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Resumo

Dezessete somaclones de arroz de terras altas da cultivar IAC 47 com diferentes tipos
de planta e reagao de resisténcia ou suscetibilidade a brusone nas folhas foram
utilizados para andlise de divergéncia genética com marcadores RAPD. Dois
somaclones (SCO2 e SC04) foram resistentes a trés isolados de Pyricularia grisea
provenientes de somaclones da cultivar IAC 47 no campo, enquanto a cultivar IAC 47
foi suscetivel. O estudo da heranga de dois tipos de plantas distintas, um com folhas
eretas verde-escuras e outro com folhas decumbentes verde-amarelo, mostrou que um
gene dominante controla o tipo de planta. Dos 32 primers utilizados, OPAO2 e
OPDO02 amplificaram bandas polimdérficas entre somaclones que apresentaram folhas
eretas verde—escuras e folhas decumbentes verde-amarelo. O agrupamento mais
seguro, exibindo 80% de similaridade foi alcangado com 17 primers. A resisténcia a
brusone, para a raga IC-2 de P. grisea foi associada ao tipo de planta com folha ereta
verde-escura.

Palavras Chaves: Andalise molecular, Oryza sativa, brusone, variagdo somaclonal,
cultura de tecido.
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Detection of genetic
divergence in somaclones
of rice cultivar IAC 47
utilizing RAPD markers

Abstract

Seventeen somaclones of upland rice cultivar IAC 47 showing different plant
types, and either resistance or susceptibility to leaf blast were utilized for RAPD
for genetic divergence analysis. Two somaclones (SC02 and SC04) were
resistant to three field isolates of P. grisea retrieved from somaclones, while the
cultivar IAC 47 was susceptible. The inheritance study of two distinct plant
types, one with erect bright green leaves and the other with droopy yellow green
leaves, showed that a single, dominant gene govern each plant type. Of 32
random decamer primers utilized, OPA02 and OPD02 amplified polymorphic
bands between somaclones showing erect bright green leaves and droopy
yellow green leaves. Reliable grouping exhibiting 80% similarity was achieved
with 17 primers. Leaf blast resistance to race IC-2 of P. grisea was associated
with the plant type of erect bright green leaves.

Index terms: Molecular analysis, Oryza sativa, tissue culture, somaclonal
variation, rice blast.
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Introducéo

A cultivar IAC 47 ocupou mais que 60% de 2,5 milhdes de hectares em arroz
de terras altas no Brasil desde o seu langamento em 1973, devido a sua
adaptacao as condic¢des de solos acidos, tolerancia a deficiéncia hidrica e alto
potencial de produtividade. Um dos fatores limitantes de sua produtividade foi o
alto grau de suscetibilidade a brusone, causada por Pyricularia grisea (Cooke)
Sacc. Os métodos convencionais de melhoramento genético através de
cruzamentos desta cultivar com genétipos doadores de resisténcia a brusone,
normalmente de arroz irrigado resultaram, na maioria dos casos, na introdugéo de
caracteristicas ndo desejaveis, como suscetibilidade a mancha-de-gréos.

A importancia da inducao de variabilidade genética para caracteristicas
agrondmicas, utilizando a cultura de tecidos como ferramenta a partir de
cultivares bem adaptadas para condi¢des locais € bem conhecida (Toenniessen,
1990). Foi demonstrada a herdabilidade da variagdo somaclonal para doencas e
outras caracteristicas agrondmicas (Larkin & Scowcroft, 1981; Fukui, 1983). Os
estudos realizados na Embrapa Arroz e Feijdo, em Santo Antdnio de Goias, GO,
apresentaram resultados promissores quanto a indugéo de variabilidade genética
para a resisténcia a brusone, utilizando-se paniculas imaturas de cultivares de
arroz de terras altas e irrigado (Aradjo, 1994). Visando a aumentar a freqiiéncia
de variantes para resisténcia as doencas, utilizaram-se, para regeneragao, as
plantas de F, de cruzamentos entre cultivares suscetiveis e doadoras de
resisténcia. Os resultados mostraram aumento da freqiiéncia de plantas
resistentes a brusone nos somaclones desenvolvidos a partir de plantas F, do
gue nas plantas regeneradas das cultivares suscetiveis (Aradjo et al., 1998).
Foram desenvolvidos somaclones da cultivar Araguaia com tipo de planta em
leque, alto grau de resisténcia & brusone nas folhas e paniculas e alguns com
potencial de produtividade superior & cultivar Araguaia. A heranga de resisténcia
dos somaclones de Araguaia oriundo da cv. Araguaia para a raca 1B-45 de P.
grisea foi controlada por um par de genes dominantes (Araujo et al., 1999).
Estes somaclones poderéo ser utilizados como novas fontes de resisténcia para o
melhoramento genético de arroz de terras altas. Em investigagdes quanto a
variacdo somaclonal para resisténcia & brusone em progénies R2, R3 e R4
regeneradas de plantas (R1) derivadas de paniculas imaturas de IAC 47 Araujo et
al. (1997) mostraram que as popula¢des segregaram variando de resisténcia
completa a diferentes graus de suscetibilidade. Como conseqiiéncia destes
resultados, foram realizados estudos detalhados nas geracdes avancadas de
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somaclones de IAC 47 que apresentaram diferencas quanto ao tipo de planta e
resisténcia a brusone.

Vérias técnicas da biologia molecular estéo disponiveis para deteccédo de
polimorfismo genético em nivel de DNA (Ferreira & Grattapaglia, 1995; Lanaud
& Lebot, 1997). Marcadores baseados em PCR como RAPD (Random
Amplification of Polymorphic DNA) tém sido muito usados para estimar a
diversidade genética entre gendétipos e, em poucos casos, para analises de
plantas derivadas de cultura de tecido. Entretanto, estas altera¢des foram
relatadas entre somaclones de trigo (Brown et al., 1993), cana-de-agucar
(Oropeza et al., 1995; Taylor et al., 1995) Stylosanthes guianensis (Cénsoli,
1995), banana (Damasco et al., 1996), beterraba (Munthali et al., 1996),
péssego (Hashimi et al., 1997), cevada (Todoroviska et al., 1997) e coniferas
(Fourré et al., 1997). Em arroz, andlise de RAPD foi realizada entre somaclones
que diferem em caracteres especificos, para estudar o polimorfismo (Moon et al.,
1996; Godwin et al., 1997; Banerjee et al., 1998; Moukadiri et al., 1999;
Yang et al., 1999).

O presente trabalho relata investigagdes sobre a heratabilidade de tipo de planta,
divergéncia genética entre somaclones da cultivar de arroz IAC 47 e associagéo
da resisténcia a brusone nas folhas com tipo de planta.

Material e Métodos
Material vegetal e inducao de variagdo somaclonal

Sementes da cultivar IAC 47 obtida de uma planta em casa de vegetagéo foram
semeadas em vasos plasticos contendo 6 kg de solo adubado com 10 g de NPK
(4-30-16), 2 g de sulfato de zinco, 4 g de sulfato de aménio e depois
desbastadas para trés plantas por vaso. Paniculas imaturas com 1-4 cm de
comprimento, com espiguetas de coloracdo branca ou levemente amarela, foram
usadas para inducao de calos e regeneracdo de plantas de arroz da cv. IAC 47,
de acordo com Xie et al. (1990). A nomenclatura proposta por Yurkova et al.
(1982) foi utilizada, sendo R, regenerantes primarios e as geragGes
subseqlentes, R, a R, para a primeira a sexta geracéo das progénies auto
fecundadas. Os procedimentos utilizados para o desenvolvimento de somaclones
sdo apresentados na Figura 1.
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Inducéo de calos de
paniculas imaturas
(1993)

.

Regeneracao de plantas R1
(1993)

Avaliacéo de 300 plantas
Rz para resisténcia a
brusone em casa de
vegetacdo (1993/94)

'

Avaliacao de 160 somaclones (Rs) em
campo e selecdo de duas linhas que
apresentaram diferencas quanto a
resisténcia a brusone (1994/95)

v

Avanco da geracdo de 43
somaclones (R4)
(1995)

v

Viveiro de observacéo (Rs) e
selecédo para tipo de planta
(1995/96)

|
v v

5 - . Estudo de heranca, avaliacédo
Ensaio preliminar de rendi- P
de resisténcia a brusone em

mientoide somatlonss: {Rs s casa de vegetacdo, e analise
R7) 1996/98 (1996 - 1998) por RAPD (199'8/99)

Fig. 1. Procedimentos utilizados para o desenvolvimento de somaclones.

Estudo de heranca para tipo de planta dos somaclones da cv. de arroz IAC 47

Foram realizados cruzamentos entre a cv. IAC 47 caracterizado por plantas com
folhas decumbentes e levemente verdes (pgl), como genitor feminino, e dois
somaclones (SC1 e SC8) como genitores masculinos. Os somaclones SC1 e
SC8 caracterizados por tipos de plantas com folhas eretas e verde-escuras (bgl) e
folhas decumbentes e verde-amarelo (ygl), respectivamente. Progénies (F , F,, F.)
e retrocruzamento (RC,) para parentais suscetiveis foram avaliados em condi¢Ges

11
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de campo. O solo foi adubado com 250 kg ha? (4-30-10) NPK, 125 kg ha! N
na forma de sulfato de amdnio e 20 kg ha? de sulfato de zinco. Uma cobertura
adicional de 20 kg ha* de N como sulfato de aménio foi feita no perfilhamento
maximo. Foram semeadas as sementes em dez linhas de progénies de F,, 20 de
RC, e 40 de F, de cada cruzamento, incluindo uma linha de cada genitor e F,. As
linhas de 1,0 m comprimento foram espacadas de 0.35 m entre linhas. Foi
realizada avaliagdo ap6s 60 dias do semeio para identificar plantas dos
somaclones SC1 e SC 8 caracterizados por folhas eretas verde-escuras e folhas
decumbentes verde-amarelo, respectivamente. A cv. IAC 47 exibiu folhas
decumbentes e levemente verdes. Os dados de segregacdo de numero de plantas
das populag@es de F,, F, e RC, foram submetidos a analise de c>.

Avaliagdo de brusone nas folhas em casa de vegetagéo

As sementes de 17 somaclones (R,) de IAC 47 e do genitor cv. IAC 47 foram
semeadas em bandejas plasticas de 30x10x15 cm, contendo 3 kg de solo
adubado com 5 g NPK (4-30-16), 1 g sulfato de zinco e 2 g sulfato de amdnio
no plantio. Uma cobertura adicional com 2 g de sulfato de amdnio foi realizada
apos 20 dias do semeio. Dez sementes de cada somaclone foram semeadas em
sulcos de 4,0 cm de comprimento, totalizando 16 sulcos por bandeja.

As inoculacgdes foram realizadas utilizando-se quatro isolados de P. grisea, trés
obtidos de somaclones (SC1, SC2 and SC7) e um da cv. IAC 47. Os patétipos
foram previamente identificados, baseando-se na reacéo de oito diferenciadoras
internacionais (Atkins et al., 1967). As plantas foram inoculadas ap6s 22 dias
do semeio com uma suspensédo de esporos (3x10° conidios.ml?), separadamente
com cada isolado, utilizando um Devilbiss N° 15, conectado a um compressor,
mantendo presséo uniforme. As plantas inoculadas foram incubadas em camara
Umida por 24 horas e depois transferidas para casa de vegetagdo sob
temperaturas variando de 25 a 29°C. A reacéo da brusone nas folhas foi
avaliada de sete a nove dias apds a inoculacgdo utilizando uma escala visual de O
a 9, modificada por Leung et al. (1988). As reagdes de 0 a 3 foram
consideradas como incompativeis (planta resistentes), e de 5 a 9, como
compativeis (planta suscetivel). Os testes foram repetidos duas ou trés vezes e
as avaliagdes consistentes e as notas maiores foram utilizadas.

Extracdo de DNA gendmico

Quando as plantas se encontravam no estagio de quatro folhas, as folhas
foram coletadas e conservadas em nitrogénio liquido para extragdo de DNA
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utilizando o método CTAB (Doyle & Doyle, 1987). Este método consiste em
macerar 200 mg de tecido foliar fresco com nitrogénio liquido usando bastéo
de vidro em microtubos de 1,5 ml e incubagdo por uma hora a 65°C com
700 ml de tampédo de extracdo (100 mM de Tris-HCI, pH 8; 20 mM de
EDTA; 1,4 M de NaCl; 2% de CTAB; 1% de Polivinil e 2% de
Mercaptoetanol) pré-aquecido. As proteinas sdo removidas com um solvente
composto por cloroférmio-alcool isoamilico, na proporcao de 24:1. Os &cidos
nucléicos foram precipitados em isopropanol frio, lavados com etanol a 70%,
secos a vacuo e ressuspendidos em tampéo TE (10 mM Tris-HCI, pH 8; 1
mM EDTA) contendo 10 mg/ml de RNAase. A e incubados a 37°C por 30
minutos para digestdo do RNA. A concentracdo do DNA foi estimada através
do fluorébmetro e ajustada para 25 ng/m. O DNA da cultivar de arroz
aroméatico Basmati-370 foi extaido e usado como controle.

As reacdes de amplificacdo do DNA foram conduzidas segundo Williams et
al. (1990). Cada 25 ml de volume de reacgdo continha: 25 ng de DNA; 2,5 ni
de tampéo de reagdo (200 mM Tris - HCI, pH 8.4 e 500 mM de KCI); 0.75
m de 50 mM de MgCl,; 0,5 ml de dNTP (100 mM de cada dATP, dGTP,
dCTP e dTTP); 1,0 m de primer [Operon Technologies, Boulevard, CA, USA
(0,2 mM)]; uma unidade de Taq polimerase e 50 nl de 6leo mineral para
prevenir a evaporagdo. Um total de 32 primers (Operon Technologies Inc.,
USA) foram usados para amplificagdo de fragmentos genémicos de DNA.

A amplificacdo enzimatica foi realizada em termociclador (MJ Research modelo
PTC-100-60), programado para 40 ciclos, sendo: 15 segundos a 94°C
(desnaturacdo do DNA); 30 segundos a 36°C (anelamento do primer ao DNA
molde) e 1 minuto a 72°C (extensdo dos primers). Depois dos 40 ciclos foi
efetuada uma etapa de extensao final a 72°C por 7 minutos. Os produtos
amplificados foram separados por eletroforese em géis de agarose a 1,4% em
tampéo TBE (Tris-Borato 90 mM e EDTA 2 mM) contendo 10 mg de brometo
de etidio. Posteriormente, os géis foram fotografados sob luz ultravioleta,
utilizando-se o sistema de fotodocumentacgéo Eagle Eye Il (Stratagene).

Analise estatistica

Os perfis de RAPD foram analizados com base na presenca (1) ou auséncia (0) de
bandas RAPD individuais. Os dados foram analisados usando o programa NTSYS,
versdo - 1.7/1992. A distancia genética foi estimada através do coeficiente de
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similaridade de Jaccard. A matriz de distancia genética foi utilizada para andlise de
agrupamento de somaclones, baseando-se no dendrograma construido pelo
método ndo ponderado por médias aritméticas (UPGMA). Os somaclones foram
agrupados de acordo com a resisténcia a brusone e tipo de planta. Para analise de
variancia molecular, utilizou-se o programa estatistico AMOVAPREP E AMOVA
155, desenvolvido por Excoffier et al. (1992). A AMOVA foi realizada para
desdobramento da variagdo genética total que ocorreu entre e dentro de grupos.

Resultados e Discussao
Heranca do tipo de planta dos somaclones da cultivar IAC 47

Os somaclones exibiram folhas eretas verde-escuras e folhas decumbentes verde-
amarelo e o genitor (IAC 47), do qual os somaclones foram derivados, mostrou
folhas decumbentes e levemente verdes. A segregacgdo para tipo de planta das
progénies F, F,, BC, e F, do cruzamento de IAC 47 com dois somaclones esta
apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Segregacédo de progénies F , F,, BC, e F, dos cruzamentos entre a cv.
IAC 47 e dois somaclones de SC1 e SC8 para o tipo de planta.

bgl  pgl
SC1 x IAC 47 bglt x pgl? F, 20 0 bgl - -
F, 78 22 3:1 0.48 0.49
BC, 12 8 1:1 0.80 0.37
Fy 28 12 31 0.53 0.46
ygl  pgl
SC8 x IAC 47 ygl® x pgl F. 20 0 ygl - -
F, 74 26 31 0.053 0.82
BC, 12 8 1:1 0.80 0.37
Fs 27 13 3:1 1.20 0.27
yal bgl
SC8 x SC1 ygl x bgl F, 20 0 ygl - -
F, 78 22 3:1 0.48 0.49
RC, 13 7 1:1 1.80 0.18
F, 26 14 31 2.13 0.14
1bgl planta com folhas eretas verde-escuras.

2pgl = plantas com folhas decumbentes e levemente verde da cultivar IAC 47.
= plantas com folhas decumbentes verde-amarelo.



Deteccao da divergéncia genética em somaclones... 15

A progénie F, do cruzamento de IAC 47 com SC 1 mostrou tipo de planta com folhas
eretas verde-escuras (bgl) e do cruzamento de IAC 47 com SC8 mostrou tipo de
planta com folhas decumbentes verde-amarelo (ygl), indicando a natureza dominante
do gene que controla o tipo de planta caracteristico dos somaclones. A populagéo F,
do cruzamento IAC 47 x SC1 segregou para trés plantas com folhas eretas verde-
escuras para uma planta com folhas decumbentes e levemente verde da cultivar IAC
47 (pgl). Da mesma maneira, a populagéo F, do cruzamento IAC 47 x SC8 segregou
na razdo mendeliana esperada, sendo trés para plantas com folhas decumbentes verde-
amarelo e uma do tipo de planta de IAC 47. Estes resultados indicaram que cada tipo
de planta é controlado por um gene. A populagéo F, do cruzamento SC1 x SC8,
segregou na proporgao de trés plantas com folhas decumbentes verde-amarelo e uma
ereta verde-escura, indicando que diferentes alelos do mesmo loco controlam os dois
tipos de plantas. Neste caso a relagdo de dominancia é a seguinte: ygl=bgl=pgl. Os
resultados do retrocruzamento e familias F, de cada cruzamento confirmaram a
natureza monogénica dominante dos tipos de plantas com folhas eretas verde-escura e
decumbentes verde-amarelo dos cruzamentos IAC 47 x SC1 e IAC 47 x SC8,
respectivamente. Mutacdes herdaveis para precocidade, albinismo, colmo curto e
esterilidade, foram relatadas nas progénies de somaclones de arroz regeneradas a partir
de calos (Fukui, 1983). Setenta e dois por cento de plantas de arroz regeneradas de
culturas de calos mostraram mutag8es morfologicas (Oono, 1978). A variagao
morfoldgica foi também relatada por Sun et al. (1983). A frequiéncia de alteragdes em
caracteres como altura de planta, fertilidade, e algumas outras caracteristicas foram
cultivar especifica nas popula¢des somaclonais (Zhuravlev & Zmeeva, 1996). As
mutacdes génicas para diferentes caracteres tém sido relatadas freqiientemente em
vérias culturas, incluindo arroz. No presente estudo, a obtengdo de variagcdo nos
somaclones para tipo de planta, diferindo da cultivar original IAC 47 e herdavel, pode
ser resultante de uma possivel mutagéo.

Variacdo somaclonal para brusone

Os resultados da inoculacdo dos somaclones com quatro isolados de P. grisea
estdo apresentados na Tabela 2.

Os somaclones apresentaram reacgdes diferenciais para os diferentes isolados
testados. Nenhum dos somaclones foram resistentes a todos os isolados. Dos 17
somaclones cinco mostraram reagao de resisténcia (0-3) para a raca IB-1, que foi
isolada da cv. IAC 47 e é predominante em cultivares de arroz de terras altas. Os
somaclones também apresentaram diferencas na reagéo para trés isolados (Pysc,,
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Tabela 2. Reagéo de 17 somaclones (R,) e da cv. IAC-47 a quatro isolados de
Pyricularia grisea, em condi¢des artificiais de inoculagéo.

sco1® bgl* 35 0 5 3
sco2 bgl 0 0 3 5
sSco3 bgl 3 3 5 5
SCo4 bgl 0 1 3 5
SCo5 yol 5 5 7 5
SC06 bgl 3 3 5 7
sco7 yol 7 7 7 7
scos yal 5 5 5 5
SC09 yal 5 5 0 0
SC10 ygl 7 5 7 7
sc11 el 7 5 5 7
sc12 el 7 7 3 5
sci3 yol 5 5 3 3
sc14 yal 5 5 5 1
scis yal 7 7 7 5
sSC16 yol 5 5 7 1
sC17 el 5 7 7 5
IAC 47 pgl 5 5 7 7

lIsolados de campo obtidos de somaclones; a raca internacional esta entre parénteses.
?|solados de campo obtidos de IAC 47.

3SC = Somaclones.

“bgl = Planta com folhas eretas — escuras; pgl = planta com folhas levemente verde
da cultivar IAC 47; ygl = planta com folhas decumbentes verde-amarelo.

5Reacdo da brusone nas folhas O a 3 = reagfes incompativeis (resistente), graus 5 a
9 = reagbes compativeis (suscetivel).

Pysc,, Pyiac,,). Dois somaclones, SCO2 e SCO4, foram resistentes a trés isolados
(Pysc,, Pysc,, Pysc,) coletados dos somaclones (SC1, SC2 e SC7) no campo. A
cv. IAC 47, da qual os somaclones foram derivados foi suscetivel para todos os
isolados. Estes resultados sugerem a inducéo de variagdo somaclonal para gene
maior de resisténcia a diferentes ragas de brusone nas folhas e podem ser utilizados
como fontes de resisténcia para racas especificas. Em outro estudo a heranga da
resisténcia para a raca I1B-45 de P. grisea dos somaclones de arroz de terras altas da
cultivar Araguaia foi governada por um gene dominante (Araudjo et al., 1999).

Analise de RAPD

Dos 32 primers testados, 15 resultaram em 144 produtos de amplificacdo que
foram monomarficos em todos os somaclones e na cv. IAC 47 (Tabela 3).
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Tabela 3. Relagdo dos 32 primers (oligonucleotideos) da Operon Technologies
Inc., utilizados como iniciadores, suas respectivas sequéncias de bases e 0s
nameros de bandas monomorficas e polimdrficas observadas entre gendétipos.

OPAO1 CAGGCCCTTC 7 2
OPAO02 TGCCGAGCTG 3 4
OPA13 AGTCAGCCAC 6 0
OPA17 GACCGCTTGT 3 0
OPA18 AGGTGACCGT 3 4
OPA20 GTTGCGATCC 3 0
OPBO7 GGTGACGCAG 4 2
OPCO02 GTGAGGCGTC 5 0
OPCO6 GAACGGACTC 3 1
OPC13 AAGCCTCGTC 5 1
OPC16 CACACTCCAG 4 0
OPDO2 GGACCCAACC 5 1
OPDO3 GTCGCCGTCA 7 2
OPDO4 TCTGGTGAGG 3 0
OPE14 TGCGGCTGAG 5 3
OPE15 ACGCACAACC 5 1
OPE16 GGTGACTGTG 4 0
OPFO6 GGGAATTCGG 6 1
OPF09 CCAAGCTTCC 5 2
OPF10 GGAAGCTTGG 4 3
OPG02 GGCACTGAGG 5 0
OPGO6 GTGCCTAACC 6 0
OPG10 AGGGCCGTCT 6 3
OPG12 CAGCTCACGA 5 0
OPKO1 CATTCGAGCC 4 0
OPKO4 CCGCCCAAAC 8 0
OPKO6 CACCTTTCCC 4 1
OPKO7 AGCGAGCAAG 8 0
OPKO8 GAACACTGGG 4 1
OPK10 GTGCAACGTG 4 0
OPK12 TGGCCCTCAC 3 2
OPK14 CCCGCTACAC 4 ]

Total 151 34

Os outros 17 primers amplificaram, 34 bandas polimérficas. Os perfis dos
marcadores entre os cinco somaclones (SC1, SC2, SC3, SC4, SC6) foram
idénticos com OPAO2 (Figura 2) e OPDO2 e diferenciaram este grupo de todos
0s outros somaclones. Entretanto, os produtos de amplificagcdo correspondentes
ao somaclone SC5 foram ausentes a 1300-pb e presentes a 321-pb.
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-298bp

Fig. 2. Andlise eletroforética de produtos de amplificacdo obtida com o primer OPA-2. Os
perfis: M = Ladder 1 Kb, Gibco BRL; 1-17 = somaclones de arroz da cultivar comercial
de arroz IAC 47; 18 = cultivar IAC 47; 19 = Basmati-370 (cultivar utilizada como

testemunha aromatica). O tamanho dos fragmentos esta indicado nos dois lados da figura.

O dendrograma gerado no presente estudo através da analise de agrupamento com
base nos dados de RAPD mostrou que o comprimento da bifurcacéo do eixo horizon-
tal diferenciando os dois grupos correspondeu aos perfis dos marcadores (Figura 3).

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
]

DN= OO WN B =

- o
© N

Fig. 3. Dendrograma gerado a partir da andlise de agrupamento construido pelo
método UPGMA, baseado de coeficiente de similaridade de Jaccard, mostrando a
divergéncia genética entre os 17 somaclones da cultivar de arroz IAC 47 (1 a 17),
cultivar IAC 47 (18) e cultivar aromatica Basmati-370 (19).
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A andlise de agrupamento mostrou 80% de similaridade entre dois grupos de
somaclones. O primeiro grupo, que incluiu SC1, SC2, SC3, SC4 e SC6, foi bem
definido e apresentou reacgdo de resisténcia para o isolado Pysc1l (raca IC-2) de
P. grisea e folhas eretas verde-escuras. O somaclone SC5 e a cultivar IAC 47,
gue pertencem ao mesmo grupo mostraram reacao suscetivel a raga IC-2 (Figuras
2, 3 e Tabela 2). Entretanto, a diferenca entre o grupo de 12 somaclones
suscetiveis com folhas decumbentes verde-amarelo e a cv. IAC 47 esta na
auséncia de uma banda a 298-pb, embora ela pertenga ao mesmo grupo
indeterminado. O somaclone SC5, mesmo com sua suscetibilidade & brusone e
tipo de planta com folhas decumbentes verde-amarelo (ygl) foi agrupado no
primeiro grupo. Nao foi possivel identificar pequenas alteragBes genéticas que
ocorreram durante a regeneracao de plantas como a caracteristica de grao
aroméatico de somaclones através da anélise de RAPD com 32 primers. As
diferengas entre somaclones aromaticos, cv. aromatica Basmati 370 e cv. ndo
aromatica IAC 47 ndo foram evidenciadas e possivelmente requerem o uso de
outros primers. A andlise de variancia molecular mostrou diferengas estatisticas
entre os grupos de somaclones (f st = 0.589**) e a variacdo entre grupos foi
maior do que dentro de grupos. Este valor indica que estes dois grupos sao
diferentes. Se a resisténcia a brusone fosse independente do marcador RAPD, o
valor de ¢ st esperado seria “0”.

Varios genes marcadores que afetam caracteres morfolégicos como coloragéo de
parte das plantas, reacdo a doencas e pragas tém sido identificados como
variagOes pré-existentes ou induzidas através de mutagénicos (Khush &
Kinoshita, 1991). Os marcadores morfologicos que afetam colmos e folhas séo
mais faceis de serem identificados, enquanto os genes para resisténcia a brusone
podem ser identificados somente através de testes de patogenicidade em
condi¢Bes controladas. A heranca de muitos desses genes tem sido determinada
e catalogada em 12 grupos de ligacdo. Os genes para folha verde-escura (bgl) e
folha verde-amarelo (ygl) pertencem aos grupos de ligagdo 3 e 10, respectiva-
mente (Khush & Kinoshita, 1991). A cv. IAC 47, possuindo folha levemente
verde e somaclones exibindo folha verde—amarelo pertencem ao mesmo grupo
de ligacédo 10. Os resultados obtidos na presente analise com marcadores
moleculares RAPD também mostraram que a cultivar original e os somaclones
com folhas verde-amarelo pertencem ao mesmo grupo (Figura 2). A anélise por
RAPD de 29 linhas R, da cv. de arroz Hwaseongbyeo mostrou que o nimero de
linhas exibindo polimorfismo de DNA, comparado com a cultivar original, variou
de 0 a 10 dependendo do primer usado (Moon et al., 1996).
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A deteccado de marcadores RAPD ligados a caracteristicas especificas, como
resisténcia a doencas, tem sido demonstrada em varias culturas. Tohme et al.
(1993) utilizaram 200 primers em bulks de DNA de plantas resistentes e
suscetiveis aos isolados de P. grisea para identificar dois marcadores que
segregaram com a resisténcia na linhagem Cica 9-31-4 derivada da cv. IRAT 13.
No presente estudo, os dois grupos de somaclones com diferentes tipos de
plantas foram relacionados a variagédo fenotipica para reagéo a raca especifica de
P. grisea, IC-2 (isolado Pysc,).
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