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RESUMO - O conhecimento de fatores modificadores dos teores de ferro e zinco podem auxiliar
os programas de melhoramento no desenvolvimento de linhagens biofortificadas. O mapeamento
de QTL pode ser considerado uma importante ferramenta na elucidagdo da base genética de
caracteres importantes ao melhoramento de plantas. O objetivo deste trabalho foi a avaliagdo do
polimorfismo entre os gendtipos Zebu Ligeiro e Chatdo Branco, parentais de uma populacao
biparental. A metodologia selecionada para a genotipagem foi 0 GBS, considerando-se somente
0s SNP com frequéncias superiores a 0,05. Um total de 18.511 marcadores SNP foi identificado,
estes representaram cerca de 6% dos dados originais (derivados de um total de 600 acessos).
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ABSTRACT - The knowledge of aspects related to iron and zinc content may furnish plant
breeding programs with essential data for the development of biofortified cultivars. QTL mapping
may be presented as a powerful approach to elucidate the genetic basis of economically important
traits in plants. The objectives of this research were to evaluate the molecular polymorphism
within Zebu Ligeiro and Chatdo Branco, the parents of a rice mapping population. The analysis
strategy for SNP identification favored the SNP with higher frequencies than 0.05. A total of
18,511 SNP markers were identified through GBS, representing, approximately, 6% of the
original data (600 accessions).
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INTRODUCAO

Os micronutrientes sdo considerados componentes de extrema importancia na
composicao nutricional de um alimento. Esta importancia se torna ainda mais evidente em paises
em desenvolvimento. Esses elementos sdo identificados como micronutrientes por estarem
presentes em concentragdes minimas em alimentos e, apesar de suas concentragdes aparentemente
infimas, sdo essenciais a manutencdo da salde humana. Logo, incrementos expressivos na
concentragdo de micronutrientes em culturas utilizadas como fonte de alimento podem se tornar
uma importante estratégia para melhorias na nutricdo e saide humanas (Uauy et al., 2006).

Considera-se que a combinacéo do arroz (Oryza sativa L.) com feijao (Phaseolus vulgaris
L.) é bastante completa em termos nutricionais, pois agrega a presenca do amido, como fonte de
energia, do ferro, de proteinas além de outros micronutrientes (Bassinello et al., 2012). Dessa
maneira, essas culturas poderiam ser alvo de acdes dentro de programas de melhoramento,
objetivando-se aumentos significativos nas concentragdes de micronutrientes. Porém, as duas
culturas apresentam diferentes papéis no agronegoécio mundial, necessitando de diferentes
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estratégias para a exploracdo da diversidade genética disponivel, diferentes metodos de
melhoramento classico e abordagens moleculares, assim como medidas socioecondmicas
diferenciadas para cada uma das culturas.

Como o sequenciamento do genoma do arroz ja foi realizado, é possivel o
desenvolvimento de um namero quase ilimitado de marcadores baseados em DNA, que podem
ser aplicados em caracterizacdo varietal, construcdo de mapas de ligacdo, analise de QTL
(Quantitative Trait Loci) e mapeamento associativo, permitindo, assim, um acumulo de
informacGes detalhadas sobre a estrutura e funcionamento de genes relacionados a caracteres de
interesse (Xu et al., 2004).

METODO

Material vegetal e dados genotipicos

O DNA genbmico dos parentais (Zebu Ligeiro e Chatdo Branco) foi obtido a partir de
folhas jovens, utilizando-se kit comercial DNeasy 96 Plant Kit (QIAGEN). Para a genotipagem
em larga escala de SNP, utilizou-se a tecnologia de sequenciamento de nova gera¢do denominada
de genotipagem por sequenciamento (GBS, Genotyping by sequencing). O DNA gen6mico foi
analisado pelo Instituto de Diversidade Gendmica da Universidade de Cornell (Buckler
Laboratory). Nesse instituto foram construidas as bibliotecas genémicas e conduzido o
resequenciamento dos individuos.

A coleta de dados foi realizada em uma plataforma Genome Analyzer Il (Illumina) e o
sequenciamento foi do tipo single-end com plexagem de 96 amostras. As bibliotecas foram
preparadas e analisadas de acordo com Elshire et al. (2011), utilizando-se a enzima de restricdo
“APK1” para digestdo e desenvolvimento da biblioteca com barcodes unicos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parentais Zebu Ligeiro e Chatdo Branco foram analisados concomitantemente a um
conjunto de 600 gendtipos de arroz, obtendo-se, ao final, 516.240 SNP distribuidos nos 12
cromossomos de arroz. Esses SNP foram identificados, ap6s uma filtragem inicial, utilizando uma
frequéncia minima alélica (FMA) de 0,01. Porém, tendo em vista a eliminacéo de alelos raros e
uma maior confiabilidade dos dados, os marcadores foram mais uma vez filtrados com FMA de
0,05, obtendo- se assim um total de 285.379 SNP. Apés a filtragem dos dados referentes somente
aos dois parentais, obtiveram-se 18.511 SNP polimérficos distribuidos ao longo dos 12
cromossomos do arroz (Tabela 1), os quais representaram aproximadamente 6% do total de
marcadores identificados (apds filtragem com FMA de 0,05).

O cromossomo 1 apresentou 0 maior numero de SNP, com 2.915, representando
aproximadamente 16% do nimero total de marcadores identificados para esses parentais. Dentre
as substituicdes identificadas, a mais comum foi T/C ou C/T, com um total de 5.578 marcadores
(Tabela 2). A partir destas informacGes estima-se que esses marcadores representardo uma
importante ferramenta no desenho do mapa genético e posterior identificacdo de QTL
relacionados aos teores de Fe e Zn para a populagdo segregante derivada do cruzamento Zebu x
Chatéo.
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Tabela 1. Nimero de marcadores do tipo SNP identificados em cada cromossomo
da cultura do arroz para os parentais Zebu Ligeiro e Chatdo Branco.

Cromossomo N° de marcadores SNP

1 2.915
1.439
3 2.112
4 913
5 1.045
6 1.879
7 819
8 1.304
9 426
10 2.202
11 1.657
12 1.800
Total 18.511

Tabela 2. SNP identificados e sua abundancia para os parentais Zebu Ligeiro e
Chatdo Branco.

Substituicdo  N° de marcadores SNP

AIC —CIA 2.162
AIG — GIA 5.466
AIT-TIA 1.166
CIG-GIC 1.987
CIT-TIC 5.578
GIT-GIT 2.163

Total 18.511

CONCLUSAO

Verificou-se a presencga de polimorfismo considerdvel entre os dois genotipos utilizados
como parentais para a populacdo segregante a ser utilizada no mapeamento de regides
relacionadas aos teores de Fe e Zn. O mapa saturado certamente potencializara a identificacdo
destas regides.
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