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INTRODUGAO

A produtividade média do arroz teve um significativo crescimento na lavoura
orizicola do Rio Grande do Sul (RS) nos ultimos anos. Porém, cabe salientar que o potencial
de rendimento de graos das cultivares de arroz disponiveis para o cultivo ndo é atingido
plenamente pelos orizicultores. Esta situagdo, em parte, pode ser atribuida a presenga do
arroz vermelho que é considerado a espécie mais problematica na orizicultura do sul do
Brasil. Neste sentido, o programa de melhoramento genético do IRGA realiza trabalhos para
o desenvolvimento de cultivares de arroz irrigado tolerantes a herbicidas do grupo quimico
das Imidazolinonas, para o cultivo no sistema de producgéo Clearfield®.

A cultivar IRGA 424 ¢é atualmente recomendada para cultivo no RS, principalmente
pela adaptagéo e potencial de rendimento de gréos. Assim, a conversao desta cultivar para
o sistema de producado Clearfield® visa oferecer aos agricultores uma alternativa viavel e
eficaz no controle do arroz vermelho.

A selecdo assistida por marcadores moleculares (SAMM) em arroz vem sendo
utilizada na piramidizacdo de genes de resisténcia a ferrugem bacteriana (HUANG et al.,
1997), para melhorar caracteristicas morfolégicas das raizes e, assim, tolerancia a seca
(STEELE et al, 2005), melhorar o rendimento de variedades através de melhoramento
assistido, e obtencdo de linhagens através de retrocruzamento com alto potencial de
rendimento (LIANG et al., 2004). Diversas classes estao disponiveis, porém os marcadores
do tipo microssatélite ou SSR (Simple Sequence Repeats) sdo considerados ideais, ja que
sdo codominantes, abundantes, multialélicos e altamente polimorficos.

Este trabalho teve por objetivo foi identificar o polimorfismo entre as cultivares IRGA
424 (genotipo recorrente - GR) e Puita Inta CL (genotipo doador - GD). Os marcadores
polimérficos serdo testados posteriormente na populagédo proveniente deste cruzamento,
buscando identificar os individuos que apresentam uma maior proporgdao do genoma
recorrente. O uso de marcadores moleculares podera ser util, reduzindo assim o nimero de
geragOes de retrocruzamentos necessarias para o desenvolvimento de uma nova cultivar
CL.

MATERIAL E METODOS

Sementes de arroz dos gendtipos IRGA 424 e Puita Inta CL foram submetidos a
germinagdo em camera de crescimento (BOD) a 25°C. O DNA de folhas jovens foi extraido
de acordo com o protocolo de Haberer et al. (1996) com modificagbes. Onde,
aproximadamente 50 mg de tecido de cada planta foi macerado em nitrogénio liquido e
adicionado em 650 pL de tampé&o de extragdo (1M Tris pH 8.0, 0,5M EDTA, pH 8.0, 5 M
NaCl, 2% CTAB e 1% PVP) submetido a 65°C por 30 minutos. Depois de finalizada as
etapas da extragcdo, o DNA foi diluido em tampdo TE estérii e quantificado em
espectrofotdmetro.

Para as analises de SSR, foram realizadas rea¢des de amplificagdo utilizando as
seguintes concentracgdes finais em um volume de 15 pL: DNA gendémico (25 ng/ pL), tampéo
de reagéo (1mM), MgCI2 (0,6mM), dNTPs (0,15mM), primer (0,3uM), Tag DNA polimerase
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(0,5U). As reacgdes de PCR foram conduzidas em um termociclador PT-100 da MJ-Research
com o seguinte programa: desnaturagao inicial de 94°C por 5 minutos; 35 ciclos de 94°C por
1 minuto, 55 a 65°C por 1 minuto (de acordo com a temperatura de anelamento de cada
primer), 72°C por 2 minutos; e extenséao final a 72°C por 7 minutos.

Foram testados 84 SSR previamente mapeados e amplamente distribuidos no
genoma arroz. Os produtos das amplificagdes foram resolvidos em gel de agarose 3%,
corados com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta. O DNA dos genitores foi
avaliado quanto a presenca e auséncia de bandas de SSR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 84 SSR avaliados somente 23% foram polimoérficos entre as cultivares IRGA
424 e Puita Inta CL. Apesar do baixo nivel de polimorfismo detectado cabe salientar que os
19 marcadores polimérficos representaram 10 dos 12 cromossomos da espécie (Tabela 1).

Tabela 1 — SSR polimérficos entre os gendtipos IRGA 424 e Puita Inta CL e a identificacdo
do cromossomo dos oligonucleotideos iniciadores (primers) no genoma do arroz.

Primers SSR Cromossomo Primers SSR Cromossomo
RM495 1 RM161 5
RM431 1 RM3125 6
RM341 2 RM527 6
RM561 2 RM25 8
RM207 2 RM219 9
RM154 2 RM242 9
RM227 3 RM171 10
RM335 4 RM484 10
RM241 4 RM101 12
RM178 5

A cultivar doadora Puitd Inta CL é essencialmente derivada da cultivar IRGA 417
(LIVORE et al., 2007). Assim, o baixo nivel de polimorfismo encontrado pode ser explicado
pelo fato dos gendtipos utilizados serem muito préximos geneticamente.

O uso de marcadores moleculares como ferramenta para a recuperagdo do
gendtipo da cultivar recorrente requer o uso de um numero significativo de marcadores,
além de apresentarem uma boa distribuicdo ao longo de todo o genoma da espécie. Como
exemplo, verifica-se na Tabela 1 que dos 19 marcadores polimorficos, quatro (RM341,
RM561, RM207 e RM154) encontram-se no cromossomo dois e somente um marcador
(RM227) no cromossomo trés. Estes resultados indicam que um maior ndmero de
marcadores SSR deve ser prospectado para aumentar o nimero e a distribuicdo destes
entre a cultivar IRGA 424 e a Puita Inta CL.

O laboratério de Biotecnologia do IRGA esta sendo estruturado para atender a
demanda de pesquisa da Equipe de Melhoramento, sendo uma importante ferramenta para
a SAMM em arroz irrigado. O trabalho aqui apresentado representa uma das primeiras
demandas do programa, o qual esta em fase inicial e com resultados ainda preliminares.

CONCLUSAO

Foi possivel verificar polimorfismo utilizando marcadores SSR entre as cultivares
testadas. No entanto, o polimorfismo existente é baixo, o que indica que a amostragem de
marcadores SSR deve ser aumentada.
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