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Introdugéo

O arroz (Oryza sativa L.) € uma importante fonte de nutrientes na dieta de
mais da metade da populagdo mundial. Tradicionalmente ele tem sido plantado
no Brasil em dois ambientes: varzeas, onde é plantado em &reas naturalmente
inundadas e terras altas, onde é cultivado em terras firmes sem irrigagao.
Novas variedades de arroz, com potencial elevado de rendimento e com alta
qualidade, sac produzidas com o intuito de atender a crescente demanda da
populacdo, e buscando também atender a preferéncia do consumidor as
caracteristicas antes e ap6s o cozimento. Estes fatores tém grande influencia
na produgdo e consumo do arroz, e variam bastante de acordo com cada
regido. Sendo assim, é fundamental que os melhoristas desenvolvam cultivares
com diversidade na qualidade do grao para satisfazer a procura do consumidor
(Liu et al.2004).

A qualidade do grdo de arroz é influenciada principalmente por
propriedades fisico-quimicas do amido, uma vez que este compreende 90% do
total de matéria seca (Bao et al.2008). O amido € um polimero formado por
dois tipos de glicose, a amilose que ¢é formada por cadeia linear, e amilopectina
formada - por cadeia ramificada. O teor de amilose e a temperatura de
gelatinizacdo estdo entre os parametros mais importantes destas propriedades
do grdo. Estudos genéticos tém aumentado bastante a compreensdo da base
genética destes dois parametros. Ja se sabe que o gene gene Wx, que codifica
a enzima granule bound starch syntase (GBSS), é responsavel pelo teor de
amilose, enquanto que o gene SSl/la que codifica a enzima starch syntase
(SS2.a), é responsavel pela temperatura de gelatinizagdo. Outros genes
relacionados a estes pardmetros sdo SS/ que também codifica a enzima starch
syntase, Sbe? e Sbe3 que codificam as enzimas starch branching 1 e 3 (Bao et
al., 2008).

A busca por variedades e linhagens que possuem diferentes caracteristicas
de qualidade de graos pode ser feita em um bancos de germoplasma de arroz.
Os diferentes acessos presentes nestes bancos, representando diferentes
espécies, linhagens e cultivares, apresentam ampla variabilidade e podem ser
avaliados quanto as caracteristicas dos grdos. Colegbes nucleares sé&o
estabelecidas com o intuito de amostrar a variabilidade do banco de
germoplasma em um numero reduzido de acessos, com o minimo de
redundancia. O conhecimento dos genes responsaveis pela qualidade do grio
facilita a dissecgcdo dessas caracteristicas nos acessos avaliados pois permite
uma associagao direta entre o polimorfismo presente nos genes e o fendtipo de
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cada acesso, utilizando o desequilibrio de ligagdo existente. O desequilibrio de
ligacéo consiste na associagao nao aleatdria entre dois marcadores no genoma
ou entre um gene e um marcador, sendo a base para o mapeamento
associativo.

Este trabalho tem como objetivo identificar e validar a associagédo entre
marcadores moleculares baseados em marcadores moleculares microssatélites
e SNPs e regides gendmicas envolvidas em rotas metabdlicas que possibilitam
detectar variagao no teor de amido e temperatura de gelatinizacdo em graos de
arroz.

Metodologia

Para realizacdo do trabalho foram utilizados 242 acessos de cultivares e
linhagens da colegdo nuclear de arroz da Embrapa Arroz e Feijdo. Para
avaliagao das caracteristicas do grao, foi realizado analise de temperatura de
gelatinizacdo e de teor de amilose utilizando. Foi utilizado também analise
sensorial de todos os acessos avaliando as caracteristicas consideradas mais
importantes apdés o cozimento do cereal como, pegajosidade, textura e
rendimento.

Para analise gendmica, a extragdo de DNA foi realizada utilizando
folhas, Para amplificacdo dos fragmentos foram utilizados marcadores STS,
CAPS, SSR e SNP descritos por Bao et al (2006a), SNPs descrito por Bao et al
(2006¢c), e marcadores SSR e SNPs desenvolvidos no laboratério de
biotecnologia da Embrapa Arroz e Feijdo (Tabela1). Dos marcadores utilizados
9 s3o microssatélites e foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida 6%, 2 SNPs foram detectados com CAPS utilizando as enzimas
de restricdo Accl e Spe1, com visualizagdo dos fragmentos em gel de agarose
3%. E para 26 SNPs a analise foi realizada baseada na sequencia, a partir de
um sequenciador automatico ABI 3100 (Applied Biosystems). Quatro primers
foram combinados de diferentes formas para detectar o polimorfismo na regido
do gene SSlla, e um marcador STS foi utilizado para detectar SNP no gene
SSila (tabelat).

Através de consulta no banco de dados de arroz, foi possivel encontrar
sequéncias expressas do genoma do arroz que, possibilitaram a construgcéo de
primers explorando toda rota do amido. Estes primers foram desenhados
flanqueando’ seqliéncias ricas em regides repetivas ou SNP's, utilizando o
software Primer3.

Foi utilizado o programa Tassel para analise de associagdo entre os
dados fenotipicos do gréo e dados moleculares. Para andlise de qualidade das
seqléncias geradas foi utilizado o programa phred, o alinhamento das
sequencias foi executado pelo programa ClustalX, a detec¢do dos SNPs foi
realizado pelo programa Staden Package.
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Marcador
Molecular Caracteristica Gene - Tipo Deteccao Referéncia
RM190 TA Wx SSR poliacrilamida Ayres at al.1997
RM197 TA-TG SBE1 SSR poliacrilamida Bao et al. 2002b
0821 TA-TG SS1 SSR poliacrilamida Akagi et al. 2003
W2R TA-TG Wix SNP+CAPS enz.restricdo Ayres at al.1997
SBE3 TA-TG SBE3 SNP+CAPS enz.restricao Han et al.2004
SBE1 TA-TG SBE1 STS agarose Han et al.2005
F7/R1 TG SSila SNP agarose Bao et al. 2006
F7-F22/R1 TG SSlla SNP agarose Bao et al. 2007
F7/R1-R21 TG SSlla SNP agarose Bao et al. 2008
F7-F22/R1-R21 TG SSila SNP agarose Bao et al. 2009
SS3s TA-TG soluble starch synthase 3 SSR poliacrilamida cnpaf 2007
SS1s TA-TG SS1 SSR poliacrilamida cnpaf 2007
glucose-1-phosphate
GL3s TA-TG adenylyltransferase SSR poliacrilamida cnpaf 2007
S82.1s TA-TG SSiH-1 SSR __poliacrilamida chpaf 2007
glucose-1-phosphate :
GL1s TA-TG adenylyltransferase SSR poliacrilamida cnpaf 2007
GB1s TA-TG Wx SSR __poliacriiamida cnpaf 2007
SS2.1 TA-TG SSil-1 SNP sequenciamento cnpaf 2007
GGP TA-TG glycogen synthase 2 SNP sequenciamento cnpaf 2007
glucose-1-phosphate :
GL3 TA-TG adenvylyltransferase SNP sequenciamento cnpaf 2007
GS2 TA-TG _glycogen synthase SNP sequenciamento cnpaf 2007
glucose-1-phosphate -
GG2 TA-TG adenylyltransferase SNP sequenciamento cnpaf 2007
Glucose-6-phosphate
CA TA-TG isomerase SNP seguenciamento cnpaf 2007
SS1 TA-TG SS1 SNP sequenciamento cnpaf 2007
AG TA-TG SBE1 SNP sequenciamento cnpaf 2007
GGA TA-TG glycogen synthase SNP sequenciamento cnpaf 2007
GB1 TA-TG Wx , SNP sequenciamento cnpaf 2007
o Glucose-6-phosphate
GPG TA-TG isomerase SNP sequenciamento cnpaf 2007
GGT TA-TG starch synthase lll SNP seguenciamento cnpaf 2007
granule-bound starch
GB1b TA-TG synthase 1b SNP sequenciamento cnpaf 2007
S$82.2 TA-TG SSi2 SNP sequenciamento chpaf 2007
Glucose-6-phosphate
GPI TA-TG isomerase SNP sequenciamento chpaf 2007
glucose-1-phosphate
GSG TA-TG adenylyltransferase SNP sequenciamento cnpaf 2007
Glucose-1-phosphate
GSG.2 TA-TG adenylyltransferase SNP sequenciamento cnpaf 2007
S82.3 TA-TG SSila SNP sequenciamento cnpaf 2007
SS3 TA-TG soluble starch synthase 3 SNP sequenciamento cnpaf 2007
Glucose-6-phosphate
CB TA-TG isomerase SNP sequenciamento cnpaf 2007
PGE TA-TG phosphoglucomutase SNP seguenciamento cnpaf 2007
glucose-1-phosphate
GG TA-TG adenylyltransferase SNP sequenciamento cnpaf 2007
3
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Resultados e Discussao

Os marcadores moleculares desenhados para este trabalho no
laboratério de biotecnologia apresentaram sucesso na amplificacdo da PCR,
apresentando bandas fortes e bem defindas, todos apresentaram polimorfismo,
o marcador SS3s apresentou 4 alelos, SS1s 9 alelos, GB1s 11 alelos, GL3s 18
alelos e GL1s 15 alelos. Para os marcadores SNP que foram desenhados para
0 sequenciamento, apenas 3 ainda ndo tiveram boa amplificacdo, e para os
SNPs amplificados todos apresentaram os SNPs esperados baseados nas
sequencias de referéncia.

Os resultados do sequenciamento dos fragmentos dos diferentes
genétipos permitiram a identificagdo dos SNPs através do alinhamentos das
sequencias para cada marcador separadamente através do programa ClustalX.
A identificacdo dos SNPs foram realizadas visualmente, porém em analise
futura a confirmacdo e identificacdo de possiveis SNPs sera relizada pelo
programa Staden Package, proporcionando assim maior confiabilidade dos
dados.

Como resultados preliminares, foi realizado andlise de associagdo
utilizando o programa Tassel para os 242 acessos. Para esta analise foi
utilizado o pardmetro GLM, para os dados gerados com os marcadores SSR,
STS e SNPs detectados através das enzimas de restricdo, juntamente com os
dados genotipicos foi adicionado os dados fenotipicos de TA e TG, e dados de
estruturacdo populacional. Para esta analise observou-se que dentre os
marcadores avaliados foi encontrado trés marcadores, RM190, W2R, GB1s,
que estdo aparentemente associados ao teor de amilose. Estes mantiveram a
associacdo para os dois anos de avaliagdo de TA (Tabela2).

Tabela 2- Resultado da andlise de associacdo para 242 individuos utilizando o
programa Tassel, onde os marcadores destacados tiveram associagdo com as
caracteristicas avaliadas.

Caracteristica| Marcadores | p-valor Coeficiente de determinacdo {R2)
TAO4 SBE1 1 0,0027
TAO4 RM197 0,9999 0,0235
TAO4 OSR21 1 0,0162
TAO04 SS3s 1 0,0194

TAO4

TAOQS RM197 0,0751 0,0604
TAOS OSR21 _0,7707 0,0495
TAOS $S3s 1 0,0195
TAQOS

F7F22R 1R 21

0 0594

0,0074

TAOS 1

TAOS5 SBE3 0,2393 0,0279
TGO7 SBE1 0,6388 0,0209
TG07 RM190 10,3558 0,0871
TGO7 RMi97 10,9692 0,0308
TGO07 OSR21 0,5793 __0,0532
TGO7 SS3s 1 0,0139
TGO7 SS1s 0,5208 0,0653
TGO7 GBls 1 0,0468
TGO7 F7F22R1R21 1 _0,0034
TGO7 W2R 0,9753 0,0138
TGO07 SBE3 1 0,0019 4
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De acordo com Bao et al (2006c), os marcadores RM190 e W2R tém
grande associagdo com teor de amilose, corroborando os resultados
encontrados. Porém este autor sugere que estes marcadores juntos podem
explicar mais de 80% da variagdo do teor de amilose, enquanto que os dadcs
deste trabalho explicam 22% e 5,3% respectivamente, diferencga esta que pode
ser explicada pela diversidade genética encontrada em cada populagdo. A
populagao utilizada em Bao et al (2006¢c) apresentava menor diversidade
genética que a utilizada no presente trabalho, o que sugere que quanto maior a
diversidade genética da populagdo analisada menor o poder de explicagdo do
marcador, sendo que, no entanto, a estimativa da contribuicao de tal marcador
para a andlise € mais robusta (Chen et al, 2008). Os trés marcadores
associados estdo presentes no gene que participa da sintese da enzima
granule bound starch syntase (GBSS), a qual controla a sintese da amilose.

Conclusdes

Pode ser concluido que os marcadores RM190, W2R e GBis
apresentam associagdo com teor de amilose, explicando de 5.3 a 22% da
variagdo encontrada.

O gene Waxy influencia diretamente no teor de amilose.

O resultado destre trabalho juntamente com estudos anteriores,
demonstra que o marcador RM190 esta estreitamente relacionado ao teor de
amilose.
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