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RESUMO

A baixa taxa de regeneracéo in vitro de alguns
cultivares de arroz da subespécie indica limita a utilizagdo
de técnicas de cultura de anteras como ferramenta para o
desenvolvimento de novos cultivares. A identificagdo de
regides gendmicas associadas a formagdo de calos e
regeneracdo de plantas, a partir do cultivo de anteras,
podera permitir a transferéncia do carater por selegdo
assistida. Duas populag6es de retrocruzamento foram
utilizadas para o mapeamento genético e estudo destes
caracteres, sendo Taipei 309// BRS 7 “ Taim” /Taipei 309
(53 gendtipos) e BRS 7 “ Taim”// BRS 7 “ Taim” /Taipei 309
(74 genétipos). Duzentas anteras imaturas de cada
gendtipo utilizado no estudo foram inoculadas em meio
NL liquido e, ap6s 40 dias, os calos formados foram
transferidos para o meio MS sélido para regeneracdo de
plantas. Todas as plantas doadoras de anteras foram usadas
na extracdo de DNA gendmico e sete primers RAPD foram
utilizados na geracdo de marcadores para a construgéo
dos mapas de ligag&o dos retrocruzamentos estudados. A
taxa de formacéo de calos variou de 2,27 a 3,36% e a taxa
de regeneracdo de plantas 1,38 a 1,82%, ndo se
diferenciando significativamente. Seis grupos de ligacao
foram obtidos, trés em cada populacdo. Um QTL com
LOD 3,10 foi detectado para o carater formagdo de calos
na populacédo Taipei 309 // BRS 7 “Taim” / Taipei 309.
Nenhum QTL foi detectado para a caracteristica
regeneracdo de plantas.

Palavras-chave: subespécie indica, micrdésporos,
androgénese, calos, mapas de ligacéo.

ABSTRACT

The low in vitro regeneration of some
indica rice cultivars, limits the use of anther culture
techniques as a tool to reduce the time for releasing
new cultivars. The identification of genomic regions
associated with callus formation and in vitro
regeneration from anther culture, will facilitate
selection of these traits through marker assisted
techniques. Two backcross populations were used to
study and map these traits, Taipei 309// BRS 7 “ Taim”/
Taipei 309 (53 genotypes) and BRS 7 “Taim”// BRS 7
“Taim” /Taipei 309 (74 genotypes). Two hundred
immature anthers, from each genotype used in this
study, were inoculated in liquid NL medium for callus
induction and, after 40 days, the formed callus were
transferred to solid MS medium for plant regeneration.
Each anther donor plant was used for DNA extraction
and seven RAPD primers were used to assess genomic
regions associated to callus formation and plant
regeneration. As results, callus formation ranged from
2.27 up to 3.36% and plant regeneration ranged from
1.38 up to 1.82%, no significant differences were
observed. Six linkage groups were obtained, being
three from each population. One QTL was detected
associated to callus formation, with LOD score 3.10,
in the population Taipei 309 // BRS 7 “Taim” / Taipei
309. No QTL association was detected to the trait plant
regeneration.

Key words: indica subspecies, microspores, androgenese,
callus, linkage map.
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INTRODUCAO

A cultura do arroz assume papel
fundamental na alimentacdo humana, fazendo parte
da dieta béasica de, pelo menos dois tercos da
populagdo mundial, o que torna a espécie de grande
interesse para a pesquisa, como produto estratégico
paravarias nagGes. Com um volume mundial anual de
aproximadamente 585 milhdes detoneladas, atualmente
0 arroz se constitui num modelo genético para todos
0S cereai s por possuir um genoma comparativamente
pequeno (430 Mb), sintenia com os demais cereais,
importancia econémica e social e trés projetos de
sequenciamento parciais, além do rascunho do
sequenciamento estrutural. Destaforma, suautilizagdo
para estudos de funcdo, acdo e regulacdo de genes
seré cada vez mais intensa, necessitando neste caso,
de protocolos bem estabelecidos de regeneracdo in
vitro. Todas estas informacfes contribuirdo para o
incremento da eficiénciado melhoramento do arroz e
de outros cereais.

A obtencdo de plantas duplo-haplides é
uma ferramenta biotecnol 6gica promissora e sua
principal vantagem reside no fato de que em apenas
uma geracdo em laboratorio poderdo ser obtidas
plantas 100% homozigotas, permitindo desta forma,
um extraordinario ganho de tempo na fixagdo de
caracteres de interesse e ha otimizag&o da selecéo de
constituicBes genéticas superiores (LENTINI et al.,
1994). Os dupl o-hapl 6ides podem ser obtidos por via
ginogénica ou por meio da androgénese. A
androgénese consiste daregeneracdo in vitro de uma
plantaapartir de micrésporosimaturos- gréo de pélen
ou antera. Sob 0 enfoque do desenvolvimento, acultura
de micrdsporos pode reverter o programa de
desenvolvimento gametofitico para esporofitico,
permitindo a geracéo de plantas haplbides.

Muitas das respostas morfogenéticas da
formacdo de calos e regeneracdo in vitro de anteras
s80 dependentes do gendtipo, sendo que normal mente
gendti pos da subespécie japonica respondem mel hor
do que gendtipos da subespécie indica (HU, 1985;
RAINA, 1997). Em estudo comparativo entre as duas
subespécies, a resposta para a cultura de anteras
varioudeOaté41% (MIAH et al., 1985). Emboraexista
variabilidade genéticaparaos caracteres formacdo de
calos eregeneracdo in vitro de anteras dentro de cada
subespécie, poucos gendtipos da subespécie indica
apresentam alguma capacidade de regeneragéo in
vitro. LENTINI et al. (1995) reportaram que apenasum
gendtipo, de um grupo de 35 gendtipos da subespécie
indica, respondeu a formagdo de calos a partir do
cultivo de anteras.

Muito emboraaexpressdo destes caracteres
seja determinada geneticamente, existe grande
dificuldade detransferénciaviacruzamentosdevido a
heranca compl exa que apresentam. Sob este enfoque,
0 cruzamento entre genétipos de subespécies
diferentes, contrastantes para os caracteres, permitira
a geracdo de populacfes segregantes, e 0 acesso a
estas com marcadores moleculares permitira o
mapeamento de locos controladores de caracteres
quantitativos (QTLs) associados, possibilitando
estudos da acdo génica, do niumero de genes
envolvidos com a manifestacdo dos caracteres e uma
selecdo eficaz de gendtipos portadores dos mesmos.

A técnica de marcadores moleculares do
polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD),
amplamente utilizadaem programas de mel horamento
genético de plantas, mostrou ser uma ferramenta
eficiente para estudos de variabilidade genética (YU
& NGUYEN, 1994) e mapeamento de genes de
importanciaagrondmicaem arroz, como por exemplo,
0 gene xa-13, que confere resisténcia a ferrugem
bacteriana(ZHANG et al., 1996).

Os objetivos deste trabalho foram estudar
aregeneracdoin vitro de anterasdearroz irrigado dos
cultivaresBRS 7 Taim” (sppindica) e Taipei 309 (spp
japonica) eidentificar marcadores molecularesligados
a QTLs responsaveis pela formagdo de calos e
regeneragdo in vitro de anteras de arroz, mediante o
mapeamento genético com marcadores molecul ares
RAPD.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

O presente estudo foi composto por duas
populacdes de retrocruzamento obtidas a partir dos
cruzamentos Taipei 309// BRS 7 “Taim”/Taipei 309 e
BRS 7 “Tam”// BRS 7 “Taim”/Taipei 309, sendo as
populacdes constituidas por 53 e 74 individuos,
respectivamente. Os cultivares Taipei 309 (spp
japonica) e BRS 7 “Taim” (spp indica) foram
escol hidos pel o fato de serem contrastantesem relagéo
ao caréter formagdo de calosem culturain vitro, sendo
gue o cultivar Taipei 309 apresenta altas taxas de
formacdo decalos, ao contrariodoBRS 7 Taim” (HU,
1985; RAINA, 1997).

Cultura de anteras e avaliagao fenotipica das
populacdes segregantes

A coletadas anterasimaturasfoi realizada
a cada dois dias, quando a distancia entre a auricula
dafolhabandeira e da pendltimafolha encontrava-se
entre quatro e seis centimetros, estadio em que o gréo
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de pdlen encontra-se uninucleado. Como pré-
tratamento, as anterasforam submetidas atemperatura
de 8°C por sete dias. Em seguida, foram tratadas com
acool 70% por um minuto, sob agitacdo constante, e
logo apos, em hipoclorito de sodio 0,4% (principio
ativo), durante 15 minutos. Apés a desinfestacéo, as
anterasforam lavadas quatro vezes em éguadestilada
onde permaneceram até serem transferidas parao meio
deinducéo decalosNL liquido (LENTINI et al., 1994),
suplementado com 5% (p/v) de maltose. Paraainducéo
de calos, 200 anteras de cada plantaforam inoculadas
no meio e acondicionadas no escuro em temperatura
de 25°C por 40 dias.

Os calos formados foram transferidos para
0 meio deregeneracdo de plantasM S sdlido, acrescido
de 7g L de &gar e incubados a temperatura de 25°C,
com fotoperiodo de 16 hdeluz (3000 lux deintensidade
luminosa proveniente de |&mpadas fluorescentes
brancas-frias). Apds a regeneracdo, as plantas foram
aclimatadas em casa-de-vegetacéo e cultivadas paraa
obtencdo de sementes. O nimero de calosformadose
o percentual de regeneracdo foram obtidos tanto para
ascultivaresBRS 7 “Taim” e Taipei 309 como paraos
individuos das populagdes segregantes.

O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado com diferentes nimeros de repetices.
Cada planta doadora de anteras foi considerada uma

repeticéo.

Extracdo de DNA eandlise de RAPD

O DNA gendmico foi extraido pelo método
CTAB (SAGHAI-MARROF et al., 1984), apartir das
mesmas plantas que forneceram as anteras imaturas
para os testes de formac&o de calos e regeneracdo de
plantasin vitro. Para cada genétipo estudado, foram
realizadas duas extracfes independentes.

Apbs a extragdo, o DNA foi padronizado
paraumaconcentracdo de 30ng mL 1. A caracterizacdo
das populages, quanto as regides gendmicas
responsaveis pela regeneracdo in vitro, foi realizada
através do uso de marcadores de RAPD de acordo
com o protocolo descrito por YANG et al. (1996). Foram
testados 131 primers RAPD obtidos da*“ University of
British Columbia, Inc.,” e utilizados sete que
amplificaram bandas polimorficas mais consistentes
entre os pais, cujas seqiéncias sdo: i) UBC 075
GAGGTCCAGA;ii) UBC308BAGCGGCTAGG;iii)UBC
312ACGGCGTCAC; iv) UBC313ACGGCAGTGG; V)
UBC319GTGGCCGCGC; vi) UBC228ATGGCCTTAC;
e vii) UBC 329 GGTGGTTTCC. Cadamarcador utilizado
na construcdo dos mapas recebeu uma denominagdo
prépria que consiste no nimero do primer utilizado
seguido da ordem do marcador no gel (onde foi

utilizado o nimero 1 para o marcador de maior peso
molecular e assim sucessivamente).

Construcdo dos mapas genéticos

Foram construidos dois mapas genéticos,
um parao retrocruzamento Taipel 309/ BRS7“Taim”/
Taipei 309 e outro para o retrocruzamento BRS 7
“Taim”/l BRS 7 “Taim”/Taipei 309 utilizando-se o
programa Mapmaker 3.0 (LINCOLN et al., 1992a).
Primeiramentefoi construido um esquel eto dos grupos
de ligag8o utilizando como pardmetroo LOD 3,5ea
distdnciamaximade 25 cM, com asdistancias no mapa
determinadas com o emprego da funcdo Kosambi.
Nestaprimeiraetapa, foi utilizado o comando “order”,
que é baseado na andlise de multipontos para
estabel ecer amelhor ordem dos marcadores dentro de
cadaum dosgruposdeligacdo. Apds o estabel ecimento
do esqgueleto dos grupos de ligacdo, foram acrescidos
mais marcadores aos mapas com a utilizagdo do
comando “try”, sob LOD 3,0 edistanciaméximade 30
cM.

AndlisedeQTLs

A andlisede QTLsfoi realizada utilizando-
se o programaMapmaker QTL 1.1 (LINCOLN et al.,
1992Db), com um LOD 3,0, tendo sido utilizadaaandlise
de intervalo. Foram utilizados os resultados de
formacéo de calos e regeneracdo de plantas dos
individuos das populagdes segregantes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

indices de induc&o de calos e regeneracdo de plantas

A taxa média de formac&o de calos variou
de 2,27% no parental BRS 7 “Taim” até 3,36% no
parental Taipei 309, sendo que as duas populacbes de
retrocruzamento apresentaram taxas inferiores a do
parental Taipei 309 e superiores ado parental BRS 7
“Taim”. Para a regeneracdo de plantas, ataxa variou
de 1,38% no parental BRS 7 “Taim” até 1,82% na
populacdo de retrocruzamento Taipei 309/ BRS 7
“Taim”/Taipei 309 (Tabelal).

Tanto os indices de inducdo de calos
quanto os de regeneracdo de plantas in vitro, ndo
diferiram significativamente entre os cultivares e as
populacdes estudadas, pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. O desempenho similar pode ser
decorrentedarelativabaixataxadeindugdo decaose
regeneracdo in vitro obtidos neste estudo. Segundo
(RAINA, 1997), este baixo desempenho também pode
ser decorrente de fatores como comprimento do dia,
radiacdo solar e temperaturas noturnas as quais
estavam submetidas as plantas doadoras de pélen.
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Tabela 1 — Médias de inducéo de calos e regeneracdo de plantas a partir de culturain vitro de anteras de arroz (Oryza sativa L.). FAEM /

UFPel, Pelotas, 2000

Populagao M édias de calos formados (%) M édias de plantas regeneradas (%)
BRS“Taim” 138a
Taipei 309 168a
BRS7“Taim’// BRS7 “Taim"/Taipei 309 l44a
Taipel 309// BRS7 “Taim"/Taipei 309 182a

"M édias seguidas da mesma letra néo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a P>0,05%.

Nenhum destes fatores foi mensurado durante o
experimento, o que permitiria discussdes mais
avancadas. Os fatores associados a componentes do
meio também podem ter influenciado os resultados,
porém os meios utilizados ja foram relatados
anteriormente em outros estudos (LENTINI et al.,
1995). Asplantas doadoras de anteras foram mantidas
em casa de vegetacdo durante todo o experimento.
Plantas doadoras de anteras, mantidas em condic¢des
de campo, respondem de forma superior para os
caracteresformacao de cal os e regeneracdo de plantas,
do que plantas mantidas em casa-de-vegetacdo, como
constatado em arroz (RAINA & ZAPATA, 1997).

O estado fisiol6gico das plantas doadoras
de anteras pode ser decisivo no desempenho dos
protocolos de formagdo de calos e regeneracéo de
plantas. Neste estudo, buscando uma resposta
superior, as plantas doadoras de anteras foram
semeadas tardiamente, poisem Brassicajuncea, uma
espécie recalcitrante, a eficiéncia do método foi
aumentada de 3% para 16%, em funcdo dasemeadura
tardia. SegundoAGARWAL & BHOJWANI (1993), a
semeadura tardia certamente atua como um fator de
estresse para as plantas doadoras, podendo agir sobre
diversos mecanismos que favorecam a formagéo de
calos earegeneracéo de plantas. No entanto, segundo
PETERSet d. (1999), baixaluminosdade etemperatura,
podem afetar o desenvolvimento dos micrésporos.
Portanto, neste estudo, a semeadura tardia pode ter
afetado a viabilidade dos gréos de pdlen eaoinvésde
contribuir para aeficiénciado método, agiu de forma
prejudicial. Um estudo sobre a fertilidade dos gréos
de pdlen permitiria maior inferéncia neste sentido. O
efeito do estado fisiol6gico das plantas doadoras de
anteras sobre a inducdo de calos e regeneracdo de
plantasfoi relatado em outros estudos (RAINA, 1997,
FARUQUE et al., 1998).

Além das condicles relativas a fisiologia
das anteras, a constituicdo do meio de cultura afeta
diretamente a eficiénciados protocol os deinducéo de
calos e regeneracdo de plantasin vitro (BHOJWANI
et al., 1999). Neste sentido, diversos trabalhos

preconizaram aateragdo dacomposi¢cdo dosmeiosde
cultura. Os principais constituintes que tiveram seu
balanco alterado nos protocol os de culturade anteras,
buscando a obtencdo de meios de cultura mais
eficientes para o arroz, foram: sulfato de aménia
[(NH,),SO,] (RAINA, 1997), sulfato de magnésio
(MgSO,) efosfato de potassio monobasico (KH,PO,)
(REDDY et dl., 1985). No entanto, segundo PETERS et
al. (1999), as condicOes ideais de cultivo sdo quase
gue especificas para cada gendtipo. Neste sentido, a
taxa de formag&o de calos e regeneragdo in vitro
poderia ter sido incrementada mediante testes
preliminares com diferentes meios de cultura.

O desempenho similar das duas popul agdes
deretrocruzamento contrastacom rel atos de pesquisas
anteriores, 0s quai s destacaram desempenho superior
de gendtipos da subespécie japonica em relacdo a
gendtipos da subespécieindica (HU, 1985; MIAH et
al., 1985; RAINA, 1997; FARUQUE et al., 1998). Além
disso, PENG & HODGES (1989) observaram
consideravel dissimilaridade genética entre as
subespécies indica e japonica e comportamento
diferenciado entre cultivares da subespécie indica,
tanto paraos caracteresindugdo de calos como paraa
regeneracdo de plantasin vitro.

Mapeamento genético

Na andlise de marcadores moleculares 70
bandas foram avaliadas, das quais 40 (57%) foram
polimorficasem relacdo aoscultivaresBRS7“Taim” e
Taipel 309. Dentre as bandas polimdrficas, 27 foram
utilizadas naconstrucéo do mapagenético da popul acéo
BRS 7 “Tam”// BRS 7 “Taim”/Taipei 309 e 29 na
construcdo do mapagenético dapopul agdo Taipei 309/
/BRS7“Taim"[Taipel 309. Destetotal 16 bandasforam
utilizadas na construcdo de ambos os mapas.

Dentre os 29 marcadores utilizados na
construcdo do mapagenético dapopul agdo Taipei 309/
/BRS7“Taim"[Taipei 309, 28 (97%) foram mapeados
em um dos 3 grupos de ligacéo obtidos (Tabela 2 e
Figura 1-B). Somente um marcador ndo foi ligado a
nenhum dos grupos de ligacéo. O mapagerado cobriu
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Tabela 2- Numero de marcadores, tamanho dos grupos de ligag&o e distancia média entre marcadores dos mapas genéticos das popul agoes de
arroz (Oryza sativa L.), Taipei 309// BRS 7 “Taim”/Taipei 309 e BRS 7 “Taim"// BRS 7 “Taim"/Taipel 309. FAEM / UFPd,

Pelotas, 2000
Marcadores Tamanho
Grupos de ligagéo Disténcia média (cM)
Numero Proporcéo dos ligados (%) cM Proporcéo do total (%)
Taipei 309// BRS 7 “Taim”/Taipei 309
GL1 4 14,4 36,8 17,1 9,2
GL2 12 42,8 40,1 18,6 33
GL3 12 42,8 138,7 64,3 11,6
Total 28 100 215,6 100
Média 77
BRS7“Taim"// BRS7 “Taim"/Taipel 309
GL1 15 79,0 203,7 88,5 13,58
GL2 2 10,5 8,2 3,6 41
GL3 2 10,5 18,3 79 9,2
Total 19 100 230,2 100
Média 12,1

uma distancia de 215,6 cM, e a proporcao de
marcadores ligados por grupo de ligacdo variou de
14,4% a 42,8%. Os tamanhos dos grupos de ligacéo
variaram de 36,8 cM a 138,7 cM. Entre 0s grupos de
ligac&o, adistanciamédiaentre os marcadoresvariou
de 3,3 cM a 11,6 cM. A distdncia média entre os
marcadores mapeados foi de 7,7 cM. Somente um
intervalo entre dois marcadores apresentou uma
disténcia superior a 30 cM, estando este intervalo no
grupo deligag@o GL3. Osgruposdeligagdo GL2eGL3
foram os que apresentaram o maior nimero de
marcadores ligados (12). Sete intervalos entre
marcadores, quatro no GL 2 etrésno GL 3, apresentaram
distnciade 0,0 cM.

Dentre os 27 marcadores utilizados na
construcdo do mapa genético da populagdo BRS 7
“Taim”//BRS7“Taim”/Taipei 309, 19 (70%) foram
mapeados em um dos 3 grupos de ligacdo obtidos
(Tabela2 e Figura1-A). Oito marcadores ndo foram
ligados a henhum dos grupos de ligacdo obtidos. O
mapa gerado cobriu uma disténciade 230,2 cM, ea
propor¢cdo de marcadores ligados por grupo de
ligagdo variou de 10,5% a 79,0%. Os tamanhos dos
grupos de ligagéo variaram de 8,2 cM a 203,7 cM.
Entre os grupos de ligacdo, a distncia média entre
0s marcadores variou de 4,1 cM a 13,58 cM. A
distancia média entre os marcadores mapeados foi
de 12,1 cM. Somente um intervalo entre dois
marcadores apresentou uma distancia superior a 30
cM, estando este intervalo no grupo de ligagéo 1
(GL1). O grupo deligacéo GL1foi o que apresentou o
maior nimero (15) de marcadoresligados (Tabela2 e
Figural-A).

Os mapas genéticos obtidos no presente
estudo podem ser considerados mapas bésicos, uma
vez que o0 numero de marcadores mapeados e 0
tamanho das popula¢cfes de mapeamento foram
menores do que os utilizados em trabal hos anteriores
(CAUSSE et dl., 1994; HARUSHIMA et al., 1998). A
impossibilidade de utilizacdo de populacbes maiores
deveu-se as dificuldades encontradas na regeneracéo
de plantas.

A presencade 7 interval osentre marcadores
com distancia de 0 cM, no mapa de ligacéo da
populacdo Taipel 309/ BRS7“Taim” /Taipei 309 (Figura
1-B), pode ser decorrente do tamanho desta popul agéo
(53 gendtipos). Populagbes com poucos genétipos
podem ndo permitir aobservacdo daquebradeligacdo
entre os marcadores e a conseqiiente determinacdo da
distancia entre estes. O tamanho adequado da
populacéo também depende do tipo de populagéo,
sendo que popul agdes de retrocruzamento apresentam
aproximadamente metade do conteido informativo do
que populagdes F,. A grande vantagem da utilizagéo
de populagbes F, € que os genotipos destas
populacdes sdo formados por dois gametas que tém
seus locos em desequilibrio de ligag&o, e ndo por um
Unico, como no caso dos genoétipos obtidos por
retrocruzamento.

DetecciodeQTL

Apbs a realizacdo da andlise de QTL foi
detectado apresencade um QTL associado aformacéo
de calos no grupo deligagéo GL 2 dapopulagéo Taipei
309// BRS7“Tam"/[Taipei 309, nointervalode 7,6 cM
entre osmarcadoresR329.3 e R319.2 (Figural-B). O
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Figura 1- Grupos de ligag&o obtidos com as duas populagdes de retrocruzamento de arroz (Oryza sativa L.) (A - BRS 7 “Tam”// BRS 7
“Taim"/Taipel 309 e B - Taipei 309// BRS 7 “Taim”/Taipei 309). Os valores a esquerda indicam a distancia entre os marcadores
em cM e os a direita indicam o codigo do primer seguido da ordem do marcador no gel. A seta indica a localizagdo do QTL
associado ao caréter formagéo de calos. FAEM / UFPd, Pelotas, 2000.
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QTL detectado explicou 26,7% da variacdo total da
caracteristica na populagdo segregante, apresentou
um picodeLOD de 3,10 e2 cM do marcador R319.2. O
L OD encontrado € considerado significativo a5% de
propabilidade para a amplitude do genoma do arroz
(OOIJEN, 1999), umavez que é superior a 3,0 (vaor
minimo significativo). No entanto, aanélise de QTL
ndo revelou a associagcdo de nenhuma das regides
mapeadas com o caréter regeneracdo de plantas. Dois
QTLs foram associados & regeneracdo de plantas a
partir deanterasde arroz (HE et a.,1998). No entanto,
neste estudo, QTLs para regeneracdo de plantas
podem ndpo ter sido detectados em fungdo do baixo
nimero de marcadores utilizados e mapeados, e do
tamanho das popul agdes. Além disso, a baixataxade
formacdo de cal os e regeneracdo de plantas, em fungéo
das condicdes fisiol 6gicas das plantas doadoras e das
condi¢Bes do cultivo in vitro, podem ter contribuido
para a ndo deteccéo de outros QTLs.

Umavez que 0 mapa gerado ndo permitiu
uma ampla cobertura do genoma da espécie € bem
possivel que regifes responsaveis pela manifestacdo
dos caracteres ndo tenham sido acessadas. No entanto,
0 presente trabal ho mostrou que é possivel adeteccéo
de QTLs associados a formagéo de calos a partir de
anteras de arroz e que para a detec¢cdo de mais QTLs
associados aos caracteres estudados, € necessaria a
utilizacdo de protocolos eficientes naregeneracéo de
plantasin vitro para a deteccdo com maior rigor das
diferencas existentes, tanto entre os genitores quanto
entre osindividuos da popul agdo segregante, além da
utilizacdo de uma popul agdo segregante maior, paraa
garantia do aparecimento da maioria das classes
fenotipicas de segregacdo dos genes.

A comparagdo dos mapas obtidos indicou
a correspondéncia dos mesmos e embora o QTL s6
possaser medido no mapaB (Figural), devido aofato
da segregacéo do caréter ocorrer somente nesta
populacdo, algumas inferéncias podem ser feitas. O
grupo 1 do mapaA correspondeu ao grupo 3 do mapa
B, havendo umavariacdo dadistanciade 44,7 cM entre
0s marcadores 313.2 e 319.3, para 55,3 cM. Outras
comparagdes podem auxiliar 0 agrupamento dos dois
mapas ou facilitar a saturacdo daregido do QTL, por
exemplo, ao redor do marcador 319.2, foi possivel
identificar no mapaA o marcador 319.1 (2,7 cM); o
marcador 318.1 (5,4 cM) e o marcador 308.1 (6,8 cM),
que dependendo da posi¢do proximal oudistal do QTL,
podem ser mais informativos. A comparacdo sugere
queaposicdo do QTL segjacoincidente com o marcador
308.1, umavez que 0s outros marcadores|ocalizaram-
sedistalmente ao marcador 319.2, no grupo deligacéo
GL2domapaB (Figural). Além disso, pode-seobservar

quenaregido queflanqueiao QTL no grupo deligacdo
GL2 do mapa B, houve uma concentragdo de
marcadores (319.2, 319.1, 318.1, 312.3 e 318.2)
distribuidosem 5,7 cM, aqual pode ser observadano
grupo deligagdo GL 1 do mapaA numaregido de 9,5
cM. No entanto, a ordem destes marcadores néo foi
mantida integralmente. Esta pequena distancia
detectada entre os marcadores em ambos 0s mapas
pode ser decorrente do pequeno nimero deindividuos
genotipados em ambas as populacdes. O
desenvolvimento de novas populagdes e a inclusido
de microsatélites permitir4 a saturagdo do mapa ao
redor do QTL encontrado. Em conclusdo, osresultados
do presente trabalho mostram que pelo menosum QTL
paraformacao de cal osfoi encontrado e pode ser usado
em programas de selegdo assistida, visto que dois
marcadores(329.3 e319.2) flanqueiam o referido QTL.
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