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INTRODUCAO

O arroz ¢ considerado um dos alimentos mais importantes do mundo, sendo cultivado em mais
de 100 paises e consumido regularmente por mais de dois bilhdes de pessoas (KUSH, 2005). Além
disto, representa a principal fonte de proteina para milhdes de pessoas em todo o planeta. No Brasil, o
arroz ¢ cultivado em todo o territério nacional e ocupa posicdo de destaque, do ponto de vista
econOmico e social, entre as culturas anuais.

Os recursos genéticos de arroz sao representados por espécies silvestres, populagdes locais e
cultivares primitivas, cultivares obsoletas, linhagens provenientes de programas de melhoramento e
cultivares modernas. Estima-se que existam mais de 400.000 acessos de arroz armazenados em bancos
de germoplasma, e aproximadamente 75% destes estdo conservados em seis bancos de germoplasma
localizados em paises asiaticos como China, Japdo, india, Tailandia, Coréia e Filipinas (HAMILTON e
RAYMOND, 2005). O Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Arroz e Feijao, por exemplo,
mantém um acervo de aproximadamente 11.500 acessos de arroz em condi¢des controladas (12°C e
25% UR) (FREIRE et al., 2002).

Porém, grande parte dos bancos de germoplasma enfrenta problemas relacionados ao tamanho e
a dificuldade para a organizagdo destas (HINTUM et al., 2000). Algumas cole¢des se tornaram muito
extensas, obstruindo, paradoxalmente, os seus propdsitos, os quais sdo a conservacao e utilizagao da
diversidade genética que armazenam. Desta maneira, idealizou-se a criacdo de colegdes ntcleo, ou
colegdes nucleares, que representariam cerca de 70% da variabilidade original dos bancos em um
nimero reduzido de acessos (FRANKEL, 1984). A Colecao Nuclear Brasileira do Arroz (CNBA), por
exemplo, possui 550 acessos divididos em trés estratos: variedades tradicionais, linhagens e cultivares
brasileiras e linhagens e cultivares estrangeiras.

Uma das caracteristicas mais importantes das colecdes nucleares ¢ a sua dinamicidade, que
permite que novos acessos sejam incorporados ou excluidos mesmo apds seu estabelecimento e
validacao (NASS 2001). Desta forma, caso sejam identificados acessos com caracteristicas de interesse,
ndo presentes na composicao inicial da colegdo, s6 € preciso a sua introdugdo no conjunto.

Entre as ferramentas disponiveis para a caracterizacao de acessos de germoplasma encontram-se
os marcadores moleculares. Diversas classes estdo disponiveis, porém os marcadores do tipo SSR
(Simple Sequence Repeats) sdo considerados ideais a caracterizacdo molecular de recursos genéticos, ja
que s3o marcadores codominantes, abundantes, multialélicos e altamente polimoérficos.

O objetivo deste trabalho foi o de caracterizar acessos asidticos de arroz do Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa Arroz e Feijao para o aperfeicoamento da CNAE (Cole¢ao Nuclear de Arroz
da Embrapa).

MATERIAL E METODOS

Foram analisados 144 acessos pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Arroz
e Feijdo compreendendo variedades asidticas de arroz. Para cada acesso obtiveram-se amostras de DNA
de quatro individuos, analisou-se entdo cada acesso através de um bulk de plantas. Amostras das
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sementes foram germinadas em bandejas, mantidas na casa de vegetagdo e apds vinte dias
transplantadas para area experimental localizada na Fazenda Palmital, da Embrapa Arroz e Feijao. Vinte
dias apds o transplante, foram coletadas amostras do tecido foliar de cada individuo. As extragdes de
DNA genomico foram realizadas segundo protocolo descrito por DOYLE ¢ DOYLE (1987) e adaptado
por GRATAPAGLIA et al. (1992). A concentracdo do DNA foi estimada por eletroforese em gel de
agarose 1% por comparagdo visual com DNA-padrao do fago lambda (50 a 400 ng). Posteriormente a
concentracdo das amostras foi ajustada para 3 ng/ul. Para a andlise genética utilizaram-se sete
marcadores SSR fluorescentes previamente desenvolvidos e publicados na literatura. Os produtos de
PCR foram analisados em analisador automaticos de DNA, modelo ABI 3100 (Applied Biosystems) e
os alelos foram identificados através do programa GeneMapper™ 3.5 (Applied Biosystems).

O numero de alelos exclusivos foi obtido através do programa GDA (Genetic Data Analysis)
(LEWIS e ZAYKIN, 2001), o numero médio de alelos/loco, os valores de PIC (Polymorphism
Information Content) e os indices de diversidade génica foram calculados utilizando-se o programa
PowerMarker (LIU e MUSE, 2005). A probabilidade de identidade foi obtida através do programa
Identity (WAGNER e SEFC, 1999). A matriz de distancia genética foi obtida a partir da distancia de
Rogers modificada por WRIGHT (1978), disponivel no programa NTSys (ROHLF, 1989). O programa
Structure (PRITCHARD et al., 2000) foi utilizado para testar uma possivel estruturagcdo genética dos
acessos avaliados e a andlise fatorial de correspondéncia foi obtida através do programa Genetix
(BELKHIR et al., 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliagdo dos 144 acessos de arroz, através de sete marcadores SSR, identificou-se um total
de 81 alelos. Entre os alelos, aproximadamente, 22% (18) foram privados, ou seja, identificados
somente em um unico acesso. O marcador que detectou o maior nimero de alelos privados foi o RM204
com oito. Os alelos privados foram identificados em aproximadamente 12% dos acessos analisados,
com o acesso KEN LOC apresentando o maior numero, dois alelos. O nimero de alelos por marcador
variou de seis (RM171) a 21 (RM204), com uma média de 11,57 alelos/marcador. O valor médio de
PIC foi de 0,74, variando de 0,65 (RM103) a 0,83 (RM204). A distancia genética média de Rogers
modificado por Wright foi de 0,66. A probabilidade de identidade (P.I.) combinada foi de 1,8x10°, este
valor diz respeito a probabilidade de se encontrar, ao acaso, dois individuos ao acaso com o mesmo
genotipo para determinado conjunto de locos.

Cada acesso foi representado por um bulk de DNA de quatro plantas, e entre os 144 acessos,
aproximadamente 55% apresentaram ao menos um marcador SSR heterogéneo, ou seja, apresentaram
mais de um alelo por marcador. Entre os acessos que apresentaram heterogeneidade, destacou-se o
acesso IR 65251-19-1-B com heterogeneidade em todos os marcadores analisados (Figura 1). A
presenga de heterogeneidade pode ser explicada pela ocorréncia de heterozigosidade residual
(ALLARD, 1961) ou pela ocorréncia de polinizagdo cruzada com outro acesso, ou at¢ mesmo pela
combinac¢do dos dois fatores. No conjunto de 144 acessos ndo foi identificada nenhuma evidéncia de
estruturacao populacional, apesar da indicacao visual de estruturacdo através da andlise de fatorial de
correspondéncia (Figura 2).

e,

Figura 1. Perfil de amplificacdo dos marcadores RM204 e RM231 para o acesso IR 65251-19-1-B.
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Figura 2. Analise fatorial de correspondéncia demonstrando o padrio da distribuicdo espacial da
variabilidade genética dos 144 acessos analisados.

CONCLUSAO

A caracterizagdo molecular dos 144 acessos asidticos indica a existéncia de grande variabilidade
genética entre estes. A utilizacdo de marcadores SSR permitiu a determinag¢do da relagdo genética entre
o0s acessos, além disto, possibilitou que importantes parametros genéticos fossem estimados, auxiliando
a sele¢do de novos acessos a serem introduzidos na CNAE.
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