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RESUMO

O arroz (Oryza sativa) é o segundo cereal mais consumido no mundo, sendo a principal fonte
de energia para mais da metade da populacdo mundial. No Brasil, devido ao clima favoravel,
as principais doencas da cultura sdo de origem flngicas. Magnaphorte oryzae é o agente causal
da principal doenca de arroz, a brusone, porém, doengas consideradas secundarias como a
mancha parda (Bipolaris oryzae) e a queima da bainha (Rhizoctonia solani) ja causam danos de
niveis significativos nas lavouras. Assim, o objetivo do trabalho foi otimizar marcadores
moleculares associados a QTL para resisténcia & mancha parda e queima da bainha em
genoétipos de arroz pertencentes ao BAG da Embrapa Arroz e Feijdo. Foram identificados 26
marcadores SSR, previamente identificados na literatura, associados a QTL de resisténcia a
essas doencas. Os marcadores foram testados em 27 gendtipos contrastantes, ou seja, resistentes
e suscetiveis. Para a otimizacdo ¢ posteriormente validagdo dos marcadores, foi feito teste de
temperatura de anelamento dos primers ¢ quantidade de reacdo para cada marcador. Apds a
extracdo de DNA, as amostras foram amplificadas através da PCR e a visualiza¢do das mesmas
foi feita através da eletroforese em gel de agarose. Em relagdo ao processo de otimizagdo, a
temperatura de anelamento variou + 4°C em relacdo a temperatura descrita na literatura. Foram
identificados sete marcadores monomorficos e 14 marcadores polimérficos, dos quais oito
possuem até trés alelos. Os marcadores polimorficos poderdo ser utilizados na préxima etapa
do trabalho que seréa verificar se existe associacdo dos alelos desses marcadores com resisténcia
as doengas.

PALAVRAS-CHAVE: Marcadores microssatélites. Doencas secundarias. Rhizoctonia
solani. Bipolaris oryzae
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1 INTRODUCAO

O arroz € o alimento basico para mais da metade da popula¢do mundial, sendo também
a principal fonte de energia. E o segundo cereal mais produzido no mundo com 769,6 milhdes
de toneladas colhidas, instaladas em 167,2 milhGes de hectares. A cultura é bastante suscetivel
ao ataque de patdgenos que sdo 0s principais responsaveis pela reducdo na produtividade e
qualidade de grédos (FAO, 2017).

No Brasil, devido ao clima favoravel, as principais doencas que ocorrem nas lavouras
orizicolas sdo de origem fingica (BOREM; RANGEL, 2015). A brusone tem se destacado
como a principal doenca da cultura do arroz, porém, doencas consideradas secundarias como a
mancha-parda e a queima da bainha ja causam danos econémicos consideraveis em varias
regides do pais (SOSBALI, 2016).

Um dos métodos mais efetivos para o controle dessas doencas é o uso de variedades
resistentes, obtidas através do melhoramento genético de plantas. A principal estratégia para o
desenvolvimento de uma variedade resistente é através da selecdo de gendtipos superiores.
Geralmente no melhoramento convencional, essa selecdo é feita pelo melhorista através da sua
capacidade de selecionar plantas que apresentam caracteres de interesse (BESPALHOK;
GUERRA; OLIVEIRA, 2019)

Com o surgimento da biotecnologia, a selecdo de plantas com o auxilio de marcadores
moleculares se tornou mais eficiente, pois, além de demandar menor tempo que na selecéo
convencional, ndo ha influéncia ambiental. Os caracteres de importancia agronémica sdo na
maioria das vezes de natureza quantitativa, e estdo distribuidos pelo genoma em regides
definidas como QTL (Quantitative Trait Loci). Mapear esses QTL significa identificar sua
posicdo no genoma e estimar seus efeitos (TOLEDO et al., 2008).

Os marcadores microssatélites sdo ferramentas importante para a identificacdo de
regides de interesse ao longo do genoma. Quando eles estdo estreitamente ligados aos alelos de
resisténcia, podem ser usados para a identificacdo de QTL. A selecéo assistida por marcadores
moleculares complementou o melhoramento genético tradicional, assim, o desenvolvimento de
plantas se tornou um processo mais preciso e eficiente (DIAS NETO; JUSTINO, 2013).

O objetivo desse trabalho foi otimizar marcadores moleculares associados a QTL para
resisténcia a queima da bainha a mancha parda em gendétipos de arroz pertencentes ao Banco

Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Arroz e Feijao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais da cultura do arroz

O arroz (Oryza sativa L.) € uma monocotiledonea do género Oryza que pertence a
familia Poaceaes. O cereal € fonte priméria de energia e proteina e tem importancia
socioecondmica nos paises em desenvolvimento, sendo alimento bésico para mais da metade
da populacdo mundial. Ele € o alimento de possivel combate a fome no mundo, ja que a espéecie
fornece cerca de 20% de energia e 15% de proteina necesséria ao homem (BOREM; RANGEL,
2015).

Durante muito tempo foi questionado quando, como e onde o arroz foi cultivado e
domesticado. Varias linhas de pesquisa evidenciaram as regides do Sul da China, india, regido
do Rio Yangtse na China, a regido dos cinturdes no Himalaia e habitats do pantano costeiro no
Sudeste Asiatico como possiveis locais de origem do arroz. Com o desenvolvimento de novos
procedimentos metodoldgicos como o uso de flotagdo foi possivel recuperar restos
macrobotanicos ricos em grdos de arroz e cascas. A analise de fitélitos também foi Gtil para
identificar restos microscopicos de plantas. Assim, as descobertas atuais de genética e
arqueoldgica sdo consistentes com a domesticacdo de O. sativa jap6nica no vale do rio Yangtze,
no sul da China (GROSS; ZHAO, 2014).

A graminea € adaptada ao ambiente aquatico, apresenta ciclo anual e possui algumas
caracteristicas morfologicas proprias. A raiz seminal e as laterais persistem por um curto
periodo de tempo durante a germinacéo e logo sdo substituidas pelas raizes adventicias. Quando
a espécie é cultivada em sistema de sequeiro, a raiz pode chegar até um metro ou mais de
profundidade, ja em cultivo irrigado dificilmente ela excede 40 cm (BOREM; RANGEL, 2015).

O colmo do arroz é composto por nés, que dao origem a uma folha e uma gema e por
entrends. Do colmo principal surgem os perfilhos, oriundos dos nos basais. Os perfilhos
primarios dao origem aos perfilhos secundarios, que dao origem aos terciarios. As folhas do
arroz sdo compostas por lamina de nervuras paralelas, bainha, ligula e auricula dispostas no
colmo de forma alternada. A panicula é a inflorescéncia da planta que se localiza sobre o Gltimo
entrené do colmo, ela é composta de raquis, ramificacdo priméria e secundaria, espigueta e
pedicelo. O fruto do arroz € uma cariopse, onde uma Unica semente é fundida a parede do
pericarpo, formando um grdo (BOREM; RANGEL, 2015). As partes morfoldgicas da planta

podem ser observadas na Figura 1.
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Figura 1. Morfologia dos 6rgdos vegetativos da planta de arroz (A) e panicula (B).
Fonte: Adaptado de OLMOS (2007) (A); Adaptado de VERGARA (1979) (B).

No Brasil, o cultivo de arroz iniciou-se no estado da Bahia, no ano de 1587, se
estendendo mais tarde para o Maranhao. Porém, foi s6 na metade do século XVIII que o cereal
foi cultivado de forma racional e organizada. Nesse periodo, o pais se tornou um grande
exportador de arroz até meados do século XIX (CONAB, 2015).

O Brasil possui dois principais sistemas de cultivo de arroz: o irrigado e o de terras
altas, também chamado de arroz de sequeiro. Na safra 2016/17 foram cultivados 597.336 ha em
sistema de sequeiro com uma producéo de 1.384.416 toneladas e produtividade média de 2318
kg.ha. J& em cultivo irrigado a producdo foi de 11.083.101 toneladas em uma area de
1.431.936ha, com produtividade média de 7.740 kg.ha (SILVA, 2018).

2.2 Importancia econdmica de doencas fungicas

Durante a histéria da humanidade vérios acontecimentos tém evidenciado a
importancia das doencas fungicas nas culturas devido seu alto grau de infestacdo e severidade.
Um exemplo foi a chamada “fome da batata”, que ocorreu na Irlanda durante os anos de 1845
a 1849. A batata (Solanum tuberosum) era cultivada através de uma Unica espécie desenvolvida
por meio do melhoramento genético. As lavouras cultivadas foram atacadas pelo fungo, hoje
classificado como oomiceto, Phytophthora infestans causando danos irreversiveis. Com a perda
da safra houve morte de um milh&o de pessoas, ja que estas tinham a solanacea como alimento
basico (AZEVEDO, 2018).


http://scholar.google.com.br/scholar?q=fungo+phytophthora+infestans&hl=pt-BR&as_sdt=0&as_vis=1&oi=scholart
http://scholar.google.com.br/scholar?q=fungo+phytophthora+infestans&hl=pt-BR&as_sdt=0&as_vis=1&oi=scholart
http://scholar.google.com.br/scholar?q=fungo+phytophthora+infestans&hl=pt-BR&as_sdt=0&as_vis=1&oi=scholart
https://pt.wikipedia.org/wiki/Phytophthora_infestans

Outro exemplo € o mofo branco causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum que
ataca, principalmente, a cultura da soja (Glycine max L.). Contudo, esta doenca possui mais de
400 espécies hospedeiras entre as plantas registradas. Pelo fato do patdgeno ser necrotrofico e
cosmopolita, os inoculos sobrevivem no solo infectando as safras posteriores e tornando a
rotacao de culturas pouco eficiente (TUPICH et al., 2017). A doenga tem sido um dos principais
fatores limitantes para a producdo da soja no Brasil. Estima-se que cerca de 10 milhdes de
hectares brasileiros cultivados com a cultura estejam infestados com o patégeno (GODOY et
al., 2018).

A mancha parda, considerada a segunda doenga mais importante da cultura do arroz,
causa danos de 12% a 30% na massa de gréos e de 18% a 22% no numero de gréos cheios por
panicula (SANTOS et al., 2011). Os prejuizos nao sdo apenas danos de nivel econémico, mas
também ambiental em funcdo do uso excessivo de fungicidas, para o controle da doenca
(CARVALHO; MORAES, 2016).

2.3 Doencas da cultura do arroz

O arroz é uma cultura suscetivel ao ataque de véarios patégenos, sendo eles o0s
principais responsaveis pela reducdo na produtividade e qualidade de grdos. Entre virus,
nematoides, fungos e bactérias mais de 80 doencas ja foram registradas na literatura. No Brasil
as principais doencas na cultura do arroz sdo causadas por fungos. Devido ao clima favoravel
de varias regides tropicais no pais como no Norte e Centro-oeste, a severidade da doenca tende
a ser maior quando comparada com as regides de clima subtropical, como no Sul do pais
(BOREM; RANGEL, 2015).

Das doencas que atacam a cultura, a brusone, causada pelo fungo Magnaporthe oryzae,
ocasiona prejuizos significativos nas cultivares suscetiveis (LOBO, FILIPPI; PRABHU, 2018).
As perdas nas lavouras, causadas pela presenc¢a da doenca, podem chegar até 100% dependendo
da época de plantio, da cultivar plantada e das condi¢des climaticas. Estima-se que por ano, no
mundo inteiro, 0s prejuizos decorrentes da infestacdo da doenga na cultura chegam a 70 bilhdes
de dolares (BOREM; RANGEL, 2015).

Existem outras doencas que sdo consideradas de baixo potencial econémico e que tém
sido frequente nas regides de Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Entre elas estdo a mancha
parda (Bipolaris oryzae), a mancha estreita (Cercospora oryzae) e a escaldadura

(Monographella albescens), sendo que essas doengas ocorrem normalmente nas folhas.


http://scholar.google.com.br/scholar?q=soja+glycine+max&hl=pt-BR&as_sdt=0&as_vis=1&oi=scholart

Também tem sido comum algumas doencas que afetam colmo e bainha como a podridao do
colmo (Sclerotium oryzae), o mal do pé (Gaeumannomyces graminis), a podriddo da bainha
(Sarocladium oryzae), e a queima da bainha (Rhizoctonia solani) (SOSBAI, 2016).

Em experimento desenvolvido por Dallangnol et al (2006), foram avaliados os danos
das doencas foliares na cultura do arroz irrigado e observou-se que as doengas citadas acima
juntamente com as manchas dos grdos comprometeram o rendimento de grdos em até 42,1 %.
Estes autores também confirmaram a correlacdo positiva entre lesbes foliares e mancha de
gréos, evidenciando que a ocorréncia das doencas nas folhas serve de fonte de indculo do
patégeno para 0s gréos.

As doencas como a mancha de gréos e a queima da bainha eram consideradas pouco
importantes, porém, em algumas regides como no Vale do Araguaia elas tém causado danos
maiores nas lavouras quando comparados aos da brusone. Uma das principal consequéncia do
aumento da incidéncia dessas doencas ¢ a elevacdo dos custos de producdo no arroz irrigado
(CORDEIRO; TORGA, 2017).

2.3.1 Mancha Parda

A mancha parda tem como agente causal o fungo Bipolaris oryzae que também é um
dos principais causadores da mancha-de-grdos. A doenca esta disseminada em lavouras
orizicolas do mundo inteiro e possui maior importancia em paises de clima tropical (AMORIM,
REZENDE, CAMARGO, 2016).

No Brasil a mancha parda ¢é frequentemente encontrada na cultura do arroz, estando
presente tanto no sistema de cultivo irrigado, quanto no de sequeiro. Esta doenca tem causado
danos econdmicos significativos a cultura do arroz no Brasil, afetando tanto lavouras que sédo
semeadas na safra de verdo, em meados de outubro, quanto plantas adultas que estdo préximas
ao estagio de maturacdo (BEN et al., 2013).

O patdgeno é um fungo necrotréfico capaz de sobreviver em restos de palhadas,
sementes e no solo, através dos esclerodios. As sementes infectadas e 0s restos culturais séo as
principais fontes de indculo do patdgeno. A ocorréncia do fungo € favorecida por alta umidade
relativa do ar, acima de 89% (LOBO, FILIPPI, PRABHU, 2018) e por temperaturas entre 20 e
30°C (AMORIM; REZENDE; CAMARGO, 2016).

Os sintomas da mancha parda se manifestam tanto nas folhas, como nos gréos e

sementes. Nas folhas, inicialmente surgem pequenas manchas circulares de coloragdo marrom
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e com a evolucdo da doenga essas manchas se tornam ovaladas com coloragdo marrom-
avermelhada ou marrom-escura com o centro acinzentado (ALVES; MIRANDA, 2018).

As manchas ocorrem geralmente de forma isolada nas folhas, mas em situacdes de
ataques severos elas podem se unir e cobrir toda a folha. Os grdos podem ter a sua superficie
coberta pelo fungo causando o gessamento, reducdo de peso e esterilidade. Nas sementes o
fungo pode sobreviver por um periodo entre um e quatro anos, causando a redugdo na taxa
germinativa e inviabilizando a planta oriunda da semente contaminada (AMORIM; REZENDE,
CAMARGO, 2016). Os sintomas da doenca podem se manifestar também apos a emisséo das

paniculas infecionando as espiguetas e provocando esterilidade. (BEN, 2013). Os sintomas da

mancha parda nas folhas e grdos podem ser observados na Figura 2.

% ’ e
A /B y _

Figura 2. Sintomas da mancha parda nas folhas (A) e gréos de arroz (B)
Fonte: 2.b Adaptado de AGROLINK (2018).

As sementes infectadas pelo fungo apresentam perdas de 12% a 30% do peso de gréos
e 0s graos manchados também causam perdas no rendimento de engenho (BEN et al., 2013). Ja
foi constatado, em seis variedades avaliadas na regido Norte do Brasil, perdas de até 30% de
produtividade na cultura devido a infestacdo da doenca. Os danos causados pelo fungo na
cultura ainda sdo subestimados devido a sua semelhanga com os sintomas da Brusone
(AMORIM; REZENDE; CAMARGO, 2016).



2.3.2 Queima da bainha

A gueima da bainha é causada pelo fungo Rhizoctonia solani Kihn. Na cultura do
arroz a doenca é considerada de importancia secundaria, porém ultimamente, ela tem ocorrido
em niveis expressivos nas lavouras orizicolas do pais inteiro. No estado do Tocantins a queima
da bainha esta presente em todas as lavouras irrigadas. No Rio Grande do Sul a ocorréncia da
doenca também tem aumentado de maneira significativa devido a introducéo de cultivares
suscetiveis ao patdgeno e a pratica do cultivo de arroz em rotagdo ou sucessao com a soja e
pastagens (AMORIM; REZENDE; CAMARGO, 2016).

A gueima da bainha pode vir a se tornar uma das principais doencas do arroz assim
como a Brusone, principalmente pela previsdo do aumento de temperaturas minimas e
méaximas na Regido Sul do Brasil, e também pelas rota¢cdes de culturas inapropriadas
(AGUIAR, 2016). De acordo com Dias; Berbara; Fernandes et al.,(2013), o fungo tem
capacidade de viver no solo saprofiticamente ou pode se instalar em outras culturas que
também sdo hospedeiras, em animais ou em outros fungos.

A sobrevivéncia de R. solani € possibilitada por estruturas chamadas de esclerodios,
os quais possuem forma globosa, é de coloragdo marrom-escura e podem chegar até 5mm de
diametro. Os esclerddios podem sobreviver no solo por mais de dois anos ou entdo ir se
acumulando quando ocorre a sucessdo do cultivo de arroz ou a rotacdo com espécies
hospedeiras, como é o caso da soja (BOREM; RANGEL, 2015).

No cultivo irrigado os primeiros sintomas da doenga se manifestam nas bainhas e
colmos préximos ao nivel da ldmina de dgua. Temperaturas entre 28°C e 32 °C e umidade em
torno de 95% sdo fatores que favorecem o desenvolvimento das doencas, assim como a alta
densidade de plantas e adubacdo pesada. Nessas condi¢fes os sintomas também podem ser
encontrados ndo s6 nas bainhas que estdo acima da lamina de agua, mas também nas folhas
(AMORIM; REZENDE; CAMARGO, 2016; LOBO, 2018).

Quando infectada, a planta apresenta lesdes na bainha e no colmo, as espiguetas ficam
estéreis, reduzindo a produgdo e em estagios mais avancados pode causar a morte da planta
(RANGEL; SANTOS; CAMARA, 2003). Com a ocorréncia da doenca também pode haver
secamento total ou parcial das folhas, podendo provocar o acamamento da planta. As manchas
que caracterizam a doenca sdo ovaladas, arredondadas ou elipticas e de coloragdo branco-
acinzentado com extremidades bem definidas de cor marrom. (LOBO; FILIPPI; PRABHU,



2018). Os sintomas da queima da bainha nos colmos e bainha podem ser observados na Figura
3.

Figura 3. Sintomas do fungo Rhizoctonia solani nos colmos e bainhas.
Fonte: CORTE (2012).

2.4 Estratégias de manejo para o controle de doencas flngicas

As doengas causadas por fungos séo os principais problemas do cultivo de arroz ndo sé no
Brasil, mas no mundo inteiro. O que agrava mais ainda esse quadro é o fato de ndo existirem
cultivares resistentes a doencas fungicas e nas areas cultivadas o plantio da cultura é
consecutivo, resultando no uso intensivo de fungicidas (BORDIN et al., 2016).

A perspectiva da agricultura racional, entre outros fatores, € o aumento da
produtividade em uma unidade de area e sanidade do produto. Assim, se torna o importante o
controle de doengas, que € a utilizacdo de estratégias conjuntas que visam impedir ou diminuir
a incidéncia de doencas de plantas evitando ou reduzindo os prejuizos causados (REIS; CASA,;
BIANCHIN, 2011).

Os produtores de arroz, em busca de produtividade mais elevadas demandam por
novas tecnologias para 0 manejo de insumos, aliado ao potencial genético de novas cultivares,
com destaque a antecipacdo da época de semeadura (NUNES et al., 2011). O controle de
doencas usando variedades resistentes, desenvolvidas a partir do melhoramento genético,
constitui a forma mais barata e de facil utilizacdo para esta finalidade. Além disso, é também a

estratégia menos agressiva ao meio ambiente quando comparada com o uso de defensivos



agricolas, a exposi¢cdo do agricultor a esses produtos € menor e o consumidor ndo ingere
produtos quimicos. (BESPALHOK; GUERRA; OLIVEIRA, 2019)

A drenagem das areas baixas e alagadicas permite o preparo antecipado do solo
fazendo com que os restos culturais se mineralizam desfavorecendo os fungos de solo. O uso
de sementes livre de patdgenos, a semeadura em épocas desfavoraveis ao fungo e o controle de
plantas daninhas também sdo préticas que evitam a proliferacdo do patdgeno na area (SOSBAI,
2016). Na presenca da doenca, os danos causados podem ser expressivamente reduzidos através
do manejo integrado e da utilizacdo de praticas apropriadas, como o uso de defensivos agricolas,
por meio do controle bioldgico e do uso de cultivares resistentes desenvolvidas a partir do
melhoramento genético (MARTINS et al., 2011).

A rotacdo de culturas reduz a incidéncia do fungo através da supressdo de alimentos
pois aumenta a atividade de micro-organismos antagonistas no solo. Quando a principal fonte
nutricional do fungo é retirada, que sdo os restos culturais, rapidamente aumenta a competicdo
microbiana e inani¢do dos fungos (REIS; CASA; BIANCHIN, 2011). Embora a rotagéo de
culturas seja importante para 0 manejo integrado de pragas e doengas, ainda existe resisténcia
por parte do produtor em sua implantacao, pois este opta por determinada cultura em funcéo
da previséo das melhores oportunidades de comercializagdo do produto final (ATAYDE, 2013).

O uso de defensivos agricolas para o controle de doengas fitopatogénicas ja € uma
pratica consolidada e considerada necessaria, pois permite a exploragdo do potencial de
produtividade da cultura. O uso frequente desse método se explica devido ao fato de que o nivel
de resisténcia genética ndo ser satisfatoria para o controle de algumas doencas, tornando
necessario o uso de medidas mais emergentes (BORDIN et al., 2011).

Entretanto, esses produtos quimicos apresentam aspectos negativos, como o periodo
de caréncia de grande parte dos fungicidas empregados na cultura do arroz irrigado ser igual ou
superior a trinta dias (AGROFIT, 2018), sendo que, muito frequentemente, a agua de irrigacdo
é liberada ou mesmo os grdos sdo colhidos sem obedecer este periodo, 0 que pode oferecer
riscos a saude humana e ao meio ambiente (SCHEUERMANN; REBELO; HICKEL, 2017).

Outro aspecto que inviabiliza o uso dos fungicidas é o fato de que seu controle ndo
tem sido eficiente aos danos verificados nas lavouras orizicolas (NUNES, 2013) e também pelo
surgimento de isolados de fitopatdgenos resistentes as substancias quimicas utilizadas
(SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; CRUZ et al., 2000). Nas ultimas décadas iniumeros

problemas foram desencadeados devido ao uso intensivo desses produtos, como por exemplo
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resisténcia microbiana, contaminacdo ambiental da agua, solo, de produtores e consumidores e
também a elevacgdo dos custos de producdo (SEIXAS et al., 2011).

Apesar das inumeras pesquisas realizadas com métodos alternativos e suas vantagens,
0 controle bioldgico ainda apresenta varias limitagdes que estdo relacionadas principalmente
com a qualidade desses produtos, o registro no Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), a auséncia de fornecedores capacitados, controle e qualidade e
principalmente o pequeno nimero de agricultores que possuem sistema integrado de manejo,
usando metodos alternativos, para troca de informacGes e experiéncias (MORANDI et al.,
2009)

Neste contexto, o desenvolvimento de cultivares resistentes através dos programas de
melhoramento genético, é a forma mais eficiente para o controle de doencas, tanto pelas
vantagens econdmicas quanto ambientais. O uso de ferramentas moleculares pode ser bastante
util no processo de transferéncia de alelos de resisténcia (DIAS NETO; JUSTINO, 2013).

2.5 Melhoramentos genético visando a resisténcia de doencas

De acordo com a Organizagdo das Nagbes Unidas (2017) a populagdo mundial é de
aproximadamente 7,6 bilhdes de pessoas, sendo que por ano existe um aumento de 83 milhdes.
As previsdes sdo que no ano de 2030 a populagdo mundial chegue 8,6 bilhdes fazendo com que
a demanda por alimentos basicos cres¢ca simultaneamente. O aumento da producdo pode ser
feito pela expansdo da area cultivada, melhoria das condi¢des do ambiente e por meio do
melhoramento genético de plantas (BOREM, 2005).

O Brasil se destaca por ter a op¢cdo de expandir sua fronteira agricola, porém essas
areas sdo limitadas e ndo estardo disponiveis no futuro. Em alguns paises, como a China que
possui uma alta densidade populacional e area agricultavel restrita, os agricultores tém
avancado em ecossistemas vulneraveis para conseguir suprir a demanda por alimentos e essa
pratica tem causando perdas irreparaveis. O aumento da produgdo também pode ser obtido
através do manejo adequando, manipulando as condi¢des ambientais como adubago, irrigacéo,
manejo de pragas e doencas, sementes de qualidade etc. (BOREM, 2005).

Assim, o melhoramento genético além de visar o aumento da produtividade também
considera caracteristicas importantes como a resisténcia de pragas e doencas, qualidade
nutricional dos alimentos, entre outras (BESPALHOK; GUERRA; OLIVEIRA, 2019). Apesar

de alguns desafios terem limitado o progresso genético no desenvolvimento de novos cultivares,
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a geracdo de novas tecnologias, como a biotecnologia, que permite a identificagéo e a selecdo
baseada diretamente no gendtipo do individuo o progresso genético se tornou maior
(COUTINHO, 2010).

As primeiras mudancas alélicas dirigidas se iniciaram de forma nédo intencional, com a
selecdo de sementes de plantas desejaveis. Com o avan¢o do conhecimento e o desenvolvimento
de novas tecnologias, a préatica de selecéo foi evoluindo e 0 melhoramento se tornou mais uma
ciéncia que uma arte. O melhoramento moderno € baseado em trés etapas: desenvolvimento de
progénies e a avaliacdo das mesmas seguido da recombinacdo das melhores. Assim,
independentemente do método usado no melhoramento, a selecdo é a principal ferramenta do
melhorista, que deve possuir capacidade de selecionar individuos com caracteristicas desejaveis
dentro de uma populacéo de individuos geneticamente diferentes (BESPALHOK; GUERRA,;
OLIVEIRA, 2019).

Nos mais diversos programas de melhoramento genético de plantas, o processo de
selecdo dos gendtipos que apresentam caracteristicas agronomicamente desejaveis é realizado
com base nas informac6es fenotipicas dos individuos. O melhoramento genético convencional
também demanda tempo. Os ganhos genéticos sdo cada vez mais dificeis de serem obtidos, as
despesas estdo cada vez mais altas e as metodologias quase ndo mudaram ao longo das ultimas
décadas (TOPPA; JADOSKI 2012).

2.6 Uso das ferramentas biotecnoldgicas no melhoramento genético

A selecdo de genotipos é um processo que muitas vezes pode ser trabalhoso
principalmente para os caracteres de importancia agronémica de baixa herdabilidade, visto que,
a maioria dos caracteres de importancia agrondmica sdo de natureza quantitativa. Eles sdo
controlados por um grande namero de genes que sao influenciados pelas interacdes ambientais
na expressao do fenotipo (TOPPA; JADOSKI, 2012).

Uma das principais contribuicdes da biotecnologia para a agricultura foi o
desenvolvimento de marcadores moleculares. Assim, foi possivel diminuir o tempo para a
obtencdo de novas variedades pois, através do uso de marcadores é possivel fazer a
transferéncia e piramidacdo de alelos de resisténcia, o monitoramento de genes e no
retrocruzamento pode ser usado para facilitar e acelerar a recuperacdo do genoma do genitor
recorrente (ALZATE-MARIN et al., 2005).
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A selecéo de genitores baseada apenas em caracteristicas agrondmicas pode ocasionar
estreitamento na base genética do programa de melhoramento de plantas. Os marcadores
moleculares viabilizam o planejamento dos cruzamentos através da escolha de genitores
maximizando a heterose e as combinagdes génicas desejaveis. Deste modo, as ferramentas
biotecnoldgicas tém como principal objetivo complementar as técnicas convencionais de
melhoramento que s&o indispensaveis no processo de selecdo (FALEIRO; ANDRADE; REIS
JUNIOR, 2011).

No melhoramento convencional, a selecdo dos genotipos desejaveis é baseada em
informacdes fenotipicas, necessitando de técnicas experimentais elaboradas que influenciam
diretamente no tempo e no custo do processo de selecdo. As vantagens da selecdo indireta
usando marcadores moleculares em relacdo ao melhoramento convencional é a selecdo precoce
de carater de baixa herdabilidade sem interferéncia ambiental, promovendo ganho de tempo e
reducdo nos custos e aumento da precisdao (CAVALCANTI, 2009).

O fato de n&o sofrer influéncia ambiental e permitir a selecdo na auséncia do patdégeno
também pode aumentar muito a eficacia do processo de selecdo dos genotipos superiores
(MORO, 2010). Além disso, a analise desses marcadores pode ser realizada em qualquer estagio
de desenvolvimento da planta e na maioria das vezes pode ser usado qualquer parte do tecido
vegetal (ALKIMIM, 2013).

2.6.1 Selecdo assistida por marcadores moleculares (SAM)

Segundo Turchetto-Zolet et al. (2017), um marcador genético é qualquer carater visivel
ou um fendtipo que de alguma forma seja analisavel, para o qual os alelos em locos individuais
segregam de forma mendeliana. Os primeiros marcadores eram associados a caracteres
morfoldgicos, baseados no fenotipo do individuo. Com o surgimento dos marcadores
bioquimicos, a partir da década de 60, o polimorfismo genético passou a ser detectado por meio
de isoenzimas. Entretanto, a quantidade de genomas investigados é limitada pois, 0 numero de
locos que podem ser detectados é baixo, assim como o nivel de polimorfismo identificado por
loco.

Na década de 80, com o inicio da PCR (Polymerase Chain Reaction) foi possivel
desenvolver marcadores moleculares utilizando primers especificos, multiplicando in vitro a
guantidade de DNA de uma amostra e em escala exponencial. A PCR se baseia em ciclos

repetidos de replicacdo em que, cada fragmento da molécula sintetizada em um ciclo serve de
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molde para o ciclo seguinte, aumentando exponencialmente o nimero de moléculas (BOREM;
CAIXETA, 2016).

Um individuo diploide pode apresentar até dois alelos distintos num mesmo loco.
Entretanto, pode haver polimorfismo, que é a presenca de diferentes alelos em um mesmo loco.
Essas variagBes nas sequencias de bases de DNA sdo responsaveis pelas diferencas genéticas
entre individuos de uma mesma populacdo. Quando esses marcadores moleculares do DNA
estdo ligados estreitamente aos alelos de resisténcia, podem ser usados na SAM e facilitar a
selecdo de genotipos resistentes, disponibilizando-os para serem usados no programa de
melhoramento genético (BOREM; CAIXETA, 2016; DIAS NETO; JUSTINO, 2013).

Os caracteres de natureza quantitativa sdo aqueles cuja expressao fenotipica mostra uma
distribuicdo continua por apresentar segregacao simultanea de muitos genes distribuidos pelo
genoma, em regides definidas como QTL (Quantitative Trait Loci). Mapear um QTL nada mais
é que identificar a sua posi¢do no genoma e os seus feitos genéticos (TOLEDO et al., 2008).
Para a localizacdo desses QTL e obtencdo de estimativas de seus efeitos e interacGes, séo
utilizadas ferramentas biométricas, com o auxilio de informacdes fornecidas pelos marcadores
moleculares (SABADIN, 2010).

Existe um grande numero de marcadores moleculares desenvolvidos para diferentes
espécies vegetais, 0 RFLP (Restriction Fragment Length Polimorphism), os AFLPs (Amplified
Fragment Length Polymorphism), os RAPDs (Random Amplified Polymorphism DNA), os
SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) e os SSR (Simple Sequence Repeats) também
chamados de microssatélites (BOREM; CAIXETA, 2016)

2.6.2 Marcadores Microssatélites

Os genomas sao ricos em regides que apresentam sequéncias repetidas em tandem,
variando entre um e seis nucleotideos, que podem ser usadas como marcadores moleculares.
Essas regifes sdo chamadas de microssatélites, também conhecidas como SSR (Simple
Sequence Repeats) ou STR (Short Tandem Repeats) (BARBOSA, 2010).

Enquanto existe uma variagdo no numero de repeticdo de nucleotideos em um
microssatélite, geralmente, as sequéncias de DNA que o flanqueiam sdo conservadas entre

individuos de uma mesma espécie. Isso possibilita o desenho de primes especificos para as
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sequéncias adjuntas a um dado microssatélite de forma que seja possivel amplificar esse loco
em diferentes gendtipos, através de uma reacdo de PCR (Polymerase Chain Reaction
(FERRAO, 2013).

Pela técnica de PCR é possivel revelar o polimorfismo presente nos microssateélites,
com o0 uso de dois iniciadores Unicos, os primers. Esses possuem aproximadamente 20
nucleotideos especificos que sdo complementares a sequéncia flanqueadora de cada marcador
(locus) (CAMACHO, 2016). Os primers iniciadores estao representados a baixo (Figura 4):

{ Sequéncias Unicas no genoma 1 {

.. Microssatelites 1
conservadas entre espécies

GTTATTGACT TTCGCCATAGAGCATTGALTTACAAGAA
GATCGAGTCAEGGCTAGGACGATATCTGGTQHSTAATGCGGA
TTTGCAATCGTAACGCATCGAAACACACACACACACACAT
GGCATCCCCAAGTCAGAAACTGCCAAGCAGAAAGTCAGG
CACGACACTACCAGATGGTTTAGCAAACAGCGGAACTTC
ATTCATTAATGTCTTAGGTACATAGCTAACCGAGTGCAAGCC

Primer forward =

TCCGATCCTGCTATA
AGGCTAGGACGATAT — ACACACACACACACA — CTGTGATGGTCTAC
Microssatélite

TCCGATCCTGCTATA — TGTGTGTGTGTGTGT — GACACTACCAGATG
CTGTGATGGTCT
4 Primer reverse

Figura 4. Representacdo esquematica da especificidade dos primers desenhados a partir dos
microssatélites - a sequéncias Unicas dos microssatélites servem como molde para a

sintese dos iniciadores.
Fonte: Adaptado de Camacho (2016).

Os marcadores microssatélites possuem algumas especificidades que o tornam viaveis
na selecdo assistida, como o fato de serem codominantes, ou seja, possibilitam diferencia
individuos homozigotos e heterozigotos, s&o de baixo custo, multialélicos, ndo héa necessidade
do uso de radioatividade, dependem de pequena quantidade de DNA do material e € abundante,
pois, aparentemente esta distribuido em todo o0 genoma (BUSO, et al. 2003)

Até mesmo em germoplasmas de base estreita o contetudo informativo de um loco SSR
é bastante alto, isso se deve ao fato de serem sequéncias de alta taxa evolutiva. Entretanto,
alguns fatores limitam o uso dos marcadores SSR com o alto custo para a obtencéo dos primers
usados na PCR e a intensiva méo de obra usada no desenvolvimento dos mesmos (BUSO et al.
2003).
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Brunes et al. (2007) utilizou em seu trabalho 51 marcadores moleculares do tipo
microssatélite, sendo que, desses, quatro foram capazes de identificar polimorfismo entre arroz
vermelho e arroz cultivado. Assim, foi possivel identificar o fluxo génico entre os tipos de
arroz avaliados, o que significa que, esses marcadores também podem ser usados juntamente
com outras metodologias, para melhorar a precisdo das estimativas da taxa de polinizacdo

cruzada em arroz.

2.7 Validacéo dos marcadores

Varios programas de melhoramento visando o desenvolvimento de cultivares resistentes
buscam marcadores moleculares que estdo ligados a resisténcia as doencas para serem usados
na SAM. Esses varios QTL descritos na literatura podem auxiliar na sele¢do de gendtipos de
interesse, desde que se faca antes a validacdo dos QTL em diferentes genotipos e ambientes dos
que foram testados inicialmente.O processo de validacdo de QTL é fundamental para identificar
os marcadores moleculares que estdo efetivamente associados a esses. Assim, 0 processo de
validacdo consiste na identificacdo dos QTL nas mesmas regides em que foram identificados e
descritos na literatura, porém em diferentes ambientes e com backgrounds genéticos distintos
(MORCELI et al., 2008)

Pode existir diferenca na detec¢do do QTL identificado em um gendtipo quando este
gendtipo estiver presente em ambientes distintos, e isso pode estar associado, entre outros
aspectos, ao modelo estatistico utilizado durante o mapeamento de QTL, para estimar o efeito
e posicdo do mesmo e, consequentemente no nimero de variaveis consideradas. Por exemplo,
0 modelo de mapeamento por intervalo simples considera apenas o efeito de dois marcadores
sobre 0 QTL e 0 modelo de mapeamento por intervalo composto tem um poder de detecgédo
maior pois isola o efeito de outros marcadores sobre 0 QTL (SENRA, 2013).

Quando esses marcadores sdo desenvolvidos em genétipos diferentes dos usados em
um programa de melhoramento, é necessario fazer a validag&do dos mesmos, para serem
utilizados como fontes de resisténcia (SILVA et al., 2008). Para o programa de melhoramento
é de extrema importancia a identificacdo de QTL estaveis em diferentes backgrounds
genéticos e ambientes garantem maior precisdo na localizacdo e identificacdo de QTL para
que esses possam ser usados na SAM (SOUZA et al., 2012).

Em uma tentativa de identificar a presenca de aroma em arroz, através de métodos mais

confiaveis, Quixabeira et al (2017) testou trés marcadores moleculares ja descritos na literatura
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para a selecdo precoce de gendtipos aromaticos. Assim, apenas um dos marcadores, 0 ASA,
apresentou produtos com uma boa amplificacdo sendo utilizado para auxiliar a selecdo de

plantas detentoras do alelo especifico a presenca do aroma.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido na Embrapa Arroz e Feijao, localizada no Municipio

de Santo Antbnio de Goias, GO. Foram identificados na literatura, 26 marcadores

microssatélites proximos a QTL associados a resisténcia a mancha parda e a queima da bainha

(Tabela 1). Para os marcadores que ndao eram originalmente microssatélites, foi feito uma busca

no programa GRAMENE (2018) para identificar marcadores microssatélites que fisicamente

estdo proximos a esse loco.

Tabela 1. Descricdo dos 26 marcadores moleculares utilizados na validacao para resisténcia a
mancha parda e a queima da bainha em arroz.

Comprimento

Marcador Primers Associacao* (pb)* Referéncia
R-GCCGCCGGAGAGGGAGAGAGAG
RM109 MP 97
F-CCCCGACGGGATCTCCATCGTC
R-CACACTTTCCAGTCCTCTCC
RM485 MP 290
F-CATCTTCCTCTCTTCGGCAC
R-ATCCACAAACTCAGATGGGC
RM3732 MP 106
F-TGCCACGCGATTGAAGAC
R-AGCACCCATGCCTTATGTTG
RM423 MP 273
F-CCTTTTTCAGTAGCCCTCCC Katara et
R-AGCGAATCAGGTGACTCCAC al.(2010)
RM6424 MP 101
F-ACACCATCCATCTCCAGTCC
R-GCACTGACCACGACTGTTTG
RM530 MP 161
F-ACCGTAACCCGGATCTATCC
R-CTCTTCACTCACTCACCATGG
RM518 MP 171
F-ATCCATCTGGAGCAAGCAAC
R-TAATTGATGAGCTTGATGTA
RM4504 MP 127
F-AGAGAGATTTTATGAAACCA
R-AGAGAGAATCAGAAACACCAAC
RM3515 MP 196
F-GGAAAGAAGATATGCCATGC
R-GGAGGCCAAGGAAGAGGTAG
RM3907 MP 135
F-CGTCAATGGGGTAGGTCTTG
R-ACCCAACTACGATCAGCTCG Sato et al.
RM566 MP 230 (2008)
F-CTCCAGGAACACGCTCTTTC
R-TAGCGATGGGGGTCAAGTC
RM6499 MP 154
F-CACCATGGAGTCCCATTGAG
R-AGATTCTTGCGAGCGAGG
RM6623 MP 196

F-GACACACAAACACCTCACACACC

Fonte: adaptado de GRAMENE (2018)
*pb: pares de bases; *MP: mancha parda; *QB: queima da bainha

R: Iniciador que vai hibridar com a cadeia de DNA molde na diregdo 3’
F: Iniciador que vai hibridar com a cadeia de DNA molde na dire¢do 5’
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Tabela 1. Descricdo dos marcadores moleculares utilizados na validacdo para resisténcia a
mancha parda e a queima da bainha em arroz (continuagao).

Comprimento

Marcador Primers Associacao* (pb)* Referéncia
R-CCACTTTCAGCTACTACCAG
RM212 QB 136
F-CACCCATTTGTCTCTCATTATG
R-ATCAAGGTACCTAGACCACCAC
RM319 QB 134
F-TCCTGGTGCAGCTATGTCTG
R-AACTTTCCCACCACCACCGCGG
RM102 QB 311
F-AGCAGCAGCAAGCCAGCAAGCG
R-CCCCCCTCTCTCTCTCTCTC
RM 486 QB 104
F-TAGCCACATCAACAGCTTGC
R-GCTTAAGGACTTCTGCGAACC
RM300 QB 121
F-CAACAGCGATCCACATCATC
R-CTACTCCTCTGTCCCTCCTCTC
RM327 QB 213
F-CCAGCTAGACACAATCGAGC
R-CAGGGACCCACCTGTCATAC L.
RM29 QB 250 Srinivasachary
F-AACGTTGGTCATATCGGTGG
et al. (2010)
R-GCCCAATTAATGTACAGGCG
RM501 QB 179
F-ATATCGTTTAGCCGTGCTGC
R-TTATCTGCCACCTGAGTCCC
RG20 QB 156
F-ACTTGGCGACTCTGATCTGC
R-ACGAGCTCTCGATCAGCCTA
RM38 QB 250
F-TCGGTCTCCATGTCCCAC
R-TGAAGAGCAGGAACCGTAGG
RM524 QB 198
F-TCTGATATCGGTTCCTTCGG
R-CCATCCTCCTACTTCAATGAAG
RM342B QB 141
F-ACTATGCAGTGGTGTCACCC
R-ATTCTCTCCGCCTAAACAAC
RM1361 QB 214

F-TTCTCGTGCACAGTTAATACC

Fonte: adaptado de GRAMENE (2018)

*ph: pares de bases; *MP: mancha parda; *QB: queima da bainha
R: Iniciador que vai hibridar com a cadeia de DNA molde na diregdo 3’
F: Iniciador que vai hibridar com a cadeia de DNA molde na diregdo 5’

Ap0s a identificagdo foi feita a sintese dos primers que foram utilizados para amplificar

os fragmentos de DNA nas amostras. Foram utilizados 32 gendtipos de arroz, representado por

3 plantas cada, totalizando 96 amostras. Esses genoétipos foram previamente identificados como

resistentes ou suscetiveis para as doencas mancha parda e/ou queima da bainha (Tabela 2), em

uma atividade conduzida no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Arroz e Feijdo. Todos

0S genotipos integram o acervo do Banco Ativo de Germoplasma de Arroz (BAG Arroz) da
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Embrapa Arroz e Feijédo e estdo representados por variedades tradicionais, cultivares brasileiras
e introduzidas de Oryza sativa, com exce¢do do gendtipo Oryza glaberrima W 25-A.

Tabela 2. Resposta de gendtipos de arroz a inoculagdo com Rhizoctonia solani e Bipolaris
oryzae que causam mancha parda e queima da bainha, respectivamente.

Genétipos Pardabainha-
EEA 405 R S
EEA 401 R S
Ipeaco-sl 1969 R S
Ipsl 2070 R S
Ipsl 574 R S
Colombia 1 R S
Kh.khao bay R S
Lebonnet R S
Eloni R S
Carolina sp.407 R S
Tetep R R
Oryza glaberrima W 25-A R S
Tadukan R S
BRS Pepita R S
Minami Hata Mochi R S
Irga 418 R S
BRA 02535 R S
Pedregulho R S
Javanes R S
Moroberekan R S
CT 9993-5-10-1-m R S
Minami hata mochi R S
Tadukan R S
IR 64 R S
BRS Pampa R S
IR 34 S S
BRS A702 CL S S
BRS Jaburu S S
Irga 418 S S
Pedregulho S S
Javanés S S
Coco S S

*R: resistente; *S: suscetivel
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O plantio foi realizado em margo de 2018 em casa de vegetacdo utilizando copos
descartéveis de polietileno com volume de 200 ml contendo substrato comercial. Em cada copo
foi mantida uma planta, devidamente identificada, até a emissdo da terceira folha. Para o
isolamento do DNA gendmico, foram coletados em média, 80 mg de tecido foliar em
microtubos Eppendorf de 1,5 ml, armazenados a temperatura de -20°C, no Laboratorio de
Biotecnologia da Embrapa Arroz e Feijéo.

A extracdo de DNA das folhas de arroz foi realizada com base no protocolo descrito
por Dellaporta et al. (1983) com algumas adaptacdes. Em cada tubo foi colocado uma beads e
adicionado 500uL de tampéo de extracdo (TE), constituido de Tris-HCI 1 M, pH 8,0; EDTA
0,5 M, pH 8,0; NaCl. O tecido foi macerado no Mini Beadbeater-96 durante 20 segundos. Para
0 rompimento das membranas celulares e exterioriza¢cdo do DNA foram adicionados 33ul de
SDS 20% na solugéo, agitada em vortex. Posteriormente, as amostras foram incubadas em
banho-maria a 65 C° durante 10 minutos. Apés a incubacéo, foi adicionado 160ul de KoAc
5M, agitado em voértex e centrifugado a 13000 rpm (rotacdo por minuto) durante 10 minutos.
Foi removido 450uL do sobrenadante e colocado em um novo tubo.

Para a precipitacdo dos &cidos nucléicos foi adicionado 270uL de isopropanol absoluto
e homogeneizado através da inversao dos microtubos. Apos essa etapa, as amostras ficaram em
repouso, durante 20 minutos, no freezer.

Em seguida, foram centrifugadas a 13.000 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante
foi descartado, ficando apenas o pellet que foi lavado com 500 uL de etanol 70%. Novamente
as amostras foram centrifugadas velocidade de 13.000 rpm durante cinco minutos e o
sobrenadante foi descartado. Foi adicionado 500 uL de etanol absoluto e centrifugado por cinco
minutos a 13000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o microtubo ficou em repouso durante
25 minutos a temperatura ambiente para que fosse feito a secagem do pellet.

Apos a secagem, foi adicionado 50uL de TE contendo RNAse, €, as amostras foram
mantidas na estufa a 37°C por 30 min. A concentracdo do DNA extraido foi estimada por
espectrofotometria em NanoDrop 2000 (ThermoScientific®, Waltham/EUA) usando 2uL de
amostra. O DNA foi diluido em agua milli-Q para uma concentracdo de 30 ng/uL para serem
utilizadas como solucéo de trabalho, e parte foi estocada a -20 °C, para uso posterior.

Para a padronizacéo das reacdes de amplificagdo cada primer foi testado inicialmente
em sete individuos. Nesse processo, as reacdes de PCR foram feitas com temperaturas de

anelamento variando entre 51°C a 67°C com diferentes quantidades de DNA, entre 5uL e 3uL
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por amostra. Ao determinar a temperatura e quantidade de DNA a ser usada em cada par de
primer, estes, foram utilizados na amplificagdo das 71 amostras.

As reacdes de amplificacdo das amostras foram feitas de acordo com o protocolo
descrito por Brondani et al. (2007). Utilizou-se o produto comercial Master Mix (QIAGEN
Multiplex PCR Kit), Q Solution e agua livre de nuclease. Os protocolos das reagdes de PCR
foram realizados de acordo com a amplificacdo de cada primer: a PCR 1 constituida por 5 pL
de Master Mix, 1 pL de Q-solution, 0,9 pL de dgua, além de 0,05 pL de cada primer especifico
(reverse e foward) na concentracdo de 10,0 UM e para a PCR 2 a concentracdo foi de 5 pL de
Master Mix, 1 uL de Q-solution, 0,84 pL de &dgua e 0,08 uL de cada primer. O volume final das
reacOes foram de 10 pL para cada amostra. Durante o processo de otimizagdo, para algumas
amostras que ndo amplificaram bem, o volume do primer foi ajustado sendo que algumas
amostras chegaram a utilizar até 4L de primer que foi subtraido do valor da agua.

As reacgdes foram conduzidas em termociclador GeneAmp PCR System, modelo 9700
(Applied Biossystems), utilizando-se as seguintes condigdes: i) desnaturacdo a 95°C por 15
minuto; ii) 40 ciclos de desnaturacéo a 94 °C durante 30 segundos, anelamento com temperatura
entre 54°C e 56°C, de acordo com o primer, durante um minuto e meio e uma etapa de extenséo
com 72°C durante um minuto e meio; iii) extenséo final a 72°C por 10 minutos.

Os fragmentos amplificados foram submetidos & eletroforese em gel de agarose (2%)
para separacdo dos mesmos. A corrida do gel foi realizada com tensdo elétrica de 80 volts por
cerca de 2 horas, e, em seguida, os géis foram corados com brometo de etideo (10 mg mL™?). O
resultado foi fotodocumentado por meio de luz UV, utilizando equipamento transiluminador
(L-PIX EX- Loccus) e programa computacional Loccus. Para estimar o tamanho dos
fragmentos, utilizaram-se marcadores de peso molecular de 100 pb (Invitrogen,- Thermo Fisher
Scientific) e de 1 Kb (Cellco).

Os marcadores foram caracterizados como monomérficos ou polimérficos utilizando
o0 marcador de peso molecular como referéncia. Nessa etapa foi realizada a leitura do gel,
através da atribuicdo de alelos para cada amostra de acordo com o tamanho em pares de bases.
Marcadores monomorficos foram os que obtiveram um unico alelo (“a”). Para 0s marcadores
polimérficos, foram observados mais de um alelo, nomeados “a”, “b” e “c”, do menor para o
maior fragmento amplificado. Através da ferramenta MS Tools foi realizada a anélise da

frequéncia dos alelos de marcadores polimorficos.
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4 RESULTADOS E DICUSSAO

As bandas fantasmas, também chamadas de stutter, sdo amplificacdes de bandas
inespecificas. Dos 26 marcadores testados, cinco deles (19,2%) apresentaram bandas
fantasmas: RM3907, RM6499, RM102, RM38 e RM342B. A Figura 5 ilustra o exemplo de um
marcador com stutter.

Para tentativa de eliminacgéo de tais bandas, foi utilizado 1,0ul de primer na rea¢ao, um
total de 0,6 ul a mais em relagdo aos primeiros testes. Também foram realizados testes de
temperatura, utilizando na reagdo maior concentracdo de DNA e DNA sem diluir. Foi feita
também corrida das amostras em gel de agarose a 5%, para a tentativa de melhor separacao dos

fragmentos menores. Embora houve uma reducdo dos stutters, as bandas ainda ficaram de dificil

visualizacdo, ndo sendo possivel fazer a genotipagem.

fantasmas

Tamanho
esperado

Ladder

Bandas
fantasmas

Tamanho
esperado

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose com a reacdo de amplificagdo com o marcador
RM3907 apresentando sttuter (Ladder 1 Kb). O tamanho esperado € de 135 pb.

De acordo com Pereira (2010) a ocorréncia de bandas fantasmas € comum em regides
de microssatélites, pois, por serem constituidos por repeticGes de base. Sendo assim, a Taq
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DNA polimerase pode cometer erros de incorporacdo de dNTPs com maior frequéncia
comparada a regides que nao sdo de microssatélites. Essa ocorréncia é chamada de slippage (ou
escorrego) do DNA polimerase.

Bovo; Rugge; Shiao (1999) realizaram um trabalho descrevendo a origem das multiplas
bandas na amplificacdo de marcadores microssatélites. Foi observado que a intensidade de
bandas multiplas aumenta quanto maior é o nimero de ciclos de PCR confirmando que o
numero de ciclos para a amplificacdo de DNA durante a PCR precisa ser otimizado para cada
marcador investigado. Nesse mesmo trabalho também foi testado o anelamento de primers com
uma temperatura maior, ndo havendo resultado para o desaparecimento de bandas fantasmas.
Uma outra alternativa para facilitar a deteccdo da banda real é o uso de gel desnaturante de
poliacrilamida pois, ele é capaz de detectar polimorfismo de bandas com tamanhos menores
(MACHADO; SILVA, 2013).

Em relacdo ao processo de otimizacdo dos primers, houve uma variagao de temperatura
de = 4°C em relacdo a temperatura de anelamento descrita na literatura (GRAMENE, 2018).

Os resultados da otimizagdo das temperaturas estdo ilustrados na Tabela 3.

Tabela 3. Relacdo entre a temperatura de anelamento dos primers descrita na literatura
(GRAMENE, 2018) e a temperatura apds o processo de otimizacdo.
Temperaturada  Temperatura de

Primers literatura (°C) otimizacao (°C)
RM3732 55 51
RM530 55 51
RM212 55 51
RM518 55 53
RM319 55 53
RG20 50 54
RM3515 55 54
RM6623 55 54
RM300 55 54
RM327 55 54
RM29 55 54
RM501 55 54
RM485 55 55
RM423 55 55
RM6424 55 55
RM4504 55 55
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Tabela 3. Relagdo entre a temperatura de anelamento dos primers descrita na literatura e a
temperatura ap6s 0 processo de otimizacdo (continuagdo)

Primers T_emperatu rada Terr_1pe_zratl~1 ra
literatura (°C) de otimizacéo (°C)

RM566 55 55

RM524 55 55

RM1361 55 55

RM 486 55 56

RM109 67 67

Machado (2013) obteve resultados positivos ao aumentar a temperatura de anelamento
dos primers na cultura do mamoeiro, entre 63 e 64°C. Esses resultados sdo indicativos de que
a otimizacédo da temperatura de anelamento dos pares de iniciadores é passo importante para a
amplificacdo de regides gendmicas especificas, livres de amplificagbes inespecificas e bandas
fantasmas.

Pela genotipagem foi possivel identificar que, dos 21
marcadores testados, sete deles (33,3%) foram monomorficos para a populagdo avaliada, ou
seja, ndo apresentaram variabilidade genética, possuindo assim apenas um alelo. Séo eles:
RM3732, EM6424, RM6623, RM319, RM486, RM300, RM524. Os marcadores identificados
como monomorficos neste presente trabalho, foram os mesmosidentificados como polimorficos
nos artigos originais, descritos por Katara et al. (2010), Sato et al. (2008), Srinivasachary, et al.
(2010). A Figura 6 ilustra o exemplo de um marcador monomérfico.

Assim, os marcadores comportam-se de forma diferente de acordo com o genétipo a
ser avaliado. Os marcadores monomorficos ndo foram utilizados no estudo pois, ndo distinguem
genotipos resistentes e suscetiveis. Carvalho (2017), em um processo de validacdo de
marcadores, foi capaz de amplificar amostras que ndo foram visualizadas em trabalhos

anteriores, tornando-os viaveis para 0 uso nas amostras testadas.

Ladder

Bandas de

>
mesmo
tamanho

dd 33 33 33 A3 A3 A3 A3 A3 Ad A3 Ad Ad 43 A3 33 43 A3 Ad A3 A3 A3 43 dd A3 dd dd A3 4dd da aa ad da aa

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose com a rea¢ao de amplificacdo do marcador
RM6424, monomorfico, contendo os 27 genotipos (Ladder 1 Kb pb).
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Para os 14 marcadores polimdrficos (66,7%), oito deles apresentaram trés alelos
diferentes para cada loco analisado. Um exemplo é o marcador RM 485, que pode ser visto na

Figura 7 ele possui 46 alelos “a”, 68 alelos “b” e 12 alelos “c”.

Tabela 4. Numero de alelos observados para os marcadores polimoérficos associados a mancha

parda.
Marcador Aleloa Alelob Aleloc
RM109 102 58 0
RM485 46 68 12
RM423 62 66 2
RM530 18 128 10
RM518 140 17 1
RM4504 65 48 47
RM3515 71 75 2
RM566 66 44 10
Total 570 504 84
Ladder
aa aa bb bb bb bb 33 a3 a3 aa aa aa aa aa 3a aa aa bb bb bb bb bb bb bb bb bb bb bb bb bb
Ladder

cc 3 a3 aa bb aa bb bb bb bb bb bb bb bb aa aa aa cc cc 3 aa bb bb bb bb bb bb bb cc cc cc bb

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose com a reacao de amplificacdo do marcador RM485
contendo 0s 27 gendtipos com seus devidos alelos (Ladder 100 pb).

Alguns gendtipos ndo amplificaram para alguns locos, apresentando auséncia de banda
apos a eletroforese. Para o marcador RM566, 20 amostras ndo amplificaram, sendo 28% do
total de individuos testados. Resultado similar foi encontrado por Ng (2015), que de acordo
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com o mesmo, a ndo amplificagcdo das amostras pode ocorrer, entre outros fatores, devido a
possibilidade de algumas reagdes ndo estarem completamente padronizadas.

No caso da queima da bainha, ndo foram identificados genotipos de arroz resistentes até
0 momento, na atividade conduzida no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Arroz e Feijéo.
Logo néo seré possivel checar a associacao entre 0s marcadores e a resisténcia para Rhizoctonia
solani. Na literatura, ha apenas um gendtipo identificado como resistente a essa doenca, a
cultivar Tetep (SRINIVASACHARY et al.,2010). Assim, ndo foi possivel associar esse
marcador com a resisténcia a queima da bainha. Futuramente, com a identificacdo de novos
genotipos resistentes serd possivel testar esses marcadores com o objetivo de finalizar o
trabalho.

Para a mancha parda, por outro lado, sera possivel verificar se existe associacdo entre
0s marcadores e a resisténcia a mancha parda, ja que para essa doenca existem gendtipos
resistentes e suscetiveis. Além disso, esses marcadores selecionados, RM109, RM485, RM423,
RM530, RM 518, RM4504, RM3515 e RM 566 séo polimorficos.
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5 CONCLUSAO

Os marcadores associados a QTL de resisténcia a mancha parda ndo poderdo ser
validados pois, foi identificado apenas um genétipo que confere resisténcia a doenca.
Posteriormente, apos a identificacdo de mais gendtipos resistentes poderdo ser feitos novos
testes para a validacdo desses marcadores.

Os marcadores RM109, RM485, RM423, RM530, RM518, RM4504, RM3515 e
RMb566 foram polimorficos entre os genoétipos avaliados. Assim esses marcadores Sao
candidatos importantes para a confirmagdo da existéncia de associagdo entre marcadores

moleculares e resisténcia a mancha parda.
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O arroz (Oryza sativa) é o segundo cereal mais consumido no mundo, sendo a principal fonte
de energia para mais da metade da popula¢do mundial. No Brasil, devido ao clima favoravel,
as principais doencgas da cultura sdo de origem fangicas. Magnaphorte oryzae é o agente causal
da principal doenca de arroz, a brusone, porém, doencas consideradas secundarias como a
mancha parda (Bipolaris oryzae) e a queima da bainha (Rhizoctonia solani) ja causam danos de
niveis significativos nas lavouras. Assim, o0 objetivo do trabalho foi otimizar marcadores
moleculares associados a QTL para resisténcia a mancha parda e¢ queima da bainha em
genotipos de arroz pertencentes ao BAG da Embrapa Arroz e Feijao. Foram identificados 26
marcadores SSR, previamente identificados na literatura, associados a QTL de resisténcia a
essas doengas. Os marcadores foram testados em 27 genotipos contrastantes, ou seja, resistentes
e suscetiveis. Para a otimizacao e posteriormente validagdo dos marcadores, foi feito teste de
temperatura de anelamento dos primers e quantidade de rea¢do para cada marcador. Apos a
extracdo de DNA, as amostras foram amplificadas através da PCR e a visualiza¢ao das mesmas
foi feita através da eletroforese em gel de agarose. Em relagdo ao processo de otimizacdo, a
temperatura de anelamento variou + 4°C em relacdo a temperatura descrita na literatura. Foram
identificados sete marcadores monomorficos e 14 marcadores polimérficos, dos quais oito
possuem até trés alelos. Os marcadores polimorficos poderdo ser utilizados na préxima etapa
do trabalho que seréa verificar se existe associacdo dos alelos desses marcadores com resisténcia
as doengas.

PALAVRAS-CHAVE: Marcadores microssatélites. Doencas secundarias. Rhizoctonia
solani. Bipolaris oryzae
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