 2018).

2.3 Efeito dos estresses abidticos no arroz

O desenvolvimento e a produtividade do arroz tém sido gravemente afetados
por estresses abidticos como frio, seca, calor, submergéncia e salinidade (ZHANG et
al., 2015). A intensificacdo dos estresses abiéticos devido as mudancas climaticas em
curso aliado a maior demanda de alimentos decorrente do constante crescimento
populacional e a escassez de terras araveis para expansao dos cultivos ameaca a
seguranca alimentar, gera uma demanda por cultivares de arroz mais produtivas e
mais tolerantes as condi¢des adversas (BITA; GERATS, 2013; HIRABAYASHI et al.,
2013; WANG, 2005).

Um estresse abidtico € um evento complexo, que provoca danos em distintos
estddios de desenvolvimento da planta, a qual responde através de diversos
mecanismos e combinacbes destes para tolerar a condicdo adversa a qual esta

submetida. Essa complexidade torna o processo de melhoramento e a identificacdo
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de genes de tolerancia muito dificil, se tornando um grande desafio para os
melhoristas de plantas (FLEURY et al.,, 2010; REYNOLDS; TUBEROSA, 2008;
SALEKDEH et al., 2009). A resposta ao estresse €, na maioria das vezes, decorrente
da expressao de um grande numero de genes (HONG et al.,, 2016). Os produtos
desses genes desencadeiam uma sequéncia de modificagbes morfologicas,
fisiologicas e bioquimicas (LEI et al., 2013; SCAFARO et al., 2011). De acordo com o
mecanismo de resposta, 0 estresse pode causar alteracdes na funcao e estrutura dos
componentes da célula, prejudicando o processo fotossintético da planta,
ocasionando disturbios nas rotas metabdlicas e mesmo morte no tecido vegetal
(VIGHI, 2016). Dentre os estresses abidticos, a salinidade € uma ameaca progressiva
para as lavouras de arroz, pois afeta negativamente a produtividade. Ainda, o
desenvolvimento de gendtipos tolerantes é um desafio para os melhoristas, uma vez
gue a tolerancia a salinidade é controlada por muitos genes, que se expressam em
distintos estadios da planta (FLEURY et al., 2010; MUNNS et al., 2008; WITCOMBE
et al., 2008).

2.4 O problema da salinizacao

A salinizacdo do solo ocorre em varias partes do mundo sendo uma situacao
cada vez mais dificil de controlar. Acredita-se que cerca de 1 bilhdo de hectares
apresentem indices elevados de sais, um problema que ocorre também em areas sob
cultivo irrigado, resultando numa diminui¢cdo da producao das culturas (FAO, 2015).
Os solos que adquiriram o excesso de sal através das atividades do homem somam
aproximadamente 76 milhdes de hectares, desses, 57 milhdes de hectares estao
situadas na Asia (OLDEMAN et al., 1991). Em 2006, verificou-se que dos 301 milhdes
de hectares de areas sob cultivo irrigado, 60 milhdes, ou seja, 20% da area total
irrigada, apresentam salinidade no solo, dos quais 35 milhdes de hectares estédo
localizados em quatro paises, sendo Paquistdo, india, China e Estados Unidos, com
3,2 milhdes, 20 milhdes, 7 milhdes e 5,2 milhdes de hectares, respectivamente (FAO,
2015; SQUIRES; GLENN, 2011).

Na América do Sul em torno de 129,3 milhdes de hectares das areas cultivadas
apresentam excesso de sal (UNEP, 1992). Dentre as regides brasileiras, o Nordeste
€ a porcao de area que mais € prejudicada pela a salinidade, afetando 4 milhdes de
hectares do Brasil. Ja na regido Sul, no Rio Grande do Sul o aumento de sais no solo
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ocorre devido a area de cultivo estar nas proximidades das planicies costeiras,
atingindo cerca de 200 mil hectares. Na regido Sul, com a diminuicéo do nivel de agua
da Lagoa dos Patos e também pelo vento ocorre a entrada de agua do mar,
aumentando os niveis de sais em propor¢des que podem ser prejudiciais a cultura
(CARMONA et al., 2011).

Solos afetados pela salinidade apresentam altas quantidades de sais sollveis
como sédio (Na*), magnésio (Mg?*), calcio (Ca?*), cloreto (CI) e sulfato (SO4?%)
(revisado por HUSSAIN et al., 2017). Os solos com excesso de sal podem ser
classificados como solos sédicos, solos salinos-sodicos e solos salinos. Os solos
sbédicos possuem uma condutividade elétrica do extrato de saturacdo (CEes) inferior
a4 dS m?, com um pH em torno de 8,5 a 10 e com uma percentagem de troca de
sédio trocavel (PST) superior a 15%. Os solos salinos-sédicos possuem uma PST
superior a 15%, condutividade elétrica superior a 4 dS m* e com um pH préximo 8,5.
Os solos salinos apresentam um pH abaixo de 8,5, uma condutividade elétrica acima
de 4 dS mt e PST é abaixo de 15% (DAKER, 1988).

As areas que possuem elevados teores de sais variam de acordo com
influéncia geografica e com condicdes climaticas, a diversificacdo da paisagem,
atividades agricolas, tipo de método de irrigacéo utilizado e a politica relacionada ao
manejo da terra e da cultura. Com isso, a salinidade do solo surge a partir de causas
naturais e fontes de sal ou pela contribuicdo da presenca do homem que induz a
salinizacdo do solo (FAO, 2015).

Com relacdo as causas nhaturais, sdo determinadas e divididas pelo
intemperismo das rochas, que € o processo onde 0s sais percolam para os horizontes
inferiores ou por escoamento superficial. No primeiro caso os sais sao levados para
camadas mais distantes, acumulando sais nos solos posterior a evaporacao da agua,
e no segundo caso ocorre o acréscimo de concentracdo desses sais em rios, lagos,
acudes e lagoas (AYERS; WESTCOT, 1991). Além disso, contribui para a salinidade
0 uso da agua do mar para a inundacéo das lavouras nas regides costeiras e também
quando utilizado a irrigacao pelo lencol freatico proximo a superficie, em locais com
baixa pluviosidade (OLIVEIRA et al.,, 2010). E por fim, através da deposi¢ao
atmosférica pelas chuvas ou precipitagdes secas, sendo considerada a principal fonte

de sal em grandes porcdes de areas (FAO, 2015).
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Entre as causas de salinizacao induzidas pelo homem estéo a instalacdo de
um sistema de drenagem deficiente que resulta na subida do lencol freatico, e a
irrigacdo com a agua subterrdnea salobra, sendo estas a salinizagdo priméria e
salinizagdo secundaria, respectivamente. Também favorecem a salinidade do solo a
ma conducdo da agua em lavouras, tratos culturais conduzidos erroneamente em
areas inundadas, banhos de agua em periodos prolongados e frequentes e a
ocorréncia de invasdo de aguas oceanicas por meio de zonas localizadas nas costas
(FAO, 2015).

2.5 Estresse salino

O excesso de sal induz cascatas de sinalizagao, causando disturbios de grande
impacto nas rotas metabdlicas das plantas, prejudicando o0 crescimento,
desenvolvimento e rendimento da cultura. Os efeitos iniciais provocados pelo estresse
salino sdo modificagcdes no potencial osmotico da planta, reduzindo o transporte da
agua, induzindo o estresse hidrico e consequentemente limitando o crescimento da
planta, caracterizando o componente osmotico ou estresse osmotico (Figura 1). O
excesso de ions situado nas paredes e tecidos vegetais pode ocasionar desequilibrio
nutricional, toxicidade ibnica, ou os dois, resultando em falhas nos processos
moleculares e metabdlicos, suspendendo o desenvolvimento vegetal e causando a
morte generalizada das células, caracterizando o componente iGnico ou estresse
i6nico (Figura 1) (KUMAR et al., 2009; ZHU, 2001).

Estresse i6nico

Estresse osmético

Sinalizaca Homeostase osmética e Sinalizacio
|na|ga§ao idnica A M
osmética idnica

!

Crescimento e diviséo da f
célula

Tolerancia ao
estresse salino

Figura 1. Mecanismos de resposta das plantas ao estresse salino.
Fonte: Kumar et al., 2013.
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A resposta ao estresse vai depender do tipo de planta, sensivel a salinidade
do solo ou tolerante a elevadas concentracbes de sal, definidas como glicofitas e
halofitas, respectivamente (TUTEJA et al.,, 2011). O arroz apresenta inumeras
respostas quando submetido ao estresse salino, demonstrando alteracfes
moleculares, bioquimicas, fisiolégicas e morfolégicas, especificas. Pode ocorrer
resposta em apenas algumas células ou sinergicamente na planta inteira (REDDY et
al., 2017). Ainda, a resposta da planta ao excesso de sal pode ter efeito imediato ou
demorar alguns dias ou até semanas (ROY et al., 2014).

A resposta morfologica da planta depende do estadio de desenvolvimento,
sendo as fases de plantula e florescimento as mais prejudicadas para as lavouras
orizicolas. Ap6s um periodo prolongado sob o estresse salino surgem danos como
inducao da senescéncia prematura em folhas mais velhas, diminuicdo da parte aérea,
clorose, reducdo do numero de afilhos férteis, encerramento do perfilhamento e
elevacdo da esterilidade das espiguetas, que influencia negativamente os processos
de polinizacdo e fecundacéao, resultando em reducéo da produtividade (CARMONA et
al., 2011; DANIELOWSKI, 2013).

A resposta fisiologica € iniciada pelas mudancas do potencial osmético, devido
ao excesso de sais soluveis acumulados na planta, resultando numa reducao do
gradiente de potencial de agua entre solo e planta. Portanto, uma por¢do menor de
agua é utilizada para o crescimento da planta, causando um déficit hidrico ou também
chamada de seca fisiologica. Durante 0 estresse osmoético ocasionado pela
salinidade, ocorre o fechamento dos estbmatos para reduzir a perda de agua por
transpiracdo. Essa mudanca fisiologica, controlada pelo acimulo de ABA e também
pelas espécies reativas de oxigénio (SHI et al., 2012; YOU et al., 2013), impede a
captacdo de CO2. Dessa forma, a salinidade pode limitar a fotossintese devido a
reducéo intracelular de COz, inibicao da sintese de clorofila, do transporte de elétrons,
da habilidade de absorver a energia excessiva da fluorescéncia da clorofila, da
eficiéncia da RUBISCO e fotofosforilacdo (revisado por LIU et al., 2011). Essas

mudancas fisiolégicas levardo a perda de produtividade da cultura.

2.6 Sinalizagéo celular sob estresse salino
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A sinalizacdo que ocorre em uma planta em condicdo de estresse salino é
decorrente da atuacao de fitohorménios, como auxinas, etileno, brassinosteroides,
citocininas, giberelinas e acido abscisico (ABA), responsaveis pela ativacao do
mecanismo de defesa da planta. Nessa condicdo ocorre a diminuicdo da atividade
das giberelinas e citocininas, que sao promotores de crescimento, e também regula
a abertura de estbmatos, no caso das citocininas. Por outro lado, o ABA, conhecido
como inibidor de crescimento e responséavel pelo fechamento dos estdmatos,
apresenta um acréscimo na atividade. Essas mudancas estdo relacionadas com a
inibicdo da fotossintese, reducdo do crescimento da planta e um acréscimo na
senescéncia foliar das plantas (TAIZ; ZEIGER, 2011). Para as auxinas, também
consideradas fitohorménio de crescimento, a alteracdo do acumulo e redistribui¢cao
decorrente do estresse promove a hipersensibilidade da planta a salinidade,
causando reducado no crescimento e desenvolvimento (RYU; CHO, 2015). Tem sido
demonstrado que os brassinosterdides atuam positivamente na mitigacao dos efeitos
nocivos do estresse por excesso de sal na producao de diversas culturas (CLOUSE;
SASSE, 1998; IKEKAWA; ZHAO, 1991). Por fim, quando em condicdo de estresse
salino, o etileno ativa um complexo de sinalizacdo que inclue fatores de transcricao,
receptores de membrana, componentes do citoplasma, e catabolismo da poliamina e
peroxodo de hidrogénio (H202) (FREITAS, 2015).

No estresse salino via componente osmotico, varias moléculas sdo sintetizadas
para que ocorra a sinalizacdo, como as proteinas quinases transmembranares, dois
componentes histidinas quinases e as quinases associadas a parede (TURKAN;
DeMIRAL, 2009). O lado de fora da célula que sob condi¢cdes de estresse esta
hiperosmotico, influencia a perda de turgescéncia das células localizadas na raiz,
induzindo modificacbes na membrana plasmatica e ativando a auto-fosforilagdo no
residuo de histidina do dominio da proteina receptora histidina quinase da membrana
plasmatica de Arabidopsis thaliana (AtHK1), caracterizada como osmo-sensor. O
grupo fosfato é transferido para um residuo de aspartato, que esta situado no dominio
regulador de resposta, que vai atuar na transducéo de sinal (Figura 2A). O estresse
osmoético também pode ser percebido nas células da raiz devido ao efeito mecanico
ocasionado pelo excesso de sal, modulando os canais ibnicos da membrana
plasmatica. A perda de volume celular, favorece a captagdo de ions nos canais

ibnicos, que sdo osmosensores, promovendo uma despolarizacdo da membrana e
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consequentemente um acréscimo na concentragdo de calcio no citoplasma (Ca?*)

levando a transducao de sinal (Figura 2B) (revisado por PRISCO et al., 2016).
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Figura 2. Mecanismos de percepc¢do do componente osmético do estresse salino pelas plantas.
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A - Percepgédo do componente osmatico do estresse salino por AtHK1 (Histidina quinase de Arabidosis
thaliana) presente no plasmalema e ativacdo do processo de transducéo de sinal. B — Percepcéo do
componente osmoético do estresse salino por canais iGnicos e ativagdo do processo de transducao de
sinal.

Fonte: Prisco et al., 2016.

Esta sinalizacdo via Ca*’ estd diretamente ligada a expressdo de genes
codificadores de proteinas situadas na membrana, destacando-se a aquaporina, que
tem como funcao aprimorar a eficiéncia de absorcdo da agua pelas células, auxiliando
na regulacdo osmética do citoplasma e contribuindo para a biossintese de osmdlitos.
Estudos indicam que o horménio ABA também atua como um sinalizador celular. Esse
horménio regula uma familia de proteinas chamadas Pyrabactin Resistancel (PYR1)
| Pyrabactin-likes (PYLs) / Regulatory Components of ABA Receptors (RCARS),
também denominada de familia PYRs, que atuam como receptoras de ABA (QIN et
al., 2011).

Alguns genes gue codificam proteinas envolvidas no mecanismo de resposta ao
estresse salino apresentam regulacao dependente do horménio ABA, engquanto outros
genes séo regulados em vias independentes do ABA (Figura 3). Assim, fatores de
transcricéo (FT) ativados de modo dependente ou indepente do ABA interagem com
regides promotoras especificas dos genes funcionais, regulando a sua expressao. No
complexo de regulacdo ABA dependente a principal cascata de sinalizagcdo depende
dos FTs ziper de leucina basico (bZIP), envolvendo os receptores PYR1, PYLs,
RCARs, fosfatases PP2C e proteinas quinases SnRK2 (revisado por PRISCO et al.,
2016; SHINOZAKI et al., 2015;). O fator de transcricdo bZIP se liga no elemento cis
ABRE (elementos responsivos aos ABA) presente na regido promotora de genes
funcionais (KUMAR et al., 2013).
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Na regulacdo ABA independente ocorre a sinalizacdo de fatores de transcricao
responsivos a desidratacdo (DREB2) com a participacdo da sinalizacdo de MAP
quinases. Os FTs DREB se ligam ao elemento cis DRE (elemento responsivo a
desidratacéo) / CRT (repeticdo C) presente na regido promotora de genes funcionais
(KUMAR et al., 2013). Alguns genes funcionais, apresentam em seus promotores
ambos elementos cis ABRE e DRE, sendo regulados pelas duas vias, ABA
dependente e ABA independente (revisado por PRISCO et al., 2016).
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Figura 3. Sinalizacdo ABA dependente e ABA independente.
Fonte: Prisco et al., 2016.

Pelo componente idnico do estresse salino (rota SOS - sensivel ao sal
excessivo), o ion Na* é identificado tanto no meio extracelular como o meio
intracelular, através do receptor da membrana plasmatica, e por proteinas de
membrana e enzimas sensiveis, respectivamente. Quando ocorre 0 estresse, que
eleva a concentracdo de Na* beneficia a absorcao de céations nas células localizadas
na raiz, assim como o ion Na* pode se locomover transversalmente por canais e
transportadores. Esse acumulo de Na* resulta numa drastica despolarizacdo da
membrana plasmatica e no tonoplasto, formando um efluxo de K* imediato pelos

canais especificos de K* para regular a despolarizacdo. Além disso, outro fator
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relevante é o acrescimo da concentragdo de Ca?* no citoplasma, que é determinado

como um sinalizador secundario (revisado por PRISCO et al., 2016) (Figura 4).
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sensiveis Abertura do
canal de Ca? ]
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ABA sinalizacdo
Mudancas l
metabdlicas
l [Ca?*]cito

Vias de
sinalizacdo —» Transducao de sinal
citosol

Plasmodesma

Figura 4. Mecanismo de percep¢do do componente idnico do estresse salino pelas plantas.
Fonte: Prisco et al., 2016.

2.7 Outras mudancas metabdlicas sob condicdo de estresse salino

Alteracdes na fotossintese sdo percebidas quando ocorre o estresse,
ocasionando a diminuicdo das moléculas de NADPH através do ciclo de Calvin, e a
diminuicdo da regeneracao e disponibilidade das moléculas de NADP* nas reacdes
fotoquimicas. Com isso ocorre excesso de excitacdo de energia nos tilacoides,
principalmente nas membranas, que diminui o acumulo dos componentes da cadeia
de transporte de eletrons e induz a producéo de inimeros EROs (espécies de reativas
de oxigénio). No fotossistema Il ocorre 0 vazamento de elétrons para 0 oxigénio
molecular (O2), pela oxidacédo da quinona A e B, formando o radical superéxido (O™2).
Nas membranas dos tilacéides o O™z produzido pode ser reduzido para peréxido de
hidrogénio (H202) pelos elementos da plasto-hidroquinona e componentes do
fotossistema | ou pode ser dismutado pela enzima superéxido dismutase (SOD)
(Figura 5A) (GURURANI et al., 2015). H202 é convertido a H20 pela catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPX) e ascorbato peroxidase (APX). A reacao de Haber-Weiss
gera "OH (radical hidroxila) a partir de H202 e Oz, para isso, inicialmente o Fe3* é

reduzido por O2"", seguido pela oxidagdo por H20:2 (reacéo de Fenton). A transferéncia
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de energia para O: leva a formacao de oxigénio singleto (*O2) (SHARMA et al., 2012).
A producéo de EROs ocorre também na mitocdndria devido ao vazamento de elétrons
e em diferentes compartimentos celulares (Figura 5B).

As espécies reativas de oxigénio produzidas em excesso, quando a planta esta
em condicdo de estresse abidtico, causam danos na integridade da membrana das
células, prejudica os cloroplastos e interrompe as rotas fotoquimicas e a fotossintese.
Essas EROs influenciam a oxidacdo de lipidios, proteinas e acidos nucleicos (APEL;
HIRT, 2004; CHEN et al., 2011), sendo o radical hidroxila a espécie reativa mais toxica
(MIGNOLET-SPRUYT et al.,, 2016). A producdo de antioxidantes, de natureza
enzimatica e nao enzimatica, constitui 0 mecanismo de protecdo da planta,
controlando as EROs e neutralizando seus efeitos deletérios, que provocam estresse
oxidativo (AZEVEDO-NETO et al., 2008; SCANDALIOS, 2002).

Tem sido demonstrado recentemente que as EROs também atuam na
sinalizacao de resposta a estresse pelas plantas. A sinalizacdo implica na manutencao
das EROs em niveis ndo téxicos, garantindo um delicado balanceamento entre a
producéo e eliminagcdo dessas moléculas (YOU; CHAN, 2015).
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Figura 5. Sintese de espécies reativas de oxigénio (EROs). A — Sintese de diferentes moléculas EROs.
B — Diferentes locais de sintese de EROs nas células.
Fonte: Sharma et al., 2012; Prisco et al., 2016.

Cloroplasto

Plas
Modes,
Citosey o

02 0i = HO

1/t |

PSIE PSI ‘OH

s Peroxissomo
=

H,0,

Harber-
Weiss

‘OH

radical
A) hidroxil

Outra resposta da planta em resposta ao estresse salino é a sintese e acumulo
de solutos organicos, conhecidos como osmoprotetores ou solutos compativeis, como
a prolina, glicina betaina, colina, o-sulfato, acucares e polidis. Dentre os solutos

compativeis, a prolina € um aminoacido de baixo peso molecular, que diminui os
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efeitos negativos das EROs, estabilizando o sistema antioxidante através de ajustes
osmoticos, protegendo a integridade das membranas celulares. Ha evidéncia que a
prolina atua na regulacéo de genes relacionados a tolerancia a salinidade (revisado
por PER et al., 2017).

Outro soluto compativel também considerado osmoprotetor é a trealose,
denominado como um dissacarideo ndo redutor de glicose e apresenta uma funcéo
fisiolégica de protecdo das estruturas biologicas de prejuizos no decorrer da
dessecacdo, e atua na estabilizacdo de enzimas desidratadas, proteinas e
membranas lipidicas (CROWE et al., 1992; HARE et al., 1998; YANCEY et al., 1982).

2.8 Mecanismos de toleréancia e que evitam a salinidade

As plantas apresentam diferentes mecanismos de toleréncia e que evitam a
salinidade, como maior velocidade de emergéncia das plantas, restricdo inicial da
entrada de sais nas raizes, compartimentalizacdo e metabolismo do nitrogénio
(REDDY et al., 2017). O vigor do crescimento evita os efeitos de toxidez da salinidade,
pois a concentracdo de Na* transportado em genotipos de crescimento rapido sera
menor do que em gendtipos de crescimento lento (KUMAR et al., 2013; YEO et al.,
1990).

No mecanismo de restricao inicial da entrada de sal ocorre absorcédo seletiva
pelas células das raizes e entrada de ions juntamente com agua nas vias simplastica
e apoplastica. No arroz, as barreiras endodérmicas altamente suberizadas fornecem
maior resisténcia ao fluxo de dgua. Nessa espécie, a maior quantidade de sodio é
transportada para parte aérea pela via apoplastica. Na via apoplastica, a agua entra
pelas raizes, se movimenta célula a célula através de regides intracelulares,
atravessando o cortex e depositando o sal no xilema. As estrias de Caspary e a lamela
suberizada restringem e forcam a agua e o sal a cruzarem a membrana para o
citoplasma, onde podem continuar na via simplastica, levando a diminuicdo de Na* na
parte aérea. Na via simplastica, o Na* é captado pelos canais ibnicos ou proteinas
transportadoras da membrana plasmatica, e os ions passam para o citoplasma, e se
movimentam célula a célula através dos plasmodesmas para passar pelas estrias de
Caspary até a descarga no xilema (revisado por REDDY et al., 2017). Ainda nesse

mecanismo, verificou-se que o aumento do numero de células da coifa da raiz pode
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estar relacionado com a exclusdo de Na* e a ndo entrada desse sal nas raizes
(FERDOSE et al., 2009).

No mecanismo de compartimentalizagdo ocorre o transporte de ions toxicos
para folhas mais velhas e para a bainha das folhas, buscando preservar os tecidos
meristematicos em crescimento. O transporte continuo de Na* e CI- leva as folhas a
morte. A taxa de folhas novas tem que ser maior que a taxa de folhas velhas mortas,
para possibilitar fotossintese e a planta produzir flores e sementes. Assim, a
habilidade do arroz em acumular sal em folhas velhas contribui para sobrevivéncia em
condicdes de salinidade (SHABALA; MUNNS, 2012).

Os estudos desenvolvidos por Xu et al., (2016) sugerem que em condi¢des de
estresse salino ocorre um aumento do metabolismo nitrogénio, que € redirecionado
para sintese de solutos compativeis (aminoacidos como prolina). Esses solutos
compativeis atuam minimizando os efeitos negativos ocasionados pelo estresse. O
maior efeito da salinidade no metabolismo de nitrogénio é verificado em folhas velhas,

com maior acumulo de sal (WANG et al., 2012).

2.9 Estratégias de Melhoramento para tolerancia a salinidade

A identificacdo de genes envolvidos em rotas metabdlicas associadas a
tolerancia a salinidade pode auxiliar os melhoristas de plantas no desenvolvimento de
cultivares tolerantes. Tem sido demonstrado que a superexpressao de genes que
codificam proteinas envolvidas em vias de transporte, que tem como funcdo a
eliminacdo da toxicidade de ions ou a compartimentalizacdo do mesmo, e que
promovem a sintese de osmoalitos, auxiliam na tolerancia ao estresse salino (APSE et
al., 1999).

Embora alguns resultados promissores tenham sido obtidos, principalmente em
ambiente protegido, deve-se destacar que a tolerancia a salinidade é um carater
guantitativo, complexo, que depende da expressédo de um conjunto de genes de forma
coordenada e sincronizada. A maioria dos estudos prioriza modificar sistemas
endogenos, como tonificar rotas de resposta ao estresse da planta, destacando-se os
sensores, 0s elementos sinalizadores e genes funcionais. Dessa forma, as
abordagens aplicadas em laboratério, que utilizam a inser¢cdo de apenas um gene,
resultam em uma melhora na tolerancia, porém como a tolerancia ao estresse salino

€ de natureza multigénica, estas estratégias se afastam do desenvolvimento de uma
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planta tolerante ideal, especialmente em um horizonte de poucos anos (AGARWAL et
al., 2013; CABELLO et al., 2014).

A complexidade da tolerancia a salinidade (FLEURY et al., 2010; MUNNS et
al., 2008; WITCOMBE et al., 2008) torna o processo de melhoramento muito dificil.
Nesse sentido, o estudo da base genética que controla a tolerancia € uma estratégia
promissora para auxiliar os melhoristas de plantas. Dentre as abordagens para estudo
da base genética esta 0 mapeamento genético, que possibilita a identificacdo dos
locos que controlam a caracteristica de interesse, no caso a tolerancia a salinidade
(ROY etal., 2011).

Para estudo da base genética da tolerancia a salinidade pode-se utilizar o
mapeamento de ligagdo e/ou mapeamento associativo (mapeamento de desequilibrio
de ligacdo). A partir do conhecimento da base genética e identificacdo de genes
associados a tolerancia a salinidade, pode-se utilizar ferramentas biotecnoldgicas
como transgenia, edicdo génica e marcadores moleculares, para potencializar o
processo de melhoramento.

No mapeamento genético € feita uma andlise para determinar se um ou mais
marcadores moleculares estdo ligados a locos genéticos que controlam
caracteristicas quantitativas (QTLs) ou também a locos que controlam caracteristicas
qualitativas, seguido da identificacdo dos genes associados (BHERING; CRUZ, 2008).
Para que um mapa genético seja fidedigno é importante considerar alguns fatores
como a especificidade dos marcadores utilizados e o tipo e o tamanho da populacéo
avaliada. Se as populacdes ja contém informacdes de caracteristicas morfolégicas,
agrondmicas e qualidade industrial, o tamanho de até 200 individuos é satisfatério, no
entanto, quando as populacbes ndo sdo conhecidas, o namero de individuos
avaliados deve ser em torno de 600 para obter mapas confiaveis (BHERING; CRUZ,
2008).

O mapeamento de ligacdo depende da recombinacdo genética durante a
construcédo de populacdes de mapeamento, que é feita a partir do cruzamento de
apenas dois genotipos (genitores) contrastantes para caracteristica de interesse.
Nessa abordagem h& uma resolugcédo de mapeamento relativamente baixa e um baixo
namero de alelos pode ser estudado (WEN et al., 2009).

O mapeamento de desiquilibrio de ligacdo ou mapeamento associativo,

também conhecido como estudo de associacdo genémica ampla (do inglés, Genome
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Wide Association Study - GWAS), possibilita a descoberta de variantes genéticos
associados a caracteres guantitativos, com uma série de vantagens, porém também
exigéncias. Requer um grande nimero de marcadores, para varios locos (CUI et al.,
2015; LEE et al., 2003) para conseguir identificar genes associados ao carater de
interesse. Para evitar a presenca de associacdes espurias é necessario, além de uma
alta densidade de marcadores moleculares, uma populacdo também de tamanho
elevado, com repeticbes sob distintas condicbes ambientais (WEN et al., 2009). O
mapeamento associativo depende dos eventos de recombinacdo genética historica
acumulada durante muitas geracfes, jA que utiliza uma populacdo formada por
diferentes gendétipos que apresentam pouco vinculo e com alta variabilidade. Nesse
caso ha alta resolucdo de mapeamento e um grande numero de alelos podem ser
detectados, apresentando maior variabilidade quando comparada aos mapas
genéticos de ligacdo e garantindo maior eficiéncia para estudos de caracteres de
heranca complexa (WEN et al., 2009; YU; BUCKLER, 2006).

Com base nas consideracdes apresentadas, 0 mapeamento associativo pode
ser mais vantajoso que o mapeamento por ligacéo, por incluir a vasta variabilidade
genética disponivel nas populacdes de origem. No mapeamento associativo, atraves
dos dados de um banco de germoplasma é possivel trabalhar com toda séria alélica
e ndo somente com dois alelos, como nos mapas genéticos. Além disso, ndo ha
obrigatoriedade de formacéo de populacdes segregantes, e os dados fenotipicos e
moleculares de um banco de dados disponiveis em outros trabalhos podem ser
utilizados no mapeamento associativo (YU; BUCKLER, 2006). Ainda, pode-se citar
uma diminuicdo do tempo de pesquisa necessario para o desenvolvimento de estudos
deste tipo (WEN et al., 2009).

Em ambas as estratégias, mapeamento genético e mapeamento associativo, é
necessaria a utilizacdo de marcadores moleculares. Dentre os marcadores
disponiveis, os SNPs (nucleotideo de polimorfismo Unico) apresentam diversas
vantagens, como a alta densidade e distribuicAo nos genomas, permitindo a
localizac&o de regides do genoma associadas a caracteristicas quantitativas como a
tolerancia ao excesso de sal (HAN; HUANG, 2013; WEI et al., 2018; YANG et al.,
2014).

Diferentes estudos de mapeamento para tolerdncia a salinidade tém sido

desenvolvidos. Em trabalhos utilizando GWAS multi-loco em 478 acessos de arroz,
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verificou-se 66 genes proximos a 56 nucleotideos de caracteristica quantitativa
(QTNs) conhecidos e identificaram dentre eles dois genes (LOC_0s01g45760 e
LOC_0s10g04860) associados a rota da biossintense das auxinas (CUI et al., 2018).
Para o estadio de germinacao foram identificados 17 genes candidatos associados a
tolerancia a salinidade com base em 295 acessos (YU et al.,, 2018). Através dos
indices de suscetibilidade ao estresse, indice de vigor e tempo médio de germinacao,
foram detectados 22 SNPs relacionados a tolerancia ao estresse salino utilizando
também 478 acessos de arroz (SHI et al., 2017). Ainda em estudos para germinacao
e plantula de arroz, 20 nucleotideos de caracteristica quantitativa foram identificados
guanto a tolerancia ao acumulo de sal, em germoplasmas de continentes distintos,
como Asia, Africa e América Latina, tomando-se por base 219 acessos (NAVEED et
al., 2018). Para o estadio de plantula, foram encontrados 93 genes candidatos
relacionados a tolerancia ao excesso de sal, estudando-se outros 295 acessos (YU et
al., 2017). Além disso, para trabalhos no estadio reprodutivo, 64 SNPs foram
identificados para caracteristicas relacionadas a tolerdncia ao estresse salino,
principalmente a relacdo Na*/K* em 220 gendtipos de arroz (KUMAR et al., 2015).
Desse modo, baseado nos resultados apresentados, verifica-se que o mapeamento
associativo representa um método eficiente para os estudos associados a tolerancia
ao estresse salino em arroz. No entanto, devido a esta abordagem ndo ter sido ainda
conduzida utilizando acessos de arroz do Brasil, justifica-se a necessidade de aplicar

e desenvolver essa ferramenta sobre o germoplasma brasileiro.
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3 CAPITULO | - Variabilidade genética, desequilibrio de ligacdo e estrutura

da populacdo em painel de arroz brasileiro
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3.1Introducao:

O arroz (Oryza sativa L.) € uma das principais culturas produzidas no mundo,
alimentando mais de 2,7 bilhdes de pessoas (MUTHAYYA et al., 2014). A espécie se
caracteriza por possuir importancia econémica em diversos paises, inclusive sendo
opcéao de renda para pequenos produtores, também apresentando funcdes sociais e
culturais pela frequéncia com que o cereal € introduzido na dieta humana (WALTER
et al., 2008). Além disso, é considerada planta modelo para pesquisas genémicas e
moleculares em monocotiledéneas (MENGUER et al., 2017).

A orizicultura apresenta grande importancia econdmica, sendo um dos trés
principais cereais cultivados no mundo. A maior producdo se localiza nos paises
asiaticos. O Brasil com a producéo de 11,3 milhdes de toneladas é o maior produtor
da América Latina e esta entre os dez paises que mais cultivam arroz em nivel

mundial.

Dentre os Estados brasileiros, o Rio Grande do Sul é responséavel por mais de
70% da producdo nacional, tendo produzido 8,4 milhdes de toneladas na safra
2017/2018. O sistema de cultivo predominante neste estado, caracterizado irrigacéo
por inundacédo é relevante na contribuicdo na produtividade da cultura em ambas as
subespécies indica e japonica cultivadas (CONAB, 2018). Salienta-se, no entanto, que
a subespécie indica € mais cultivada devido a preferéncia do mercado e questdes

culturais referentes a consumo de grao longo e fino.

O continuo crescimento populacional e consequente aumento na demanda de
alimentos resultam na maior exigéncia sobre os recursos naturais e agricultura. A
necessidade de elevar a produtividade da cultura com o uso de alternativas
sustentaveis é essencial para os agricultores, o que torna o melhoramento genético
vegetal uma estratégia promissora frente a este desafio constante (MENGUER et al.,
2017). No entanto, o germoplasma elite de arroz do Sul do Brasil sofre com o
estreitamento da base genética, sendo uma grande dificuldade para o avanco do

melhoramento sustentavel desse cereal (RAIMONDI et al., 2014).

Sabe-se que a grande maioria dos caracteres de interesse agrondmico sao
controlados pela expressdo de inameros genes, 0s locos de caracteristicas
guantitativas (QTLSs), e sofrem grande influéncia das condi¢des ambientais. Como tais
caracteres sao de natureza complexa, o melhoramento convencional isoladamente é
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muitas vezes pouco eficaz. Assim, mapeamento de QTLs, para a descoberta e, a partir
dai utilizacdo de marcadores moleculares para a selecéo assistida € uma abordagem
promissora por agilizar e aprimorar o procedimento (VENSKE et al., 2018), permitindo
a aplicacéo de abordagens gen6micas em programas de melhoramento. Podem ser
aplicadas duas estratégias principais para estudos de mapeamento genético em
plantas, 0 mapeamento de ligacdo e o mapeamento associativo ou de desequilibrio

ligacdo, ainda chamado de estudo de associagdo gendmica ampla.

Mesmo que o mapeamento de ligacdo, tido como método classico, forneca
informacdes valiosas, apresenta limitacdes como de gerar resultados apenas de
populac6es biparentais e ndo permitindo obter informacao da variabilidade genética
contida em numerosos recursos abundantes do germoplasma. Compreender a base
genética das diversas variacdes naturais derivadas de ancestrais comuns é primordial
para identificar locos que venham a contribuir no desenvolvimento de cultivares
superiores, como, por exemplo, para maior tolerancia a estresses abibticos e melhor

nutricdo para os seres humanos, entre outras caracteristicas (CHEN et al., 2014).

Estudos de associacdo genbémica ampla (acrénimo do inglés, Genome Wide
Association Studies - GWAS) tém um grande potencial para identificar variacoes
naturais importantes em locos associados a caracteres de interesse, assim como
variacfes alélicas em genes candidatos relacionados a caracteres quantitativos e
complexos, incluindo aqueles associados ao crescimento, desenvolvimento,
tolerancia ao estresse e qualidade nutricional (KUMAR et al., 2015). GWAS tem sido
muito importante para o arroz, onde associacfes tém sido encontradas para
caracteres como tamanho e peso do grao, ciclo, resisténcia a doencas e tolerancia a
estresses abidticos, dentre muitos outros. QTLs de efeito maior identificados via
mapeamento convencional e GWAS ja tem sido introgredidos com sucesso em
genotipos elite a partir de germoplasma exoético e silvestre atraves da selecao

assistida por marcadores (revisado por McCouch et al., 2015).

O primeiro requerimento para se obter sucesso em um estudo de associagdo
gendmica ampla é a existéncia de satisfatoria variabilidade genética dentro do painel
de trabalho (HUANG; HAN, 2014). Uma boa amostragem para a sele¢cdo dos acessos

qgue irdo compor o estudo é importante, porém uma analise mais detalhada da

variabilidade genética presente neste grupo de gendtipos € vital, a qual pode ser
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obtida, com elevada qualidade, por meio de dados de genotipagem, com denso
namero de marcadores. O GWAS, ainda, assim como outras abordagens de
mapeamento, se baseia no fenbmeno de desequilibrio de ligacdo entre marcador
molecular e variantes genémicas que causam diferencas no fenotipo (FLINT-GARCIA,
et al., 2003). Conhecer a extensao gendmica media pela qual as ligacbes marcador-
fendtipo se mantém satisfatoriamente associadas permite se estabelecer o nimero
minimo de marcadores necessarios para um adequado estudo de mapeamento
associativo com a populagao selecionada ou os quéo eficientes serdao os marcadores
moleculares disponiveis para o estudo. Esta informacéo pode ser obtida pela anélise

de declinio do desequilibrio de ligacéao.

Finalmente, 0 mapeamento associativo se baseia na premissa de que somente
sdo mantidas ao longo de varias geracbes de recombinacdo, associacdes
verdadeiramente fortes, isto &, fruto de consideravel proximidade genémica entre
marcadores e locos que controlam caracteristica de interesse. Portanto, visando
minimizar a obtencdo de associacdes espurias entre 0 genoétipo (marcadores) e o
carater, especialmente os “falso-positivos” se faz necessaria a utilizacdo de varios
meétodos estatisticos para detectar a estrutura da populacdo e assim poder leva-la em
conta nas andlises de associacdo genétipo-fenétipo, como co-variavel. Associacdes
espurias surgem devido a impossibilidade de amostrar o universo de constituicées
genéticas existentes ou mesmo pela mera inexisténcia de determinados
recombinantes ou ainda pela distribuicdo desigual da frequéncia de determinados
alelos entre subgrupos dos genotipos incluidos no estudo (NACHUMUTHU et al.,
2015; revisado por SAHU; SHARMA, 2017).

Nesse sentido, o objetivo desse estudo foi determinar a variabilidade genética,
a estrutura da populacdo e o desequilibrio de ligagdo em gendtipos de arroz para

avaliar sua utilizacdo como painel para mapeamento associativo.

3.2 Material e Métodos:

3.2.1 Germoplasma

51



Um total de 94 acessos de arroz irrigado foram utilizados neste estudo (Tabela
1). Estes genotipos foram escolhidos de modo a amostrar a variabilidade genética do
germoplasma elite de arroz utilizado no sul do Brasil. Desta forma, procurou-se
selecionar genotipos desenvolvidos por diferentes instituices (Basf, Embrapa, IRGA
e EPAGRI), e ao longo das ultimas décadas (STRECK et al.,, 2018). Além das
cultivares elite brasileiras, foram acrescentados genotipos estrangeiros, 0s quais vém
sendo utilizados nos programas de melhoramento, contribuindo com genes de
tolerancia a estresses abioticos, resisténcia a estresses bioticos, e qualidade industrial
de graos. Ainda, algumas variedades tradicionais foram incluidas, isto €, genaétipos
gue nao foram selecionados de forma convencional em programas de melhoramento,
porém por agricultores, de forma tradicional. Também foram inseridas linhagens
mutantes desenvolvidas através da mutacdo da cultivar BRS Queréncia, pelo Centro
de Genbmica e Fitomelhoramento, no Campus Capdo do Ledo, na Universidade
Federal de Pelotas. Finalmente, uma cultivar hibrida foi incluida no painel de acessos
de arroz. Outro aspecto importante, € que se procurou também amostrar alguns
genodtipos com caracteres especiais, ou seja, arroz aromatico, com 0 pericarpo
avermelhado e preto, uma cultivar para producao de biocombustivel e cultivares para

cultivo em sequeiro.
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Tabela 1. Caracteristicas dos 94 acessos de arroz que compde o painel estudado.

Acessos Empresas brasileiras  Subespécies Tipo do acesso S'iﬁ?\?ode Origem Careascr;[g(r;iisati;cas
Amarelo B Variedade tradicional Japonica Variedade tradicional Irrigado Brasil

Amaroo - Indica Cultivar Irrigado Austrdlia

Arbério Italia Japonica Cultivar Irrigado Italia

Austral - Desconhecido Cultivar Irrigado Desconhecido

Basmat 370 - Indica Cultivar Irrigado Paquistao Aromatico
Bluebelle - Indica Cultivar Irrigado Istrt]%dooss

BR/IRGA 409 Embrapal/IRGA?2 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

Brilhante - Japonica Cultivar Irrigado Chile

BRS 358 Embrapa Japonica Cultivar Irrigado Brasil

BRS 6 Chui Embrapa Indica Cultivar Irrigado Brasil

BRS 7 Taim Embrapa Indica Cultivar Irrigado Brasil

BRS 902 Embrapa Indica Cultivar Irrigado Brasil Pericarpo avermelhado
BRS A701 CL Embrapa Indica Cultivar Irrigado Brasil

BRS AG Embrapa Japonica Cultivar Irrigado Brasil Para biocombustivel
BRS Agrisul Embrapa Indica Cultivar Irrigado Brasil

BRS Atalanta Embrapa Indica Cultivar Irrigado Brasil

BRS Bojuru Embrapa Japonica Cultivar Irrigado Brasil

BRS CIRAD 302 (Frant:ct;)FfEAn?brapa Indica Hibrido Irrigado Brasil

BRS Firmeza Embrapa Indica Cultivar Irrigado Brasil

53



BRS Formoso
BRS Fronteira
BRS/IRGA 414
BRS Ligeirinho
BRS Pampa
BRS Pampeira
BRS Pelota
BRS Queréncia
BRS Sinuelo CL
Cachinho
Cacho Grande
Carnaroli
Carolina

EEA 404
Empasc 100
Empasc 101
Empasc 102
Empasc 103
Empasc 104
Empasc 105
Epagri 106
Epagri 107
Epagri 108
Epagri 109
GURI INTA CL
IAS 12-9 Formosa
IR 8

IRAT 124

Embrapa
Embrapa
Embrapa/IRGA
Embrapa
Embrapa
Embrapa
Embrapa
Embrapa
Embrapa
Variedade tradicional
Variedade tradicional
Italia
EEA/IRGA
Epagri®
Epagri
Epagri
Epagri
Epagri
Epagri
Epagri
Epagri
Epagri
Epagri
BASF S.A5
Embrapa
IRRI

Indica
Indica
Indica
Indica
Indica
Indica
Indica
Indica
Indica
Japonica
Japonica
Japonica
Japonica
Indica
Indica
Indica
Indica
Indica
Indica
Indica
Indica
Indica
Indica
Indica
Indica
Japonica
Japonica
Indica

Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Variedade tradicional
Variedade tradicional
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar

Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Sequeiro
Irrigado
Sequeiro
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Italia
EUA
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Filipinas
Brasil

Aromatico
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IRAT 162
IRGA 417
IRGA 418
IRGA 419
IRGA 420
IRGA 424 CL
IRGA 427
IRGA 428

IRGA 429

Japonés de
Véarzea

Jasmine
Jasmine 85
Koschihikari
Lemont

M1150
M1313

M1410

Meio Chumbinho

Nowrin Mochi
OR 63-252
Puita INTA-CL
Qualimax
Rexoro
Sambuc

SC 173

SC 460

SCS 112

IRGA
IRGA
IRGA
IRGA
IRGA
IRGA
IRGA
IRGA

Variedade tradicional

CGF4

CGF

CGF

Variedade tradicional

BASF S.A.

Epagri
Epagri
Epagri

Indica
Indica
Indica
Indica
Indica
Indica
Indica
Indica
Indica

Japonica

Indica
Indica
Japonica
Indica

Indica
Indica

Indica

Indica
Japonica
Indica
Indica
Indica
Indica
Indica
Indica
Japonica
Indica

Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar

Variedade tradicional

Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Linhagem mutante
derivada BRS Queréncia
Linhagem mutante
derivada BRS Queréncia
Linhagem mutante
derivada BRS Queréncia
Variedade tradicional
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Linhagem avancada
Linhagem avancada

Cultivar

Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado

Irrigado

Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado

Irrigado
Irrigado

Irrigado

Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Tailandia
Tailandia
Japéo
EUA

Brasil
Brasil

Brasil

Brasil
Japao
Brasil
Argentina
Brasil
EUA
Franca
Brasil
Brasil
Brasil

Aromatico
Aromatico
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SCS 114 Andosan
SCS 115 CL

SCS 116 Satoru
SCS 117 CL

SCS 118 Marques
SCS 119 Rubi
SCS 120 Onix
SCS 121 CL

SCS BRS 111

SCS BRS Tio
Taka
Selenio

Soulanet

Tetep

Tomoe Mochi
TOX 514-16-101-1
Zebu

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

Variedade tradicional

Indica
Indica
Indica
Indica
Indica
Indica
Indica
Indica
Indica

Indica

Japonica
Indica
Indica

Japonica
Indica

Japonica

Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar

Cultivar

Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar

Variedade tradicional

Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado

Irrigado

Irrigado
Irrigado
Irrigado
Irrigado
Sequeiro
Sequeiro

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil Pericarpo avermelhado
Brasil Pericarpo preto
Brasil
Brasil
Brasil
Italia
Franca
Vietna
Japéo
Nigéria
Desconhecido

1 Embrapa — Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria.
2 IRGA — Instituto Rio-Grandense do Arroz.
3 Epagri — Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina.

4 CGF - Centro de Genbdmica e Fitomelhoramento.

5 BASF S.A
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3.2.2 Genotipagem e analise dos dados

Dos 94 acessos de arroz irrigado, foram coletadas folhas jovens e maceradas
com nitrogénio liquido para a realizacdo da extracdo de DNA, pelo método CTAB
(brometo de cetiltrimetilamonio) (DOYLE; DOYLE 1990). As amostras de DNA foram
liofiizadas e enviadas para genotipagem de acordo com as recomendacdes do
Laboratério de Servicos de Genotipagem do IRRI (Instituto Internacional de
Investigagéo do Arroz) - Filipinas.

O painel foi entdo genotipado com 7098 marcadores moleculares SNPs
(polimorfismo de nucleotideo Unico) utilizando a plataforma de genotipagem 7K
Infinium SNP (lllumina®) (verséo atualizada do 6K Infinium array, THOMPSON et al.,
2017) no Laboratorio de Servigos de Genotipagem — IRRI/Filipinas.

A filtragem dos dados, isto é, o tratamento inicial dos dados brutos gerados a
partir da genotipagem, foi feita no Laboratério de Centro de Genomica e
Fitomelhoramento, através do programa TASSEL V.5.2.41 (BRADBURY et al., 2007).
Foram removidos os acessos de arroz com taxa de chamada (call rate) < 75% (mais
gue 25% dos SNPs para aquele acesso nao apresentavam leitura). Foram também
removidos SNPs com leitura em branco (missing data) > 20% (para o SNP
permanecer na analise é necessario que esteja presente em no minimo 80% dos
acessos) e alelos com baixa frequéncia (minor allele frequency), neste caso < 5%
(alelos que s6 apareciam em até 5% nos acessos testados foram também removidos).
Todas as analises realizadas neste estudo foram baseadas nos dados de

genotipagem filtrados.

Todas as andlises foram realizadas no Laboratério do Centro de Gendmica e
Fitomelhoramento. A determinacdo dos parametros, heterozigosidade, contetudo de
informacao polimorfica (PIC), frequéncia do alelo principal de cada loco, desequilibrio
de ligacao (considerando uma janela de 50 SNPs) e variabilidade genética, foi obtida
através do programa PowerMarker v.3.25 (LIU; MUSE, 2005). A estrutura da
populacdo foi obtida utilizando o método de agrupamento Bayesiano, efetuado no
software fastSTRUCTURE (RAJ et al.,, 2014). Para esclarecer o resultado das
estruturas, foram testados os melhores modelos contendo de 1 até 10 componentes
(de k=1 a k=10), por meio do comando Choose K.py. De posse do resultado do modelo
gue melhor explica a estrutura genética deste painel, os genoétipos foram arranjados

nos grupos usando o software POPHELPER (online) (FRANCIS, 2016).
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Pelo programa TASSEL V.5.2.41, a analise dos componentes principais (PCA) foi
feita pré-estabelecendo o maximo de oito componentes, obedecendo o resultado da
andlise Bayesiana, porém somente o primeiro e o segundo componentes foram
plotados um contra o outro. Os pontos (gen6tipos) foram colorizados de acordo com
0 agrupamento da estrutura da populacao. Foi construida uma arvore filogenética do
tipo “sem raiz” (unrooted), baseada em matriz de distancia genética calculada pelo
parametro identidade por estado (identity by state) e no agrupamento do vizinho mais
proximo (neighbor joining), utilizando TASSEL V.5.2.41. A coloracdo das subarvores
foi novamente baseada nos grupos gerados pelo método de agrupamento Bayesiano.
O declinio do desequilibrio de ligacdo (linkage disequilibrium decay) foi calculado por
comparacées pareadas entre os SNPs utilizando o parametro r?, também no software
TASSEL V.5.2.41.

3.3 Resultados e Discussao:

Como resultado da filtragem, permaneceram 93 acessos de arroz e 4973 SNPs,
cujos dados foram utilizados para todas as andlises deste estudo. A cultivar Bluebelle
foi 0 gendtipo retirado das andlises, por apresentar taxa de chamada de SNPs de 0,63
(abaixo de 0,75, o valor minimo estabelecido). Foram calculados uma série de
parametros que permitem inferir sobre a qualidade da genotipagem, cujos resultados
estdo apresentados na Tabela 2. O contetdo de informacgéo polimérfica dos locos
SNPs (PIC), definido como o conteudo relativo de informacé@o de cada marcador e
especifica cada alelo tirado ao acaso da populacado, apresentou uma média geral de
0,2578. Este resultado foi similar aos valores encontrados em estudos prévios. Um
estudo desenvolvido por Chen et al., (2011), avaliando um painel com 300 acessos
de arroz, provenientes de diferentes regiées do mundo, obtiveram um valor médio de
PIC de 0,285. Em outro estudo, utilizando um painel de 471 acessos de arroz da
subespécie indica, os autores verificaram o valor de PIC de 0,2533 para acessos
locais, de 0,2285 para acessos introduzidos e de 0,2465 para as variedades
melhoradas Chinesas (XU et al., 2016). Sabe-se que os valores para locos
relativamente informativos apresentam valores de PIC que variam de 0,25 - 0,5 e 0s
locos com informacgéo limitada apresentam PIC < 0,25 (BOTSTEIN et al., 1980). Um

detalhe relevante € que os valores esperados de PIC s&o altamente determinados
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pelo tipo de marcador estudado, desta forma, dados obtidos de marcadores SNP so

podem ser comparados com resultados obtidos com este tipo de marcador.

Neste estudo, o painel foi composto na grande maioria de cultivares brasileiras,
explicando o valor de PIC observando e evidenciando a estreita variabilidade genética
entre 0s acessos. Ainda, a utilizacdo dos marcadores SNPs caracterizados pela
natureza bi-alélica, pouco informativos, limitam os estudos desenvolvidos usando este
tipo de marcador. O expressivo avanco em tecnologias de sequenciamento de nova
geracdo, as quais permitem detectar elevada quantidade de polimorfismos, tém
levado ao constante incremento no nimero de marcadores em estudos deste tipo
(MOTTA, 2016).

A heterozigosidade pode ser definida como a proporc¢éo de locos heterozigotos
em um conjunto de dados. Os 93 acessos de arroz investigados apresentaram um
valor considerado baixo para heterozigosidade, que foi de 0,0549 (Tabela 2). Esse
resultado j& era esperado, uma vez que 0 arroz se reproduz por autofecundacéo,
caracteristica de plantas autdbgamas, e basicamente somente cultivares elites
brasileiras foram avaliadas. Por outro lado, a heterozigosidade observada pode ser
explicada pela presenca de um gendétipo hibrido no painel, o BRS CIRAD 302, e ainda
pela presenca heterozigosidade residual.

A variabilidade genética ou heterozigosidade esperada é a probabilidade de
dois alelos ao acaso dentro de uma populacao ser diferentes. O valor obtido foi de
0,3145 (Tabela 2), similar aos resultados por encontrados por Chen et al., 2011 e Xu
et al., 2016. O valor baixo de heterozigosidade se justificativa pelo sistema de
reproducao do arroz, como mencionado anteriormente.

A frequéncia de alelo principal representa a proporcao do alelo mais comum
em determinado loco. A frequéncia do alelo principal média foi de 0,7803 (Tabela 2),
dessa forma verifica-se que apenas um alelo menor, o alternativo, representa a
frequéncia que resta em cada loco, devido a natureza bi-alélica dos locos de
marcadores SNPs. Alelos raros (com frequéncia > 5%), que podem atrapalhar a
associacdo com os fenotipos (associacdes espurias) foram retirados da analise no

decorrer do processo da filtragem.
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Tabela 2. Resumo das estatisticas genotipicas nos 4973 SNPs analisados que foram

filtrados em um painel com 93 acessos de arroz.

Estatistica Parametro Média
Estatisticas basicas  Conteudo de informacéo polimérfica
0,2578
(PIC)
Heterozigosidade 0,0549
Frequéncia de alelo principal 0,7803
Variabilidade genética ou
o 0,3145
heterozigosidade esperada
Desequilibrio de r2 0,2489

ligacao

O coeficiente médio do quadrado da correlacdo de Pearson (r?) das
frequéncias alélicas entre dois locos tem a funcédo de sumarizar os eventos histéricos
de mutacao e recombinacéo (STICH; MELCHINGER, 2010). Neste estudo observou-
se um r?> médio de 0,2489, em uma janela de 50 marcadores SNPs. O desequilibrio
de ligagdo (LD) é a ocorréncia de associacdo estatistica entre alelos de diferentes
locos (FLINT-GARCIA et al., 2003). Neste estudo, o parametro foi avaliado pelo
coeficiente r? entre pares de locos.

O declinio do desequilibro de ligacdo (LD decay) que mostra como 0 genoma
da espécie é organizada em blocos, denominados haplétipos, estimado por r? cai para
0,25 em aproximadamente 150 kb (Figura 1). O declinio mais lento de LD observado
agui ja era esperado, ja que o arroz € uma planta autbgama. Em plantas al6gamas, o
desequilibrio de ligacdo decai rapidamente, como observado em milho (FLINT-
GARCIA et al.,, 2003). Esse parametro é essencial para definir a densidade dos
marcadores a serem utilizados para cobertura do genoma alvo em estudos de
associacdo gendmica ampla (FLINT-GARCIA et al.,, 2003; ZHANG et al., 2016).
Embora seja recomendado um grande numero de marcadores para estudos de
mapeamento associativo, o declinio tardio do desequilibrio de ligacdo observado
neste estudo indica que os 4973 SNPs de elevada qualidade utilizados séo

satisfatorios para o estudo de associacdo gendmica ampla para o painel de acessos
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de arroz irrigado avaliado. Estes resultados reforcam as conclusdes de Mather et al,
(2007).

Loo
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Figura 1. Grafico de declinio do desequilibrio de ligacdo entre locos ao longo do genoma, para 93

acessos de arroz avaliados para 4973 locos SNP.

O método de agrupamento bayesiano foi selecionado para formacdo da
estrutura genética dos 93 acessos de arroz no painel. O nimero de componentes do
modelo que melhor explicam a estrutura dos dados foram oito, obedecendo os
parametros do algoritimo aplicado, evidenciando a presenca de oito subpopulacées
(Figura 2 e Tabela 3).

Nesse estudo, um acesso foi considerado como membro do grupo quando pelo
menos 60% do gendtipo corresponde aguele grupo, propor¢cdo demonstrada pela linha
que corta a figura (Figura 2). Deste modo, 82 acessos de arroz compdem
subpopulacdes distintas, e 11 gendtipos sdo determinados como constituicdo genética
mista (Tabela 3). Sabe-se que o painel utilizado é composto principalmente por
cultivares brasileiras, e o0 método agrupou parte dos acessos de acordo com 0s
programas de melhoramento que foram desenvolvidos. Para exemplificar tem-se a
subpopulacéo 1, no qual nove dos onze acessos foram desenvolvidos pela empresa
de Pesquisa Agropecudria e Extensao Rural de Santa Catarina (EPAGRI) (Tabela 3).
Isto evidencia a “assinatura” do melhorista na estrutura da populagédo, fenbmeno
identificado quando observando outros painéis de arroz (ALl et al., 2011; XIE et al.,

2015). Ainda, as subpopulacdes 4 e 7 foram compostas basicamente pelas cultivares
61



da subespécie japonica (Tabela 3). Foi observado que o grupo 2 é a maior
subpopulacao, apresentando 36 acessos, pertencentes a diferentes programas de
melhoramento (Tabela 3). Isso demonstra a restrita variabilidade genética disponivel
para os melhoristas para o desenvolvimento e langamento de novas cultivares na

regido Sul do Brasil, como demonstrado previamente por Raimondi et al. (2014).

0.8+

044

(36)

Composicéo
genotipica

Figura 2. Estrutura genética da populacdo de acessos de arroz estudados obtida através do
agrupamento Bayesiano. O numero de acessos de cada subgrupo formado esta demonstrado entre
parénteses — para um acesso ser considerado como pertencente a um grupo este deve apresentar no
minimo 60% da sua composicao genotipica caracteristica deste grupo, conforme linha tracada.

Gendtipos que ndo apresentam este critério sdo considerados de constituicdo genética mista.

Tabela 3. Estrutura da populacdo dos acessos de arroz de acordo com o
agrupamento Bayesiano.

Sub-populacgdes (agrupamento
Bayesiano Acessos NUmero

Constituicao genética mista SCS 117 CL

Grupo 2 BRS Atalanta 1
BRS/IRGA 414 2
Empasc 104 3
BR/IRGA 409 4
BR/IRGA 413 5
IRGA 417 6



BRS 6 Chui 7

Cachinho 8
Empasc 101 9
Guri INTA-CL 10
Sambuc 11
Puita INTA-CL 12
Jasmine 85 13
BR/IRGA 412 14
BRS Fronteira 15
BRS Pampa 16
Empasc 103 17
BRS Agrisul 18
BRS Pelota 19
Meio Chumbinho 20
BRS Pampeira 21
Basmat 370 22
IRGA 420 23
IRGA 418 24
Lemont 25
Jasmine 26
Empasc 102 27
BRS 7 Taim 28
IRGA 424 CL 29
IRGA 419 30
IR 8 31
SCS 116 Satoru 32
SCS 119 Rubi 33
IRAT 124 34
BRS Formoso 35
BRS CIRAD 302 36

Constituicdo genética mista Empasc 105

Constituicdo genética mista IRGA 428

Constituicao genética mista IRGA 429

Constituicdo genética mista SC 460

Constituicdo genética mista SCS BRS 111

Constituicao genética mista SC 173

Constituicdo genética mista Epagri 107

Constituicdo genética mista EEA 404
BRS A701 CL 2

Grupo 4 Amarelo B 1
IRAT 162 2
BR/IRGA 411 8
BRS Firmeza 4
Carolina 5
Nowrin Mochi 6
Cacho Grande 7
Empasc 100 8
Tomoe Mochi 9

[e)]
w



Constituicdo genética mista Epagri 106

Constituicao genética mista Tete

Na analise dos componentes principais (PCA), os dois primeiros componentes

explicam aproximadamente 50% da variacdo genética (PC1l~ 42% e PC2 ~ 8%) do
painel de arroz (Figura 3). A estrutura complexa observada, constituida de oitos
subgrupos, impossibilita uma separacgéo clara dos grupos quando plotado apenas os
componentes PC1 e PC2, porém os genétipos das subespécies japonica e indica
apresentam uma nitida separacdo. Quando observado a arvore filogenética (Figura
4), percebe-se a concordancia com o método Bayesiano, exceto para o subgrupo 6.
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Figura 3. Andlise de componentes principais para 93 acessos de arroz

avaliados em 4973 locos SNP.
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Figura 4. Arvore filogenética sem raiz baseada em matriz de distancias pelo parametro identidade por
estado e método de agrupamento do vizinho mais proximo. As cores dos ramos na arvore filogenética

seguem os resultados do agrupamento Bayesiano

Apesar da quantidade de acessos e marcadores SNPs ser de alguma forma
restrito, os acessos de arroz escolhidos e a qualidade dos SNPs que foram filtrados,
permitem que o estudo de mapeamento associativo seja feito, devido aos dados da
estrutura da populacdo e o grau de parentesco entre 0s acessos. Para elevar a
robustez da andlise estima-se que outros genoétipos sejam genotipados e
consequentemente incluidos no painel. Finalmente, pressupfe-se que este estudo
colabore nas pesquisas de programas de melhoramento, para desenvolver estratégias
de associacdo gendmica ampla tendo em vista beneficiar o trabalho dos melhoristas
de arroz, e entendendo também as dificuldades do uso desse tipo de estudo na cultura
orizicola (VERDEPRADO et al.; 2018).

Com relacéo a estreita variabilidade genética observada, ou seja, a erosao
genética, sabe-se que € um problema decorrente do acentuado uso de genotipos de
preferéncia do produtor, principalmente em fazendas. Além disso, € consequéncia
também dos programas de melhoramento genéticos, com intuito de elevar a producéo
em paises em desenvolvimento para suprir a necessidade da populacédo durante a
revolucao verde (GOVINDARAJ et al., 2015). Sabe-se que o potencial genético para
o desenvolvimento de cultivares decresceu continuamente nas ultimas épocas em
diversos paises, relacionados ao uso frequente dos mesmos acessos hos
cruzamentos proporcionando um estreitamento da base genética, mesmo que ainda
apresenta uma variabilidade genética acessivel dentro do germoplasma desse cereal
(ALJUMAILI et al.; 2018).

3.4 Conclusao

Com base nos parametros avaliados verificou-se a estreita variabilidade
genética entre 0s acessos, contudo, o painel de gendtipos de arroz selecionado, bem
como os SNPs analisados sdo suficientes para estudos de associacdo gendmica

ampla.
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4 CAPITULO Il - Mapeamento associativo para tolerancia a salinidade em uma

amostra do germoplasma de arroz brasileiro
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4.1 Introducao

Os estresses abidticos sdo um problema mundial na agricultura, os quais
afetam a produtividade das plantas cultivadas, sendo os principais a salinidade, seca
e o calor. A salinidade € uma das restricdes ambientais que ocorre principalmente em
regides aridas e semi-aridas, mas também em outras regides do mundo
(SAKADEVAN; NGUYEN, 2010). Sabe-se que cerca de 1 bilhdo de hectares
apresentam elevados teores de sais e 20% dos solos que séo irrigados sao afetados
pela agua utilizada para irrigacéo, composta por pequenas por¢des de cloreto de sodio
(FAO, 2015; TESTER; DAVENPORT, 2003).

A toxicidade pelo excesso de sal representa uma enorme ameaca para O
rendimento das lavouras orizicolas, especialmente quando cultivado em zonas
costeiras, ja que agua utilizada para irrigacdo pode estar contaminada pela agua do
Oceano, fenbmeno que ocorre com frequéncia no Rio Grande do Sul. Os gendtipos
de arroz apresentam diferentes respostas ao estresse salino, nos genétipos sensiveis,
as limitacdes na produtividade ocorrem em indices de salinidade superiores a 30mM
(3 dS m?) de NaCl (ISMAIL; HORIE, 2017) e a sobrevivéncia das plantas fica
comprometida em concentracdes de 70 mM (7 dS m1) de NaCl (YEO et al., 1990).

O arroz € mais vulneravel ao estresse salino durante aos estadios de plantula
e no florescimento (ZENG et al., 2002). A salinidade acumulada no solo provoca
efeitos deletérios causando uma reducdo na taxa de crescimento, prejudica a
expansdo celular e o crescimento das folhas, o processo fotossintético, causa
diminuicdo do namero de afilhos férteis e do indice de perfilhamento, e acelera a
senescéncia das folhas mais velhas (MUNNS; TESTER, 2008; SIRAULT et al., 2009).
Esses danos séo decorrentes do estresse osmaético, ocasionado pela presenca de sal
no solo, que altera o potencial osmaético, ou do estresse idnico, ocasionado pelo
excesso do ion Na* nos tecidos vegetais (MUNNS; TESTER, 2008).

Quando o cultivo de arroz é feito em regides costeiras aos oceanos, um dos
principais objetivos dos programas de melhoramento genético € o desenvolvimento
de cultivares tolerantes a salinidade (WANG et al., 2012). A obtencédo de cultivares
tolerantes capazes de manter a produtividade em condi¢des de estresse salino esta
associada a seguranca alimentar, uma vez que o arroz € um alimento basico para a
grande parte da populacdo mundial (KHUSH, 2005). Contudo, a caracteristica

tolerancia a salinidade é definida como quantitativa, controlada por muitos genes cujos
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produtos estdo envolvidos em inumeros processos moleculares, bioquimicos e
fisiologicos, associados a eliminacdo de ions na raiz, regulacdo de potenciais
osmaticos das células, divisado de ions toxicos em tecidos e componentes das células,
controle de crescimento e desintoxicagdo de metabdlitos intermediarios ativos
(MUNNS; TESTES, 2008; PANDIT et al., 2010; YU et al., 2017).

Desta forma, a identificacdo de genes que controlam a tolerancia ao estresse
salino é fundamental. Através dos avancos das tecnologias de sequenciamento de
proxima geracao é possivel conhecer as variagfes genéticas dos individuos com base
no sequenciamento do genoma inteiro ou de apenas uma regido-alvo, o que possibilita
a realizacao de estudos de mapeamento de ligacdo, estudo de associagdo gendmica
ampla (GWAS), mapeamento fino e o processo de clonagem de genes de interesse
agrondmico (LI et al., 2012). Dentre essas ferramentas biotecnolégicas, o estudo de
associacdo gendbmica ampla tem trazido resultados promissores para a genética de
plantas.

O mapeamento associativo ou GWAS ¢é realizado a partir de dados de
genotipagem e fenotipagem de inUmeros acessos pertencentes a um germoplasma,
sendo um método promissor para mapear e identificar QTLs associados a diferentes
caracteres de interesse agronémico, como a tolerancia a salinidade. Estudos de
GWAS fornecem dados que podem ser utilizados diretamente no melhoramento de
arroz, como por exemplo, a selecéo assistida por marcadores nos locos associados
as caracteristicas de interesse (ASHIKARI et al., 2006; MIURA et al.,, 2011).
Considerando que o arroz apresenta um desequilibrio de ligacdo longo, o que
corresponde que um loco abrange multiplos genes candidatos, GWAS parece ser
eficiente para mapear locos subjacentes aos caracteres de interesse e identificar
genes-alvos associados a essas caracteristicas (HAN; HUANG et al., 2013).

Estudos de GWAS, para tolerdncia a salinidade em arroz, tém sido
desenvolvidos, e tém trazido resultados muito importantes. No entanto, nenhum
estudo utilizando germoplasma brasileiro em fase de plantula tem sido conduzido,
dessa forma, o objetivo deste estudo foi mapear regides gendmicas associadas a

tolerancia a salinidade em um painel de acessos de arroz cultivados no Brasil.

4.2 Material e Métodos
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4.2.1 Germoplasma

Para a composicdo do painel, um conjunto de 94 acessos de arroz foi
selecionado para o estudo, buscando amostrar a variabilidade genética existente no
banco de germoplasma de arroz da regido Sul do Brasil. Para a sele¢cdo dos acessos
foi levado em consideracdo as instituicbes obtentoras (Basf, Embrapa, IRGA e
EPAGRI), e o0s genétipos que apresentam importancia nos programa de
melhoramento, como cultivares estrangeiras para a introducdo de genes de
resisténcia a patdgenos e tolerancia a estresses abioticos, variedades tradicionais
para ampliar a base genética do programa, linhagens mutantes desenvolvidas por
meio de mutacéo, derivadas da cultivar BRS Queréncia e cultivar hibrida. Genaétipos
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

Foi realizada a coleta de folhas jovens dos 94 acessos de arroz, e as amostras
foram fixadas em nitrogénio liquido. Posteriormente, as amostras foram maceradas e
submetidas a extracdo de DNA pelo método CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio)
(DOYLE; DOYLE 1990). O envio do DNA para o Laboratorio de Servicos de
Genotipagem do IRRI (Instituto Internacional de Investigagéo do Arroz), nas Filipinas,
ocorreu apos a liofilizacdo das amostras.

A genotipagem dos 94 acessos de arroz foi feita utilizando 7098 marcadores
moleculares SNPs (polimorfismo de nucleotideo Unico), usando a plataforma 7K
Infinium SNP (lllumina ®) (versdo atualizada 6K Infinium array), do Laboratério de
Servigos de Genotipagem do IRRI/Filipinas (THOMPSON et al., 2017).

Posteriormente, a analise dos respectivos dados de genotipagem foi realizada
através do software TASSEL V.5.2.41 (BRADBURY et al., 2007). Um procedimento
de filtragem foi feito nos acessos retirando 0s que apresentavam taxas de chamada
(call rates) < 75% (acima de 25% dos SNPs para determinado acesso nao exibia
leitura). Foram removidos também marcadores moleculares SNPs com dados
ausentes (missing data) > 20% (para o SNP continuar na analise necessita estar

frequente no minimo em 80% dos acessos de arroz) e alelos com frequéncia menor
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que < 5% (minor allele frequency - alelos que apenas surgiam até 5% nos acessos
analisados).

Para a formacdo da estrutura da populacdo foi aplicado o método de
agrupamento Bayesiano, executado no programa fastSTRUCTURE (RAJ et al., 2014).
Para elucidar a construcdo das estruturas, foram selecionados os componentes de
modelos a partir de k = 1 até k = 10, através do comando Choose K.py. Para a
obtencdo da matriz de parentesco, pelo método de identidade por estado (IBS —
Identity by State), foram utilizados os dados de genotipagem e, novamente, o software
TASSEL V.5.2.41 (BRADBURY et al., 2007). As matrizes de estrutura da populacéo e
de parentesco sao utilizadas como co-variaveis no modelo misto de associacao

gendmica ampla, visando diminuir a ocorréncia de falso-positivos.

4.2.3 Fenotipagem

Para fenotipagem foi utilizado um conjunto de 67 acessos, submetidos ao
estresse salino no estadio de plantula em cultivo hidropdnico, sob condicbes de
ambiente controlado no Laboratério de Hidroponia, localizado no Centro de Genémica
e Fitomelhoramento (CGF), da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM), na
Universidade Federal de Pelotas, Capao do Ledo — RS, Brasil. Os experimentos foram
conduzidos de agosto a outubro de 2018, no total de 14 dias cada repeticéo.

O delineamento experimental foi de blocos inteiramente casualizados, com
cinco repeticbes. Considerando a restricdo de espaco e a dificuldade em avaliar
grande numero de plantulas em um mesmo dia, os blocos foram distribuidos no tempo,
de modo que o experimento completo contendo uma repeticdo de cada um dos
acessos foi repetido cinco vezes (as cinco repeticbes). As sementes foram
primeiramente desinfestadas com alcool na concentracdo de 70% (v/v), por um
periodo de um minuto, na sequéncia foram lavadas com agua destilada, em seguida
submersas em solucéo de hipoclorito de sédio (NaClO) na concentracdo de 4% (v/v)
por cinco minutos e ao final as sementes foram lavadas duas vezes com agua
destilada para eliminar os residuos dos agentes desinfestantes.

Apés a desinfestacdo, as sementes dos 67 acessos foram alocadas em gerbox
para germinagéao, utilizando uma folha de germitest, dividida em duas e dobradas em
forma de gaita de modo que obtivesse no minimo 10 calhas disponiveis. Foram

semeadas em torno de 50 sementes de cada gendtipo, com quantidade de agua
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destilada equivalente a 2,5 vezes o peso do substrato, colocadas em camara
germinadora (BOD) a 25°C, com fotoperiodo de 16 horas e umidade relativa minima
requerida para a germinacgao das sementes, conforme as normas estabelecidas pela
Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009), permanecendo nestas condi¢cdes
durante 7 dias.

Posteriormente, aproximadamente 10 plantulas, apresentando comprimento de
raiz uniforme (cerca de 5 mm), foram transplantadas para telas de nylon, adaptadas
em tampas de recipientes de 750mL. Essa estrutura permite a sustentacdo das
plantulas e o crescimento do sistema radicular devido ao contato permanente com a
solucéo nutritiva padréo para arroz, preparada de acordo com o protocolo modificado
de Yoshida et al. (1981) (controle) e com a solugao nutritiva acrescida de 40mM de
NaCl (estresse salino). Os recipientes foram colocados em tanque hidroponico com
iluminacdo artificial, com fotoperiodo de 16h e temperatura controlada de 25 + 1°C.

Para a composicao da solugdao nutritiva “controle” de Yoshida modificada
utilizou-se: nitrato de amonio - NHsNO3 (91,40 g L 1), sulfato de potassio - K2S04 (97,80
g L), fosfato monopotassio - KH2PO4 (29,00 g L), fosfato dipotassio - K2HPO4 (8,00
g L), cloreto de célcio dihidratado - CaCl2.2H20 (117,36 g L1), sulfato de magnésio -
MgS04.7H20 (324,00 g L'1), micronutrientes (cloreto de manganés - MnCl2.4H20 (1,50
g L1), molibdato de amonia -(NH4)6.M07024.4H20 (0,074 g L1), &cido bérico - H3BO3
(0,934 g L), sulfato de zinco - ZnS04.7H20 (0,035 g L), e sulfato de cobre -
CuS04.5H20 (0,031 gL*?), e por fim sulfato ferroso quelado com acido EDTA - FeSOa.
7H20 + EDTA (1:2) (7,929 + 3,199) (ELEC, 2013; SINGH, 2010). Para a solucao do
estresse salino, foi utilizada a mesma composicao da solugao “controle”, porém foi
adicionado a concentragéo de 40 mM de NaCl. A escolha da concentragao foi baseada
nos estudos desenvolvidos por Khan et al (1997), que relataram a concentracao de
40mM de NaCl como limiar para o estadio de plantula de arroz. ApGs o preparo da
solucéo foi feito o ajuste do pH de 4,5, utilizando o acido HCI ou a base NaOH e
posteriormente fixado com o reagente quimico MES [monohydrate: 2 - (N-Morpholino)
ethanesulfonic acid hydrate]. As solu¢des nutritivas nédo foram trocadas, apenas foi
acrescentado agua destilada para suprir a evapotranspiracao.

As plantulas foram analisadas aos 7 dias através da avaliagdo das variaveis:
comprimento de parte area (cpa), comprimento de raiz (cr), massa seca de parte aérea

(mspa) e massa seca de raiz (msr). As analises de comprimento foram feitas com
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auxilio da régua graduada e os resultados foram expressos em centimetros. Para o
peso da massa seca, se procedeu a secagem dos materiais vegetais na estufa, em
temperatura de 70°C até atingir peso constante, e logo realizado a pesagem em
balanca de preciséo (Marte®).

Para o tratamento dos dados, os resultados das avaliacbes de cada repeticéo
foram transformados em termos de desempenho relativo para cada variavel, que
corresponde a simples diferenca entre o resultado obtido na condicdo controle e
aquele na condicao de estresse salino, para cada gendtipo (Equacédo 1). Por fim, os
valores médios foram utilizados no programa TASSEL V.5.2.41 para 0 mapeamento
associativo (BRADBURY et al., 2007).

Equacéo 1: Desempenho relativo (DR)

DRx = Dxo — Dx1

Sendo DRx, o desempenho relativo do gendtipo em questdo na variavel “X”,
Dxo, 0 desempenho deste gendétipo na condi¢cao controle e Dxi, 0 desempenho deste

na condicdo de estresse salino. Este célculo foi feito para cada repeticao.

4.2.4 Analise do Mapeamento associativo

Para a analise do mapeamento associativo foi utilizado o modelo linear misto
(MLM) para cada variavel avaliada. Para a composicdo da analise quatro conjuntos
de dados foram integrados: os dados da genotipagem previamente filtrados, a matriz
de estrutura da populagéo, a matriz de parentesco e os dados fenotipicos.

Posterior a essa analise, através dos resultados obtidos foi gerado um grafico
de “Manhattan Plot” para cada variavel mensurada. Esses graficos permitem visualizar
QTNs subjacentes a QTLs pelos “picos”, também chamados “sinais” ou “hits”,
demonstrando a associagao estatistica de marcadores com a caracteristica ao longo
de um cromossomo. O eixo y representado por -log 10 (valor P) para a associacéo
plotados contra os SNPs ao longo de cada cromossomo e no eixo X estao indicadas
as posicoes de todos os marcadores SNPs utilizados (VERDEPRADO et al., 2018).

4.3 Resultados e Discussao
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Nos graficos Manhattan plot, para cada variavel avaliada foi adotado um limiar
de significancia diferente. Para o comprimento de parte aérea foi utilizado um limiar
de 2,40, para o comprimento de raiz o limiar foi de 2,80, para a massa seca de parte
aérea utilizou-se um limiar de 3,40 e para a massa seca de raiz o limiar adotado foi de
2,40. Os valores de limiar foram arbitrarios, definidos com base na presenca dos picos.
Neste estudo foram mapeados 7 QTNs associados a resposta a salinidade (Figuras
1, 2, 3 e 4). Detectaram-se QTNs para todas as caracteristicas avaliadas, localizados
em diferentes cromossomos.

Para a variavel comprimento de parte aérea foram mapeados dois QTNs
significativos, um localizado no cromossomo 6 e outro localizado no cromossomo 10
(Figura 1). Em estudo desenvolvido por Yu et al. (2017), avaliando o comprimento de
parte aérea de plantulas em 295 acessos de arroz sob estresse salino, os autores
também encontraram um QTN no cromossomo 6, porém em posicado diferente da
encontrada nesse estudo. A participacéo de regides gendmicas do cromossomo 6 na
resposta a salinidade da parte aérea de arroz também foi descrita por Koyama et al.
(2001) e De Leon et al. (2016), que identificaram trés genes candidatos associados a
essa caracteristica.

Em outro estudo conduzido com 219 acessos de arroz, avaliando o estadio de
germinacao sob estresse salino, foi mapeado um QTN no cromossomo 6, subjacente
a um QTL que explica 9,2% da variancia fenotipica, e dois genes candidatos
(Os069g30390 e Os06g30440) foram identificados (NAVEED et al., 2018). Por fim, um
QTL com efeito aditivo foi encontrado no cromossomo 10 quando se avaliou uma
populacdo de RILs (linhagens endogamicas recombinantes) derivadas de um
cruzamento de dois genétipos, um da subespécie indica e outro japonica, mapeado
para a concentracdo de K* na parte aérea, explicando 12,1% da variacdo fenotipica
(WANG et al.,, 2012). Os resultados obtidos nos diferentes estudos reforcam a
evidéncia de que h& genes localizados no cromossomo 6 associados a resposta da

parte area de plantas de arroz submetidas a salinidade.
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Figura 1: Manhattan plot para a associagéo caractere — SNP quanto ao desempenho relativo entre as
condicdes de controle e estresse, para comprimento de parte aérea. As setas mostram os SNPs mais

significativos.

Na varidvel comprimento de raiz apenas um QTN associado a resposta a
salinidade foi mapeado, o qual esta situado no cromossomo 9 (Figura 2). Estudos de
mapeamento de ligacdo também detectaram QTLs associados a resposta a salinidade
nesse mesmo cromossomo. Em um estudo considerando uma populagéo de RILs com
150 linhagens de arroz sob estresse salino, utilizando marcadores AFLPs e avaliando
absorcéo de potassio (K*) pela raiz, um QTL foi encontrado também no cromossomo
9 (FLOWERS et al., 2000). Similarmente, em uma populacdo de RILs com 80
linhagens, submetidas a condi¢cdes de estresse ao excesso de sal, avaliando a relagéao
sédio/potassio (Na*/K*) na raiz e utilizando marcadores SSRs, foi mapeado outro QTL,
novamente localizado no cromossomo 9 (THOMPSON, 2010). Em outro estudo de
mapeamento, um QTL associado a absorcdo de sodio (Na*) na raiz também foi
encontrado neste mesmo cromossomo (SINGH et al., 2007).

O mapeamento prévio desses trés QTLs no cromossomo 9 sugere que 0 QTN
identificado nesse estudo pode estar relacionado com a absorc¢do de potassio, com a
concentracdo de Na*® na raiz ou com relacdo Na'/K*. Contudo, devido ao néo
conhecimento da localizacéo especifica dos QTLs relatados por Flowers et al. (2000),
Singh et al. (2007) e Thompson et al. (2010), o QTN encontrado pode estar proximo a
um dos QTLs relatados, ou ainda pode estar associado a um quarto QTL, uma vez
gue a fenotipagem néo foi a mesma.
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Figura 2: Manhattan plot para a associagéo caractere — SNP quanto ao desempenho relativo entre as

condicdes de controle e estresse, para comprimento de raiz. A seta mostra 0 SNP mais significativo.

Quando considerada a variavel massa seca de parte aérea, verificou-se a
presenca de um QTN significativo, localizado no cromossomo 11 (Figura 3). Em um
estudo de associacdo gendmica ampla, dois QTNs posicionados no cromossomo 11,
relacionados a tolerancia a salinidade, também foram mapeados por Yu et al. (2017),
no entanto neste estudo, os autores avaliaram a massa seca total, que envolve tanto
a massa seca da parte aérea quanto a massa seca da raiz. Ainda no cromossomo 11
foram identificados 4 genes candidatos associados a tolerancia ao excesso de sal,
considerando a caracteristica massa seca total (LEON et al. 2016). Um dos QTNs
mapeados por Yu et al., (2017) esta situado no braco curto desse cromossomo, assim
como o QTN identificado no presente estudo, sugerindo que esses QTNs podem estar

localizados em regides proximas, subjacente ao mesmo gene candidato.
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Figura 3: Manhattan plot para a associagéo caractere — SNP quanto ao desempenho relativo entre as

condicdes de controle e estresse, para massa seca de parte aérea. A seta mostra o SNP mais

significativo.

Considerando a massa seca de raiz foram mapeados trés QTNs, um situado
no cromossomo 5 e dois localizados no cromossomo 9 (Figura 4). Estudo de GWAS
relacionado a tolerdncia a estresse salino também detectou dois QTNs no
cromossomo 5, todavia o caracter avaliado foi a massa seca total (YU et al., 2017).
Inclusive 3 genes candidatos foram identificados nesse mesmo cromossomo. Além
disso, o QTN descrito por Yu et al. (2017) estd no mesmo braco, denominado braco
longo, que o QTN identificado no Manhattan plot, sugerindo que esses QTNs estejam
proximos, apresentando a chance de cobrir o mesmo gene.

Em um estudo de mapeamento de ligacdo em uma populacdo de 133 linhas de
arroz na geracao Fs, avaliado o caracter massa seca de raiz e utilizando marcadores
RFLPs foi identificado um QTL no cromossomo 9, que afeta a concentracao de sodio
(Na*), que explica 16,7% da variancia fenotipica para a tolerancia a salinidade (LIN et
al., 2004). Em outro estudo de mapeamento de QTLs para tolerancia ao excesso de
sal, foram identificados trés QTLs localizados no cromossomo 9 e que estdo
associados a absorcéo de potéssio (K*), concentracdo de sodio (Na*) na raiz e peso
de raiz (SINGH et al., 2007). Esses resultados trazem indicios que o cromossomo 9
apresenta sequéncias gendmicas importantes relacionados a resposta das raizes em

condi¢bes de estresse salino.
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Figura 4. Manhattan plot para a associagéo caractere — SNP quanto ao desempenho relativo entre as
condicdes de controle e estresse, para a massa seca de raiz. As setas mostram os SNPs mais
significativos.

Todos os QTNs encontrados no presente estudo estdo localizados em
cromossomos que ja foram caracterizados por apresentar sequéncias gendmicas
associadas a resposta do arroz a salinidade. No entanto, ainda ndo € possivel saber
se correspondem as mesmas regiées mapeadas previamente. Para maior precisdo
dos resultados, mais 94 acessos brasileiros serdo incluidos na analise, e a
fenotipagem em condigdo de salinidade sera repetida utilizando todos os genotipos.
Apods confirmacdo dos QTNs sera feito uma busca na regido genémica buscando
QTLs e genes candidatos. Posteriormente esses genes serdo analisados quanto a
sua funcao na resposta ao estresse salino. Apds validacdo poderao ser desenvolvidos
marcadores moleculares para selecao indireta no processo de melhoramento de arroz
e ainda, estudos de expresséo, transgenia e edicdo gendmica serdo conduzidos com
0s genes identificados.

Por fim, cabe destacar que esse é o primeiro estudo de GWAS para identificar
regibes gendmicas associadas a resposta a salinidade, em plantulas de arroz,
utilizando um painel composto majoritariamente por acessos cultivados no Brasil. Com
isso, esse estudo traz as primeiras informacdes relacionadas a base genética que

controla a resposta a salinidade de gendétipos de arroz brasileiros.

4.4 Conclusodes
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Sete QTNs subjacentes a QTLs associados a tolerancia a salinidade em

genatipos de arroz cultivados no Brasil foram mapeados nesse estudo.
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5. Consideracdes Finais

O arroz é importante para a alimentacéo e economia do Brasil e de varias partes
do mundo, porém a expansdo acentuada da salinizacdo do solo e da agua afeta
adversamente o crescimento, desenvolvimento e especialmente a produtividade das
plantas. Dessa forma, a geracéo de informacdes que contribuam para o melhoramento
genético para a tolerancia a este agente estressor, deve beneficiar grandemente a
cadeia produtiva mundial do cereal. Neste sentido, dois estudos foram realizados, os

quais apresentados nesta obra como Capitulo | e Capitulo I1.

O capitulo | objetivou determinar a variabilidade genética, a estrutura da
populacdo e o desequilibrio de ligacdo em gendtipos de arroz para avaliar sua
utilizagdo como painel para mapeamento associativo. Foi demonstrado que o
germoplasma amostrado apresenta variabilidade genética relativamente restrita,
desequilibrio de ligacao entre marcadores extenso e a estrutura da populacéo formada
por oito grupos. Apesar destas consideracdes, pode-se concluir que o painel
selecionado e os SNPs avaliados apresentam elevada qualidade para serem

aplicados em estudos de mapeamento associativo.

O Capitulo Il, objetivou mapear regiées genémicas associadas a tolerancia a
salinidade em um painel de acessos de arroz cultivados no Brasil. Foram mapeados
sete QTNs relacionados a resposta a salinidade, para quatro caracteres avaliados,
sendo dois QTNs nos cromossomos seis e dez, relacionados com o comprimento de
parte aérea em resposta a salinidade, um QTN mais expressivo N0 cromossomo nove
associado ao comprimento de raiz em resposta a salinidade, um QTN significativo no
cromossomo onze quando avaliado em massa seca de parte aérea em resposta a
salinidade e trés QTNs identificados nos cromossomos cinco e nove associados a
massa seca de raiz em resposta a salinidade. Apos validacédo, estes QTNs podem ser
convertidos a marcadores moleculares para a selecdo assistida com vistas ao
desenvolvimento de cultivares com melhorada toleréncia a salinidade. Ainda, com
base na posicdo destes locos, é possivel se estudar QTL subjacentes no sentido de
identificar genes candidatos e melhor compreender a arquitetura genética da

caracteristica.
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A tolerancia a salinidade em arroz é uma caracteristica altamente demandada
e uma série de fatores tornam o melhoramento genético para este carater complexo.
Os resultados obtidos neste estudo devem contribuir para compreender este

processo.
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