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INTRODUCAO

Existem aproximadamente vinte espécies silvestres de arroz, dentre as quais encontra-se a
Oryza glumaepatula, uma espécie autdgama, de origem Americana e que compartilha o
genoma dipldide AA com as espécies cultivadas de arroz (Oryza sativa e Oryza glaberrima)
(Buso et al., 1998). O. glumaepatula apresenta grande potencial como fonte de genes de
interesse para o melhoramento do arroz, pois é adaptada as regiées Amazénica, Pantanal e
Cerrado, possuindo diferentes tipos de clima e solo. Entretanto, cruzamentos
interespecificos podem incorporar alelos indesejaveis da espécie silvestre para a cultivada,
aumentar o espaco de tempo necessario para a recuperacao das caracteristicas favoraveis
da variedade elite, e ocasionar a perda de alelos positivos para outras caracteristicas de
importancia (Brondani et al., 2001). A realizagdo de introgresséo assistida por marcadores
permite que estes cruzamentos sejam monitorados, minimizando a ocorréncia destes
problemas. Para isso, a construcdo de mapa de ligacdo baseada em marcadores
moleculares é de grande importancia, pois além de permitir que este monitoramento seja
realizado, possibilita que locos relacionados a caracteristicas de interesse agronémico
(QTLs — Quantitative Trait Loci) sejam identificados, fornecendo a base para a realizacdo de
selecao assistida por marcadores (MAS — Marker Assisted Selection) (Lorieux et al., 2000).

Este trabalho objetivou: 1) desenvolver um mapa genético baseado em marcadores SSR
para o cruzamento interespecifico Oryza sativa (Cica 8) x Oryza glumaepatula (RS-16); 2)
avaliar a conservacao da ligacao e ordem dos locos SSR entre dois mapas interespecificos,
0s quais possuem o parental RS-16 em comum; 3) genotipar 118 familias na geracdo RC,F;
obtida a partir do cruzamento interespecifico entre Oryza sativa (Cica 8) e Oryza

glumaepatula (RS-16).
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MATERIAL E METODOS
Populacado experimental
Para obtencdo da populacdo experimental, o acesso RS-16 (Oryza glumaepatula) foi
cruzado com a variedade Cica-8 (Oryza sativa). Plantas F; foram retrocruzados em direcéo
da variedade Cica-8, e as 186 plantas segregantes RC,F; obtidas, foram genotipadas para a
construcdo do mapa de ligagdo. Estas plantas foram mantidas em vasos em casa de
vegetacdo e novamente retrocruzadas para o Cica-8, obtendo-se 870 plantas RC,F;.
Sementes destas plantas foram semeadas em vasos, sendo selecionadas as 114 plantas
gue apresentaram um maior indice de fertilidade de espiguetas. O DNA destas plantas foi
utilizado para a genotipagem para a analise de QTLs. Assim, 114 plantas RC,F, foram
utilizados na analise de QTLs e levados para campo experimental onde serdo submetidas a
andlise fenotipica.
Coleta do material foliar e extracdo do DNA genémico
Folhas tenras dos genitores (RS-16 e Cica-8) e de todas as plantas utilizadas no estudo
foram colhidas e mantidas a —20°C. A extracdo do DNA gendmico foi realizada utilizando
tampdo de extracdo com detergente catibnico CTAB (cationic hexadecyl trimethyl
ammonium bromide) e aproximadamente 150mg de tecido vegetal (Brondani et al., 1998).
Triagem dos Locos Microssatélites
Os marcadores SSR utilizados para a constru¢cdo do mapa de ligacdo foram escolhidos com
base em estudo de mapeamento previamente realizado no cruzamento interespecifico entre
0. glumaepatula (RS-16) e O. sativa (BG 90-2), de onde foram selecionados 34 marcadores
pertencentes a série OG (Brondani et al., 2001), 14 pertencentes a série OS (Akagi et al.,
1996) e 60 pertencentes a série RM (Chen et al.,, 1997). Foram também utilizados 28
marcadores baseados em seqiiéncias repetidas de trinucleotideos desenvolvidos a partir de

segliéncias do genoma do arroz disponibilizadas pela Monsanto (http://www.monsanto.conj)

utilizando o programa Primer 0.5 (Lincoln et al. 1991). Para a andalise molecular em RC,F;
foram utilizados 118 marcadores SSR escolhidos com base na suas distribuicbes ao longo
dos 12 grupos de ligacdo do mapa em RC,F;.

Analise genética com Marcadores Microssatélites

As reacOes de amplificacdo foram conduzidas em placas de 96 pogcos em Termociclador PT-
100 Thermal Controler (MJ Research). Os locos amplificados foram visualizados por
eletroforese em gel de agarose 5% corado com brometo de etidio ou em gel de acrilamida
4% corado com nitrato de prata quando maior resolucdo era necessaria para detectar alelos
com menor diferenca de tamanho em pares de base.

Andlise de segregacdo e ligacao

Os dados de segregacao foram submetidos a analise de mapeamento utilizando o software
Mapmaker versao 2.0 (Lander et al., 1987) para Macintosh. Os parametros utilizados foram
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LOD score 5 e fragdo maxima de recombinagdo (0) 0,25. Foi utilizada a fungcdo de
mapeamento Kosambi para calcular as distancias dos marcadores no mapa em
centimorgans (cM). Para cada marcador foi empregado o teste estatistico do Qui-quadrado
(x?), com a finalidade de verificar a significAncia dos desvios da segregacdo 1:1 esperada
para os locos SSR genotipados.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente o mapa ligacao para o RC;F; foi construido utilizando os marcadores das séries
OG, RM e OS onde, dos 99 marcadores analisados, 92 foram mapeados e distribuidos ao
longo de 11 grupos de ligacdo do arroz. Posteriormente, com o objetivo de aumentar a
saturacdo nos cromossomos 4, 5, 6, 7, 10, 11 e 12, 69 marcadores baseados em
sequéncias repetidas de trinucleotideos foram selecionados. Destes, 41 foram descartados,
sendo 21 por ndo terem amplificado a temperatura minima de 48°C e 20 por ndo serem
polimorficos entre os parentais. Os 28 marcadores restantes foram incluidos na analise de
ligacdo. Assim, o mapa de ligagdo (Figura 1) foi construido com 136 marcadores
microssatélites distribuidos ao longo dos 12 cromossomos de arroz, com uma distancia
média entre locos SSR de 10 cM. Dos 136 marcadores utilizados, 72 foram visualizados em
géis de agarose e 64 em géis de acrilamida. O comprimento total do mapa foi de 1539,1 cM,
gue é similar ao comprimento de varios mapas ja publicados para arroz (1500,4 cM,
Brondani et al., 2001; 1822 cM, Temnykh et al., 2000; 1900 cM, Chen et al., 1997).

Na analise comparativa dos mapas desenvolvidos para o RC;F; dos cruzamentos
interespecifico O. glumaepatula (RS 16) X O. sativa (BG-92) (Brondani et al., 2001) e O.
glumaepatula X O. sativa (Cica-8), os critérios de mapeamento foram definidos a fim de
estabelecer a melhor ordem dos marcadores ao longo dos grupos de ligagdo. Um alto grau
de homologia (95%), em termos de conservagédo da ligacdo e ordenamento dos marcadores
entre os mapas, foi encontrado. Entretanto, dos 101 marcadores mapeados e comuns aos
mapas, dois apresentaram inversdo em dois grupos de ligacdo (grupos 2 e 10) e, cinco
blocos possuindo de dois a trés marcadores, tiveram seu posicionamento alterado dentro
dos grupos de ligacdo 1 e 9. A ocorréncia dessas alteragcdes na conservacdo da ordem
provavelmente sdo resultantes da diferenca de amostragem das meioses utilizadas nas
estimativas das frequéncias de recombinacado. No primeiro mapa construido (Brondani et al.,
2001) foram utilizados 93 individuos segregantes, enquanto que no trabalho atual foram
utilizados o dobro, 186 individuos. A estimativa da ordem do marcadores depende da
ocorréncia de duplos recombinantes. Sendo assim, quanto maior o nimero de individuos
amostrados, maior a probabilidade de recuperar os eventos de dupla-recombinacdo para
estimativas da ordem (Brondani, 1997). Adicionalmente, a introdu¢do de um maior nimero
de marcadores (baseados em sequéncias de trinucleotideos), que ndo haviam sido

utilizados na construcdo do mapa anterior, permitiu que novos rearranjos entre marcadores



adjacente ocorressem, favorecendo novos ordenamentos dentro dos grupos de ligacdo. Na
analise de segregacdo dos marcadores avaliados em RC;F;, a propor¢cdo 1:1 é esperada.
Um teste de x? para desvios destas proporcdes esperadas revelou uma distor¢do nas taxas
de segregacao para alguns locos SSR. Dos 136 locos genotipados, 25 (18%) apresentaram
desvios da segregacao esperada (1:1) ao nivel de significAncia de 5%. Neste estudo foram
utilizados 186 individuos do RC;F; para analise de ligagéo, o que descarta a possibilidade
de efeito de amostragem para explicar as distorgbes da segregacdo esperada.
Provavelmente, por se tratar de um cruzamento interespecifico, as distorcbes observadas
resultaram de um processo seletivo durante a esporogénese, gametogénese, reducdo de
fertilidade neste tipo de cruzamento, abortamento de zigotos ou a existéncia de alelos que
ao se expressarem a nivel de embrido ou plantula, determinariam a selecdo contra
determinados gendtipos (Brondani et al., 2001; Brondani, 1997). Marcadores SSR com
desvios de segregacdo em arroz nao tém sido eliminados da analise de ligacdo por nao
acarretarem efeito algum nas estimativas de recombinacéo dos locos adjacentes (Lorieux et
al., 2000). As estimativas de recombinacéo entre os locos SSR em RC,F;, a genotipagem de
114 plantas RC,F; e a mensuracdo dos dados fenotipicos nas 114 familias RC,F,, serédo
utilizadas para a analise de QTLs. As caracteristicas de interesse agrondmico a serem
avaliadas sao relacionadas a produtividade, onde os dados fenotipicos de produg&o, nUmero
de paniculas e namero de perfilhos no cultivo principal e na soca estdo sendo tomados,
finalizando em marco de 2003. O mapeamento de QTLs utilizar4 as andlises de Single

Point, Interval Mapping e Composite Interval Mapping.

CONCLUSOES

1) A construcdo de mapas genéticos e, consequentemente, a identificagdo de regifes
genbmicas que controlam caracteristicas de interesse agrondmico representam um grande
avango nos programas de melhoramento genético de arroz por possibilitarem que seja
realizada, com sucesso, a selecdo assistida por marcadores.

2) A construcdo de mapas genéticos representando os 12 cromossomos de arroz com base
em cruzamentos interespecificos nos indica ser plenamente possivel a utilizagdo deste tipo
de cruzamento para a introgressdo de genes de interesse em espécies cultivadas e a
consequente ampliagdo da sua base genética.

3) O elevado nivel de conservacdo da ordem dos marcadores entre 0s mapas abre novas
perspectivas rumo ao desenvolvimento de uma mapa U0nico para 0 cruzamento
interespecificos O. glumaepatula X O. sativa. Um mapa referéncia baseado em marcadores
co-dominantes multialélicos possibilitara a busca direcionada com maior eficiéncia de novos
alelos aos QTLs entre cruzamentos envolvendo gendtipos ndo mapeados com grande

potencial para serem utilizados no programa de melhoramento genético de arroz
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Figura 1. Grupos de ligacdo obtidos em retrocruzamento Oryza glumaepatula (RS-16) X

Oryza sativa (Cica -8).
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