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A colegao nuclear de arroz da Embrapa (CNAE) é constituida por 550 acessos,
estratificados em trés grupos: variedades tradicionais, acessos provenientes de programas
de melhoramento do exterior e acessos provenientes de programas de melhoramento
brasileiros. A CNAE representa a variabilidade genética do Banco Ativo de Germoplasma
da Embrapa Arroz e Feijao, que possui mais de 10.000 acessos de arroz. Este trabalho
teve como principais objetivos a caracterizagdo molecular dos 242 acessos componentes
dos grupos de acessos melhorados no Brasil e exterior, a determinacdo da estrutura
populacional da CNAE, a obtengao de uma mini colegdo nuclear e a construgdo de um
painel de marcadores fluorescentes em sistema multiplex.

O material vegetal avaliado foi composto por 94 acessos do grupo de genétipos
melhorados Brasileiros e 148 acessos do grupo de genétipos melhorados no exterior,
perfazendo um total de 242 gendtipos. Além disto, cada grupo continha acessos dos tipos
de cultivo irrigado e terras altas. As extragcdes de DNA gendmico foram realizadas segundo
protocolo descrito por Brondani et al. (2002) e cada acesso foi representado por um bulk de
quatro plantas. A caracterizagdo molecular foi realizada com 86 marcadores SSR
fluorescentes, disponiveis na literatura e em bancos de dados eletronicos. Estes
marcadores foram avaliados em painéis multiplexes em seqiienciador automatico de DNA,
modelo ABI 3100. A escolha destes marcadores foi realizada em fungéo da qualidade dos
produtos amplificados, de sua localizacdo no genoma e de seus valores de PIC
(Polymorphism Information Content). As andlises realizadas utilizaram os seguintes
softwares GDA (Genetic Data Analysis, Lewis & Zaykin, 2002), FSTAT (Goudet, 2001),
Identity (Wagner & Sefc, 1999), Structure (Pritchard et al., 2000), Genetix (Belkhir et al.,
2004) e NTSYS (Rohlf, 1989).

Os oitenta e seis marcadores SSR fluorescentes, divididos em 35 painéis,
identificaram 1.066 alelos, com uma média de 12,4 alelos por loco e PIC médio de 0,75.
Estes valores foram superiores aos encontrados na literatura, quando comparados aos
obtidos pela analise de acessos do pool génico cultivado do arroz. O conjunto de 86
marcadores SSR nao identificou acessos geneticamente idénticos. Os acessos foram
avaliados em bulk de DNA de quatro plantas, o que possibilitou a deteccao de
heterogeneidade para, pelo menos, um marcador em 67% dos acessos, e indica que
mesmo analisando linhagens e cultivares com mais de 10 geracdes de auto-fecundacéo, a
caracterizagdo molecular ndo deve ser baseada em apenas um individuo por acesso. A
andlise de estrutura de populagéao identificou dois padroes de subdivisdo: o primeiro,
formado por dois subgrupos, de acordo com o sistema de cultivo (irrigado ou terras altas), e
o segundo, formado por quatro subgrupos, de acordo com o tipo de cultivo e com a origem
dos acessos (Brasil ou exterior). Entre os quatro subgrupos, o que apresentou maior
variabilidade genética foi o melhorado no exterior com tipo de cultivo irrigado, apresentando
os maiores valores de distancia genética média, nimero médio de alelos e nimero de
alelos privados (Tabela 1). O subgrupo melhorado no Brasil com tipo de cultivo de terras
altas apresentou a menor variabilidade genética. Para acrescentar variabilidade genética
nos acessos dos subgrupos irrigado e terras altas brasileiro, deverao ser priorizados
cruzamentos com acessos dos subgrupos irrigado e terras altas do exterior,
respectivamente. A mini colegdo nuclear foi estabelecida com os 24 acessos com maiores
valores de distancia genética média (coeficiente de distancia de Rogers modificado por
Wright, 1978), e podera ser utilizada como controle em experimentos de campo e estudos
de caracterizagdo molecular (Figura 1). A escolha de marcadores SSR fluorescentes para



comporem um painel foi baseada na maior informatividade, capacidade de detecgdo de
alelos privados e na faixa de tamanho dos alelos amplificados de cada marcador utilizado
na caracterizagao dos 242 acessos da CNAE. O painel, composto por 24 marcadores SSR
arranjados em quatro multiplexes contendo seis locos SSR cada, distinguiu todos os 242
acessos, apresentou média de 15,4 alelos por loco e PIC médio de 0,80. Este painel esta
sendo utilizado rotineiramente na caracterizagdo de germoplasma de arroz e na formagao
de um banco de dados de freqiiéncias alélicas no Laboratério de Biotecnologia da Embrapa
Arroz e Feijao. O uso das informagdes provenientes de andlises moleculares é fundamental
na determinagédo da relagdo entre acessos de colegbes nucleares, possibilitando a
obtengao de importantes parametros genéticos, orientando a utilizagdo destes acessos por
geneticistas e melhoristas e também a adigdo de novos acessos a colecdo de forma a
incrementar a variabilidade genética desta.

Tabela 1. Pardmetros de diversidade genética entre acessos de diferentes grupos da CNAE.

NUmero NUmero

Sub divisoes de médio de RW* Diversidade
acessos alelos/loco

Subgrupos
ES* 76 7.0 0.73 0.64
EI* 72 11.7 0.80 0.75
BS* 57 7.0 0.72 0.59
BI* 37 9.7 0.77 0.68

Origem dos acessos
Acessos Estrangeiros 148 13.3 0.79 0.74
Acessos Brasileiros 94 8.9 0.73 0.68
Sistema de Cultivo

Acessos Terras altas 133 10.9 0.74 0.64
Acessos Irrigado 109 12.3 0.80 0.74

* Acessos estrangeiros com tipo de cultivo sequeiro ou terras altas (ES), acessos estrangeiros com tipo
de cultivo irrigado (El), acessos brasileiros com tipo de cultivo sequeiro ou terras altas (BS) acessos
brasileiros com tipo de cultivo irrigado (BI).

* RW identifica a distancia genética média de Rogers modificada por Wright (1978).
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Figura 1. Dendrograma com os acessos da mini colegdo nuclear selecionados a partir da distancia
genética média obtida da avaliagéo por 86 marcadores SSR. A linha tracejada representa a
distancia genética média de RW (Rogers modificado por Wright, 1978) entre os 24 acessos
selecionados (0,84) e o valor limite para a identificagdo dos grupos de similaridade
identificados pelos numeros 1, 2 e 3. As letras U e L junto aos nomes dos acessos
representam, respectivamente, os acessos com tipo de cultivo de terras altas e tipo de cultivo
irrigado.
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