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INTRODUCAO

A selecdo assistida por marcadores moleculares (SAM) é uma importante estratégia que
tem sido amplamente utilizada em diversos programas de melhoramento de plantas e
animais. Esta consiste na identificagao indireta de fenétipos desejaveis por meio do uso de
marcadores moleculares. Varios trabalhos relatam a aplicacéo de marcadores moleculares
na pesquisa de arroz (Oriza sativa L.) para avaliagdo da diversidade genética, mapeamento
genético, piramidagao de genes favoraveis, selecéo de plantas tolerantes a doengas e
stress abiéticos (BALLINI et al., 2008; BORBA et al., 2009; SUH et al., 2009; CHIN et. al.,
2010; CHIN et. al., 2011; GOUDA et. al., 2013).

Inimeras vantagens sdo observadas no uso de tal estratégia, principalmente aquelas
em gue a selegdo fenotipica possui um custo elevado, subjetivo, ou até mesmo quando o
caractere de interesse s6 se manifesta em fases avancadas de desenvolvimento. Neste
sentido foi estabelecida uma area de selegdo assistida por marcadores no Laboratério de
Biotecnologia na Embrapa Arroz e Feijdo em 2014, introduzindo na rotina andlises com
marcadores moleculares uteis aos programas de melhoramento de Arroz e Feijdo. Além
disso, esta area também apoia outros programas de melhoramento de plantas como o
Algodao.

O objetivo deste trabalho foi quantificar e qualificar o uso da selegédo assistida por
marcadores moleculares no programa de melhoramento de arroz no periodo de 2014 a
2017.

MATERIAL E METODOS

A area de selecdo assistida da Embrapa Arroz e Feijdo foi estabelecida em 2014 e
desde entdo ja avaliou diferentes metodologias para a extragdo de DNA gendmico conforme
a necessidade exigida para cada tipo de andlise (i) lise alcalina para genotipagens em
grande escala que nédo exige DNA de qualidade (XIN et al., 2003; VALDISSER et al., 2013);
(liy CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio) para metodologia que exigem DNA de alta
qualidade tais como sequenciamento, hibridizacdo e digestdo por enzimas (DOYLE;
DOYLE, 1990; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998); e (iii) kits comerciais para obtencédo de
DNA de maior pureza e qualidade. As diferentes metodologias para analise molecular
empregadas no programa de melhoramento de arroz da Embrapa sdo realizadas
principalmente em eletroforese capilar e PCR em tempo real, sendo os marcadores mais
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utilizados microssatélites e SNPs (Single Nucleotide Polymorphism).

Foram avaliados os dados levantados ao longo de trés anos e meio (2014-2017) de
funcionamento e avaliada a evolugdo das andlises de rotina desenvolvidas. Ao todo, foram
analisados os dados individuais obtidos (data point) ano a ano e também a evolucédo e
insercdo de novos marcadores no pipeline deste laboratério.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de janeiro de 2014 a junho de 2017 foram gerados 73.644 data points e
introduzidos nas andlises de rotina do programa de melhoramento de arroz, 17 marcadores.
Além disto, um conjunto de 24 marcadores microssatélites ja era utilizado para analises de
diversidade, verificagcdo de cruzamentos no programa de hibridos, pureza e identidade
(BORBA et al., 2009) (tabela 1).

Tabela 1 - Relacdo de andlises realizadas e o nimero de marcadores introduzido na rotina de selecédo
assistida no periodo de 2014- 2017.

Anélises Data point
2014 2015 2016 2017

SSR- diversidade 3456 (6*) 1848 (7%) 12048(4%) 20016(0%)
SSR - Brusone 192 38 294 210
QTL — Brusone 2648 8272 3736 5552
Pi — Brusone 1206 684 9162
Aroma 3676
Pup1 — fésforo 441
Qualidade 60 105
Total 6296 15040 17263 35045

* Numero de marcadores introduzidos na rotina.

Em 2014 foram gerados 6.296 data points e introduzidos um total de seis marcadores
referentes a tolerancia a Brusone, sendo 02 marcadores SSR individuais (RM25 e RM201)
(CHEN et al., 1997) e 04 marcadores associados a 02 QTLs: gq2g4 (RM13626, RM1307) e
996 (RM3533 e RM242) (BALLINI et al., 2008). No ano de 2015 foram gerados 15.040 data
points e introduzidos um total de sete novos marcadores, sendo seis marcadores referentes a
tolerancia a Brusone associados a 03 genes Pi (BALLINI et al., 2007; 2008; GOUDA et. al.,
2013): Pi 1 (RMS-Pi1-03 e RM5926), Pi 2 (RMs8 e RM564) e Pi 33 (RM544 e RM3507) e um
marcador associado a presenca de aroma em graos de arroz (IFAP - EAP - INSP)
(BRADBURY et al., 2005). Em 2016 foram gerados 17.263 data points e introduzido um total
de quatro novos marcadores, sendo 03 referentes a tolerancia a fésforo (K-41, K-46.1 e K-59)
(mais especifico para o cultivo de arroz em sistema de terras altas), associados ao gene
Pupl (CHIN at. al., 2010; CHIN et. al., 2011) e um marcador associado ao teor de amilose
em arroz (RM190) (AKAGI et al., 1996). Nos primeiros 06 meses de 2017 ja foram gerados
35.045 data points. Entretanto ainda nao foi introduzido nenhum marcador novo na rotina,
pois ainda se encontram em fase de testes para validagcao, marcadores para elongacao do
grao de arroz, identificagao da casca dourada em arroz e marcadores SNPs para déficit
hidrico. Como se pode observar na figura 1, o uso da selecdo assistida por marcadores
moleculares tem apresentado um crescimento expressivo a cada ano e novos marcadores
séo adicionados (tabela 1) conforme a necessidade de cada programa de melhoramento.



Além de marcadores para caracteres pontuais, ha muitos trabalhos em andamento com
genotipagens de maior densidade como ressequenciamento, Dart-seq (Diversity Arrays

Technology) e GBS (Genotyping by Sequecing) para identificagdo de novos marcadores
SNPs.

Figura 1 - Dados individuais (data points) gerados no periodo de 2014-2017.
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CONCLUSAO

O cresecente aumento da demanda e o empenho da equipe em busca de novas
ferramentas levara a consolidacao de uma plataforma de genotipagem com um quadro de
analises diversificado aumentando a eficiéncia do processo de selecdo de gendtipos,
reduzindo o tempo, o trabalho manual e o custo dos dados gerados.
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