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CONSTRUQAO DE MAPA DE LIGAGAO PARA O CRUZAMENTO
INTERESPECIFICO Oryza glumaepatula (GEN1233) X Oryza sativa (cv. Curinga)
COM BASE EM MARCADORES MICROSSATELITES E IN-DEL.

RANGEL, Priscila Nascimento'; BRONDANI, Rosana Pereira Vianello®. RANGEL,
Paulo Hideo Nakano®; BRONDANI, Claudio®.

1.Introducdo

Um mapa genético corresponde a um modelo do arranjo linear de um grupo de locos
marcadores ao longo dos cromossomos. Ele indica a posigédo e as distancias relativas
desses marcadores derivadas das frequéncias de recombinacéo calculadas a partir dos
dados moleculares obtidos em uma populagdo segregante (RC, F2, RIL). Mapas
genéticos tém sido uma ferramenta util em programas de melhoramento de plantas
pois permitem a identificagio de regides cromossémicas associadas a caracteristicas
de interesse (QTL — Quantitative Trait Loci) (Collard et al., 2005). Marcadores
moleculares tém sido muito utilizados para estudos dessa natureza, pois permitem
acessar a variabilidade diretamente ao nivel de DNA. Marcadores microssatélites sdo
vantajosos porque sdo multialélicos, co-dominantes e estdo amplamente distribuidos
no genoma. Atualmente, com a disponibilidade da sequéncia do genoma do arroz,
novas classes de marcadores estdo sendo desenvolvidas. Marcadores baseados na
presenca e auséncia (in-del) de determinadas regides gendmicas possibilitam a
amostragem de regibes de sequéncias Unicas, além de também apresentarem padrao
co-dominante, o que os torna adequados para analises de segregacéo.

O arroz cultivado (Oryza sativa) é o prmcnpal alimento da dieta de mais da metade da
populagdo mundial, sobretudo em paises da Asia, Africa e da América Latina, onde se
encontram dois tergcos das pessoas subnutridas do mundo. Os sistemas de cultivo
predominantes na maior parte dessas regifes é irrigado sendo que na Asia, por
exemplo, o arroz consome aproximadamente 50% da agua de irrigacdo (Tuong &
Bouman, 2003). Com o risco da escassez de agua, sistemas de cultivo em l1aminas
d’agua ou irrigados podem sofrer limitagoes, exigindo o uso de cultivares tolerantes a
seca. Essas cultivares devem ser capazes de manter os niveis de produtividade
constantes quando os niveis de agua no solo estiverem criticos (Liu et al., 2004).
Espécies silvestres de arroz sdo um importante reservatério génico e podem ser fonte
de alelos de tolerancia a seca. A introgressao desses alelos no background genético de
uma cultivar elite pode ser monitorada ,através da construgdo de um mapa genético e
mapeamento de QTLs em uma populacédo segregante proveniente do cruzamento entre
essa cultivar e um acesso da espécie silvestre. Isso abre a perspectiva para a deteccéo
de alelos silvestres relacionados a tolerancia a seca e a propria elucidacio dos
mecanismos envolvidos nesse processo.
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O objetivo deste trabalho foi construir um mapa genético para uma populagio
segregante RC1F1 proveniente do cruzamento interespecifico entre um acesso da
espécie silvestre brasileira Oryza glumaepatula (GEN1233) e a cultivar Curinga (Oryza
sativa) usando marcadores moleculares microssatélites e marcadores baseados em
polimorfismo de in-del. Este mapa sera usado para mapeamento de QTLs relacionados
a tolerancia a seca na populagdo RC2F2 proveniente deste cruzamento interespecifico.

2. Metodologia

A cultivar Curinga (O. sativa) foi cruzada com o acesso de arroz silvestre GEN1233 (O.
glumaepatula) para a obtengéo de plantas F1. A Curinga é uma cultivar de terras altas
e foi escolhida para esse cruzamento porque apresenta ampla adapatacdo aos mais
variados ambientes de cultivo no Brasil, tipo de gréo longo-fino a grande resisténcia a
seca (Morais et al., 2005). O acesso GEN1233 foi coletado em regido de varzea no
Cerrado Goiano. Todas as plantas F1 viaveis foram retrocruzadas com o parental
Curinga e 59 plantas RC1F1 foram obtidas.

Os marcadores microssatélites utilizados para a contrucdo do mapa foram
selecionados a partir de um mapa de referéncia denominado “Ciat SSR 2006"
disponivel no website Gramene (www.gramene.org). Este mapa referéncia é bastante
saturado e apresenta varios pontos ancora separados uns dos outros por distancias
nao maiores que 20cM. Cada ponto ancora possui trés marcadores espagados por
distancias menores que 1cM. Entre os marcadores do mapa referéncia, 258 foram
testados para verificagdo de polimorfismo entre os parentais. Além disso, outro teste foi
feito com mais 63 marcadores microssatélites disponiveis para arroz
(www.gramene.org) selecionados para saturar regides que haviam sido sub-
representadas pelos marcadores do mapa referéncia para este cruzamento
interespecifico.

Um total de 529 marcadores baseados em polimorfismo de presenga ou auséncia (in-
del) de regides especificas do genoma do arroz também foram testados. Estes
marcadores foram desenvolvidos com base na presenca ou auséncia de pequenos
transposons (300pb) denominados MITEs (Miniature Inverted Transposable Elements)
através da busca e comparagao de sequéncias do genoma do arroz (Susan McCouch,
comunicacgao pessoal).

As reacbes de amplificacdo foram conduzidas em um volume final de 15ul contendo
0,3uM de cada primer, uma unidade da enzima Taq DNA polimerase, 0,2mM de cada
dNTP, 10mM de Tris-HCI (pH 8,3), 50mM de KCI, 1,5mM de MgCl,, DMSO e 15ng de
DNA gendmico. Os produtos de amplificacao gerados pelos marcadores microssatélites
foram visualizados em gel de agarose 5% corado com brometo de etideo ou em gel de
poliacrimilamida 6% corado com nitrato de prata. Os produtos gerados pelos
marcadores baseados em polimorfismo de in-del foram visualizados em gel de agarose
1.5% corado com brometo de etideo. Os dados de segregacdo foram usados para a
construgdo do mapa genético utilizando o software MapDisto versdo 1.7, usando como
parametros LOD 3.0 e frequéncia maxima de recombinacgao 0.3.

3. Resultados e discusséo
Entre os 258 marcadores do mapa referéncia que foram testados para a verificagao de
polimorfismo entre os parentais, 27 (10,46%) nao apresentaram produto de
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amplificagdo na temperatura minima de 48°C, 25 (9,69%) nao amplificaram o alelo do
parental silvestre GEN1233 e 39 (15,12%) n&o apresentaram polimorfismo entre os
parentais do cruzamento. Dos 63 marcadores microssatélites selecionados a partir de
bancos de dados publicos do arroz, 14 (22,22%) nao amplificaram e 17 (26,99%) nao
apresentaram polimorfismo entre os parentais. Portanto, um total de 321 marcadores
microssatélites foram testados e 199 (61,99%) foram polimoérficos entre os parentais.
Destes, 143 foram detectados em géis de poliacrilamida 6% e 56 foram detectados em
géis de agarose 5%. O indice de polimorfismo detectado para estes marcadores esta
de acordo com o encontrado para outros cruzamentos interespecificos usando as
espécies silvestres O. rufipogon (62%, Septiningsih et al., 2003) e O. glumaepatula
(61%, Rangel et al., 2007).

Dos 529 marcadores baseados em polimorfismo de in-del 40 (7,56%) foram
polimérficos. Destes, 23 foram escolhidos para a andlise de segregac¢ao de acordo com
as suas posicdes nos cromossomos do arroz visando saturar regiées sub-
representadas pelos marcadores microssatélites. As posicdes destes marcadores
foram identificadas atraves do alinhamento das suas sequéncias com a sequéncia do
genoma do arroz utilizando a ferramenta Blast (www.gramene.org). O baixo nivel de
polimorfismo apresentado por estes marcadores indica que eles representam regides
conservadas do genoma (Rangel et al., 2007).

Do total de 222 marcadores polimoérficos, 156 foram mapeados, sendo 134
microssatélites € 22 baseados em polimorfismo de in-del (Figura 1). Os outros 66
marcadores foram excluidos do mapa pois ndo foram agrupados em nenhum grupo de
ligagdo ou suas posicbes nos grupos foram diferentes das esperadas
(www.gramene.org). Um total de 39 '(25%) marcadores apresentaram desvio das
segregagdes mendelianas esperadas (1:1). Isso pode ser explicado pelo fato de que o
namero de individuos utilizados para a obtengdo dos dados de segregacao foi pequeno
(59), o que provocou perda da amostragem dos eventos de segregacédo. Além disso,
desvios da segregacdo mendeliana esperada s&o normalmente observados em
estudos de mapeamento utilizando cruzamentos interespecificos. Estes desvios podem
ser resultado da redugao da frequéncia de recombinagédo devido a distancia genética
entre os parentais e aborto de gametas (Rangel et al., 2007). No mapa construido no
presente estudo esses efeitos ficaram bastante evidentes, pois determinadas regides
do genoma, como por exemplo a ponta do cromossomo 9, ndo puderam ser
representadas por:nenhum dos marcadores moleculares testados.

O mapa obtido apresentou 12 grupos de ligacéo representando os 12 cromossomos do
arroz (Figura 1). O tamanho total do mapa foi 1840.69cM, sendo que o tamanho de
caaa cromossomo variou de 74.96cM (cromossomo 9) a 252.28cM (cromossomo 3). O
namero médio de marcadores em cada cromossomo foi 13, variando de 8
(cromossomos 11 e 12) a 20 (cromossomo 1). Os marcadores de in-del nao
amostraram as regides de falha nos cromossomos, indicando que essas regides
podem estar sendo sub-representadas devido ao fato de que, neste cruzamento
interespecifico, as estimativas das frequencias de recombinacgao ficaram prejudicadas
devido ao alto indice de esterilidade nos gametas. Todos os marcadores mapeados
estdo sendo utilizados para a genotipagem de 142 individuos RC2F2 provenientes
deste cruzamento interespecifico. Esta populagdo esta sendo avaliada em campo
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experimental para caracteristicas relacionadas a tolerdncia a seca e os dados
fenotipicos serdo utilizados para o0 mapeamento de QTLs.
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Figura 1. Mapa de ligagdo do cruzamento O. glumaepatula (GEN1233) X O. sativa
(Curinga).
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