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Resumo

MONZON, DAISY LETICIA RAMIREZ. Variabilidade genética de
germoplasma de arroz (Oryza sativa L.) para tolerancia ao frio na
germinacdo. 2015. 111f. Tese (Doutorado) — Programa de Pds-Graduacdo em
Agronomia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas-RS.

No estado do Rio Grande do Sul as temperaturas baixas sdo um dos principais
fatores limitantes a cultura do arroz, sendo a tolerancia ao frio uma
caracteristica de dificil selecdo em condicdes de campo. A utilizacdo de
marcadores moleculares SSR combinados com caracteristicas fenotipicas
fornecem informagbes completas e precisas, permitindo ao melhorista
selecionar de maneira mais eficiente genoétipos Uteis para os programas de
melhoramento. Sendo assim, o objetivo foi estudar a variabilidade genética dos
genaotipos pertencente ao banco ativo do germoplasma do arroz da Embrapa,
utilizando caracteres morfolégicos e marcadores moleculares SSR para a
identificacdo de variabilidade para tolerancia ao frio na germinacéo. A resposta
dos gendtipos para estresse por frio na germinacdo foi avaliada em dois
experimentos; I: 124 gendtipos de arroz e quatro testemunhas tolerantes foram
avaliados em condicao de temperaturas de 13°C por 28 dias e 25°C por sete
dias; foi comparado seu desempenho relativo, medido pelo comprimento do
coleoptilo, comprimento de raiz, comprimento de parte aérea e germinacao. Il
sob oscilacdo de temperatura de: 25°C, durante 72 horas, 13°C por 96 horas
(frio) e novamente 25°C por 72 horas (controle) para diferenciar genétipos
guanto a tolerancia ao frio por meio do recrescimento do coledptilo. Foram
avaliados 151 gendtipos e nove locus SSR. Os resultados obtidos indicaram
que entre os genotipos estudados do banco de germoplasma da Embrapa
existe ampla variabilidade genética, assim como diferentes respostas ao
estresse. Assim, alguns genotipos possuem potencial para serem utilizados na
ampliacdo da base genética em programas de pré-melhoramento e
melhoramento da cultura. Com base na caracterizacao fenotipica, os genétipos
mais promissores para cruzamentos e obtencdo de progénies superiores
quanto a tolerancia ao frio sdo BRS 7-Taim, Rio Grande, EEA 405. Na
caracterizacdo genotipica, 0s genoétipos em estudo apresentaram grande
variabilidade genética.

Palavras-chave: Caracteristicas fenotipicas; Estresse; SSR.



Abstract

MONZON, DAISY LETICIA RAMIREZ. Genetic variability in the rice (Oryza
sativa L.) germoplasm of Embrapa using molecular and morphological
markers. 2015. 111f. Thesis (Doctor of Sciences) — Programa de POs
Graduacao em Agronomia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas — RS.

At the Rio Grande do Sul State low temperatures are one of the main limiting of
rice crop, being the cold tolerance a characteristic of difficult selection on field
conditions. The utilization of SSR molecular markers combined with phenotypic
characteristics provides complete and precise information, enabling the breeder
to select more efficiently useful genotypes to the breeding programmes.
Therefore, the aim of this work was to study the genetic variability of the
genotypes belonging of the rice germoplasm active bank of Embrapa, using
morphological characters and SSR molecular markers, to identify the genetic
variability in cold tolerance at the germination. The response of the genotypes
to cold stress during the germination was evaluated in two experiments; | 124
rice genotypes and four tolerant controls were evaluated on conditions of
temperature of 13 °C during 28 days and 25 °C during seven days; there were
compared their relative performance, measured by the length of the coleoptile,
root and shoot, and germination. Il: under oscillation of temperature of 25 °C
during 72 hours, 13 °C during 96 hours (cold) and again 25 °C during 72 hours
(control) to differentiate the genotypes in terms of cold tolerance by the
regrowth of the coleoptiles. There were evaluated 151 genotypes and nine SSR
loci. The results obtained indicated that among the studied genotypes of the
germoplasm bank of Embrapa, there are broad genetic variability, as well as
different stress responses. Then, some genotypes have the potencial to be
used in the expansion of the genetic basis in the pre-breeding and breeding
programmes of this crop. Based on the phenotypic characterization, the most
promising genotypes to cross and obtain superior progenies in terms of cold
tolerance were BRS 7-Taim, Rio Grande and EEA 405. In the genotypic
characterization, the genotypes in study showed high genetic
variability.

Keywords: Tolerance, Stress, Cold, SSR.
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1. INTRODUCAO GERAL

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos cereais mais cultivados no mundo,
sendo considerado o alimento basico mais importante para aproximadamente
2,4 bilhdes de pessoas (IRRI, 2014). No Brasil esta cultura corresponde a
6,12% da producdo de grédos, sendo que 68% da producdo concentra-se no
estado do Rio Grande do Sul, onde praticamente a totalidade deste cultivo é
irrigado por inundacdo, com uma area total semeada em torno de 1,12 milhdes
de hectares, com uma produtividade média de 7,30 t ha™* na safra 2014/2015
(CONAB, 2015).

Embora o Brasil ndo seja o centro da origem e domesticacdo do arroz,
possui centenas de variedades tradicionais, também chamadas de crioulas.
Esta variedade fornece aos programas de melhoramento de plantas valiosa
fonte de informacdo genética (ARAUJO et al.,, 2003). Apesar dos ganhos
genéticos alcancados, na melhoria da qualidade de grdos e no aumento de
produtividade em nivel de lavouras de arroz, ha necessidade de uma ac¢ao
continua no desenvolvimento de novas cultivares, com caracteristicas que
atendam a crescente exigéncia dos produtores, industria e consumidores finais
(BRESEGHELLO et al., 2006).

A producédo do arroz duplicou-se entre 1966 e 1990, principalmente
devido ao lancamento comercial de cultivares altamente produtivas, ocorridas
na “Revolucdo Verde” (KHUSH, 2005). Contudo, o uso intensivo do
germoplasma melhorado, com genitores altamente aparentados entre si em
programas de melhoramento, tem reduzido a variabilidade genética disponivel
para a realizacéo de selecdo (HOSSAIN, 2007).

Entre os principais estresses abidticos que afetam o desenvolvimento e
produtividade de plantas cultivaveis, a temperatura baixa € um dos principais
condicionantes negativos climaticos mais importantes para o0 crescimento,
desenvolvimento e produtividade do arroz (CRUZ; MILACH, 2000), sendo
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considerados uns dos elementos climaticos que estdo intimamente
relacionados com o decréscimo da produtividade (ALONCO et al., 2005).

No periodo da germinacdo, a ocorréncia de estresse por frio inibe o
estabelecimento da planta, levando a maturidade desuniforme dos cultivos
(LOU et al., 2007). Sendo assim, existe necessidade de um maior investimento
no estudo deste fator.

O estresse por frio atua como um fator de estresse abidtico que possui
um forte impacto na sobrevivéncia, desenvolvimento e reproducdo desta
cultura (AGHAEE et al., 2011).

A resposta das plantas ao estresse por frio pode ser observada por meio
de alteracbes moleculares, celulares, bioquimicas, fisiolégicas e morfolégicas
(SANGHERA et al., 2011).

A ocorréncia do estresse por frio tem se tornado um problema para a
cultura em inimeros paises, dentre os quais, Australia, China, Indonésia,
Japao, Coréia, Nepal, Estados Unidos (YOSHIDA, 1981) e na América do Sul,
principalmente no Chile (CASTILLO; ALVARADO, 2002) e no sul do Brasil
(CRUZ; MILACH, 2000; STEINMETZ; BARGA, 2001). Devido aos vérios efeitos
do estresse por frio na cultura do arroz e o sério impacto na produtividade, a
tolerancia ao frio tem se tornado de consideravel importancia nessas regifes.
Esforcos para o desenvolvimento de cultivares com tolerancia ao frio tem
focado principalmente na germinacdo, estabelecimento de plantulas e no
estagio reprodutivo.

No caso da germinacdo e estabelecimento de plantulas, temperaturas
baixas do ar ou do solo podem impedir e retardar a germinacdo e o
crescimento de plantulas, levando a reducdo de estande e ao atraso, bem
como a néo uniformidade na maturacdo (ANDAYA; TAI, 2006; LUO et al.,
2007).

O estresse por frio pode reduzir a taxa metabdlica, pois o cloroplasto é
diretamente afetado pela baixa temperatura por danificar o aparelho
fotossintético e a molécula de clorofila (STHAPIT; WITCOMBRE, 1998). Na
fase de desenvolvimento vegetativo, o frio provoca redugao no estabelecimento
de plantas, taxa de desenvolvimento diario das folhas, afilhamento, altura das
plantas e baixa capacidade de competicdo do arroz em relagdo as plantas
daninhas (FREITAS et al., 2011).
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Além disso, o estudo relata que os fatores ambientais podem ocasionar
alteracdes na quantidade de amido no gréo de arroz, variando entre diferentes
cultivares (FREI et al., 2003), sendo definida por diferentes variaveis e
controlada por varios genes em interacdo com o ambiente (MARINI, 2012).

Os métodos de avaliacdo para tolerancia ao frio no estaddio de
germinacdo foram desenvolvidos, ajudando na caracterizacdo de gendtipos
tolerantes e sensiveis, estando disponiveis para a identificacdo de fontes de
tolerancia nos bancos de germoplasma. Estes métodos consistem basicamente
na germinacdo de sementes em baixas temperaturas sob condigbes
controladas, avaliando-se caracteristicas como a de germinagéo, comprimento
da radicula e comprimento do coleoptilo (JONES; PETERSON, 1976; CRUZ;
MILACH, 2004). Esses processos tém sido utilizados em estudos do controle
genético, da tolerancia ao frio na germinacdo (STHAPIT; WITCOMBRE, 1998;
CRUZ et al., 2006; PACHECOQY, 2011), mapeamento de QTLs (MIURA et al.,
2001; FUJINO et al., 2004) e na caracterizacdo de germoplasma (CASTILLO;
ALVARADO, 2002; SHARIFI, 2010; SHARIFI; AMINPANAH, 2010, BOSETTI,
2012).

A utilizacéo efetiva de recursos genéticos armazenados em bancos de
germoplasma, tanto para ampliacdo da base genética como para introducao de
caracteristicas de interesse, envolvendo a descricdo e registro de
caracteristicas morfoldégicas e moleculares, sdo importantes para determinar a
variabilidade genética que existe no conjunto de gendtipos, auxiliando, assim,
os melhoristas na escolha dos genétipos como genitores dos programas de
melhoramento. Ademais, estudos de variabilidade genética envolvendo
gendtipos do mundo todo (GARRIS et al., 2005; ALl et al., 2011; LI et al., 2010)
e variedades locais (THOMSON et al., 2007; MAGALHAES JR., 2007; EBANA
et al., 2008; BORBA et al., 2009; THOMSON et al., 2009) tém sido realizados
em arroz. Portanto, o desenvolvimento de cultivares adaptadas para
temperaturas baixas que acontecem no sul do Brasil, bem como a
compreensao da base genética para tolerancia ao frio sdo essenciais para
aumentar os patamares de produtividade da cultura do arroz

As tecnologias de marcadores microssatélites (SSR, Simple Sequence
Repeats), vem sendo utilizadas com sucesso na avaliagao genética dos bancos

de germoplasma (VARSHNEY et al., 2005), sendo adequados para estudos de
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genotipagem e andlise da variabilidade genética, uma vez que estes estédo
distribuidos ao acaso ao longo do genoma (XIE et al., 2010; BOUHADIDA et
al., 2011), assim como pelo baixo custo e repetibilidade.

Essa tecnologia pode auxiliar a identificacdo de regides genbmicas
responsaveis pela tolerancia ao frio, facilitando a transferéncia destas regides
no germoplasma adaptado.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo estudar a variabilidade
genética dos gendtipos pertencentes ao banco ativo de germoplasma do arroz
da Embrapa, utilizando caracteres morfolégicos e marcadores moleculares

SSR para a identificacdo de variabilidade na tolerancia ao frio na germinacao.
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2. CAPITULO |

REVISAO BIBLIOGRAFICA

IMPORTANCIA DOS CARACTERES FENOTIPICOS E GENETICOS NO
MELHORAMENTO DO ARROZ PARA TOLERANCIA AO FRIO

2.1 Importancia da conservacado do recurso genético no arroz

O arroz (Oryza sativa L.) € considerado um dos alimentos mais
importantes do mundo, sendo cultivado em mais de 100 paises e consumido
regularmente por mais de trés bilhBes de pessoas (IRRI, 2014). No Brasil,
grande parte da &rea plantada compreende o sistema de cultivo irrigado
(inundado), principalmente no estado do Rio Grande do Sul. Embora a
produtividade tenha crescido nos ultimos anos, ndo tem sido suficiente para
suprir a demanda crescente por este tipo de alimento (MENDES, 2013).

Variedades tradicionais mantidas em bancos de germoplasma, sédo de
grande importancia para a ampliacdo da base genética em programas de
melhoramento (LONDO et al., 2006; BOSETTI, 2012). Essas variedades
tradicionais possuem grande valor por possuirem variabilidade genética e ao
mesmo tempo complementarem o pool génico de cultivares modernas,
melhoradas recentemente. Representam, também, um estagio intermediario de
domesticacdo entre um ancestral selvagem e as variedades modernas,

servindo de reservatorio da variabilidade (LONDO et al., 2007).
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Estas variedades tradicionais sdo mantidas tanto pela capacidade de
adaptacdo ao ambiente quanto pela selecdo feita por produtores que determinam
quais variedades sao cultivadas no decorrer dos anos, sendo diferentes das
populacdes selvagens que séo disseminadas conforme a habilidade de sobreviver
e competicao sob condi¢des naturais (THOMSON et al., 2009).

Os germoplasmas constituem o0s elementos dos recursos genéticos que
influem na variabilidade genética e sao utilizados especialmente no melhoramento
genético de plantas (ACEVEDO et al., 2007). O uso intensivo do germoplasma
melhorado do arroz, com genitores altamente aparentados entre si, reduziu a
variabilidade genética disponivel para se realizar a selecdo e diminuiu a
produtividade de 2,4% apds a revolucao verde no fim dos anos 80 para 0,9% por
ano, atualmente (HOSSAIN, 2007; BOSETTI, 2012).

A estrutura genética de cole¢Bes nucleares de arroz tem sido alvo de
muitos estudos (BORBA et al., 2009; LI et al., 2010; SHINADA et al., 2014), assim
como a variabilidade genética do germoplasma do arroz, cultivado em uma escala
global, tem sido bem caracterizada com marcadores moleculares (GARRIS et al.,
2005; CAICEDO et al., 2007; ALl et al., 2011; SOW et al., 2014).

Na atualidade, a caracterizacdo dos genoétipos é feita tendo em
consideracdo, principalmente, as caracteristicas morfoloégicas, mas também os
marcadores moleculares, 0s quais sdo excelentes ferramentas para ampliar esta
caracterizacdo (SOUZA, 2001). Apesar dos caracteres morfolégicos serem
amplamente usados no estudo da variabilidade, a combinagédo com os marcadores
moleculares pode fornecer um quadro mais completo para o agrupamento de sub-
amostras e o planejamento de cruzamentos no melhoramento genético (ARRIEL,
2004).

2.2 Caracterizagdo morfologica do arroz
A caracterizagcdo morfolégica tem sido realizada em colecdes de

germoplasma para fornecer informacdes sobre a descrigcdo e a classificacdo dos

genotipos conservados, na discriminagdo de caracteres mais relevantes e,
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principalmente, para dar subsidio a programas de melhoramento genético por
identificar individuos desejaveis e quantificar a variabilidade disponivel (MELO,
2011).

As caracteristicas morfolégicas sédo fundamentais no melhoramento
aplicado e, por isso, sdo extremamente usadas na caracterizagédo da variabilidade
genética. Além disso, a caracterizacdo morfolégica corresponde a base de todo e
qualquer estudo, uma vez que a primeira determinacdo de um individuo comeca
pelo seu fendtipo, ou seja, pelo seu aspecto geral do ponto de vista morfolégico
(CHIES; LONGHI-WAGNER, 2003). Esta caracterizagdo morfolégica consiste em
fornecer uma identidade para cada amostra através do conhecimento de uma
série de dados que permitam estudar sua variabilidade genética (MELO, 2011).

Caracteristicas morfologicas utilizadas como descritores minimos na cultura
do arroz foram estabelecidas pelo SNPC, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 1997) e indicados pelo IRRI (1980), sendo 27
descritores minimos estabelecidos para esta cultura na descricdo das linhagens
do melhoramento que estdo em ensaios de Valor de Cultivo e Uso (VCU).

A toleréncia ao frio € uma dessas caracteristicas, de suma importancia em
regibes onde a ocorréncia de baixas temperaturas é comum durante o cultivo do
arroz. Por esse motivo, a caracterizacado de gendtipos tolerantes a esta condicao

adversa é de extrema importancia para a regiao Sul do Brasil.

2.3 Caracterizacdo molecular

Nas ultimas décadas, novas classes de marcadores foram desenvolvidas
visando, principalmente, obter uma maior cobertura genémica em menor tempo e
com menor custo. Dentre estes, destacam-se os marcadores microssatélites ou
SSR (Simple Sequence Repeats), utilizado com sucesso na avaliacdo da
variabilidade genética nos bancos de germoplasma, sendo considerados ideais
para a caracterizagdo molecular por serem marcadores co-dominantes,

abundantes, multialélicos e altamente polimérficos (VARSHNEY et al., 2005).
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Na cultura do arroz, o numero de marcadores microssatélites vem
aumentando devido ao desenvolvimento de pesquisas e suas publicacaes
(TEMNYKH et al. 2000, ALCOCHETE, 2005; GOULART et al., 2011,
KANAWAPEE et al., 2011), existindo mais de 2000 marcadores microssatélites
desenvolvidos para a cultura (McCOUCH et al., 2002) utilizados em estudos de
variabilidade genética e estrutura de populagcbes (NI et al., 2002; GARRIS et al.,
2005; THOMSON et al., 2007; JIN et al., 2010).

Analisando a relacdo genética do arroz entre cultivares locais do grupo
japonica, da Espanha, (Wankhade et al. 2010), utilizaram 30 gendétipos e dez
marcadores SSR para a caracterizacdo da variabilidade genética inter e intra-
varietal, ajudando, dessa forma, na caracterizacdo das variedades e na avaliacao
da pureza do germoplasma (ARNAO et. al., 2007). Por estas razfes, para obter
informacdes dentro das subespécies de arroz € importante o conhecimento da
variabilidade genética para a aplicacdo da selecdo assistida (TEMNYKH et al.,
2000).

Ao contrario do que se pensava incialmente a respeito das funcfes dos
microssatélites, muitos estudos demostram que os SSR estdo envolvidos em
diversos processos, como: organizagcdo dos cromossomos e regulacdo da
atividade génica (LI et al., 2002; LI et al., 2004; KANAWAPEE et al., 2011).

Atualmente, os marcadores moleculares sdo muito utilizados, pois séo
eficazes no estudo dos genomas, detectando polimorfismo diretamente no DNA e
nado tendo influéncia do ambiente. Além disso, sdo independentes do estadio de
desenvolvimento da planta (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998), podendo, ainda,
auxiliar em diferentes etapas como a coleta, a caracterizacdo, o manejo, a
ampliacdo e o uso dos recursos genéticos (FALEIRO, 2007).

Ao estudar a variabilidade genética de duas subespécies, indica e japonica,
mediante o uso de marcadores moleculares (SSR e AFLP), observou-se suficiente
polimorfismo para diferenciar claramente as duas sub-espécies (ARNAO et al.,
2007).

Li et al. (2010), em estudo da mini colecdo nuclear de arroz do
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), afirmaram que a
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diferenciacdo genética identificada por marcadores moleculares foi alta e
significativamente correlacionada com a diferenciagdo por caracteristicas
fenotipicas.

Do mesmo modo, marcadores microssatélites foram utilizados para estimar
a distancia maxima de 3,6m de fluxo génico entre arroz cultivado e a espécie
silvestre O. rufipogon (SONG et al.,, 2003). Dessa forma, os SSR podem ser
utilizados como ferramenta para a deteccéo de fluxo génico em arroz, além de ser
empregados em associacdo com outras metodologias (BRUNES et al., 2007).

Os descritores utilizados para arroz sao baseados, principalmente, nas
diferengas morfolégicas (BIOVERSITY INTERNATIONAL; IRRI; WARDA, 2007) e
tem sido usados para identificacdo de cultivares, estudos de variabilidade em
banco de germoplasma e identificacdo de individuos como genétipos potenciais
para serem incorporados em programas de melhoramento (BOSETTI, 2012).

Do mesmo modo, analisando a distancia genética em doze genotipos de
arroz comercial, utilizando 100 marcadores SSR, Rajemdran et al. (2012)
observaram que os marcadores moleculares sédo de utilidade para a identificacdo
de variedades, assim como andlise de pureza genética.

A utlizagdo de métodos moleculares combinados com informagdes
fenotipicas fornecem informacdo mais completa e precisa para 0s agrupamentos,
permitindo ao melhorista selecionar de maneira mais eficiente acessos Uteis a
programas de melhoramento genético, além de ter varias aplicagbes (HARRISON
et al., 2000).

2.4 Resposta ao frio em genétipos de arroz

A cultura do arroz apresenta vulnerabilidade as alteracdes climaticas, assim
como a ocorréncia de doencas e pragas, resultando em um decréscimo no
desenvolvimento das plantas e, consequentemente, na sua produtividade
(WALTER et al., 2010).

Além disso, o estresse por frio pode afetar o desenvolvimento da cultura

desde a germinacdo até o enchimento do grdo, reduzindo seu rendimento
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(YOSHIDA et al., 1997; MACKILL; LEI et al., 1997), assim como na germinagao, o
estabelecimento das plantulas, diferenciacdo dos primérdios florais (inicio do
estadio reprodutivo) (YE et al., 2009). Existem, ainda, diferencas em relacdo a
outras espécies que podem aclimatar-se, aumentando sua tolerancia logo apos
serem expostas a temperaturas intermediarias (MOYNIHAN et al., 1995), sendo
gue o arroz néo apresenta essa capacidade de aclimatacao (SATO, 2001).

Mudancas na expressao génica ocorrem em todas as espécies durante a
aclimatacao ao frio. Trabalhos realizados por Mohapatra et al. (1989); Hazen et al.
(2003) e Winfield et al. (2010) observaram o nivel de expressao de alguns genes
regulados pelo frio em diferentes cultivares, obtendo conhecimento detalhado de
respostas a estresses abidticos.

Conforme ocorreu a disseminacdo do arroz por muitas regides do mundo,
as espécies foram diferenciando-se com relacdo a resposta as temperaturas,
devido adaptacao a diferentes regiées, sendo que o grupo japonica adaptou-se em
areas de alta latitude, enquanto que a subespécie indica adaptou-se as condicbes
tropicais (TORO, 2006). Assim, as diferencas genotipicas de tolerancia ao frio na
fase de germinacao-emergéncia estdo relacionadas com a adaptacdo a condi¢des
especificas que as espécies e subespécies sofrem.

Além disso, diversos métodos de avaliacdo da tolerancia ao frio no estadio
de germinacdo foram desenvolvidos, permitindo a caracterizacdo de genaétipos
tolerantes e sensiveis (JONES; PETERSON, 1976; CRUZ; MILACH, 2004),
estando disponiveis para a identificacdo de fontes de tolerdncia nos bancos de
germoplasma. Caracteristicas como o indice de germinacdo, o comprimento da
radicula e o comprimento do coleoptilo tem sido utilizadas em estudos do controle
genético da tolerancia ao frio na germinacdo (STHAPIT; WITCOMBRE, 1998;
CRUZ et al., 2004), mapeamento de QTLs (MIURA et al., 2001; FUJINO et al.,
2004) e na caracterizacdo de germoplasma (CASTILLO; ALVARADO, 2002;
SHARIFI, 2010; SHARIFI; AMINPANAH, 2010).

Temperaturas abaixo de 15°C afetam os trés estadios da cultura do arroz: a
germinacao, o desenvolvimento vegetativo e o periodo reprodutivo (YOSHIDA,
1981). O comportamento das plantas nos diferentes estadios ndo esta
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correlacionado, existindo comumente genétipos tolerantes ou sensiveis ou vice
versa, em alguns dos estadios da planta (CRUZ; MILACH, 2004).

Ademais, pesquisas tem mostrado o efeito do frio na germinacdo em
genaotipos provenientes de areas de alta latitude, os quais apresentaram uma
rapida germinagdo em relacdo aos genotipos provenientes de baixas latitudes.
Comparacdes entre os grupos indica e japonica demonstram que estas podem
germinar a baixas temperaturas (8°C) sendo, provavelmente, cultivadas nas
regides temperadas, enquanto que as indica ndo possuem tolerancia ao frio
(TANKSLEY; McCOUCH, 1007; FUJINO et al., 2004).

A intensidade do frio, a duracéo da exposicao e a avaliagdo da recuperagao
sdo importantes para uma estimativa efetiva da tolerancia a baixas temperaturas
(LOU et al., 2007).

Fora isso, os efeitos ocasionados pelo estresse por frio no estadio
reprodutivo sao irreversiveis, ocasionando a diminuicdo da produtividade de graos
(SATAKE, 1991; GUNAWARDENA et al., 2002). O frio provoca inibicdo no
desenvolvimento do gréo de poélen, resultando, finalmente, em esterilidade (KHAN
et al., 1986). Isso acontece através do acumulo de acucares e amido nas células
do tapete, causando uma hipertrofia, o0 que origina uma interrupcao da nutricao
dos micrésporos, deixando o grdo de pdélen com maturacédo incompleta (SATAKE,
1976; SATAKE, 1991; NISHIYAMA, 1993).

A tolerancia ao frio € um fenbmeno complexo, pois é dependente da fase do
desenvolvimento do vegetal e da ocorréncia simultdnea de outros estresses
(CHINNUSAMY et al., 2004), acarretando uma série de mudancas moleculares,
bioquimicas, fisiolégicas e morfolégicas (WANG et al., 2003). Além disso, um
estudo preliminar relata que os fatores genéticos e ambientais podem ocasionar
alteracdes na quantidade de amido no grdo de arroz, variando entre diferentes
cultivares (FREI et al., 2003).

Muitos estudos tém sido realizados utilizando linhagens endogamicas
recombinantes (RILs), utilizando cruzamento entre genoétipos sensiveis ao frio da

espécie indica e uma tolerante da espécie japonica (LOU et al., 2007; JI et
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al.,2010; ANDAYA; MACKILL, 2003; ANDAYA; TAI, 2006; JIANG et al., 2008;
WANG et al., 2009; KIM; TAI, 2011).

Estudos de mapeamento genético utilizando populacbes de cruzamento
entre japonica e indica identificaram tolerancia ao frio por uma série de loci de
caracteristicas quantitativas (QTLs) (LOU et al., 2007; JIANG et al.,, 2008;
BARUAH et al., 2009). A maior parte dos QTLs ndo tem sido atribuidas para as
mesmas regides genbmicas, demonstrando as diferencas entre as populacdes de
mapeamento para as condicdes de estresse a baixa temperatura e para 0s

métodos utilizados para as avaliacfes da tolerancia ao frio.

2.5 Importancia da variabilidade e base genética na cultura do arroz

As informacdes moleculares de variabilidade e distancia genética podem
auxiliar no direcionamento do enriquecimento da base genética em um programa
de melhoramento (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). A utilizacdo de recursos
genéticos disponiveis em bancos de germoplasma é uma estratégia importante
para incorporar Vvariabilidade nos programas de melhoramento, podendo
potencialmente gerar novas cultivares com o aumento da base genética e
obtencéo de novas combinacdes alélicas (McCOUCH, 2005).

Estudos tem demonstrado que a base genética do arroz na América Latina
€ estreita (CUEVAS-PEREZ et al.,, 1992; RANGEL et al., 1996). No entanto, a
vulnerabilidade genética resulta quando um organismo carece de genes e/ou
alelos que lhe permita tolerar um estresse ambiental ou biolégico, levando, assim,
a vulnerabilidade da cultura (RAIMONDI et al., 2014).

Para o emprego das estratégias de melhoramento é necessario o
conhecimento da base genética da espécie com o intuito de aumentar os ganhos
por selecao, reduzindo a vulnerabilidade genética (ACEVEDO et al., 2007).

Para a realizacdo de cruzamentos, informacdes sobre a variabilidade e
estrutura da populagdo s&o essenciais para selecdo de caracteristicas

importantes, expandindo o acervo dos genes para identificar genoétipos que
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contenham genes e/ou alelos de importancia para os melhoristas (GARRIS et al.,
2005).

Em arroz, a analise da estrutura genética de populacdes possibilita a
caracterizacdo da variabilidade intra-especifica de acesso de germoplasma, e
permite estimar os relacionamentos entre grupos dentro da espécie estudada. Um
trabalho realizado por Raimondi et al. (2014) avaliou 40 gendtipos de arroz
desenvolvidos no Sul de Brasil utilizando AFLP e a genealdgia, indicou que 90%
das cultivares foram desenvolvidas a partir de apenas seis progenitores, revelando
uma base genética estreita entre essas cultivares.

A variabilidade genética refere-se ao grau em que o material genético difere
entre individuos de uma populacdo (MOREIRA et al., 1994; DINIZ; FERREIRA,
2000). E extremamente importante no melhoramento de plantas por fornecerem
parametros para identificagcdo de genitores que quando cruzados, possibilitam o
desenvolvimento das cultivares superiores (CARGNIN et al., 2010).

A reducdo da variabilidade genética ocasiona a diminuicdo do ganho
genético por ciclo de selecdo. A escolha de acessos geneticamente distintos em
relacdo aos genitores elites, armazenados em bancos de germoplasma para
integrarem o programa de melhoramento genético € uma alternativa viavel para
ampliacdo da base genética de arroz cultivado (SANTOS et al., 2006).

Trabalhos realizados por Zhu et al. (2007) estimaram que o arroz cultivado
contém aproximadamente 25% da variabilidade genética de seus progenitores
silvestres, representando uma forte erosdo genética durante a domesticacéo.
Além disso, um nivel significativo da variabilidade genética foi perdido durante o
melhoramento do arroz (CHOUDHURY et al., 2013).

Outrossim, inumeros trabalhos que avaliaram a variabilidade genética
utilizando caracteres morfolégicos e marcadores moleculares foram realizados nos
ultimos anos (BERTINI et al., 2010; BOSETTI, 2012; CHOUDHURY et al., 2013), e
permitiram o conhecimento das melhores combinagfes hibridas, viabilizando a
obtencdo de genotipos superiores nas geracdes segregantes (BENITEZ et al.,
2011).
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2.6 Genealogia das variedades de arroz

Para que a base genética possa ser ampliada, € de fundamental
importancia que seja conhecida a genealogia dos genoétipos a serem utilizados,
podendo, assim, evitar ou diminuir os cruzamentos aparentados (SILVA et al.,
1999). A falta de divulgagcdo das genealogias € um dos fatores que dificultam a
ampliacdo da base genética do arroz no Pais.

Um estudo recente sugere que uma das duas subespécies de arroz
asiatico, O. sativa ssp indica foi domesticado no Sudeste e Sul da Asia, enquanto
a outra subespécie, O. sativa ssp japonica foi domesticada no sul da China
(HUANG et al. 2012).

A selecdo natural e humana, diversidade climatica, solos e préticas
agricolas levaram a um aumento da variabilidade no arroz, contribuindo, também,
para diversificagdo do cultivo, como o de sequeiro e irrigado. As variedades
tradicionais sdo mais adaptadas ao sistema de sequeiro e caracterizam-se por
apresentar ciclo vegetativo mais curto, pouca capacidade de afilhamento, raizes
longas, paniculas longas resistentes ao degrane, gréos longos e espessos, folhas
e glumas glabras (VIEIRA, 2007).

Estudando a base genética na América Latina, a maior parte dos genes das
variedades comerciais sdo oriundas da Deo Geo Woo Gen (DGWG), Peta (Cina/
Lati Sail), progenitores do cultivar IR8 (CUEVAS-PEREZ et al., 1992; ACEVEDO
et al., 2007).A importancia deste progenitor € que na composi¢cao das cultivares
atuais, bem como devido ao uso intenso da cultivar IR8 nos cruzamentos, visava-
se a obtencado de cultivares semiands altamente produtivas (BRESEGHELLO et
al., 1999).

Trabalhos utilizando 42 cultivares recomendados no Brasil, observaram que
apenas 10 progenitores contribuiram com 68% do conjunto génico. Considerando
gue os progenitores de mesma origem podem estar relacionados, é possivel que a
base genética das cultivares de arroz irrigado do Brasil seja ainda mais estreita

(RANGEL et al., 1996). Ademais, as cultivares de arroz desenvolvidas no Sul do
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Brasil, por motivo da base genética estreita, sugere riscos da alta vulnerabilidade
na cultura (ACEVERDO et al., 2007; RAIMONDI et al., 2014).

Outro gendtipo que foi utilizada como progenitor € o Tetep, conhecida por
ser uma importante fonte de resisténcia a brusone, sendo que sua composicao
nas linhagens sdo de 8,3%. O gendtipo Tadukan foi utilizado com o mesmo
objetivo, mas com menor frequéncia, aportando 4,7% dos genes, e o0s
progenitores | Geo Tze, Mong Chin Vang A e Remadja participam com 5%
(BRESEGHELLO et al., 1999).

Do mesmo modo, variedades de gréo longo Lebonnet e Lemont possuem
mais de 72% dos genes em comum, no entanto, a variedade do grdo meédio
Calrose e Caloro possuem 9% dos seus genes em comum, mostrando, assim, a
estreita base genética dos gendtipos de arroz dos EUA (DILDAY, 1990).

Quanto a origem geografica, foi verificada a predominancia absoluta das
variedades asiaticas (ACEVEDO et al.,2007). Um trabalho realizados por
Breseghello (et al. 1999) analisando 62 gendtipos da Regido Nordeste do Brasil,
observou que entre os vinte progenitores identificados, apenas cinco ndo sao
provenientes da Asia, totalizando 6,1% do conjunto génico das linhagens.

Dessa forma, o conhecimento e o entendimento da base genética torna-se
fundamental para desenhar estratégias de melhoramento para aumentar o ganho

por selecao e reduzir a vulnerabilidade genética.



3. CAPITULO Il

CARACTERIZACAO FENOTIPICA DE GENOTIPOS DE ARROZ PARA
TOLERANCIA AO FRIO NO ESTADIO GERMINATIVO

3.1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é considerado uma das culturas mais importantes
no mundo, apresentando ampla adaptacdo as diferentes condi¢cdes de solo e
clima, bem como grande potencial de aumento de producdo, podendo ser
considerada como uma estratégia para o combate a fome no mundo (MENEZES
et al., 2012). E considerado um dos alimentos mais importantes para a nutricdo
humana, sendo a base alimentar de mais de trés bilhdes de pessoas. O Rio
Grande do Sul é considerado um dos principais produtores brasileiros de arroz
irrigado, com produtividade média em torno de 7,30 t ha™* (CONAB, 2015),0 que
corresponde a 61% da producao nacional (SOSBAI, 2014).

Fora isso, mesmo apresentando boa produtividade, observa-se uma
variacdo acentuada ao longo dos anos, causada, fundamentalmente, pelas
condic¢Oes climaticas (STEINMETZ et al., 2005; DA LUZ, 2011).

Temperaturas abaixo de 20°C podem ser prejudiciais para a cultura do
arroz, sendo muito comuns em areas temperadas e subtropicais (NANDA; SESHI,
1979). Sendo assim, a semeadura deve ser realizada em uma época que
possibilite a coincidéncia com o més que tenha as menores probabilidades de

ocorréncia de temperaturas baixas, uma vez que a temperatura € considerada um
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dos elementos climaticos de maior importancia para o crescimento,
desenvolvimento e produtividade do arroz (SOSBAI, 2014).

Para aumentar a produtividade da cultura de arroz, é importante
desenvolver estratégias para minimizar perdas devido aos estresses bidticos e
abioticos, mediante o desenvolvimento de variedades tolerantes a estes fatores
adversos (BOYER, 1982; KHUSH, 1999; JENA; MACKILL, 2008).

O frio pode gerar estresse osmotico pela incidéncia no consumo e perda de
agua, ficando uma maior concentracdo de solutos nas células. Também ocasiona
a reducdo na razao fotossintética e na taxa de respiragdo de varios érgaos e, por
consequéncia, na absorcéo dos nutrientes (TERRES et al., 1994), podendo causar
prejuizos ao arroz tanto na fase de germinacdo-emergéncia, quanto na fase
reprodutiva e de maturacao de plantas.

Os sintomas causados pelo frio, observados no periodo de germinacéo e
no desenvolvimento da planta sdo o atraso e diminuicdo na porcentagem de
emergéncia, baixa sintese de clorofila na plantula, necrose no tecido radicular,
atraso no crescimento, folhas amareladas, atraso na antese, esterilidade e inibicdo
do enchimento de graos (KANEDA; BEACHELL, 1974; VERGARA, 1976;
MACKILL; LEI, 1997; JIANG et al., 2008; KIM; TAI, 2011). A tolerancia ao frio é
uma caracteristica de dificil selecdo de campo, uma vez que a ocorréncia do
estresse € imprevisivel.

O estresse por frio durante o estadio vegetativo e reprodutivo provoca
grandes impactos na produtividade. Assim, o desenvolvimento de cultivares de
arroz tolerantes ao frio torna-se imprescindivel (ANDAYA; TAI, 2006).

Os gendtipos tolerantes atualmente disponiveis vieram de outros paises,
sendo selecionados de diferentes ambientes. Frequentemente estes gendtipos
sdo do tipo japonica, grao curto. No entanto, no Brasil os gendtipos mais
semeados sédo de gréo longo tipo indica. No estado de Rio Grande do Sul, a
instabilidade relacionada a ocorréncia de baixas temperaturas é agravada pela
utilizacdo, na maior parte da area orizicola, de cultivares semi-anas pertencentes
ao grupo indica, menos adaptadas as baixas temperaturas do que as cultivares do
grupo japonico (FAGUNDES et al., 2010; SOSBAI, 2014).
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Um dos principais fatores que influenciam o inicio da semeadura do arroz
no Estado é a temperatura do solo, que interfere diretamente na velocidade de
germinacao das sementes. A faixa de temperatura 6tima para a germinacéao situa-
se entre 20°C e 35°C (YOSHIDA, 1981; FAO, 2003; SHARIFI, 2010), sendo que
na temperatura de 25°C, a germinacéo é mais rapida (AMARAL; SANTOS, 1983).
Por outro lado, a germinacdo é mais lenta abaixo de 20°C. Sendo assim, o
desenvolvimento de gendétipos tolerantes ao frio € umas das alternativas mais
efetivas para evitar os danos por este fator (LOU et al., 2007; RANAWAKE et al.,
2014).

Para a realizacdo de uma estimativa da tolerancia ao frio, tem que ser
considerada a intensidade do tratamento utilizado, a duracdo da exposicdo e o
poder de recuperacdo da planta, sendo estas caracteristicas de suma importancia
(LOU et al., 2007). Dessa forma, foram desenvolvidos os indices para ambientes
controlados. Estes indices tém sido utilizados para avaliar o rendimento na cultura
do feijdo realizados por Porch et al. (2006), sendo testados para comparar o
desempenho do arroz em condicbes de baixas temperaturas (DA LUZ, 2011;
CRUZ; MILACH, 2004), exigindo a realizagdo de mais pesquisas com estes
parametros.

Outrossim, varios procedimentos de avaliacao estdo sendo realizados para
selecionar genotipos tolerantes ao estresse por frio em periodos especificos de
desenvolvimento da planta. Na germinacéo, a avaliagdo da tolerancia ao frio tem
sido feita submetendo-se as sementes a temperaturas que variam desde 10 °C até
25°C por periodos de trés até 35 dias, sendo que as caracteristicas mais
comumente medidas por varios autores sdo: a porcentagem e a velocidade de
germinacdo e o comprimento do coledptilo e radicula (BERTIN et al., 1996;
STHAPIT; WITCOMBE, 1998; DA LUZ, 2011; CRUZ; MILACH, 2004).

Muitos dos tratamentos para induzir o estresse por frio utilizam temperatura
constante, como 4°C (ZHAN et al., 2005), 5°C (NAGAMINE, 1991; ABBASI et al.,
2004; BARUAH et al., 2009), 6°C (JIANG et al., 2008), 9°C (ANDAYA; MACKILL,
2003; ANDAYA; TAIl, 2006; KIM; TAIl, 2011), 10°C (ZHANG et al., 2005;
BEVILACQUA, 2013), 12°C (ZHAN et al., 2005), 13°C (CRUZ; MILACH, 2004,
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RODRIGUES et al., 2014) e 15°C (YOSHIDA et al.,, 1996) para avaliagdo no
estadio de plantula, no entanto, para as avaliagdes na germinagdo as temperatura
mais utilizadas sdo 12°C (CORREDOR et al., 2007), 13°C (CRUZ et al., 2006),
14°C (WANG et al., 2009), e 15°C (MIURA et al., 2001; FUJINO et al., 2004).
Outros estudos, no entanto, utilizam temperaturas variaveis entre o dia e a noite,
tais como 10 a 6°C (QIAN et al., 2000; LOU et al., 2007), 25 a 9°C (ANDAYA et al.,
2003, 2007), 12 a 10°C (JI et al., 2010).

A caracterizacdo de genotipos tolerantes ao estresse por frio € de grande
importancia para identificar genitores para posterior utilizacdo em cruzamentos
direcionados.

O objetivo do trabalho foi caracterizar 0124 gendtipos de arroz do Banco

Ativo de germoplama da Embrapa, para tolerancia ao frio no estadio germinativo.

3.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em camara de crescimento (fitotron) da
Embrapa Clima Temperado e as avaliacbes foram realizadas no Centro de
Gendmica e Fitomelhoramento (CGF) da Faculdade de Agronomia “Eliseu Maciel”,
Universidade Federal de Pelotas.

Cento e vinte e quatro genoétipos de arroz de diferentes subespécies do
Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa foram estudados (Anexo I), tendo sido
realizado teste de germinacdo para todos o0s genétipos estudados, com a
finalidade de conhecer a qualidade das sementes.

Para a selecdo dos melhores gendétipos para posterior utilizacdo como
referéncia na classificacdo quanto a tolerancia ao frio na germinacdo
(testemunhas), foram utilizados seis genétipos de arroz (Oryza sativa L.), sendo
trés pertencentes ao grupo japonica (Oro, Brilhante e Diamante) e trés do grupo
indica (BR IRGA 410, IR8 e CICAS).

Dos seis gendétipos avaliados, IR8 e BR IRGA, 410 foram escolhidos por
serem reconhecidos como sendo sensiveis ao estresse por frio e 0s gendtipos

ORO e Brilhante como genotipos tolerantes.
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Duas metodologias foram utilizadas para caracterizacdo dos genotipos para
tolerancia ao frio, as quais séo descritas no experimento | e Il, respectivamente.

Nos dois experimentos as sementes foram semeadas em rolos de papel
umedecidos com quantidade de agua equivalente a 2,5 vezes o peso do substrato,
seguindo os critérios estabelecidos pelas Regras para Analise de Sementes
(BRASIL, 2009), e colocadas para germinar em Fitotron na Embrapa Clima

Temperado.
3.2.1 Experimento |- Estresse por frio na germinacao

Neste experimento as sementes dos 124 gendtipos foram submetidas a
germinacao em duas condi¢des: 13°C por 28 dias (estresse por frio) e 25°C por 07
dias (controle) (CRUZ; MILACH, 2004).

O experimento foi conduzido com um delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes de 50 sementes. Em cada rolo de papel foram
avaliadas 10 plantulas, escolhidas aleatoriamente. As variaveis avaliadas foram:
comprimento de coledptilo (cm), comprimento de raiz (cm), comprimento de parte
aérea (cm) e germinacao (consideradas as plantas normais entre as 50 sementes
de cada rolo).

Para a comparacdo de médias, foi realizado o desempenho relativo do
comprimento do coledptilo (DRcc), comprimento de raiz (DRcr), comprimento de
parte aérea (DRcpa) e a germinacdo (DRgrm), comparando a temperatura 13°C

em relacdo aos 25°C, de acordo com a equacao:

DRvariélvel = (fvariével 13°C/ Yvariével 25°c)*100

onde: X 13-c ; média da variavel aos 28 dias a 13°C;
X »soc : média da variavel aos 7 dias a 25°C.
Os dados, entdo, foram submetidos a analise para verificar a normalidade

dos residuos e homogeneidade da variancia, constatando-se a necessidade de
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transformacdo dos dados. Posteriormente, os dados foram transformados com
auxilio do programa computacional SAS (SAS LEARNING EDITION, 2002).

Os dados referentes a porcentagem do desempenho relativo foram
transformados conforme férmula indicada pelo programa computacional SAS (SAS
LEARNING EDITION, 2002);

—

Kerass = VX

Apos a transformacgéo, os dados foram submetidos a anélise da variancia
(p<0,05) e, posteriormente, foi realizada uma andlise do agrupamento entre as
meédias pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade de erro.

As analises estatisticas foram realizadas com a utilizacdo do programa
computacional Genes (CRUZ, 2001). Os dados foram submetidos ao teste de
correlacdo de Pearson, com auxilio do programa computacional SAS (SAS
LEARNING EDITION, 2002).

Também foi realizada analise de agrupamento pelo algoritmo de otimizacdo
de Tocher, obtida a partir da distancia genealégica de Mahalanobis (D?) e
calculada usando o DR de todas as variaveis.

Por ultimo, foi realizada a analise por variaveis canénicas, que combinada
com os resultados do agrupamento obtido por Tocher, permitiu a visualizacédo da

variabilidade a partir da dispersao gréafica dos gendtipos e separacdo de grupos.

3.2.1 Experimento |I- Geminacédo sob oscilacdo de temperatura

Neste experimento, as sementes dos 124 gendtipos foram submetidas a
germinacao sob oscilagéo de temperatura, nas seguintes condi¢des: 25°C durante
72 horas, 13°C por 96 horas (estresse por frio- comprimento 1) e novamente 25°C
por 72 horas (controle- comprimento 2) (CRUZ; MILACH, 2004), com a finalidade
de simular a variacdo de temperatura em situacédo de campo, bem assim verificar
0 comportamento dos genotipos sobre a capacidade de recuperacdo apos o

periodo do frio.
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O experimento foi realizado em um delineamento inteiramente casualizado,
com quatro repeticdes de 50 sementes. De cada rolo de papel, foram avaliadas 10
plantulas, escolhidas aleatoriamente.

A avaliacdo da tolerancia ao frio foi realizada através do recrescimento do
coleoptilo (RCOL) em cm, que consistiu na diferenca entre o comprimento 2
(25°C) e o comprimento 1 (13°C), ou seja, na capacidade de crescimento do
coleoptilo apés o periodo de frio, de acordo com a férmula abaixo, onde o
comprimento do coledptilo € a média das 10 plantulas avaliadas por repeticdo para

cada genatipo:

RCOL (cm) = (comprimento 2) — (comprimento 1)

Estes dados foram submetidos a analise para verificar normalidade dos
residuos e homogeneidade de variancia. Os resultados indicaram a necessidade

—

de transformacé&o dos dados pela formula da raiz quadrada V¥, o que foi realizado
com o auxilio do programa computacional SAS (SAS LEARNING EDITION, 2002).

Os dados foram, entdo, submetidos a andlise da variancia (p<0,05) e o
agrupamento das médias foi realizado pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade de erro. As andlises estatisticas foram realizadas com a utilizacdo

do programa computacional Genes (CRUZ, 2001).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1, pode-se observar o resumo da andlise da variancia para os
genaotipos a serem utilizados como referéncia, os quais apresentaram diferencas
significativas de 5% para todas as carateristicas avaliadas nos seis genotipos
(Tabela 1), indicando, assim, a existéncia de gendtipos contrastantes para
tolerancia ao frio na germinacdo, a serem utilizados como genoétipos de

referéncias.

Tabela 1. Resumo da analise de variancia do desempenho relativo dos caracteres
comprimento de coledptilo (DRcc), comprimento de raiz (DRcr),
comprimento de parte aérea (DRcpa) e germinacdo (DRgrm) avaliados
em seis genétipos de arroz. Embrapa/FAEM/UFPel-CGF, Pelotas-RS,

2015.
Quadrado Médio
Fonte de variacéo GL DRcc DRcr DRcpa DRgrm
Genotipos 5 3,54* 3,61* 8,82* 14,69*
Residuo 18 0,64 0,67 0,23 0,28
Média Geral - 8,28 3,58 4,96 7,27
CV (%) - 9,70 22,99 9,85 7,29

*Valores significativos ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F.
GL= graus de liberdade.

Para a diferenciacdo das testemunhas com maior tolerancia ao frio (Tabela
2), houveram diferentes respostas entre 0s genoétipos para as quatro variaveis
analisadas quando submetidas ao estresse por frio. Pode-se dizer que o0s
gendtipos escolhidos para serem utilizados como referéncias auxiliaram na
classificacao da tolerancia ao frio.

Além disso, foram verificadas diferencas significativas no desempenho
relativo para as variaveis, comprimento de coledptilo, raiz, parte aérea e
germinacao (Tabela 2). Os resultados indicaram que a cultivar Brilhante é superior
seguido pela cultivar Oro, para todos os caracteres avaliados, podendo ser
indicada como tolerante e moderadamente tolerante neste tipo de experimento.

Por outro lado, a cultivar com os resultados mais baixos foram as IR8 e BR

IRGA 410, que foram utilizadas como sensiveis neste estudo. Cruz et al. (2007)
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verificaram que 0s genotipos do grupo japonica Sao superiores aos genotipos do
grupo indica quanto a tolerancia ao frio, corroborando com pesquisas realizadas
por Li et al. (1981).

Tabela 2. Desempenho relativo (DR) das variaveis comprimento de coledptilo
(DRcc), comprimento de raiz (DRcr), comprimento de parte aérea
(DRcpa) e geminacdo (DRgrm) das testemunhas utilizadas.
Embrapa/FAEM/UFPel-CGF, Pelotas-RS, 2015.

Genotipos DRcc (%) DRcr (%) DRcpa (%) DRgrm (%)

Brilhante 100,98a 27,41 a 63,31 a 95,75 a

Tolerantes ORO 75,64 b 16,68 b 23,08 b 53,72 b
Diamante 68,72 b 6,57 Cc 17,13 b 83,71 a

BR IRGA 410 58,50 b 6,81c 16,88 b 25,43 c

Sensiveis CICAS8 59,92 b 14,59 b 22,46 b 29,35¢c
IR8 55,36 b 12,33 b 17,22 b 49,46 b

*Mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott,a 5% de probabilidade de erro.

3.3.1 Experimento |- Estresse por frio na germinacao

No experimento |, a caracterizacdo dos gendtipos de arroz pertencentes ao
Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa apresentou diferencas significativas a
5% para todas as carateristicas avaliadas nos 124 genotipos (Tabela 3),
indicando, assim, a existéncia de diferencas para tolerancia ao frio na germinacao,

as quais podem ser atribuidas as diferencas genéticas entre os genaotipos.

Tabela 3 Resumo da analise de variancia do desempenho relativo dos caracteres
comprimento de coledptilo (DRcc), comprimento de raiz (DRcr),
comprimento de parte aérea (DRcpa) e germinacdo (DRgrm) avaliados
em 124 gendtipos de arroz. Embrapa/FAEM/UFPel-CGF, Pelotas-RS,

2015.
Quadrado Médio
Fonte de variacéo GL DRcc DRcr DRcpa  DRgrm
Genoétipos 123 32,62* 11,18* 15,72* 42,36*
Residuo 372 1,74 0,33 0,64 0,57
Média Geral - 7,13 2,55 3,82 5,78
CV (%) - 18,49 22,64 20,89 13,09

*Valores significativos ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F.
GL= graus de liberdade.
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Para o desempenho relativo do coledptilo (DRcc), pode ser observada a
conformacao de seis grupos (Tabela 4). No grupo A, encontram-se 14 genotipos
(11,29%) sendo, BRS 7 Taim, Rio Grande, EEA 405, BRA 050069, Arroz Passaro,
Reetz, Supremo 13, Ambar, BR IRGA 411, BRA 02665, IRCTN HSC 16, Oryzica
1, BRS Fronteira, onde o desempenho relativo foi significativamente semelhante a
testemunha Brilhante (121), sendo que o desempenho relativo variou entre 139,97
até 95,26%, o DRcc da testemunha foi de 100,98% (Brilhante).

Quando observados os resultados com relacdo a testemunha para o carater
de DRcc, oito gendtipos tiveram DRcc superior a testemunha tolerante Brilhante
(121) e cinco gendtipos com DRcc inferior. Posto isso, pode-se afirmar que estes
genadtipos quando avaliados o DRcc sao tolerantes ao estresse por frio. Sharifi
(2010) estudou 68 gendtipos de arroz com a finalidade de avaliar a tolerancia ao
frio no estadio de geminag¢do mostrou que a germinagcao, comprimento da raiz e o
comprimento do coleoptilo foram fortemente afetados pelo frio, podendo ser esse
0 motivo que os genaotipos de arroz tiveram diferentes respostas quando avaliados
juntos.

O grupo B formado por 34 gendtipos (27,41%) teve desempenho relativo do
coledptilo, significativamente igual a testemunha Oro (122) e com DRcc que
variaram entre 90,02 até 69,82%. No entanto, o DRcc apresentado pela
testemunha foi de 75,64%. Observando todos os gendtipos com relacdo a
testemunha tolerante Oro (122), verificou-se que 21 gendtipos (16,94%) tiveram
DRcc superior a esta testemunha, e 12 gendtipos (9,68%) apresentaram
desempenho inferior, variando entre 75,54 a 69,82%, podendo, assim, caracterizar
estes genadtipos como tolerantes intermediarios.

A ocorréncia de baixas temperaturas afetam a germinacao de sementes e o
desenvolvimento inicial de plantulas de arroz (YOSHIDA, 1981). Trabalhos
realizados por Ranawake et al. (2014) corroboram que a germinacdo e o
desenvolvimento inicial da plantula sdo as duas caracteristicas principais para o

estabelecimento da cultura de arroz.
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Tabela 4. Representacdo dos grupos dos 124 genotipos de arroz agrupados em
ordem decrescente, estabelecidos para a variavel do Desempenho
relativo do comprimento de coledptilo (DRcc), genadtipos utilizados como
testemunhas estédo identificadas em “negrito”. Embrapa/FAEM/UFPel-
CGF, Pelotas-RS, 2015.

Desempenho relativo do coledptilo (%)

Maior Testem. Menor
DRcc DRcc DRcc

Identificacdo dos gendtipos

119 103 100 88 93 81 12 50
121* 69 113 104 118 51
26 87 31 21 90 64 39 27
74 55 52 97 45 54 101 76
B 90,02 75,64 69,82 60 61 111 72 19 122° 107 91
117 115 92 48 30 58 108 94
/8 68
28 7 80 75 106 9% 17 15
116 18 82 23 114 3 13 32

Grupo

A 139,97 100,98 95,26

58,50 20 25 1 44 6 24 124° 56
C 69,20 31,88 57 71 8 36 86 98 83 123°
55,37 29 65 4 10 62 120 5 79

53 11 77 40 59 95 89 105
47 42 34 16 66 2 14 38

D 29,42 16,51 112 37 109 102 41 67

E 15,72 8,93 8 110 99 63

= 0.00 0.00 9 22 33 35 43 46 49 70
73 84

*Genotipos pertencentes ao mesmo grupo nao diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott, a 5%
Tolerantes: a:121 (Brilhante DRcc=100,98%); b: 122 (Oro DRcc= 75,64%);
Sensiveis: ¢: 123 (IR8 DRcc=58,50%); d: 124 (IRGA 410 DRcc=55,37%)

O grupo C (Tabela 4), composto por 56 gendétipos (45,16%), foram
significativamente semelhantes as testemunhas BR IRGA 410(124) e IR8 (123),
com DRcc que variaram entre 69,20 até 31,88%. O desempenho relativo das
testemunhas foram de 58,50 e 55,37%, respectivamente.

Um total de 22 gendtipos (17,74%) apresentaram um comportamento
superior a testemunha sensivel BR IRGA 410 (DRcc = 58,50%). Do mesmo modo,
8 gendtipos (6,45%) apresentaram desempenho superior a testemunha IR8 (DRcc

= 55,37%), sendo que 24 gendtipos (19,35%) apresentaram um desempenho
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inferior as duas testemunhas. Desta forma, pode-se considerar estes gendtipos
como sendo sensiveis ou moderadamente sensiveis ao estresse por frio.

Em contrapartida, observou-se trés grupos distintos inferiores as
testemunhas sensiveis, sendo o grupo D formado por seis genétipos com DRcc
entre 29,42 até 16,51%, o grupo E formado por quatro gendtipos variando entre
15,72 até 8,93% e o grupo F formado por 10 gendétipos (8,06%), que ndo ocorreu
desenvolvimento do coleodptilo (DRcc igual a 0%) quando submetidos ao estresse
por frio, podendo ser considerados extremamente sensiveis ao frio.

Ademais, trabalhos realizados sugerem que o comprimento do coledptilo
eficiente para identificar gendétipos de arroz tolerantes ao frio na germinacéo
(BERTIN et al., 1996; STHAPIT; WITCOMBE, 1998). Este carater & de
fundamental importancia para o estabelecimento da lavoura, pois o coleoptilo € o
orgdo que protege a plantula no momento de sua emergéncia, estendendo-se
para cobrir a primeira folha jovem (OKUMOTO, 1997). De acordo com Luo et al.
(2007), utilizando 12 cultivares de arroz submetidas a diferentes profundidades de
semeadura, foi ressaltado que o comprimento do coleoptilo € fundamental para o
estabelecimento da cultura.

Cruz e Milach (2004) observaram que a reducdo no comprimento do
coleoptilo permite a identificacdo de gendtipos tolerantes e sensiveis o frio. Do
mesmo modo, Nanculao et al. (2013) avaliou 20 genétipos de arroz chileno, os
quais obtiveram reducdo no comprimento do coleéptilo em todos os genétipos
avaliados.

Com relacdo ao desempenho relativo da raiz (DRcr) (Tabela 5), ocorreu a
formacéo de 9 grupos. No grupo A observa-se que esta formado por um gendétipo
(BRS 7 Taim) que se apresentou significativamente superior as testemunhas. Em
contrapartida, o grupo B formado por 09 gendtipos (Oryzica 1, BR IRGA 411,
Ambar, Agulha Amarelo, Arroz Passaro, BRA 051279, BRA 040304, Reetz) com
comprimento da raiz significativamente igual a apresentada pela testemunha
Brilhante (121), o DRcr que apresentaram 0s nove genétipos variaram de 31,18
ate 25,60%, sendo que o desempenho relativo da testemunha é de 27,41%. Sete

genotipos apresentaram DRcr superior a esta testemunha, sendo que um
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genadtipos obteve DRcr inferior 25,60%. 09 gendtipos originaram o grupo C, com
DRcr de 24,37 a 18,31%, que se apresentaram significativamente diferentes as
testemunhas.

Posto isso, pode-se afirmar que um total de 08 gendtipos foram melhores
que a testemunha, sendo caracterizados como genotipos com desempenho
superior quando submetidos ao estresse por frio nesta caracteristica.

Um estudo utilizando 20 gendtipos de arroz submetids a temperatura de
15°C, demonstrou que a variavel do comprimento de raiz ndo apresentou
diferencas significativas entre os genétipos (BOSETTI, 2012). Em contrapartida,
neste estudo a germinagdo seguida pelo comprimento da raiz foram as
caracteristicas que proporcionaram informacdes satisfatorias para a diferenciacao
de gendtipos tolerantes ao frio. Além disso, analisando 400 familias de mutantes
submetendo a estresse por frio Da Luz (2011), observou-se que né&o foram
apresentadas diferencas significativas entre as familias quando comparadas com
as testemunhas tolerantes.

Observando o comportamento da parte aérea, a porcentagem de reducao
da parte aérea e a porcentagem de reducédo do comprimento da raiz, utilizando 65
gendtipos de arroz submetidos a temperatura de 13°C, pode-se concluir que estas
caracteristicas sdo as que mais contribuiram para caracterizar os genétipos com
relacéo a tolerancia ao frio entre os genotipos (SAVIO et a., 2011).

As respostas da raiz a estresses abidticos sdo de muita importancia
(GHOSH; XU, 2014). Isso porque o0 estresse causado pelas baixas temperaturas
ocasionam mudancas fenotipicas, tais como alteracdo na membrana, rigidez na
parede celular assim como a reducdo no comprimento da raiz (GOWDA et al.,
2011; ATKINSON; URWIN, 2012).

No grupo D, 27 gendétipos (21,77%), foram agrupados junto com as
testemunhas Oro (122- tolerante) e IR8 (123- sensivel), com DRcr que variam
entre 17,33 até 10,11%, sendo que das testemunhas o DRcr foi 16,68% (122) e
12,33% (123). Como o gendtipo Oro é caracterizado como tolerante ao estresse
por frio, os genotipos encontrados acima desta testemunha sdo caracterizados

como tolerantes ao estresse por frio. Fora isso, os 11 gendtipos encontrados
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abaixo do DRcr da testemunha sao caracterizados como moderadamente

tolerantes.

Tabela 5. Representagcdo dos grupos dos 124 gendtipos de arroz, agrupados em
ordem decrescente, estabelecidos para a variavel do Desempenho
relativo do comprimento da raiz (DRcr), gendétipos utilizados como
testemunhas estdo identificadas em “negrito”. Embrapa/FAEM/UFPel-
CGF, Pelotas-RS, 2015.

Desempenho relativo do Comprimento da Raiz (%)

Grupo Maior ~ Testem. Menor Identificacdo dos gendtipos
P DRcr DRcr DRcr ¢ 9 P
A 86,99 86,99 119
a
B 3118 27,41 25.60 18118 69 50 31 93 97 32 121
c 24,37 18,31 26 60 90 39 108 87 18 27
113
16,68 74 117 19 122° 64 111 88 120
6 51 76 115 54 107 4 123°
D 17,33 12,33 10,11 100 114 52 101 116 72 86 91
61 15 44
58 17 78 92 21 28 48 25
E 9,66 6,81 5,89 3 1 45 7 79 68 36 30
56 124% 104 80 75 55 85 13
80 34 71 20 24 67 23 12
F 6.07 3,04 96 57 103 42 53 94 83
106 16 59 40 77 47 29 65
G 3,58 1,74 82 5 62
109 37 98 14 112 2 110 11
H 1,98 059 105 10 99 66 8 95
41 63 49 46 73 33 84 38
! 0,36 0,00 70 35 43 102 9 22

*Genotipos pertencentes ao mesmo grupo nao diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott, a 5%
Tolerantes: a:121 (Brilhante DRcc=27,41%); b: 122 (Oro DRcc= 16,68%);
Sensiveis: c: 123 (IR8 DRcc=12,33%); d: 124 (IRGA 410 DRcc=6,81%)

Do mesmo modo, quando observados com relacdo a testemunha sensivel
IR8 (123), 11 genotipos tiveram DRcr inferior variando de 12,33 a 10,11%,

considerados como moderadamente sensiveis ao estresse por frio.

No entanto, observando o grupo E composto por 24 gendtipos com

desempenho relativo que variam entre 9,66 até 5,89%, estes apresentaram
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comprimento da raiz significativamente igual a testemunha sensivel BR IRGA 410
(124) com DRcr de 6,81%, sendo que, 17 genotipos apresentaram DRcr
superiores a esta testemunha e seis genotipos, um DRcr inferiores, variando entre
6,66 a 5,89%. Sendo assim, podemos considerar estes gendtipos como sendo
sensiveis ao frio na germinagao.

Quanto os demais grupos (F,G,H e 1), estes foram significativamente
inferiores as testemunhas sensiveis, podendo-se afirmar que estes grupos sao
classificados como sensiveis ao estresse por frio na geminacgao.

O estagio considerado mais sensivel ao estresse por o frio é a embebicéo,
processo que acontece durante a germinacdo. Yoshida (1981) descreveu que a
temperatura tem uma maior influéncia sobre a germinacdo nas fases
subsequentes de ativacéo e crescimento do coledptilo e radicula.

A reducao no crescimento coledptilo e radicula durante essas fases podem
ser atribuidos ao efeito direto das temperaturas frias no alongamento celular e
divisdo, ou para o seu efeito indireto, levando a um desequilibrio metabdlico
(LYONS, 1973). Trabalhos realizados por Sharifi e Aminpanah (2010) indicaram
que a reducdo do coledptilo assim como da radicula foram afetadas pela acdo
génica néo aditiva.

Através da construcdo de bibliotecas de DNA, Reddy et al. (2002)
encontraram a expressao de muitas classes de quinases, indicando que a raiz &
um importante 6rgdo na percepc¢do e na sinalizacao do estresse.

Quando observado o comportamento do desempenho relativo a parte aérea
(DRcpa), ocorreu a formacao de sete grupos (Tabela 6). O grupo A: formado por
15 gendtipos (BRA 02665, BRA 050054, Reetz, Amarelinho, Tomoe Mochi, Agulha
Amarelo, Arroz Passaro, Supremo 02, SC 608, BRA 050106, AB 10004,
Maravilha, BRS Colosso, EEA 405), com desempenho relativo da parte aérea
significativamente igual a apresentada pela testemunha Brilhante (121) (DRcpa=
63,31%). Pode-se observar que 14 gendtipos deste grupo apresentaram DRcpa
inferior as testemunha a um minimo de 40,07%. Em contrapartida, o grupo B foi

formado por 15 genotipos, sendo que estes genotipos apresentaram desempenho
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relativo significativamente inferior a testemunha Brilhante (121) ,mas superior as
demais testemunhas, podendo ser caracterizado como genaétipos tolerantes.

O grupo C formado por 22 gendtipos teve o desempenho relativo da parte
aérea (DRcpa) significativamente igual ao gendtipo tolerante Oro (122)
(Drcpa=23,08%), variando entre 32,44 e 20,48%, podendo-se observar que 12
gendtipos tiveram DRcpa superior a testemunha e nove genotipos se
apresentaram com DRcpa inferior. Dessa forma, para a variavel DRcpa pode-se
caracterizar aos grupos A, B e C, como tolerantes por estresse por frio.

No entanto, o grupo D foi formado por 20 gendtipos que apresentaram
DRcpa significativamente igual aos genétipos sensiveis ao frio IR8 (123) e BR
IRGA 410 (124), com DRcpa de 17,22 e 16,88%, respectivamente. Neste grupo,
cinco genaotipos se apresentaram superiores a testemunha IR8, variando de 19,32
até 17,22%. De mesmo modo, trés genadtipos inferiores a primeira testemunha,
mas superiores a BR IRGA 410 (124), sendo que 10 gendtipos tiveram DRcpa
inferior a ambas testemunhas.

Também foram formados os grupos E representado por 33 gendtipos e o
grupo F formado por 09 gendétipos. Finalmente, o grupo G constituido por dez
gendtipos, obteve desempenho relativo dos grupos, variando de 12,49 a 0,00%,
sendo que os trés grupos tiveram o desempenho relativo da parte aérea
significativamente inferiores aos das testemunhas. Assim, pode-se considerar que

estes grupos estdo formados por genétipos sensivel ao estresse por frio.
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Tabela 6. Representacédo dos grupos dos 124 gendtipos de arroz, agrupados em
ordem decrescente, estabelecidos para a variavel do Desempenho
relativo do comprimento da parte aérea (DRcpa), gendtipos utilizados
como testemunhas estéo identificadas em “negrito”.
Embrapa/FAEM/UFPel-CGF, Pelotas-RS, 2015.

Desempenho relativo do Comprimento da Parte Aérea (%)

Maior  Testem. Menor
DRcpa DRcpa Drcpa

Grupo Identificacdo dos gendtipos

121* 113 108 81 61 90 31 93

54 4 115 26 68 60 100

50 51 119 103 7 69 87 32

97 39 92 64 107 117 116

57 101 96 118 23 12 88 15

C 32,44 23,08 20,48 48 111 30 27 122° 21 6 13
76 86 74 44 78 55

A 63,31 63,31 40,07

B 40,11 29,79

17,22 25 1 120 79 17 123° 56 80
D 19,32 13,25 114 124° 52 45 28 72 3 18
16,88 58 104 85 75

91 94 65 71 106 89 20 24
36 98 83 19 62 40 82 29

E 12,49 3,92 16 59 95 77 11 10 5 42
53 38 66 37 105 47 34 14

2
479 1,30 112 102 41 67 109 8 110 99

F 63
G 0.00 0.00 499 4212 73 33 84 70 35 43

*Genotipos pertencentes ao mesmo grupo nao diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott, a 5%
Tolerantes: a:121 (Brilhante DRcc=63,31%); b: 122 (Oro DRcc= 23,08%);
Sensiveis: c: 123 (IR8 DRcc=17,22%); d: 124 (IRGA 410 DRcc=16,88%)

Para o carater do desempenho relativo na geminacdo (DRgrm), o teste de
Scott-Knott evidenciou a formacao de seis grupos (Tabela 7). Foram formados dez
grupos, demonstrando diferentes respostas frente ao estresse por frio, sendo que
o grupo A formado por 26 gendétipos foi significativamente igual ao gendtipo
tolerante Brilhante (121), com DRgrm que variou entre 120,34 a 83,71%. Do
mesmo modo, neste grupo nove genotipos (EEA 405, Tomoe Mochi, Agulha, AB
10004, BRA 051279, BRS Sinuelo CL, Arroz Passaro, Agulha Ligeiro, IAS 12.9
Formosa) tiveram DRgrm superiores, e, 16 gendtipos (SC 173, IAC, Cica 9, BRA
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02665, Agulhinha Dourado IPAM, SC 607, SC 608, AB 10006, YN 1905-WL
6221102114, Taquari, Agulinha Anao, Progresso, Supremo 13, IRCTN China
1039, BR IRGA 413, Diamante) tiveram DRgrm inferiores a testemunha (DRgrm=
95,75%).

O grupo B, por sua vez, reuniu 17 genotipos com Drgrm, variando entre
81,66 a 63,51%. Neste grupo nenhuma testemunha foi agrupada, podendo
considerar-se que 0s genotipos agrupados possuem uma boa resposta a
germinacdo quando submetidas ao frio, mas inferiores as duas menores
testemunha.

No entanto, 19 gendtipos estdo agrupados no grupo C, o0s quais
apresentaram desempenho relativo na germinacdo significativamente igual ao
apresentado pelas testemunhas Oro(122) e IR8(123), com DRgrm variando de
58,88 a 46,60%, sendo que os valores do desempenho relativo da germinacao das
cultivares controles foram 53,72 e 49,46%, respectivamente. Também pode-se
observar que sete gendtipos tiveram DRgrm superiores e oito inferiores a
testemunha (122), sendo considerados como medianamente tolerantes na
germinacao. Por outro lado, quando observada a testemunha sensivel IR8(123),
dois gendtipos tiveram um desempenho relativo da germinacéo inferior entre 49,46
a 46,60%. Observando o grupo D formado por 13 gendtipos (10,48%), este foi
significativamente diferente de todas as testemunhas, com DRgrm variando entre
40,33 a 29,35%, sendo consideradas como moderadamente sensiveis ao estresse
por frio.

O grupo E, formado por seis genotipos (4,84%) com desempenho relativo
na germinacao significativamente igual a testemunha sensivel BR IRGA 410 (124),
apresentou variacdo de 25,43 até 21,23%, sendo que o DRgrm do gendtipo
testemunha foi de 25,43%. Além desses grupos, foram formados cinco grupos
diferentes que apresentaram desempenho relativo na germinacdo
significativamente inferior a todas as testemunhas utilizadas, formados pelo grupo
F, composto por cinco genotipos(4,03%) com DRgrm entre 17,93 até 13,74%. Em
contrapartida, o grupo G constituido por dez gendtipos (8,06%) com desempenho
relativo da germinacdo que variaram entre 12,68 até 8,60%. No entanto, sete
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gendtipos (5,65%) conformam o grupo H com valores entre 7,20 até 5,04%, o

grupo | formado por dez gendétipos (8,06%), o DRgrm encontrado neste grupo foi

de 5,85% sendo o menor de 1,16%. O ultimo grupo formado representado pelo J

com 11 genotipos (8,87%), com as DRgrm variaram entre 0,61 até 0,00% de

germinacao.

Tabela 7. Representacdo dos grupos dos 124 gendtipos de arroz, agrupados em

ordem decrescente, estabelecidos para a variavel do Desempenho
relativo na germinacdo (DRgrm), gendtipos utilizados como
testemunhas estdo identificadas em “negrito”. Embrapa/FAEM/UFPel-
CGF, Pelotas-RS, 2015.

Desempenho relativo da Germinacgao (%)

Grupo

Maior Testem. Menor

DRgrm  DRgrm  DRgrm Identificagéo dos gendtipos

100 90 120 26 97 58 93 27
52 121% 116 67 66 113 18 101

A 12034 9575 8371 4 g5 g9 7 85 106 12 49
30 80
103 107 31 108 59 24 23 13
B 81,66 63,51 46 73 119 15 111 91 77 62
104
53,72 3 50 118 78 16 117 29 122°
C 58,88 46,60 75 48 33 92 21 115 72 84
49,46 123° 51 1
94 53 38 114 70 96 42 79
D 40,33 2935 . i oc gs 6
E 25,43 2543 2123 124 74 82 63 35 28
F 17,93 1374 11 95 19 69 43
81 57 105 45 20 17 40 98
G 12,68 860 o o
H 7,20 504 56 10 37 36 5 60 65
110 109 8 2 102 64 14 39
| 5,85 116 00 110
61 68 32 44 71 83 34 47
0,61 000 41 9 22

*Genotipos pertencentes ao mesmo grupo nao diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott, a 5%
Tolerantes: a:121 (Brilhante DRcc=95,75%); b: 122 (Oro DRcc= 53,72%);
Sensiveis: c: 123 (IR8 DRcc=49,46%); d: 124 (IRGA 410 DRcc=25,43%)
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Os resultados mostram efeito significativo entre as variaveis avaliadas na
fase de germinacdo para todos os gendtipos. No entanto, a resposta dos
genaotipos ao estresse por frio foi diferente.

Quando observadas as quatro variaveis, analisadas um total de 14
gendtipos (BRS 7 Taim , Arroz Passaro, BRA 02665, Oryzica 1, AB 10004, Agulha
Amarelo, Tomoe Mochi, Agulha Ligeiro, BRA 051279, Zebu, Arroz Chumbinho,
Arroz Sequeiro, BRA 050106 e BRA 050054), encontraram-se sempre presentes
nas quatro variaveis, consideradas como tolerantes ao estresse por frio, sendo
que o gendtipo BRS 7 Taim foi 0 que sempre se apresentou superior as
testemunhas com relacdo as caracteristicas DRcc e DRcr, podendo considerar
este gendtipo como genitor potencial para programas de melhoramento.

Temperaturas muito baixas ou muito altas poderdao alterar tanto a
velocidade quanto a porcentagem final de germinacéo. Os resultados encontrados
por Steiner et al. (2009), que avaliou o efeito de diferentes temperaturas sobre a
porcentagem de germinacdo de sementes de rabanete, evidenciaram que a
temperatura influenciou negativamente a germinacdo de duas das cinco cultivares
testadas.

Na Tabela 8, o algoritmo de otimizag¢&o de Tuche distribuiu 0s genotipos em
cinco grupos de similaridade, sendo que um gendtipo (BRS 7 Taim) ficou sozinho
em seu grupo (grupos V). Além disso, as testemunhas foram agrupadas nos
diferentes grupos, grupo | (BR IRGA 410), grupo Il (IR8 e Oro), grupo Il
(Brilhante). Assim, dez gendtipos foram agrupados, formando o grupo IV.
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Tabela 8. Agrupamentos determinados pelo algoritmo de otimizacdo de Tocher
considerando as distancias de Mahalanobis geradas a partir do DR
das quatro varidveis avaliadas nos 124 genoétipos de arroz.
Embrapa/FAEM/UFPel-CGF, Pelotas-RS, 2015.

GRUPO Genaotipos de arroz

9 22 99 8 41 102 112 109 110 14 37 2 5 65
10 105 40 98 47 20 36 56 83 34 71 11 95 45
57 17 82 28 124 76 42 25 55 96 79 53 19 94
114 74 6 88 1

46 73 49 33 84 /0 35 63 38 43 16 77 62 29
Il 59 66 24 89 106 8 67 3 75 80 13 23 78 30
104 91 58 86 48 15 21 123 72 52 12 92 7 101
107 111 116 122 103 117 27 18 120 51 115 4 100 113

Il 26 93 97 90 31 121 108 50 118 54

\Y 61 68 44 64 39 60 32 87 81 69

\Y 119

*Genotipos utilizados como testemunhas estao identificadas em negrito.

Ha relatos de interacdo significativa para caracteristicas avaliadas em
diferentes ambientes em germoplasma de paingo (Panicum miliaceum L.)
(switchgrass) para producéo de biomassa (HOPKINS et al., 1995), de cevada para
produtividade e componentes da produtividade (RODRIGUEZ et al., 2008), bem
assim de arroz e caracteristicas de grdo (BRONDANI et al., 2006). A presenca de
interacdo sugere que a selecdo de melhores genoétipos para determinado
ambiente deve levar em consideracao caracteristicas genotipicas, além de fatores
do ambiente que determinam adaptacédo especifica (RODRIGUEZ et al., 2008).

Na Tabela 9, as varidveis DRcpa e DRcc (0,67), DRcr e DRcc (0,61)
apresentaram maior coeficiente de correlagcéo significativa positiva ao nivel de 5%
de significancia, seguidas pela correlacdo entre as variaveis DRcpa e DRcr (0,60).

Considerando o que foi exposto, pode-se especular que as variaveis DRcc,
DRcr e DRcpa, podem ser utilizadas para discriminar genétipos tolerantes ao
estresse por frio. Foi possivel verificar que todas as variaveis avaliadas
apresentaram correlacdes significativas positivas entre si, segundo a correlacao

de Pearson (Tabela 9).
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Li et al. (1981) relataram uma correlagéo positiva significativa na tolerancia
ao frio entre a germinacédo e o estadio de plantula em arroz. Também, Zhuo et al.
(2012), utilizando genotipos de retrocruzamento, a correlacéo e a tolerancia ao frio

entre a germinacao e plantula, verificaram que foi significativa para esse carater.

Tabela 9. Coeficiente de correlacdo de Pearson do Desempenho relativo (DR)
entre as trés variaveis: comprimento do coledptilo, comprimento da raiz
e comprimento da parte aérea, analisadas dos 124 gendtipos de arroz.
Embrapa/FAEM/UFPel-CGF, Pelotas-RS, 2015.

Variaveis DRcc DRcr DRcpa
DRcc 1 0,61* 0,67*
DRcr 1 0,60*

DRcpa 1

* Significativo ao nivel de 0,05 de probabilidade de erro.

A analise de variaveis canobnicas foi utilizada para resumir a informacéo
contida nas quatro caracteristicas avaliadas. As duas primeiras variaveis
canbnicas responderam por 96,15% da variacdo observada entre os gendtipos
(Tabela 10).

A primeira variavel canbnica totalizou 58,70% da variacdo obtida, sendo
que as caracteristicas com maior contribuicdo foram a do desempenho relativo da
germinacdo e o comprimento da raiz, bem como as variaveis que menos
contribuiram, que foram o comprimento da parte aérea e o0 comprimento do
coleoptilo. A segunda variavel canbnica totalizou 31,83% da variagcdo entre 0s

genatipos, totalizando 90,52%.
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Tabela 10. Autovalores, percentuais e acumulacdo das variaveis canonicas
obtidas de 124 gendtipos de arroz, submetidas ao estresse por frio.
Embrapa/FAEM/UFPel-CGF, Pelotas-RS, 2015.

Variancia
Variaveis Canbnicas Autovalores Percentual Percentual Acumulado
VC1 18,82 58,70 58,70
VC2 10,20 31,83 90,52
VC3 1,80 5,62 96,15
VC4 1,23 3,85 100,00

Para uma interpretacdo satisfatéria da variabilidade encontrada entre os
genaotipos, é necessario que as duas primeiras variaveis candnicas permitam
estimativas minimas de 80% da variagcdo total contida no conjunto de caracteres
(CRUZ et al., 2004). Tendo em vista que as duas primeiras variaveis canfnicas
demonstraram mais de 80% da variancia total de caracteres analisados (90,52% a
variancia total acumulada), é possivel explicar de maneira satisfatoria a
variabilidade manifestada entre o0s gendtipos considerados nesta avaliacéo,
tornando possivel a analise grafica da distribuicdo dos genétipos, considerando-se
0 seu posicionamento conforme o0s escores das duas primeiras variaveis
canonicas (Figura 1).

Os grupos formados por meio da dispersdo gréafica dos escores obtidos pela
distancia de Mahalanobis (Figura 1), seguem a mesma tendéncia dos grupos
obtidos pelo método de otimizacdo de Tocher (Tabela 8), reafirmando, desta
forma, que o uso dessa metodologia auxilia na visualiza¢do da variabilidade pela
andlise multivariada.

Foi possivel observar uma separacdo entre 0s genotipos tolerantes e
sensiveis ao estresse por frio em relacdo aos outros genoétipos que foram
caracterizados como moderadamente tolerantes e sensiveis, 0s gendtipos
tolerantes foram agrupados préximo da testemunha considerada como tolerante
(Brilhante), sendo agrupadas todas elas no quadrante superior do gréfico.

Segundo Benitez et al. (2011), a utilizacdo de analises multivariadas sao
eficientes para a discriminacdo dos individuos, permitindo agrupa-los de forma que

exista homogeneidade dentro do grupo e heterogeneidade entre grupos. Do
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mesmo modo, Hoogerheide (2009) observou diferentes padrbes de agrupamento
em acessos de alhos avaliados em diferentes ambientes.
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Figura 1. Distribuicio de 124 gendtipos com 0s quatro genotipos
(testemunhas) identificados para as duas primeiras variaveis
canonicas (VC1 e VC2), cada cor representa um grupo diferente,
preto (gendtipos desconhecidos), vermelho (indica), verde
(japonica temperado) e turquesa (japonica tropical).
Embrapa/FAEM/UFPel-CGF, Pelotas-RS.

3.3.1 Recrescimento do coleodptilo (RCOL)

Quando analisados os dados do experimento |l referentes ao
recrescimento do coleoptilo (RCOL), os resultados obtidos relativos a essa
variavel revelaram uma grande amplitude de valores, apresentando diferencas

significativas (P<0,05) para essa caracteristica nos 124 gendétipos (Tabela 11).

Tabela 11. Resumo da analise de variancia do desempenho relativo dos
caracteres de recrescimento do coledptilo (RCOL), avaliados em
124 gendtipos de arroz. Embrapa/FAEM/UFPel-CGF, Pelotas-RS,

2015.
Quadrado Médio
Fonte de variacao GL RCOL
Genotipos 123 0,07*
Residuo 372 0,09
Média Geral - 0,42
CV (%) - 22,74

;\/Leioéfjussi%r:f:%a;ir\ézz :.o nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F.

Na analise de Scott-Knott a 5% (Tabela 12), foi possivel verificar que
ocorreu resposta diferenciada dos gendtipos conforme ao estresse por frio no
RCOL, podendo-se observar a formacdo de cinco grupos. Os gendétipos do
grupo A apresentaram RCOL variando de 0,57 a 0,31cm. Um grupo formado
por 17 gendtipos, incluindo as testemunhas Brilhante (121) e Oro (122),
procedente do grupo japonico, que apresentam maior RCOL que as do grupo
indica. Resultados similares foram obtidos no experimento |, onde o gendtipo
do grupo japonico se apresentou com melhor resultado, podendo-se afirmar
que estes genotipos quando avaliado o RCOL, apresentaram um elevado
recrescimento do coleoptilo.

O grupo B formado por 49 gendtipos apresentaram médias semelhantes
as testemunha sensiveis IR8 (123) e BR IRGA 410(124), variando entre 0,31
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até 0,18cm. No entanto, as testemunhas apresentaram médias de 0,30 e
0,20cm, sendo que neste grupo foi verificado um recrescimento intermediério.
Esses resultados demonstram que posteriormente ao periodo do frio, a
retomada do processo de germinacédo variou entre 0s genotipos.

Também foram formados trés grupos que se apresentaram
significativamente diferentes as testemunhas utilizadas, o grupo C, D e E. O
grupo C foi formado por 40 genoétipos com médias entre 0,23 até 0,10cm, o
grupo D formado por 16 gendtipos com médias variando entre 0,08 e 0,04cm.
Ja o grupo E, representado por dois genétipos, apresentaram médias iguais a
0,00cm, ndo apresentando recrescimento do coledptilo quando submetidos as
variacbes de temperatura, podendo considerar-se que esses genotipos
apresentaram-se altamente sensiveis ao estresse por frio.

Sendo assim, a andlise desta carateristica ndo possibilita a separacao
das trés subespécies de arroz.
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Tabela 12. Representacdo dos grupos dos 124 genétipos de arroz, agrupados
em ordem decrescente,
recrescimento do coledptilo (RCOL), gendtipos utilizados como

testemunhas

estao

identificadas

em

Embrapa/FAEM/UFPel-CGF, Pelotas-RS, 2015.

estabelecidos para a variavel

do

“negrito”.

Re-crescimento do coleoptilo

Grupo Maior  Testem.  Menor Identificacdo dos gendtipos
RCOL RCOL RCOL
0,46 9 74 28 104 89 121* 27 50
A 0,57 031 120 65 39 67 36 2 122° 80
0,34 37
18 34 81 123° 41 91 111 85
92 109 100 15 48 31 38 45
0,30 33 70 26 101 77 105 107 97
B 0,31 0,18 49 57 79 61 60 62 98 52
0,20 116 1 69 76 53 11 55 66
94 124° 93 96 56 95 47 87
68
22 13 7 102 110 8 20 40
24 114 99 6 12 16 42 58
C 0,23 0,10 35 5 54 23 46 75 86 88
73 3 59 29 103 117 64 71
10 78 90 108 63 118 82 30
D 0,08 0.04 14 83 112 25 51 72 113 32
115 19 106 44 17 119 4 21
E 0,00 0,00 43 84

*Genotipos pertencentes ao mesmo grupo nao diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott, a 5%
Tolerantes: a:121 (Brilhante RCOL=0,46cm); b: 122 (Oro RCOL= 0,34cm);
Sensiveis: ¢: 123 (IR8 RCOL=0,20cm); d: 124 (IRGA 410 RCOL=0,39cm).
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3.4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicam que entre os genotipos estudados do
banco de germoplasma da Embrapa, existe ampla variabilidade genética,
assim como diferentes respostas a variagcbes do ambiente e caracteristicas
desejaveis agronomicamente. Assim, alguns gendtipos possuem potencial para
serem utilizados na ampliacdo da base genética em programas de pré-
melhoramento e melhoramento da cultura.

Os genotipos que se apresentaram com tolerancia ao frio com base nas
avaliacbes foram BRS 7-Taim, Oryzical, BR IRGA 411, Ambar, Agulha
Amarelo, Arroz Passaro e BRA 051279, além das testemunhas Brilhante e Oro,
sendo consideradas como genitores potenciais para transferéncia da tolerancia
ao frio para gendtipos adaptados da subespécie indica.

As caracteristicas de desempenho relativo do coledptilo e da raiz séo as
variaveis que mais contribuem para a diferenca entre estas cultivares neste
estudo.

Para a caracteristica de recrescimento do coleéptiio (RCOL), os

genaotipos que apresentaram elevado recrescimento foram do grupo japonica.



4. CAPITULO Il

AVALIACAO DA VARIABILIDADE GENETICA EM GERMOPLASMA DE
ARROZ UTILIZANDO MARCADORES MOLECULARES SSR

3.1 INTRODUCAO

O rapido aumento da populacdo mundial esta gerando uma crescente
demanda por alimentos e matéria prima, induzindo a necessidade de aumentar
os atuais niveis de produtividade dos principais cereais, como € 0 caso do
arroz (Oryza sativa L.). Esta cultura ocupa posicdo de destaque entre os
cereais cultivados e é o principal alimento para mais da metade da populacdo
mundial, tendo um papel fundamental nas politicas publicas de producéo e
distribuicdo de alimentos (seguranca alimentar) (FAN, 2011).

Os recursos genéticos do género Oryza incluem espécies silvestres,
hibridos naturais entre o arroz cultivado e espécies silvestres, cultivares
comerciais, variedades tradicionais, hibridos, mutantes e linhagens de
programa de melhoramento genético (CHANG, 1992), totalizando mais de
100.000 gendtipos no mundo (SANTOS et al., 2006).

Enquanto a maior parte do arroz produzido vem de variedades
modernas altamente produtivas, variedades tradicionais mantidas em bancos
de germoplasma tém grande importancia como recursos genéticos para
ampliacdo da base genética em programas de melhoramento. Essas
variedades tradicionais s&o valiosos recursos por conterem variabilidade
genética e, ao mesmo tempo, complementarem o pool génico das cultivares

melhoradas recentemente. Elas representam um estagio intermediario da
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domesticacdo dos ancestrais silvestres e as variedades modernas, e servem
de reservatério da variabilidade (LONDO et al., 2006).

O arroz irrigado no Brasil é constituido na maior parte da base genética
dos programas de melhoramento até pouco tempo por sete variedades, quais
sejam, Deo Geo Woo Gen, Cina, Lati Sail, | Geo Tze, Mong Chim Vang A, Belle
Patna e Tetep (RANGEL et al., 1996, NASCIMENTO, 2008), sendo que 0 arroz
€ uma das espécies, em pesquisa, mais intercambiadas em todo o mundo.
Porém Montalvan et al. (1998) alertaram sobre o estreitamento da base
genética das cultivares modernas de arroz, fazendo-se necessario priorizar a
conservagao, bem como melhorar a manutencéo e utilizagdo dos banco de
germoplasma.

Acredita-se que as duas subespécies de arroz, indica e japonica, sao
produtos de separados eventos de domesticacdo de Oryza rufipogon Griff.
Essa evidéncia vem de estudos de caracteristicas bioquimicas (SECOND,
1982) e esterilidade de hibridos e confirmada por andalises moleculares
(CHENG et al., 2003), especialmente analises evolucionarias de alguns genes
com influéncia na domesticacao (LI et al., 2006; KONISHI et al., 2006). Garris
et al. (2005), usando analises de estrutura populacional, dividiu O. sativa em
cinco grupos distintos: indica, japonica temperado, japonica tropical, Aromatico
e Aus.

Dentre o0s objetivos principais dos programas de melhoramento,
encontram-se o desenvolvimento de novas cultivares para a utilizacdo de
conhecimento na area molecular e genética, permitindo gerar e selecionar
variedades superiores (ARNOA et al.,, 2010). No Brasil, os programas de
melhoramento de arroz sequeiro vem estudando o ganho genético para a
produtividade de grdos. Os dados demonstram uma reducdo nos ganhos,
indicando que novas alternativas de melhoramento devem ser empreendidas
(BRESEGHELLO et al., 2006).

No melhoramento do arroz € utilizada uma por¢do da variabilidade
genética presente na cultura (MARTINEZ et al., 2003). Zhu et al. (2007)
estimou que o arroz cultivado contém aproximadamente 25% da variabilidade
genética de seus progenitores silvestres, apresentando uma forte eroséo

genética, sendo esse um problema de grande importancia para o
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melhoramento vegetal, j& que o0 mesmo necessita de variabilidade genética
para obtencdo de gendtipos superiores (DA SILVA, 2006).

As variedades tradicionais de arroz sdo mantidas tanto pela capacidade
de adaptacdo ao ambiente quanto pela selecdo feita por produtores que
determinam quais variedades s&o cultivadas a cada ano, diferentemente das
populacdes selvagens de arroz que se disseminam conforme a habilidade de
sobreviver e competir sob condi¢des naturais. Além disso, popula¢cdes naturais
tendem a ser mais estaveis do que cultivares em suas distribuicdes
geograficas, pois as forcas da selecdo natural geralmente levam a mudancas
graduais no decorrer do tempo (THOMSON et al., 2009).

As informacfes sobre a variabilidade e estrutura das populacdes séo
essenciais para a selecdo de caracteristicas importantes para a realizacao de
cruzamentos, expandindo o niumero dos genes para identificar genétipos que
contém alelos de importancia para o melhoramento de plantas (GARRIS et al.,
2005). Essa variabilidade expressa-se, entre outras formas, no grande niamero
de variedades que as espécies cultivadas apresentam (MUHLEN et al., 2000).

InformagBes que sdo obtidas através da variabilidade genética com o
uso de marcadores moleculares gerando grande quantidade de dados, que
combinadas com informagdes do “pedigree” assim como com caracteristicas
morfologicas, fisioldégicas e agrondmicas, ajudam a fornecer uma analise mais
completa (FALEIRO et al., 2004).

Utilizando descritores e marcadores moleculares, a busca por genes que
contribuem para caracteristicas de interesse agrondmico também é importante
para a efetiva utilizacdo dos recursos genéticos em programas de
melhoramento (BOSETTI, 2012). As caracteristicas morfolégicas séao
fundamentais no melhoramento aplicado e é por isso que sao muito usadas na
caracterizagcdo de variabilidade genética (MULATO, 2009).

Vérios trabalhos que avaliam a variabilidade e a distancia genética
utilizando caracteristicas morfolégicos e marcadores moleculares foram
realizados nos ultimos anos (BERTINI et al., 2010), motivo pelo qual a
variabilidade genética, utilizando marcadores moleculares para o estudo de
diversas caracteristicas, permite o conhecimento de melhores combinacdes de
hibridos, viabilizando a obtencdo de gendtipos superiores em geracdes
segregantes (BENITEZ et al., 2011).
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Na avaliagdo da variabilidade genética, os marcadores microssatélites
tem sido utilizados com sucesso e sdo considerados ideais para a
caracterizacdo molecular de recursos genéticos por serem marcadores co-
dominantes, abundantes, multialélicos e altamente polimoérficos, com grande
eficiéncia (VARSHNEY et al., 2005). Em trabalhos realizados, McCouch et al.,
(2002), destacou que existem mais de 2000 marcadores microssatélites (SSR)
desenvolvidos para esta espécie. Por exemplo, em estudos de variabilidade
alélica, tem sido documentado mais de 25 alelos por locus entre diferentes
acessos de arroz cultivado (McCOUCH et al., 2005). A caracterizagdo e
avaliacdo do germoplasma auxiliam na identificagdo e exploracdo da
variabilidade genética da cultura do arroz.

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo estimar a
variabilidade genética de diferentes genoétipos de arroz disponiveis no Banco
de germoplasma da Embrapa.



66

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Germoplasma

Foram utilizados no estudo 151 gendtipos de arroz pertencentes ao
Banco Ativo de germoplasma da Embrapa (Anexo 2).

4.2.2 Extracdo de DNA e Genotipagem com Marcadores SSR

As sementes dos 151 gendtipos foram semeadas em “gerbox” e
colocadas para germinar em camara de germinacdo (BOD) a uma temperatura
de 25°C. Sete dias ap6s a geminacédo, foram coletadas amostras do tecido
folhar para extragao de DNA gendmico.

As extracbes de DNA foram realizadas utilizado o método CTAB
(DOYLE; DOYLE, 1990), mas com algumas modificacBes. A concentracdo das
amostras de DNA foi estimada por eletroforese em gel de agarose 1% por
comparagdo com o Marcador Lambda/ Hind III (Invitrogen) de peso molecular
conhecido, tendo sido as amostras diluidas para a concentragédo de 10 ng/ul.

A selecdo dos marcadores microssatélites foi realizada baseada no
Polymorphism Information Content (PIC) de cada loci, tamanho de amplificagédo
e distribuicdo, considerando 0s nove cromossomos do arroz. Foram
selecionados nove loci microssatélites (TEMNYKH et al.,, 2000) sendo,
posteriormente, analisados, conforme metodologia proposta (Zhu et al., 2004;
WANKHADE et al., 2010; RAJENDRAN et al., 2012) (Tabela 1). Além disso, foi
adaptado um iniciador CACGACGTTGTAAAACGAC (M-13) na sequéncia
Forward de cada conjunto de primers.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de
12uL, contendo cada amostra 2,0uL de DNA gendmico (10ng/uL); 2,0uL do
primer (forward com iniciador M-13 e reverse) (Invitrogen) na concentracao de
1,0uM; 6,5uL do mixGoTaq Green Master (Promega) e 1,5uL de &gua
ultrapura. A amplificagdo do primer ocorreu 20 pb da regido de amplificacao,
devido ao uso do iniciador M-13 adaptado na sequéncia Forward do primer.

O programa de amplificacdo foi executado em termociclador modelo

GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems), Sendo construido de um
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ciclo inicial de desnaturacao a 94°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos a 94°C
por 1 minuto, anelamento de 55°C a 61°C por 1 minuto, conforme a
temperatura ideal de cada primer (Tabela 1), finalizando com uma extenséo a
72°C por 5 minutos.

A checagem da amplificagéo foi feita por eletroforese horizontal em gel
de agarose 3% utilizando A DNA/HIind A 1l Fragments. Para a deteccao de
polimorfismo alélico foi efetuada em géis desnaturantes de poliacrilamida a 6%,
contendo 7M de uréia e tampdo TBE 1X. Os produtos amplificados foram
visualizados através de coloragdo do gel com nitrato de prata e o tamanho dos
fragmentos amplificados foi estimado comparando-se sua posi¢cdo no gel em
relacdo a posicao das bandas de tamanho definido de um marcador padrdo de

peso molecular de 10pb DNA Ladder (Invitrogen).



Tabela 1. Descrigdo dos nove loci SSR utilizados na genotipagem dos 151 gendtipos de arroz (Oryza sativa L.). Embrapa Clima

Temperado, UFPel/CGF/Pelotas, 2015.

Locus  Cr. Forward Reverse PIC T(°C) Referencia
RM341 2 CAAGAAACCTCAATCCGAGC CTCCTCCCGATCCCAATC 0,66 55 McCOUCHet al., 2002
RM157A 3 CCTCCTCCTCACGAATCCCGCC  GGGCTTCTTCTCCGCCGGCTTC 0,72 55 TEMNYKHet al., 2000
RM161 5 TGCAGATGAGAAGCGGCGCCTC TGTGTCATCAGACGGCGCTCCG 0,64 61 McCOUCHet al., 2002
RM103 6 CTTCCAATTCAGGCCGGCTGGC CGCCACAGCTGACCATGCATGC 0,70 55 McCOUCHet al., 2002
RM172 7 TGCAGCTGCGCCACAGCCATAG CAACCACGACACCGCCGTGTTG 0,56 55 McCOUCHet al., 2002
RM152 8 GAAACCACCACACCTCACCG CCGTAGACCTTCTTGAAGTAG 0,75 55 McCOUCHet al., 2002
RM184 10 ATCCCATTCGCCAAAACCGGCC TGACACTTGGAGAGCGGTGTGG 0,66 55 McCOUCHet al., 2002
RM286 11 GGCTTCATCTTTGGCGAC CCGGATTCACGAGATAAACTC 0,72 55 McCOUCHet al., 2002

RM19 12 CAAAAACAGAGCAGATGAC CTCAAGATGGACGCCAAGA 0,82 55 McCOUCHet al., 2002

PIC: descritos pelos autores que desenvolveram os marcadores.

T: temperatura de anelamento utilizado.
Cr: Cromossomo.
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4.2.3 Andlise dos dados

A analise de correspondéncia multipla (MCA) foi realizada nos dados da
distancia genética, utilizando PROC CORRESP (SAS Institute, 2000).

A andlise da estrutura do germoplasma foi feita por meio de analise
Bayesiana, utilizando o software STRUCTURE verséao 2.3.1 (PRITCHARD et
al., 2000). Esta analise utiliza um método de agrupamento que identifica K
grupos de gendtipos com frequéncias alélicas distintas, assumindo que ha
equilibrio de Hardy - Weinberg e auséncia de desequilibrio de ligacdo entre os
loci analisados no germoplasma. Os acessos podem ser membros de multiplos
subgrupos com um coeficiente diferente, sendo a soma destes igual a 1.

O programa foi executado com uma predefinicdo de nimero de grupos
(K) variando de 1 a 10 e vinte simulagdes independentes para cada K, usando
o modelo de combinacao que utiliza a correlacao das frequéncias alélicas entre
os agrupamentos (K) e ancestralidade comum (Oryza sativa L.) entre os
acessos. Cada simulacao teve um periodo de burn-in de 10.000, seguido de
100.000 interacgdes.

A determinacdo do numero K mais provavel em relacdo aos propostos
foi feita utilizando o método de Evanno (2005), implementado no aplicativo
STRUCTURE HARVESTER (EARL; VONHOLDT, 2014).

4.2.4 Distribuicdo da variabilidade genética

A analise de variancia molecular (AMOVA) foi calculada com auxilio do
programa GENES (CRUZ, 2006), tendo como base a classificacdo dos trés
grupos, quais sejam, indica, japonica e gendtipos sem classificacdo. Pela
AMOVA, com base na matriz de distancia Euclidiana entre os pares de
genotipos, foi estimada a proporcéo da variagdo total encontrada entre e dentro
dos subgrupos (EXCOFFIER et al., 1992).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSAO

4.3.1 Frequéncia genotipica para marcador SSR

Um total de 41 alelos foram detectados com os nove marcadores SSR
nos 151 gendtipos estudados. O numero de alelos por locus variou de dois (RM
184) a sete (RM 157 A), com uma média de 4,55 alelos por locus. Este valor foi
superior as médias observadas por diferentes autores ao analisarem acessos
de Oryza sativa, com médias entre 3,46 alelos por locus (RABANNI et al.,
2010), 2,03 (RAJENDRAN et al.,, 2012) e 2,87 (DAS et al., 2013),
provavelmente por utilizarem um grande numero de genotipos, assim como
maior ndmero de marcadores SSR, sendo, assim, consistente com a
expectativa de que as variedades mostradas em determinada regido geogréfica
seriam menos diversas, visto que sdo oriundas e cultivadas em grupos de
ambientes similares, enquanto que o germoplasma oriundo de uma ampla
gama de regibes diferentes geograficamente ira conter maior variabilidade
genética devido a diferentes pressdes de selecao.

Como esclarecimento alternativo, em estudos em escala global, com
maior énfase na inclusdo de variedades diferentes nos subgrupos de
germoplasma com finalidade de representar um maior nimero de regibes, a
variabilidade observada nos acessos japoneses também é menor do que a
encontrada em um conjunto de 309 acessos, incluindo variedades melhoradas
e tradicionais da Indonésia, avaliadas com 30 marcadores SSRs (THOMSON
et al., 2007).

Os alelos obtidos nos diferentes loci e 0s seus respectivos numero de
genotipos podem ser visualizados na Tabela 2. O locus RM 157A detectou o
maior nimero equivalente a sete alelos no conjunto de gendétipos em estudo,
seguido por RM 286 com seis alelos, enquanto o menor numero foi detectado
em RM 184, com apenas dois alelos diferentes identificados.

Os alelos mais frequentes neste estudo foram detectados nos loci RM
184 (232pb), RM 161 (196pb), RM 172 (185pb) e RM 341 (190pb). No entanto,
sete alelos (17,07%) apresentaram alelos poucos frequentes por genotipos RM
341 (178bp), RM 157A (147 e 162pb), RM 161 (196pb), RM 103 (359pb), RM
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152 (154pb) e RM 286 (152pb), variando de oito a um genotipo por locus SSR
(Tabela 2).

Os gendtipos que apresentaram um alelo foram detectados nos loci RM
157A e RM 286. Os genadtipos que apresentaram esse alelo foi o Mogi e Oro. O
motivo disso pode ser que o gendtipo Oro é uma linhagem pura com genitores
desconhecidos, tendo em vista que relatos sobre esta cultivar ressaltam que foi
selecionada a partir de arroz que era semeado inicialmente no Chile, sendo
gue sua origem esta, provavelmente, nas primeiras variedades introduzidas da
Europa (AGIRRE, et al., 2005). Diferente do gendtipo Mogi, que o ancestral
dele provém de variedades Dee Geo Woo Gan e Preta, podendo mostrar-se
esses alelos raros possivelmente por apresentarem uma estreita relacéo entre
eles.

Os alelos infrequentes nos 151 gendtipos foram observados apenas no
locus RM 157A que mais distinguiu, apresentando-se em trés alelos cada,
seguido por um alelo nos loci RM 341, RM 161, RM 103, RM 152, e RM 286
(Tabela 2). Podendo ser considerados como introducdes ou cultivares mais
antigas, provavelmente pouco utilizadas em cruzamentos nos programas de
melhoramento por possuir algumas caracteristicas desfavoraveis.

O gendtipo que apresentou mais alelo para cada loco foi de 77% (RM
184, RM 161), apresentados em 117 gendtipos. Em média, 77% dos 151

genadtipos de arroz compartilharam um mesmo alelo neste locus.



Tabela 2. Tamanho de alelo (TA) e numero de gendtipos (N° G) observados nos 151 genétipos analisados, para os nove loci SSR.
Embrapa Clima Temperado, UFPel/CGF/Pelotas, 2015.

CR2 CR3 CR5 CR6 CR7 CR 8 CR 10 CR11 CR12

Alelos RM 341 RM 157A RM 161 RM 103 RM 172 RM 152 RM 184 RM 286 RM 19

TA N°G TA N°G TA NG TA NG TA NG TA NG TA NG TA NG TA N°G

A 153 95 135 4 195 117 343 18 179 17 154 6 232 117 119 77 259 49
B 161 34 144 44 196 4 346 75 185 111 160 11 239 63 133 10 261 80
C 178 6 147 8 199 35 350 44 182 40 165 53 137 20 264 33
D 186 19 148 21 204 13 354 18 168 15 138 29 282 10
E 190 106 153 57 359 3 154 6 146 27

F 160 23 152 1

G 162 1

Total

de 260 158 169 158 168 167 180 164 172
alelo

Cr: Cromossomo.
N° de gendtipos: N°G
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4.3.2 Analise de correspondéncia multipla (MCA)

Na analise de correspondéncia multipla (MCA) (Figura 1), nota-se que as
dimensdes representaram grande variabilidade genética. Observa-se que no
quadrante | do grafico hd& um menor agrupamento dos genoétipos entre as
dimensdes entre -0.2 a 0, sendo preferencialmente gendtipos indica, 10
genotipo japonica temperado e dois gendtipos japonica tropical, antigas sem
selecdo no Brasil, totalizando, quatro gendtipos indica da Colémbia (Cica 4,
Cica 7, Cica 9, Cica 8), e trés gendtipos das Filipinas (IRCTN SKAN 23,
IRCTNK 3006-1-1-1-2, IR8 e IRCTN China 1039).

No mesmo quadrante, podem ser observadas duas linhagens que sao
localizadas muito proximas a BRA 050108 e a BRA 050106. Isso ocorre pois
ambas sdo irmas e possuem algum genitor proximo entre elas. Esses
genodtipos apresentam caracteristicas de tolerancia ao frio, possivelmente
podendo ser utilizados hoje em dia para obter genétipos tolerantes ao estresse
por frio. Corroborando com outros estudos, foi observado que entre os
genotipos japoneses a grande maioria € pertencente ao subgrupo japonica,
possuem certa tolerancia ao estresse por frio (ALl et al., 2011).

Sendo assim, a importancia destes gendtipos é de que
aproximadamente 90% dos gendtipos desenvolvidos no Brasil vém de
progenitores procedentes, basicamente, da Coldmbia, como séo Cica 4, Cica 7,
Cica 9, Cica 8, Metical e Oryzical, assim como um genoétipo considerado
importante, procedente das Filipinas como é o IR8. Gendtipos utilizados
comercialmente e divulgados pela Embrapa, Epagri, IRGA e Syngenta
possuem alelos do gendtipo IR8 ou descendem do mesmo (RAIMONDI et al.,
2014).

Além disso, Acevedo et al, (2007), ressaltou que, de maneira geral, na
América Latina 36% dos genes dos gendétipos utilizados comercialmente
provém dos ancestrais do gendétipo IR8, sendo que aproximadamente 14
ancestrais contribuem com aproximadamente 70% dos genes, incrementando,
assim, o parentesco entre eles. O maior aporte deste genitor e provavel que
esteja relacionado ao sistema do arroz inundado utilizado no pais, o qual exige
uma alta tolerancia ao acamamento, sendo que este genoétipo possui o0 gene de

plantas semi-anas, assim como resisténcia ao acamamento.
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Figura 1. Andlise de correspondéncia multipla (ACM) dos 151 gendétipos de
arroz, a partir de nove loci SSR, os grupos foram indicados como
vermelho (indica), verde (japonica temperado), turquesa (japonica
tropical) e preto (genoétipos desconhecidos). Embrapa/CGF/ UFPel,
2015.

Foram observados, também, quatro gendtipos (New Bonnet, Itaqui-A,
Cachinho, SC 607) que séo encontrados proximos ao eixo de origem. Estes
genotipos pertencentes ao grupo japonica tropical apresentam genitores dos
EUA e Brasil, assim como também s&o gendtipos que ndo estdo sendo
utilizados comercialmente hoje em dia, sendo que ndo formam parte das
genealogias dos genotipos utilizados atualmente.

No quadrante Il, os gendétipos apresentaram-se mais espalhados dentro
de todo o quadrante, representados, também, por uma grande variabilidade de
genotipos procedentes de diferentes locais e formados, principalmente, pelos
grupos indica e alguns gendtipos do grupo japonica temperado. Neste
quadrante, também podem ser observados genoétipos de muita importancia,
como € o caso do BR IRGA 409, Metical, Oryzical e IR8. Estes gendétipos sao
utilizados na atualidade como progenitores.

De acordo com Raimondi et al. (2014), a cultivar IR8 foi lancada durante
o periodo da “revolucdo verde”, sendo utilizada normalmente como fonte de
caracteristicas para plantas semi-anas. Varias companhias de todo o mundo
tem procurado genotipos que utilizem este gendtipo como fonte de genes para
aumentar o rendimento. O agrupamento préximo deste gendtipo e devido a
estreita base genética entre eles.

Outrossim, sdo encontrados gendtipos de importancia e utilizados
atualmente, como € o caso dos gendétipos BRS Sinuelo CL e Puita Inta CL, que
correspondem a 1,26% e 41,44% da producéo total no Rio Grande do Sul,
dados obtidos no periodo de 2013/2014 (IRGA, 2014).

De modo analogo, no quadrante Ill, os genétipos pertencentes ao
quadrante superior, Yamada Nichik procedente do Japao e do grupo japonica
temperado apresentou-se mais isolada com relacdo aos outros genotipos,
possivelmente por apresentar alguma caracteristica ndo conhecida que seja

atualmente de interesse.
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Com o intuito de aumentar a informacgéo disponivel sobre o genoma de
arroz, Arai-Kichise et al. (2014) selecionou e analisou 0 genoma completo de
seis genotipos, entre eles Yamada Nichik, utilizando Nippombare como
referéncia, proporcionando, assim, informacdes importantes de SNPs para
avanco da investigacao de andlises do genoma do arroz.

Nota-se que da mesma forma, o Diamante e Rexoro apresentaram a
mesma distancia genética. Isso pode ter ocorrido devido ao fato que o Rexoro
foi utilizado como genitor para a obtencdo do genétipo Diamante. Sendo assim,
no processo de mapeamento, a escolha do germoplasma a ser utilizado é
fundamental, pois quanto maior for a distancia genética entre os genitores que
dardo origem a populacdo a ser mapeada, maior a chance de serem
detectados polimorfismos ao nivel de DNA (MILACH, 1998; CRUZ et al., 2007).
Por sua parte, o Diamante é o progenitor de mais ampla genealogia entre 0s
gendtipos da INIA, com progenitores como a Quila 64129 50% e Brilhante 50%
(AGIRRE et al., 2005).

Podem ser observados trés gendtipos que ficaram afastados, o Tetep,
BRA 051279 e o Brilhante. Estes geno6tipos sao utilizados por melhoristas como
genitores paternos (SILVA et al., 1999; AGIRRE et al., 2005). O quadrante Il
esta formado, em sua maioria, por gendtipos do grupo japonica temperado,
cinco gendtipos do grupo indica e nove japonica tropical, sendo que neste
quadrante encontram-se genétipos de importancia para o melhorista, sendo
que o BRS Bojuru é uns dos poucos genétipos utilizados atualmente no
mercado nacional. No periodo de 2013/2014, foi semeado s6 no Rio Grande do
Sul correspondendo a 0,01% da producéo total (IRGA, 2014).

Outro gendtipo que foi agrupado neste mesmo quadrante, sendo
considerado de importancia para os programas de melhoramento, é o genétipo
Oro, sendo que entre os principais genitores do programa de melhoramento de
arroz da INIA sdo encontrados os genétipos Oro e Diamante. O Oro foi
selecionado a partir do arroz, semeado inicialmente no Chile, com origens
provaveis das primeiras variedades introduzidas na Europa (AGIRRE et al.,
2005).

Com referéncia ao agrupamento de gendétipos formado no ultimo
quadrante 1V, constituido principalmente por gendtipos japonica temperado,

sete gendtipos indica, nove genoétipos japonica tropical e trés gendtipos
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desconhecidos, de procedéncia brasileira, japonesa, americana assim como
gendtipos de procedéncia desconhecida, do total destes genétipos agrupados,
s6 um, BRS Firmeza, é utilizado atualmente no mercado. Entretanto, no
periodo de 2013/2014 nao foi semeado em nenhumas das regifes do Rio
Grande do Sul (IRGA, 2014).

Pode-se observar, portanto, que o gendtipo Bico Preto do grupo japonica
temperado ficou mais afastado devido a eles serem gendtipos antigos.
Algumas variedades antigas como é o caso do Bico Preto tem sido utilizada em
diversos programas de melhoramento genético (MAGALHAES JUNIOR, 2007).

Do mesmo modo, o gendétipo IRGA 411 pertencente ao grupo indica
encontra-se neste grupo, sendo que este se apresentou mais isolado dos
demais genotipos porque foi agrupado neste quadrante por causa que um dos
seus progenitores é o genoétipo Dawn, localizado no mesmo quadrante. Em
analise de genealogia realizada por Raimondi et al. (2014), foi observado um
nivel significativo de parentesco do IRGA 411 entre os gendtipos comerciais de
arroz lancados pela Embrapa e IRGA.

Outros genétipos de interesse encontrados neste quadrante sao o
Lemont e o Bluebonnet, o Lemont tem como caracteristica que um dos
genitores deste genoétipo é o Bluebonnete, o Lemont e considerado um das
principais cultivares nos EUA (AGIRRE et al., 2005).

Considerando-se esses aspectos, € possivel levantar a hipétese de que
a estruturacdo genética no Banco Ativo de germoplasma da Embrapa,
detectada pelos marcadores moleculares, esteja detectando um isolamento
geografico entre os genoétipos analisados, o que pode estar associado a
caracteristicas dos genitores que ndo estejam sendo utilizadas na atualidade.

Porém, outras avaliacbes, incluindo mais locus SSR, devem ser
realizadas para a confirmacdo ou ndo dessa hipbtese, pois existe a
possibilidade desses gendtipos estarem ja descartados do melhoramento. Esta
informagéo pode ser importante para a prospecc¢ao de genes, em programa de
melhoramento genético que obterem cultivares com maiores interesses para o
mercado. Isso, sobretudo com o intuito obter maior variabilidade para os

caracteres de interesse.
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4.3.3 Analises de agrupamento e estrutura populacional

Com base aos 151 genotipos de arroz, foram avaliados quanto a
estratificacdo da populacdo. Os dados foram analisados sucessivamente
aumentando o numero de subpopulacdes (K) de 1 a 10. Os valores de K que
melhor representou o conjunto de genoétipos analisados, baseados na
estatistica do AK de Evanno et al. (2005) apresentaram um pico maior para K =
2, permitindo reconhecer inicialmente as subespécies indica e japonica, sendo
gue o segundo valor de AK apresentou um pico menor k = 5, 0 que, por sua
vez, permitiu reconhecer os grupos indica, japonica (tropical), japonica

(temperado) e grupos desconhecidos (Figura 2).
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Figura 2. Média dos valores de AK de Evanno et al. (2005) para duas
repeticbes de simulacbes no programa Structure com k = 1 a 10
para 151 gendtipos de arroz. Embrapa/CGF/ UFPel, 2015.

Utilizando 203 gendtipos de arroz e analisando a estrutura populacional,
Bosetti (2012) evidenciou picos para K = 2 e K = 8. Isso sugere na existéncia
inicial de grupos de similaridade, coincidindo com os resultados obtidos neste
estudo.

A identificacdo dos genotipos pertencentes a subespécie indica ou
japonica em estudos de variabilidade genética utilizando marcadores SSR, vem
sendo bastante relatada em estudos de acesso de germoplasma (GARRIS et
al., 2005; THOMSON et al., 2007, 2009; ZHANG et al., 2009).
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Pode ser observado que a sumarizacdo das 20 réplicas para K=2
apresentou uma similaridade de 99%, indicando que a atribuicdo dos gendtipos
para cada sub acesso foi bem correlacionada entre as corridas.

Um acesso foi considerado como pertencente a uma determinada
populacdo quando seu coeficiente de adesao foi = a 80%.

O menor valor de k permitiu o agrupamento de padrdes em seus
respectivos grupos, foi k = 2 (Figura 2). Para k = 5, que apresentou o segundo
maior valor para AK, os padrbes foram separados de acordo com o seu grupo
anteriormente conhecido (Figura 3).

Para o valor de K = 2 (Figura 3a), 74 acessos pertenceram
exclusivamente a um grupo da subespécie indica, sendo que dez genotipos
pertencentes ao grupo japonica temperado apresentaram uma pequena
probabilidade de agrupamento com estes padrbes (Agulhinha Branco,
Amarelinho, Arroz Amarelo e Branco, Arroz de seco, Arroz Da Terra, Cateto
Coleta, BRs 358 (CNAI 9903), Itaqui-A e Rio Grande), assim como um genotipo
pertencente ao grupo japonica tropical (IAC 500), podendo sugerir que,
provavelmente, ocorreu uma introgressdo de alelos ou a probabilidade de
possuirem um progenitor em comum entre eles.

Resultados semelhantes foram obtidos em trabalhos realizados por
Choudhury et al. (2013), onde gendtipos de arroz indica e japonica foram
agrupados e esta estruturacédo poderia ser devido a intercambios parciais do
polimorfismo genético dos progenitores (GAO; INNAN, 2008).

Enquanto que 58 foram agrupados no grupo japonica tropical e
temperado e os restantes nos grupos desconhecidos. Um total de 19 (12,58%)
genotipos apresentaram probabilidade de pertencer aos dois grupos,
considerados como nao estruturados “mistos”, pois compartilhavam alelos de
ambos os grupos.

Estes resultados coincidem com os obtidos em outros estudos em que a
separacdo é clara quando dois grupos sdo considerados nas analises
(THOMSON et al., 2009; ZHANG et al., 2009). A proximidade genética entre
genaotipos oriundos de um mesmo pais ou regido geografica foi observada em
outros estudos (ALI et al., 2011; GARRIS et al., 2005), podendo ser uns dos

motivos do agrupamento desses genétipos.
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Posteriormente, para k = 5 (Figura 3b), as variedades indica formaram
um agrupamento com a presenca de quatro genoétipos do grupo japonica
temperado (Agulhinha Branco, Arroz Amarelo e Branco, Arroz Da Terra e BRs
358 (CNAI 9903), sendo que 61 dos 151 genétipos foram agrupados em
diversos subgrupos que englobaram, também, introducdes dos Estados
Unidos, Japdo, Vietna, Filipinas, Uruguai, Coldmbia e Brasil, os grupos indicas,

japonica tropical e temperado.

a)

Figura 3. . Alocacdo de 151 gendtipos de arroz em grupos identificados na
andlise da estrutura do germoplasma usando o programa Structure
para: a) k=2, acessos identificados com azul= indica, em laranja=
japonica. b) k=5, cada cor representa uma diferente subgrupo azul=
indica, em laranja= mistura de indica e japonica temperado, em
roxo=japonica tropical em verde=japonica temperado, e lilas=sem
classificados. Embrapa/CGF/ UFPel, 2015.

Foi possivel observar que 29 genétipos foram agrupados no grupo
japonica, com introgressdo de genoétipos do grupo indica (Basmati 370 e
Cristal). O maior grupo identificado foi composto exclusivamente por 60
acessos, sendo que estes acessos apresentaram uma probabilidade de
pertencerem aos quatro grupos.

Em trabalhos realizados por Thomson et al. (2007) com variedades da
Indonésia, foi possivel observar que as variedades se agruparam dentro do
grande grupo japonica, tornando dificil estabelecer uma fronteira entre os
grupos temperado e tropical, dados que coincidem com os obtidos por Bosetti
(2012) quando analisados acessos de japonica tropical e temperado.
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E provavel que essa proximidade observada entre os genoétipos possa
ter implicado no padrdo de agrupamento, onde primeiramente 0s genotipos
foram identificados como mais proximos, formando esse grande grupo, e
consequentemente 0s outros genotipos.

Marcadores moleculares microssatélites fornecem informacdes
complementares para o entendimento de questbes botanicas a nivel
intraespecifico, bem como a relacbes do germoplasma com o ambiente de
coleta (SANTOS-GARCIA et al., 2012).

Entretanto, a falta de informagBes dos gendtipos quanto ao seu
ambiente original dificulta o entendimento da relacdo entre 0s grupos
identificados. Um elemento que ocasiona confusdo em quanto o estudo de
colecbes de germoplasma € que o0s genotipos ou variedades sao
frequentemente estudados de forma isolada e desconectada do seu ambiente
original (THOMSON et al., 2009), sendo que a disponibilidade de informagdes
poderia permitir a investigacdo de maneira mais aprofundada das relacées

entre as variedades e o seu contexto original.

4.3.4 Distribuicdo da variabilidade genética

Pela analise de variancia molecular (AMOVA), permitiu-se identificar
que 13,60% das variacbes foram entre grupos e a maior variabilidade genética
(86,40%) foi originaria de variacées dentro dos grupos, indicando que a grande
maioria da variabilidade genética encontra-se dentro dos grupos, podendo dizer
gue a variancia genética encontra-se distribuida heterogeneamente, de forma
gue a maior parte da variabilidade encontra-se dentro de cada grupo (Tabela
3).
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Tabela 3. Analise molecular da variancia (AMOVA) baseada em nove loci SSR
para 151 genotipos de Oryza sativa L. avaliados quanto a estrutura
genética. Embrapa/CGF/ UFPel, 2015.

Fonte de variacao GL SQ Comvgc;%?]rétizs da Porc%;: ;Jl gem
Entre grupos 2 80,83 0,81 13,60**
Dentro dos grupos 148 772,58 5,22 86,40**
Total 150 853,51 6,04 100

** Significativo ao nivel de 1% probabilidade de erro.

Utilizando a analise de variacdo molecular em 59 gendétipos de arroz
Hassan et al., (2012) verificou uma variacdo entre os acessos de 91%, seguido
de 9% dentro do grupo, concluindo que a variacdo entre as variedades locais
foi maior que dentro das variedades entre os genoétipos estudados.

Outros estudos em arroz utilizando a analise de AMOVA, também
apresentaram uma alta variabilidade entre os grupos, como é o caso de
trabalhos realizados na regido de Himalaia, onde os resultados indicam que
66% da variacdo total € devido a diferenciacdo das variedades de arroz,
indicando, desta forma, uma grande variabilidade genética nessa regido
(CHOUDHURY, 2013).

Do mesmo modo, Cao et al., (2006) confirmou diferencas de 35,14% na
variacdo genética total quando foi realizado um estudo por regido, e 18,65%
entre as populacédo e 46,21% dentro das populacdo. Sendo assim, recomenda-
se aumentar a utilizacdo dos recursos genéticos de arroz, com o intuito de se

obter uma maior vantagem sobre a da variabilidade genética do género Oryza.
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4.4 CONCLUCOES

Dos 151 gendtipos estudados pertencentes ao Banco de germoplasma
da Embrapa utilizando nove locus SSR, foi concluido que:

Os genotipos do banco ativo de germoplasma da Embrapa possuem
grande variabilidade genética.

O germoplasma avaliado € geneticamente estruturado em dois
subgrupos: indica e japonica

Cultivares de arroz desenvolvidas para regido sul do Brasil apresentam
base genética estreita. Sendo que a atual situacdo caracteriza uma
vulnerabilidade genética, que favorece nenhum ou pouco ganho genético para

selecéo.
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Caracterizacdo fenotipica de gendtipos de arroz para tolerancia ao frio no

estadio germinativo

Anexo Al. Lista dos 124 genotipos utilizados na caracterizacdo fenotipica para

tolerdncia ao frio na geminacao.

Pelotas-RS, 2015.

Embrapa/FAEM/UFPel-CGF,

Acesso Gendétipo Pais de origem Grupo
1 BR Pelotas Brasil Indica
2 IRCTN Skau 337 india Desconhecido
3 Arroz Amarelo e Branco Brasil Japonica temperado
4 SC 608 Brasil Indica
5 LTB 07011 Brasil Indica
6 Cica 8 Colémbia Indica
7 Taquari Uruguai Japonica tropical
8 IRCTN Skan 23 india Desconhecido
9 Basmati 370 india Indica
10 Mearim Franca Indica
11 Dawn EUA Japonica tropical
12 Supremo 13 Brasil Indica
13 Sabore Brasil Desconhecido
14 BR IRGA 409 Brasil Indica
15 Qualimax 1 Brasil Indica
16 IRGA 422 CL Brasil Indica
17 BRS 6 Chui Brasil Indica
18 Agulhinha Dourado IPAM Brasil Desconhecido
19 Cachinho Brasil Japonica temperado
20 AB 09001 Brasil Indica
21 BRA 050166 Brasil Indica
22 Epagri 109 Brasil Indica
23 Tegumento Preto Brasil Desconhecido
24 BRS 358(CNAI 9903) Brasil Japonica temperado
25 BRS Queréncia Brasil Indica
26 AB 10004 Brasil Indica
27 Agulha Ligeiro Brasil Japonica temperado
28 BRA 050067 Brasil Indica
29 Qualimax Brasil Indica
30 BR IRGA 413 Brasil Indica
31 Agulha Amarelo Brasil Indica
32 BRA 040304 Brasil Indica
33 Epagri 108 Brasil Indica
34 Arroz da Terra Desconhecido  Japonica temperado
35 IRGA 416 Brasil Indica




(Continuacgéao)

Acesso Genotipo Pais de origem Grupo
36 Catetinho Bolinha Brasil Japonica temperado
37 Epagri 107 Brasil Indica
38 Cacho Grande Brasil Japonica temperado
39 Bolinha Catetinho Brasil Japonica tropical
40 EL PASSO L-144 Uruguai Indica
41 Empasc 103 Brasil Indica
42 Palha Murcha Brasil Japonica temperado
43 Bluebelle USA Japonica Tropical
44 BRS Atalanta Brasil Indica
45 BRS Ligeirinho Brasil Indica
46 Sasanishiki Japéao Japonica temperado
47 IRCTN Tatsumi Mochi Japao Japonica temperado
48 SC 606 Brasil Indica
49 IRCTN China 1039 Filipinas Desconhecido
50 Ambar Chile Japonica temperado
51 BRS Fronteira Brasil Japonica
52 IAS 12.9 Formosa Brasil Japonica
53 Cateto Amarelo Brasil Japonica temperado
54 Supremo 02 Brasil Indica
55 BR IRGA 414 Brasil Indica
56 Nippombari Japao Japonica
57 Catetinho Brasil Japonica temperada
58 BRS Sinuelo CL Brasil Indica
59 IAC 202 Brasil Japonica tropical
60 BRS Colosso Brasil Japonica tropical
61 Amarelinho Brasil Japonica temperado
62 Jasmine Brasil Japonica
63 CUARO Uruguai Indica
64 SC4 Brasil Indica
65 Agulhinha Brasil Japonica temperado
66 Cica 9 Colémbia Indica
67 IAC Brasil Japonica tropical
68 Maravilha Brasil Japonica tropical
69 BR IRGA 411 Brasil Indica
70 Lebonnet EUA Indica
71 BRA 050026 Brasil Indica
72 BRS Pampa Brasil Indica
73 Cica4 Colémbia Indica
74 BRS Bojuru Brasil Japonica temperado
75 Japones de Varzea Brasil Japonica temperado
76 BRS Agrisul Brasil Indica
77 BRA 050142 Brasil Indica
78 BRA 051267 Brasil Indica
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(Continuacgéao)

Acesso Gendétipo Pais de origem Grupo
79 SC 170 Brasil Indica
80 Diamante Chile Japonica temperado
81 Reetz Brasil Japonica temperado
82 IRCTN K 3006 1-1-1-2 Filipinas Desconhecido
83 IRGA 417 Brasil Indica
84 Rexoro EUA Desconhecido
85 Agulinha Anéo Brasil Indica
86 AB 10006 Brasil Indica
87 BRS Firmeza Brasil Indica
88 BRA 050069 Brasil Indica
89 YN 1905-WL 6221102114 Japao Japonica temperado
90 Tomoe Mochi Japao Japonica temperado
91 BRS AG “Gigante” Brasil Japonica temperado
92 SCS BRS 113 Tio Taka Brasil Indica
93 Arroz Passaro Brasil Desconhecido
94 Puité Inta-CL Argentina Indica
95 IRGA 419 Brasil Indica
96 IRGA 420 Brasil Indica
97 BRA 051279 Brasil Indica
98 IRAT 124 Filipinas Indica
99 Itaqul-A Brasil Japonica temperado
100 EEA 405 Brasil Japonica temperado
101 SC 607 Brasil Indica
102 Cristal Chile Indica
103 Rio Grande Brasil Japonica temperado
104 IRCTN HSC 16 Filipinas Desconhecido
105 IAC 201 Brasil Japonica tropical
106 Progresso Brasil Japonica tropical
107 Arroz Chumbinho Brasil Indica
108 BRA 050054 Brasil Indica
109 Agulhinha Branco Brasil Japonica temperado
110 Metica 1 Colémbia Indica
111 Zebu Brasil Japonica temperado
112 New Bonnet EUA Japonica tropical
113 BRA 02665 Brasil Indica
114 BRS IRGA 412 Brasil Indica
115 BRA 050106 Brasil Indica
116 SC 173 Brasil Indica
117 ARROZ Sequeiro Brasil Japonica temperado
118 Oryzica 1 Colémbia Indica
119 BRS 7 Taim Brasil Indica
120 Agulha Brasil Japonica temperado
121 Brilhante?® Chile Japonica temperado
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(Continuagéo)

Acesso Genotipo Pais de origem Grupo
122 Orao® Chile Japonica temperado
123 IR8° Filipinas Indica
124 BR IRGA 410° Brasil Indica

Tolerantes: a:121 (Brilhante); b: 122 (Oro);
Sensiveis: ¢: 123 (IR8); d: 124 (IRGA 410)



Anexo B1. Gendtipos de arroz utilizados para a genotipagem utilizando nove loci SSR. Embrapa/CGF/ UFPel, 2015.

Anexo B - Capitulo 1lI

Avaliacdo da variabilidade genética em germoplasma de arroz utilizando marcadores moleculares SSR

Pais de
Acessos Genaotipo origem Cultivo Genitores
001.1 AB 09001 Brasil Irrigado BRS 7Taim/Jasmine
002.1 AB 10006 Brasil Irrigado BRS Atalanta / BRA 01010
003.1 AB 10004 Brasil Irrigado BRS Firmeza/Epagri 109
004.JT AGULHA Brasil Facultativo Sem informacao
005.1 Agulha Amarelo Brasil Facultativo Sem informacéao
006.JT Agulha Ligeiro Brasil Sequeiro Sem informacao
007.JT Agulhinha Brasil Facultativo Sem informacéao
008.1 Agulhinha Ando Brasil Facultativo Sem informacao
009.JT Agulhinha Branco Brasil Sequeiro Sem informacéao
010.SI Agulhinha Dourado IPAM Brasil Sequeiro Sem informacao
011.JT Amarelao-A Brasil Sequeiro Sem informacéao
012.JT Amarelinho Brasil Facultativo Sem informacao
013.JT Amarelo Bico Preto Brasil Sequeiro Sem informacéao
014.JT Ambar Chile Irrigado Sem informacao
015.JT Arroz Amarelo e Branco Brasil Facultativo Sem informacéao
016.JT Arroz Carolino Brasil Irrigado Sem informacao
017.1 Arroz Chumbinho Brasil Facultativo Sem informacéao
018.JT Arroz de seco Brasil Sequeiro Sem informacao
019.SI ARROZ Péassaro Brasil Facultativo Sem informacéao
020.JT ARROZ Sequeiro Brasil Sequeiro Sem informacéo
021.JT Arroz Da Terra Desconhecido  Sequeiro Sem informacao
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(Continuacgéao)

Pais de
Acessos Genotipo origem Cultivo Genitores
022.1 Basmati 370 india Irrigado Sem informacéo
023.JT Bico Preto Brasil Irrigado Sem informacao
024.JT Bico Torto Brasil Irrigado Sem informacéo
025.JTL Bluebonnete EUA Sequeiro Rexoro/Fortuna
026.JTL Bolinha Catetinho Brasil Facultativo Sem informacéo
027.1 BRA 01059 Brasil Irrigado CL Sel. 447-B-B/TF 528
028.1 BRA 02665 Brasil Irrigado Sem informacéo
029.1 BRA 040075 Brasil Irrigado Sem informacao
030.1 BRA 040304 Brasil Irrigado TAIM/CNAI9050
031.1 BRA 050026 Brasil Irrigado CNA 8621/CNAIi 9025
032.1 BRA 050054 Brasil Irrigado CNA 8621/CNAIi 9025
033.l BRA 050067 Brasil Irrigado SCS-BRS-111/CNAi 9018
034.1 BRA 050069 Brasil Irrigado SCS-BRS-111/CNAi 9018
035.1 BRA 050106 Brasil Irrigado TF 448 / BR IRGA 413
036.1 BRA 050108 Brasil Irrigado IR 22/ CNA8502
037.1 BRA 050142 Brasil Irrigado BRS 7Taim/CL Sel 4
038.1 BRA 050166 Brasil Irrigado BRS 7Taim / Basmati
039.1 BRA 051267 Brasil Irrigado CNAI9050/IRGA 417
040.1 BRA 051279 Brasil Irrigado JAVAE/CNAI9039
041.JT Brilhante Chile Irrigado Diamante/Niquén
042.1 BRS Agrisul Brasil Irrigado linhagem P 789/linhagem CL selecéo 49-2
043.JT BRS Bojuru Brasil Irrigado Selecdo da populacdo TY-12

. : CT7244-9-2-1-52-1/CT7232-5-3-7-2-1P//CT6196-

044.JTL BRS Bonanca Brasil Sequeiro 33-11-1-3-AP
045.JTL BRS Colosso Brasil Sequeiro Selecédo da populacdo TY-12
046.JTL BRS Conai Brasil Sequeiro Sem informacao
047.JTL BRS Curinga Brasil Sequeiro Sem informacéao
048.1 BRS Atalanta Brasil Irrigado Linhagem P 798 /linhagem CI
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(Continuacgéao)

Pais de
Acessos Genotipo origem Cultivo Genitores
049.1 BRS Firmeza Brasil Irrigado BR-IRGA 411/Bluebelle//Lemont
050.JTL BRS Formoso Brasil Sequeiro 17719/5738//IR21015-71-3-3-3-1
051.JTL BRS Lideranca Brasil Sequeiro Sem informacéo
052.1 BRS Ligeirinho Brasil Sequeiro selecdo BR IRGA 410
053.JTL BRS Primavera Brasil Sequeiro Sem informacéo
054.JTL BRS Talento Brasil Sequeiro Sele¢éo dentro da linhagem CT11257-7-2-n-n
055.JTL BRS Vencedora Brasil Sequeiro Sem informacéo
056.1 BRS Pelota Brasil Irrigado Selecdo em BR IRGA 410
057.1 BRS Sinuelo CL Brasil Irrigado Taim/As 3510///Taim
058.1 BRS 6 CHUI Brasil Irrigado Sel. em BR-IRGA 410
059.1 BRS 7-Taim Brasil Irrigado Bellmont/New Rex
060.1 BRS Queréncia Brasil Irrigado CL 246 / ZHO FEE n°10
061.JT Cachinho Brasil Irrigado Sem informacéo
062.JT Cacho Grande Brasil Sequeiro Sem informacao
063.JT Cana Roxa Brasil Sequeiro Sem informacéao
064.JTL Carolina USA Sequeiro Sem informacao
065.JT Catetinho Brasil Irrigado Sem informacéao
066.JT Catetinho Bolinha Brasil Sequeiro Sem informacao
067.JT Cateto Amarelo Brasil Irrigado Sem informacéao
068.JT Cateto Coleta Brasil Irrigado Sem informacao
069.1 Cica4 Colémbia Irrigado IR 8/ IR 12-178-2-3
070.1 Cica7 Colébmbia Irrigado IR 262/ Remadja / BG 90-2
071.1 Cica 8 Colémbia Irrigado Cica4 /1R 665-23-3/Te Tep
072.l Cica 9 Colémbia Irrigado IR 841-63-5-104-1B/C 46-15/ IR 665-23-3-1
. : Giza 178 -cultivar introduzida do Egito -oriunda o
073.JT BRs 358 (CNAI 9903) Brasil Irrigado cruzamento GIZA 175/MILYANG 49
074.1 Cristal Chile Irrigado Sem informacéao
075.1 Cuaro Uruguai Irrigado Sem informacéo
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(Continuacgéao)

Pais de
Acessos Genotipo origem Cultivo Genitores
076.JTL Dawn EUA Irrigado CenturyPatna 231/HO 12-1-1
077.JT Diamante Chile Sequeiro SIGADIS2/ TN 1 // IR24
078.JT EEA 405 Brasil Irrigado Prolific/Novelli
079.1 Empasc 103 Brasil Irrigado IR 262-43-8-11/KDM 105
080.1 Empasc 104 Brasil Irrigado IAC 22/Salumpikit
081.1 Epagri 107 Brasil Irrigado Cica4//BG-90-2/Cica7
082.1 Epagri 108 Brasil Irrigado CT 7347/l IR21015-72-3-3-3-1
083.1 Epagri 109 Brasil Irrigado CT 7347/ IR 21015-72-3-3-3-1
084.JT Fortuna Peluda Brasil Facultativo Desconhecido
085.JT BRS AG "Gigante" Brasil Irrigado Gulfmont / linhagem SLG1
086.JTL IAC 201 Brasil Irrigado IAC 165/ Labelle
087.JTL IAC 202 Brasil Irrigado Lemont /IAC 25
088.JTL IAC 500 Brasil Irrigado IAC 165/ Labelle
089.1 IR 8 Filipinas Irrigado Dee-geo-woo-gen/Peta
090.1 IRAT 124 Filipinas Irrigado Sem informacao
091.SI IRCTN China 1039 Filipinas Irrigado Sem informacao
092.SI IRCTN HSC 16 Filipinas Irrigado Sem informacéao
093.SI IRCTNK 3006 1-1-1-2 Filipinas Irrigado Sem informacao
094.SI IRCTN Skan 23 Filipinas Irrigado K 21-9-10-1/SR 2053-521-1-2
095.1 IRGA 416 Brasil Irrigado IR841-67-1-1 / BR-IRGA 409
096.1 H 4- AB 10101 Brasil Irrigado genitores Embrapa (Hibrido)
097.1 Puita Inta-CL Argentina Irrigado mutante IRGA 417
098.1 BR IRGA 409 Brasil Irrigado IR930-2 / IR 665-31-2-4
099.1 BR IRGA 410 Brasil Irrigado IR 930-53/IR 665-31-2-4
100.1 IRGA 417 Brasil Irrigado New Rex /IR 19743-25-2-2 /| BR-IRGA 409
101.1 IRGA 418 Brasil Irrigado BR IRGA 412/ Cica 9 // BR IRGA 409
102.1 IRGA 422CL Brasil Irrigado IRGA 417/linhagem
103.1 IRGA 419 Brasil Irrigado Oryzica 1/ BR-IRGA 409

110



(Continuacgéao)

Pais de
Acessos Genotipo origem Cultivo Genitores
104.1 IRGA 420 Brasil Irrigado Oryzica 1/ BR-IRGA 412
105.JT Itaqui-A Brasil Irrigado Sem informacao
106.JT JaponesB-Liso Brasil Irrigado Sem informacéo
107.JT Japones De Varzea Brasil Irrigado Sem informacao
108.1 IRGA 425 Brasil Irrigado IRGA 1598-3-27-1-4-1/Epagri 108
109.] IRGA 426 Brasil Irigado IRGA 411-1-6-1F-A/IR(jr,il\7976-4-6-1F-1-1-1/IRGA
110.1 L144-El Passo Uruguai Irrigado IR 930-2/IR 665-31-2-4
111.JTL Lacassine EUA Irrigado Newbonnet/Lemont
112.1 Lebonnet EUA Irrigado Bluebelle/Belle PatnaDawn
113.JTL Lemont EUA Irrigado Lebonnet/C19881/ PI331581
114.1 LTB 07011 Brasil Irrigado Sel TB0701-14B/BRS Pelotas
11507 Meio Cumbinho Brasil Irrigado TOX1010-49-1/IRT121//Col6mnia 1///N312A
116.1 Metical Colébmbia Irrigado Mutantes da linhagem TOM 1-3
. . . IR930-53, IR579-160, IR930-147-8, IR930-31-10,
11737 Mogi Brasil Irrigado IR662 e Colombia
118.JT Montanha 90 Dias Brasil Irrigado Sem informacéao
119.JTL New Bonnet EUA Irrigado Dawn/ Bonnet 73
120.SI OR 63-252 IRRI Irrigado KUMAR/ JAGANNAT
121.JT ORO Chile Irrigado Sem informacao
. A . Sinawpagh/81B-25/variedade
122.1 Oryzical Colombia Irrigado desconhecida/Shoemed
123.JR Palha Murcha Brasil Irrigado Sem informacéao
124 JTL Progresso Brasil Irrigado Colémbia 1/ N312A//IRAT 124// RHS107
125.1 Qualymax Brasil Irrigado Colombial
126.1 Qualimax 1 Brasil Irrigado Colombia2
127.SI Rexoro EUA Irrigado Sem informacéao
128.JT Rio Grande Brasil Irrigado Sem informacéo
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Pais de
Acessos Genotipo origem Cultivo Genitores
129.SI SABORE Brasil Irrigado Sem informacéo
130.JT Sasanishiki Japao Irrigado OU 224 / TOHOKU 54
131.1 SC 170 Brasil Irrigado Sem informacéo
132.1 SC 173 Brasil Irrigado Sem informacao
133.1 SC-4 Brasil Irrigado Sem informacéo
134.1 SC 606 Brasil Irrigado Sem informacao
135.1 SC 607 Brasil Irrigado Sem informacéo
136.1 SCSBRS 113 Tio Taka Brasil Irrigado Selecdo recorrente
137.1 Supremo 02 Brasil Irrigado Sem informacéao
138.1 Supremo 13 Brasil Irrigado Sem informacao
139.JTL Taquarl Uruguai Irrigado New Bonnet/New Rex L 79
140.SI Tegumento Preto Brasill Irrigado Sem informacao
141.1 Tetep Vietna Irrigado Sem informacéao
142.JT Tomoe Mochi Japéao Irrigado Sem informacao
143.SI TOX 541-16-101-1 Nigéria Sequeiro Sem informacéo
14497 Yamada Nishik Japao Irrigado Sem informacao
145.0T YN 1905-WL 6221102114 Japao Irrigado Sem informacéao
146.JT Zebu Brasil Sequeiro Sem informacao
147.1 BR IRGA 413 Brasil Irrigado IR930-2 / IR 665-31-2-4
148.1 BR IRGA 412 Brasil Irrigado Selecdo BR IRGA 409
149.1 BR IRGA 411 Brasil Irrigado IRGA 407/Dawn

. . Linhagem P 793-B4-38-1T (IR 930-2/IR 665-31-7-

150.1 BR IRGA 414 Brasil Irrigado 4), procedente da Colombia-CIAT
151.JTL Maravilha Brasil Sequeiro TOX1010-49-1/IRAT121//Colébmbia 1///N312A
*|dentificacdo dos grupos dos genétipos:
| =indica;

JT = japonica temperado;
JTL= japonica tropical e
Sl = Sem identificacao.
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