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INTRODUGAO

O uso de marcadores moleculares em arroz tem possibilitado o estudo da
diversidade genética dentro da espécie, a identificacdo de subespécies, caracterizagédo
molecular de cultivares e a constru¢do de mapas para a identificagdo de caracteristicas
importantes como a resisténcia a doengas e insetos-praga (LOPES, 2002). Em arroz os
marcadores moleculares do tipo SSR estao distribuidos por todo o genoma e possuem um
alto contetido de informagéo de polimorfismo. Essa classe de marcadores tem sido utilizada
para caracterizar a diversidade genética de cultivares e variedades tradicionais de arroz em
alguns paises como no Brasil (BRONDANI ET AL., 2006; BORBA ET AL., 2009a) na
Argentina (GIARROCCO ET AL., 2007), na Venezuela (HERRERA ET AL., 2008) e na india
(PERVAIZ ET AL., 2009). Este trabalho teve como objetivo analisar, através de marcadores
SSR, a diversidade genética dos acessos de arroz pertencentes a Colegdo Nuclear de Arroz
da Embrapa.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados 34 acessos de arroz pertencentes ao Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa Arroz e Feijao (BAG) e componentes da Cole¢do Nuclear de
Arroz da Embrapa (CNAE). Os acessos sao integrantes dos estratos que compreendem as
linhagens e cultivares introduzidas (LCI), linhagens e cultivares brasileiras (LCB) e
variedades tradicionais (VT) de arroz denominadas de “Canelas de Ferro”. As amostras de
tecido foliar de quatro plantas por acesso foram coletadas para a caracterizagdo da
diversidade genética a extragdo e quantificagdo do DNA gendmico foram conduzidas pelo
método descrito por Doyle & Doyle (1987) citado por Brondani et al. (2002).

Para a analise molecular foi utilizado um painel composto por 24 marcadores SSR
previamente desenvolvidos e publicados na literatura (BORBA ET AL., 2009a). As reagbes
de PCR seguiram o seguinte padrdo de amplificagdo para um volume final de 5 yL: 2,5 pL
de Master Mix; 0,5 pL de Q solution; 0,1 UL de agua RNAse free (Kit comercial Qiagen®
Multiplex PCR); 0,8 a 1,0 yL dos primers SSR (10 uyM) e 1,0 uL de DNA (3 ng/ yL). O
termociclador utilizado para a condugéo das reagdes de PCR foi GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems) e as condigdes das amplificagbes seguiram a seguinte
programacao: uma etapa de 95°C/15 segundos, seguida de 40 ciclos de 94°C/30 segundos,
56°C/90 segundos e 72°C/90 segundos e uma etapa final de 72°C por dez minutos. Os
produtos amplificados foram diluidos para a obtengdo de sinais uniformes e definidos no
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analisador de fragmento automatico ABI 3100 (Applied Biosystems). Os alelos foram
identificados pelo software GeneMapper 3.5 (Applied Biosystems) utilizando o padrao
GeneScan"™ 500 Rox"" Size Stardard (Applied Biosystems).

A determinagdo do numero de alelos exclusivos (ou privados) foi obtida
através do programa Genetic Data Analysis (GDA) (LEWIS & ZAYKIN, 2002). O numero
médio de alelos/loco e os valores de PIC (Polymorphism Information Content) foram
calculados utilizando-se o programa PowerMarker versdo 3.23 (LIU & MUSE, 2005). O
programa Identity (WAGNER & SEFC, 1999) foi usado para obter a probabilidade de
identidade (PI). A analise fatorial de correspondéncia (AFC) foi obtida através do programa
Genetix versao 4.03 (BELKHIR ET AL., 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 24 marcadores SSR utilizados para a caracterizagdo molecular dos
acessos de arroz identificaram 243 alelos variando de quatro (RM 171) a 28 (RM 14), com
média de 10,12 alelos/marcador. Entre os alelos identificados, 92 (38%) foram privados ou
exclusivos, ou seja, observados em um Unico acesso (Figura 1). O marcador que detectou o
maior nimero de alelos privados foi o RM 14 com treze alelos (Figura 1). O PIC variou de
0,10 (RM 171) a 0,87 (OG 106), com média de 0,63. O conjunto de marcadores utilizados
neste trabalho identificou uma probabilidade de identidade (P.l.) combinada de 1,00 x 10™%,
Este valor corresponde a probabilidade de se encontrar, ao acaso, dois individuos com o
mesmo genotipo, quando analisados por um conjunto de marcadores.
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Figura 1. Numero de alelos (totais e privados) detectados com 24 marcadores SSR nos
diferentes acessos de arroz.

A distribuicdo espacial da variabilidade genética do conjunto de acessos
analisados pode ser visualizada na Figura 2, através da analise fatorial de correspondéncia
(AFC). Verificou-se que as cultivares introduzidas TKM 6 e IR 42 distinguiram-se
geneticamente dos demais acessos. As demais cultivares e linhagens introduzidas formaram
um grupo com maior similaridade genética entre si, da mesma maneira, as variedades
tradicionais e as cultivares brasileiras encontraram-se mais préximas.
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Figura 2. Anadlise fatorial de correspondéncia (AFC) demonstrando o padréo de distribuicdo
espacial da variabilidade genética dos 34 acessos analisados.

Em comparacdo com estudos que analisaram a divergéncia existente em
germoplasma de arroz, o nimero médio de alelos por loco (10,12) e PIC (0,63) encontrados
neste estudo foram superiores aos detectado por Giarrocco et al. (2007) e Pervaiz et al.
(2009) que detectaram 8,4 e 4,5 alelos/locos e PIC igual a 0,69 e 0,60, respectivamente.
Brondani et al. (2006) e Borba et al. (2009b) encontraram um numero médio de alelos por
loco de 14,7 e 12,4 e valores de PIC iguais a 0,73 e 0,75, respectivamente. O numero de
alelos privados encontrado neste trabalho foi superior ao encontrado em Borba et al. (2009a)
que obteve 41 alelos privados ou exclusivos. As informagdes quanto a presenca de alelos
privados podem ser Uteis na identificacdo de gendtipos com variabilidade genética exclusiva,
ou seja, com caracteres expressos diferencialmente.

Na analise fatorial de correspondéncia foi observada a divisdo de grupos distintos
e este fato pode esta relacionada com a origem dos acessos, ja que estes sédo oriundos de
programas de melhoramento de arroz do exterior e do Brasil. A verificagdo da presenca de
variabilidade genética expressiva entre os 34 acessos fornece indicios de que estes podem
ser utilizados pelos programas de melhoramento do arroz no Brasil como fonte de
variabilidade.

CONCLUSAO

A utilizagdo de marcadores SSR com marcagéo fluorescente foi bastante eficaz
para a analise da diversidade genética dos acessos de arroz avaliados. Essa andlise
permitiu a identificacdo de acessos de arroz mais divergentes geneticamente, que poderdo
ser utilizados como fonte de variabilidade para a ampliagdo da base genética do arroz
melhorado brasileiro.
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