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RESUMO

OLIVEIRA, Brenda Karoline Silva. VALIDACAO DO MARCADOR SNP7 PARA
USO NA SELECAO ASSISTIDA DE GENOTIPOS DE ARROZ TOLERANTES A
SECA. ORIENTADOR: Dr. EMERSON TROGELLO.

A producdo de arroz é fundamental para a seguranca alimentar no mundo. Ocorréncias de
seca sdo imprevisiveis, e quando ocorrem no estadio reprodutivo, podem resultar na perda
total da producéo. Existe variabilidade genética para a tolerancia a seca em arroz, porém a
conducdo de experimentos €é dificil e onerosa. Esse trabalho objetivou validar o marcador
SNP7 (A/G), desenvolvido na Embrapa Arroz e Feijdo, para uso na selecdo assistida para
atolerancia a seca em uma colecéao de germoplasma distinta da usada na identificacao desse
marcador. Foram estudados 72 acessos da Colecdo Tematica de Tolerancia a Seca em um
experimento no delineamento em blocos ao acaso, com 3 repeticdes e dois sistemas de
irrigacdo - déficit hidrico e irrigado. As parcelas foram de quatro linhas de 3,0 m, espacadas
de 0,35 m, e a densidade de semeadura utilizada foi de 80 sementes por metro. O tratamento
de seca iniciou aos 35 dias ap6s o plantio, mantendo a tensao de agua no solo de até 25 kPa
até a maturacao fisioldgica. Os acessos foram avaliados quanto a producéo, peso de 100
grdos (PCG) e esterilidade. A genotipagem do SNP7 foi realizada por meio de ensaio
TagMan via PCR quantitativo. Considerando o tratamento de déficit hidrico, os 25 acessos
com o genotipo G/G para o SNP 7 foram significativamente mais produtivos (p<0,001),
com maior PCG (p<0,05) e menor esterilidade (p<0,05) em relacdo aos 47 acessos A/A. O
SNP7 representa um grande avango para o desenvolvimento de cultivares de arroz

tolerantes a seca, atraves da selecdo de genitores e progénies que possuam o gendtipo G/G.

Palavras-chave: Oryza sativa, melhoramento genético, producdo de gréo.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Brenda Karoline Silva. VALIDATION OF THE SNP7 MARKER FOR
USE IN THE ASSISTED SELECTION OF DROUGHT TOLERANT RICE
GENOTYPES. ADVISOR: Dsc. EMERSON TROGELLUO.

Rice production is critical to food security in the world. Drought occurrences are
unpredictable, and when they occur in the reproductive stage, they can result in the total
loss of production. There is genetic variability for drought tolerance in rice, but
conducting experiments is difficult and costly. This work aimed to validate the SNP7
(A/G) marker, developed at Embrapa Rice and Beans, for use in assisted selection for
drought tolerance in a germplasm collection different from that used in the identification
of this marker. Seventy-two accessions from the Drought Tolerance Thematic Collection
were studied in an experiment in a randomized block design, with 3 replications and two
irrigation systems - water deficit and irrigated. The plots consisted of four rows of 3.0 m,
spaced 0.35 m apart, and the sowing density used was 80 seeds per meter. The drought
treatment started 35 days after planting, maintaining the water tension in the soil of up to
25 kPa until physiological maturation. Accessions were evaluated for yield, 100-grain
weight (PCG) and sterility. SNP7 genotyping was performed using the TagMan assay via
quantitative PCR. Considering the water deficit treatment, the 25 accessions with the G/G
genotype for SNP 7 were significantly more productive (p<0.001), with higher PCG
(p<0.05) and lower sterility (p<0.05) in relation to the 47 accesses A/A. SNP7 represents
a major breakthrough for the development of drought-tolerant rice cultivars, through the

selection of parents and progenies that have the G/G genotype.

Keywords: Oryza sativa, genetic breeding, grain production.



1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos alimentos mais consumidos no mundo, sendo o
terceiro cereal mais produzido mundialmente e ficando atras apenas do milho e do trigo
(DJM ARROZ, 2021). Cultivado em todos os continentes, o asiatico se destaca em
primeiro lugar com cerca de 90% da producdo mundial, onde estdo presentes os oito
maiores produtores mundiais deste grdo: China, india, Indonésia, Bangladesh, Vietn4,
Tailandia, Myanmar e Filipinas. O Brasil é o Unico pais fora do continente asiatico que
mais produz o gréo, ocupando o nono lugar no ranking mundial de produgdo (Embrapa,
2021).

Segundo a CONAB (2022) na safra 2021/22 o pais produziu cerca de 10,803
milhdes de toneladas do grdo, em uma area de 1,619 milhdo de hectares. Deste total
produzido, cerca de 90% é destinado ao consumo interno e o restante sdo exportados para
todo o mundo. A maior parte do arroz produzido no Brasil é cultivado em sistema irrigado
também chamado de terras baixas (Oryza sativa spp. Indica), que corresponde a mais de
90% de todo o arroz produzido no pais. Os estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina
s80 0s responsaveis por garantir o total dessa producdo (BASF, 2022).

Outro sistema de cultivo empregado no Brasil € o arroz de sequeiro ou terras altas
(Oryza sativa spp. Jap6nica), que corresponde ao restante produzido no pais, com cerca
de 800 mil toneladas pelos estados de Maranhdo, Mato Grosso, Tocantins e Goias.
Atualmente os produtores de arroz de terras altas estdo utilizando a cultura para a
recuperacdo da fertilidade de solos de pastagens degradadas, e em rotagdo com a cultura
da soja (Embrapa, 2022).

No Brasil, a produtividade do arroz de terras altas ainda € considerada baixa
devido a deficiéncia hidrica, fazendo com que a utilizacdo de cultivares mais tolerantes
ao déficit hidrico seja uma possivel estratégia para minimizar esse problema. E na regio
dos cerrados que esta localizada a maior parte das lavouras de arroz de sequeiro, onde é
comum a ocorréncia de veranicos durante o periodo das chuvas, e que se tal fato ocorrer
durante o florescimento, pode reduzir drasticamente a produtividade. A tolerancia ao
deéficit hidrico é um importante fator de selecdo de plantas, pois esta relacionado a
diferentes caracteristicas de interesse que refletem a produtividade da cultura do arroz
(Vieira, 2019).
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Analises das sequéncias gendémicas do arroz facilitam a obtencdo de marcadores
SNP (Single Nucleotide Polymorphism), que se referem a variagdes de uma unica base.
Os SNPs estdo distribuidos no genoma do arroz com uma frequéncia de 1 a cada 170 pb,
encontrando-se, aproximadamente 2,4 milhGes de polimorfismos de uma Gnica base em
todo o genoma (Hayashi et al., 2004). O uso de marcadores moleculares contribui para
acelerar o processo de melhoramento de cultivares resistentes ao déficit hidrico (Disconzi,
2002). Marcadores moleculares podem ser definidos como caracteristicas de DNA que
sdo herdadas geneticamente e que sdo utilizadas para diferenciar individuos (Edwards et.
al, 2007).

1.1 OBJETIVO

O objetivo desse trabalho foi validar o marcador SNP7 (A/G), identificado na
Embrapa Arroz e Feijdo, para uso na selecdo assistida para a tolerancia a seca em uma

colecdo de germoplasma distinta da usada na identificacdo desse marcador.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia econdbmica do arroz

Pertencente a familia Poaceae, a espécie Oryza sativa € uma monocotiledénea
hidrofila que, durante seu processo evolutivo, adaptou-se aos mais diversos ambientes,
com diferentes condic6es edafoclimaticas, além de ser uma das culturas mais cultivadas
e consumidas no mundo (Embrapa, 2021; TERRA et al. 2013). Produzido em todo o
mundo, com cerca de 90% no continente asiatico, o Brasil responde por 65 a 70% de
todas as areas de cultivo de arroz na América do Sul (FAQ, 2019). O pais produz 52% de
todo arroz irrigado, 38% de todo arroz de sequeiro e 92% de todo arroz de terras altas da
regido. As principais areas produtoras de arroz estdo nas regides Sul, Centro-Oeste e
Nordeste do Brasil (Mordor Intelligence, 2023).

O Brasil é 0o maior exportador e importador de arroz da América do Sul, e segundo
a Associacdo Brasileira da Industria do arroz (Abiarroz), em 2022, as exportagdes de arroz
com casca no Brasil foram de 2,11 milhdes de toneladas e 588,2 mil de arroz beneficiado.

Ja as importacdes de arroz em casca totalizaram 44,12 mil toneladas no acumulado da
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safra 2022/2023 (marco de 2022 a janeiro de 2023), e de arroz beneficiado foram
importadas 764,86 mil toneladas.

Devido a frustracdo na safra dos Estados Unidos e em funcgéo dos altos precos, o
México adquiriu 491 mil toneladas de arroz em casca entre janeiro e novembro,
representando 25,6% do total embarcado pelo Brasil em 2022. Em seguida os paises que
mais importaram o cereal foram Senegal (291,34 mil t ou 15,2% do total), Venezuela
(219 mil t ou 11,4%), Cuba (133,57 mil t ou 7%), Costa Rica (102,95 mil t ou 5,4%) e
Peru (92,83 mil t ou 4,8% do volume total) (Tabela 1) (Cepea, 2023).

Maiores clientes do Brasil em 2022*

L0 Volume ()
oico

491 mil t 25,6

29134 milt 152
219 milt 11,4
T 13357 milt 70
102,95 mil t 5,4
LT 92,83 milt 438
579,31 30,5
1,01 100

Fonte: Secex Elaboragdo: Cepea

Tabela 1: Ranking com os dados dos principais paises importadores do arroz brasileiro na safra
2022/2023.

Além do papel econémico, o arroz também é um dos grdos mais importantes em
termos sociais. Segundo a Conab (2015), o arroz é constituido principalmente por
carboidratos, além de possuir proteinas, lipidios, vitaminas e minerais, e € considerado
alimento basico para mais da metade da populagio mundial. E um dos alimentos com
bom equilibrio nutricional, fornecendo 20% da energia e 15% da proteina per capita
necessaria ao homem, e é um alimento com grande potencial para o combate a fome no
mundo (Embrapa, 2021).

2.2 Influéncia do déficit hidrico na producédo de arroz de terras altas

O arroz de terras altas contribui com 10% da produgdo nacional ocupando 23%
da area total cultivada pela cultura no pais. Por consequéncia do déficit hidrico causado
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pela irregularidade pluvial na época de cultivo, sua produtividade é baixa com cerca de
1,5 mil a 2 mil kg ha (IRGA, 2020).

A temperatura e a ocorréncia de secas sdo um dos elementos climaticos de maior
importancia para o crescimento, desenvolvimento e produtividade na cultura do arroz
(SOUZA, 2020; VENDRUSCOLO et al, 2019). O estadio mais sensivel a estes fatores é
0 reprodutivo. Quando ocorre a elevacdo da temperatura (>35°C) na fase da antese, que
é¢ um periodo extremamente sensivel, estas podem acarretar em esterilidade das
espiguetas e em consequéncia disso a diminuicdo da produtividade de grdos (SOUZA,
2020). O aumento da média da temperatura na cultura do arroz pode reduzir a producao
de gréos até 30% em média, dependendo do gendtipo utilizado (SREENIVASULU et al.,
2015).

Em sistemas que dependem da disponibilidade de 4gua das chuvas, a ocorréncia
de secas prolongadas, principalmente durante a floracdo e o enchimento de graos, pode
ocasionar em perdas na producdo de grdos em diversas regifes do pais (OLIVEIRA
NETO 2015). Exemplo disso ocorre nas lavouras de arroz de terras altas que estdo
localizadas nas regides do cerrado, onde o cultivo ocorre no periodo de verdo, quando o
fornecimento hidrico necessario para o desenvolvimento da planta provém das chuvas
(RODRIGUES et al., 2004). Portanto € comum a ocorréncia de periodos de estiagem
dentro da estacéo chuvosa, conhecidos como veranicos (CRUSCIOL et al., 2003).

A deficiéncia hidrica pode provocar diversas alteracdes bioguimicas, fisioldgicas
e morfoldgicas nas plantas, tais como reducdo na abertura de estdmatos, diminuicdo na
absorcdo de CO3, reducdo na taxa fotossintética, reflexos negativos sobre o vigor e altura
da planta, diminuicdo na fertilidade do gréo de p6len e redugédo na produtividade (BOTA
et al. 2004). Existem alguns mecanismos morfofisioldgicos que podem estar relacionados
com atolerancia ao estresse hidrico, como o uso moderado de agua pela planta, habilidade
de as raizes explorarem camadas mais profundas do solo, maior relacdo entre raiz e parte
aérea, diminuicdo no volume das células, aumento na concentracdo do protoplasto,
diminuigdo no tamanho das folhas, maior espessura e cerosidade da cuticula foliar, &ngulo
de inclinacdo da folha, acimulo de metabdlitos e resisténcia a desidratacdo das células
(NGUYEN et al. 1997). No entanto o arroz ndo é uma espécie muito eficiente para evitar
a perda de agua, pois possui pouca cera cuticular (FUKAI & COOPER 1995).

A procura por materiais que sejam mais tolerantes a condigdo do deéficit hidrico
por meio do melhoramento genético é a estratégia mais eficiente para aliviar a

inseguranca alimentar causada pela escassez de agua (HUANG et al. 2007). Entretanto,
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a escolha de genotipos superiores de arroz de terras altas mais tolerantes pode ser
dificultada pela falta de informagdes sobre genotipos nesta condi¢do. Alguns caracteres
associados com a tolerancia a seca possuem heranca quantitativa, sendo fortemente
influenciados pelo ambiente de cultivo (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI
2007).

O Indice de Susceptibilidade a Seca (ISS) pode ser eficiente na selecdo de
individuos superiores em condicdo de déficit hidrico, assegurando que o0s gendtipos
selecionados possam conter genes para este fator (FISCHER & MAURER 1987,
PANTUWAN et al. 2002, OUK et al. 2006). A selecéo de genotipos pelo uso do ISS pode

assegurar certa estabilidade na producdo, pois os valores utilizados levam em

consideracdo as produtividades em ambas as condicGes de cultivo (com e sem deficiéncia
hidrica).

. Ramificacéo
Espigueta 3 . secundaria

Ramificagdo & ¥ Folha
prmara bandeira
Raquis
Pedicelo
Figura 1: Imagem ilustrativa do cultivo Figura 2: Inflorescéncia da planta de arroz.

de arroz de terras altas.

2.3 Marcadores moleculares

Os marcadores moleculares séo segmentos de DNA que estéo ligados a locos que
determinam caracteristicas de interesse e podem ser revelados pela técnica de Polymerase
Chain Reaction (PCR) (Pereira, 2017). Existem diferentes tipos de marcadores
moleculares disponiveis que variam conforme a técnica utilizada para revelar a variagdo
em nivel de DNA, habilidade para detectar diferencas entre individuos, custo, facilidade
de uso, consisténcia e repetibilidade (Oliveira et al., 2007).

Embora haja uma grande disponibilidade de diferentes marcadores, a maior parte

da informacdo obtida € oriunda de polimorfismos em regiGes do genoma detectadas por
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marcadores aleatorios. Com o frequente uso das técnicas de sequenciamento foi possivel
o desenvolvimento de marcadores funcionais e a analise de polimorfismos de sequéncias.
Esses marcadores, baseados em genes candidatos, aumentam a probabilidade de designar
convergéncias entre fendtipo e genotipo, pois a variabilidade observada reflete diferencas
fenotipicas (Kwok e Gu, 1999).

Programas de melhoramento genético de plantas realizam a sele¢éo dos gendtipos
que apresentam caracteristicas agrondmicas desejaveis através das informacoes
fenotipicas dos individuos. Este método muitas vezes € bastante trabalhoso,
principalmente para caracteres de baixa herdabilidade, tendo em vista que a maioria dos
caracteres de importancia agrondmica sdo quantitativos, ou seja, sdo controlados por
varios genes, que sdo influenciados pelas interacfes do ambiente na expressdo do fendtipo
(TOPPA, 2013).

O surgimento das técnicas de marcadores de DNA trouxe novos avangos para o
melhoramento genético de plantas, sendo bastante utilizado em diversas culturas. A
principal contribuicdo que essas técnicas trouxeram foi a capacidade de analisar o
gendtipo de um individuo, sem a ocorréncia da expressao fenotipica, excluindo a
influéncia do ambiente sobre este. Dentre as diversas utilizacdes dos marcadores de DNA
estdo os estudos de divergéncia genética em populages, a construcdo de mapas genéticos
de ligacdo (PEREIRA & LEE, 1995; FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1988) e o
mapeamento de QTL’s (locos de caracteristicas quantitativas) (LEE, 1995; PEREIRA &
LEE, 1995), além de ser uma ferramenta importante em trabalhos de sele¢éo assistida por
marcadores.

Dados acumulados passaram a mostrar variagcdes entre sequéncias de individuos
de uma mesma espécie devido a convergéncias entre sequenciamento de DNA e
marcadores moleculares. Logo percebeu-se que Single Nucleotide Polymorphisms (SNP)
eram os marcadores mais abundantes nos genomas (Kwok & Gu, 1999; Ganal et al.,
2009). Esses marcadores podem ser utilizados como uma nova estratégia de identificagdo

de polimorfismo em programas de melhoramento de plantas (Nepomuceno et al., 2001).

2.4 Single Nucleotide Polymorphism (SNP)

Single Nucleotide Polymorphism ou polimorfismo de base Unica (SNP) é a
abreviatura utilizada para definir a variacdo que ocorre em uma posic¢ao individual da

sequéncia de DNA. O SNP ocorre quando um unico nucleotideo — A, T, C, ou G — no
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genoma difere entre membros de uma espécie com frequéncia de pelo menos 1%. Como
por exemplo, duas sequéncias de um fragmento de DNA de diferentes individuos contém
uma diferenca em um dnico nucleotideo, ATGAGG(C)CA e ATGAGG(T)CA (Figura 3).
Os SNPs podem ser classificados de acordo com a substituicdo dos nucleotideos, como
os de transicdo (C/T ou G/A) ou transversao (C/G, A/T, C/A ou T/G).

© varsomics

SNP

ATGAGGCCATACG

‘ ‘ ATGAGGTCATACG
OO
‘ 4 ATGAGGACATACG
L ".’ §a| gLy mympaymyny

Figura 3: llustracdo da substitui¢do de um Unico nucleotideo (SNP) na sequéncia de DNA.

Presentes ao longo do genoma, 0os SNPs sdo uma importante fonte de variabilidade
entre individuos, cultivares ou espécies. Sua identificacdo possui uma grande aplicacéo
em melhoramento de plantas, pois 0os mesmos podem ser utilizados como marcadores
moleculares para genotipagem. Avancos recentes nas tecnologias de sequenciamento de
DNA e mRNA (chamado de RNA-seq), tém revolucionado a area de melhoramento
permitindo a identificagdo de SNPs em larga escala e com baixo custo de obtencédo. Essa
técnica € aplicada principalmente para plantas que possuem o seu genoma de referéncia
sequenciado, como é o caso da arroz, que foi a primeira planta de importancia agronémica
a possuir seu genoma sequenciado (Sasaki, 2005), o que permite a identificacdo de SNPs
em regibes codantes e intergénicas. As informacdes relativas a anotagdo de genoma do
arroz sdo publicamente disponiveis, e pode ser encontrada, por exemplo, na plataforma
RiceNetDB (https://bis.zju.edu.cn/ricenetdb/).
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi realizado a partir de outras duas pesquisas, que tiveram
inicio com Terra et al. (2015), que conduziu um experimento de fenotipagem em Gurupi
— TO no periodo de junho a novembro de 2007, na estacdo experimental da Universidade
Federal do Tocantins, no Campus Universitario de Gurupi. Nesse estudo foram avaliados
72 acessos da colegdo nuclear temaética de arroz para tolerancia a seca da Embrapa Arroz
e Feijdo. O experimento foi realizado em blocos ao acaso com trés repetices, com e sem
déficit hidrico. As parcelas foram formadas por quatro linhas de 3,0 m de comprimento,
espacadas em 0,35 m e densidade de semeadura de 80 sementes por metro. A area
experimental foi irrigada até os 35 DAE e logo ap6s foi iniciado o tratamento de seca, em
que foram irrigados com metade da Iamina de agua até o final do ciclo das plantas. Ja
para a condicdo sem estresse foi considerado uma tensdo de agua no solo de até 25 kPa,
monitorada por tensibmetros. A coleta dos dados para avaliacdo foi iniciada aos 25 dias
apos o inicio do estresse.

Os dados fenotipicos mensurados foram produtividade, peso de 100 graos (PCG)
e esterilidade das espiguetas (Tabela 2). Adicionalmente, os genotipos foram

geneticamente caracterizados pelo marcador SNP 7.

Tabela 2: Dados fenotipicos (Produtividade de gréos, Esterilidade de espiguetas e Peso
de 100 gréos) dos 72 acessos da Colecdo Tematica de Tolerancia a Seca de Arroz (CTTS)

da Embrapa Arroz e Feijdo (Terra et al. 2015).

Produtividade Esterilidade | Peso de 100
de grdos (kh/1,4 de espiguetas | grdos (g)

m2) (%)
NOME COMUM S.E. C.E. S.E C.E S.E.. C.E..
Maruim 342,66 54,00 33,74 57,36 2,17 2,06
Enche Tulha 456,00 130,66 37,65 55,92 2,98 2,63
Formosa 480,66 58,00 7,79 53,51 2,29 2,02
Arroz Maranhéo 334,66 83,33 24,95 55,47 2,88 221
Paulista Dourado 307,33 71,33 33,22 55,39 3,87 3,00
Maranh&o (Verdadeiro) 408,00 178,66 19,10 46,97 2,61 2,38
Amareldo Ligeiro 356,66 53,33 27,89 63,40 3,69 2,93
Puteca 448,66 104,00 2395 61,39 3,51 2,53
Comum Creolo 358,66 43,00 23,19 72,53 3,48 3,02
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Pratdo Goiano
Prata Branco
Palha Murcha
Cano Roxo
Chatdo Vermelho
Ligeiro
Santo Américo
Vermelho
Cacho Duplo
Nenen
Amareldo/Douradao
Brejeiro/Nenenzinho
Brejeiro
Bico de Rola
Muruim Branco
Douradao/Amareldo
Iguapé Sem Avrista
Vermelhdo
Samambaia Amarelo
Samambaia
Paulista
Arroz Catetdo
Gergelim
Arroz Branco Bico Preto
Branco 4 Meses
Carioca/Rabo de Carneiro
Fundo Roxo
Meses Branco/3 Meses Amarelo
Branquinho
Carolina
Arroz do Maranhéo
Arroz Roxo ou Caqui
Legitimo
Bico Ganga Cana Roxa
Arroz Ligeiro
Arroz Piriquito
Arroz Santa Inés
Arroz Canela de Ferro
Agulha Esav
Cataldo
Carreon
Makouta
Beira Campo Dourado
Pico Negro
Pana

430,00
484,00
476,66
458,66
412,66
135,33
472,66
323,33
380,66
350,66
389,33
329,33
367,33
528,66
252,00
320,66
426,00
436,66
488,00
336,00
570,66
454,00
372,00
388,66
554,00
319,33
378,66
453,33
424,66
276,00
510,66
390,66
426,66
470,00
326,00
404,00
226,66
139,33
270,00
468,66
394,66
430,66
474,66
463,33
351,33

102,66
164,66
226,00
122,00
115,33
119,00
132,00
113,33
66,00

117,33
213,33
158,00
131,33
208,66
131,33
118,66
89,33

71,33

194,00
183,33
121,00
182,66
154,00
225,33
101,33
83,33

44,66

87,33

84,00

151,33
306,66
125,00
120,00
260,66
97,66

251,33
103,33
105,33
107,33
108,00
207,33
232,66
69,33

58,66

75,00

22,39
20,53
15,47
14,61
19,28
44,39
21,05
26,82
38,44
17,73
14,82
43,59
37,48
18,62
27,9
44,12
34,16
17,80
16,53
11,10
15,83
13,21
22,88
25,96
19,23
26,41
30,07
25,61
17,14
33,01
21,57
17,18
23,43
23,92
37,78
14,59
32,27
34,70
33,23
20,12
20,97
16,57
32,38
30,53
36,65

69,28
39,04
40,98
40,07
39,00
39,54
52,18
49,38
73,72
38,41
38,54
75,75
71,12
53,42
49,20
67,14
65,99
62,48
38,03
31,32
38,43
37,88
51,85
40,23
51,09
78,52
84,84
67,57
61,48
60,32
45,17
63,84
52,82
40,96
54,84
37,80
58,98
55,64
72,18
67,18
53,82
33,34
73,16
63,34
93,44

3,79
2,79
3,54
2,78
3,65
3,46
3,45
3,02
3,07
2,63
2,86
2,39
2,44
2,99
2,51
2,31
2,92
3,53
2,84
3,02
3,52
3,70
2,07
3,21
3,28
3,06
2,83
3,82
3,72
2,20
3,15
3,19
3,30
2,89
3,31
2,84
3,44
2,93
2,65
2,65
2,48
2,97
3,95
3,08
2,37

3,01
2,31
3,17
2,53
2,73
3,10
3,21
2,65
2,73
2,46
2,44
2,58
2,58
2,60
1,93
2,21
2,54
2,60
2,53
2,62
2,68
3,06
1,93
2,87
2,68
2,07
1,94
2,88
2,91
2,12
2,83
2,31
2,81
2,74
2,65
2,65
2,58
2,16
2,34
2,21
2,21
2,54
2,88
2,38
2,04
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Agulhinha Tardio 235,33 2,67 43,39 82,01 1,74 1,43

Muruim Branco 349,33 178,00 30,62 | 43,55 2,22 | 2,23
Tor6 Vermelho 307,33 88,00 42,15 90,75 1,98 1,84
Douradéao 369,33 196,66 15,30 39,76 3,00 2,77
Arroz Agulhinha 199,33 4,00 50,76 88,95 2,06 1,89
Japonés 482,66 55,33 1595 56,23 2,23 1,75
Agulhinha VVermelho 339,33 121,33 28,44 50,83 3,36 2,84
Arroz Toro Graudo 437,33 131,33 22,09 42,08 2,61 2,33
Arroz Agulha 104,00 37,00 45,82 8899 1,30 1,69
64 Dias 447,33 73,33 2895 65,93 3,52 2,94
Lambari 201,33 53,00 55,51 91,73 1,68 1,60
Zenith 504,00 17,00 24,05 80,03 2,28 1,70
Piedad 346,66 73,33 38,86 89,14 2,29 1,87
Agulhinha Ipameri 214,66 44,00 49,95 71,27 2,02 2,01
Jatoba 514,00 318,00 23,02 31,61 3,39 3,10
Aracatuba 187,33 7,33 57,61 93,66 1,73 1,54
Buriti Vermelho 420,66 130,00 25,74 58,18 2,84 2,71
Tapuripa 62,00 7,33 88,96 89,25 2,23 1,65

A partir do estudo feito por Pantalido et al. (2016), que realizou uma analise
GWAS (Estudo de Associacdo Gendmica Ampla) a partir da caracterizacao fenotipica de
175 acessos de arroz, e genotipados por 150.325 SNPs. A analise GWAS identificou oito
SNPs associados a tolerancia a seca, os quais foram convertidos em ensaios TagMan, e
somente o SNP7 foi significativamente associado a tolerancia ao estresse.

Para validar a capacidade do marcador SNP7 em identificar genétipos de arroz
tolerantes a seca, 0os 72 acessos de arroz da Colecdo Tematica de Tolerancia a Seca
(CTTS) foram genotipados. Primeiramente cada acesso foi semeado em copos
descartaveis preenchidos com substrato e mantidos em casa de vegetacdo, sob irrigacdo
por aspersdo, para obtencdo das mudas (Figura 4). Apoés a terceira semana do plantio foi

realizada a coleta do material vegetal para posterior extragdo do DNA.
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Figura 4: Materiais semeados em copos descartaveis acondicionados em bandejas na casa de vegetacao.

3.1 Procedimento de extracdo de DNA e Genotipagem

A coleta das amostras de tecido vegetal foi realizada apés a terceira semana de
desenvolvimento das plantas, e as folhas foram cortadas utilizando uma tesoura que era
esterilizada com alcool 70% a cada mudanca de material coletado (Figura 5). Apds a
coleta das amostras, as mesmas foram envolvidas em papel aluminio, devidamente

identificadas, mantidas no gelo, e posteriormente armazenadas em freezer -20°C.

4
Figura 5: Coleta das amostras de tecido vegetal para extracdo de DNA.
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O DNA foi extraido seguindo o procedimento técnico de extracdo de DNA de
folhas utilizando tampdo CTAB 2% utilizado rotineiramente no Laboratério de
Biotecnologia da Embrapa Arroz e Feijdo. Inicialmente as folhas foram retiradas do
freezer -20°C, cortadas com cerca de 3 cm de tecido foliar e colocadas em microtubos de
2,0 ml. Vale ressaltar que a cada amostra de tecido vegetal a tesoura deve ser esterilizada
com etanol 70% para evitar contaminacdo. Em seguida as beads (esferas de ceramica
utilizadas para macerar o tecido vegetal no equipamento Mini Beadbeater) foram
inseridas nos microtubos, e adicionados 400uL. de CTAB 2%. As amostras foram
maceradas no equipamento Mini Beadbeater por aproximadamente 20 segundos na
rotacdo (speed) 4 (Figura 6). Posteriormente foi adicionado aos microtubos 300uL de
CTAB 2% contendo 0,2% de B-mercaptoetanol e levados para banho-maria a 65°C por

60 minutos, homogeneizando a cada 15 minutos, por inversao dos microtubos.

[MiiNI BEADBEATER™]

] I / '

Figura 6: Aparelho Mini Beadbeater utilizado para maceracdo de amostras de tecido vegetal.

Apos retirar do banho-maria a solugéo foi transferida para um novo microtubo de
1,5 mL ja identificado, usando a pipeta de 1000uL, e em seguida adicionado 600uL de
Cloroférmio-Alcool Isoamilico (24:1), os tubos devem ser agitados lentamente por
inversdo e levados a centrifuga por 15 minutos em velocidade maxima (em torno de

13.000 rpm). Formado o sobrenadante, o mesmo foi transferido para outro microtubo de
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1,5mL ja identificado e adicionado 800uL de etanol absoluto gelado, misturado
levemente por inversdo dos microtubos e deixados no freezer -20°C por no minimo 2
horas, podendo deixar em overnight (de um dia para o0 outro) se necessario. Logo ap6s
retirar do freezer -20°C as amostras foram centrifugadas em velocidade em torno de
13.000 rpm por aproximadamente 15 minutos.

Depois que as amostras foram retiradas da centrifuga observou-se a formagéao de
um pellet no fundo do microtubo (Figura 7). Em seguida o sobrenadante foi descartado,
com cuidado para evitar a perda do pellet, e adicionado 1mL de etanol 70% ao microtubo.
Em seguida foi realizada a centrifugacéo a 13.000 rpm por 5 minutos. Apos essa etapa o
sobrenadante foi descartado com cuidado, e adicionado 1mL de etanol absoluto,
realizando nova centrifugagéo a 13.000 rpm. O sobrenadante foi novamente descartado,
e o pellet foi deixado secar (deixar o microtubo aberto) a temperatura ambiente por
aproximadamente 15 minutos. Em seguida foram adicionados 50mL de tampdo TE
contendo RNAse, e 0os microtubos foram levados a estufa a 65°C por aproximadamente
1 hora. Quando retiradas da estufa as amostras foram armazenadas no freezer a -20°C,

O

b W
AR

até o momento de serem utilizadas.

:‘.’ 2 1‘
Figura 7: Formacéo do pellet (DNA) no fundo do microtubo.

As amostras foram quantificadas por eletroforese em gel de agarose 1% (0,5 g de
agarose para 50 ml do tampdo TBE) através de comparacdo com concentragdes
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conhecidas do DNA do fago lambda (A) nas concentracdes de 50, 100 e 200 ng/uL. Nesse
caso foi utilizada a cuba grande de 96 pocos.

As amostras de DNA foram diluidas em 20uL de agua ultrapura autoclavada (H20
Milli-Q) no freezer -20°C até o momento de uso. A genotipagem foi realizada em uma
reacdo de Sul contendo 2,5ul do Master Mix GTXpress™, 0,125 pl do ensaio Tagman®
40X, 1,375 pl de agua ultrapura autoclavada e 1 pl de DNA. A placa de PCR foi selada
com filme adesivo e colocada no aparelho QuantStudio 7 Flex Real-Time PCR System
(figura 8), utilizando a seguinte programacdo: 60°C por 30 segundos, 95°C por 20
segundos, 50 ciclos de 95°C por trés segundos e 60°C por 30 segundos, com uma extensdo
final de 60°C por 30 segundos. A andlise do produto de PCR foi realizada no Software
Thermo Fisher Cloud (Figura 9) e a anotacdo génica foi realizada através do programa
RiceNetDB.

Figura 8: Aparelho de PCR em tempo real QuantStudio, utilizado para a realizar a genotipagem.
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SNP7 ( Taxa de chamada = 84,706%)
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Figura 9: Resultado da genotipagem pelo Software Thermo Fisher Cloud.

@ Alelo 2/Alelo 2 (29)

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Sem Amplificacdo (13)

Os resultados da genotipagem mostram alelos homozigotos A/A e G/G para 0s

gendtipos avaliados, e sem a presenca de hetrozigotos A/G (Tabela 3).

Tabela 3: Resultado da genotipagem com os seguintes alelos (A/G) para os genétipos da
Colecdo Tematica de Tolerancia a Seca de Arroz (CTTS).

Nome Comum
Maruim
Enche Tulha
Formosa
Arroz Maranh&o
Paulista Dourado
Maranh@o (Verdadeiro)
Amareldo Ligeiro
Puteca
Comum Creolo
Pratdo Goiano
Prata Branco
Palha Murcha
Cano Roxo
Chatédo Vermelho

Alelos
A/A
GIG
A/A
A/A
A/A
A/A
GIG
GIG
A/A
A/A
A/A
GIG
A/A
A/A
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Ligeiro
Santo Américo
Vermelho
Cacho Duplo
Nenen
Amareldo/Douradéo
Brejeiro/Nenenzinho
Brejeiro
Bico de Rola
Muruim Branco
Douraddo/Amareléo
Iguapé Sem Avrista
Vermelhdo
Samambaia Amarelo
Samambaia
Paulista
Arroz Catetao
Gergelim
Arroz Branco Bico Preto
Branco 4 Meses

Carioca/Rabo de Carneiro

Fundo Roxo

Meses Branco/3 Meses Amarelo

Branquinho
Carolina
Arroz do Maranhé&o
Arroz Roxo ou Caqui
Legitimo
Bico Ganga Cana Roxa
Arroz Ligeiro
Arroz Piriquito
Arroz Santa Inés
Arroz Canela de Ferro
Agulha Esav
Cataléo
Carreon
Makouta
Beira Campo Dourado
Pico Negro
Pana
Agulhinha Tardio
Muruim Branco
Tord Vermelho
Douradéo
Arroz Agulhinha
Japonés
Agulhinha Vermelho
Arroz Toro Graudo

A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
G/IG
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
G/IG
A/A
G/G
G/IG
G/G
G/IG
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
G/G
A/A
G/G
A/A
A/A
A/A
G/IG
A/A
G/IG
G/IG
A/A
A/A
A/A
G/IG
A/A
G/G
G/G
G/IG
A/A
A/A
A/A
G/IG
A/A
A/A
A/A
A/A
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Arroz Agulha
64 Dias
Lambari

Zenith
Piedad
Agulhinha Ipameri
Jatoba
Aracatuba
Buriti Vermelho
Tapuripa

A/A
GIG
A/A
GIG
A/A
GIG
GIG
A/A
A/A
G/G

De acordo com o teste t, houve diferenca significativa entre acessos (p< 0,001)

para os caracteres produtividade, peso de 100 grdos e esterilidade das espiguetas.

Considerando o tratamento com déficit hidrico, 0s 25 acessos com o genétipo G/G foram

significativamente mais produtivos pelo teste t (p<0,001), com maior PCG (p<0,05) e

menor EST (p<0,05) em relacdo aos 47 acessos A/A. No tratamento irrigado, gendtipos

G/G foram significativamente mais produtivos (p<0,01) e com maior PCG (p<0,05), ndo

sendo diferente estatisticamente dos gendtipos A/A quanto a esterilidade (Tabela 4).

Tabela 4. Teste t aplicado aos trés caracteres avaliados nos genétipos G/G e A/A nos
tratamentos de deficit hidrico (seca) e irrigado (p<0,05).

cariter_Iseca | iigado

Producio (g/parcela) kA%
Média G/G 142,28
Média A/A 109,29
Esterilidade Espigueta (%) *
Média G/G 55,16
Média A/A 60,64
Peso de 100 graos (g) *
Média G/G 2,54
Média A/A 2,38

% %

404,58
360,11
ns
27,16
28,94
*

3,01
2,78

Identificado no cromossomo 6 (S6_25023555), o SNP7 esta localizado a 1071
pares de base do gene LOC_0s06g41750 (ID do banco de dados RGAP — Rice Genome

Annotation Project), e possui efeito modificador nesse gene, de acordo com a analise
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obtida no programa RiceVVarMap (http://ricevarmap.ncpgr.cn/vars_in_region). O produto
desse gene é uma proteina contendo um dominio de repeticdo tetra-trico-peptidica (TPR),
gue consiste em uma repeticdo em tandem degenerada de 34 aminoécidos (Figura
9) identificada em uma ampla variedade de proteinas, e tem como funcdo mediar
interacbes proteina-proteina e montagem de complexos multi-protéicos (Zeytuni &
Zarivach, 2012). Esse gene é responsavel pela regulacdo de 59 genes donwstream, e esses,
conjuntamente, regulam outros 2.539 genes, que por sua vez, irdo regular outro grande
namero de genes.

O SNP7 esta proximo do promotor (TATA box) do gene TPR
(LOC_0s06g41750), e isso indica que o SNP7 estd em uma regido de acoplamento de
fator de transcricdo, um dos componentes do complexo proteico responsavel pela
expressao do gene TPR. De acordo com Cano-Gamez & Trynka (2020), muitos SNPs
significativos pela metodologia GWAS foram identificados em regides ndo codificantes
e foram atribuidos como variantes regulatérias de genes adjacentes. Adicionalmente,
enhancers, promotores e RNAs ndo-codificantes longos sdo os principais elementos do
genoma fortemente influenciados por SNPs, indicando que os SNPs associados a
fenotipos localizados em regifes ndo codificantes do genoma e sdo 0s mais provaveis de
regular a expressdo génica de QTLs (locos de caracteres quantitativos) (Suzuki et al.
2021). A troca do nucleotideo A ou G pode interferir no acoplamento de um fator de
transcricdo que atua na sequéncia promotora do gene LOC_0s06g41750, impedindo sua
expressao, e consequentemente, afetando a expressao dos 59 genes regulados por esse

gene.

O SNP7, agora validado por esse estudo, ja esta disponivel para uso na rotina de
selecdo assistida de genotipos de arroz no Laboratorio de Biotecnologia da Embrapa
Arroz e Feijédo. Estudos adicionais poderiam ser realizados para ampliar o conhecimento
sobre o controle genético da tolerancia a seca como resultado da expressdo do gene
LOC_0s06g41750.
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Figura 10: Representacgdo da repeticdo tetra-trico-peptidica.

5 CONCLUSOES

1) O SNP 7 € uma ferramenta til para auxiliar na escolha de genotipos de arroz
tolerantes a seca.

2) O uso do SNP 7 na rotina de um programa de melhoramento podera resultar
no desenvolvimento de cultivares de arroz superiores quanto a tolerancia a
seca, a um custo infimo quando comparado a avaliacdo desse estresse em

experimentos de campo
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