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CARACTERIZAGAO FENOTIPICA E MOLECULAR DE GENOTIPOS DE
ARROZ IRRIGADO'

Autor: Mara Cristina Barbosa Lopes
Orientador: Sandra Cristina Kothe Milach

RESUMO

A existéncia e o conhecimento detalhado da variabilidade genética no
germoplasma sao fatores importantes para que ocorra avango genético nos programas
de melhoramento. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo geral caracterizar a
variabilidade genética existente em um grupo de cultivares e linhagens do
germoplasma de arroz irrigado, disponivel no programa de melhoramento do Instituto
Rio Grandense do Arroz (IRGA). Os objetivos especificos foram identificar os
marcadores morfoldgicos mais informativos para descrigdo de gendtipos individuais;
avaliar a eficiéncia dos descritores minimos de arroz (DMA) quanto a distinguibilidade
de gendtipos; investigar a capacidade dos marcadores morfoldgicos e moleculares em
separar 0s grupos indica e japdnica de arroz; estimar o grau de similaridade genética
entre gendtipos de arroz irrigado através de marcadores moleculares do tipo RAPD e
microssatélites; comparar o padrao de agrupamento de gendtipos analisados com
marcadores moleculares e morfolégicos. Foram avaliados 38 gendtipos constituidos
por variedades e linhagens, utilizando-se os DMA para a caracterizagao morfologica e,
marcadores do tipo RAPD e microssatélites para analise molecular. As caracteristicas
morfoloégicas mais polimorficas foram o peso de 1000 graos e o ciclo, e as que mais
contribuiram para separar os gendtipos dos dois grupos foram o angulo da folha
bandeira, comprimento do colmo, grau de exercdo e degrane da panicula. Os DMA
nao foram suficientes para fazer a distinguibilidade de todos os materiais e também
nao separaram corretamente os gendtipos dos grupos indica e japbnica. A maior
similaridade genética média foi para caracteristicas morfolégicas (0,76 = 0,081)
seguida por RAPD (0,42 + 0,14) e microssatélites (0,25 + 0,20) . O teste de Mantel
mostrou maior correlagdo genética entre RAPD e microssatélites do que estes
relacionados aos marcadores morfolégicos. Os locos OPA-16 (900 pb), OPM-02 (1150
pb) e RM-261 separaram os gendtipos indica dos japbnica. Este estudo mostrou que
os marcadores moleculares sao mais efetivos em identificar variabilidade genética
entre os gendtipos de arroz irrigado utilizados no programa de melhoramento do IRGA.

! Dissertacdio de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (79 p.) Margo de 2002.
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PHENOTYPIC AND MOLECULAR CARACTERIZATION OF IRRIGATED
RICE GENOTYPES'
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ABSTRACT

The knowledge of the available genetic variability in the germoplasm is
essential to improving breeding programs. In this way, the main objective of this
study was to determine the level of genetic variability among genotypes used in the
Rice Institute of Rio Grande do Sul State (IRGA) breeding program. The specific
objectives were to identify the most informative morphological markers for rice
variety description; evaluate the ability of the official Brazilian rice minimal
descriptors (RMD) to distinguish rice genotypes; investigate the capacity of
molecular and morphological markers to separate Indica and Japonica rice groups;
determine the genetic similarity degree of irrigated rice genotypes using random
amplified polymorphic DNA (RAPD) and microsatellite markers; and, compare
dendograms and groups formed with morphological and molecular markers. Thirty-
eight irrigated rice genotypes were evaluated using RMD, RAPD and microsatellite
markers. The most polymorphic morphological traits were 1000 grains weight and
days to maturity. Flag leaf angle, culm length, and panicle exertion and shattering
revealed the most differences between Indica and Japonica genotypes. However,
RMD was not able to completely distinguish all rice genotypes and to separate
correctly the Indica and Japonica groups. The higher genetic similarity mean was
obtained with morphological markers (0.76 + 0.081) followed by RAPD (0,42 +
0,14) and microsatellites (0,25 = 0,20). The correlation coefficients obtained by
Mantel matrix correspondence test showed higher genetic relationship between
RAPD and microsatellites than these molecular markers and morphological
markers. The loci OPA-16 (900 pb), OPM-2 (1150 pb), and RM-261 discriminated
the Indica and Japonica groups. This study showed that the molecular markers are
most effective in identifying genetic variability among the irrigated rice genotypes
used by the Rice Institute of Rio Grande do Sul State (IRGA) breeding program.

'Master of Science dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (79 p.) March, 2002.
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CAPIiTULO |

1.1. INTRODUGAO GERAL

O arroz (Oryza sativa L.), pertencente a familia das Poaceae, constitui-
se no principal alimento para a grande maioria da populagdo da América Latina
e da Asia. No Brasil, é o responsavel por 18 % das calorias e 12 % das
proteinas da dieta basica da populacdo. A producdo deste cereal no Brasil é
originaria, principalmente, das lavouras irrigadas do Rio Grande do Sul (RS) e
Santa Catarina (SC), sendo que a cultura do arroz no RS esta entre as poucas
excegdes cujo aumento da produgdo decorre, ndo s6 do acréscimo da area
cultivada, mas também do incremento da produtividade.

Em virtude do uso de cultivares do grupo moderno, com alto potencial
produtivo, que em média é de 8 t ha™', de insumos e de tecnologias modernas,
a produtividade média da lavoura de arroz do RS cresceu nas ultimas décadas.
Na safra 2000/2001, foram cultivados 942.596 hectares e o rendimento médio
obtido foi de 5.625 kg ha™ (IRGA, 2002), que pode ser comparado & média dos
mais importantes paises produtores de arroz no mundo. Além disso, a
qualidade do arroz produzido tem tido a preferéncia do consumidor nacional.

No melhoramento genético de plantas, o avango genético pode ser

alcangado a partir do momento em que existe variabilidade genética, que o
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efeito ambiental ndo mascare por completo esta variabilidade, e que a selecao
e recombinagdo de gendtipos superiores possam ser realizadas com o fim de
se estabelecer a proxima geragao. Em arroz irrigado, existe uma limitacéo da
variabilidade, em consequéncia do estreitamento da base genética e,
provavelmente isto esteja contribuindo para o estabelecimento de patamares
de produtividade. Isto pode ser evidenciado nos cultivares de arroz produzidos
no Rio Grande do Sul, em que 86 % da sua constituigdo genética provém de
apenas seis ancestrais conforme estudo realizado por Rangel et al. (1996) com
base na genealogia.

No Rio Grande do Sul, o cultivo das primeiras lavouras de arroz nas
coxilhas da Depressao Central data de 1833. Entre os anos de 1890 e 1900, os
colonos alemédes de Taquara e Santa Cruz do Sul realizaram as primeiras
experiéncias com irrigagdo mecanica. Essas experiéncias foram seguidas em
Gravatai em 1905 e Cachoeira do Sul em 1906. A partir dai, a cultura foi
disseminada no Estado (IRGA, 1997).

Na década de 30, quando foi criada a Estacdo Experimental do Arroz
(EEA), pertencente ao Instituto Rio Grandense do Arroz (IRGA), 129.000
hectares foram cultivados com arroz irrigado, cuja produtividade média era de
2.300 kg ha™”. Os cultivares predominantes eram Piemonte, Nero Vialone e
Lenciano, introduzidos da ltalia e as americanas Carolina, Blue Rose e Fortuna
(IRGA, 1997).

De 1940 até 1965, o IRGA colocou a disposig¢ao dos produtores cerca de
20 cultivares com ciclo mais curto que os anteriores e melhor qualidade de

graos. A orizicultura gaucha ja ndo crescia somente pela absor¢ao de novas
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areas e sim, decorrente de um somatério de técnicas e atitudes, buscando
sempre um melhor desempenho do segmento arrozeiro (IRGA, 1997).

Segundo Pedroso (1989), a partir do inicio da década de 1970, foi
possivel o cultivo de cultivares mais exigentes em manejo, como os do tipo
americanos, devido a utilizagado de praticas culturais mais intensas, como o
aplainamento do solo, adubacdo e utilizacdo de defensivos quimicos no
controle de plantas daninhas, pragas e moléstias. Houve uma rapida difuséo
dos cultivares do tipo Patna, de procedéncia norte-americana, principalmente
na Fronteira Oesta e Litoral do Estado. Esses cultivares, apesar de requererem
melhor manejo, trouxeram como vantagem a reducdo das perdas por
acamamento, maior resposta em produgao de graos e adigao de fertilizantes,
adaptacao a colheita mecéanica e maior valor comercial dos graos.

A partir de 1971, o IRGA/EEA intensificou o intercambio técnico com
instituicdes nacionais e internacionais. Como consequéncia, as trocas de
materiais genéticos e experiéncias trouxeram resultados positivos. Langaram-
se cultivares modernos de porte baixo e boa produtividade que contribuiram
para aumentar substancialmente a produgao do Rio Grande do Sul. Em 1978, o
BR-IRGA 409 veio revolucionar a orizicultura gaucha, chegando a ocupar 60 %
da area cultivada com arroz irrigado (IRGA, 1997). Varios outros cultivares
foram lancados até a safra 2000/2001 por diferentes instituicbes de pesquisa,
sendo os mais plantados atualmente os cultivares IRGA 417, EL PASO 144,
BRS 7, QUALIMAX 1, IRGA 416 e BRS 6. Os cultivares langados recentemente
sdo IRGA 418, IRGA 419, IRGA 420, IRGA 421, FIRMEZA, ATALANTA e

PELOTA.



16

Os cultivares de arroz sao classificados em dois grupos: indica e
japénica. Os cultivares indica sao predominantemente cultivados nos trépicos e
subtrépicos e os japbnica em regides temperadas (Mackill, 1995; Mackill & Lei,
1997). Existe também um terceiro grupo denominado javanica, cultivado em
planicies tropicais da Indonésia, entretanto, o trabalho realizado por Mackill
(1995) com marcadores RAPD mostrou que os gendtipos deste grupo estao
incluidos no grupo japonica tropical. Existem diferengas para varias
caracteristicas agrondmicas entre os gendétipos do grupo indica e japénica,
segundo Oka & Morishima (1997), sendo as principais relacionadas a
tolerancia das plantas a baixas temperaturas, resisténcia a seca, acamamento
e resposta a fertilizantes, habilidade competitiva com plantas vizinhas,
germinagdo em baixas temperaturas, resposta de germinagdo e taxa de
crescimento a temperatura, longevidade da semente e eficiéncia fotosintética
das folhas com o mesmo conteudo de proteina. Neste sentido, € importante a
classificagdo dos gendtipos de arroz nestes dois grupos para os melhoristas,
pois ela indica adaptagao a ambientes especificos e influencia, desta forma, as
estratégias para utilizagado de germoplasma (Mackil et al., 1996).

No Brasil, a maioria dos cultivares de arroz irrigado utilizados sao do
grupo indica, obtidos por cruzamentos entre linhagens introduzidas
principalmente do Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) e do
International Rice Research Institute (IRRI) (Rangel et al., 1996). Semelhante
ao que acontece no Brasil, nos paises da América Latina, os cultivares
comerciais de arroz sao também caracterizados por elevado grau de

homogeneidade genética (Fuentes et al., 1999). Isto foi evidenciado no trabalho
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realizado por Cuevas-Pérez et al. (1992), onde foi verificado que 56 % dos
genes dos cultivares de arroz explorados comercialmente sao oriundos da Deo
Geo Woo Gen, Cina e Lati Sail.

Em estudo realizado baseado na genealogia com o objetivo de
determinar a base genética dos cultivares de arroz irrigado cultivados no Brasil,
foi verificado que a maior contribuicdo genética é dada pelos ancestrais
oriundos da China, com 35,52 % e que apenas dez ancestrais contribuem com
68 % do conjunto génico (Rangel et al, 1996). Estes mesmos autores
verificaram que no Rio Grande do Sul, que € o maior produtor de arroz irrigado
do Brasil, apenas seis ancestrais (Deo Geo Woo Gen, Cina, Lati Sail, Geo Tze,
Mong Chim Vang A, Belle Patna) contribuem com 86 % dos genes das
variedades de arroz mais plantadas.

Dentre as doengas que ocorrem no arroz, a brusone (Pyricularia grisea
Sacc.) é considerada a mais importante, ndo sé no Brasil como em todo o
mundo, devido principalmente aos prejuizos que acarreta no rendimento da
cultura (Dario et al., 1999; Nunes et al., 1999; Disconzi et al., 2001). Contudo,
conforme Rangel et al. (1996), apenas duas fontes de resisténcia, Tetep e
Tadukan, contribuem com genes para os cultivares brasileiros de arroz irrigado.
A principal consequéncia da limitacdo da diversidade genética é a redugao das
possibilidades de ganhos adicionais na selegao, uma vez que o melhorista
passa a manejar um conjunto génico de tamanho Ilimitado (Rangel e
Zimmermann, 1998).

O aumento da base genética dos cultivares de arroz irrigado do Brasil é

desejavel para se romper, a médio e longo prazo, o atual platdé de produtividade
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e evitar a vulnerabilidade genética (Rangel et al., 1996). Entre os pré-requisitos
para introducdo de novas caracteristicas no germoplasma elite estdo a
existéncia de diversidade genética no banco de germoplasma de arroz e a
utilizacdo de germoplasma exético em cruzamentos multiplos com materiais
elite, ndo aparentados (Ko et al., 1994; Rangel et al., 1996 ). Segundo Fuentes
et al. (1999), mesmo quando programas de melhoramento incluem grande
amplitude de linhas parentais, ocorrem problemas de esterilidade em
cruzamentos entre gendtipos indica e japbnica, reduzindo o0 sucesso na
tentativa de aumentar a base genética dos cultivares comerciais. Portanto, a
identificacdo de variabilidade genética dentro do germoplasma adaptado é
também essencial para evitar esses problemas e, a curto prazo, continuar
obtendo-se ganhos genéticos.

Melhoramento é a fase contemporanea da evolugdo das plantas
cultivadas e o mecanismo fundamental é a substituicdo de alelos, seguido do
isolamento diferenciado dos produtos de selegcao (Federizzi,1998). Segundo o
mesmo autor, a variabilidade genética é a base de todo melhoramento de
plantas. O progresso genético através da selegao em populagdes segregantes
€ diretamente proporcional a variabilidade genética disponivel e a frequéncia
de gendtipos superiores existentes nestas populagdes (Barbosa Neto e Bered,
1998).

De uma maneira geral, a agricultura moderna enfatiza o maximo de
produtividade, com aceitavel qualidade e uniformidade. Isto traz como
consequéncia a reducao da diversidade genética nos grupos génicos primario,

secundario e terciario, para a maioria das plantas cultivadas (Lee, 1995). O
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mesmo autor também enfatiza que a extensao da reducéo de variabilidade nao
estd quantificada; entretanto genes de grande valor e insubstituiveis tém sido
perdidos ou ignorados reduzindo os ganhos genéticos, o que tem feito que a
agricultura se torne mais vulneravel as variagdes climaticas e aos estresses
bidticos e abidticos.

Conforme Cao et al. (1998), o melhoramento classico afeta a
diversidade genética dentro dos programas de melhoramento e a selegéo
aumenta a frequéncia de alelos ou combinagdes alélicas com efeitos favoraveis
com a perda de outros. Desta forma, a diversidade genética acaba sendo
reduzida em muitos programas de melhoramento.

O aumento na eficiéncia de selegdo, o melhor conhecimento e
caracterizagdo do germoplasma e a maximizagdo dos ganhos genéticos, tém
sido objetivos de melhoristas de plantas do mundo inteiro (Milach, 1998).
Segundo Weeden et al. (1994), é fundamental para o melhorista a identificacéo
de plantas de uma progénie segregante que possuam genes favoraveis. Da
mesma forma, Jaradat (1991) salienta que a avaliagdo da colegdo de
germoplasma é um pré-requisito importante para uma efetiva utilizacdo deste
germoplasma nos programas de melhoramento.

A eficiente utilizagdo da coleg¢do de germoplasma requer o conhecimento
do padrao de variagdo para as caracteristicas de interesse econdmico. Estes
padrées de variagdo podem ser identificados com analises de caracteristicas
morfolégicas quantitativas ou qualitativas, isoenzimas, genealogia, marcadores
moleculares ao nivel de DNA e outros (Beer et al., 1993; Melchinger et al.,

1994).
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O presente trabalho teve como objetivo geral caracterizar a variabilidade
genética existente em um grupo de gendtipos de arroz irrigado do banco de
germoplasma disponivel no programa de melhoramento do Instituto Rio
Grandense do Arroz (IRGA) e como objetivos especificos identificar
marcadores morfolégicos que separem os dois grupos de arroz indica e
japbnica, avaliar a amplitude da base genética desse germoplasma e comparar
0 padrao de agrupamento obtido pelos marcadores morfologicos e
moleculares.

Para atingir tais objetivos, este trabalho foi organizado em capitulos. No
segundo, foram investigados os marcadores morfolégicos e no terceiro os
marcadores moleculares e uma analise comparativa com os marcadores

morfoldgicos.
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CAPITULOII

CARACTERIZAGAO FENOTIPICA DE GENOTIPOS DE ARROZ

IRRIGADO

2.1. INTRODUGAO

Até meados da década de 60, os marcadores utilizados em estudos de
genética e melhoramento eram controlados por genes associados a caracteres
morfolégicos, em geral fenotipos de facil identificagdo visual, como nanismo,
deficiéncia clorofitica, cor de pétala ou morfologia foliar. Marcadores
morfolégicos contribuiram significativamente para o desenvolvimento teérico da
analise de ligacao génica e para a construcédo das primeiras versdes de mapas
genéticos (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Embora muitas caracteristicas possam servir de marcadores
morfologicos, existem algumas limitagbes na sua utilizagdo. Entre elas esta o
forte efeito de genes determinantes destes marcadores que podem afetar a
analise genética de grande numero de caracteres de importancia agronémica.
Além disso, poucos caracteres podem ser estudados ao mesmo tempo devido

aos efeitos das interagbes génicas e também as interagcbes com o ambiente
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podem modificar a expressdao dos marcadores morfologicos (Weeden et al.,
1994; Autrique et al., 1996; Bered et al., 1997).

Ainda assim, muitos pesquisadores tém utilizado marcadores
morfolégicos para caracterizacdo de germoplasma em estudos de divergéncia
genética. Thanh et al. (1999) encontraram variabilidade na maioria das
caracteristicas morfolégicas da raiz em gendtipos de arroz de sequeiro,
indicando a presencga de alta diversidade genética. Da mesma forma, Schlosser
et al. (2000) separaram 21 cultivares do tipo tradicional e cinco cultivares de
arroz de sequeiro das Filipinas em cinco grupos, baseados em oito
caracteristicas morfolégicas. Para diferenciar as espécies Oryza
malampuzhaensis e Oryza officinalis, Thomas et al. (2001) utilizaram 16
materiais, nos quais foram avaliadas 63 caracteristicas morfoldgicas e 263
marcadores de RAPD, permitindo a diferenciacdo entre os dois taxa. Outros
estudos de diversidade genética tem sido realizados, conforme trabalhos
desenvolvidos em trigo (Jaradat, 1991; Autrique et al., 1996), aveia (Beer et al.,
1993) e feijao (Mitrick et al., 1997).

De acordo com Lee (1995), as colegcbes de germoplasma de plantas
cultivadas estdo sendo caracterizadas pelo sistema de descritores e apds
organizadas em categorias. Estes sistemas tém sido importantes para registro
de cultivares. Com a lei brasileira de protecdo de cultivares (Brasil, 1997), o
registro de novos materiais, com as respectivas avaliagdes dos descritores
minimos, passaram a ser requeridos pelo Ministério da Agricultura.

Em arroz, 27 descritores minimos estdo sendo solicitados para registro.

O poder de discriminagao desses descritores € fundamental, pois o registro de
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um novo cultivar sé €& concedido mediante a comprovagdo de sua
distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade. Apesar dos descritores
minimos de arroz estarem sendo utilizados, nenhum estudo foi feito para
averiguar sua capacidade de distinguir os novos gendétipos do germoplasma
nos programas de melhoramento de arroz no Brasil.

Desta forma, o presente trabalho objetivou caracterizar a morfologia de
38 gendtipos de arroz irrigado para identificar os marcadores mais informativos
para descricdo de gendtipos individuais, avaliar a eficiéncia dos descritores
minimos de arroz quanto a distinguibilidade de gendtipos e investigar a

capacidade dos mesmos em separar os grupos indica e japdnica de arroz.
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2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Germoplasma utilizado

Para a realizagdo deste estudo foram utilizados 38 gendtipos (Tabela
2.1), provenientes do banco de germoplasma do Programa de Melhoramento
da Estagcdo Experimental do Arroz (EEA) do Instituto Rio Grandense do Arroz
(IRGA), constituido por cultivares e linhagens utilizados no programa de

cruzamentos.

2.2.2. Avaliagdao das caracteristicas fenotipicas dos gendtipos de
arroz

Os 38 gendtipos foram avaliados para caracteristicas fenotipicas em um
ensaio realizado na Estacdo Experimental do Arroz, localizada em
Cachoeirinha, RS, na safra 1999/2000. O delineamento experimental foi o de
blocos ao acaso, com trés repeticoes. A semeadura foi no sistema
convencional, utilizando-se uma semeadora de parcelas composta por seis
linhas, espacadas em 0,20 m, com densidade de 150 kg ha™ de sementes. O
tamanho das unidades experimentais foi de 3,6 m? (3 m de comprimento por
1,2 m de largura). A adubacéo de base foi conforme o resultado da analise de
solo e para a adubagado de cobertura foi aplicada a dose de 50 kg ha' de
nitrogénio.

A caracterizacdo morfolégica dos genodtipos de arroz foi realizada
através dos descritores minimos de arroz (Oryza sativa L.) (DMA),

desenvolvidos pelo Ministério da Agricultura e do Abastecimento, Secretaria de
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Desenvolvimento Rural — SDR e pelo Servico Nacional de Protecdo de

Cultivares — SNPC, para as seguintes caracteristicas:

cor da folha: as coloragdes do limbo e da bainha no inicio do aparecimento
das paniculas;

pubescéncia do limbo foliar. entre os estadios de emborrachamento e da
emissao da panicula;

cor da auricula e cor da ligula: na penultima folha, entre os estadios de
emborrachamento e da antese;

angulo da folha bandeira: angulo formado em relagdao ao colmo, na antese;
comprimento do colmo: medido no colmo principal, sendo a distancia do
nivel do solo ao né ciliar da panicula, em amostra de 10 plantas, a partir do
enchimento dos graos;

espessura do colmo: medida do didmetro da parte mediana do colmo
principal, em amostra de 20 plantas durante a antese;

angulo dos afilhos: durante o enchimento dos graos;

cor do internddio do colmo: no inicio da floragao;

coloracédo de antocianina nos ndés do colmo: avaliagao visual realizada entre
o inicio do enchimento e final da fase leitosa dos gréaos;

comprimento da panicula: distédncia do ndé ciliar a ultima espigueta da
panicula, a partir do enchimento dos graos, em 10 plantas;

tipo da panicula: classificada de acordo com o angulo das ramificagdes
primarias durante a maturagao;

grau de exergdo da panicula: avaliagdo da distancia entre o colar da folha

bandeira e né ciliar, realizada durante o enchimento dos graos, conforme as
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seguintes classes: completa, com o no6 ciliar distante 5 cm ou mais do colar
da folha bandeira; média, com o no6 ciliar entre 1 e 5 cm do colar da folha
bandeira e justa, com o né ciliar situado no mesmo nivel do colar da folha
bandeira;

degrane dos gréaos: porcentagem de graos debulhados apds pressionar
levemente a panicula com a mao, na fase de maturacao;

presenca, distribuicdo e comprimento das aristas: apos o enchimento dos
graos;

cor do estigma: na antese;

pubescéncia das glumelas: observada durante a maturacgao;

cor do apiculo: na floracdo observada durante a antese e na maturacao dos
graos;

cor das glumelas: na maturagao;

cor das glumas estéreis: no final da maturagao;

ciclo cultural: numero de dias da emergéncia a maturagao;

peso de 1000 gréos: peso de 1000 graos completamente desenvolvidos a 13
% de umidade;

comprimento dos grdos: medigao de 200 graos inteiros descascados e nao
polidos, tomados ao acaso;

forma dos grédos: classificagdo realizada com base na razéo
comprimento/largura dos graos descascados e nao polidos;

cor dos grdos descascados: apds o descasque dos graos e antes do

polimento.
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Foram também avaliadas as caracteristicas de rendimento de graos,
rendimento de engenho, 80 % da floragdo apds a emergéncia e testes de
qualidade culinaria, através das analises de centro branco, temperatura de
gelatinizagao e teor de amilose, utilizando-se a metodologia desenvolvida pelo
CIAT (1989). Para avaliar o rendimento de graos, foi colhida uma area de 1,6
m? por parcela, correspondendo as 4 linhas centrais com 2 m de comprimento.
Apés a colheita, o arroz foi trilhado, limpo e seco até os graos atingirem 13 %
de umidade. A seguir foi coletada uma amostra de 100 g por parcela para o
beneficiamento do arroz em um engenho de pequenas amostras, marca
SUZUKI, determinando-se o peso dos graos inteiros apds o beneficiamento.
Foi coletada uma amostra, de aproximadamente 5 g, dos graos descascados e

polidos, de cada gendtipo, para as analises de qualidade.

2.2.3. Analise estatistica

As caracteristicas relacionadas a espessura e comprimento do colmo,
comprimento da panicula, rendimento de graos, rendimento de graos inteiros e
floracdo (80 %) foram submetidas a andlise de varidncia e testadas
estatisticamente através do F-teste, no programa estatistico Statistical Analysis
System (SAS Institute, 2000), versao 8.0. A comparagado entre as médias foi
realizada através do teste de Duncan, a 5 % de probabilidade.

As caracteristicas de espessura e comprimento do colmo, comprimento
da panicula, ciclo e comprimento dos grédos nao apresentavam, nos DMA,
intervalos para o estabelecimento de classes discretas. Desta forma, para as

trés primeiras caracteristicas, os gendétipos foram agrupados em classes, como
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descrito a seguir. A classe central foi definida pelo intervalo de mais ou menos
um desvio padrao ao redor da média (Tabela 2.2). As outras duas classes
ficaram acima ou abaixo da classe central.

Os intervalos de classes para a caracteristica de ciclo foram definidos
conforme proposta da Associacdo Brasileira dos Obtentores Vegetais -
BRASPOV, segundo a qual as diferentes classes serao apresentadas a seguir,
com o numero de dias correspondentes. Ciclo muito curto: # 105; curto: 106-
120; médio: 121-135; longo: 136-150; muito longo: > 150. Para comprimento de
graos, as classes foram estabelecidas conforme as normas para classificagéo
do Ministério da Agricultura, do Abastecimento e da Reforma Agraria (Brasil,
1988).

Para determinagdo das distancias genéticas foi construida uma matriz,
incluindo todas as caracteristicas avaliadas. Foi atribuido o valor de 1 para
presenca e 0 para a auséncia da classe dentro de cada caracteristica. Os
dados foram analisados no programa NTSYS-PC, versao 2.10 (Rohlf, 2000). A
similaridade genética foi calculada através do coeficiente “Simple Matching
Similarity” utilizando-se o programa SIMQUAL. Os gendtipos foram agrupados
com base na matriz de similaridade, através do método UPGMA (Unweighted
pair-group method, arithmetic average) e o SAHN (Sequential agglomerative
hierarical cluster analysis) e a relagdo entre gendtipos foi visualisada com o

dendograma obtido.

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Através das diferentes classes das caracteristicas estudadas, obteve-se
um total de 77 marcadores, sendo 72 polimérficos e cinco monomorficos.

As caracteristicas relacionadas a folha foram agrupadas na Tabela 2.3.
Das cinco caracteristicas avaliadas, trés foram polimérficas (cor da folha,
pubescéncia do limbo e angulo da folha bandeira), mas foram poucas classes
formadas para cada carater, considerando-se todos os genétipos estudados.
Estas caracteristicas sao faceis de serem avaliadas em relacédo as outras duas,
cor da auricula e cor da ligula, que se mostraram monomorficas. Apesar da cor
da folha, da auricula e da ligula serem pouco influenciadas pelo ambiente, a
cor da folha pode ser alterada principalmente nas plantas novas. Em solos que
apresentam deficiéncia de nitrogénio, as folhas apresentam tonalidade verde
clara, ao contrario dos solos mais férteis, onde adquirem tonalidade verde
escura. Nenhuma destas caracteristicas permitiu diferenciar os grupos indica e
japbnica (Tabela 2.3).

As caracteristicas relacionadas ao colmo das plantas mostraram-se, de
modo geral, polimodrficas, exceto para angulo dos afilhos em que todos os
gendtipos foram classificados como ereto (Tabela 2.4). Dentre essas, as
caracteristicas de espessura e comprimento do colmo tém recebido atencéo
especial na busca de gendtipos resistentes ao acamamento para o sistema de
cultivo pré-germinado.

Gendtipos com colmos longos e finos s&o indesejaveis para esse
objetivo. De fato, os gendtipos BLUEBELLE, COLOMBIA 1, DAWN,
DIAMANTE, EEA 404, EEA 406, IAS — 12 — 9 FORMOSA e KOSHIHIKARI,

todos pertencentes ao grupo japonica (Tabela 2.1), apresentaram comprimento



30

de colmo longo. Além disso, os dois ultimos materiais apresentaram colmos de
espessura fina, ndo sendo fontes interessantes para desenvolvimento de
cultivares para o sistema de cultivo pré-germinado (Tabela 2.4). Na condugéao
do experimento de campo, esses gendtipos tiveram problemas com
acamamento, o que se refletiu em rendimentos de graos inferiores ou
intermediarios.

De uma maneira geral, ndo houve muita variabilidade para as
caracteristicas relacionadas a panicula entre os materiais estudados (Tabela
2.5), nao sendo estas muito informativas para separar gendétipos. Além disso, a
altura de exergao da panicula pode ser afetada por fatores do ambiente, como
frio, deficiéncia hidrica e outros. Também a arista, quando presente em
determinados cultivares, pode ter o seu comprimento alterado pela densidade
de semeadura e pela fertilidade do solo (Fonseca e Bedendo, 1984).

Para as caracteristicas relacionadas a espigueta, apenas a cor das
glumelas foi igual para todos os materiais (Tabela 2.6). Entretanto, foram
poucas as classes formadas dentro de cada carater, exceto para pubescéncia
das glumelas, onde se constituiram quatro classes. Essa, contudo € uma
caracteristica de dificil avaliagédo, visto que a classificagdo para pubescéncia
pode variar conforme o observador e é dificil determinar o limite entre uma
classe e outra.

Ciclo é uma caracteristica importante a ser considerada para
recomendagao de cultivares que podem ser plantados em cada regiao
orizicola. Os resultados para o ciclo e para as caracteristicas do grao estédo

apresentados na Tabela 2.7. Os gendétipos foram agrupados em cinco classes
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para ciclo, variando de muito curto a muito longo. Os cultivares EPAGRI 108 e
EPAGRI 109 apresentam ciclo muito longo e estdo entre os que tiveram baixos
rendimentos de graos (Tabela 2.8). O ciclo tardio desses materiais pode
explicar, em parte, o desempenho inferior para rendimento de graos.

Foram formadas trés classes para comprimento dos graos. Apenas o
cultivar COLOMBIA 1 foi classificado como apresentando grao médio e os
cultivares IAS — 12 — 9 FORMOSA e KOSHIHIKARI apresentaram grao curto.
Os demais genotipos apresentaram graos classificados como longo. Estes
resultados mostram que nem todos os materiais do grupo jap6nica apresentam
necessariamente grdao curto, ndo sendo este um parametro morfolégico
indicado para separar genétipos dos grupos indica e japénica.

Os gendtipos formaram grupos diferenciais quanto as caracteristicas de
forma e cor dos graos e a maior diversidade foi relacionada a forma, onde se
obteve quatro classes (Tabela 2.7).

Entre todas as caracteristicas morfolégicas estudadas, o peso de 1000
graos, com sete classes, e o ciclo, com cinco classes, foram as mais
polimoérficas (Tabela 2.7). A cor do estigma, comprimento das aristas,
pubescéncia das glumelas e a forma dos grdos tiveram polimorfismo
intermediario, e os gendtipos foram agrupados em quatro classes para cada
carater. As caracteristicas monomorficas incluiram a cor da auricula e da ligula,
o angulo dos afilhos, a distribuicdo das aristas e a cor das glumelas.

A caracterizagdo morfolégica foi feita utilizando-se os descritores
minimos de arroz. Assim sendo, este estudo foi um exercicio de aplicagao dos

descritores oficiais disponiveis para um grupo de gendétipos de arroz. Essa
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experiéncia pratica revelou alguns entraves que sao descritos a seguir. O
descritor “distribuicdo das aristas” nao distinguiu os gendtipos analisados
(Tabela 2.5). Sabe-se contudo, que existem gendtipos de arroz sem aristas ou
muticos, que ndo puderam ser enquadrados em nenhuma classe com base
neste descritor. Sugere-se que o item distribuicdo das aristas seja substituido
por aristas, mantendo-se as mesmas classes, incluindo apenas a alternativa de
mutica, pois nem todos os gendtipos séo aristados.

Para o carater comprimento das aristas (Tabela 2.5), seria interessante
separar a opgao ausente de muito curta, ja que as duas estao juntas na mesma
classe, ficando mais adequada essa separagao de classe, caso o material
avaliado nao tenha arista. Da mesma forma, com relagdo a pubescéncia e cor
das glumelas (Tabela 2.6), onde estao juntas as classes ausente ou muito fraca
e cor palha com a cor dourada, respectivamente.

Nas classes estabelecidas para cor do estigma (Tabela 2.6) ndo consta
a cor vermelha. Contudo, para os gendtipos COLOMBIA 1 e ELONI foi
identificado este tipo de coloracdo. Na avaliacao realizada para cor do apiculo
na floracdo no cultivar CYPRESS foi identificado que existe variagdo na
coloragao, sendo a maioria de cor branca e alguns apiculos com cor vermelha.

Outra consideracao a ser feita € que devem ser estabelecidos intervalos
para determinagao das classes relacionadas as caracteristicas de comprimento
e espessura do colmo, comprimento de panicula, comprimento de graos e ciclo
(Tabelas 2.4, 2.5 e 2.7), proporcionando, desta forma, uma padronizagédo nos
critérios de avaliagao para todos que forem fazer a caracterizagdo morfoldgica

de gendtipos e utilizarem os descritores minimos de arroz.
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Quanto ao rendimento de graos (Tabela 2.8), de maneira geral,
observou-se que os gendtipos do grupo indica foram mais produtivos que os do
grupo japdnica, justificando a maior area explorada com estes materiais no RS.
Entre os indica, destacam-se os cultivares e linhagens desenvolvidos pelos
programas de melhoramento locais, corroborando a importancia da adaptacao
dos gendtipos ao ambiente alvo. Para a variavel rendimento de graos inteiros,
também se destacaram os gendtipos locais (Tabela 2.8). Na mesma tabela
estao apresentados os dados de floracdo, para os quais se verificou que os
materiais CICA 8, EPAGRI 108, EPAGRI 109 e COLOMBIA 1 s&o muito tardios
para as condi¢des climaticas do RS.

Neste trabalho também foram estudadas as caracteristicas de qualidade
culinaria dos graos (Tabela 2.9). Esses sao fatores importantes na tomada de
decisdo para selecao de gendtipos promissores. A boa qualidade dos graos é
importante para aceitacdo pelo agricultor, industria e também pelo consumidor.
Com relacdo ao centro branco, os materiais apresentaram boa aparéncia, a
excecgao foi para os cultivares DIWANI e para a linhagem IRGA 440-49-2-2-5
que apresentaram valores de 2,0 e 1,3, respectivamente. Segundo CIAT
(1989), o principal fator que influencia o aspecto opaco dos graos é a
temperatura depois da floragdo, sendo que as temperaturas altas aumentam o
centro branco e as baixas o diminuem.

O gendtipo BRS 7 apresentou temperatura de gelatinizacéo alta e o
cultivar EPAGRI 109 baixa/média, diferente dos dados divulgados
anteriormente, os quais apresentaram, respectivamente, temperatura de

gelatinizagdo intermediaria/baixa e alta (Tabela 2.9). Essa diferengca de
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resultados pode ser explicada pela influéncia do ambiente, o que dificulta o
entendimento da herangca da temperatura de gelatinizagdo. Alguns autores
consideram que esta é determinada por um ou dois genes maiores e outros
relatam que varios genes controlam este carater, conforme esta citado em
CIAT (1989). Segundo esta referéncia, o principal fator que afeta a temperatura
de gelatinizagdo € a temperatura do ambiente na qual o grao de arroz se
desenvolve. Temperatura baixa depois da floracdo tende a diminuir a
temperatura de gelatinizagdo e o conteudo de amilose do amido. Por outro
lado, temperaturas altas depois da floracdo aumentam a temperatura de
gelatinizagao, reduzindo a qualidade culinaria. A temperatura de gelatinizagéo
€ aquela na qual os grdaos de amido comegam a absorver agua e inchar de
forma irreversivel. Esta associada com o conteudo de amilose, que é o
principal determinante da qualidade culinaria do arroz, com a dureza do gréo e
o com o tempo de cocg¢do. Os programas de melhoramento buscam gendétipos
com graos com baixa temperatura de gelatinizacdo e com teores de amilose
variando de intermediario a alto. De uma maneira geral os materiais que
apresentam teor de amilose alto foram avaliados com teor de amilose
intermediario neste estudo.

Segundo Rutger e Mackill (2001), trabalhos tém sido realizados para
estudar a heranga dos niveis de amilose, os quais incluem gendtipos de arroz
japbnica temperado, com grdao médio e curto e baixo conteudo de amilose (16-
18 %), japbnicas tropicais com gréo longo do sul dos Estados Unidos, com
amilose intermediaria (21-24 %) e materiais com amilose alta (26-28 %),

compreendendo os do grupo indica. Nos estudos de McKenzie e Rutger (1983)



35

e Kumar e Khush (1987) foi constatado que cruzamentos entre genitores que
apresentavam teor de amilose baixa e intermediaria, o conteudo de amilose foi
controlado por um ou dois genes. Em cruzamentos com genitores que
apresentavam amilose alta, houve efeito de dominancia dos genes para alta
amilose sobre aqueles para niveis baixo ou intermediario (Kumar &
Khush,1987). Além destes genes de maior efeito no fendtipo estdo também
presentes genes de menor efeito.

Neste estudo, a analise individual das caracteristicas morfolégicas
mostrou baixo poder de discriminagdo entre os gendtipos, pois a maioria
classificou-os em duas a trés classes. Através dos descritores nao foi possivel
separar os grupos indica e japdnica. Por esse motivo, foi realizada uma analise
de agrupamento dos gendtipos, considerando a informagao conjunta de todos
os descritores.

A matriz de similaridade genética (SG), obtida das 27 caracteristicas
morfolégicas apresentou amplitude de 0,51 a 0,97 (Tabela 2.10) e a SG média
de 0,76 + 0,08. Estes resultados confirmaram aqueles obtidos com a analise
individual das caracteristicas morfoldgicas. Outros trabalhos de divergéncia
genética em arroz foram realizados, utilizando caracteristicas morfologicas,
através das quais foi possivel identificar alta divergéncia genética entre os
materiais avaliados (Thanh et al., 1999; Thomas et al., 2001). Essas diferencas
de separagado dos materiais podem ser atribuidas ao nivel de divergéncia entre
0s genotipos em cada um dos estudos realizados, sendo que Thanh et al.
(1999) trabalharam com gendtipos originados de diferentes paises e no estudo

feito por Thomas et al. (2001) utilizaram diferentes espécies do género Oryza.
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Foi realizada uma analise de agrupamento dos gendtipos, considerando
a informacéo conjunta de todas as caracteristicas e através dessa analise foi
possivel separar 6 grupos de gendtipos. Para formacgao dos grupos foi utilizado
como critério a similaridade genética média (0,76). O grupo A foi formado por
linhagens e cultivares do tipo moderno de planta predominando gendtipos
indica, exceto INIA TACUARI e CYPRESS (Figura 2.1). Conforme Pedroso,
(1989) as plantas do tipo moderno caracterizam-se pelo porte baixo ou médio,
com boa resposta a nitrogénio e resisténcia a acamamento, folhas curtas e
eretas, afilhamento vigoroso, paniculas grandes e férteis, plantas resistentes ao
ataque de doengas e pragas e ciclo vegetativo de 120 a 140 dias da
emergéncia a maturagao.

Observou-se ainda que o cultivar BRS 7 e a linhagem IRGA 1598
apresentaram similaridade genética de 0,97.

O cultivar DIAMANTE agrupou separadamente, formando o grupo B,
distinguindo-se dos demais para a caracteristica de cor do estigma (Tabela
2.6).

No grupo C ficaram os gendtipos BLUEBELLE e DAWN, com glumas
estéreis de cor dourada (Tabela 2.6). Estes cultivares sdo americanos e foram
muito plantados no Rio Grande do Sul na década de 70.

O grupo D foi formado pelos cultivares COLOMBIA 1, ELONI e L 202. Os
cultivares EEA 404 e EEA 406 formaram o grupo E, ambos apresentam a
mesma genealogia, pertencem ao tipo de planta tradicional e se destacaram na

lavoura orizicola do RS nos anos 60. No grupo F ficaram os cultivares IAS 12-9
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FORMOSA e KOSHIHIKARI, ambos com panicula compacta, grdao curto e
semi-arredondado (Tabelas 2.5 e 2.7).

A similaridade genética encontrada neste estudo teve amplitude de 0.51
a 0.97 entre os gendtipos estudados, evidenciando-se baixo poder de
discriminagdo obtido através de marcadores morfoldgicos. Esses resultados
estdo de acordo com Rangel et al. (1996), que constatou estreita base genética
dos materiais cultivados no RS.

Nao foi possivel separar os genétipos dos grupos indica dos do japdnica.
Apesar da discriminagdo dos genoétipos em grupos, a similaridade entre os
grupos formados foi alta (0,76). Portanto, as caracteristicas incluidas nos
descritores morfolégicos ndo foram totalmente adequadas e suficientes para
separagao dos dois grupos. Um exemplo disso é o cultivar CYPRESS, langado
em 1983 nos Estados Unidos que, apesar de ser do grupo japénica, foi
agrupado no grupo indica. Uma explicagdo para isso pode ser atribuida a
selecao realizada, a qual foi direcionada para obter-se o tipo de planta
moderna.

O baixo poder de discriminagdo dos marcadores morfoldgicos avaliados
neste estudo se deve, provavelmente, a similaridade genética do material
estudado. De fato, os descritores morfolégicos foram discriminativos no
trabalho realizado por Thomas et al. (2001). Estes autores conseguiram
separar claramente as espécies Oryza malampuzhaensis (Krish e Chand) e
Oryza officinalis (Wall e Watt) por meio de 23 caracteristicas morfolégicas entre
63 avaliadas. Da mesma forma, Thanh et al. (1999) encontraram marcadores

morfolégicos da raiz e parte aérea que separaram 46 genotipos nos grupos
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indica e japbnica, o que foi confirmado por marcadores de DNA
(microssatélites). Estes resultados indicam que quanto mais distantes
geneticamente forem os gendtipos, mais facil € identificar marcadores
morfolégicos que os distingliam.

De fato, nos materiais estudados observou-se maior variabilidade dentro
do grupo japonica (SG média de 0,70), onde foram incluidos cultivares antigos
do RS, como o EEA 404 e o EEA 406, japbnica tropicais, como a BLUEBELLE,
e japbnica temperado, como a KOSHIHIKARI. Para os gendtipos do grupo
indica, constatou-se menor variabilidade (SG média de 0,77) devido
principalmente, ao maior coeficiente de parentesco dos cultivares modernos
(Rangel et al. 1996) que dominaram as lavouras de arroz a partir da década de
80.

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, sugere-se que outras
caracteristicas relacionadas a fatores bibticos e abiodticos sejam acrescentadas
nos descritores minimos de arroz para que facilite a distinguibilidade dos
gendtipos. Alguns exemplos de caracteristicas bidticas que poderiam ser
utilizadas em arroz incluem as reagbes a doengas (brusone, mancha parda,
mancha estreita, podriddo do colmo, entre outras) e a insetos (bicheira da raiz,
percevejo e outros). Para as caracteristicas abidticas, poderiam ser incluidas
reacdes a toxicidade ao ferro e ao aluminio trocavel, tolerancia a salinidade e a
temperaturas baixas.

A escolha para os descritores minimos dentre essas caracteristicas,

contudo, deve ser criteriosa, levando-se em conta a facilidade de
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estabelecimento de metodologias de avaliacdo reproduziveis por, diferentes

grupos de pesquisa.
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2.4. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que:

Existe alta similaridade entre os gendtipos de arroz estudados para os
descritores morfoldgicos avaliados, principalmente dentro do grupo
indica;

As caracteristicas morfoldégicas mais polimoérficas sdo o peso de 1000
graos e o ciclo e as monomoérficas sdo a cor da auricula e da ligula, o
angulo dos afilhos, a distribuicdo das aristas e a cor das glumelas.

Nao é possivel separar corretamente, através de caracteristicas
morfoldgicas, os gendtipos dos grupos indica e japbnica;

As caracteristicas que mais contribuem para separar os gendétipos dos
grupos indica e japbnica sdo o angulo da folha bandeira, comprimento
do colmo, altura de exergéo e grau de degrane da panicula;

Os descritores minimos de arroz ndo sao suficientes para distinguir

todos os gendtipos de arroz estudados.
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TABELA 2.1. Gendtipos de arroz utilizados no estudo, seu grupo e respectivas
genealogias. Cachoeirinha, IRGA / EEA, 2002.

Genétipos Grupo1 Genealogia

BR-IRGA 409 I IR 930-2 / IR 665-31-2-4
BR-IRGA 410 | IR 930-53 / IR 665-31-2-4
BR-IRGA 412 I IR 930-2 / IR 665-31-2-4
BR-IRGA 414 I IR 930-2 / IR 665-31-7-4
BR-IRGA 415 | CICA 9/ BR-IRGA 409

BRS 6 | SELECAO BR-IRGA 410

BRS 7 I -

CEYSVONI I SML 997 / AWINI

CICA 8 I CICA 4// IR 665-23-3/ TE TEP
DIWANI | WASHABO / IR454-1-17-1-1
EL PASO L 144 I IR 930-2 / IR 665-31-2-4
ELONI I ACORNI // KAPURI / IR 454
EPAGRI 108 I CT 7347 / IR 21015-72-3-3-3-1
EPAGRI 109 I CT 7347 / IR 21015-72-3-3-3-1
IRGA 416 I IR 841-67-1-1 / BR-IRGA 409
IRGA 417 I NEW REX /IR 19743-25-2-2 // BR-IRGA 409
IRGA 418 | BR-IRGA 412 / CICA 9 // BR-IRGA 409
IRGA 419 I ORYZICA 1/ BR-IRGA 409
IRGA 420 I ORYZICA 1/BR-IRGA 412
IRGA 421 | SELECAO IRGA 416

IRGA 318-11-6-8-2-A1-2
IRGA 440-49-2-2-5

IRGA 959-1-2-2F-5-2-4-D-1-1-MF

IRGA 959-1-2-2F-5-2-5-A-2
IRGA 1567-14-2-3-1-
IRGA 1598-3-2F-1-3-1
QUALIMAX 1
BLUEBELLE
COLOMBIA 1
CYPRESS

DAWN

DIAMANTE

EEA 404

EEA 406

IAS 12-9 FORMOSA
INIA TACUARI
KOSHIHIKARI

L 202

< < < < N o S S S

NEW REX /IR 19743-25-2-2 // BR-IRGA 409
P 1356-1-3M-2-1B / BR-IRGA 412

IRGA 793 / P 1790-5-1M-4-5M-1B-3M-1B
IRGA 793 / P 1790-5-1M-4-5M-1B-3M-1B
IRGA 370-16-2-1-1F / IRGA 416
TEBONNET / P 1390-1-1M-2-1B

C.l. 9214 /I CENTURY PATNA 231/ C.I. 9122
NAPAL / TAKAO - IKU 18

L 202 / LEMONT

CENTURY PATNA 231 /HO 12-1-1
AGOSTANO /P 6 / BLUE ROSE // RB 2/ BALILLA
ZENITH / MARAVILHA 1

ZENITH / MARAVILHA 1

NEW BONNET / NEW REX L 79

IR456-3-2-1-SEL / 7232278 // L 201




1= indica; J = Japodnica; -- = Desconhecida.
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TABELA 2.2. Média e desvio padrdao (cm) e classes para as caracteristicas
comprimento do colmo e da panicula e espessura do colmo,
avaliados em 38 gendtipos de arroz irrigado. Cachoeirinha,
IRGA/EEA, 2002.

Caracteristicas Média + desvio padréo Classes
Comprimento do colmo 69,06 Vv 3,38 curto, médio, longo
Comprimento da panicula 20,35V 1,75 curta, média, longa

Espessura do colmo 4,02V 0,62 fina, média, grossa




TABELA 2.3. Descritores morfolégicos da folha, avaliados em 38 gendtipos de
arroz irrigado na safra 1999/2000. Cachoeirinha, IRGA/EEA,

2002.
Genébtipos Cor dafolha Pubescéncia Corda Corda Angulo da fo-
do limbo auricula’ Iigula2 lha bandeira
Grupo indica:
BR - IRGA 409 verde forte VC v ereto
BR -IRGA 410 verde forte VC v ereto
BR - IRGA 412 verde claro ausente VC v ereto
BR - IRGA 414 verde ausente VC v ereto
BR - IRGA 415 verde forte VC v ereto
BRS 6 verde ausente VC v ereto
BRS 7 verde ausente VC v ereto
CEYSVONI verde claro ausente VC v ereto
CICA 8 verde forte VC v ereto
DIWANI verde ausente VC v ereto
EL PASO L 144 verde forte VC v ereto
ELONI verde ausente VC v ereto
EPAGRI 108 verde média VC v ereto
EPAGRI 109 verde média VC v ereto
IRGA 416 verde forte VC v ereto
IRGA 417 verde forte VC v ereto
IRGA 418 verde forte VC v ereto
IRGA 419 verde ausente VC v ereto
IRGA 420 verde ausente VC v ereto
IRGA 421 verde forte VC v ereto
IRGA 318-11-6-8-2-A1-2 verde média VC v ereto
IRGA 440-49-2-2-5 verde forte VC v ereto
IRGA 959-1-2-2F-5-2-4- verde forte VC [\ ereto
IRGA 959-1-2-2F-5-2-5-A verde forte VC v ereto
IRGA 1567-14-2-3-1 verde claro ausente VC v ereto
IRGA 1598-3-2F-1-3-1 verde ausente VC v ereto
QUALIMAX 1 verde média VC v ereto
Grupo japonica:
BLUEBELLE verde claro ausente VC v intermediario
COLOMBIA 1 verde escuro ausente VC v ereto
CYPRESS verde ausente VC v intermediario
DAWN verde ausente VC v horizontal
DIAMANTE verde claro forte VC v horizontal
EEA 404 verde claro forte VC v horizontal
EEA 406 verde claro média VC v horizontal
IAS - 12 - 9 FORMOSA verde forte VC v intermediario
INIA TACUARI verde ausente VC v ereto
KOSHIHIKARI verde forte VC v ereto
L 202 verde escuro ausente VC v horizontal

"\VC = verde claro; “ IV =

incolor a verde
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TABELA 2.4. Descritores morfolégicos do colmo avaliados em 38 gendtipos de
arroz irrigado na safra 1999/2000. Cachoeirinha, IRGA/EEA,

2002.
Genétipos Comprimento Espessura Angulo Cor do Cor de
dos internédio antocianina’
afilhos
Grupo indica:
BR - IRGA 409 médio média ereto verde claro A/ MF
BR - IRGA 410 médio média ereto verde claro A/ MF
BR - IRGA 412 médio média ereto verde claro A/ MF
BR - IRGA 414 curto média ereto verde claro A/ MF
BR - IRGA 415 curto média ereto verde claro A/ MF
BRS 6 curto média ereto verde claro A/ MF
BRS 7 médio média ereto verde claro A/ MF
CEYSVONI curto fina ereto verde claro A/ MF
CICA 8 curto média ereto verde claro A/ MF
DIWANI médio média ereto verde claro A/ MF
EL PASO L 144 médio média ereto verde claro A/ MF
ELONI curto grossa ereto verde claro A/ MF
EPAGRI 108 médio grossa ereto verde claro A/ MF
EPAGRI 109 curto média ereto verde claro A/ MF
IRGA 416 curto média ereto verde claro A/ MF
IRGA 417 curto média ereto verde claro A/ MF
IRGA 418 curto média ereto verde claro A/ MF
IRGA 419 médio média ereto verde claro A/ MF
IRGA 420 curto média ereto verde claro A/ MF
IRGA 421 curto fina ereto verde claro A/ MF
IRGA 318-11-6-8-2-A1-2 curto média ereto verde claro A/ MF
IRGA 440-49-2-2-5 curto média ereto verde claro A/ MF
IRGA 959-1-2-2F-5-2-4- médio média ereto verde claro A/ MF
IRGA 959-1-2-2F-5-2-5-A curto média ereto verde claro A/ MF
IRGA 1567-14-2-3-1 curto média ereto verde claro A/ MF
IRGA 1598-3-2F-1-3-1 médio média ereto verde claro A/ MF
QUALIMAX 1 curto média ereto verde claro A/ MF
Grupo japonica:
BLUEBELLE longo média ereto douradoclaro A/MF
COLOMBIA 1 longo média ereto  dourado claro média
CYPRESS curto média ereto verde claro A/ MF
DAWN longo média ereto verde claro fraca
DIAMANTE longo média ereto verde claro A/ MF
EEA 404 longo grossa ereto verde claro fraca
EEA 406 longo média ereto verde claro fraca
IAS - 12 - 9 FORMOSA longo fina ereto verde claro A/ MF
INIA TACUARI médio média ereto verde claro fraca
KOSHIHIKARI longo fina ereto verde claro A/ MF
L 202 curto média ereto verde claro A/ MF

"A / MF = ausente / muito fraca
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TABELA 2.5. Descritores morfolégicos da panicula avaliados em 38 genotipos
de arroz irrigado na safra 1999/2000. Cachoeirinha, IRGA/EEA,

2002.

Genotipos Compri- Tipo' Exer¢cao Degrane Distribui- Comprimen-

mento ¢ao das to das

aristas® aristas’

Grupo indica:
BR — IRGA 409 média I média intermediaria SP Média
BR —IRGA 410 longa I média intermediaria SP A/MC
BR — IRGA 412 média I média intermediaria SP A/MC
BR - IRGA 414 longa | completa intermediaria SP A/MC
BR - IRGA 415 longa I média intermediaria SP A/MC
BRS 6 longa I média intermediaria SP A/MC
BRS 7 média I média intermediaria SP A/MC
CEYSVONI curta | justa intermediaria SP A/MC
CICA 8 média I justa intermediaria SP Curta
DIWANI média I média intermediaria SP A/MC
EL PASO L 144 média I justa intermediaria SP Curta
ELONI longa I justa intermediaria SP A/MC
EPAGRI 108 média I justa intermediaria SP A/MC
EPAGRI 109 média I justa intermediaria SP A/MC
IRGA 416 média I média intermediaria SP Curta
IRGA 417 média I justa intermediaria SP A/MC
IRGA 418 longa I média facil SP A/MC
IRGA 419 média I média intermediaria SP A/MC
IRGA 420 média I média intermediaria SP A/MC
IRGA 421 média I justa intermediaria SP A/MC
IRGA 318-11-6-8-2-A1-2 média I justa intermediaria SP A/MC
IRGA 440-49-2-2-5 média I justa intermediaria SP A/MC
IRGA 959-1-2-2F-5-2-4- curta C média dificil SP A/MC
IRGA 959-1-2-2F-5-2-5-A  curta C média dificil SP A/MC
IRGA 1567-14-2-3-1 longa I justa intermediaria SP A/MC
IRGA 1598-3-2F-1-3-1 curta I média intermediaria SP A/MC
QUALIMAX 1 média I média intermediaria SP Longa
Grupo japonica:
BLUEBELLE média |  completa intermediario SP A/MC
COLOMBIA 1 média I média intermediaria SP A/MC
CYPRESS curta I justa dificil SP A/MC
DAWN curta | completa intermediaria SP A/MC
DIAMANTE longa I média intermediaria SP A/MC
EEA 404 média I completa dificil SP A/MC
EEA 406 média I completa dificil SP A/MC
IAS - 12 - 9 FORMOSA curta C completa dificil SP A/MC
INIA TACUARI curta I média intermediaria SP A/MC
KOSHIHIKARI curta C completa dificil SP A/MC
L 202 curta I média intermediaria SP A/MC

"I = intermediaria; C = compacta;  SP = somente na ponta; °= A / MC = ausente / muito curta.
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TABELA 2.6. Descritores morfolégicos da espigueta avaliados em 38 gendtipos
de arroz irrigado na safra 1999/2000. Cachoeirinha, IRGA/EEA,

2002.
Genétipos Cordo Pubes- Cor do Cordo Cordas Cordas
estigma céncia das apiculo- apiculo- glumelas®’ glumas
glumelas1 floragio maturacgio estéreis
Grupo indica:
BR-IRGA 409 branca F branca amarela P/D Palha
BR - IRGA 410 branca M branca amarela P/D Palha
BR-IRGA 412 branca A/MFraca branca amarela P/D palha
BR-IRGA 414 branca A/MFraca verde amarela P/D palha
BR-IRGA 415 branca M verde amarela P/D palha
BRS 6 branca A/MFraca verde amarela P/D palha
BRS 7 branca A/MFraca branca amarela P/D palha
CEYSVONI branca A/MFraca verde amarela P/D palha
CICAS8 branca F branca amarela P/D palha
DIWANI branca A/MFraca verde amarela P/D palha
EL PASO L 144 branca M branca amarela P/D palha
ELONI vermelha A/MFraca vermelho marrom P/D palha
EPAGRI 108 branca F branca amarela P/D palha
EPAGRI 109 branca F branca amarela P/D palha
IRGA 416 branca F verde amarela P/D palha
IRGA 417 branca M branca amarela P/D palha
IRGA 418 branca F verde amarela P/D palha
IRGA 419 branca A/MFraca verde amarela P/D palha
IRGA 420 branca A/MFraca branca amarela P/D palha
IRGA 421 branca F verde amarela P/D palha
IRGA 318-11-6-8-2-A1-2 branca F branca amarela P/D palha
IRGA 440-49-2-2-5 branca M verde amarela P/D palha
IRGA 959-1-2-2F-5-2-4-D-1-1-MF  branca F branca  marrom P/D palha
IRGA 959-1-2-2F-5-2-5-A branca F branca  marrom P/D palha
IRGA 1567-14-2-3-1 branca A/MFraca verde amarela P/D palha
IRGA 1598-3-2F-1-3-1 branca A/MFraca branca amarela P/D palha
QUALIMAX 1 branca F branca amarela P/D palha
Grupo japonica:
BLUEBELLE branca A/MFraca vermelho marrom P/D  dourada
COLOMBIA 1 vermelha A/MFraca vermelho marrom P/D palha
CYPRESS branca A/MFraca branca amarela P/D palha
DAWN branca A/MFraca verde branca P/D  dourada
DIAMANTE amarelo MForte verde amarela P/D palha
EEA 404 branca MForte verde amarela P/D palha
EEA 406 branca  MForte branca amarela P/D palha
IAS - 12 - 9 FORMOSA branca F verde amarela P/D palha
INIA TACUARI branca A/MFraca verde amarela P/D palha
KOSHIHIKARI branca MForte verde amarela P/D palha
L 202 purpura A/MFraca vermelho marrom P/D palha

" A/MFraca = ausente ou muito fraca; M = média; F = forte; MF = muito forte;
2P /D = palha / dourado
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TABELA 2.7.Ciclo cultural e descritores morfolégicos do grao, avaliados em 38
genotipos de arroz irrigado na safra 1999/2000. Cachoeirinha,
IRGA/EEA, 2002.

Genétipos Ciclo Peso de Compri- Forma Cor
1000 griaos' mento

(9)

Genotipos do grupo indica:

BR - IRGA 409 médio 23,07(2) longo alongada pardo clara
BR - IRGA 410 médio 25,83(4) longo alongada parda
BR - IRGA 412 médio 23,02(2) longo alongada pardo clara
BR - IRGA 414 curto 29,24(6) longo alongada pardo clara
BR - IRGA 415 curto 24,74(3) longo alongada parda
BRS 6 curto 22,43(2) longo alongada parda
BRS 7 médio 24,74(3) longo alongada pardo clara
CEYSVONI médio 26,95(4) longo muito parda
alongada
CICA 8 longo 24,45(3) longo alongada parda
DIWANI médio 30,75(7) longo alongada parda
EL PASO L 144 curto 25,91(4) longo alongada parda
ELONI longo 26,46(4) longo alongada parda
EPAGRI 108 muito 27,47(5) longo alongada pardo clara
longo
EPAGRI 109 muito 23,76(2) longo alongada parda clara
longo
IRGA 416 curto 24,04(2) longo muito pardo clara
alongada
IRGA 417 curto 26,11(4) longo alongada parda clara
IRGA 418 curto 24,64(3) longo alongada pardo clara
IRGA 419 curto 24,5(3) longo meio pardo clara
alongada
IRGA 420 curto 25,45(3) longo alongada pardo clara
IRGA 421 muito 25,16(3) longo muito pardo clara
curto alongada
IRGA 318-11-6-8-2-A1-2  curto 25,4(3) longo alongada parda
IRGA 440-49-2-2-5 curto 24,3(3) longo alongada parda
IRGA 959-1-2-2F-5-2-4-  médio 22,1(1) longo alongada parda clara
IRGA 959-1-2-2F-5-2-5-A médio 23,05(2) longo alongada parda clara
IRGA 1567-14-2-3-1 curto 28,48(5) longo alongada pardo clara
IRGA 1598-3-2F-1-3-1 médio 25,28(3) longo alongada pardo clara
QUALIMAX 1 médio 25,32(3) longo alongada parda
Genotipos do grupo japonica:
BLUEBELLE médio 21,48(1) longo alongada pardo clara
COLOMBIA 1 longo 16,43(1) médio alongada parda
CYPRESS curto 22,32(1) longo alongada parda
DAWN médio 20,2(1) longo alongada parda
DIAMANTE curto 29,92(6) longo alongada parda
EEA 404 médio 26,25(4) longo meio pardo clara
alongada
EEA 406 médio 27,5(5) longo meio pardo clara
alongada
IAS — 12 - 9 FORMOSA médio 22,88(2) curto semi pardo clara
arredondada
INIA TACUARI curto 20,29(1) longo alongada pardo clara
KOSHIHIKARI curto 22,29(1) curto semi parda
arredondada

L 202 curto 25,33(3) longo alongada parda
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' Os numeros entre parénteses correspondem as classes: (1) < 22,5; (2) 22,6-
24,0; (3) 24,1-25,5; (4) 25,6-27; (5) 27,1-28,5; (6) 28,6-30,0; (7) 30,1-31,5.
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TABELA 2.8. Caracteristicas agronémicas dos 38 gendtipos de arroz irrigado,
avaliados na safra 1999/2000. Cachoeirinha, IRGA/EEA, 2002.

Genétipos

Rendimento de graos

Rendimento de

Floragao 80 %

(th™) gréos inteiros (%) (d.a.e.)’
Grupo indica:
BR-IRGA 409 6,72 b-j? 66 a-e 89 h-i
BR -IRGA 410 7,21 a-f 64 a-f 86 k
BR-IRGA 412 6,68 b-j 62 c-g 90 h
BR-IRGA 414 5,62 g-m 63 a-f 76 s
BR-IRGA 415 7,02 a-g 63 a-f 74 t-u
BRS 6 7,21 a-f 62 a-g 75 s-t
BRS 7 6,85 b-i 66 a-c 89 h-i
CEYSVONI 6,54 b-k 56 h-i 98 f
CICA 8 6,96 a-h 64 a-f 104 d
DIWANI 6,78 b-l 54 i 95¢g
EL PASO L 144 6,86 b-I 64 a-f 81 n-o0
ELONI 6,45 c-k 60 e-h 103 e
EPAGRI 108 5,32 j-m 59 f-h 117 b
EPAGRI 109 2430 61d-g 119 a
IRGA 416 6,72 b-j 65 a-e 73 v
IRGA 417 7,89 a-c 66 a-d 79 p-r
IRGA 418 7,06 a-g 64 a-f 80 p-q
IRGA 419 7,55 a-f 64 a-f 84 1
IRGA 420 7,82 a-d 62 b-f 831
IRGA 421 4,31 m-n 66 a-e 54 w
IRGA 318-11-6-8-2-A1-2 7,73 a-e 67 a-b 79 p-r
IRGA 440-49-2-2-5 8,02 a-b 64 a-f 82 m-n
IRGA 959-1-2-2F-5-2-4-D-1-1-MF 6,17 f-| 65 a-f 88 i-j
IRGA 959-1-2-2F-5-2-5-A-2 5,46 k-m 66 a-e 87 j
IRGA 1567-14-2-3-1 8,38 a 66 a-e 80 o-p
IRGA 1598-3-2F-1-3-1 7,62 a-f 65 a-e 88 i-j
QUALIMAX 1 7,35 a-f 62 c-g 89 h-i
Grupo japodnica:
BLUEBELLE 5,51 h-m 58 g-i 87 j
COLOMBIA 1 4,42 m-n 64 a-f 108 c
CYPRESS 6,54 b-k 68 a 83 I-m
DAWN 3,33 n-0 67 a-c 89 h-i
DIAMANTE 5,10 k-m 54 i 75 s-t
EEA 404 3,15n-0 64 a-f 89 h-i
EEA 406 4,84 I-m 60 c-h 89 h
IAS - 12 -9 FORMOSA 5,72 g-m 57 g-i 89 h-j
INIA TACUARI 6,28 e-n 63 a-f 79 g-r
KOSHIHIKARI 6,35 d-k 62 b-f 74 u

" d.a.e. = dias apds a emergéncia; “ Médias seguidas da mesma letra nas

colunas nao diferem estatisticamente pelo teste de Duncan a 5 %.



TABELA 2.9. Caracteristicas quimicas e fisicas dos graos avaliados em 38
genotipos de arroz irrigado na safra 1999/2000. Cachoeirinha,

IRGA/EEA, 2002.

Genétipos Centro Temperatura de Teor de
branco gelatinizacao amilose
Grupo indica:
BR-IRGA 409 0,1 baixa intermediaria
BR —-IRGA 410 0,3 baixa intermediaria
BR-IRGA 412 0,1 baixa intermediaria
BR-IRGA 414 0,1 baixa intermediaria
BR-IRGA 415 0,3 baixa baixa
BRS 6 0,8 média alta
BRS 7 0,8 alta intermediaria
CEYSVONI 0,1 baixa intermediaria
CICA 8 0,4 baixa intermediaria
DIWANI 2,0 média intermediaria
EL PASO L 144 0,3 baixa intermediaria
ELONI 0,6 média intermediaria
EPAGRI 108 0,2 baixa/média intermediaria
EPAGRI 109 0,5 baixa/média intermediaria
IRGA 416 0,2 baixa baixa
IRGA 417 0,2 baixa intermediaria
IRGA 418 0,3 baixa intermediaria
IRGA 419 0,1 baixa intermediaria
IRGA 420 0,1 baixa alta
IRGA 421 0,1 baixa intermediaria
IRGA 318-11-6-8-2-A1-2 0,4 baixa intermediaria
IRGA 440-49-2-2-5 1,3 baixa intermediaria
IRGA 959-1-2-2F-5-2-4-D-1-1-MF 0,2 média intermediaria
IRGA 959-1-2-2F-5-2-5-A-2 0,5 média intermediaria
IRGA 1567-14-2-3-1 0,1 baixa baixa
IRGA 1598-3-2F-1-3-1 0,1 baixa intermediaria
QUALIMAX 1 0,2 baixa intermediaria
Grupo japoénica:
BLUEBELLE 0,1 média intermediaria
COLOMBIA 1 0,1 média/alta baixa
CYPRESS 0,3 média intermediaria
DAWN 0,2 média intermediaria
DIAMANTE 1,0 baixa baixa
EEA 404 0,1 baixa baixa
EEA 406 0,2 baixa baixa
IAS - 12 - 9 FORMOSA - baixa baixa
INIA TACUARI 0,2 alta/média intermediaria
KOSHIHIKARI 0,1 baixa baixa
L 202 0,7 alta alta

-.- Dado perdido
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CAPIiTULO llI

DIVERGENCIA GENETICA ENTRE GENOTIPOS DE ARROZ
IRRIGADO ESTIMADA ATRAVES DE MARCADORES MOLECULARES

RAPD E MICROSSATELITES E CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

3.1. INTRODUGAO

O arroz € um dos cereais mais cultivados no mundo especialmente na
Asia, onde se constitui a base alimentar da populacdo. Na América Latina,
existem programas de melhoramento de arroz irrigado em praticamente todos
os paises, sendo que no Brasil a producdo deste cereal é originaria,
principalmente, da orizicultura desenvolvida no Rio Grande do Sul (RS) e Santa
Catarina (SC). No RS, a média de produtividade é superior a 5,5 t ha™ (IRGA,
2002)

De uma maneira geral, os programas de melhoramento tém trabalhado
no sentido de obter cultivares mais produtivos, com boa qualidade de graos e
resistentes a estresses bidticos e abiodticos. Para atingir estes objetivos é
necessario o conhecimento da diversidade genética existente no germoplasma

disponivel, para que o melhorista possa planejar adequadamente os
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cruzamentos para o desenvolvimento de hibridos e cultivares homozigotos
(Cox et al., 1985).

Conforme o estudo realizado por Rangel et al. (1996), apenas sete
linhas parentais sao responsaveis por 70 % da base genética dos cultivares
mais plantados no Brasil. Isto mostra a necessidade de se aumentar a base
genética do arroz cultivado e, assim, aumentar a produtividade, com reducgéao
dos riscos de vulnerabilidade genética.

Segundo Messmer et al. (1993), o cruzamento entre genitores
geneticamente divergentes permite o aumento de heterose em programas de
producado de hibridos e maior variabilidade na progénie, comparada aquela
originaria de genitores aparentados. Conforme estes autores, a informacao da
similaridade genética dos materiais existentes no programa de melhoramento
ajuda a evitar a erosao genética e assegurar ganhos na selecgéao.

Diferentes métodos tém sido utilizados para estimar diversidade genética
para selecao de genitores nos programas de melhoramento. Diversos trabalhos
tém sido realizados utilizando o coeficiente de parentesco entre gendtipos de
espécies como aveia (Souza e Sorrells, 1989), milho (Ajmone-Marsan et al.,
1992; Messmer et al., 1993), trigo (Autrique et al., 1996; Bered, 1999) e soja
(Manjarrez-Sandoval et al., 1997). Caracteristicas morfoldégicas também sé&o
utilizadas para estimar variabilidade, conforme trabalhos realizados por Jaradat
(1991), Beer et al. (1993), Johns et al. (1997), Thanh et al. (1999), Hemamalini
et al. (2000) e Thomas et al. (2001).

Além desses, os marcadores moleculares tém Vviabilizado a

caracterizagdo genética de grande numero de gendtipos através de
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procedimentos relativamente simples e rapidos (Barbosa Neto e Bered, 1998).
Nos ultimos anos, os marcadores moleculares tém sido utilizados como forma
de avaliar a similaridade genética real entre diferentes gendtipos (Lee et al.,
1989; Vierling e Nguyen, 1992; Zhu et al., 1998; Fuentes et al., 1999).

A técnica de RAPD (polimorfismo de DNA amplificado ao acaso),
baseada na reacao de polimerase em cadeia (PCR), foi desenvolvida no inicio
da década de 90 e utiliza oligonucleotideos iniciadores (primers) de sequéncia
arbitraria para amplificagdo de DNA (Williams,1990). Nos programas de
melhoramento, geralmente, as analises de diversidade genética em populagdes
naturais e a caracterizagao de bancos de germoplasma envolvem um grande
numero de gendtipos. Neste sentido, a técnica RAPD permite a analise
genética detalhada através de grande numero de marcadores (Ferreira e
Grattapaglia, 1998). Além disto, entre as outras técnicas, € a que apresenta
menor custo, menor numero de etapas, menos tempo para obter os resultados
e é facil de implementar em programas de melhoramento (Milach, 1998). Por
outro lado, € uma técnica pouco consistente de um laboratério para o outro.

Apesar disso, muitas tém sido as aplicagbes dos marcadores RAPD em
melhoramento de plantas. Entre estas, esta a construgdo de mapas genéticos,
a selecao assistida de caracteres de interesse agrondmico, a determinagao da
identidade e diversidade genética, a obtencdo de “fingerprints” de DNA para
registro de cultivares, a estimativa de distancias genéticas e em genética de
populagdes (Timmerman e McCallum, 1993 apud Cruz e Milach, 1998).

Em arroz, Mackill (1995) realizou um estudo com o objetivo de

quantificar a diversidade genética em cultivares modernos e tradicionais, com
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énfase ao grupo japénica tropical e temperado, utilizando a técnica de RAPD.
Neste trabalhou foi possivel obter polimorfismo para a maioria dos gendétipos
estudados, permitindo evidenciar as relagdes genéticas (distancia e diversidade
genética) entre os grupos indica e japonica. Dentro do grupo japénica, foi
evidenciado que existe diferengas genéticas entre os subgrupos japénica
temperado e tropical, embora nao tenha sido possivel estabelecer o limite que
separa os dois e alguns cultivares do grupo japbnica temperado ndo puderam
ser diferenciados com os primers utilizados.

Com o objetivo de estudar a diversidade genética entre os principais
cultivares de arroz de Cuba, Fuentes et al. (1999) utilizaram a analise de
RAPD. Os resultados demonstraram a eficiéncia desta técnica em detectar
polimorfismo entre os gendtipos estudados, mostrando sua utilidade na
caracterizagao de germoplasma de arroz, mesmo com cultivares aparentados.
Da mesma forma, Cao et al. (1998), em estudo feito para estimar a divergéncia
genética em trigo dos grupos spelta e macha com a analise de RAPD,
verificaram que a diversidade genética no germoplasma de trigo macha foi
maior do que no trigo spelta e também foi identificado duplicagdo em 15 % dos
101 gendtipos da colegao de germoplasma de trigo macha e spelta estudados.
Outros estudos de diversidade genética com uso de RAPD foram feitos como
aqueles realizados por Cao e Oard (1997) em arroz e por Mailer et al. (1997)
em canola. Esta técnica também tem sido utilizada em estudos de
mapeamento em arroz (Subudhi e Huang, 1999).

A técnica de microssatélites também é baseada na reacdo de PCR e

constitui a classe mais polimoérfica de marcadores moleculares hoje disponivel
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(Ferreira e Grattapaglia, 1998), o que a torna uma das melhores opg¢des para
uso na caracterizagao de cultivares e no mapeamento genético, especialmente
em germoplasma aparentado e de baixa variabilidade (Milach, 1998). Segundo
Ferreira e Grattapaglia (1998), a maior limitagao da técnica de microssatélites &
o laborioso trabalho necessario para o desenvolvimento prévio de primers.
Entretanto, atualmente ha disponibilidade de muitos primers de microssatélites
ja desenvolvidos para a cultura do arroz, sendo que varios deles tém inclusive
sua localizagdo cromossémica conhecida, conforme se verifica no trabalho
desenvolvido por Chen et al. (1997).

Ao estudarem a diversidade genética de gendtipos de arroz de sequeiro,
com 14 pares de primers de marcadores de microssatélites de arroz, Thanh et
al. (1999) detectaram 41 alelos entre todos os gendtipos estudados. Os
resultados obtidos através dos dendogramas desenvolvidos com os dados de
10 caracteristicas morfoldgicas e 35 alelos de microssatélites proporcionaram
informacgdes Uteis para combinagao de cruzamentos entre os gendtipos e para
mapeamento de locos (QTLs) associados a resisténcia do arroz de sequeiro a
seca. Da mesma forma, Garland et al. (1999) detectaram heterogeneidade
genética entre gendtipos de arroz avaliados com a técnica de microssatélites,
confirmando a utilidade deste tipo de marcador em estudos de caracterizagéo
genética.

De uma maneira geral, os cultivares de arroz langados nos ultimos anos
no Brasil sdo aparentados, desta forma € importante o conhecimento das
relacbes genéticas existentes no germoplasma dos programas de

melhoramento de arroz.
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Se por um lado o nivel de parentesco de gendtipos de arroz irrigado é
alto (Rangel et al., 1996), por outro, a selecdo dentro de gendtipos fixos tem
sido efetiva no desenvolvimento de novos cultivares. Este € o caso do BR-
IRGA 412, selecionado dentro do BR-IRGA 409, BRS 6 selecionado dentro do
BR-IRGA 410 e IRGA 421, selecionada dentro da IRGA 416 (Tabela 3.1).

Cabe, entdo, questionar, se existe variabilidade genética em arroz que
nao pode ser identificada pelas genealogias, relagbes de parentesco e por
caracteristicas morfolégicas da planta. Neste sentido, o presente trabalho
objetivou estimar o grau de similaridade genética entre gendtipos de arroz
irrigado através de marcadores moleculares dos tipos RAPD e microssatélites,
comparar o padrao de agrupamento dos gendtipos analisados com marcadores
moleculares e morfolégicos e identificar marcadores moleculares capazes de

distinguir os grupos indica e japénica de arroz.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Germoplasma utilizado

Para realizagdo deste estudo foram utilizados 38 gendtipos (Tabela 3.1)
provenientes do banco de germoplasma do Programa de Melhoramento da
Estacdo Experimental do Arroz do IRGA, constituido por cultivares e linhagens

utilizados no programa de cruzamentos desta institui¢ao.

3.2.2. Extragcao do DNA
Para cada gendtipo foram colocadas 10 sementes em placas de petri

contendo papel filtro umedecido com agua destilada, as quais foram mantidas
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em estufa com temperatura controlada (25° C) para germinagdo. Apds cinco
dias, foi feito o corte do coledptilo e da folha para trituragdo em nitrogénio
liquido e posterior extragdo do DNA, conforme metodologia descrita por Nelson

(1993).

3.2.3. Andlise de RAPD

A selecao dos primers para analise de RAPD foi realizada com cinco
gendtipos e somente os polimérficos utilizados nos demais gendtipos. Foram
utilizados 32 primers, provenientes da Operon Technologies (Tabela 3.2).

A reagao de PCR foi desenvolvida em um termociclador (MJ Research,
PTC-100™), o qual foi programado para 1 ciclo de 4 minutos a 94° C
(desnaturagao), 45 ciclos de 30 segundos a 94° C, 30 segundos a 37° C e 66
segundos a 72° C (anelamento e extensdo do DNA), seguido de 1 ciclo de 7
minutos a 72° C. O volume da reagao foi de 13 pl, contendo 20 ng de DNA
gendémico, dNTP mix 0,2 mM, tampao 10 X [tris HCI 75 mM, KCI , (NH4)2SO4,
0,001 % BSA], MgCl, 2,5 mM, 25 ng do primer, uma unidade da enzima Taq
DNA polimerase e agua ultrapura (milliQ).

A reacado de RAPD foi aplicada em gel de agarose 1,6 % em tampao de
TBE 1 X e separada por eletroforese a 100 V por 3 horas. A coloragéo do gel
foi feita com brometo de etidio, a visualizagéo e fotografia com luz ultravioleta.
A imagem do gel foi captada com uma camara digital através do sistema Kodak
Digital Science™. Apenas os fragmentos de DNA com intesidade forte foram
avaliados e o escore dos polimoérficos foi realizado conforme a presenga (nota

1) ou auséncia de fragmentos de DNA (nota 0).
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3.2.4. Analise de microssatélites

Neste trabalho foram utilizados 13 primers selecionados do estudo
realizado por Chen et al (1997). Para se obter uma amostra representativa do
genoma, utilizou-se pelo menos um primer por cromossomo. A relagdo dos
marcadores, a localizacdo cromossémica e a sequéncia dos primers estao
apresentados na Tabela 3.3.

A amplificacdo do DNA foi realizada em termociclador MJ Research
PTC-100™, programado para 1 ciclo a 94° C por 5 minutos seguidos por 35
ciclos a 94° C por 1 minuto, 55° C — 61° C (conforme os primers) por 1 minuto,
72° C por 2 minutos e 72° C por 5 minutos para o final da extensdo. A
temperatura de anelamento foi calculada conforme a composi¢ao de bases de
cada oligonucleotide iniciador forward e reverse (Tabela 3.3). O volume final da
reacao de PCR foi de 13 ul, contendo 50 ng de DNA genbmico, 400 uM de
dNTP mix, tampao 1 X [tris HCI 75 mM, KCI , (NH4)2SO4, 0,001 % BSA], 1,5
mM de MgCl,, 0,2 uM de cada primer (forward e reverse) e uma unidade da
enzima Taq DNA polimerase.

As bandas foram separadas por eletroforese com gel de poliacrilamida 5
% e a revelacgéao foi feita com nitrato de prata, conforme a metodologia descrita
por Promega Corporation (1986).

Todos os alelos receberam um escore quanto a presenga (nota 1) e a

auséncia (nota 0).
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3.2.5. Comparagao de marcadores moleculares com caracteristicas
morfologicas

Vinte e sete caracteristicas morfolégicas foram utilizadas para avaliagao
dos 38 gendtipos de arroz deste estudo. As caracteristicas qualitativas
incluiram cor da folha, pubescéncia do limbo foliar, cor da auricula e da ligula,
angulo da folha bandeira, angulo dos afilhos, cor do internédio do colmo
coloragdo de antocianina nos ndés do colmo, tipo e exercdo da panicula,
degrane dos graos, presencga, distribuicdo e comprimento das aristas, cor do
estigma, pubescéncia das glumelas, cor do apiculo, glumelas e glumas
estéreis, forma dos grdos e cor dos gréos descascados. As caracteristicas
quantitativas incluiram ciclo cultural, comprimento e espessura do colmo,
comprimento da panicula, peso de 1000 grdos e comprimento dos graos. A
avaliagcdo de todas as caracteristicas morfologicas foi feita baseada nos
descritores minimos do arroz, conforme formulario disponivel no Ministério da
Agricultura, Servigo Nacional de Protecao de Cultivares.

Todas as caracteristicas foram utilizadas para construcdo da matriz de
similaridade com suas respectivas classes. Foi atribuido o valor de 1 para a

presenca e 0 para a auséncia da classe dentro de cada caracteristica.

3.2.6. Analise estatistica

Para os marcadores RAPD e microssatélites, a similaridade genética
entre cada par de gendtipos foi feita pelo coeficiente de Jaccard e para os
morfologicos utilizou-se o coeficiente “Simple Matching Similarity” utilizando-se

o programa SIMQUAL. O agrupamento dos gendétipos para cada marcador foi
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realizado com base na matriz de similaridade, através do método UPGMA e a
funcdo SAHN, ambos utilizando o pacote estatistico NT-SYS PC, versao 2.10
(Rohlf, 2000).

O teste de significAncia de Mantel foi utilizado para comparar cada par
de matriz de similaridade, obtida através do procedimento descrito
anteriormente. Os valores de correlagdo superiores a 0,5 serao
estatisticamente significativos ao nivel 0,01 de probabilidade, se o numero de
unidades observadas excederem a 15 (Tatineni et al., 1996). Além disso, foi
calculada a similaridade média das comparacdes de pares entre todos os
materiais e para cada matriz de similaridade. Estas médias foram comparadas

entre si pelo teste t.

3.3.RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Analise com marcadores RAPD

Neste estudo foram utilizados 32 primers de RAPD, os quais geraram
132 fragmentos de amplificagdo numa amplitude de 300 pares de base (pb) e
acima de 2072 pb, dos quais 95 (72 %) foram polimérficos e 37 (28 %) foram
monomorficos (Tabela 3.2). O valor médio de fragmentos polimorficas por
primer foi de 2,97, inferior aos valores obtidos em outros estudos de
diversidade genética. Nos trabalhos realizados por Davierwala et al. (2000) e
Qian et al. (2001) foram encontrados, respectivamente, valores de 4 e 9,95 de
polimorfismo por primer. A possivel explicacdo para essa diferencga foi o critério

utiizado para avaliacdo de fragmentos amplificados, que deve ter sido
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diferente. Em nosso estudo, fragmentos com padrdao fraco de amplificacédo
foram descartados concentrando-se assim, naqueles com maior especificidade
de amplificacdo e menor risco de aleatoriedade. Essas diferencas de
polimorfismo podem também estar relacionadas ao nivel de divergéncia entre
0s gendtipos em cada um dos estudos realizados. O primer iniciador OPM-08
foi o mais polimorfico, pois foram gerados sete marcadores polimorficos
(Tabela 3.2).

Os 95 fragmentos amplificados foram utilizados para calcular a
similaridade genética (SG) entre os 38 gendtipos. A SG apresentou uma
amplitude de 0,15 a 0,90 (Tabela 3.4) e a SG média para todas as
comparagdes de pares, entre todos os materiais, foi de 0,42 + 0,14. Alguns
autores tém relatado sobre a estreita base genética dos cultivares de arroz
(Cuevas-Pérez et al., 1992; Rangel et al.,1996; Fuentes et al.,1999) e em
estudo com os mesmos 38 genotipos para caracterizagdo morfolodgica foi obtida
SG média de 0,76 + 0,08 (Cap.ll). Os resultados deste estudo mostraram que a
similaridade genética entre os gendtipos estudados nao € alta, considerando-se
que outros trabalhos utilizando marcadores RAPD tém mostrado valores
superiores a este, conforme foi evidenciado em arroz (SG média = 0,80) (Ko et
al., 1994; Davierwala et al., 2000) e em trigo (SG média = 0,88) (Bered, 1999).

Com base nos dados de RAPD foi desenvolvida a andlise de
agrupamento usando os valores de similaridade genética e o dendograma foi
gerado mostrando as relagdes genéticas entre os gendtipos estudados (Figura
3.1). Foi adotado o indice de 0,50 de similaridade genética para formag¢ao dos

grupos, considerando-se esta a maxima similaridade entre os genitores a
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serem utilizados nos cruzamentos do programa de melhoramento do IRGA. Foi
possivel identificar seis grupos formados por genétipos do grupo indica e dois
grupos por genotipos japonica. A distingdo entre os gendtipos indica e japbnica
ocorre com similaridade genética de 0,31, sendo esta separagao obtida com
os primers OPA-16 (900 pb) e OPM-02 (1150 pb).

O grupo 1 contemplou 19 gendtipos, envolvendo a maioria das linhagens
e cultivares IRGA e os cultivares BRS 6, BRS 7, EPAGRI 108 e EPAGRI 109.
De modo geral, esses materiais sdo derivados de cruzamentos ou selegdes do
cultivar BR-IRGA 409, ou ainda descendem de ancestrais comuns a este
cultivar, como por exemplo a linha IR 665. Os cultivares CEYSVONI, ELONI e
DIWANI, todos originarios do Suriname, formaram o grupo B. Os cultivares
CICA 8, BR-IRGA 415 e IRGA 416 formaram grupos independentes,
denominados C, D e E. No grupo F, estdo agrupados o cultivar QUALIMAX 1 e
a linhagem IRGA 440 (Figura 3.1).

O grupo G foi formado pelos cultivares americanos BLUEBELLE,
CYPRESS e DAWN, o cultivar COLOMBIA 1, proveniente da Colémbia, os
cultivares EEA 404 e EEA 406, do Brasil, e, o INIA TACUARI, do Uruguai. Os
cultivares FORMOSA, DIAMANTE, KOSHIHIKARI e L 202 formaram o grupo H.

O maior coeficiente de similaridade genética (0,90) foi entre os cultivares
IRGA 419 e IRGA 420 (grupo A). Apesar de apenas o cultivar ORYZICA 1 ser o
genitor comum para os dois cultivares (Tabela 3.1), os outros dois genitores
apresentam a mesma origem, resultantes do cruzamento das linhagens IR 930
e IR 665. Ao contrario de um dos genitores, o cultivar IRGA 419 ndo apresenta

pilosidade nas folhas e glumelas, uma possivel causa para este fato é que
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tenha ocorrido mutagao espontadnea. O menor indice foi entre os cultivares

CYPRESS e EL PASO 144, com apenas 0,15 de similaridade genética.

3.3.2. Analise com marcadores microssatélites

A analise com marcadores microssatélites foi realizada com 13 pares de
oligonucleotideos iniciadores para amplificacdo do DNA. Todos os pares de
oligonucleotideos iniciadores geraram fragmentos de amplificacdo polimérficos
entre todos os gendtipos avaliados. Foram detectados 73 alelos com média de
5,61 alelos por loco, os quais foram suficientes para classificar os materiais
estudados. Além disto, este valor foi superior aquele de Thanh et al. (1999) que
encontraram uma média de 2,9 alelos por loco, utilizando 14 oligonucleotideos
iniciadores em um estudo de diversidade genética com arroz de sequeiro. O
loco mais polimérfico foi o RM238, apresentando 10 alelos amplificados e o
menos polimérfico foi o loco RM261 com apenas trés alelos (Tabela 3.3).

As estimativas de similaridade genética obtidas com os dados de
microssatélites estdo apresentadas na Tabela 3.5, sendo a SG média de 0,25
+0,20.

Os materiais foram agrupados com base nos 73 alelos amplificados e a
representacdo deste agrupamento pode ser observada na Figura 3.2. Foi
adotado o mesmo critério do RAPD para formagdo dos agrupamentos. O
coeficiente de similaridade teve uma amplitude de 0,00 a 1,00 (Tabela 3.5),
evidenciando-se neste estudo o alto poder de discriminacdo com
microssatélites. Estes resultados concordam com outros que evidenciaram

altos niveis de diversidade alélica através de microssatélites (Garland et
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al.,1999; Akagi et al.,1997), inclusive superior aos dos marcadores de AFLP e
RAPD, conforme estudo realizado por Mackill et al. (1996).

A separacgdo entre os gendtipos do grupo indica e japbnica foi obtida
com o loco RM261

O grupo A foi constituido por oito cultivares ( BR-IRGA 409, BR-IRGA
412, IRGA 418, BRS 6, BRS 7, QUALIMAX 1, EL PASO 144, BR-IRGA 414) e
uma linhagem (IRGA 440). Observou-se que houve uma relagédo, com 100 %
de similaridade genética (Tabela 3.5),entre os gendtipos BR-IRGA 409 e BR-
IRGA 412, os quais apresentam a mesma genealogia (Tabela 3.1), e entre o
BRS 6 e BRS 7. Embora ndo se conhega a origem do cultivar BRS 7, estes
resultados indicam que possuem alta similaridade genética.

Os cultivares IRGA 416 e IRGA 421 estao representando o grupo B, com
77 % de similaridade, mostrando a proximidade existente entre os dois
materiais, conforme a genealogia (Tabela 3.1).

O grupo C foi formado pelas duas linhas irmas IRGA 417 e IRGA 318. O
cultivar CICA 8 formou um grupo independente (D), enquanto o BR-IRGA 410 e
0 BR-IRGA 415 formaram o grupo E.

No grupo F aparecem os gendtipos EPAGRI 108, IRGA 1567, IRGA 419,
IRGA 420 e IRGA 1598. Destaca-se neste grupo a total similaridade (100 %)
entre os cultivares IRGA 419 e IRGA 420 (Tabela 3.5), apesar de apenas um
dos genitores ser comum aos dois cultivares (Tabela 3.1).

O cultivar EPAGRI 109 formou o grupo G e as linhagens descendentes
do cruzamento IRGA 959 formaram o grupo H. Os cultivares CEYSVONI,

ELONI e DIWANI agruparam-se separadamente (grupos |, J e K).
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Cinco cultivares japdnica formaram grupos independentes (BLUEBELLE,
dos Estados Unidos, L; COLOMBIA 1, da Colédmbia, M; FORMOSA, de Taiwan,
P; KOSHIHIKARI, do Japao, Q e DIAMANTE, do Chile, R). A formagao destes
grupos indica que a alta diversidade genética ainda existe entre fontes de
paises diferentes. Esta relagao pode ser atribuida a forte pressao realizada por
programas de melhoramento para selegao de gendétipos com adaptagéo local.

Foram agrupados no grupo N os cultivares CYPRESS, L 202, DAWN e
INIA TACUARI, todas americanas ou descendentes. Os gendtipos EEA 404 e
EEA 406 (grupo O), desenvolvidos pelo IRGA, sédo representantes do tipo
tradicional de plantas muito cultivadas no Rio Grande do Sul nos anos 60.

Os menores indices de similaridade (SG = 0,00) foram verificados entre
gendtipos do grupo japdnica com gendtipos do grupo indica. Ainda destacam-
se os cultivares CEYSVONI e BR-IRGA 410, ambas do grupo indica, que
apresentaram apenas similaridade de 0,4 (Tabela 3.5).

Ao longo dos anos, muitos trabalhos tém mostrado a eficiéncia do uso
de marcadores moleculares em estudos de divergéncia genética (Figdore et al.,
1993; Virk et al., 1995; Nagaoka e Ogihara, 1997; Zhu et al., 1998; Xie et al.,
2000). Aléem disso, muitas vezes sdo encontradas diferengas entre tipos de

marcadores moleculares na eficiéncia em detectar polimorfismo.

3.3.3. Comparacao entre marcadores RAPD e microssatélites
Com base nos resultados apresentados anteriormente, observou-se que
ambos os marcadores, RAPD e microssatélites apresentaram bom poder de

discriminagao entre os gendtipos, onde os indices de SG médios encontrados
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foram de 0,42 e 0,25, respectivamente. Alguns relatos tém sido feitos de que os
microssatélites sdo uma poderosa ferramenta para estudos de diversidade
(Akagi et al., 1997; Thanh et al., 1999), inclusive para genétipos aparentados,
conforme foi verificado por Garland et al., (1999) em cultivares australianos de
arroz. Neste estudo, ficou evidenciado que os marcadores de microssatélites
também tiveram maior poder de discriminagcao, concordando com Davierwala et
al. (2000), que encontraram resultados superiores com microssatélites
comparado aos dos marcadores RAPD e ISSR.

Nos dendogramas obtidos com RAPD e microssatélites (Figuras 3.1 e
3.2) foram formados oito e dezoito grupos, respectivamente, havendo em geral,
concordancia na disposicdo dos gendtipos entre os dois marcadores.
Entretanto, observou-se que com RAPD nao foi possivel maior separagao entre
0s gendtipos indica aparentados, onde houve a formagdo de um grande grupo
(A), porém com microssatélites houve maior discriminagdo entre estes
materiais.

As diferengas evidenciadas nos gendtipos do grupo indica entre os dois
marcadores serao apresentadas a seguir. Os cultivares IRGA 421 e IRGA 416
formaram o grupo (B) com microssatélites, porém com os marcadores de
RAPD agruparam-se em grupos diferentes (A e E), ao contrario do esperado, ja
que o primeiro cultivar é originario da selecdo do segundo. Os gendtipos
EPAGRI 108 e EPAGRI 109 formaram o grupo B (RAPD). Isto é consequéncia
do parentesco existente entre eles, uma vez que sao provenientes do mesmo
cruzamento. Por outro lado, foram agrupados separadamente com

microssatélites.
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Provavelmente as diferencas de estimativas e agrupamentos
encontradas para os dois tipos de marcadores moleculares utilizados,
decorram da abrangéncia diferencial do genoma feita pelos marcadores
utilizados. Segundo Bohn et al. (1999), a precisdo das estimativas de
similaridade genética, baseada em marcadores moleculares, depende da
localizacdo e do numero de marcadores utilizados.

Embora os cultivares CEYSVONI, DIWANI e ELONI, os quais sao
originarios do Suriname, tenham se agrupado de forma diferente para os dois
marcadores, em ambas situacdes ficaram proximos.

Nos materiais japdnica, a reprodug¢do do agrupamento nos dois
dendogramas foi alta, sendo encontradas pequenas diferengas, como ocorreu
para os cultivares DIAMANTE, KOSHIHIKARI e CYPRESS.

Através das matrizes de similaridade genética foram calculadas as
médias dos coeficientes de similaridade entre todos os gendtipos dentro dos
grupos indica e japonica (Tabela 3.6). Os resultados mostraram que para os
marcadores do tipo RAPD e microssatélites, a divergéncia genética foi maior
para o grupo indica em relagdo ao japbnica. Além disso, os marcadores de
microssatélites revelaram menor indice de similaridade. Da mesma forma,
outros trabalhos indicaram maior divergéncia genética para o grupo indica
(Zheng et al., 1994; Ghareyazie et al., 1995; Mackill, 1995; Cao e Oard, 1997;

Zhu et al., 1998; Sun et al., 2001).

3.3.4. Anadlise entre os marcadores de RAPD, microssatélites e

morfologicos.
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Através dos marcadores moleculares foi possivel separar os genotipos
indica dos japbnica, ao contrario, o uso das caracteristicas morfolégicas da
planta ndo permitiu esta discriminagdo (Figura 3.3). Esta separagdo €
importante, uma vez que existem caracteristicas interessantes associadas a
gendtipos de cada grupo. Exemplo disso, sdo materiais japdnica que sao fontes
de resisténcia ao frio (Cruz e Milach, 2001), que € uma caracteristica inserida
nos objetivos de programas de melhoramento de arroz (Rosso et al., 2001;
Cruz et al., 2001).

As similaridades genéticas médias calculadas para RAPD (0,42 + 0,14),
microssatélites (0,25 + 0,20) e caracteristicas morfolégicas (0,76 + 0,081),
mostraram que o menor indice para os genoétipos analisados foi obtido com
microssatélites, seguido por RAPD e por marcadores morfolégicos. Essas
diferencas de SG média foram significativas ao nivel de 5 % pelo teste t. Nos
estudos em que sao feitas estimativas de similaridade genética, é interessante
utilizar-se mais de um tipo de marcador molecular, pois havera maior cobertura
do genoma e, desta forma, poderdao ser reduzidos os erros das estimativas,
(Davierwala et al., 2000) principalmente se os genétipos forem aparentados.

Para comparar cada par de matrizes de similaridade provenientes do
conjunto dos dados, utilizou-se o teste de Mantel (Figuras 3.4, 3.5 e 3.6). Este
teste permite correlacionar duas matrizes. Os resultados indicaram que a
correspondéncia entre os dendogramas gerados através de RAPD e de
microssatélites (r = 0,69) foi maior do que a correlagao entre os marcadores
morfolégicos e microssatélites (r = 0,50) ou entre morfolégicos e RAPD (r =

0,40).
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Embora existam relatos de que caracteristicas morfolégicas sao
eficientes para discriminagédo de gendtipos (Thomas et al., 2001), neste estudo
foi mostrada pouca eficiéncia na identificagao de divergéncia entre os materiais
estudados. Este € um aspecto importante na analise do germoplasma do
programa de melhoramento, em que se buscam combinagdes de alelos
favoraveis para caracteristicas de interesse e, assim, aumentar os ganhos
genéticos.

Baseado nas caracteristicas morfoldgicas, o coeficiente de similaridade
encontrado entre o cultivar BRS 7 e a linhagem IRGA 1598 (ambas do grupo
indica) foi 0,97 (dados ndo mostrados). Diante disso, o melhorista seria
induzido a nao realizar cruzamento entre esses genodtipos por serem muito
similares. Entretanto, com os marcadores moleculares, principalmente com
microssatélites, foi evidenciado que existem diferengas genéticas entre eles
(SG=0,44), mostrando que com este cruzamento haveria possibilidade de
encontrar-se variabilidade na progénie.

Em ambos exemplos, os gendtipos envolvidos pertencem ao mesmo
grupo, o que é de grande importancia, visto que a alta esterilidade € uma das
limitagdes nos cruzamentos feitos entre materiais de grupos diferentes. Além
disso, a variabilidade genética dentro do mesmo grupo pode permitir que
gendtipos elite, com adaptacao e tipo similares, sejam cruzados e originem
populagdes segregantes com maior potencial para desenvolvimento de novos

cultivares.
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3.3.5. Base genética do germoplasma no melhoramento de arroz

Apesar da expectativa com base em estudos com marcadores
morfolégicos, conforme foi mostrado neste trabalho, e de coeficiente de
parentesco (Rangel et al., 1996) de que a base genética de gendtipos de arroz
irrigado cultivados no Brasil seria muito estreita, foi possivel encontrar
variabilidade genética através dos marcadores moleculares do tipo RAPD e
microssatélites.

A expectativa para variabilidade dentro de uma base genética estreita
tem sido relatada por Rasmusson e Phillips (1997). Segundo esses autores,
essa variabilidade é proveniente da “variacdo de novo”, que ocorre devido as
recombinagdes intragénicas, crossing over desigual, elementos transposons,
metilacdo do DNA, paramutacdo ou ainda por amplificagdo do gene. Evidéncias
para essa teoria vém dos ganhos genéticos obtidos em culturas como cevada
e centeio, com base genética estreita.

De fato, os resultados deste estudo corroboram essa teoria, visto que o
cultivar IRGA 421 foi selecionado dentro do cultivar IRGA 416 e ambos
diferenciam-se para as caracteristicas de ciclo e suscetibilidade a brusone da
folha e da panicula (IRGA, 2001).

Este estudo mostrou que, apesar da estreita base genética dos
cultivares de arroz irrigado no Brasil, existe variabilidade, a qual tem permitido
o desenvolvimento de cultivares competitivos. Apesar disso, é fundamental que
os programas de melhoramento de arroz continuem se preocupando em sair

dos patamares de rendimento de graos que a cultura atingiu. Para isso,
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contudo, variabilidade mais ampla do que a existente hoje deve ser buscada no

arroz irrigado.
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3.4. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que:

Com os marcadores moleculares de RAPD e microssatélites é possivel
obter-se boa discriminagdo entre gendtipos de arroz. A maior
divergéncia genética ocorre entre gendtipos do grupo indica do que com
gendtipos do grupo japénica, avaliada tanto com marcadores do tipo
RAPD quanto microssatélites;

Ha diferenca de agrupamento com os diferentes sistemas de
marcadores, sendo que a maior relagdo genética € entre RAPD e
microssatélites do que entre os marcadores moleculares e o0s
marcadores morfoldgicos.

Os marcadores de microssatélites identificam menor similaridade
genética entre os gendtipos estudados em relacdo aos de RAPD e
marcadores morfoldgicos;

Neste grupo de gendtipos os locos OPA-16 (900 pb) e OPM-02 (1150
pb) de RAPD e o loco RM261 de microssatélites permitem a separagéo

dos gendtipos dos grupos indica e japonica.
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TABELA 3.1.Gendtipos de arroz utilizados no estudo, seu grupo e respectivas
genealogias. Cachoeirinha, IRGA / EEA, 2002.

Genétipos Grupo1 Genealogia

BR-IRGA 409 I IR 930-2 / IR 665-31-2-4
BR-IRGA 410 | IR 930-53 / IR 665-31-2-4
BR-IRGA 412 I IR 930-2 / IR 665-31-2-4
BR-IRGA 414 I IR 930-2 / IR 665-31-7-4
BR-IRGA 415 | CICA 9/ BR-IRGA 409

BRS 6 | SELECAO BR-IRGA 410

BRS 7 I -

CEYSVONI I SML 997 / AWINI

CICA 8 I CICA 4// IR 665-23-3/ TE TEP
DIWANI | WASHABO / IR454-1-17-1-1
EL PASO L 144 I IR 930-2 / IR 665-31-2-4
ELONI I ACORNI // KAPURI / IR 454
EPAGRI 108 I CT 7347 / IR 21015-72-3-3-3-1
EPAGRI 109 I CT 7347 / IR 21015-72-3-3-3-1
IRGA 416 I IR 841-67-1-1 / BR-IRGA 409
IRGA 417 I NEW REX /IR 19743-25-2-2 // BR-IRGA 409
IRGA 418 | BR-IRGA 412 / CICA 9 // BR-IRGA 409
IRGA 419 I ORYZICA 1/ BR-IRGA 409
IRGA 420 I ORYZICA 1/BR-IRGA 412
IRGA 421 | SELECAO IRGA 416

IRGA 318-11-6-8-2-A1-2
IRGA 440-49-2-2-5

IRGA 959-1-2-2F-5-2-4-D-1-1-MF

IRGA 959-1-2-2F-5-2-5-A-2
IRGA 1567-14-2-3-1-
IRGA 1598-3-2F-1-3-1
QUALIMAX 1
BLUEBELLE
COLOMBIA 1
CYPRESS

DAWN

DIAMANTE

EEA 404

EEA 406

IAS 12-9 FORMOSA
INIA TACUARI
KOSHIHIKARI

L 202

< < < < N o S S S

NEW REX /IR 19743-25-2-2 // BR-IRGA 409
P 1356-1-3M-2-1B / BR-IRGA 412

IRGA 793 / P 1790-5-1M-4-5M-1B-3M-1B
IRGA 793 / P 1790-5-1M-4-5M-1B-3M-1B
IRGA 370-16-2-1-1F / IRGA 416
TEBONNET / P 1390-1-1M-2-1B

C.l. 9214 /I CENTURY PATNA 231/ C.I. 9122
NAPAL / TAKAO - IKU 18

L 202 / LEMONT

CENTURY PATNA 231 /HO 12-1-1
AGOSTANO /P 6 / BLUE ROSE // RB 2/ BALILLA
ZENITH / MARAVILHA 1

ZENITH / MARAVILHA 1

NEW BONNET / NEW REX L 79

IR456-3-2-1-SEL / 7232278 // L 201




1= indica; J = Japodnica; -- = Desconhecida
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TABELA 3.2. Porcentagens de marcadores polimorficos e monomorficos

obtidas com 32 primers de RAPD. UFRGS, 2002.

Primers Sequéncia dos Marcadores Marcadores Total
primers polimérficos monomorficos
OPA-02 5TGCCGAGCTGY 3 3 6
OPA-07 5GAAACGGGTG3’ 2 4 6
OPA-10 5GTGATCGCAGYZ 3 1 4
OPA-11 5'CAATCGCCGTY 3 2 5
OPA-15 5TTCCGAACCC3’ 1 1 2
OPA-16 5’AGCCAGCGAAY 4 1 5
OPA-17 5GACCGCTTGT3 4 0 4
OPA-19 5CAAACGTCGGY3 6 0 6
OPA-20 5GTTGCGATCC? 3 1 4
OPC-20 5ACTTCGCCAC3’ 6 1 7
OPD-02 5GGACCCAACC3 1 1 2
OPD-12 5CACCGTATCC3’ 3 1 4
OPD-15 5CATCCGTGCT3’ 1 2 3
OPD-19 5CTGGGGACTT3’ 2 3 5
OPE-06 5’AAGACCCCTCZ 2 0 2
OPE-07 5AGATGCAGCC3 4 1 5
OPE-09 5CTTCACCCGA3’ 4 0 4
OPE-14 5TGCGGCTGAG3’ 3 1 4
OPE-18 5GGACTGCAGAYZ 1 3 4
OPE-19 5ACGGCGTATGY 4 0 4
OPM-02 5’ACAACGCCTC3 4 1 5
OPM-03 5GGGGGATGAGYT 3 1 4
OPM-06 5CTGGGCAACT3’ 3 1 4
OPM-07 5'CCGTGACTCAZ 2 0 2
OPM-08 5TCTGTTCCCC3 7 0 7
OPM-10 5TCTGGCGCACY 1 0 1
OPM-11 5GTCCACTGTG3 3 0 3
OPM-16 5GTAACCAGCC3’ 3 2 5
OPM-17 5TCAGTCCGGGZ 5 1 6
OPM-18 5CACCATCCGT3’ 2 3 5
OPM-19 5 CCTTCAGGCA3’ 1 1 2
OPM-20 5AGGTCTTGGG3’ 1 1 2
Total 95 37 132
% 71,97 28,03 100
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TABELA 3.3. Locos microssatélites utilizados na analise de 38 gendtipos de
arroz, sequéncia dos primers, localizagdo cromossé-mica,
temperatura de anelamento e alelos amplificados. UFRGS, 2002.

Locos Seqiiéncia dos primers Cromos- Temp.de Alelos
somos anelamen- amplifi-
to (°C) cados
RM81 F5GAGTGCTTGTGCAAGATCCAZ 1,3 59 4
RS CTTCTTCACTCATGCAGTTC3
RM212 F5'CCACTTTCAGCTACTACCAG3’ 1 61 4
R5CACCCATTTGTCTCTCATTATGY®
RM220 F5’'GGAAGGTAACTGTTTCCAAC3 1 58 5

R5GAAATGCTTCCCACATGTCT3’

RM238 F5'GATGGAAAGCACGTGCACTAZ 1,6 61 10
R5’ACAGGCAATCCGTAGACTCGZ

RM207 F5'CCATTCGTGAGAAGATCTGA3’ 2 61 4
R5'CACCTCATCCTCGTAACGCCY

RM233 F5'CCAAATGAACCTACATGTTG3 2 57 6
R5'GCATTGCAGACAGCTATTGAZ’

RM261 FS'CTACTTCTCCCCTTGTGTCG3’ 4 61 3
R5TGTACCATCGCCAAATCTCCZ

RM234 FS’ACAGTATCCAAGGCCCTGG? 7 61 4
R5'CACGTGAGACAAAGACGGAGY

RM223 F5'GAGTGAGCTTGGGCTGAAACT 5,8 61 6
R5GAGGCAAGTCTTGGCACTG3’

RM242 FS'GGCCAACGTGTGTATGTCTCS 9 61 5
R5'TATATGCCAAGACGGATGGGT

RM239 F5'TACAAAATGCTGGGTACCCCS 10 61 5

R5ACATATGGGACCCACCTGTC3’

RM206 F5'CCCATGCGTTTAACTATTCT3' 11 59 8
R5CGTTCCATCGATCCGTATGG?
RM235 F5’AGAAGCTAGGGCTAACGAACY 12 61 9

R5TCACCTGGTCAGCCTCTTTCZ




TABELA 3.4. Matriz de similaridade genética de 38 gendtipos de arroz obtida pelo coeficiente de
Jaccard para os dados dos marcadores RAPD. UFRGS, 2002.
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TABELA 3.5.Matriz de similaridade genética de 38 gendtipos de arroz obtida
pelo com coeficiente de Jaccard para os dados dos marcadores
microssatélites. UFRGS, 2002.
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TABELA 3.6.
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Médias dos coeficientes de similaridade entre todos os gendtipos
dentro dos grupos indica e japbnica, para os diferentes
marcadores. UFRGS, 2002.

RAPD Microssatélites Morfolégico
indica 0,41 0,24 0,77
Japonica 0,53 0,36 0,70




FIGURA 3.1. Dendograma do agrupamento de 38 gendtipos de arroz com
marcadores RAPD. UFRGS, 2002.
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FIGURA 3.2. Dendograma do agrupamento de 38 gendtipos de arroz com
marcadores microssatélites. UFRGS, 2002.

84



FIGURA 3.3. Dendograma do agrupamento de 38 gendtipos de arroz para
caracteristicas morfolégicas. UFRGS, 2002.
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Coeficiente de Similaridade Microssatélites

FIGURA 3.4.

Coeficiente de Similaridade Microssatélites
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FIGURA 3.6. Correlagao entre as matrizes de similaridade morfolégica e RAPD.
UFRGS, 2002.

CONCLUSOES GERAIS

Os gendtipos estudados apresentam alta similaridade genética para os
descritores morfologicos do arroz, principalmente dentro do grupo indica. As
caracteristicas mais polimorficas sdo o peso de 1000 grdos e o ciclo e, as
monomorficas sdo a cor da auricula e da ligula, o angulo dos afilhos, a
distribuicao das aristas e a cor das glumelas,

As caracteristicas que mais contribuem para separar os gendtipos dos
grupos indica e japonica, sdo o angulo da folha bandeira, comprimento do
colmo, altura de exergéo e grau de grane da panicula.

As caracteristicas morfolégicas ndo separam corretamente os genotipos
de arroz do grupo indica e japénica.

Os marcadores moleculares do tipo RAPD e microssatélites permitem
alta discriminacdo entre os gendétipos, mostrando que existe variabilidade
genética neste germoplasma, principalmente no grupo indica. Entre os
marcadores utilizados, os microssatélites identificam menor similaridade
genética entre os genotipos.

A maior divergéncia genética ocorreu entre gendtipos do grupo indica
do que com gendtipos do grupo japdnico, tanto com marcadores do tipo RAPD
quanto do tipo microssatélites.

Ha diferenga de agrupamento com os diferentes sistemas de
marcadores, sendo que a maior relacdo genética é entre RAPD e
microssatélites do que entre os marcadores moleculares e os marcadores

morfoldgicos.
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Neste grupo de gendtipos os locos OPA-16 (900 pb) e OPM-02 (1150
pb) de RAPD e o loco RM261 de microssatélites permitem a separagao dos
genotipos dos grupos indica e japonica.

Este estudo mostra que apesar da estreita base genética existente entre
a maioria dos genotipos de arroz estudados, ainda se encontra variabilidade
genética para ser explorada, na busca de se obter ganhos genéticos nos

programas de melhoramento de arroz dessa cultura.
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	Cromos-
	somos
	Temp. de anelamen-to \(°C\)
	Alelos
	amplifi-
	cados
	
	F5’GAGTGCTTGTGCAAGATCCA3’


	1,3
	59
	4
	F5’CCACTTTCAGCTACTACCAG3’
	1
	61
	4
	1
	58
	5
	
	
	R5’GAAATGCTTCCCACATGTCT3’



	1,6
	61
	10
	2
	61
	4
	2
	57
	6
	4
	61
	3
	7
	61
	4
	5,8
	61
	6
	RM242

	9
	61
	5
	
	
	F5’TACAAAATGCTGGGTACCCC3’



	10
	61
	5
	11
	59
	8
	12
	61
	9
	TABELA 3.5.Matriz de similaridade genética de 38�
	TABELA 3.6. Médias dos coeficientes de similarid�
	RAPD
	Microssatélites
	Morfológico
	Índica
	0,41
	0,24
	0,77
	Japônica
	0,53
	0,36
	0,70
	FIGURA 3.1. Dendograma do agrupamento de 38 genó�

