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RESUMO

SILVA, Antdnio Tadeu da. Estudo da Divergéncia Genética em Arroz
Através de Marcadores Morfologicos e Moleculares (RAPD).
Lavras: UFLA, 1999. 185p. ( Tese - Doutorado em Fitotecnia). "

Alguns acessos de arroz no BAG nio passam de simples duplicatas,
sendo catalogados como novos acessos apenas pela data e local de coletas. Em
razio de reduzir custos , mimero e espago para flexibilizar os materiais mais
promissores foi conduzido este estudo com 36 acessos de arroz de momes
regionais ‘trés meses’ (CV’s Obsoletas) coletados pelo Territério Brasileiro,

para avaliar a divergéncia genética por meio de marcadores morfologicos

qualitativos e quantitativos, bem como moleculares (RAPD). Os marcadores
morfologicos foram coletados em parcela Wtil a campo de multiplicagdo de
sementes dos acessos de arroz do CNPAF, Goiania, GO. Para extragio do DNA
dos mesmos acessos, o plantio foi em casa de vegetacdo, em vasos de 500 g de
substrato. A extragdo, reagio de amplificagio e corrida gel seguin o
protocolo de Doyle e Doyle (1990). Apés as analises dos dados procedeu-se a
uma comparacdo dos grupos através da aglomeragio com base na distancia de
Mahalanobis e Indice de Jaccard, as quais mostraram existir ampla distancia
genética entre os acessos, embora sgjam estes, um conjunto de cultivares que ja
receben grande pressdo de selegio pelos agricultores. Ndo foi observada grande
associacio entre os acessos e a procedéncia geogrifica, nem com os nomes
comnms. Qualquer dos métodos mostrou-se eficiente na detecgdo da divergéncia
genética neste conjunto de acessos de arroz denomidos ‘trés meses’.

Palavras Chaves: Divergéncia genética, marcador, acessos, arroz, Oryza
sativa e germoplasma.

1 Comité de Orientagdo: Moacir Pasqual - UFLA. (Orientador), Augusto Ramalho
de Morais- UFLA
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ABSTRACT

SILVA, Antdnio Tadeu da. Study of the genetic divergence in rice
accessions across morphological and molecular (RAPD) markers.
Lavras: UFLA, 1999. 185p. (Thesis - Doctorate in Agronomy / Plant
Science).”

Some nice accessions in BAG were simple duplicate-accessions, their
being labeled as new accessions only by the date and location of harvest.. Owing
to reducing costs, number and space to become flexible the most promising
materials, this study was conducted on 36 rice accessions the name ‘three month’
( CV’s Obsoletas) collected throughout the Brazilian territory, to evaluate the
genetic divergence by means of qualitative and quantitative morphological
markers as well as molecular. ( RAPD). The morphological markers were
collected in useful plot in a seed multiplication field of the rice accessions of
CNPAF/Embrapa, Goiania, GO. The DNA-extraction in even across the plants
were grow in greenhouse in pot 500 g of substrate. The DNA extraction of were
tissue liofilized, amplification reaction and gel un was otimization, conform
Doyle e Doyle (1990) protocols. After the analyses of the data, a comparison of
the cluster formed through the clustering on the basis of the Mahalanobis
distance and Jaccard Index which showed to exist a wide genetic distance among
the accession , although these are a set of cultivars which has already given a
great selection pressure by farmers, No great association was observed among th
e accessions and the geographical origin nor with the common names . Any of
the methods proved effective for the detection of the genetic divergence in these
rice accessions ‘three month’

Index terms: Genetic divergence, accessions, markers, rice, Oryza sativa and
germoplasm.

1 Guidance Committee: Moacir Pasqual - UFLA (Major Professosr) , Augusto
Ramalho de Morais - UFLA.
vii



CAPITULO 1

1.1 - INTRODUCAO

Dentre as culturas alimentares o arroz (Oryza sativa L.) é o alimento
basico para mais de 40% da humanidade, com producio mundial de 525,5
milhdes de t; é a maior produgdo dentre os cereais, provendo de 12 a 35% de
calorias e de 9 a 20% de proteinas totais consumidas, respectivamente, tanto
para os asiaticos, como para os latino-americanos. O cultivo ainda ocupa
posi¢do de destaque entre os cereais cultivados, sendo superado somente pelo
trigo , em area cultivada, e pelo milho em produgio de grios (FAO, 1998).

A China e a India ocupam posigdes de destaque na producio mundial
de arroz, enquanto o Brasil é modesto com apenas 2 - 2,5% do total produzido,
embora o Pais tenha uma produgio elevada, pelo fato de produzir 10,951
milhdes de t do produto em casca no ano agricola de 1998, numa area de 3,931
milhdes de ha (Agroanalisis, 1998 ). O mercado mundial é pouco dinimico,
pois anualmente, apenas 12 milhes de t sio movimentados, devido ao elevado
consumo por parte dos paises que o produzem. A Talléndla ¢ um modesto
produtor ao lado dos paises asiticos, no entanto é o principal exportador no
mundo, de tal modo que as cotagdes de pregos, advém da bolsa de valores que
opera em maior proporgiio apoiada nas cotagdes do arroz Tailandés.

Apesar da introdugdo do arroz no Brasil ter sido realizada pelos
portugueses no inicio do Séc. XVIII (1745) po litoral do Para e no Maranhio;,
somente em 1792 tornou-se cultura comercial; a partir de 1908 passou a ser
cultivado com bases cientificas.

Iniciaram-se no Rio Grande do Sul os plantios em sistemas irrigados,
adotando-se cultivares americanas e italianas até que, por volta de 1918, foi
fundada a Estagio Experimental do Armroz (EEA) onde se realizavam os
trabalhos de selecZo nas introdugdes (Pedroso, 1982). Os espanhois também
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colaboraram nessa tarefa, uma vez que trouxeram o arroz para a América
Andina, fazendo com que chegasse até ao Brasil pelo lado Oeste. A cultura
encontra-se hoje difundida pelo Territério Nacional, em sistemas de irrigado e
terras altas, sendo cultivada por imumeros produtores e estabelecimentos
agricolas; somente no MA, GO, MT e MS mais de um milhio de familias o
plantam em area de 912, 4 mil ha (Abbud, 1991; Zhu et al, 1998).

Lopes (1984) comenta que o arroz, como qualquer planta, tem sen
crescimento e desenvolvimento influenciados tanto por fatores genéticos como
por fatores ambientais, que sdo responsaveis pela determinagio dos caracteres
vegetativos e reprodutivos. Dentre os fatores ambientais, destacam-se como
barreiras externas mais importantes a competi¢io imposta pelos nutrientes do
solo, respostas as condigdes climéticas e também por plantas daninhas, fazendo
com que aparegam as variedades dentro da espécie.

Com a preocupa¢io em conservar, utilizar e fazer a manutengio dos
recursos genéticos de amroz foram criados os Bancos Ativos de Germoplasma
(BAG’s), com a missdo de impedir a eros3o genética nesse germoplasma, com o
resgate por meio de coletas e a incorporagdo dos acessos da espécie.
Atnalmente, na avaliaciio de genctipos podem ser usadas técnicas estatisticas e
computacionais, que permitem avaliar varias combinagGes de modelos, podendo
suas hipdteses serem testadas, comprovando-as ou contestando-as, gerando com
isso um caminho novo para a pesquisa, que pode avaliar com bastante
seguranca, as relagdes de similaridade ou dissimilaridade existentes entre os
acessos de qualquer espécie.

Na caracterizacdo, descarte das duplicatas e selegdo de acessos ou
gendtipos é importante ter conhecimentos scbre a natureza da variabilidade
genética ou grau de parentesco existente na populagdo, a associacdo entre os
diferentes caracteres quantitativos e a extensfio da influéncia do ambiente sobre
esses caracteres (Tingey e Del Tufo, 1992).
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1.2 - OBJETIVOS GERAIS

1- Avaliar o grau de similaridade dos acessos de arroz coletados em diversos
Estados do Pais, tidos como CV’s Obsoletas e denominadas trés meses,
possuindo homonimia.

2- Adotar os marcadores morfologicos quantitativos para estabelecer a
divergéncia genética entre os pares de acessos, com base na distincia
generalizada de Mahalanobis.

3- Utilizar de marcadores qualitativos e moleculares para estudo da divergéncia
genética entre os acessos de arroz, baseados mo indice de Jaccard e
complemento aritmético. .

4- Comparar os grupos de acessos encontrados e relaciond-los com a
divergéacia geografica e parentesco.

5- Avaliar a contribuigio de alguns caracteres morfo-agrondmicos na
quantificacio da variabilidade genética entre acessos.

1.3 - REFERENCIAL TEORICO

1.3.1 - Importancia Social do Arroz

No Brasil o arroz é parte essencial da dieta béasica da populagdo,
contribuindo com cerca de 24,2% do total de calorias e 17,9% de proteinas,
sendo consumido por todas as camadas sociais. As regides Sul e Sudeste
respondem por 75% do consumo de arroz, preferem-no produzido em sistema
irrigado, por ser um produto de melhor qualidade, fazendo com que sobre nos
estoques o arroz colhido em terras altas (Agroanalisis, 1998; Ferreira, 1995).

O cultivo se faz em todo Temitorio Nacional; em sistema de terras
altas, terras altas favorecido (virzea) e irrigado, numa érea de 3,843 milhdes ha,
com produtividade média em tomo de 2,656 tha (Anuério...1998). Todavia,
constata-se que a produc¢io brasileira, s vezes é insuﬁqiente para suprir a
demanda, provocando a importagio .de 1,18 milhdes t do produto,
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principalmente do Uruguai e Argentina para formar o estoque regulador, no
entanto, tem-se notado uma estabilidade no consumo, consegiiéncia de redngdio
no consumo “per capita”, que passon de 97 kg/hab/ano de arroz em casca no
ano 1965 para cerca de 45 kg/hab/ano. Hoje o arroz compde uma proporgio de
6,8 a 12% da cesta basica (FAO; 1998; Rocha, 1987).

1.3.2 - Origem e Evolugiio das Espécies de Oryzae

Admite-se que as espécies do género Oryzae tenham surgido de dois
Centros de origem e domesticagfio, sendo o principal e mais extenso o Sudoeste
Asidtico, indo de Norte de Bangladesh até a Tailindia, onde a india é
preconizada como o primeiro Pais a cultiva-lo, devido 4 abundancia de espécies
selvagens encontradas. Provavelmente ha mais de 10 mil anos, aparece a Africa
como centro secundario (Vaughan, 1989; de Datta, 1981).

A divisio atual do género Oryzae segue a mais recente feita por
Vaughan (1989). Os detathes da caracterizagio que é realizada através das
espigiietas sdo sempre discutido, com algumas controvérsias, tendo algumas
espécies primitivas, em restrita distribuigio geografica, geralmente isoladas. Ao
passo que outras, mais evoluidas, se agrupam em complexos de espécies que
parecem ter sofrido especializagdo mais recente, apresentando evidéncias de
relacdo evolutiva estreita.

A julgar pela morfologia, citogenética, cruzabilidade e genética
molecular, aceitam-se duas espécies recentemente descritas, Onza
indandamanica e O. rhyzomatis, que ainda nio foram agrupadas oficialmente ao
géaero (Oliveira, 1992). Todavia, Vaughan (1989) comenta que os hibridos
entre variedades domesticadas e ragas selvagens, ou como as ragas invasoras de
O. nivara e rufipogon (denominado grupo de Amoz Vermelho, devido a
cariopse vermelha), adaptam-se as condigdes de cultivo, infestam todas as
lavouras rizicolas, causando prejuizo as comerciais.

Deve-se salientar que o arroz cultivado no Estado do MA, de cascas
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douradas, também denominado de ‘arroz-vermelho’ niio é o mesmo arroz que
infestam as lavouras cultivadas no Sul e Sudeste.

Do ponto de vista biolégico, O. nivara e O. rufipogon e todos sess
hibridos pertencem 2o conjunto génico primario de 0 sativa, 0 que traz
discussdo sobre a presenca de arroz no Brasil antes do desenvolvimento, ou
seja, arroz “pativo”. No continente Americano, onde a cultura de O. sativa ndo
¢ vizinha das populagdes de grupos selvagens do arroz, o Vermelho é originario
apenas de ragas mutantes da forma cultivada.

1.3.2.1 - Classificaciio Botinica e Citogenética das
Espécies Cultivadas de Arroz

O género Oryza pertence 4 Familia Poaceae (grgmineue), Subfamilia
Oryzoideae, possui espécies nas regides tropicais e temperadas (Vaughan,
1989). As espécies que possuem sens genomas dipléides (20=2x=24) s3o as que
mais intercruzam e geram o arroz comercial, enquanto que nas tetraploides (2n
= 4x=48) esta a maioria dos cruzamentos que geram os lp’bridos estéreis. Os
cruzamentos interespecificos entre as espécies de O. sativa L. e O. glaberrima
Steud, mostram pequenas diferencas, porém, com muitos materiais que sdo
estéreis (Camargo 1982; Chang, 1976).

O amroz cultivado ¢ uma graminea (poaceas) anual, de reprodugio
sexuada, com numero de cromossomos 2n = 24 (nas dipléides), grupo das
autégamas, normalmente a taxa de fecundagio cruzada é menor que 5,0% (de
Datta, 1989).

O complexo sativa: segundo Vaughan (1989); esse é 0 grupo
taxcnomicamente confuso do género, composto por oito espécies diploides,
com genoma AA (Tabela 1), incluindo as duas espécies cultivadas (O. sativa, O.
glaberrima). Todas as espécies do complexo se intercruzam, apresentando

~ diferentes graus de isolamento reprodutivo (raramente se¢ completam). Os
| CrOmMOSSOmos se pareiam razoavelmente na meiose do hibrido, mas a homologia
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no é completa, sendo o grupo gendmico AA subdivido nos grupos AA, AgAg,
AlAl, AgpAgp, AmAm.

TABELA 1 - Espécies mais estudadas no complexo dentro do género Oryzae
Lineau, com niimero 2n e formulas gendmicas (Vaughan, 1989).

Complexo Espécie 2n formula genémica

Officinalis  O. officinaliis Wall. 24 cC
O. minuta Pres|. 48 BBCC
O. eichingeri A. Peter 24 CcC
O. punctata Kotschy 24/48 BB/BC
O. lafifolia Desv. 48 CCDD
O. afta Swallen 48 CCpD
O. Glandiglumis (Doell) Prod. 48 CCDD
O. austrafiensis Domin. 24 EE

Sativa O. safiva L. 24 AA

O. nivara 24 AA
O. nufipogon Griff. 24 AA
O. glabermrima Steud. 24 AA®
Q. barthii A. Chev. 24 A‘:A:’
Q. fongistaminata A.Chev. et Roehr 24 AA
O. glumaepatula 24 APAP
O. meridionalis 24 ATA"

Oryza sativa foi domesticada na Asia e espalhou-se pelo mundo,
principalmente pelos tropicos, tornando-se o principal cereal do terceiro mundo;
O. glaberrima Steud foi domesticada na Africa, no Oeste da regido abaixo do
Saara, e sua area de cultivo restringe-se a essa regiio; que vem sendo
substituida.

As espécies selvagens dos grupos AA (O. nivarg, O. rufipogon ,0.
longistaminata, O. glumaepatula, O. meridionalis) sio as mais aparentadas com
O. sativa, e consideradas por alguns autores como um sé grupo, do complexo
O. perennis Moench. Esse gmpo é composto por ragas geograficas
continentais, respectivamente asitica, africana, sul-americana e australiana.
Embora usem formalmente os nomes dados por Vaughan (1989),
biologicamente é uma espécie pantropical em vias de especiagdo, devido ao
isolamenmgwﬁiﬁcoeasbarreinsrepmdutivasentmsi;porém,os

6



taxonomistas consideram o nome O. perennis desaconselhivel, para qualquer
das espécies ou grupo.

Algumas espécies tidas como correlatas se intercruzam e produzem
sementes férteis, cujos hibridos geram mais variantes genéticos dentro da
populagdo de O. sativa, considerados fontes de novos genes. Segundo Camargo
(1982), tais espécies sio: rufipogon, glaberrima, longistaminata, gandiglumis.

O arroz possui muitos parentes silvestres, a exemplo das quatro espécies
que habitam a América Latina: O. glumaepatula (O. perennis), O. dita, O.
latifolia e O. grandiglumis, as quais ndo sofreram nenhuma domesticagio, mas
oferecem varios aspectos interessantes para estudos, além de constituirem um
reservatorio génico a ser explorado no melhoramento do arroz. A O.
glumaepatula (inica dipléide) apresenta cruzamento natural com O. safiva.
Estas quatro espécies sdo tidas como excelentes forrageiras, especialmente para
ambientes alagadicos (Oliveira, 1992).

O género Onza é composto de 28 espécies no geral, mas 22 sio
coerentes e as outras s3o tidas como variabilidade intraespecifica. No entanto,
apenas duas espécies dipldides (2n =2x =24) sio cultivadas: O. sativa L. e O.
glaberrima Steud., tal que, a segunda que ¢ originaria e cultivada na Africa esta
sendo substituida gradualmente pela. O. sativa; esta é subdividida em duas
subespécies, ou ragas geograficas que sio cultivadas: Indica e Japonica; € uma
que ndo é cultivada, Javanica ou Bult, tem aplicagiio para pesquisas (Yoshida,
1981).

As CV’s tradicionais provenientes do tipo Indica s3o as mais cultivadas
nos tropicos, com as principais caracteristicas: porte alto, vigorosas, muitos
perfilhos, folhosas, de coloragio mais clara e folhas largas, leve pubescéncia ou
glabras, colmo fraco com tendéncia ao acamamento, grios mais longos,
estreitos, transhicidos, que na cocgdo formam “grios soltos™. Na maioria das
vezes nio apresenta aristas e degrana facilmente, sensibilidade variavel ao
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fotoperiodo.

As do tipo Japénica sdo cultivadas nas zonas temperadas e apresentam
porte menor, produtivas, maior resposta a N, folhas estreitas, verde-escuras e
pilosas, grios mais aredondados (cariépse amredondada), que se aghitinam ficil
na cocgdo. Oliveira (1992) salienta que o formato de grios que confere
qualidade as cultivares brasileiras e americanas é do tipo ‘aguthinha’ (grio
longo-fino) o que é o oposto do padriio de grdos adotados nas orientais, sendo
geralmente provenientes da Japonicas.

A subespécie denominada Javanica ou Bulu (ocorre zonas
intermediarias, em relagio as outras duas) apresenta: folhas largas e erectas,
coloragdo verde-clara, cariépse longa e espessa, baixo perfilhamento, porte alto,
lema e pélea com pélos longos, resiste a0 acamamento e pouco sensivel ao
fotoperiodo (Chang e Bandenas, 1965). Sabe-se que as variedades brasileiras
foram confindidas com as do grupo indica, por alguns autores, mas estudos
recentes evidenciam que séio do grupo Japdnica (Liang et al., 1994),

1.3.2.2 - Caracteristicas Morfo-Agrondmicas da Planta
de Arroz

Oanozémnaplantahidréﬁla,pertencenteéfamﬂiadaspoame
(gramineas), vinica cultura que sobrevive em alagados, tem habito terrestre ou
aquatico, habitando florestas tmidas e regides alagadas dos tropicos e
subtrdpicos, que se reproduz tanto por via sexuada e seminal, quanto
vegetativa, pelos caules decombentes. Consegue bem veicular suas sementes
pela agua, com a propriedade da dorméncia, isto é, aguarda condigdes
adequadas para germinag3o (Fornasieri Filho e Foraasieri, 1993).

Sistema radicular: o arroz possui sistema radicular do tipo fasciculado,
com 60% ocupando a superficie do solo, possui raizes seminais ou nodais
frouxas e as adventicias. O niimero aumenta no sistema radicular do inicio de
crescimento até o florescimento, em seguida diminui até a maturagdo. As
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cultivares precoces tém menos sistema radicular que as tardias.

As raizes da planta de arroz sio providas de cavidades aeriferas no
parénquima cortical que viio da coroa i extremidade, fazendo com que o
oxigénio absorvido pela parte aérea e pela coroa das raizes na forma gasosa ou
dissolvido, seja transportado as extremidades mais finas das raizes, através
dessas cavidades existentes. O arroz é, assim, anatomicamente adaptado ao
crescimento em solos submersos.

Parte aérea da planta: o caule é constituido por um colmo redondo,
principal mais numero variivel de secundarios e terciarios. Cada colmo possui
regides ocas (entrends) e macicas (nds). Os entrends inferiores sdo curtos, e
possuem gemas de onde germinam os perfilhos primarios e destes os
secundarios e assim por diante, ao passo que os superiores sdo longos.

O comprimento do caule oscila entre 40 cm (ands) a mais de 700 cm
nos sistemas flutuantes, com estrutura frouxa a cespitosa e até rizomatosos. O
ultimo entrend se liga a base da panicula. Os entrends variam quanto a sua
estrutura, tendo nos mais baixos maior diimetro, enquanto que nos superiores
tem maior espessura.

Folhas: sésseis, de limbo foliar linear, plano, longo a estreito,
lanceolado, achatado, de margens lisas ou pubescentes (escabricas). Ligulas e
auriculas membrancsas a escariosas exsertas, se distribuem alternadas ao longo
do caule, com bainhas das folhas normalmente involutas. Aquela,
imediatamente abaixo da panicula, denomina-se folha ‘bandeira’, que difere das

. demais pelo ngulo de inserglio no colmo. Normalmente as folhas possuem:
limbo foliar, ligulas membranosas e escariosas exsertas, auriculas e bainhas
involutas ro colmo.

N Orgdo Floral; parte reprodutiva - a inflorescéncia do arroz é localizada

. na extremidade do colmo (terminal) em forma de panicula, e é subtendida pela

i folha-bandeira. A panicula se subdivide nas seguintes partes: raquis, raquila e
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espiguetas. Raquis é o eixo principal, é ereto na emergéncia da panicula e
habitualmente recurvado ou pendente, na maturacio. Riquila desarticulada
abaixo do flésculo inferior. Dos ramos laterais da panicula finalizam em
espiguetas, dispostos espiraladamente. O comprimento da panicula, assim como
o mimero de ramificagdes primarias (raquila) diferem entre as variedades do
género.

A flor do amoz encontram-se envolvida pelas glumelas, que
compreende um perianto reduzido (lodiculas) que é de estrutura transparente,
além de érgdo masculino e feminino. O feminino ou gineceu consiste de um
ovirio séssil (um 6vulo), glabo com estilete curto terminando em dois estigmas
plumosos, com pelos ramificados, com variagio na coloragio de branco a
violeta.

()rgio masculino ou androceu compreende as anteras, em numero de
seis, as quais contém os grios de pélen e o filete, que as ligam 2 base da flor.
No gréio maduro as duas bricteas superiores denominam-se glumelas (lema e
palea) e as duas inferiores glumas.

Glumelas férteis (lema e palea) crusticeo-pergaminosas, pergaminoso-
papirdceas, coridceo-carticeas, compresso-carinadas, quase do mesmo
comprimento; a inferior, é mais longa (lema), assimétrica, qiiinqiienervada,
miitica ou com arista. Esta é delgada e curta chegando a grossa e longa, sempre
terminal; cobre uma parte das margens da palea. Na parte superior a pilea, é
mais estreita, s vezes mais longa, acuminada ou aristada, aguda oun obtusa,
trinervada com nestas laterais, proximas as margens.

Glumas sdo duas, muito pequenas, reduzidas a anulares ou bilobadas na
extremidade do pedicelo, livies uma da outra. Possuem paniculas laxas ou
contratas, ramos simples ou divididos, em forma de racemo.

Lodiculas: sio duas e compreende o perianto reduzido, que siio glabras,
inteiras ou bilobadas. Estames sio 6 ou menos, com filete curto e capilar.
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Anteras estreitas e lineares.

Espigiieta ¢ um conjunto de dois pares de bracteas que envolvem a flor
de arroz, apds a formag3o do grio, essa estrutura formara a casca. Pela esta
estrutura morfoldgica, taxonomicamente mais valiosa, pode se definir o grau de
evolugdo, especialmente, devido aos genes que foram desativados no curso do
tempo, mas ainda se expressam nas anormais, fazendo surgir rudimentos de
fléculos nas bases dos lemas estéreis; sobre esta teoria existem varias hipéteses
(Oliveira, 1992).

Palea

Endosperma
<~ Aleurona .

Esgutelo
%‘fﬁgﬁ:w l-—— Embriao
Radicula

Lemas Rﬁquila
estereis

FIGURA 1 - Estrutura de uma espigiieta da planta de arroz na fase da
maturacio.

S3o curtas pediceladas, obliquas ou horizontalmente, que normalmente

- sdo isolados, em cada né das ramificagdes. Também, possui articulagiio decidua

f e depressio fortemente lateral, estreito-oblongas ou lanceolado-eliptico-

i ‘
- oblongas, com um flésculo terminal hermafrodita composto de uma palea e um
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lema, sobre dois flésculos basais estéreis compostos de apenas um lema estéril
cada. Lemas estéreis com 1/8 2 1/2 do comprimento das espigiietas, que s3o
lineares a linear-lanceolados, subculados ou ceticeos, eretos sem nervura (uni a
qlinqienervados), escariosos, subcoriiceos (finamente membranosos).

Fruto: é uma cariépse (Figura 1) lateralmente compressa, envolta pelas
glumelas e raquila (formando a espigiieta), que tem importincia na classificagiio
e identificacdo das formas cultivadas, e que serve para diferencar as subespécies
de 0. sativa L. Existe uma classificagio boténica que coincide o comprimento e
a largura da espigiieta na identificacio das formas cultivadas.

Ainda com relagdo do comprimento da espigiieta se classificam o grio
em cinco proles distintas (Camargo, 1982; CIAT ,1975): perbrevis (< 7,0 mm),
curta (7 -3 mm), média (8 - 9 mm), longa (9-10 mm), perlonga (> 10 mm).

Escutelo obliquo, ocupando quase sexta parte da cariépse, pode ser
maior com bordas voltadas para frente. O Eixo do embriio é fusiforme
cilindrico.

1.3.3 - Histérico do Cultivo de Arroz no Brasil

O arroz é um dos alimentos mais antigos, pois ha constatacio de seu uso
entre os chineses desde 3000 a.C. Atualmente, admite-se que sua difusfio tenha
acontecido no Sudoeste Asiético, da india para a China. Antes de espalhar-se no
Territério Chinés, também chegou para Indonésia e Ceildo, passando da China
parz 2 Coréia e para o Japdo; a introdugiio na Asia Ocidental e na Costa
Mediterrinea foi mais recente, o que aconteceu pela expansio do Império
Persa, que o cultivou da Mesopotéimia até ao Eufrates, Turquestiio e Siria.

Os Arabes ji no séc. IV da era cristd introduziram-no ao Norte da
Africa e Egito. No séc. VIII foi introdnzido na Peninsula Tbérica, onde-se
denominou arroz, tanto a planta como o produto, que deriva da palavra arabe
‘roz’. Na América Central e parte da Sul foi introduzido pelos espanhéis e

portugueses; em Africa Ocidental nas viagens sureas. No séc. XVIIL, os
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bolandeses e portugueses levarammno a2 América do Norte e Central,
consequentemente ao Brasil, bem como i Australia e Ilhas do Pacifico
(Oliveira, 1992).

No Brasil, pelos estudos de Fomasieri Filho e Fomasieri (1993) e
Oliveira (1992), desde o inicio do séc. XVI existem referéncias que podem ser
confundidas entre o arroz nativo daqui [Oriza grandiglumis (Doell) Prod e O.
subculata (Ness)] e usado pelos silvicolas, com O. sativa L introduzido.
Todavia, isso demonstra que foi o arroz-vermetho trazido pelos ithéus,
provenientes dos Agores, o qual teve a cultura desenvolvida até 1766, a partir de
quando foi substituido pelo arroz-branco vindo da Carolina do Norte, EUA.

No séc. XVII e inicio do XIX, o arroz alcangou grande destaque no
Pard, Maranhio, Bahia, Rio de Janeiro e Sdo Paulo, mantendo-se indice na
pauta de exportagGes; porém, no séc. XX as coisas se inverteram. O Brasil
passou de exportador a importador e em escala crescente; isso pelo fato do
aumento de populagio e pela economia gerada na cultura cafeeira, mas a
imposicdo de tarifas pretensionistas fez a importagdo cair rapidamente,
elevando-se os pregos para o consumidor intemo. Durante a I Guerra a escassez
de alimentos com pregos altos culminou na expansdo de area cultivada mo
Brasil, iniciando, ai o que setem hoje como Pais produtor de arroz (Fomasieri
Fitho e Fomasieri, 1993; Abbud, 1991).

1.3.3.1 - Sistemas de Cultivo das Lavouras de Arroz

Para melhor entendimento da situa¢io da cultura do arroz devem-se
considerar as peculiaridades dos diversos sistemas de cultivo (Fonseca, Rangel
e Prabhu, 1981). No Brasil existem os trés sistemas de cultivo, em fungio do
fomecimento de dgua durante o ciclo da cultura: em sistema de terras altas e

- irmigado, ganhando, recentemente, interesse os sistemas de cultivos de arroz

[P,

irrigado por aspersdo ou piv e em varzeas umidas (terras altas favorecido).
A produgio fisica anual de amoz em casca no Brasil, nos dltimos 10
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anos estd com média em tomo de 10, 2 milhes de t, produzidas em 4,41
milhSes de ha, com predominancia do sistema de terras altas, ocupando 73,7%
do total da érea rizicola, embora com menor produgzo (30%). Entretanto, nota-
se que a maior produgiio vem do arroz irrigado (60%), que ocupa apenas 9,56 %
da érea rizicola, tem alta produtividade (5,35 t ha), segundo Anuario... (1998).

A lavoura irrigada ¢ a principal forma de cultivo no RS e SC e nas
regides de clima temperado, chega a ocupar quase 1,22 milhio de ha, com
produtividade alcancando de 5,09 mil kg/ha. A cultura arrozeira movimenta em
tomo 174 milh3es de délares anuais (Agroanalisis, 1998).

Das pesquisas realizadas na Embrapa Arroz e Feijio (CNPAF) resultou
um tipo ideal de planta que pode ser cultivada em sistema de cultivo em terras
altas favorecido e mostra que as plantas devem ser intermediirias entre a
tradicional de terras altas e a modema (irrigado por mundacdio); ainda ser
produtiva (3-5 t/ha), ciclo precoce a médio, resisténcias a brusone e mancha
parda, viabilidade da soca, certo grau de dorméncia das sementes e grios tipo de
mercado (aguthinha). O denominado de terras altas favorecido j2 ocupa 16,80%
da drea do Pais e produz 10% do total (Anuirio...1998).

Cultivares adotadas para cada sistema de cultivo diferem em suas
caracteristicas morfolégicas e agrondmicas (Oliveira, 1992, Pedroso, 1982), tais
como: cor das fothas, porte da planta e perfilhamento, ciclos de florescimento e
maturacao defimida (precoce, média, tardia), cor das glumelas (casca do grdo),
dimenses e tipos de grios, tamanho da panicula, peso de 100 grios,
resisténcias & seca & acamamento, brusone, helmintosporiose e cercosporiose

Ainda Abbud (1991) comenta que os materiais geneticamente
melhorados para serem recomendados precisam possuir alguns quesitos para
que possam se tomar uma cultivar: ter grdos do tipo agulhinha, gene do
nanismo, tolerdncia 4 seca, ou mecanismo de escape.

Algumas vezes na literatura constata-se que as camcteristicas de |
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resisténcia para seca e brusone (Pyricularia oryzae CAV) estiio associados,
visto que quase sempre as CV’s adaptadas para o irrigado, quando plantadas no
sequeiro se tornam mais susceptiveis, ¢ de modo geral as CV™s brasileiras de
terras altas sdo mais tolerantes & brusone, isso se sob inundagio. Qutros
atributos sdo: precocidade, suportar certas adversidades com relagiio aos sais do
solo (Abbud, 1991).

1.3.4 - Interagfio com 0 Ambiente

O arroz, como qualquer planta tem seu crescimento e desenvolvimento
influenciados tanto por fatores genéticos como pelos ambientais, que sdo os
responsaveis pela determinagio dos caracteres vegetativos e reprodutivos da
planta. O comportamento diferencial de genétipos em ambientes geograficos
distintos, até mesmo situagSes diferentes, pelas técnicas culturais, tem mostrado
que a variabilidade genética pode ser também utilizada para selegiio de
gendtipos adequados a cada ecossistema e/ou emprego de técnica que modifique
o ambiente (Stuber, 1992; Yoshida, 1981). ‘

A interagdo gendtipo X ambiente parte do principio de que o ambiente é
constituido de todos os fatores que afetam o desenvolvimento das plantas que
nao sdo de origem genética.

v As causas da interagio tém sido atribuidas a fatores fisiologicos e
bioquimicos préprios de cada gendtipo cultivado; como os gendtipos se
. desenvolvem em sistemas dinimicos onde ocorrem constantes mudangas, desde
- a semeadura até a maturagdo, hi geralmente um comportamento diferenciado
- dos mesmos em termos de respostas is variagdes ambientais. Para avaliar a
interacdio genétipo X ambiente é necessario avaliar em mais de um ambiente
(Singh e Unrea, 1995). A agricultura tem evoluido para uma situagio de maior
. controle das condicbes de ambiente, através de uso de insumos e técnicas
. modernas, para minizar os efeitos ambientais.

A relagdo entre variaveis sdo de origem genética ¢ ambiental. Quando a
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correlagdio ¢ genética, denomina-se pleiotropica, e se ambiental toma-se causa
de alteragio em dois ou mais caracteres comsecutivos e se diz interagio
ambiental. A manifestacio fenctipica é o resultado da agio da CV> sob
interferéncia ambiental; entretanto, quando se considera uma série de
ambientes, detecta-se um efeito adicional, resultante da interagiio deles.
Entretanto, se 0s genétipos ndo sio avaliados em ambientes representativos da
Macrorregifio, para onde se dirige a selecdo, pode acontecer que as estimativas
da varidncia genética nio representam o seu valor verdadeiro.

Assim, como outras formas de interagio, aquela entre gendtipo e
ambiente pode resultar da escala com a qual se mede e representa o caracter,
desde que as lihagens nfo reagem da mesma maneira 4 mudanga de uma
variavel do ambiente onde o individuo se encontra (Yoshida, 1981).

1.3.5 - Base Genética e Ganho das Culturas

O melhoramento genético do arroz para sistema irrigado se
iniciou no séc. XX em Asia e foi baseado na selegfio entre materiais
locais, nos campos de agricultores, onde foram selecionadas plantas de
maior produtividade e qualidade de grios. O método consistia em
eliminagiio de material genético fora do padriio adotado, ou seja, as
misturas varietais. Em prosseguimento, era realizada selegiio massal em
tais materiais, posteriormente realizado a hibridagéio para combinar os
fenétipos desejéveis em uma mesma cultivar. Para isso foram feitas
introdugBes de materiais de paises e regides vizinhas, que foram cruzados
com as variedades locais (de Datta, 1981).

Os primeiros trabalhos cientificos foram realizados em uma tnica
estacio experimental, com avaliagio das familias em experimentos sem
repeticio. Ha informacSes de que pesquisadores da Indonésia foram os
primeiros a realizar selecio de materiais hibridos estacOes de pesquisa, em
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Boga e Jaca, provavelmente, o que proporcionon uma evolugio de cultivares
adaptadas para toda regifio de Jaca com seus diferentes tipos de solo e clima.

Porém, em india, os trabalhos de melhoramento tiveram inicio em 1911
em “Dast Bengala™ (Bangladest) e visaram a obter cultivares com diferentes
ciclos, alta produtividade, boa qualidade de grios, tolerdncias a mmndag3o,
salinidade e seca, além de resisténcias a0 acamamento e brusone (Jennings,
Coffman e Kauffiman, 1985).

No Ocidente, o melhoramento do arroz iniciou-se por volta de 1909,
nos EUA, que propuseram desenvolver cultivares com maturagio precoce,
grios longos, porte moderado e adaptadas a aplicacio de altas doses de
fertilizantes. Nessa época grande parte da area plantada nos EUA era com as
CV’s Bluebelle, Della e Belle Patna.

A época que marca a estratégia da hibridagio entre as subespécies
Indica X Japdnica, com seus objetivos claramente definidos e planejamento
sistematico, representa uma transigio do melhoramento antigo para o modemo;
isso porque, como ja foi salientado, as CV’s do tipo Japonica apresentam griios
com carateristicas de comércio favoravel, principalmente para o cultivo nos
trépicos. Todavia, deve ser observado que a introdugdio direta das Japénicas nos
trépicos nio foi favorecida por varias razdes.

O avanco no melhoramento do arroz aconteceu mais recentemente, pelo
emprego das cultivares semi-ands na China (Dee-geo-woo-gen, I-geo-tze e
Tamchung Native 1). Todas estas portam o mesmo alelo recessivo do gene que
reduz o tamanho dos intemodios, sem que afete as paniculas e as espiguetas. O
alelo da Dee-geo-woo-gen para nanismo foi introduzido em inimeras CV’s e
linhas melhoradas da raga indica, mais recente nas Japdnicas (Jennings,
Coffinan e Kauffman  1985).

| Dos cruzamentos realizados, o destaque foi a "l'amchung Native’ (TN1)
E lancada em 1956, resultante da hibridizagdo entre ‘Dee-geo-woo-gen’ X “Tsai-
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yuan-chung’ de alta resposta a N, permitindo a produtividade de até 8,1 tha,
que era quantidade bem acima da época. Com isso, 2 TN1 ficou sendo
considerada a primeira CV’ Indica de alta produtividade e sen desenvolvimento
foi considerado um dos eventos mais significativos na Histéria do
melhoramento do arroz e de vegetais em geral. Com isso, também mostrou ser
possivel aumentar o potencial de rendimento do arroz indica através do
melhoramento realizado apenas dentro do grupo, definindo um novo caminho
para o melhoramento do arroz tropical.

O IRRI, fundado em 1960, pelas Fundacdes Ford e Rockfeller
juntamente com o govemo Filipino, inicion em 1962 um programa de
methoramento, com énfase a respostas crescentes a niveis de N, resisténcia a
doencas e insetos, insensibilidade ao fotoperiodo, dorméncia de graos, alto
rendimento no beneficiamento, qualidade de griios, lenta senescéncia de fothas
e tolerdncia a baixas temperaturas.

Das hibridages realizadas, foi selecionada a ‘IR-8” que fora resultante
entre ‘Dee-geo-woo-gen’ e ‘Peta’ (origindria da Indonésia, e de alto
perfilhamento), por isso a ‘IR-8’ herdou esse caracter, ainda de folhas eretas,
insensibilidade ao fotoperiodo, semi-and e colmos mais rigidos, muito produtiva
pela alta demanda de N, pois nio sofre acamamento das plantas. Foi 2 primeira
CV’ de arroz indica altamente produtiva adaptada a climas tropicais, tomando-~
se conhecida como o arroz anfio e milagroso, deixando intimeras cultivares
como grupo ‘IR-5" com as demais 20, 22, 24 (Yoshida, 1981). O que as tomou
CV’s Obsoletas foram os problemas de doencas e pragas, devido ao cultivo
continuo, o que levou a pesquisa a se preocupar com esses fatores.

Em conseqiiéncia, o IRRI langou a linhagem ‘IR-36, que chegou a ser
cultivada em mais de 10 milhSes de ha pelo mundo, pelas caracteristicas de
resisténcia s principais doengas ¢ pragas do arroz, além de tolerar condigdes
adversas de solo, e possuindo boa qualidade de grios. Por causa disso, muitas
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cultivares espalharam-se pelo mundo, tendo como ancestrais em programas de
melhoramento genético do armozas ‘IR-8’¢ a “TN1’.

Na América do Sul, especialmente em Coldmbia, pos trabalhos
desenvolvidos pelo CIAT e pelo ICA desenvolveram-se CV’s superiores, com
potencial produtivo, methorando a arquitetura da planta, sementes com vigor,
estatura semi-and e folhas erectas, precocidade (90-120 dias), resisténcia a
bruscne, “ferrugem da bainha”, boa qualidade de grios. Dai surgiram as CV’s
‘Cica-4’, provenientes de ‘IR-930-31-1-1b°, ‘IR-22’ e ‘Cica-9’, esta ultima
sendo cultivada no sistema irrigado na Coldmbia, € no de terras altas na Costa
Rica e Panama (Heiser, 1997; Abbud, 1991; de Datta, 1989).

A maioria dos estoques de germoplasma disponiveis mo mundo é
proveniente de poucas coletas, mormente realizadas em 1961, pelo Prof. Hiko-
Ichi Oka, do Instituto Nacional de Genética, no Japdo, de modo que a
variabilidade nio é muito grande, e como conseqiiéncia da estreita base genética
das mesmas. Hoje em dia, paradoxalmente, existem cada vez mais estudos
sobre genética molecular desse material, enquanto que a caracterizagio de ragas
geograficas e outros topicos simples nio mereceram mmitos esforgos da
pesquisa. ‘

Na América Latina e Caribe as variedades de arroz que foram liberadas
no periodo de 1977 - 89 tém na sua constitui¢io genealdgica, apenas 14 cv’s
distintos que foram provenientes de sete paises, e receberam destes 69% de sua
constituicdo genética (Cuevas-Perez et al., 1992).

No Brasil, o arroz de terras altas tem base genética formada por apenas
seis ancestrais, e a partir da década de 80 tiveram que ampliar a base mediante a

 incorporaglio de germoplasma de Aftica, Asia e EUA (Heiser, 1997). Sempre
~ estio dentro de grupo com as caracteristicas de interesse agrondmico,
i originados de combinagdo de poucas variedades. |

Silva (1994) comenta que a base genética do arroz cultivado no Brasil é
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muita restrita pelo fato do melhoramento genético ter usado por muito tempo,
quase somente gendtipos considerados nacionais, pelo estudo de genealogia
dessas CV’s mostra existir um grau de parentesco acentuado entre as mesmas.
A utilizagio de variedades melhoradas, mais adaptadas as nossas condigdes de
cultivo, é uma altemativa que pode aumentar a produtividade da cultura do
arroz, bem como a qualidade do produto.

Aceita-se como principal causa da queda do ganho genético, o
estreitamento da base genética das cultivares utilizadas (Sristava ¢ Nema,
1993); outra causa poderia ser o fato de que no Brasil utiliza-se constantemente
o método genealdgico para a condugdo das populagdes segregantes; no entanto,
originalmente proposto depende em grande parte da eficiéncia da selegio visual
nas primeiras geragdes segregantes, a qual, no entanto, é de baixa eficiéncia;
ainda assim, o método genealdgico ndo permite a recombinagdo dos materiais
segregantes que foram selecionados, para aproveitar os alelos favoraveis que se
situam em individuos diferentes (Teixera, 1996; Camargo, 1982).

O uso freqiiente do mesmo alelo de semi-nanismo no melhoramento
genético podera reduzir a diversidade genética do arroz por todo mundo, pois as
CV’s modemas contém o mesmo alelo para nanismo e citoplasma semelhante.
Devido ao uso intenso de CV’s semi-aniis como fémeas nos cruzamentos, existe
a preocupacdo no sentido de incorporar germoplasma, materiais de origens
diversas com novas fontes de ananismo, para ampliar a base genética. Sabe-se
que por analise de RFLP, conseguiu-se identificar um alelo novo para semi-
nanismo.

1.3.5.1 - Variabilidade Genética ou Diversidade do Arroz

Entende-se como sendo a capacidade de uma espécie, populagio ou
mesmo progénie expressar diferentes fenétipos, que sio fundamentado parcial
ou totalmente na composiciio genética dos individuos; ainda pode a soma total
da agdo dos diferentes alelos em um certo ambiente.
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A importincia da diversidade genética para o melhoramento da espécie
reside no fato de que cruzamentos que envolvem progenitores geneticamente
diferentes s3o os mais convenientes para produzir alto efeito heterdtico e
também maior variabilidade genética em geragGes segregantes (Rocha, 1987,
Rao et al,, 1981).

A variabilidade, que é imprescindivel a0 melhoramento, pode ser
observada tanto entre quanto dentro das espécies, mesmo nas
predominantemente autégamas. Por isso, as estimativas periddicas das
variancias genéticas e fenotipicas das populacdes sob selegio se prestam para
orientagdo no melhoramento e na condugio da selegio, avaliando o potencial
genético da populacdo e orientando a utilizacio de acessos de um BAG.

Na selegio de gendtipos € importante ter conhecimentos sobre a
natureza da divergéncia genética existente na populagdo, a associagdo entre os
diferentes caracteres quantitativos e a extensdo da influéncia do ambiente sobre
esses caracteres que serdo selecionados.

A diversidade genética dentro das espécies cultivadas é essencial para
sustentar os niveis de produtividade. Muitas vezes, quando se obtém um avango
tecnolégico dentro de uma cultivar para produtividade com qualidade, isso
sempre advém de poucos genes, ou apenas de um, gerando uma uniformidade
genética desta CV” obtida, objeto da pesquisa (Liang et al., 1994).

Um exemplo classico da vulnerabilidade genética em plantas umiformes
cultivadas acontecen com a CV” ‘Vitéria® de aveia que detinha resisténcia 3

doenca da ferrugem, nos EUA. Pela sua caracteristica de resisténcia 3 doenga
passou a ser usada como progenitor comum ¢ fonte a resisténcia da raca
virulenta. A variedade Vitoria possuia o gene Pc-2 para o tipo de rusticidade na

familia ‘vitoria’, que tolerava a doen¢a, até que novamente foi infestada pelo

outro fator da agdo do fimgo, que estd completamente ligado com o gene Hv

para susceptibilidade a ferrugem (Helminthosporium victoriae). Como
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conseqiéncia, todas as variedades derivadas da “Vitéria> foram infestadas,
sofrendo os prejuizos da epidemia (Chang, 1976).

Outro exemplo aconteceu com as CV’s de milho oriundas do Texas, que
detinham 2 macho-esterilidade citoplasmatica, quando a raga virulenta T do
fungo (Helminthosporium maydis ) atacou o “Comn Belt” na década de 70,
causando queda na produgfio de milho (Chang, 1976).

No caso do arroz, o uso freqiiente do mesmo alelo de semi-nanisno no
melhoramento pode reduzir a diversidade genética dos materiais levando i
vulnerabilidade genética, pois grande mimero de CV’s possui o mesmo
citoplasma, o que incrementou a aplicagio de fertilizantes no sistema de
irrigado favorecendo a multiplicaco dos organismos patogénicos e pragas que
se disseminam pelas lavouras devido i pritica da intensidade cultural e o
monocultivo.

A uniformidade para caracteres agronémicos desejaveis nas variedades
tem permanecido as expensas de uma redugfio na variabilidade genética e estio
conduzindo ao que se conhece como vulnerabilidade a adversidade ambiental,
a0 ataque de pragas e a doengas (Beer et al., 1993). Ha exemplos das perdas de
fatores, devido & vulnerabilidade genética em todas espécies cultivadas que ja
foram estudadas; exemplos nos cereais como: aveia (Souza e Sorvells, 1989);
arroz (Berrio e Cuevas-Peres, 1989).

De maneira geral, a variabilidade genética em muitas cultivares, parece
ser a exploragio agrondmica de uma base genética reduzida e a presenga de
pequenos grupos de ancestrais nos processos de melhoramento, a tentativa de
obter uma variedade uniforme.

Pedroso (1982) menciona que o melhoramento genético de plantas tem
sido praticado com sucesso desde os primérdios da civilizagiio. Avangos podem
ser alcangados a partir do momento em que exista variabilidade genética, e que
o efeito ambiental ndo mascare por completo a expressio, enquanto que a
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sele¢do e recombinagio de gendtipos superiores possam ser realizadas com o
fim de se estabelecer a proxima geragdo. Sristava e Nema (1993) comentam que
0s materiais genéticos para receberem uma manutenciio mais intensa deve ter
uma variabilidade genética consideravel.

Os programas de melhoramento, tanto os convencionais como os
modernos, que utilizam técnicas de Dbiotecnologia, dependem da
disponibilidade da variabilidade, que sio acessadas através de coletas de
germoplasma de espécies silvestres ou niio (CV’s tradicionais) com a
incorporagio ao processo de selegio. Coletas de germoplasma e sua
conservagio em colegdes garantem uma ampla base genética para a selegéio ¢ o
methoramento.

Para as espécies autogamas, mos casos em que a populagio
desenvolvida, melhorada ou nsio, seja a fonte de coleta dos acessos, o estudo da
divergéncia genética é fundamental para conhecer o comportamento “per se”;
uma vez que em populagGes de base genética ampla, por apresentarem
variabilidade aditiva de maior magnitude, respondem mais as selegio efetiva do
que as populaces de base restrita ou ji previamente melhorada {Morais, 1992).

1.3.5.2 - Fontes de Novos Reservatorios de Genes

Os novos reservatdrios “pools” de genes podem ser indigenas ou
introduzidos de uma fonte estrangeira, em outro pais. Para o arroz existem as
seguintes categorias, caracterizando-se em varias fontes de genes (Chang,
1976).

1 - CV’s modemas (elite): altamente produtivas, provém de programas
de melhoramento por hibridagio e possuem o gene do ananismo, traz fontes de
resisténcia as doengas e tolerincia ao estresse do ambiente,

2 - Variedades Comerciais Principais: geralmente sio bem adaptadas
para um local, com maior produtividade por drea. Possuem especialidade como:
qualidade de grios, tipo comercial, caracteristicas intermediarias entre “elite” e
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as de tipos minoritarias.

3 - Variedades Minoritirias: estas variedades nio foram melhoradas,
sdo inimeras dentro de uma regilio, provavelmente contém duplicatas, e entre
regides encontrardo suficiente diversidade que, as vezes, mostram diferencas
somente nas caracteristicas da planta e grios. Isso que leva os produtores a
continuarem o seu cultivo em pequenas 4reas para apenas suprir suas
necessidades. Ndo aparecem em plantios comerciais.

4 - Tipos Especiais: significante tolerdncia a uma endemia, frio, sal e
solo adverso sempre sdo pobres em qualidade de griios.

5 - CV’s do Tipo Obsoletas: j2 foram variedade ou CV’ especial a
algum tempo ou lugar; porém, sen cultivo comercial esta em desuso.

6 - Estoque para Melhoramento (germoplasma “elite™): s3o hibridos de
CV’s melhoradas com um grande mimero de caracteres desejados, mas ainda
falta ser lancadas e nomeadas, ou sgja, completar a pesquisa. Incluem-se neste
grupo os F1, F2 ..., retrocruzamento, cruzamento miltiplo e suas progénies.

7 - Mutantes de gendtipos: sio provenientes de mudangas genéticas em
um material conhecido, apds uma mudanga induzida por tratamento com
agentes mutagénicos. Ocasionalmente um mutuante espontineo aparece
naturalmente e pode surgir num programa de melhoramento.

8 - Tipos Primitivos: CV’s que possuem caracteres primitivos, tais
como: paniculas laxas, pigmentos de antocianimna, dorméncia de sementes, alta
degrana, raiz com crescimento diverso, ou perfilhos no meio do interédio, alto
nivel de resisténcia a endemias, forte habilidade em competigio, tolerdncia a
inundagdio.

9 -_Racas Invasoras: sdo ragas que crescem como companheiras das
cultivadas e em areas adjacentes, as quais encontram condigGes de crescimento.
Estas contém varias integridades dentre as cultivares e as formas selvagens.

10 - Espécies Selvagens: dentro do género Oryza sio dezoito, adaptadas
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a muitos habitats, as quais sfo validas, como a maioria s3o-diploides (2n =24) e
poucas sdo tetrapléides (2n = 48). Devido 4 agfio antrdpica em seus habitats,
muitos ecétipos foram extintos (Vaughan, 1989).

1.3.5.3 - Conservagfio ¢ Utilizaciio de Germoplasma

A conservacdo genética almeja preservar o maximo das variagdes que
estdo disponiveis, dentro de uma dada populagio. Nestes termos, implica em um
minimo de selegiio ou remogio de acessos, exceto para duplicatas evidentes e
plantas atipicas auténticas; ainda, a mmitiplicacdo e uso de amostras de
germoplasma podem realizar-se com os seguintes objetivos: incremento dos
estoques de sementes, aplicagdo de descritores morfo-agrondmicos, registro
sistemitico e eliminagio de duplicatas por meio de comparagdo peculiar morfo-
agrondmica e evolugdo preliminar (Chang, 1976; Ram e Panwar, 1970).

O conjunto de acessos em um BAG deve ser caracterizado e catalogado
para que possa ser utilizado pela pesquisa; as vezes o entrave consiste em
definir quais os descritores que devem ser adotados para uma methor
caracterizacdo.

Muitas critérios foram adotados, porém o que acontece normalmente é
que as instituicSes adotam um mimero excessivo destes, podendo acontecer o
inverso também. Deste modo ¢é importante estabelecer critérios cientificos sobre
quais devem ser adotados para a otimizagio dos recursos, conseguindo uma

: caracterizacdo mais direta e que atenda aos anseios dos usuarios.

A finalidade e requerimento da sistematica dos descritores provém de

bases para: 1- caracterizagio de CV” on melhoramento de linhas dentro de um

interesse regional; 2- diferenciagio entre acessos com nomes idénticos ou

. similares; 3- identificagio de acessos tendo as caracteristicas herdadas; 4-

+ classificagio comercial de variedades com critérios idoneos; 5- descobrir a

—zam.

© s emmr—

interrelacio entre grupo de caracteres geogrificos; 6 - estimagio da

| variabilidade existente comparando-se com uma cole¢do varietal; 7- avaliagiio
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de genctipos dihapléides.

Virias técnicas auxiliam na caracterizagio e discriminacio biolégica,
que podem ser processadas através de descritores agrondmicos, morfoldgicos e
bioquimicos, por técnica de micropropagacdo de propigulos; coeficientes de
regressio para dados morfoldgicos quantitativos; sistemas de isoenzimas e
citologicos; marcadores de DNA e a cultura de tecidos; para plantas de
poliniza¢do cruzada (alogamas) utilizam-se embrides e apices caulinares e até
pedacos de folha (Rafaski e Willians, 1993; Kongkiatngam et al., 1995; Tingey
e Del Tufo,1992).

1.3.5.3.1 - Importincia das Coletas na Conservacio
de Germoplasma

Na coleta de germoplasma consideram-se como prioridade aqueles
recursos genéticos que apresentam maior urgéncia de preserva¢dio; quando se
trata de plantas cultivadas, buscam-se esses recursos nas variedades locais a im
de minimizar as perdas de material devido & erosfio genética causada pela
substituicdo por variedades melhoradas e hibridos. No caso de espécies
silvestres, a preservag@o é para evitar a ameaga de extingfio (Coradini, 1980).

A importéncia das coletas estd na utilizacio dos recursos genéticos em
intercambio e no melhoramento, pelo fato de ampliar a base genética da cultura,
possibilitando com isso, superar alguma barreira de ordem bioldgica ou
ambiental. H2 discussgo sobre as estratégias das coletas, principalmente no que
se refere as coletas das amostras em locais onde se observa variagdo no solo,
vegetacdo, clima. Ainda pode haver outros fatores que possam induzir uma
variagio genética no material considerado (Ghaderi, Adams e Nassib, 1984).

A descrigao sistematica da colegfio requer plantio, mensuragio, tratos
culturais e registro de uma colegdo varietal sob condigSes uniformes. Somente
as diferengas em tracos peculiares, que séo registradas, representam verdadeiras
caracteristicas varietais que se expressa sob tais condi¢Ses ambientais.
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As peculiaridades para serem registradas devem mostrar possuir valor
na taxonomia, utilizagdo agrondmica ou investigagio académica. Essas
peculiaridades tém mostrado ser de alta herdabilidade; somente assim podem as
descobertas ser razoavelmente verificadas. A camcterizagio biolégica,
propriamente dita, é baseada em atributos qualitativos de alta herdabilidade
(Valls, 1989).

Para o arroz existe uma relagio confiavel de caracteres morfoldgicos e
agrondémicos, tais como: arquitetura da planta, parte aérea, folhas e os caracteres
dos grios que permitem o estudo e a expectativa de ampliagio da base genética,
a qual é constantémente citada como restrita ou estreita (Silva, 194).

1.3.6 - Caracterizaciio dos Acessos através de Marcadores
Morfo-Agronémicos

A caracterizacdo fenotipica é realizada por meio de comparagdes de
caracteristicas morfolégicas dos individuos, como cor de flor, cor de semente,
cor e tipo de pubescéncia, dentre outras. Embora de ficil monitoramento,
depende, na obtenco dos dados, de um processo dispendioso e demorado, uma
vez que envolve as fases do desenvolvimento das plantas, além de serem na sua
maioria afetados pelas condigdes ambientais, o que pode mesclar a informagio
(Sing et al., 1996; Kaw, 1995).

A caracterizacdo e discriminagfio dessas populagdes, a niveis genéticos
ou fenotipicos é importante para conhecer a variabilidade e estrutura genética
existente no germoplasma disponivel, também quantificar aqueles caracteres
que sejam ligados ao processo produtivo (Sing et al., 1996). Ainda fomecer
informacoes para a pesquisa, através do uso de descritores a fim de
individualizar fenotipicamente cada acesso, bem como permitir maior eficiéncia
no manejo do BAG (Beer et al., 1997).

Os primeiros marcadores utilizados em plantas foram os marcadores
morfolégicos ou fenotipicos (Keim et al., 1990a), que contribuiram para o
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melhoramento vegetal convencional que é sustentado na selegdo fenotipica de
individuos segregantes oriundos de cruzamentos sexumais. A selecio é
usualmente baseada em fendtipos e nos caracteres mensuriveis (Rafaiski,
Tingey e Williams, 1991).

A eficicia dessa selecio é mascarada pela influéncia do meio e
restringe-se a regides codificaderas do DNA; também pelo complexo multigénico
envolvido na determinagio das caracteristicas fenotipicas; por isso, a selecdo
com base no fenétipo tem sido superada pela avaliagio direta do genatipo,
usando marcadores moleculares, por estes detectam e exploram a reagSio natural
do polimorfismo na seqiiéncia de nuclectideos no DNA (Waugh, Baird e
Powell, 1992; Souza e Soevelis, 1989).

Outra dificuldade discutida, nos estudos de genética classica, pelo uso
exclusivo de descritores morfolégicos no auxilio & caracterizacio de
germoplasma, refere-se a seu niimero disponivel ser limitado; podendo ainda ser
interpretados erroneamente, uma vez que s3o expressos em determinado periodo
do desenvolvimento da planta, estando sujeitos a variagdes ambientais. O
pequeno niimero de marcadores distintos numa linhagem rednz a probabilidade
de se encontrar associagdes significativas entre descritores e caracteres de
importincia econdmica, através do estudo de populagBes segregantes (Souza,
190; Hu e Quiros, 1991).

Além disso, a disponibilidade de marcadores morfolégicos é
essencialmente restrita 3s poucas espécies de plantas utilizadas como sistemas
modelo para estudos de genética, tais como milho, tomate e ervilha, nas quais a
imtensidade de estudos e a disponibilidade de informacSes genéticas sio
maiores. Um enorme espectro de espécies vegetais carecia (e ainda carece) de
informacdes a esse nivel.

Para avaliar a divergéncia genética utilizando os marcadores
morfologicos, deve-se anotar 0 maior mimero de caracteres dos materiais
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envolvidos. O problema aparece quando se tenta utilizar toda essa informagio
simultaneamente, para se obterem as estimativas da divergéncia. Isto é possivel
com o emprego de estatistica multivariada (Cruz, 1990; Ferreira, 1995).

Quando o numero de acessos é grande, com poucas informagdes
seguras sobre o comportamento dos descritores principais, adota-se um grande
numero de caracteres, sem estudo algum nem critérios relativos a contribuigio
destes para a variabilidade genética, fazendo gerar duplicagio da informagdo,
trazendo uma interpretagiio confusa e dificil. :

Quanto aos marcadores citologicos, se extraidos da planta viva, podem
alterar seriamente o fenétipo da planta, produzindo individuos que nio podem
ser utilizados, tem o monitoramento dificultado entre os cruzamentos
elaborados. Devido a isso, s6 ocasionalmente que os marcadores citologicos e
morfologicos ligados a genes de importincia econdmica sdo identificados,
limitando seu emprego no melhoramento (Resende, 1991)..

Outros marcadores fenotipicos sio as isoenzimas, as quais pelo fato de
resultarem da interagdo da conmstituigio genética com o meio, podem ser
classificadas como tal; embora constituam as formas diferentes de uma mesma
enzima, s30 controladas por um ou virics genes, podendo ser cadeias peptidicas
muito parecidas ou diferentes, mas que tém a mesma fungio (Brummer, Kochert e
Bouton, 1991).

As isoenzimas sfo consideradas superiores em relagdo aos caracteres
morfolégicos, por serem derivadas diretamente da expressdo dos genes e pelo
meio, estio mais proximo da expressio fenotipica final, ainda assim, esses
marcadores sdo encontrados em quantidade limitada e apresentam pouco
polimorfismo, podendo sofrer variagdes com o estigio de desenvolvimento da
planta e apresentar diferengas entre os tecidos utilizados.

1.3.6.1 - Caracterizaciio através de Marcadores Genéticos
Existem diversos tipos de marcadores que siio produtos génicos e sdo
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intensamente usados em estudos de genmética molecular; destacando-se os
morfoldgicos, fisiologicos e bioquimicos. Por outro lado, existem os marcadores
que se baseiam diretamente do DNA, seja em relagio ao cromossomo como um
todo (anilise citogenética) ou em relagio 2 molécula de DNA isoladamente
(Gottlib, 1992.).

No primeiro caso, se apresentam em um niimero praticamente ilimitado
e com alto grau de polimorfismo; no segundo, esses marcadores nio sio
influenciados por condigdes ambientais, pois o polimorfismo é verificado a
nivel de DNA, que abrange tanto seqiéncias codificadoras como nio
codificadoras e os sitios de controle da expressio génica; ao contririo dos demais
marcadores, em que é analisado o produto génico. Finalmente, esses
marcadores ndo apresentam qualquer efeito fenotipico pleiotropico de uma
expressdo na planta (Brummer, Kochert e Bouton, 1991).

Ainda mais, as regides de éxons estiio sob controle da selecio naturat com
maisMsidadedoqueosMse,porisso,mﬁhhnossiomisvaﬁéveis,
podendo acummlar grande diversidade; assim sendo, o mimero de marcadores
moleculares possiveis de se encontrar é muito maior do que os marcadores
fenotipicos, ampliando as possibilidades de estudo e manipulagio do material
genético da espécie, a qual se estuda (Stuber 1992; Keim et al., 1990a; ). Esses
marcadores tém permitido um ripido avanco na genética molecular, detectando
polimorfismo na seqiiéncia de DNA, viabilizando estudos da heranca genética,
comportamento do individuo no ambiente e auxiliando em outras areas do
conhecimento (Beer et al., 1993).

Keim et al. (1990a) comentam ainda a vantagem de poder usar os
marcadores genéticos qualquer tecido e a qualquer estidio de
desenvolvimento da planta: devido ao fato de niio depender da expressdo do
gene, desde que suficiente quantidade de DNA de qualidade possa ser obtida,
podendo desta forma, identificar diretamente genes antes da expressio
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fenotipica, tomando por base esses pré-requisitos, varios tipos de marcadores
genéticos foram encontrados.

A identificacdo de genétipos em estidios iniciais de desenvolvimento
da planta abre a possibilidade de acelerar o processo de selegfo e recombinagiio
dos individuos desejados; como conseqiiéncia, reduz-se o tempo necessario para
completar uma geragdo de melhoramento, o que aumenta consideravelmente a
eficiéncia do programa (Jack e Mayes, 1993). Conseguem-se marcar muitos
locos com a preparagiio de DNA, o qual podera ser estocado por longo periodo
de tempeo. '

A revolugdo neste quadro iniciou-se com o desenvolvimento de
marcadores isoenzimaticos, e, posteriormente, com a utilizagio de enzimas de
restri¢do foi possivel a anélise de polimorfismo de comprimento de fragmentos
de restricio de DNA (RFLP), segundo Saiki, Scharf e Faloona et al. (1985).

Com isso as vantagens desses marcadores sfo 0s seguintes: niimero
elevado de marcadores, alto grau de polimorfismo, auséncia de interagio com o
ambiente, nio apresentam o efeito pleiotxdpico; ainda mais, algumas
altemativas promissoras dos marcadores moleculares  sobre marcadores
morfoldgicos sdo listadas a seguir:

(1) Muito esforgo e planejamento sdo necessirios na construgio de
mapa genético a partir de dados fenoldgicos, porque o ndmero reduzido destes
na linhagem restringe 2 cobertura do genoma. O polimorfismo limitado de
marcadores morfologicos geralmente leva o pesquisador a recorrer a um grande
niimero de cruzamentos para efeito de estudo de ligagio génica.

Por outro lado, um grande mdmero de locos de marcadores moleculares
pode ter seus alelos estudados em populagdes segregantes de cruzamentos
especificos, facilitando o desenvolvimento de mapas genéticos. O nivel de
polimorfismo desses marcadores é geralmente alto para cada loco estudado,
enquanto marcadores morfologicos possuem baixo nivel de polimorfismo
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(Kongkiatngam et al., 1995; Zabeau, 1993).

(2) Marcadores moleculares séo, em geral, neutros em relagfio a efeitos
fenotipicos, com minimo ou nulo efeito epistatico ou pleiotrépico. Marcadores
morfolégicos muitas vezes coibem ou restringem o desenvolvimento normal da
planta (albinos, mutantes clorofiticos), e sen controle genético pode afetar, on
ser afetado, por genes controlando outros caracteres, dificultando a
caracterizagio dos genétipos.

(3) Marcadores moleculares, ds vezes sio co-dominantes, contendo
maior quantidade de informagfo genética por loco, embora, por sua vez, sdo em
sua maioria dominantes ou recessivos (Moser e Lee, 1994; Stuber, 1992).

Contrérios a esses aspectos, marcadores morfologicos apresentam
ainda, a desvantagem de ser na maioria identificados somente, a nivel de planta
inteira ou adulta. Enquanto que, marcadores bioquimicos ou moleculares como
isoenzimas ou fragmentos de DNA, podem ser utilizados para caracterizar o
geadtipo de um individuo a partir de amostras de células ou de tecidos.

Pelos relatos recentes de Grodzicker, Adams e Hill (1992), que mais
recentemente, estudaram o assunto, o ajuste e desenvolvimento do processo de
amplificacdo em cadeia utilizando uma DNA-polimerase (PCR), levou i
descrigdo de outras classes de marcadores moleculares, aliadas as técnicas de
clonagem e de sequenciamento de DNA, possibilitando acimmlo de
informagdes sobre a estrutura de gemomas de eucariotos. O nimero de
marcadores genéticos disponiveis foi ampliado em pelo menos uma ordem de
magnitude, e a aplicabilidade da técnica passou a incluir potencialmente todas
as espécies de plantas.

Atualmente, com o advento de técnicas de biologia molecular surgiram
os marcadores genéticos, tomando a vez dos outros, destacando-se,
principalmente, o RFLP e o RAPD, que sio devidos a variagio natural que
ocorre na seqiéncia de bases do DNA. Os marcadores RAPD apresentam vérias
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vantagens com relagdo aos citados anteriormente; conseguemm-se amplificar
regies do genoma que nfio sio acessiveis i anilise de RFLP, devido 3 presenga
de seqiiéncias repetitivas no DNA. O uso desses marcadores tem aumentado
consideravelmente o potencial para a detecgio de diversidade entre individuos,
pois sdo medidas variagdes existentes a nivel de DNA (Kongkiatngam et al.,
1995; Hu e Quiros, 1991).

Algumas das vantagens do RAPD sobre os demais sdo: simplicidade da
técnica, usa elementos fluorescentes ao invés de radioativos, gasta quantidades
inferiores de DNA, baixo custo por anilise, alto nivel de polimorfismo
(Weeden, Muehlbauer e Ladizinsky, 1992).

A maneira de observar a variabilidade intra-especifica do genoma de
plantas é pelo polimorfismo nas segiiéncias de DNA, que podem ser seqiiéncias
altamente repetitivas, genes de copia tmica ou pequenas familias de genes.
Dentre as varias aplicagdes das técnicas de RAPD citam-se: comstrugdo de
mapas detalhados (Tinker, Fortin ¢ Mather, 1993), acelerar programas de
retrocrazamentos, selecionar individuos mais semelhantes ao progenitor
recorrente (Mazurier, Godshach e Timothy, 1994), e ainda permite avahar a
variabilidade genética entre os organismos.

Esses marcadores, de maneira geral, estio sendo usados para
caracterizacdo e discriminagio genctipica e identificagio de marcadores ligados
as caracteristicas desejaveis em vegetais. O uso desses marcadores pode se

tomar uma ferramenta complementar na identificagio e caracterizagio de
acessos, associando os caracteres de interesse a um programa de selegio, e
ainda traz a faculdade de marcar caracteristicas de efeito poligénico, por nio

' sofrer a interferéncia do ambiente.

irsinas

Esse aspecto ¢ particularmente importante no melhoramento de espécies
perenes de frutiferas e florestais, que requerem vérios anos ou mesmo décadas
para que uma geragio de plantas melhoradas seja completada, ao contrario de
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culturas anuais onde ¢ possivel obter mais de uma geragéio por ano.

1.3.6.2 - Da Técnica de PCR aos Marcadores RAPD

A introdugdo da técnica de reagio em cadeia da polimerase (PCR)
revolucionou os métodos tradicionais de obtengio de marcadores moleculares
em nivel de DNA. A técnica PCR alcangou uso extenso nas mais diversas areas
da biologia, por basear-se nas propriedades de replicagio do DNA, o que lhe
permite maior facilidade, rapidez e semsibilidade na detecclio dos fragmentos
que sdo os marcadores (Grodzicker, Adams ¢ Hill, 1992; Williams et al., 1990).

As téenicas moleculares que sio usadas para marcadores genéticos
baseiam-se em uma propriedade intrinseca do DNA, a complementagio de bases
entre as duas fitas da molécula. Todavia, as que empregam eletroforese em géis,
para separacdo de fragmentos de DNA, podem ser classificadas em dois grupos
distintos: no primeiro, os fragmentos sio gerados pela agio de enzimas de
restri¢do, separados em gel e hibridizados 4 sondas apropriadas; no segundo grupo,
os fragmentos de DNA sdo sintetizados “in vitro” por DNA polimerase
termoestivel, a partir de oligonucleotidios iniciadores (primers) que se ligam a
sitios especificos em moléculas-alvo.

O estudo dessa técnica foi desenvolvida por dois grupos de pesquisas,
paralelas e independentes. O grupo de Williams et al. (1990) denominou-a de
analise com RAPD (amplificagio a0 acaso de fragmentos polimérficos do
DNA), enquanto que o grupo de Welsh e McClelland (1990), Califémia,
denominou-a por AP-PCR (reagio em cadeia iniciada pela polimerase ). Ambos
chegaram & técnica revolucioniria para gerar marcadores moleculares, com o
uso de PCR, que fora descrita por Saiki, Scharf e Faloona (1985).

Nesse estudo, com a PCR que consiste em reagdes de amplificagdo
simultinea das duas fitas de DNA, numa seqfiéncia especifica, utilizando-se
dois “primers”, que sdo complementares as extremidades do segmento a ser
amplificado, através dos quais hibridizam ao DNA-molde, aleatoriamente.
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Esses “primers™ geralmente sdo seqaéncias de oligonuclectidios, com dez
nuclectidios, de seqiiéncia aleatoria e uma freqiiéncia de C+G superior a 50%
(Williams et al., 1990). Esses iniciadores (primers) sio pecas fundamentais por
possuirem dez nucleotidios e de 50 a 80% de C +G; essas caracteristicas devem-
se a testes feitos por Williams et al. (1990), que conseguiram sintetizar
iniciadores de conteido de C+G variando de 0 - 100%. No entanto, foi
amplificado somente quando essa percentagem estava acima de 40%. Quanto ao
tamanho, os autores testaram iniciadores de 6 - 10 bases, sendo que o niimero
minimo necessario destas foi de nove.

A reagiio de RAPD ¢ uma metodologia que tem como principio a

técnica de PCR que foi desenvolvida por Saiki, Scharf e Faloona (1985). A
técnica de RAPD baseia-se na amplificagio de segmentos de DNA
fragmentados pela enzima de restrigio, utilizando iniciadores vmicos de
seqiiéncia de nuclectidios conhecida e arbitraria, para amplificar segmentos
especificos do DNA, que sejam diferentes do PCR (polymerase chain reaction).

Os iniciadores sdo orientados de modo que a sintese ocorra na regiio
compreendida entre os mesmos. Os ciclos de amplificacio de DNA compreendem
a desnaturagdo do DNA-molde, o pareamento dos primers aos sitios que thes sdo
homélogos e a sintese ou a polimerizag3io dos fragmentos de DNA, sdo repetidos
varias vezes e permitern a amplificagio exponencial do fragmento de DNA.

A enzima termoestivel (Taq-polimerase) permanece ativa apds
incubagdo a 95 °C, a qual prepara a reago, que resiste a altas temperaturas sem
ser inativada. Com isso os ciclos de amplificagio podem variar, mas
basicamente seguem a seguinte seqfiéncia: um min a 94 °C, para que ocorra
desnaturacdo das fitas de DNA e 2 min a 72 °C para extensgo das fitas de DNA,
que ¢ o método de Williams et al. (1990). A seqiiéncia de um minuto a 94°C,
um minuto 2 36 °C e dois minutos a 72 °C por 45 ciclos é a mais comumente
utilizada, embora haja bastante variagio dessas condigdes descritas na literatura
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para atingir a otimizacio em cada espécie.

Em se tratando de RAPD, ndo requer o conhecimento do DNA a ser
amplificado por um tnico tipo de iniciador (primer) de seqiiéncia arbitraria o
que ¢ diferente do PCR, que se liga a0 acaso no DNA-gen6mico em dois sitios,
em fitas opostas do DNA-molde, se estes sitios estiverem separados por uma
distincia amplificivel (geralmente entre 200 e 2.000 pares de bases) ilustrado
na Figura 2. Com isso, acontece a amplificacio da referida seqiiéncias de
nuclectideos.

200 - 2000 pb .
~_ <IN
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| »g
5l I al
Primer

Figura 2 - Esquema de ligagio dos “primers” a fita de DNA-molde e de
amplificagdo das bandas polimérficas, de acordo com a técnica de
Williams et al. (1990).

Os produtos da amplificagio sio geralmente separados em gel de
agarose e visualizados pela coloragdo com brometo de etidio. Alternativamente,
as bandas podem ser detectadas por coloragio com prata em géis de
poliacrilamida (Beer et al., 1993); esse método é mais sensivel, permitindo uma
melhor resolucio das bandas. Entretanto, é um método ainda mais complexo,
mais demorado e de custo mais elevado.
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Para um dado iniciador pode-se identificar a presenca de uma
determinada banda polimérfica (produto de amplificagio) em um individuo e a
anséncia em outro. Isso se deve a varios fatores, dentre estes citam-se:

a) a inexisténcia no individuo, daquele sitio de insergdio para o iniciador
ou a modificagdo deste por alguma mutagio, ndo sendo mais reconhecido pelo
iniciador;

b) a ocorréncia de uma inser¢do entre os sitios, distanciando-os, leva 4
ndo amplificacfio; ou mesmo que isto ocorra, o fragmento amplificado terd
tamanho diferente aparecendo a banda em outra posigdo;

¢) a existéncia de um sitio altemativo, semelhante, porém ndo igunal ao
sitio real, mas que € reconhecido pelo iniciador levando a amplificagio de
fragmentos inteiramente diferentes.

Uma das aplicagbes direta dessa técnica consiste em correlacionar os
polimorfismos das seqiiéncias nuclectidicas com caracteres qualitativos e
quantitativos, uma vez que os produtos de amplificacio de cada miciador
poderdo estar segregando juntamente alguma caracteristica de interesse. Se isso
for verificado, entdo o referido iniciador seri um marcador para essa
caracteristica (Waugh, Baird e Powell, 1992; Williams et al., 1990).

Dentre os estudos que utilizaram o método de RAPD pode citar-se a
identificacdo de cultivares de brocolos e couve-flor (Tinker, Fortin ¢ Mather,
1993), heranca e compatibilidade dos marcadores RAPD (Weeden, Muehlbauer
e Ladizinsky, 1992); RAPD sem necessidade de purificar DNA (Martin et al.,
1995; Mazurier, Godshach e Timothy, 1994).

A npatureza dos fragmentos que sdo amplificados & altamente

dependente da seqiiéncia de nuclectidios do miciador e da seqiiéncia de DNA

do genoma analisado, pois se um iniciador difere em apenas um nucleotidio, da

origem a diferentes bandas amplificadas. Quando ha diferencas no genoma em

um ou em ambos os sitios de ligagio dos iniciadores resulta no desaparecimento
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de uma banda amplificada. Assim, a amplificagio de DNA com iniciador de
seqiéncias aleatérias é um método altamente sensivel para descobrir
polimorfismo distribuido aleatoriamente no genoma (Martin et al., 1995).

Um iniciador usvalmente amplifica varias bandas, cada uma originada
de uma localizagdo diferente do genoma (Rafalski, Tingey e Williams, 1991).
Além do polimorfismo gerado pela modificagio de sitios de ligacio dos
iniciadores, mediante mutagSes de ponto, o polimorfismo pode ser gerado
também por deleges que incluam um ou ambos os sitios de ligagdo e insergdes
entre os sitios de ligacio. Com isso podem distancia-los de tal forma, que
impossibilitam a amplificagio on mesmo, pequenas insercdes e delegGes, as
quais apesar de ndo impedirem a amplificagfio, teriam o tamanho modificado do
fragmento amplificado (Williams et al., 1990).

A freqiiéacia de polimorfismo em marcadores RAPD mostrou-se ser de
0.3 banda polimérfica por iniciador, em Arabidopsia thaliana, 0,5
banda/iniciador em soja; uma banda/iniciador milho; 1,68 banda Cao e
Oard, (1997) em arroz e 2,5 bandas em Neurospora crassa (Tingey e Del Tufo,
1992).

Segundo Williams et al. (1990), os marcadores dominantes, tipo
RAPD, podem ser usados para distinguir individuos heterozigotos de individuos
homozigotos, desde que se usem marcadores RAPD fortemente ligados em
‘trans”, usados em pares. A confianga de que os individuos heterozigotos
podem ser identificados depende da proximidade dos marcadores utilizados,
Portanto, o uso de marcadores dominantes em pares para detectar heterozigotos
requer duas vezes mais marcadores do que o necessario, utilizando-se
marcadores co-dominantes.

O RAPD detecta a presenca de apenas um alelo em determinado locos,
que ¢ o alelo representado pela presenca de uma banda amplificada. A auséncia
de amplificagdo representa todos os outros alelos naquele locos; portanto, sdo
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predominantemente dominantes e nio podem ser utilizados individualmente
para distinguir locos heterozigotos (Rafalski, Tingey e Williams, 1991).

Com uma freqiiéncia relativamente baixa, marcadores RAPD co-
dominantes podem aparecer. Em um estudo com Neurospora crassa, de 88
marcadores RAPD identificados, 84 eram dominantes e quatro co-dominantes
(Williams et al., 1990). Stuber (1992) cita que, dos marcadores RAPD
mapeados, 98% eram dominantes e 2% co-dominantes. O polimorfismo é
usualmente notado como presenga ou auséncia de produtos amplificados a partir
de um unico locos.

Os marcadores RAPD sio dominantes e duas copias do mesmo alelo
(individuo heterozigoto) nio sio distinguidas quantitativamente daqueles com
somente uma cdpia do alelo. Em termos médios, cada miciador pode detectar
diretamente a amplificagio de muitos loci discretos no genoma, fazendo da
andlise um eficiente caminho para marcar seqiiéncias polimérficas de
nucleotideos entre individuos (Tingey e Del Tufo, 1992; Williams et al., 1950).

1.3.6.3 - Tipos de Marcadores a Nivel de DNA

O primeiro marcador molecular estudado, a nivel de DNA de genomas
complexos foi a partir de clivagem enzimitica do DNA, a' qual se tomou bem
difindida como marcador genético, apés o desenvolvimento da técnica de
transferéncia de fragmentos de DNA separados em géis, para membrana de
nitrocelnlose, nas quais sfo realizadas hibridagdes com sondas apropriadas
(Brummer, Kochert e Bouton, 1991). O autor ainda conseguiu determinar cerca de
200 fragmentos de DNA, gerados pela agdo da enzima de restrigio e

polimorfismo, que poderiam ser usados como base para mapa de ligagdo
(Paterson, Tanksley e Sorrells, 1991).

A técnica de RFLP, a qual tem algumas desvantagens em relagiio ao
RAPD, pois envolve hibridacio, “southen blot”, o que a toma indesejavel para
aplicagio em melhoramento, niio permite a automacdo de algumas etapas. Uma
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hibridizacdo com DNA “blot” em geral requer muito tempo e trabalho intensivo
(Tingey e Del Tufo, 1992), apresentando custos operacionais elevados, demora
na obtencdo de resultados, além de detectar poucos polimorfismos em espécies
com estreita base genética, as quais sio fatores limitantes para sua utilizagio
em larga escala (Hu e Quiros, 1991).

Outra limitag3o, no caso de RFLP é a discriminagdo de sondas de DNA,
que identifique a variabilidade genética a ser avaliada. Os marcadores RFLP
tém sido usados para estudos de taxomomia, localizagio de seqiéncias
especificas em genoma de tomate (Vallejos, Sahiyama e Chase, 1992),
mapeamento genético de alface (Welsh e Mcclelland, 1990), analise genética da
dureza do gréo e diversidade genética em soja (Keim et al., 1990a), diversidade
genética e mapeamento em amoz (Mackill e Lei, 1997; Dilday, 1990);
mapeamento do genoma utilizando linhas isogénicas (MuchIbauer et al., 1991).
A disseminagdo do seu uso contribuiu para a descoberta e estudo de diversas
classes de seqiiéncias repetitivas do DNA, chamadas mini e microssatélites,
outra rica fonte de polimorfismo genético.

Hoje, um nimero virtualmente ilimitado de marcadores moleculares
altamente polimérficos podem ser obtidos em qualquer organismo vivo, através
de diversas técnicas. Os genomas de eucariotos s3o caracterizados pela ocorréncia
de grandes quantidades de seqiiéncias repetidas de varias classes, uma delas
consiste de seqiifncias de DNA curtas (2 a 4 pb), repetidas em tandem,
denominadas de microssatélites ou seqiiéncias tnicas repetidas.

Os microssatélites sdo caracterizados por alto grau de polimorfismo.
Muitos resultam de diferentes niimeros de repetigdes de uma seqiiéncia bésica,
podeado destacar sua caracteristica de multialelismo que amplia as possibilidade.
de estudos genéticos em plantas (Morgante e Olivieri, 1993).

Os microssatélites podem ser alocados em grupos de ligaciio genética
junto com RFLP, com RAPD e com marcadores fenotipicos, por serem altamente
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polimérficos, podendo ser complementares aos marcadores de RFLP e RAPD,
principalmente em espécies onde estes sfio de dificil detecgdo. O alto grau de
polimorfismo foi confirmado por Mazurier, Godshach e Timothy (1994) e ainda
mostraram que s30 mais varidveis que os RFLP.

A anilise de AFLP (Amplified Fragment Length Polymorpfism ) é a
tecnologia mais recente para a obten¢io de grande mimero de marcadores
moleculares distribuidos pelos genomas de procariotos e eucariotos; estd sendo
utilizada para canstrugdo de “fingerprinting”, mapeamento genético localizado
(BSA) e mapas genéticos, principalmente em espécies cultivadas que possuem
baixa taxa de polimorfismo (Zabean, 1993).

Os marcadores moleculares de locos controladores de caracteres
quantitativos (denominados QTL), constituem a primeira estratégia para medida
direta (DNA) da diversidade; também sdo usados para detectar e estimar o
efeito de poligenes ligados a genes tmicos e, mais recentemente, estio sendo
usados para andlises de correlacio entre os marcadores moleculares e
caracteristicas quantitativas (Tinker, Fortin e Mather, 1993).

Particularmente relevante é o uso de marcadores moleculares com a
finalidade de obter informaces sobre genes que determinam caracteristicas
agrondmicas importantes, facilitando, sobremaneira, os esforcos em
melhoramento de plantas (Paterson, Tanksley e Sorrells 1991). E possivel
identificar, por exemplo, quantos genes inflnenciam dada caracteristica; onde
esses genes estdo localizados nos cromossomas; o quanto cada gene afeta a
caracteristica; se genes individuais afetam mais de uma caracteristica; se os
genes funcionam similarmente em diferentes ambientes; se o efeito de um gene
influencia o efeito de outros; e se um individuo com duas copias de um gene é

diferente de um individuo com apenas uma copia.

Outros tipos de marcadores moleculares, mas que podem sofrer
interagdo do ambiente no qual se encontram, sio as iscenzimas (Stuber, 1992;
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Vallejos, Sahiyama e Chase, 1992) e as proteinas de reserva de sementes, as
quais podem ser detectadas mediante andlises por eletroforese (Kongkiatngam
et al,, 1995) e por cromatogrifia liquida de alta resolugio (Brummer, Kochert e
Bouton, 1991). Tais marcadores apresentam a vantagem sobre os marcadores
morfolégicos, pelo fato de serem produtos diretos da expressio de genes
especificos. A principal desvantagem deles é a quantidade limitada de
polimorfismo que sdo capazes de evidenciar entre genétipos relacionados (Hue
Quiros, 1991).

1.3.7 - Banco Ativo de Germoplasma (BAG)

Entende-se por germoplasma o conjunto de genes que representa todos
os alelos existentes em uma referida espécie ou o somatério total dos materiais
de uma espécie (Berding e Roach, 1987), constituindo-se em material
indispensivel ao progresso das pesquisas e principalmente ao futuro da
sobrevivéncia do homem. Segundo Giacometti e Fonseca (1980), o
germoplasma pode ser utilizado na forma de sementes, estacas, gemas, bulbos,
rizomas, tubérculos, meristemas, embrido, calos, plintulas, pdlen, células, ou
ainda estrutura mais simples, sendo o local de conservagio, os denominados de
BAG (banco ativo de germoplasma).

A preocupacao no BAG é relevante para nao deixar extinguir os
recursos  biologicos contidos num germoplasma que apés uma coleta entram
para o BAG como acesso daquela espécie. Kumari e Rangasamy (1997)
comentam que praticamente todo arroz cultivado no mundo foi proveniente da
Asia, centro de diversidade da espécie que é detentora da grande variabilidade
genética de arroz cultivado. Basicamente, o germoplasma de O. safiva tem
proporcionado o conjunto génico primario para os trabalhos de melhoramento.
Situa-se no IRRI o maior BAG da espécie, com amostras coletadas por todos os
continentes.

No Brasil, a colegio ativa de amoz é mantida no BAG da Eembrapa
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Arroz e feijao, Goiania,GO, que mantem acessos com ampla variabilidade
genética, visando a preservagao e multiplicagao a curto prazos, em quantidade
suficiente para atenderas solicitagoes. A ampliagao da colegao é feita através da
introdugao de germoplasma, solicitacao e doagao expontinea, fazendo-se
necessario sua multiplicagao, pois as amostras sao normalmente recebidas em
pequena quantidade (Giacometti e Fonseca, 1980).

O plantio inicial das amostras obtidas em expedicSes de coletadas se
completa com as seguintes tarefas: aumento do estoque de sementes, descrigio
morfo-agrondmica pela chave sistemitica, eliminagio de acessos-duplicados
dbvios pela descricio morfo-agrondmicas e de local de coleta, avaliagio
preliminar para selegfio conveniente dos acessos que possam receber intensa
avaliagdo para ser conservados, formando o sistema de banco de dados que
podera ser lido e avaliado em outros trabathos de pesquisa ou niio, permitindo
formar os catilogos para suporte as pesquisas em todas as areas do
conhecimento.

1.3.7.1 - Descarte de Acessos-Duplicatas ou Duplicados

Duplicatas s3o acessos extras de alguma variedade ou parental muito
idénticos, que sdo variantes de uma mesma variedade. Estes acessos surgem
quando uma variedade tenha se expandido muito, por ser cultivada em muitos
locais; com isso pode ser encontrada com nomes mudados pelas localizagdes,
resultando em:

1- Variedades morfologicamente idénticas com histéricos diferentes e
mesmo nome comum, provenientes de areas de microclimas ou mesmo de
outro Pais. |

2 - Variedades com nomes diferentes e locais distintos ou diferentes

| nomes que deixam descendentes morfo-agronomicos essencialmente idénticos.

3 - Eco-ragas tendo o mesmo nome mas que podem ser diferenciadas
pelas suas respostas fisiologicas as condigGes adversas.
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13.72 - Biometria Aplicada no Descarte de Acessos-
Duplicatas

O uso da Biometria para estudo de biologia vem sendo ampliado para
varias espécies e tem sido de grande utilidade para avaliagio de acessos em
bancos de germoplasma. Tem sido utilizada para determinar a divergéncia no
descarte de duplicatas, identificagio de progenitores para cruzamentos,
estabelecimento da relagdo entre diversidade genética e geografica, avaliagio da
variabilidade total disponivel em grupos geneticamente relacionados (Kaw,
1995; Singh et al., 1993; Afifi e Clarck, 1984).

O termo taxonomia numérica é definido como o agrupamento, por
métodos numéricos, de unidades taxendmicas de organizagio (OTU’s), com
base nos estudos dos caracteres avaliados. Um caracter, neste contexto, significa
qualquer propriedade que possa variar entre unidades taxondmicas e os valores
que The sdo atribuidos chamam-se estados daquele caracter (Cannings e
Hoppensteadt, 1982).

Desde o inicio do século, pesquisadores vém aplicando métodos
numéricos & taxcnomia. Neste processo, um dos primeiros métodos estatisticos
de interesse para sistemitica foi o “Coeficiente de Semelhanca Racial”. Esse
coeficiente consiste em um tipo de coeficiente de similaridade, tendo sido
desenvolvido, posteriormente, por Mahalanobis, na forma de “Disténcia
Generalizada™. A partir desses trabalhos, vérios outros foram desenvolvidos,
resultando em grande incremento nessa area, tanto pelo desenvolvimento,
quanto na aplicaciio desses novos métodos.

Entre as varias medidas de dissimilaridade, empregadas em estndos de
divergéncia genética, as distincias Euclidianas e de Mahalanobis (D? ii’) tém
sido as mais amplamente utilizadas (Afifi e Clarck, 1984; Peter e Rai, 1976).

Os métodos de natureza quantitativa de avaliagio da divergéncia, ou da
heterose manifestada nos hibridos, usam as anilises dialélicas, que necessitam
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de um mimero p de progenitores e de todas as suas combinages possiveis [p(p-
1)/2), ou parte delas tomando impraticavel, em alguns casos a utilizagio quando
p € de valor elevado, principalmente em plantas autégamas.

Inimeras medidas de dissimilaridade satisfazem as propriedades
matematicas conhecidas como métricas. Assim, considerando a dissimilaridade
dij entre as OTU’s i e j, possuem propriedades, segundo Camnings e
Hoppensteadt (1982), Sneath e Sokal, (1973), tais como:

a) simetria: dij = dji maior ou igual 0, ou seja, a dissimilaridade entre i
e j é igual independentemente da diregio em que é medida, devendo ser positiva
quando as duas OTU’s ndo sdo idénticas ou ter valor zero quando sdo idénticas;

b) distingio entre OTU’s ndo idénticas: se dj diferente O, entdio i

diferente j, ou seja, i e j nfio sio a mesma OTU;

<) nilo distingdo entre OTU’s idénticas: dy = 0, ou seja, quando i e j sio

idénticas a dissimilaridade d; é zero;

d) desigualdade trianguiar: dadas 3 OTU’s i,j e k, as dissimilaridades
entre elas devem satisfazer a “desigualdade”, assim dy c dj + dp.

Com a finalidade de separar os organismos em grupos, sio empregados
métodos estatisticos que permitem o calculo das medidas de dissimilaridade ou
distancias entre OTU’s e métodos que permitem o agrupamento das diferentes
OTU’s em grupos homogéneos. Tais técnicas foram amplamente desenvolvidas
pas trés ultimas décadas e neste trabalho serdo discutidas as mais empregadas
em estudos taxondmicos; a outra alternativa é o uso das analises multivariadas,
apos ter sido identificados os marcadores, por técnicas de agrupamento.

Na caracterizagio de acessos e selegio de progenitores para
cruzamentos, as vezes toma-se a diversidade geografica como indicador de
divergéncia genética, critério que recebe muitas criticas, pelo fato de ndo
quantificar a divergéncia real entre as populagbes. Em muitos acessos, a
diversidade geografica ndo retrata a divergéncia genética. Hi estudos de
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relacicnamento entre a divergéncia dos individuos, estimada com base em D%’
com locais das origens ou coletas dos acessos. Esses estudos sdo importantes
para entendimento da evolugio da espécie, além de dar informag3es sobre os
recursos naturais ¢ facilitar o intercimbio de germoplasma (Cruz, 1990). As
informagoes a esse respeito, em sua maioria relataram a inexisténcia de
qualquer relacio coerente (Singh et al, 1993; Muchlbauer et al, (1991),
enquanto que outros trabalhos mostraram que a divergéncia obedecen ao padrdo
de distribuic3o geografica das variedades, com isso demonstrando respostas nio
generalizadas (Singh e Unrea, 1995; Rao et al. 1981).

13.73 - Emprego da Divergéncia Genética, Correlacio e

Heterose

Os primeiros trabalhos em taxondémia numérica nfo consideravam os
niveis taxondmicos especificos ou intraespecificos e, consequentemente, uma
das restrigSes seria que as OTU’s fossem individuos ou exemplares e ndo
amostras de populagdes. Em segundo lugar, o calculo de distincias
generalizadas para um grande mimero de caracteres e/ou amostras requeria
recursos computacionais ndo disponiveis na época.

Além das restrigbes anteriores, a distincia generalizada empregava
caracteres continuos e niio caracteres discretos, usualmente utilizados em
taxonfmia numérica. Atualmente, estas trés objegSes sio irrelevantes e a
distdncia generalizada tem-se mostrado bastante Wtil para taxcnomistas
numéricos (Van Beuningen e Busch, 1997; Moser e Lee, 1994).

A grande maioria dos trabalhos sobre divergéncia genética procura
avaliar o grau de divergéncia existente numa populagiio ou material em estudo e
as suas relagdes de parentesco, diversidade de origem geogréfica e heterose.
Para tanto, sio empregadas diversas formulas para compreender a oscilagdo que
ocorre em populagSes quando esta sofre imigragdo, mutagdo e selegiio, o que faz
mudar o equilibrio das mesmas (Kaw, 1995; Stuber, 1992),
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A divergéncia genética entre dois grupos ou mais individuos ¢ medida
pela diferenca nas freqiiéncias alélicas. Essa medida é importante em vérios
aspectos, mas sobretudo num BAG e no methoramento de plantas visando
identificar combinagGes mais promissoras, isto é, aquelas que, quando cruzadas,
expressam maior heterose (Ghaderi, Adams e Nassib, 1984).

Na hibridagdo, ao utilizar progenitores que possuem entre si caracteres
favoriveis e necessdrios para obter as recombinagSes especificamente
desejadas, o melhorista de plantas cria populagdes nas quais a selegio terd
maior probabilidade de éxito. Os resultados sfo mais rapidos e seguros quando
a populacio-base submetida & selegfio tem alta média para o caracter a ser
selecionado ¢ ampla variabilidade. Esta amplitude genética em uma populagio
segregante ¢ fim¢do da divergéncia genética entre os progenitores envolvidos
nos cruzamentos (Ghaderi, Adams e Nassib, 1934).

A divergéncia genética de uma populagiio pode ser estudada através de:
a) genealogia - b) diversidade geografica - ¢) analise dislelica - d) técnicas
multivariadas (marcadores morfologicos) e marcadores moleculares de DNA ¢,
fisiolégicos com emprego de proteinas e isoenzimas (Autrique et al., 1996).
Desses, os menos onerosos sio as baseados em genealogia e os que empregam
marcadores morfologicos.

Considerando que a avaliagio por meio da anilise genealdgica
freqentemente se torna impossibilitada por falta de registro de todas as

populacdes de interesse, a diversidade geografica, ao contririo, tem sido muito
utilizada na inferéncia da diversidade genética (Singh e Unrea, 1995; Zhu et al,
1998).

Deste modo, a andlise da divergéncia pode trazer importantes
contribuicSes & caracterizagio e descarte de acessos, principalmente para
investigar a natureza e suas relagSes entre a divergéncia genética, parentesco,
diversidade de origem geogréfica, capacidade de combinacdio e heterose entre
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cultivares e/ou linhagens de plantas (Ghaderi, Adams e Nassib, 1984).

Uma medida de divergéncia genética entre introdugdes efou cultivares
que possa ser obtida antes de serem realizados os cruzamentos, permitiria ao
melhorista esforcos no sentido de que aquelas combina¢Ses apresentassem
maiores chances de sucesso. Essa medida pode ser determinada por
procedimentos de anilise multivariada: em que diversas caracteristicas podem
ser dimensionadas simultaneamente nos acessos, medidas essas que sdo
tomadas como estimativas da divergéncia genética (Singh e Chaudhary, 1979).

A respeito da correlaggo ambiental, que mede o grau de associagdo
entre caracteres devido a fatores ambientais, a mesma ocorre sempre que dois
ou mais caracteres forem influenciados pelos mesmos fatores ambientais. Sera
positiva quando o efeito ambiental atvar na mesma diregdo em ambos os
caracteres ¢ negativa em caso contrario. Sabe-se que estas duas correlagdes,
muitas as vezes, diferem em magnitude e até um sinal.

Quando a diferenca for detectada pelo sinal serd vista como causas
genéticas, pois as causas ambientais afetam os caracteres por rotas fisiologicas
diferentes (Bussab, Miazaki e Andrade, 1991). Deve-se sempre, praocupar-se
com a correlagio simultinea para os caracteres; sabendo que o sinal e a
magnitude da correlacio determinam a diregio e a intensidade da resposta,
ocasido que ocorrem respostas correlacionadas.

A heterose é considerada como a expressio fenotipica dos efeitos
genéticos da hibridagdo entre individuos com genealogias diferentes. Com isso,
o interessante é a manifestacio varidvel, que pode ser expressa quando os
parentais de um hibrido tém diferentes alelos num loco e bi algum nivel de
dominancia entre alelos de cada loco. Por isso a hibridag3o intencional passou a
ser um método cientifico de aperfeicoar ¢ methorar plantas (Heiser, 1997). Este
autor ainda acrescentas que desde os primeiros trabalhos = hibridagiio em
arroz, diversos caracteres tém sido utilizados para estudar rifestacdo da
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heterose nos hibridos especificos.

Uma estimativa de a varidncia genética alta indica a existéncia de
variagdo nas comparagdes entre genétipos, mas quando a variincia é baixa, uma
estimativa que tem sido bastante utilizada para a inferéncia é o coeficiente de
herdabilidade (h®). Esta estimativa permite antever a possibilidade de sucesso
com a selecdo, por refletir a propor¢io da variagio fenotipica que pode ser
herdada, e pode medir o valor fenctipico como indicador do valor reprodutivo
(Ram e Panwar, 1970).

A divergéncia genética e relagdes de caracteres tém sido consideradas
para estudos de heterose. Isto porque, dependendo da espécie, pode existir uma
relagdo entre a expressdo da heterose e a divergéncia genética dos parentais.
Diante disso maior divergéncia genética, até um certo limite, pode expressar
maior heterose (Souza, 1990; Muehlbauer et al., (1991). Por isso, diversos
trabalhos tém sido conduzidos no sentido de avaliar o grau de associagiio
existente entre diferentes métodos preditivos de estimagio da diversidade
genética, entre os quais estes: Autrique et al. (1996), em trigo; em soja; Beer et
al. (1993), em aveia; Alfenas et al. (1981), em fimgos; Cao e Oard (1997) e
Dilday (1990), também Zhu et al. 91998) no germoplasma de arroz

1.3.8 - Distiincia Genética Baseada na Distincia Estatistica

As diferentes formas genéticas entre as populagdes podem ser medidas
com sucesso pela estatistica multivariada, isto é da distincia genética que é
utilizada em anilises de agrupamentos (analise multivariada). Por esse método
procura-se detectar padroes de distribuicio da diversidade.

Desse modo, os métodos aglomerativos diferem dos demais, em razio
de dependerem fundamentalmente de medidas de dissimilaridade, estimadas
previamente, como: euclidiana simples, euclidiana média e quadratica, ou a
D", além de outras. No método de agrupamento dos componentes principais e
da varidveis candnicas, o objetivo é avaliar a similaridade dos individuos por
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intermédio de uma dispers3o grafica, nos quais se consideram, em geral, dois
eixos cartesianos (Cruz e Regazzi, 1994).

Os métodos preditivos, sfo aqueles que tomam por base as diferengas
em morfologia, fisiologia e bioquimica mostradas pelos progenitores na
determinacio da divergéncia, geralmente quantificada pela estatistica
multivariada da distincia (D’ii’). Um outro exemplo é quando se faz a
inferéncia da divergéncia genética com base na distribui¢do geografica; é um
método preditivo também, adotando técnicas de anilise quantitativa.

Virias s#0 as técnicas para medidas de similaridade ou dissimilaridade.
Morais (1992) e Singh et al. (1993) sugerem, dentre outras, as distincias
Enclidianas e Dii’, que sdo destacadas, e os coeficientes das correlagdes como
medidas de dissimilaridade. Sua escolha acomtece subjetivamente, mas
considerando varios fatores, como: natureza das varidveis avaliadas ou a escala
de mensuragdo, também a precis8o das estimativas e facilidade de computar os
dados.

Embora as distincias sejam uma medida de dissimilaridade, sempre sio
citadas como medida de semelhanca (Cruz, 1990; Afifi e Clark,-1984).

1.3.8.1 - Distincia Generalizada de Mahalanobis (Dii’)

Pelos relatos de Cannings e Hoppensteadt (1982), a medida D?i’ é
mais apropriada quando existe correlagdo entre os caracteres em estudo. A
técnica tem sido largamente usada na avaliagio da divergéacia genética, por
intermédio da estatistica multivariada e é comum a transformacio das variiveis
originais em um conjunto de varidveis padronizadas e nio-correlacionadas. A
estimativa da distancia (D*s) entre dois individuos i e i’, é definida por:

D% =% 3 Wi didy

ot 4l

em que:
n : numero de caracteres;

50



Wii’: elemento da i-ésima linha e i’ coluna da inversa da matriz de
varidncias e co-varidncias residuais entre os genitores;

d; : diferencas entre as médias do i-ésimo caractere nas duas
populacGes ou individuos considerados;

Matricialmente pode se escrever: D% =8 E! §
em que:
8 = vetor linha [dl, d2, .., di}, sendoj, d; = (X; - X;), para cada i;
i: pumero de caracteres estudados;
E = matriz de varidncias e co-variincias residuais entre varidveis

originais.
O = vetor-coluna |dl |
d2 sendo di = (X; - X), para cada i;
di

A altemnativa para o uso da distincia de Mahalanobis ¢ por intermédio
da condensagdo Pivotal e por apresentar algumas outr!as propriedades iteis,
como fornecimento de combinagio linear, para a transformacdo do conjunto de
variaveis correlacionadas Xj em variaveis independentes Z;.

O processo de condensagiio pivotal consiste em justapor, a direita da
matriz que se estd operando, a matriz identidade; posteriormente transformam-
se, por operagdo nas linhas, os elementos de cada cohma, de tal forma que esta
tenha o elemento 1 na diagonal e 0 abaixo dela. A seqiiéncia de elementos nas
linhas da matriz justaposta a direita, apés cada condenséq'io, corresponde aos
coeficientes de transformagdo linear das varidveis ndo-correlacionadas e o
elemento da diagonal que foi transformado na unidade correspondente, 2
varidncia daquela varidvel ndo-correlacionada. Com isso tem-se:

D =5°8= T},‘:l(zw- zZi)*
em que: ls

Zi’: média da i-ésima vanavel, obtida pelo processo de condensa@o
pivotal. As varidveis Z's tém varifincias residuais iguais a 1,0 e sfo ndo
correlacionadas. ‘

51



Segundo revisGes de Singh e Chaudhary (1979), uma vez realizada a
transformagdo, o processo de estimagdio egiiivale ao descrito para componentes
principais, além do mais, os autores comentam que essa distincia é mais
apropriada quando ha correlagio residual entre os caracteres em estudo.

O cilculo da distincia generalizada pressupSe a normalidade
multivariada, ou seja, uma distribuicio multinormal J dimensional (em que J é o
numero de caracteres) e a homogeneidade d2 matriz de covaridncia das
unidades amostrais (Rao et al., 1981), o que restringe seu uso. Quando estas
suposigdes nio sdo violadas, a distincia generalizada toma-se uma ferramenta
util para taxonomistas numéricos.

Arunachalan (1981), em estudos sobre divergéncia genética avaliou
muitos caracteres com graus significantes de correlagdo, desaconsethando o uso
da distancia Euclidiana. Nestes casos, para avaliar a distincia genética deve-se
adotar a D, que considera as correlagdes dos caracteres por meio de
covaridncias residuais entre os caracteres e, para o cilculo de D3%i’, pressupde-
se a distribuicio normal multidimensional ¢ homogeneidade da matriz de
covariancia das unidade amostrais.

Nas situagoes em que as varidveis a serem utilizadas numa analise de
similaridade sdo obtidas de delineamentos experimentais apropriados,
envolvendo casualizacBes e repeticbes denmtro das unidades amostrais e,
principabmente, quando 0s caracteres sio correlacionados, a distincia D? i’ tém
sido a mais recomendada.

Quando as correlagGes entre caracteres sfo baixas (tendendo a zero),
DYii” sera semelhante a0 quadrado da distfincia Euclidiana, considerando as
variaveis padronizadas (Camnings e Hoppensteadt, 1982). Isso também é
verdadeiro quando todas as correlagSes sdo iguais (Riboldi, 1986).

Ferreira (1995) comenta que quando sio identificadas correlagGes
residuais significativas entre os caracteres, deve-se preferir a distincia D%i’.
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Porém, é preciso observar a distribuicio normal! multidimensional para os
calculos.

Outros autores citam a D%i’ como a opgo mais wtil, além de fomecer
uma analogia entre a anilise de agrupamento e outras anslises multivariadas.
Desta forma, o primeiro eixo transformado teri a direcio da maior variabilidade
entre as médias de diferentes taxas. A segunda devera ser ortogonal a primeira e
ter inclinagdo na diregio da segunda maior variabilidade. O mesmo ocorre com
a terceira e subsequentes (Cannings e Hoppensteadt, 1982), sendo que a analise
da coordenada principal da matriz D%i’ ¢ idéntica a obtida por analise de
varidveis candnicas.

1.3.8.2. - Distincia Euclidiana

A medida de distincia mais amplamente utilizada em taxonomia
numérica é a Distincia Euclidiana Simples porque considera o universo
Euclidiano; o que é vantajoso em taxonomia numérica (Camnings e
Hoppensteadt, 1982), por ser mais familiar e amplamente difendida, uma vez
que é derivada do Teorema de Pitigoras (Sreath e Sokal, 1973).

O célculo da mesma obedece s propriedades métricas e também ao
teorema de Pitigoras. Assim, a distincia entre a OTUi e a2 OTUj, em relagio a
dois caracteres, a e b, serd dada pela expressdo: di= [1A Z; (X, - X:)3'? ;
padrenizados. Neste caso, aceita-se que i caracteres sio rebr&sentados por eixos
ortogonais (ou seja, formando dngulos retos um em relagio ao outro).
Entretanto, na pratica, devido a correlagiio entre caracteres, isto n3o se Justifica
e a distAncia euclidiana ndo mediré a distincia real entre as OTU’s,

Deve-se ressaltar que tal medida apresenta o inconveniente de ser
influenciada ndo samente pelo niimero e pela escala, mas pelas correlagdes nio-
genéticas entre as varidveis em estudo, quando a mesma € estimulada a partir
de varidveis originais. Em funcdo disso, os estados de caracter devem ser

padronizados antes de calculd-la (Camnings e Hoppensteadt, 1982; Singh e
53



Chaudhary, 1979). A padronizagio é obtida por: Zik = Xik / 6(Xy);

em que:
o(Xo) é o desvio padrio dos dados do caracter k;
Xik: média padronizada do acesso iem relagao ao caracter j.

Por outro lado, o fato de a pressuposicio da independéncia entre os
caracteres é 0 maior inconveniente quando da utilizagio da distincia Euclidiana,
segundo Riboldi (1986) e Lopes (1984), a distincia Euclidiana, apesar das
restriges inconvenientes citadas, ainda é mmito usada, devido ao fato de suas
propriedades matematicas ser bem conhecidas e estar inseridas na maioria dos
softwares de analise de agrupamento.

Anmachalan (1981) comenta que a distincia euclidiana deve ser
utilizada quando as variaveis disponiveis sdo independentes, como se verifica
no caso em que as unidades para calculo sdo escores de componentes principais
ou de variaveis candnicas. Entretanto, a estimag¢io da distincia euclidiana a
partir das varidveis originais é inadequada, porque no leva em consideragio a
interdependéncia que normalmente existe entre estas.

Assim sendo, pode ser obtida por meio das observagdes individuais dos
progenitores, sem a necessidade de experimentos com delineamentos
estatisticos. No entanto, quando se dispde de ensaios planejados, pode-se
ignorar o delineamento e calcular a distincia através das médias das repetigGes,
mas Cruz e Regazzi (1994) desaconselham esse procedimento por ser menos
preciso que aquele que se baseia na distincia D%i’.

As medidas de similaridade entre unidades taxondémicas (referidas como
unidades taxonomicas operacionais, OTU’s,) dependerfio do tipo do caracter
estudado e da forma que esta informagdio esti sendo codificada. Assim, as
medidas de similaridade s6 consideram o fato se os caracteres sfio bindrios
(utilizando para este caso o coeficiente de Jaccard, por exemplo), se os
caracteres sdo qualitativos com mais de dois estados e, finalmente, se os
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caracteres s80 quantitativos.
13.9 - Técnicas Multivariadas no Estudo da Divergéncia
Genética

Através de anlise de varifincia multivariada é possivel testar a hipétese
de que o conjunto de acessos conmtenha alguma divergéncia genética
considerando a variabilidade global existente nos miltiplos caracteres; segundo
Rao et al. (1981) a técnica permite avaliar preliminarmente a existéncia de
variabilidade genética entre os recursos genéticos, disponiveis..

Esta é semelhante 2 uma anilise univariada, considerando,
simultaneamente, todas as variaveis. Morais (1992) fazem referéncias destas
técnicas, as quais podem ser aplicadas a qualquer tipo de delineamento
experimental. A mesma possibilita mostrar a nivel multivariado se os materiais
avaliados sio diferentes; em seguida, procura-se interpretar as possiveis causas
para os padrdes identificados, fomecendo subsidios para as posteriores analises
de agrupamento. Por constituir-se numa analise unificadora, permitindo integrar
as multiplas informagdes de um conjunto de caracteres, extraidas das unidades
expermentais, a técnica tem sido amplamente utilizada para quantificar a
divergéncia genética, com maior oportunidade de escolha de parentais
divergentes em programas de melhoramento e na caracterizaciio de acessos nos
BAG’s.

Vale salientar que essa anilise estatistica é o ramo direcionado para
estudo de amostras e distribuicio multidimensional, ou seja, métodos
apropriados nos estudos em que virias caracteristicas sdo consideradas
simultaneamente. O critério de Wilks tem sido utilizado predominante entre os
testes existentes, para verificar se houve diferencas entre OTU’s.

No entanto, apesar destas técnicas terem eficiéncia comprovada e
proporcionarem enriquecimento das informagbes extraidas de dados

experimentais, é necessaria, para sua aplicagio, a disponibilidade de recursos de
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informatica. Atualmente, o método tem-se tornado de facil disponibilidade aos
pesquisadores; anteriormente era limitado seu repasse.

Segundo Cruz e Regazzi, (1994), as técnicas mais utilizadas para estudo
da divergéncia genética sdo: a) componentes principais (para informagdes sem
repeticdes); b) varidveis candnicas (quando se dispde de experimentos com
delineamento); ¢) os métodos aglomerativos e de agrupamentos, cuja aplicagio
depende da aplicagio de uma medida de dissimilaridade, previamente estudada;
permite avaliar com isso a similaridade dos individuos por meio de uma
dispersdo grafica em plano cartesiano bidimensional).

1.3.10 - Divergéncia Genética por Varidveis Candnicas

A anilise multivariada com base em variaveis candnicas (vc’s) trata de
um processo altemativo para a avaliagiio do grau de similaridade genética entre
acessos, que considera, tanto a matriz de co-varidncia residual quanto a de co-
variancia entre as médias fenotipicas dos caracteres avaliados.

A anilise consiste em transformar o conjunto original de p caracteres
por outro de n varidveis candnicas, de maneira tal que as primeiras variaveis
possam concentrar a maioria das informagGes incluidas no conjunto original. A
principal diferenca para os componentes principais é considerar as possiveis
diferencas na dispersdio sobre as médias. Desta forma, tem-se a vantagem de
manter o principio da anélise de agrupamento, adotando-se a D%i’, qual seja a
de considerar as correlagGes residuais existentes entre a média dos acessos.

Cada vc’ é uma combinagdo linear das varidveis originais; além disso,
sao independentes entye si e estimadas com o propésito de reter, em ordem de
estimagdo, 0 maximo da informagiio em termos de variagdo total, contida nos
dados iniciais. A técnica possui principios semelhantes aos do processo de
agrupamento baseados na distincia D%i’. Hussaini, Goodman e Timothy
(1977) referem-se a andlise por vc’s como uma seqiiéncia de transformagdes
ortogonais que visam a maximizar a razio da vatiacio entre e denire grupos de
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acessos, ¢ que a classificagio dos grupos homogéneos por meio da anilise
possibilite a maximizaciio da herdabilidade. ’

Nessa anilise sdo requeridos diversos caracteres, que sio medidos nos
diferentes cultivares, visando a reproduzir a variabilidade total. De modo geral,
parte dessa variagiio pode ser avaliada em menor niimero de vc’s, mantendo
quase a totalidade da informacdo existente quando os vérios caracteres iniciais
foram obtidos, 3 semelhanca dos componentes principais (Cannings e
Hoppensteadt, 1982).

A técnica pode reduzir os K caracteres a um novo conjuato, que sio
combinacdes lineares das varidveis originais e se tomam nfo correlacionadas
entre si; as seguintes propriedades devem ser atendidas:

a) Se Yii’ é uma variavel canénica, entdo: Yii® = a,Xi, + a,Xi, + ... +

b) Se Yii”’ é outra variavel candnica, entdo: Yii”’ = bXi; + bXi, + ... +
bnpxm,

eg 2 aiai’ dii’= E Z bibi’ dii’=1

p-!. 1=l i%l
Z‘. Zaxa: Sii’=0
(=l 24
em que:

Oii” é a covariéincia residual entre os caracteres
c) Entre todas as varidveis canénicas, Yil apresenta a maior variancia, Yi2 a
segunda maior e, assim, sucessivamente. .
As variancias de cada varidvel canédnica e os coeficientes de ponderacdo
dos caracteres podem ser estimados pela soluglio do sistema linear homogénio:
(T- AE)di =
-3¢ a i-ésima varidncia, pela raiz caracteristica de mesma ordem (Ai) obtida

pela solugiode: det|(T- AiE)|=0
em que: .
T : matriz de varidncias e covarifincias fenohplcas provenientes da
avaliagdo entre genétipos;
A; ¢ raizes caracteristicas (autovalores) da matriz E ™
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E : matriz de variéncias e co-varidncias residuais;
i : autovetor associado a cada estimativa das raizes caracteristicas,
cujos elementos sdo os coeficientes de ponderagiio;
As fingOes de transformagio para os pardmetros descritos ao

estabelecidos por um processo denominado de condensagdio pivotal, de modo
que as novas varidveis apresentam co-varidncias residuais nulas e variincia
iguais a 1,0. Desta forma, sua importincia é considerada em fungio do
percentual da varidncia total que ela explica. Assim, a primeira v’ é a mais
importante por reter maior quantidade da variagio existente nos dados originais.
A segunda vc’, a segunda maior porgio, e assim sucessivamente (Hussaini,
Goodman e Timothy, 1977).

Espera-se que a configuragio do grupo para identificagio dos acessos
semelhantes ou n#o, que ¢ realizada por intermédio de grificos de dispersdo Bi
ou Tridimensionais, possa ser adequadamente representada pelos primeiros dois
ou trés vetores candnicos. Cruz e Regazzi (1994), entretanto, afirmam que este
valor deve ser acima de 80% da variagio total, para avaliar a dissimilaridade
por meio de uma dispersdo grafica, considerando o estudo da divergéncia
genética por meio das distincias geométricas entre individuos.

Assim, a divergéncia que é influenciada a principio por um conjunto de
n-dimensionais (n = niimero de varidveis), passa a ser avaliada por um
complexo bidimensional de facil interpretagio geométrica. Quando mais de
70% da variacdo entre os cultivares podem ser atribuidas s primeiras variaveis
candnicas, os caracteres originais podem ser substituidos por estas varidveis
(Ferreira, 1995).

De acordo com Ram e Panwar (1970) e Peter e Rai (1976), as variaveis
que apresentam os mais altos coeficientes nas duas primeiras varidveis
candnicas tém mais impacto sobre a diversidade observada. Sumarizando, a
utilizac3o desta técnica; Cruz (1990) salientou que as variaveis candnicas tém

dois objetivos: a) resumir o mimero de caracteres em um grupo de varidveis
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independentes entre si, de menor dimenséio e que possuem uma facil explicagio
biolégica; b) avaliar a importancia de cada caracter para verificar a viabilidade
de seu descarte, através de seu coeficiente de correlagio com cada vc’.

Davis (1985) avaliou a divergéncia genética entre 50 hibridos de feijio
a fim de identificar genétipos a serem intercruzados para estabelecer uma
populacio de base genética ampla. Adotou apenas as duas primeiras vc’s, que
explicavam 73% da variagdo total. Com isso, poderia eliminar 24 hibridos para
© intercruzamento, mantendo-se a mesma amplitude de variagio genética do

No caso do arroz, varios estudos e trabalhos de genética foram e estio
sendo realizados com respostas coerentes, mostrando ser o arroz uma eficiente
espécie para reproduzir os produtos amplificados e promissora para os estudos
de genética molecular { Moser ¢ Lee, 1994).

1.3.11 - Importiincia Relativa dos Caracteres

O emprego das vc’s ainda permite avaliar a importincia relativa dos
caracteres para o descarte daquelas varidveis que pouco contribuiram para os
estudos, tratando-se de um processo altemativo para a avaliagio do grau de
similaridade genética entre individuos.

Em razio de se dispor da estimativa da matriz de co-varidncia residual
estuda-se a importancia relativas dos caracteres por meios das ve’s. Utilizando a
sugestio de Singh (1981), a qual o produto do elemento do autovetor pelo
desvio padrio residual é a medida relativa da importincia do caracter. A
identificacdo dos caracteres de menor importincia pode ser realizada a partir
das ultimas variiveis canénicas.

Baseando-se no critério de identificar a importincia relativa das ve’s
decresce da primeira para a iltima a variavel com maior coeficiente de
ponderacio no componente de menor autovetor; podem ‘ser descartados, por
apresentar relevancia numa v’ de participagio pequena, aqueles que implicam
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em minima variagdo total. O interesse em avaliar a importincia relativa dos
caracteres reside na possibilidade de descartar alguns que contribuam pouco
para a caracterizagdo, reduzindo, desta forma, mao-de-obra, tempo e custo na
experimentacdo.

Esse fato foi comprovado entre nove caracteres estudados em milho e
relatado por Cruz (1990), que identificou, pela ordem, os quatro que menos
contribuiram para a divergéncia dos genétipos. Também Mardia et al. (1979),
recomendam para descarte de caracteres esse tipo de critério na anilise de
componentes principais. Analogamente, estudos de Hussaini, Goodman e
Timothy, (1977), em acessos de milheto permitiram o descarte de onze
caracteres, entre vinte nove considerados, inicialmente, pela anilise de
Componentes Principais.

Os caracteres dispensaveis em estudos de divergéncia genética siio:
aqueles relativamente invariantes eatre os individuos estudados, fortemente
afetados pelo ambiente apresentando instabilidade com mudangas ambientais
ou sdo redundantes, por estarem correlacionados a outros caracteres (Afifi e
Clarck, 1984).

Todavia, as varidveis selecionadas e descartadas devem apresentar
correlagbes significativas entre si, ou seja, as descartadas devem ser as
redundantes; pois, em determinados casos, muitos caracteres s3o tomados sem a
existéncia de estudo prévio da contribui¢io para a variabilidade (Morais, 1992).

Por outro lado, as varidveis selecionadas que mais contribuem para a
divergéncia dos acessos podem ser identificadas pelas vc’s e devem ter baixas
correlagdes entre si, de forma tal que dada variavel preservada na anilise serd
responsavel por um tipo de informacdo biologica exclusiva e a agdo conjunta
das mesmas serd complementar para a descri¢do geral dos individuos estudados
(Singh e Unrea, 1995). Os acessos sdo dispostos em graficos bidimensionais,
utilizando-se como eixos representativos as primeiras vc’s respectivas.
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A anilise univariada é necessaria para descobrir se ha diferencas entre
as OTU’s e deve ser realizada para todos os caracteres morfologicos
quantitativos avaliados, caso seja conduzida em delineamentos experimentais,
enfatizando discriminar os descritores de maior potencial sob varios contextos,
principalmente o genético, que significa maior chance de é&xito na
caracterizacdo de individuos ¢ de progenitores divergentes.

Jonhson e Wichem (1982) comentam que outros procedimentos, como:
anilise por componentes principais, coeficiente de parentesco (Malecét),
existem para estimativa da divergéncia genética. Ainda auxiliam nesses estudos
fimgdo discriminante é utilizada para verificar a adequagio da particio obtida
nos grupos  (Gottlib, 1992)); medidas de dissimilaridade aplicadas &
quimiossistematica, que segundo Johnson e Wichern (1987) e coeficiente de
semelhanca racial (CSR) desenvolvido para medir a semethanga entre
amostras, que considera a variabilidade intraespecifica, de forma que médias e
varidncias de caracteres continuos (comprimento, largura, etc). A amilise de
covaridncia pode ser utilizada no agrupamento, devido & simplicidade de
célculo e 2 sua utilidade nos testes de significincia.

1.3.12 - Métodos de Agrupamento dos Acessos

Realizada a analise de aglomeragio, que € a obten¢fio de uma medida de
distincia, na qual ¢ estimada para cada par de OTU’s. A étapa seguinte é ado¢iio
de uma técnica de agrupamento para estabelecer os grupos (Bussab, Miazaki e
Andrade, 1991). Como existem varios algoritmos, cabe ao pesquisador decidir
qual o mais adequado a0 seu propésito, uma vez que cada técnica pode levar a
uma solucdo diferente. Segundo (Cruz, 1990), a utilizagio da técnica
complementa as informagSes da dispersio grafica e permite, desta forma, o
estabelecimento de grupos menos subjetivos do que os vérificados por exames

A divergéncia seria avaliada por uma estrutura classificatoria ou de
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reconhecimento da existéncia de grupos; dentro do subgrupo das “elites”. Com
isso, permite encontrar outros subgrupos, mais homogéneos, a partir de algam
critério preestabelecido de similaridade ou dissimilaridade. A estratificacio
alémdeawdliaroprocesammtodosdados,édegmndepraﬁcidadena
interpretacdo dos acessos e possibilitando considerivel simplificagdo de dados
na computagio, sintetizando as informagdes disponiveis (Cruz 1990; Riboldi,
1986).

Neste tipo de anilise, algumas questdes podem ser levantadas dos
individuos em grupos. Por exemplo: Qual a medida de dissimilaridade a ser
utilizada? Qual o mimero de grupos desejados? Uma vez que tem-se um grande
namero de acessos, ¢ ainda um grande nimero de variaveis que s3o avaliadas
por algum critério de classificacio.

Entre as muitas medidas de aglomeragio que existem pa literatura,
distancias e coeficientes predominam em estudos de sistematica. O coeficiente
de genética, estudado por Nei, baseia-se na identidade de genes entre
populagSes e mede as  diferengas alelicas acumuladas por loco, a partir de um
ancestral comum. Por isso é conhecida como uma medida biolégica, enquanto
que o segundo é o coeficiente de similaridade (S) de Rogers, que mede a
distdncia geométrica entre as freqiiéncias alélicas que possui propriedades
métricas (Peter e Rai, 1976).

Estes autores, fizeram o uso da técnica em colegdes de germoplasma e
verificaram que quando ndio se dispde de informag3es sobre as introdugdes dos
acessos, a anilise toma-se muito importante na classificaco de acordo com
seus respetivos grupos (“pools”) génicos.

Altemativamente, a técnica tem a finalidade de agrupar individuos com
base em medidas tomadas de um conjunto de unidades experimentais de acordo
com seus padrdes de similaridade miituas. Néo pressupde a existéncia de grupos
e os diversos processos que envolvem essa ampla metodologia, a fim de
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transformar um conjunto de dados amostrais em unidades heterogéneas.

Segundo isto, algum critério de similaridade ou dissimilaridade pelos
caracteres considerados de maior importincia, deve ser :adotado apds proceder
a divisdo em varios subgrupos, que caracterizam a homogeneidade interna e
pela heterogeneidade externa ou eatre grupos (Ferreira, 1995).

As técnicas de agrupamento mais comuns sdo os hierirquicos, que sio
subdivididos em: aglomerativos (os quais procedem uma serie de fusSes
sucessivas de m OTU”s em grupos) ou divisivos (quando formam grupos
independentes entre si). Inicia-se a formacdo de n grupos, cada qual contendo
um inico individuo. Com isso, combina-se a formagdo de n-1 grupos. Também
existe os de otimiza¢io que separam um grupo de n OTU’s sucessivamente em
menores grupos (Cruz e Regazzi, 1994; Oliveira, 1992; Sneath e Sokal, 1973).

Os métodos de otimizagao, nos quais os grupos sa formados pela
otimizagao do critério que se adota manter a distincia média intragrupo sempre
inferior a qualquer distincia intergrupos. Enquanto que, os grupos
remanescentes s3o combinados para originar n-2 grupos e, assim
sucessivamente, até formar um grupo contendo os n individuos, os quais sdo
subdivididos em aglomerativos.

Nesse tipo de agrupamento, usando algoritmo de menor distincia,
denomina método do vizinho mais préximo (single linkage method) e se a
distincia for mixima denomina-se vizinho mais distante (complete linkage
method). O método da ligacio média (average linkage), que podem ser:

ponderados ou ndo; de centréide também ponderado ou ndio (Sneath e Sokal,
1973), ‘de varidncia minima’ e ainda possuem o método de Ward e os métodos
divisivos, como os apresentados por Mardia et al., (1979). Porém, Sneath e
Sokal (1973) afirmam que os resultados vdo depender da confiabilidade dos
dados.

Essas técnicas sofrem diferentes classificagdes. Segundo Riboldi
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(1976), cinco grande grupos sio os mais comentados: a - técnicas de
hierarquizagdo; b - técnicas de partico ou otimizagiio; ¢ - técmicas de
densidade; d - técnicas de agrupamento com intersegdo; e - outras que nio se
enquadram nestas.

Bussab, Miazaki ¢ Andrade (1991) comentam que a estrutura basica da
aplicagiio de técnicas de anilise de agrupamentos pode ser decomposta nas
seguintes etapas: 1) definicdo de objetivos, critérios e escolba dos caracteres; 2)
obtencdo e tratamentos do dados; 3) escolha dos critérios de similaridade ou
dissimilaridade; 4) adogfio e execugio de um algoritmo de anilise de
agrupamento dos individuos, com o mais alto grau de similaridade; 5) a
presenca dos resultados, com facilidade de visualizar em dispersdes graficas; 6)
avaliagdo e interpretacio dos resultados.

Deve-se salientar que essas etapas nio sio independentes. As vezes,
torna-se necessario voltar a etapas anteriores para corregdo e aprimoramento das
etapas posteriores. Assim, numa primeira étapa apesar de existirem virias
medidas de similaridade (Mardia et al., 1979) tem sido de uso mais rotineiro a
distancia euclidiana média ou a distincia D%i’. A segunda, tém tido maior
preferéncia em estudos de divergéncia genética, destinados 3 identificagio de
progenitores para cruzamentos.

1.3.12.1 - Método do Vizinho Mais Préximo (VMP)

Os métodos de agrupamento mais utilizados nestes estudos e de
melhoramento sdo os hierrquicos, que se baseiam no principio de que com n
acessos. Empregam tanto matriz de similaridade quanto a de dissimilaridade
entre as OTU’s. Inicialmente, através da matriz de dissimilaridade genética, faz
a identificacdio de duas OTU’s mais similares (menor D2), as quais constitnirdo
0 primeiro grupo e mais semelhantes.

A seguir, calcula-se a distincia desse grupo em relagio aos demais
individuos. Nas etapas sucessivas calcula-se a distincia entre esse grupo e as
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ca .
T T

demais, ou 2 distancia em relago a outros grupos. Num estigio mais avangado,
cada estagio opera com uma matriz de similaridade ou distincia de dimensio
reduzida, até que finalmente todos os individuos estejam agrupados.
A distancia entre um acesso k e um grupo formado pelos acessos i e i,
que é dada por: d(ii’)k = min [dik; di’k],
em que:

min (dik; di’k) € a menor distancia entre os grupos de acessos ik e i’k;
A distancia entre dois grupos formados, respectivamente, pelos

individuos (i e °) e (j e k) é fomecido pelo menor elemento do conjunto
formado pelas disténcias entre os pares de acessos (iej), Gek), @’ ejle@ e
k).

Nos meétodos hierdrquicos aglomerativos, que sio mais usados em
taxonomia numérica, as OTU’s sfo agrupadas por processo que repete em
vérios niveis até que seja estabelecido um dendograma ou diagrama de arvore,
sem a preocupa¢do com o numero 6timo de grupos que formaram. O interesse é
na arvore toda e suas ramificages, analisando-se os pontos de mudangas de
niveis visualmente. Ao efetuar cortes nesses pontos do dendograma,
estabelecem-se os grupos e os mimeros de individuos de cada grupo.

1.3.12.2 - Método de Agrupamento de Tocher

Nos métodos de otimizagdo, os grupos sio estabelecidos pela adequagdo
de algum critério de agrupamento que adote manter a distincia média
intragrupo (par de acessos) sempre inferior a quaisquer distincias intergrupos.
Diferem-se dos métodos hierdrquicos, pelo fato de os grupos formados serem
mutuamente exclusivos, ou sob contexto da teoria de conjuntos, em razio de
subdividir o grupo original em subgrupos nio vazios, cuja intercessdo é nula e a

unido reconstitui o conjunto total. :
No método de Tocher adota o critério de que a média dos valores de
Dij’ intergrupos deve ser menor que os valores de Dij’ mtergmpos O método
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requer inicialmente a obtengdo da matriz de distancias generalizadas de

Mahalanobis, sobre a qual é identificado o par de acesso mais préximo, ou seja,
0 que apresenta o menor valor de Dij. Estes acessos dardo origem ao primeiro
grupo. A partir dai é avaliada a possibilidade de inclusio de novos acessos
adotando-se o critério anteriormente citado (Jonhson e Wichemn; Rao, 1952).

Inicialmente, para a formagdo do primeiro grupo, identifica-se o par de
gendtipos que apresenta o menor valor de distincia (D%;,) na matriz de
dissimilaridade entre os acessos. A partir desta étapa, avalia-se a possibilidade
de inclusdo de outros acessos no primeiro grupo, respeitando-se o critério citado
anteriormente. Com a entrada de um novo individuo num grupo, aumenta o
valor médio da distdncia intragrupo, e o valor maximo de D? ii” denominado ®:

® corresponde ao maior elemento do conjunto de menores distancias,
em relagdo aos acessos. A inclusdo, ou nio, deste individuo no grupo sera
permitida se o acréscimo no valor da distincia média intragrupo nio ultrapassar
um valor maximo permitido. Este valor que pode ser arbitrariamente
estabelecido, ou pode corresponder ao valor maximo de D’y , obtido no
conjunto de menores distancias envolvendo cada par de individuos.

Assim as diferencas entre as técnicas de otimizagio sdo desenvolvidos
em fungdo dos métodos usados para uma partigo inicial de critério de
agrupamento utilizado para otimizagdo. A inclusio de um acesso em um grupo

€ possivel quando:

D) <@,
k

n

em que:
D’ (ii")k é a distancia entre 0 grupo ii” e 0 acesso k, obtida pela:
D’ (ii")k = D2 ik + D*i’k ;
D?ik é a disténcia entre os acessos i e k;
D? i’k ¢ a dist4ncia entre os acessos i’ e k:
n € o numero de acessos que constitui o grupo original.
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1.3.12.3 - Outros Métodos de Agrupamento

Outros métodos de agrupamento foram desenvolvidos a fim de que
sejam evitados os extremos propostos pelo VMP ou CLM. Desses, o mais
comum ¢ o de ligagdo ndo ponderada pela média aritmética entre os pares, que
recebe uma sigla em inglés ‘UPGMA’. O mesmo determina a similaridade oun
dissimilaridade média de uma OTU em relagio a um grupo, formulando peso
igual para cada OTU daquele grupo, independentemente de sua subdivisio
estrutural (Sneath e Sokal, 1973).

Do ponto vista biolégico, a téenica do agrupamento considera duas
situagdes: a primeira se relaciona com a estiniagﬁio de uma medida de
similaridade (ou dissimilaridade) entre individuos a serem considerados; a
segunda, com a adocfio de uma técnica de agrupamento para a formacdo dos
grupos. Segundo Oliveira (1992), sdo usadas na elaboragdo de dendogramas no
estudo de divergéncia genética em plantas ou em qualquer OTU (umidade
taxonGmica de organizagio).

Desta forma procede, até que seja estabelecido um dendograma de
arvore. Neste caso, nfio hi preocupagdo com o niimero étimo de grupos, uma
vez que o interesse maior est2 no dendograma e nas ramificagdes que sdo
obtidas. Cruz e Regazzi (1994) comentam que as limitagSes podem estar na
visualizagio dos pontos de mudanga de nivel, que define os acessos em cada
grupo.

O dendograma que representa os métodos hierarguicos de individuos ou
unidades amostrais, denomina-se diagrama de arvore. O mesmo mostra uma
sintese dos resultados, tornando a informagio mais facil de ser manipulada ¢
armazenada, com importancia para comparagdo, classificagdio e discussio dos
fendmenos biolégicos (Camin e Sokal, 1965). O autor, que pelo dendograma
obtido, além de mostrar alta variabilidade entre os materiais mostrou ser um
método eficiente de selecdo, e ainda um indicador de fontes desejaveis para os
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trabalhos de melhoramento.

Uma questio que surge é o nimero ideal de grupos que, em alguns
métodos pode ser adotado para equacionar os pares. Entretanto, é mais coerente
utilizar maior miimero de grupos e por algum critério de otimizac3o selecionar
os mais convenientes. Ou adotar a amilise da fungio discriminante para
verificagdo da-adequagdo da particio relutante. Outra altemativa mais simples e
eficiente é a escolba pelo niimero de grupos na anslise grafica.
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CAPITULO 2 -

Emprego de Marcadores Morfologicos no Estudo da Divergéncia
Genética em Acessos de Arroz Denominados Trés Meses

RESUMO

A divergéncia genética foi estimada utilizando-se 36 acessos de arroz de
nome regional ‘trés meses’, coletados em areas onde ¢ tradicional o cultivo de
arroz € nao € pratica comum a aquisiciio de sementes certificadas por parte dos
agricultores. O objetivo desse estudo foi agrupar os acessos similares, apés
analisados por meio da relagio de 23 caracteres morfo-agrondmicos (11
qualitativos e 12 quantitativos). Foram empregadas, como técnicas estatisticas
para calculo da distdncia genética, a anilise multivariada, a distincia
generalizada de Mahalanobis, variaveis canénicas, adotando-se duas técnicas de
agrupamentos de Tocher e Vizinho mais proximo como medida de dissimilaridade
para construir os dendrogramas de agrupamento. Foi verificada a existéncia de
divergéncia genética entre os acessos. Ao nivel de 50% de divergéncia formaram-
se seis grupos distintos, com muitos acessos no primeiro grupo. Por isso
preferiu-se o agrupamento pelos subgrupos dentro de alguns grupos. Por este
procedimento pode agrupar-se aqueles mais similares e que nio mostraram alta
associagdo com as procedéncias. Os caracteres que mais contribuiram para a
divergéncia genética foram altura da planta, pesos de paniculas e 100 grdos,
nimero de dias até florescimento e ciclo de maturagio das semenmtes. As

correlagdes entre produgdio de grios e os demais caracteres mostraram coeréncia
dos dados.

Palavras Chaves: Variabilidade genética, analise multivariada, agrupamento,
poaceae e Oryza sativa, cereal, Poaceas
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Assessment of Morphologycal Markers in The Study of
Genetic Divergence in Rize Accessions

ABSTRACT - The genetic divergence was evaluated by utilizing 36 rice
accessions with commum name of the ‘three months’, in material that was
collected collected in areas where rice growing is traditional and the purchase of
certified seeds isn’t comom practice on the part of the farmers. The objective of
this study was to group together the similar accessions after analysed by means of
the ratio of 23 morpho-agronomic characters ( 11 qualitative and 12
quantitative). As statistical techniques for the calculation of the genetic distance ,
were used multivaried analysis, Mahalanobis generalised distance and canonics
variable, by adopting two clustering techinics: of Tocher groupment and of the
the more adjacent neighbour as a dissimilarity measure to build the clustering
dendograms. The existence of genetic divergence among the accessions was
verified . At the level of 50% of divergence, six distinct groups were formed with
many accession sin the first group. Therefore, the clustering by the subclusters
within some groups was preferred . Through this procedure , one can cluster
together those ones more similar and that did not show a high association with the
origins . The characters that most contributed to the genetic divergence were
plant size, weight of panicles and of 100 grains , number of days to flowering and
to maturation of seeds. The correlation between grain yield and the other
characters showed data consistency.

Index Terms: Genetic variability, multivariate analysis, cluster, poaceae, cereal
and Oriza sativa
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2.1 - INTRODUCAO

O arroz é o principal alimento no mundo, em termos de quantidade
produzida e consumida. No Brasil, além de constituir o alimento basico,
caracteriza-se por ser cultivado por um enorme grupo de agricultores, estando
presente na maioria das propriedades de pequeno ¢ médio porte, contribuindo
para a dispersdo das cultivares existentes (Abbud, 1991). Com a introdugdo de
cultivares modemas descendentes daquelas que possuem gene para o nanismo, os
produtores véo abandonando aquelas que estdo em cultivo, tornando, assim,
recursos genéticos que uma vez coletado siio conservados em BAG’s de arroz,
necessitando de avaliagio e caracterizagdo para aferir suas propriedades
intrinsecas e manté-lo como um acesso da espécie, que ird sofrer manutengiio
correta para conservar esse recurso em colegdes de arroz.

O conhecimento da diversidade genética pode auxiliar na caracterizaciio e
indicagdo de progenitores e desenvolvimento de novos genétipos, uma vez que se
a diversidade for insuficiente, os genitores utilizados em cruzamentos reduziriam
a variabilidade genética dos caracteres; e em razio disso, o progresso das
pesquisas com as caracteristicas selecionadas poderia ser limitado (Singh, Singh
e Singh, 1996; Lopes, 1984; Yoshida, 1981).

Grande parte das caracteristicas de interesse econdmico é complexa,
poligénica e a bioquimica de dificil definicio. S3o os chamados caracteres
quantitativos, extremamente sujeitos & variagdo ambiental, geralmente estudadas
por métodos biométricos que avaliam a magnitude das varidncias genéticas e
ambientais e suas interagdes, 0 que toma necessario um grande nimero de
marcadores para os estudos, embora tenha, nos longos anos, sustentado o
melhoramento classico, mas demandando tempo e custo (Newbury e Ford-Lloyd,
1993; Waugh, Baird e Powell, 1992).
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A pesquisa hoje conta com metodologias capazes de estimar a variincia e
seus componentes, os parametros genéticos e ambientais, podendo com isso
estudar corretamente delineamentos especiais, aplicagio da genética mol \ na
caracteriza¢ao e no mapeamento das espécies.

A utilizagdo de marcadores morfologicos para estudo da divergéncia
genética em arroz € uma pratica bastante empregada nos Centros Intemacionais e
tem mostrado informacGes coerentes sobre o grau de parentesco de acessos
conservados entre individuos de uma populagfo e as correlagSes entre caracteres
que s3o de grande valia para um programa de melhoramento de plantas. No
entanto, no Brasil ndo ha tanto enfoque ainda, o que as vezes dificulta as
comparacdes entre certos grupos de acessos ou mesmo cultivares nativas
{Cuevas-Peres et al., 1992).

Esses marcadores morfologicos (descritores), os quais, apds eleitos,
devem ser os que, em menor numero, permitam 2 melhor discriminagdo) por
(Valls, 1989). Os marcadores morfoldgicos ideais refletem marcadores genéticos
com segregacdao mensuravel, ainda que os fenotipicos de facil visualizagdo estdo
relactonados com a reproducdo ou produtividade sejam uteis. Adicionalmente
estudou-se a importincia relativa das caracteristicas na predicio da divergéncia
genética (Kaw, 1995).

Nesse contexto ha um grupo de espécies com mais privilégio, pois ja
existem para elas manual internacional de caracterizagdo e listas de descritores
adaptados a variabilidade presemte nas diferentes regiGes, sabendo que, a
conserva¢do é melhor verificada por um processo minimo de ciclos de cultivo
com as sementes rejuvenescidas sob um ambiente semelhante e mais estatico para
possibilitar que a populagdo se manifeste nesse habitat diferente do nativo. Por
outro lado, a evolugdo e utilizagio necessita da idemtificacio dos recursos
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genéticos disponiveis nos organismos para evidenciar o proveito de um genétipo
envolvendo sele¢io e purificacio (Santos, 1996; Hillis, 1987; Campbell e Keme,
1982).

A divergéncia genética entre os acessos pode ser determinada pela
analise das varidveis candnicas, que adota como critério identificar a importancia
dos descritores a partir dos maiores coeficientes de correlagiio dos descritores
originais com as ultimas variaveis candnicas, aquelas de menor importincia, ou
seja, aquelas que implicam em minima variagio total (Van Beiumingen ¢ Busch,
1993).

i Isso foi comprovado enmtre nove caracteres em milho, cujos quatro

caracteres que menos contribuiram para a divergéncia dos gendtipos podem ser

f descartados. Também Smith e Smith (1989); Mardia et al. (1979) recomendam

| para descarte de caracteres este tipo de procedimento, na anilise de componentes

- principais. Enquanto que, a anélise de agrupamentos é empregada para classificar

' o grau de estabilidade genotipica, com base na similaridade do comportamento
fenotipico, que ¢ delimitada pela distncia estatistica.

Diversos trabalhos que visam 3 determinagio da divergéncia genética de
cultivares e/ou gendtipos de arroz, trigo, cevada, soja e cutras culiuras tém sido
relatados, na forma de estudos, envolvendo esses mesmos aspectos, destacando-
se: anilise de varidncia multivariada e anilise com base em varidveis canénicas
(Martin et al,, 1995; Jaradat, 1991, Smith ¢ Smith, 1989).

" A anilise de agrupamento também tem tido aplicagio em Bancos de
] Germoplasma. Nesse contexto, o uso da analise de agrupamento em colegdes de
| germoplasma foi realizado por Smith ¢ Smith (1989); Peter e Rai (1976), os quais
+ verificaram que, quando nfio se dispde de informagdes sobre as introdugdes, a
| amalise toma-se muito importante na classificaciio dos acessos dentro de seus

81



respectivos reservatorio (“pools”) génicos, uma vez que a divergéncia seria
avaliada dentro do subgrupo das elites.

Com isso é possivel identificar outros subgrupos, além de auxiliar na
interpretacdo das informagdes sobre os acessos e permitir uma consideravel
simplificacdo dos dados na computagdo, sintetizando as informagdes disponiveis
(Kim e Ward, 1997; Autrique et al., 1996, Gupta et al., 1996)

No entanto, quando existe um grande pimero de acessos, iniimeras
varidveis; sendo avaliadas, as analises de aglomerados (agrupamento, varidveis
candnicas ou componentes principais) para identificacio dos individuos ou
dispersio ficarfio prejudicadas. Adota-se entio um processo das técnicas de
hierarquizacdo para delimitacgo dos grupos (método do vizinho mais préximo) e
amda a técnica de otimizagdo proposta por Tocher, para caracterizagio dos
acessos, de um grupo original que é dividido em subgrupos pelos caracteres
considerados de maior importincia, para posterior divisdo (Kim e Ward, 1997;
Gupta et al., 1996; Murphy e Phillips, 1994).

Em vista disso, o objetivo desse trabalho foi avaliar a divergéncia
genética por meio de caracteres morfologicos quantitativos e qualitativos, através
de técnicas de analise multivariada, em 36 acessos de arroz considerados como
CV’s Obsoletas e que estdo sendo conservados (ex-situ) no BAG/Embrapa Arroz
e Feijdo por mais de uma década, as quais foram coletadas em vérios Estados e
possuem nomes regionais semelhantes (homénimas).

2.2 - MATERIAL E METODOS
2.2.1 - Lecalizaciio, Instalacfio ¢ Conduciio do Experimento
O ensaio de multiplicagio de sementes e caracterizagio de acessos de
arroz foi conduzido no campo experimental da Fazenda Experimental
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“Capivara”, pertencente a Embrapa Arroz e Feijdo, localizado no Municipio de
Santo Anténio de Goias, GO, tendo as coordenadas geograficas: 16°28” Lat. Sul,
Long. 49°17° W. Grw, altitude de 823,77 m na Estagdio Climatolégica. O clima,
pela classificagio de Kdppen é Aw, tropical de savana, megatérmico. O solo
predominante na area ¢ o LVE, textura argilosa fase Cerraddo subperenifolio,
relevo plano. O preparo do mesmo seguiu o convencional, constituindo-se de uma
aragdo seguida de gradagem 60 dias antes do plantio ¢ de uma gradagem de
nivelamento para facilitar as operagdes, as vésperas da instalagio dos
experimentos.

O plantio sob o regime de cultivo de verdo, na safra 94/95, foi efetuado

| com suplemento de 4gua por asperséo convencional, pH corrigido, adubado com
600 kg/ha da seguinte formulagio 4-30-10, mais 40 ke/ha de FTE, BR-12, apés
" anilise do mesmo. A semeadura aconteceu em unico dia (29/11/1994), com solo
- umido, no espapmmtode40cme:1trelinhasnadmsidadéde&083mmt&spor
m. Duas adulagGes de cobertura (20 e 50 dias ) foram realizadas com sulfato de
. aménio, 50 kg de N/ha. O controle de plantas daninhas foi com o uso de um

herbicida seletivo pré-emergente dois dias pds-plantio, e trés capinas durante o

~ ciclo das plantas. O controle de doengas foi preventivo com o uso de produtos
. quimicos (fungicidas e cupinicida) apenas nas sementes. Colheita manual

panicula por panicula quando 85-95% dos griios estavam maduros.
O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados
(DBC), com trés repetigdes. Os tratamentos constaram de 36 acessos de arroz

tidas como CV’s Obsoletas e praticamente homénimas, as quais foram coletadas
- em varios Estados do Brasil (Tabela 2). As parcelas experimentais foram

compostas por 3 fileiras de 3,0 m de comprimento por 0,40 m de largura,
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TABELA 2 - Relagdo dos Acessos de arroz denominados de trés meses, para

estudo &Wﬁu&. CNPAF, Goifnia -GO, 1998.
N. ordem Nome poputar Procedéncia

AD1 CAT80016 S0 dias SP
A2 CAT80020 Branco frés meses SP
AD3 CA780021 Trés meses branco Sp
AD4 CA780100 Trés meses branco spP
AOS CA730353 Trés meses branco RR
A0S CAB10072 Aoz 90 dias GO
AO7 CAB20080 Trés meses branco AC
ACS CAB20088 Trés meses branco AC
A0S CA820090 Arroz trés meses AC
A10 CAB30044 Aoz trés meses .

A1 CASS040 Branco trés meses MS
A12 CAB60075 Trés meses GO
A13 CABE0082 Trés meses branco GO
A4 CABB0026 Trés meses GO
A15 CABG00S8 Arroz trés meses GO
A8 CAS80059 Amoz trés meses GO
A17 CABEONCS Asr. trés meses antigo .

A13 CABT0002 Arroz trés meses .

A19 CAB70022 Trés meses branco GO
A0 CAB70046 Trés meses branco .

A21 CAB70051 _ Trés meses GO
A2 CAB70052 Trés meses o)
A3 CABTO0SS Trés meses antigo GO
A24 CAB70066 Trés meses precoce (cle)
A25 CAB870089 Trés meses branco GO
A26 CAB700S3 Aoz trés meses MG
A27 CABTO00 Trés meses branco MG
AZ8 CABTO111 Trés meses Ipiagu MG
A CA870114 Branco trés meses MG
A30 CABTO145 Precoce trés meses GO
A3 CAB7TO148 Aoz trés meses o

A32 CABBOOSE Trés meses de abril MT
A3 CAS80063 Aoz trés meses MT
A34 CASB80065 Trés meses branco MT
AS CAB80070 Trés meses branco MT
A38 CNA-6613 Trés meses branco .

* Acessos sem informagiio das procedéncias geogrifficas {coletas).
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sendo a area 1itil da parcela de composta de 1 linha central, totalizando 2,0 m® de

area, elimmando 0, 5 m em ambos lados.

As avaliagGes seguiram o que é preconizada pelo CIAT para ensaios de
arroz, com avaliagio de diferentes materiais coletados (CIAT, 1975). Os
marcadores morfoldgicos qualitativos (Tabela 6) e quantitativos foram avaliados
em dez plantas da parcela.

Foram avaliados também os segunintes marcadores quantitativos, de
acordo com a recomendagio de (Embrapa 1977).

I- Numero de dias para a emergéncia (DEm); periodo em dias gasto pelas
sementes emergiram do solo, apés o plantio em solo imido, 0 que estd
relacionado com o grau de dorméncia em arroz.

2- Nimero de dias até o florescimento (DAF), que foi tomado da data da
germinacdo das plantulas até a data em que mais de 50% das espiguetas
floresceram (inicio da antese). Este estidio envolve as fases vegetativa e
reprodutiva, sendo a primeira fase bastante variavel e a segunda com duragdo
de cerca de 35 dias.

3- Ciclo total da planta para maturalidade (CTP), compreende o periodo entre a
germinacgZo e a maturagio completa, mais de 85 - 90% das espiguetas estavam
maduras. Com este dado determina-se o ciclo do genétipo. De acordo com a
classificagdo proposta pela Embrapa(1977), os materiais s3o divididos nos
seguintes grupos:

- Precoce Até 105 dias e se .Semi-precose de 106 a 120 dias
- Média de 121 a 135 dias e se: .Semi-tardia de 136 a 150 dias, e
como, Tardia acima de 150 dias.
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4- Altura da planta na maturalidade (APM), A medida da altura da planta foi
tomada do nivel do solo até a extremidade da panicula do colmo mais alto, na
época da colheita e expressa em centimetros.

5- Comprimento da “folha-bandeira” (CFB), foi medida do limbo, da ligula ao
dpice da folha bandeira, 2 época da colheita, em centimetros, ou seja,
distanciado no inferior a extremidade da requis principal, em centimetros. Este
carater é importante por estar relacionado & produtividade.

6- Largura da “folha-bandeira™ (LFB), refere-se a medida, em centimetros, na
regido de maior largura do limbo da fotha bandeira, a época da colheita.

7- Comprimento da panicula (CPa), medida em cm do ultimo né até apice da
ultima espigueta.

8- Peso da panicula (PPa), cada foi pesada em gramas, com todas sua partes e os
graos chocho.

9- ,Peso de cem grios (P100), peso médio de cinco amostras de 100 griios com
casca, corrigido para 13% de umidade, em balanca de precisdo de centigrama.

10- Produc3o de graos por parcela (Prod), determmada em gramas, pela pesagem
do total de grios colhidos na parcela wtil, apés limpeza e secagem uniforme,
corrigida para 13%.

11- Comprimento do grio Sem casca (CGS), ap6s descascar 10 grios de arroz
procedeu-se a medida com paquimetro, de uma extremidade a outra
extremidade do grao, em mm

12- Largura do grdo Sem casca (L.GS), com uso do paquimetro procedeu a
leitura no mesmo de anterior da largura em mm

2.2.2 - Analise Estatistica dos Dados
Os dados obtidos foram submetidos a quatro tipos de tratamentos
estatisticos, mostrados detalhadamente em seguida..
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a- Anidlise Univariada
Foram realizada analise de variincia umivariada nos marcadores
quantitativos com a finalidade de identificar diferencas entre acessos para cada
um dos caracteres avaliados. As analise seguiram o seguinte modelo linear.
Yi=u+b+Ai+eg
em que:
Yij: valor fenctipico observado, no i-ésimo acesso da j-ésima repetigio;
1 =media geral do caracter;
bj = efeito do j-ésimo bloco, com j = 1,2,3; fator ao acaso;
A; = efeito fixo atribuido ao i-ésimo acesso, comi= 1,2, ..., 36;
&y = erro experimental associado a observagio Yij, considerados

independente e normalmente distribuidos com média zero e varidncia constante.

O esquema esti da analise de varidncia (Tabela 3) mostra as fontes de
variagSes, grau de liberdade, quadrados médios e esperanca matemsitica de
quadrados médios, apresentando na Tabela 3.

TABELA 3 - Esquemadaanahsedewnancxamwanadaparaoscamcter&e
quantitativos avaliados em 36 acessos de arroz com nomes regionais
‘trés meses’. CNPAF, Goiania, GO, 1998,

Fontes de variago GL QM E(QM)
Bloco j-1 QMB
Acessos jGi-1) QMA 8 +38%t
Residuo G-1)-G-1) QMR 5
Total IG-1) -
~ sendo que:

QMB: quadrado médio de blocos;
QMR: quadrado médio de acessos;
QMR: quadrado médio do residuo;
yt : média do caracter em questiio;
8 = desvio padrio da média;
O coeficiente de variagiio experimental (CVe) foi determinado pela

seguinte equagio: CVe(%)= V5 /11.100. Engaumto que, o CVg ( coeficiente de
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variagao genética) entre os 36 acessos avaliados foi estimado através da
expressio: -

Ainda foi avaliado o indice (T) que calcula o miximo valor da relagio
entre coeficiente de variagdo genética e experimental, ou seja: 1=CVg/ CVe.

Variabilidade genética de um caractere, em fun¢do da variabilidade
ambiental, que se toma importante na avaliagio de individuos, pois é calculado
pela menor variagdo residual. O CVg é um valioso indicador da grandeza
relativa das possiveis mudancas que podem ser conseguidas com cada caractere,
por meio de uma selegio,

b - Andlise Multivariada

Neste procedimento de analise, as varidveis originais (X;, Xz, X, ..., X))
foram transformadas em um conjunto de variaveis independentes (Yy, Y2, Y ...
Y]), em que Y é uma fimgdo linear de X (Van Beuningen e Busch, 1993). As
varigveis candnicas foram também usadas para a disposiciio dos acessos em
grafico bidimensional, utilizando-se a dispersio dos valores dos acessos, em
relacfio aos eixos representativos das primeiras varidveis.

Esta analise foi realizada por meio do softwere ‘GENES’ (Cruz, 1998),
que possibilitou estimar as distdncias generalizadas de Mahalanobis,
compreendendo todas as combinagdes entre os 36 acessos de arroz. As técnica de
analise multivariada foram usada, visando a estudar a divergéncia genética entre
0s 36 acessos, os quais foram avaliados por marcadores morfolégicos
quantitativos. Utilizou-se do critério de Wilks, para verificar se ocorreram
diferencas entre os vetores médios dos acessos. Este é calculado por:

A =Det (E)
Det. (E+H)

sendo que:
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= R S

Det (E) = determinante da matriz E;
Det. (E+H) = determinante da matriz E+H,
E.: matriz soma de quadrados e produtos residuais;
H: matriz soma de quadrados e produtos entre cultivares
Para o agrupamento dos acessos, utilizou-se como medida de
dissimilaridade, a distdncia de Mahalanobis (D%j), ¢ 0 método de agrupamento do
Vizinho mais Proximo (VMP), também de Tocher, que j& foram comentado antes.
Adotando o software GENES para as analises.
¢) Projeciio no Plano ou Dendrograma
Com auxilio do programa STATISTIC, permitiu-se agrupar os acessos e
formar o dendrograma de arvore. Adotando o método do vizinho mais proximo. A
similaridade entre individuos foi ent3o julgada pela proximidade ou pela distancia
que eles apresentam nesse hiperespaco (projegdio em dendrograma bidimensional).
Em seguida a esses procedimentos que permitiram fazer a separacdo em grupos
morfologicamente similares, com padrio de afinidades intergrupais, ¢ ainda pode-
se fazer a alocagdo de individuos em grupos preexistentes (Campbell e Keme,
1981).
d) Importincia Relativa dos Caracteres
A identificagio do caractere que mais contribui para a divergéncia dos
acessos pode ser feita pelas variaveis canénicas, que é dado pela razio entre a
varidncia por ela explicada e o total de varidncia disponivel. Adotou-se o software
Genes para andlises, baseando na distincia generalizada de Mahalanobis,
identificando aqueles que sio dispensiveis para o estudo da divergéncia, pois
ficam invaridveis ou redundantes entre os acessos avaliados, por estarem
correlacionados com outros (Cruz e Reggazi, 1994).
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2.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 - Anilise Preliminar dos Caracteres Qualitativos

Preliminarmente os acessos foram submetidos & avaliagio pelos
caracteres qualitativos para verificar a existéncia de variabilidade desses, por
entre as trés repetigGes. Essa anilise teve por finalidade reumir os 36 acessos de
arroz em tantos grupos quanto fossem necessarios, de tal modo a existir
homogeneidade dentro e heterogeneidade entre o conjunto de acessos (dados nio
mostrado).

As caracteristicas que apresentam distribuigio descontinua, portanto, ndo
foram sunbmetidas 2 andlise de varidncia, sendo analisados pela freqiiéncia
relativa apresentada pelas plantas nas parcelas (Tabela 4). Esses caracteres
qualitativos que mostraram semefhanga entre os acessos sdo estiveis para a
espécie, e como os acessos sio CV’s obsoletas de arroz, carregam certo grau
homogeneidade entre si ou seja, caracteres que sdo ligados ao crescimento € a
produggo, pode mostrar certa uniformidade devido os ciclos de cultivo. Todavia,
Singh et al. (1993) mencionam que esses caracteres qualitativos devem ser bem
conhecidos pelo pesquisador ¢ em mmitos casos alguns desses caracteres
qualitativos estdo ligados a fatores genéticos de interesse.

Verificou-se que os acessos mostraram estabilidade para os seguintes
caracteres: CCo, FLi, CAu e CGM, uma vez que em 100% dos casos mostraram
a mesma caracteristica, isso é nio sofreram nenhuma variagio entre as trés
repeticles.

Todavia, o comportamento da maioria dos caracteres qualitativos
avaliados apresentaram diferengas acentuadas (Tabela 4), e acontecendo tanto
entre como dentro das parcelas. Esses caracteres foram AFB que apresentaram as
trés formas (erecta, intermedisria e horizontal) proporcionalmente.
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TABELA 4 - Descrigdo das varidveis qualitativas adotadas e a freqiiéncia de
ocorréncia para avaliar a estabilidade entre 36 acessos de arroz de co-
dmome ‘trés meses’. CNPAF, Goiénia, GO, 1996.

Simbolo Classe Freq. Observada FreqOéncia
nas Parcelas Relativa

CCo incolor a 108 100,00 %

verde
FU fendida 108 100,00 %
CAu incolor 108 100,00 %
AFB ereta 50 30,86 %
intermediaria. 58 35,80 %
E horizontal 54 33,33%
FPa aberta 2 1,68 %
intermediaria 103 85,83 %
compacta 15 12,50 %
§ EPa justa 83 42,78 %
g média 103 65,67 %
! longa 3 1,55 %
TAr mitica 10 ‘ 8,06 %
micro aristada 106 82,06 %
CAp preta 10 8,06 %
i pardo 36 29,06 %
: palha 78 62,90%
PuF giabra 101 93,52 %
pubescente 9 8,33 %
FG! rudimentar 0 0,00 %
; estreita g6 91,43 %
f CGM vermetha 9 8,57 %
‘ palha 108 100,00 %

- Cor do colar (CCo); forma da ligula (FLi); cor da auricula (CAu) ; dngulo
. Jolha andeira (AFB ); exer¢do da panicula (EPa ); tipo de panicula (TPa ); tipo
§ arista (TAr); cor do apiculo na floragdo (CAp ); pubescéncia da folha (PuF};
* : forma das glumas (FGl); cor da glumela na maturagdo (CGM).

|
: Enquanto que EPa apresentaram com maior freqiiéncia de justa e média
| (42,78% ¢ 55,67% respectivamente); para CAp a cor palha apareceu para
k 62,90% dos casos, sobressaindo sobre a parda, com percentual de 29,06%,. As
t
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de coloragdo preta apareceram com apenas 8,06%. Também mostrou alta
frequncia (91,43%) a FGI de formato estreito.

Quanto a desunifonnidade dos caracteres qualitativos (Singh, Singh e
Singh, 1996) mencionam que sao influenciados pelo ambiente, mas expressam a
sintese genética da planta. Em se tratando de marcadores morfolégicos, Martin et
al. (1995) e Samtos (1996) ressaftam que esses carregam grande influencia do
ambiente, assim como uma avaliagio em outros ambientes poderia contornar
essas duvidas de que sdo instaveis geneticamente, ou sofrem o efeito do ambiente;
mas pelo fato de serem acessos e sdo constantemente multiplicados, nota-se

Sabe-se que os caracteres que prestam para expressar as classes dos
acessos, uma vez que, em sua grande maioria é de heranca simples; sofre pouca
ou nenhuma agiio do ambiente; os individuos segregam numa raziio coerente pela
dominancia, mas, segundo Fonseca (1993) por que siio caracteres qualitativos de
baixo valor para estudos da diversidade genética. Devido a essa grande oscilagdo,
esses caracteres, por si so, ndo sdo confidveis para avaliar os acessos de um
BAG.

Com analises destes caracteres, os valores mostram que os acessos sdo
diferentes, levando a inferir que existe alguma variabilidade entre os acessos.
Porém, Souza (1990) comenta que essa desuniformidade dos caracteres, que
acontece no arroz, € um resultado até certo ponto, esperado; considerando que os
acessos provem de ambientes diferemtes, ¢ os caracteres oscilam devido a
interferéncia da evolugdo e selecdo que sofreram.

2.3.1.1 - Anilise Univariada dos Caracteres Quantitativos

Os resultados obtidos na anilise de varidncia para os marcadores
morfologicos quantitativos, bem como média, CVe e a razio dos coeficientes

92



(CVg e CVe = I), expressos na Tabela 5, revelou existirem diferencas
significativas entre os acessos.

TABELA 5 - Resumos da ANOVA de doze caracteres avaliados em trinta e seis
acessos de arroz do grupo trés meses. Embrapa Arroz e Feijdio,

Goidnia, GO, 1998}
Quadrados Médios Par@metros Genéticos
Caracieres bioco 3cessos emo média = Cve (%)
CVg/CVe
DEm 0250 Q9S85 NS 058334 747 0,4636 1022
DAF 114 79,9656 35,671 76,148 0,6425 784
CTPi 177,750 14236890 11,8071 113680 19188 302
APl 90,966 91,5283 15,6194 10084 12728 3,60
CFB 3977 19,1231* 5,44796 3238 09147 1
LFB 0.3t 01124 NS 0,08308 1,79 03433 1608
CPa 1,201 40765 1,5061 23,26 0,7555 527
PPa 0,176 1,713 0,4015 3,2805 10667 6,77
P100 04761 0,1814NS 004587 7.43 08511 289
CGS 05511 00163 NS 001582 186 0,1975 662
LGS 003211 0,0922 NS 0,03049 278 0,6675 713
Prod 4183633 36419,323" 471838 30284 1.8273 2106
*e* significativo pelo teste de F, respectivamente, aos niveis de 5% e 1%
de probabilidade.

- Dias para emergéncia (DEm); dias até o florescimento (DAF); ciclo total da
- planta até a maturalidade (CTPI) ; altura da planta (APl ); comprimento e
. largura da folha-bandeira (CFB; LFB);comprimento e peso da panicula (CPa;
- PPa ); peso de 100 grdos (P100); comprimento e largura do grdo sem casca
: (CGS; LGS); produgdo de gréos (Prod). ‘
Verificou-se que alguns caracteres quantitativos (DEm, LFB, P100, CGS
' @ LGS) nfo apresentaram diferencas entre os acessos, significando que s3o
; uniformes e isso acontece pelo fato destes apresemtarem importincia para a
Eproduc;ﬁo, e como estes acessos foram CV’s um dia, ja receberam selegio
, continuada pelos rizicultores, trazendo uma margem de estabilidade para esses

| acessos.

u
i
|
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Mardia et al. (1979) comentam que quando de baixa magnitude do CVe,
confirma a precisio experimental do ensaio, aqueles caracteres de mais akto valor
indicam maior interferéncia pelo ambiente.

Quanto aqueles caracteres: DAF, AP, CPa, PPA e Prod que diferiram e
apresentaram CVe de valor baixo, exceto LFB e Prod, confirmando a
performance desses caracteres; ¢ que serd comentado mais a frente. Por outro
lado, segundo Singh, Ceccarelli e Hamblin (1993) esses caracteres comportam
como marcadores verdadeiros e prestam para confirmar a dissimilaridade entre os
acessos avaliados, ou mesmo podem mostrar a interferéncia do ambiente na
espécie.

As diferencas encontradas neste estudo, denotadas pelas observagdes com
analise de varidncia os marcadores morfolégicos quantitativos (Tabela 4),
confirmando o previsto daquela anilise entre os acessos (Tsbela 3) com os
marcadores qualitativos, que apresentaram diferentes freqiiéncias entre e dentro
das parcelas, descartando a hipétese da nulidade, ou seja auséncia de
variabilidade entre os acessos de arroz com nomes regionais similares. Mackill e
Lei (1997) relata que em arroz essa variabilidade é baixa, devido a pequena base
genética da espécie que é cultivada. Conforme os resultados de Souza (1990), que
mesmo o arroz ser cultivado ha anos e ser uma autdgama, mesmo assim mostra
alguma diversidade entre as CV’s, por incorporar as reagdes do ambiente.

Esta variagio entre os acessos, quanto a essas caracteristicas, permite
mnferir dados sobre a evolugdo da espécie, a qual, quanto maior foi o tempo de
domesticacio ou mesmo a area de dispersdo pelo globo, sio incorporados
alteragSes ou estabilizacio, que dependem das reagSes com o ambiente, e o grau
de interesse econdmico; ainda, ressalta-se que sio caracteres de heranca simples
e sofrem baixissima interferéncia do ambiente (Jonhson e Wichen, 1982).
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Carbonera (1990) comentou que, para aqueles caracteres importantes
para cultura do arroz, existe ampla variagiio das varidveis que caracterizam a
espécie. Essas variagSes sdo devidas & fim¢do do ambiente em que as plantas sio
cultivadas, mas indicam também a condicio genética para que mostre a
variabilidade presente. E que o método usado no calculo da estimativa, que pode
ou nfio encontrar essa variabilidade genética existente entre os acessos, porque
alguns caracteres pouco refletem a divergéneia, devido ser controlados por
poucos genes.
2.3.1.2 - Avaliaciio da Divergéncia Genética entre os Acessos
_ por Técnicas Multivariadas
Através da anilise multivariada o valor da estatistica de Wilks (A) =
07249, altamente significativo (P < 0,01), adotando o teste ora reforido, com ol
= 187, n2 = 254; F (obs) = 1,41; indicando a existéncia da variagiio global entre
. oS acessos avaliados. A andlise de varidncia univariada ndio foi efetiva na
" detecg3o da variabilidade, para todos os caracteres avaliados, mas estes mesmos
. caracteres, no total de dose, foram analisados conjuntamente pela anslise
- multivariada, mostrando diferencas altamente significativas ao nivel de 1% de
. probabilidade para o efeito agregado de todos os caracteres.
| A esse respeito, Demétrio (1985) faz uma observagio pertinente: em
muitos experimentos, sio tomados dados de um conjunto de varidveis
individualmente, sem considerar as correlagdes existentes entre estas. Nas

 analises individuais sdo observadas o o comportamento das variedades para cada

? uma das varidveis, enquanto que, na analise multivariada ha uma avalia¢do dos
‘ tratamentos no conjunto de todas as varidveis, assim, é considerado um nivel
- conjunto de significncia, pois ao se adotarem as analises conjuntas dos

1
| caracteres, uma tnica resposta ¢ formulada, a qual geralmente contém mais

1
!
i
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mnformagGes sobre o efeito total de tratamentos do que se fosse uma série de
respostas consideradas separadas.

As distincias Generalizadas de Mzhalanobis para todas combinagdes
possiveis entre pares de acessos mostram um intervalo amplo em unidades de
distincia (u.d) com valores de 18,93 a 243312; embora sejam valores
adimensionais e dificeis de interpretar, melhor é representi-los em termos
percentuais, o que eqiivale de 0,008 a 100%. Por este valor de amplitude nas
distincias fica comprovado que os acessos sfio mesmo divergentes, o que foi
previsto pela anilise univariada e multivariada, concordando com os relatos de
Montalvan del Aguila (1990), sempre haver divergéncia entre cultivares.

Estes valores sdo priprios para os acessos nas condigdes em que foram
conduzidos e avaliados, pois fica dificil compara-los com os de outros autores.
Cabe relatar que a formag3o de grupos em um estudo no mesmo local niio deve
ser comparada com outro estudo do mesmo género em iguais condigdes (Dudley,
1994; Van Beuningen e Busch, 1993). O valor a de divergéncia, que é a méxima
distincia entre as minimas, serve para analisar os agrupamentos a respeito deste
percentual entre os pares de acessos avaliados, verifica-se ser um valor arbitririo
de magnitude, pois em termos de acessos deveria estar correlacionado com
alguma caracteristica de interesse no individuo.

Pelos resultados em distincia estatistica pode-se observar que o acesso
A7 (CA820080) foi o de maior distincia entre os demais. Porém, adotando-se o =
56% de divergéncia total, inimeros acessos mantém distincia dele (ex. A27; A19;
A33; A23; Al2; AS; A24; A25), o que sera discutido posteriormente, com base
no dendrograma. Muito proximo do A7, com menos de 2% de divergéncia
encontram-se: os acessos A10; A34, A36, os quais como parentes proximos, tém
as menores distancias; pelos relatos de Tingey et al. (1991) isso indica a
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presenca de varios alelos em comum e esses alelos estdo presentes na maioria dos
demais.

Ainda podem-se verificar os acessos que estdo numa distincia inferior a
0,1%, ou seja, sdo similares os pares: Al e A29; Al13 e Al5; Al4e A26; A2l e
A22; A30 e A32, essa proximidade indica que os acessos sio provenientes de
mesmo progenitor ou cruzamentos proximos (Abdelnoor et al., 1995).

No que se refere a2 distincia genstica e procedéncias geograficas,
geralments, materiais de um mesmo Estado ou regifio tm menor distincia que
quando contrastados com procedéncias de outras regides. A coleta do A7 foi no
Estado do Acre, por isso expressou distincia conforme com sua procedéncia
original, no entanto, o AS que foi coletado em Roraima, ndo mostrou associagio
com a procedéncia, com valores > 1,0% de distincia entre os pares A8, Al4,
A21, A22, A6 e A26, que sdo de coletas procedentes em GO, AC e MG.

No que tange a relagdo de distincia, Montalvan-Aguila (1990) comenta
. que a distincia parece crescer em termos gerais, correlacionada com genealogia,
! procedéncia geogréfica, assim como materiais oriundos de um mesmo local tém
- distdncia menor do que quando confrontados com materiais de locais diferentes e

|
_nivel de melhoramento. Neste estudo ¢ mais provavel que o nivel de

{

. melhoramento seja 0 que mais pesa para todo o conjunto, uma vez que oS acessos
' constituiram CV’s  Obsoletas. Isso se deve a0 fato da interagdo ambiental

% mterferir mnito nas culturas domésticas principalmente.
|

T <2 ki SR RS

23.1.3 - Emprego das Varidveis Candnicas (cv’s)

| Em prosseguimento ao estudo da divergéncia genética entre os acessos
foram calculadas as variiveis canfnicas usando de todos 12 caracteres

‘avaliados. Por esta andlise, apura-se a divergéncia genética, que é evidenciada
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pela dispersdo dos escores em graficos, e pelas contribuigbes dadas pelas
Tespectivas primeiras duas v.c’s.

A primeira v¢’ explica apenas 39,60% da variagdo total contida no
conjunto dos caracteres analisados; a segunda explica 21,56% da variago total,
indo até a decima primeira que contribuiu para variagio contida nos acessos
(Tabela 6). Seguindo a orientagfio de Morais (1992); Sneath e Sokal (1973),
deve-se observar o percentual acurmlado das duas primeiras v.c’s. Nessa anilise,
o percentual das duas primeiras atingiu a 61,16% de variagio total. A terceira
chegou-se a 70,74%, com a quarta a 79,07%, o que dificulta explicar e visualizar
num plano multidimensional.

TABELA 6 - Varidncias, Varidncias percentuais e acumuladas estimadas para
as varidveis candnicas obtidas de 12 caracteres avaliados, para
estimar a divergéncia genética, entre 36 acessos de arroz ‘trés
meses’. CNPAF, Goidnia, GO, 1998.

V. C. Varidncias % de Varifincia % Variincia acumulada

01 7.0818 39.6096 39.6096
02 3.8543 21.55783 61.1675
03 1.7127 9.57985 70.7473
04 14874 8.31921 79.0665
05 0.9462 5.29214 84.3587
06 0.7968 4.45661 88.8152
07 0.6459 3.61312 92.4284
08 0.4645 2.59828 95.0267
09 0.2830 1.58309 96.6097
10 0.2530 1.41516 98.0249
11 0.2007 1.12301 99.1479
12 0.1524 0.85206 100.00

Foram necessarias o niimero de quatro v.c’s para atingir os 80%, o que
é considerado o minimo da variagdo total e aceitivel. Segundo Cruz e Regazzi
(1994) é ficil visualizar e mesmo aceitével quando, com apenas duas variiveis,
atinge-se o percentual acumulado de pelo menos 75%, sendo desta forma, usadas
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para a identificagdo de caracteres de menor importincia. Dai os resultados nio
serem muito expressivos, necessitando de explorar mais métodos que auxiliem na
explicacio da divergéncia genética entre os acessos.

Jaradat (1991) trabalhando com trigo, também usou mais de duas v. ¢’s,
ou seja, dos 11 caracteres estudados utilizou-se de 8 para encontrar 92% da
variagio total. No entanto, é comum encontrar o uso de mais de duas variaveis
candnicas e com isto utilizar um niimero mais significativo de caracteres. Porém,
Campbell ¢ Keme (1982) encontrarain 87,5% da variagdo total emtre os
caracteres nas duas primeiras raizes canGnicas, mostrando com isso que a técnica
apresentou resultados similares, em termos de padrio da divergéncia genética.

Utilizando a técnica das v.c’s, Kaw (1995) estudou dezenove caracteres e
verificou que as quatro primeiras v.c’s explicaram 73,3% da variagdo global,

| entre as cultivares de arroz avaliadas. Baseando-se nos coeficientes de correlagdo

entre os caracteres originais e usando-se as quatro v.c’s selecionadas, foram

. descartadas, apds identificacdo, trés caracteres originais (comp. internédio,

largura da folha e mimero de griios por fileira) apés verificar que nfio estavam
correlacionadas significativamente com as v.c’s de maior importincia, indicando

" que nfio havia nenhuma contribuiggio direta para a divergéncia canénica.

Em estudo com 19 caracteres cinco populagdes de, arroz, Singh,
Singh e¢ Singh (1996) notaram que as trés primeiras varidveis candnicas
acumularam mais de 95% da variagio total. Ao tragar os coeficientes de
correlacio entre caracteres e as trés varidveis candnicas de maior importincia,
constatou-se que apenas quatro estavam em correlagdo significativa: pesos de nds
ealbﬁmens,diﬁmeu'oequaﬁorialepercentagemdealbﬁmmnomnoeégua,
mostrando que somente esses contribuiram para aquele valor.
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FIGURA 3 - Dispersdo grafica dos 36 acessos de arroz ‘trés meses’, com base
nos primeiro e segundo escores, das variaveis candnicas obtidos com
uso de 12 caracteres avaliados. CNPAF, Goiéinia, GO, 1998.

Os escores obtidos para o arroz a partir de dois autovalores foram
utilizados para a representaco grafica no plano bidimensional. Em principio, é
oportuno salientar que a dispersio grafica dos escores possibilitou a identificar
aqueles acessos mais distintos, ou mesmo formar grupos isolados com alguns

acessos (Figura 3), tendo como referéncia a dispersio que mostrou os mais
divergentes: A3; AS5; A35; A36; A7.
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Também s@o mostrados os grupos pequenos de A21; A22, e ainda
A10, A17, A34, os restantes agrupados; nota-se que o local de coleta e os
nomes coincidentes nfio interferiram na divergéncia genética. Daher
(1993), ao comparar a divergéncia genética em Paspalum pelas v.c’s e
Dij®, encontrou diferenca na composi¢io dos grupos, sem estarem
associados a procedéncia geografica. No entanto, Julquifar et al (1992),
ao avaliarem 100 CV’s de arroz por meio da Dij> e v.c’s encontraram
grupos formados por 1 até 36 CV’s, com os vetores de maior importéncia
para a produgdo, peso de 1000 grios, dias para a maturagfio e altura das
plantas.

Resultados semelhantes com a dispersdo dessas v.c’s aconteceram
com os acessos concordantes, uma vez que anilise preliminar com os
qualitativos mostrou que havia diferengas no conjunto os acessos. Entio
confirma que os acessos: A5; A7; A21; A22; A34; A3S5; A36, de fato sio
divergentes, pois permaneceram em grupos diferentes.

2.3.1.4 - Andlise de Agrupamento

i a) Método do vizinho mais préximo (VMP)

Para fins de classificagdo e caracterizagiio, as relagdes de divergéncia
me os 36 acessos de arroz sdo melhor expressadas em agrupamentos. Pelos
: dados da distancia generalizada de Mahalanobis foi possivel agrupar os acessos
%com caracteristicas semethantes, utilizando o método do VMP. Os grupos
formados por este método mostrando a divergéncia genética encontram-se na
;iFigumft.Aanélisedodmdroglama agrupou os 36 acessos ao nivel de apenas
. 38% de divergéncia genética apenas, formando 3 grupos distintos, muito
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desequilibrados, com um muito grande. Seria mais coerente formar maior niimero
degrupos,deﬁdoéosci]aﬁodosmamdommorfolégicos.
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FIGURA 4 - Dendrograma resultante da Anilise de Agrupamento dos 36
acessos de arroz “trés meses’, baseado nas distdncias de Mahalanobis

e no método de vizinho mais préximo. CNPAF, Goisinia, GO, 1998,
Paradiscusséoadotou-sea=20%;comissoosa&ssosfor$magmpados
em 6 grupos (A - F) que foram subdivididos. Os grupos A e F foram
subdivididos em subgrupos (11 e 2 respectivamente) com uma divergéacia de
apenas 5% (Tabela 7). Desse grande niimero de acessos no grupo A era esperado,
uma vez que os acessos foram coletados dentro de mesmas areas ou proximas
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| destas, as quais fazem cultivo corriqueiro de arroz, tendo sido variedades
cultivadas anteriormente (hoje sio obsoletas). Segundo Dilday (1990) e Chang e

Bandenas (1965), essa é uma razio da grande similaridade entre grupos de
| acessos.

TABELA 7 - Agrupamento dos 36 acessos de arroz do ‘trés meses’, baseado

: nasdlstancnasdeMahalanobxsenomshododeVizmhoma!stmmo
i CNPAF, Goidnia, GO, 1998.

|

: Grupo a Subgrupos ACESSO0S @ (%) nome comum Origem
| ) (%)

A 2% onze -
- Ale A9 5%
I-A A9, A12, A2S5, A33 4.5%

' A AB, A8, AD Trés meses branco  AC, GO
: VA A13,A15, Al6 1 5% Aoz trés meses GO
§ V-A A11, A24, A31l, T%
i A32
r VI-A AZ3 75%

| VII-A A2, A4 45%  Trésmesesantigo  SP

: Viil-A A3, A14 20% GO, 5P
. IX-A A21, A22, A28 25% Trés meses GO, MG
! X-A A18, A28 &

; XA A19 13%

a1 B 25% A17

c 3B% - A27

] D 32% - AS

E 3% dois
-E A7, A34, ASS 5% Trés meses branco -
I-E A10, A5 6% -
; F 10 - A0
! %

i Deve-se ressaltar que a nivel de cultivares a mfoﬁnaﬁo contida nos
dendrogramas tem mais sentido que as distdncias analisadas entre os pares
isolados. A identificacio dos grupos e utilizagio permitira uma melhor
conservacdo e a classificagdo dos acessos para melhor agilizacdo no BAG (Kim e
' Ward, 1997). Essa informagdo também pode ser usada para dar sustentacdo na
!

 hibridizacdo eatre os grupos. E comum 2 informag3io na literatura de que dentro
- de um grupo a divergéncia genética é pequena, e quando ocorre a nivel de
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subgrupo € menor ainda, isso certamente é devido aos ascentrais que sdo
comuns (Arunachalan, 1981).

Verifica-se no dendrograma que os acessos dentro dos subgrupos sdo
praticamente similares com divergéncia genética muito pequena, ou insignificante,
no subgrupo HI-A: A6, A8; A30 (@ = 3,0%); no subgrupo IV-A: Al3, AlS;
AlS (o = 1,5%); no subgrupo VIII-A: A21, A22 e A26 (o = 2,5%), o que foi
confirmado pela distincia D?%j. Associando esses subgrupos ¢ a regiio de
coletas, verifica-se que ocorren o efeito da procedéncia geografica, pois os mais
préximos sempre apresentam procedéncia de Goias.

Noutro extremo ficou o acesso A20 que foi 0 mais divergente de todos
com base nos seus atributos morfologicos para estimativa da posigio perante o
grupo. Em seguida observa-se o subgrupo I-E com os acessos A7, A34, A36 (a
= 5,0%) e II-E composto por A10 e A35. (a = 6,0%). Para mais indagac3es, os
grupos foram subdivididos em subgrupos, os quais mostraram coincidéncia entre
os metodos de agrupamento foram Al e A29; A21 e A22. Tomando como base os
nomes regionais, raramente se repetem para os agrupamentos. A diversidade
geografica ndo mostrou contribuir para a divergéncia genética a nivel de grupo,
mostrando que o arroz tem uma variabilidade considerada por si mesmo.

B) Método de Tocher

O conjunto de acessos também foram agrupados pelo método de Tocher
(Tabela 8), considerando-se o comjunto dos caracteres antes mencionados,
conforme Rao et al. (1981). O agrupamento realizado por este método, mostra os
grupos de divergéncia um pouco diferente daquela formada pelo método
agrupamento do VMP (Tabela 7).

Nesse caso formaram-se 7 grupos distintos; um grande grupo (A) com 29
acessos, embora com mmitos acessos. Os quais tém suficiente gran de semethanca

104



que permite essa aglomeracfo, uma vez que sio homénimos e ainda mais, como
CV’s, devem ter sofrido uma forte pressio de selegiio, por longo tempo que foram
cultivados e outros 6 grupos para os 7 acessos restantes (grupos B a F).

TABELA 8 - Composicio de grupos de 36 acessos de arroz ‘trés meses’
calculado pelo método de Tocher. CNPAF, Goidnia, GO, 1998.

Grupos __ Subgrupos a ACESSOS Nome comum
A I-A <3,0% A21, A22, A23, A25, A30,
A31, Al6, AlO
o-A <5,0% Al, A29, A33
HM-A <6,0% A2 A4, A6, All, Al3,
Al9, A24, A32
IV-A <7,0% Al2, Al4, A27, A28
V-A <10% AlS8, A26 Arroz trés meses
VI-A < 12% A8, Al7, A20 " Trés meses branco
B <25% A7, A34 A9 . Trés meses branco
c <34,1% A36
D <38% A3
E < 40% AS
D 32% A7
F 40% A35

Esse método é mais rigoroso, por isolar um grande grupo de acessos
proximos, ficando os outros com poucos acessos ou apenas um, COmMO Nos Cutros
estudos. A explicagdio para o fato segundo é dada em termos de selecdio e
adaptacdo ao ambiente natural, uma vez que ambas ocasionam diferencas na
composicio genética, as quais sdo pareadas e passadas para os descendentes.

Também usando Tocher, Maurya e Singh (1977) discriminaram 9
grupos em 43 variedades de arroz; Rao et al. (1981) encontraram 32 grupos em
120 variedades de arroz e Nadaf e Singh (1986) conseguiram discriminar §

grupos em 120 linhagens de elite. Segundo estes dltimos autores, quanto mais
cultivado for o material, maior sera o nimero de grupos discriminados.
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Ha limitagGes de informag3es sobre os acessos em questiio, mas existem
alguns aspectos interessantes que podem ser verificados nos agrupamentos: A7 e
A34, A35, A36, quando avaliados pelos dois métodos de agrupamentos pois
ficaram no mesmo grupos, divergindo do restante. Quando associados pela
procedéncia, A34 e A35 se mostraram similares e foram coletados no Mato
Grosso. Nessa anilise, 0 A20 manteve-se isolados dos restantes. Por iltimo, A10
e A35 estdo em subgrupos coincidentes. Permaneceram isolados nos grupos os
acessos: A3, A5, A35, A36.

No entanto, Viana (1990) utilizou-se da anilise de agrupamento para
estudar a divergéncia entre 20 clones de cana-de-agiicar através da distincia
Mahalanobis, calculada a partir de dados morfométricos. Foi aplicado o método
de otimizagdo de Tocher para agrupar os materiais. O método ndo apresentou
eficiéncia pratica, possivelmente devido a interferéncia de fatores ambientais na
expressdo fenotipica dos caracteres avaliados. O autor também nfio encontron
associac3o entre divergéncia e diversidade de origem geogrifica.

Nesse estudo com o uso de Tocher possibilitou a formagio de seis
subgrupos distintos com distribuic3o variavel dos acessos dentro de cada um. No
outro método (VMP) formaram-se 13 subgrupos distintos de acessos; este fato
mostra nio haver coeréncia nas comparagdes entre metodologias. Com uso de
Tocher conseguiu-se menor numero de subgrupos, mostrando ser mais rigoroso;
esta n3o coincidéncia da classificagio dos grupos de acessos utilizando diferentes
metodologias € discutida por Cruz e Regazzi (1994) como uma dificuldade ndo
contornavel.

Entretanto, dentro de maior rigor do método de Tocher, alguns acessos
(A5, A7, A34, , A35, A36) mostraram ser divergentes pelos dois métodos. A
relagio dos grupos formados pelos métodos nio pode ser demostrada
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estatisticamente com estes dados, porém, o que se observa é que o vizinho mais
Proximo para estes acessos mostrou uma distribuicSo mais precisa e com grupos
mais coerentes, apesar de que alguns acessos permaneceram invariaveis, o que
serviu para consolidar sua classificagio, também Mantalvan del Aguila (1990)
trabalhando com arroz encontrou menor niimero de grapos para Tocher.

Cruz e Regazzi (1994) afirmam que, pelas técnmicas que calculam
distincia genética, somente ocorre coincidéncia quando nio ha correlagdo entre os
caracteres avaliados; como neste trabalho obteve-se alto indice de correlagdo
entre algumas das caracteristicas, esperava-se que nfio houvesse tantas
coincidéncias.

2.3.1.5 - Importincia entre as Varidveis Originais

No estudo da divergéncia genética adota-se o miamero de v. ¢’s necessario
para explicar o minino de 80% da variagdo entre os acessos estudados. Os
escores das varidveis candnicas selecionadas sio calculados e dispostos em
planos cartesianos para a analise preliminar dos grupos.

Os caracteres que apresentam diferengas significativas sio os que mais
contribuem, e aqueles que nio diferiram sempre aparecem com menor peso para
calculo dos autovalores, podendo ser descartados quando ha muita mnformagdo
(valores ndo publicados). As maiores contribuicBes para a divergéncia genética
em arroz, tomadas através da maiores estimativas da correlagio pela v ¢’s foram
ciclo para maturago, altura, comprimento da folha bandeira, pesos de 100 grios
e paniculas, e os que menos contribuiram foram comprimento e largura dos grios
{CGS e LGS). Ainda hi relatos desses caracteres sofrerem alta interferéncia do

ambiente onde estd inserido ou mesmo de ordem genética (Souza, 1990; Rao et
al, 1981).
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Os valores encontrados para os caracteres mostram algum interesse para
o mehhoramento, como a qualidade de grios e o ciclo de produgio. Também
Julquifar, (1981) avaliaram a natureza da divergéncia genética em 18 cultivares
de duas racas geograficas de arroz, “Japénica” e “Indica”, representando um
amplo espectro de variagio, concluiram que altura de planta e comprimento da
panicula foram os caracteres que mais contribuiram para divergéncia entre as
cultivares.

Por outro lado, Maurya e Sing (1977), em estudos semelhantes,
verificaram que dias para maturagio, altura de planta ¢ perfilhamento foram os
caracteres que mais contribuiram para a divergéncia genética entre 43 variedades
de arroz.

Estudando a divergéncia genética entre 35 variedades de arroz de porte
baixo para um conjunto de 12 caracteres adaptativos e relacionados com a
producdo, Singh, Singh e Singh (1996) verificaram que altura de planta, 4rea da
segunda folha, comprimento do primeiro internédio e peso de gréios foram as
caracteristicas que mais influenciaram a divergéncia genética entre as cultivares.

Os coeficientes de correlagio que eavolvem estas quatro primeiras v.c’s
como caracteres mais importantes, mostraram-se significativos, pelo menos com
um dos caracteres avaliados, indicando que todos siio importantes na discrigio
dos acessos. Camnings e Hoppensteadt (1982) sugerem que nos casos em que
muitos caracteres si3o correlacionados, que se deve teatar encontrar aqueles niio
correlacionados pelo método de componentes principais ou v.c’s, reduzindo,
assim, o numero de caracteres sem perda significativa da informac3o.

Correlagdes entre produgio de grios e outros 10 caracteres, em 24 CV’s
e linhagens de arroz foram estudadas por Arunachalan (1981), o qual obteve
correlagdes positivas de produgio de grios com mimero de perfilhos,
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, comprimento de panicula, nimero de espiguetas/panicula e peso de 100 grios,
| ndo ocorrendo associagdes antagGnicas entre os caracteres. O autor concluiu que
se poderia mefhorar linearmente a produtividade pela selegio individual ou
. simultinea desses caracteres e todos cuidados adicionais se devem ser tomados
© com relagio a obtencdo dos descritores, principalmente para os caracteres
~ quantitativos, os quais devem ser obtidos em experimentos com repetigdio, o que
{ aconteceu nesse trabatho.
Analisando a relagdo I, Tabela 5 que da idéia da variabilidade genética do
i caracter, em fung3o da expressdo fenotipica do mesmo, mostrou maior valor para
o ciclo de maturagdo 1,97, e para produgdo de 1, 63. Pelo CVg, que fomece a
variago total de um caractere, € de interesse devido mostrar a porgio herdavel
| (variagdo de natureza genética) os caracteres que mostraram menores valores
foram: comprimentos da panicula e de grios, indicando baixa interferéncia do
. ambiente para esses caracteres. Os coeficientes de variagio genética (VGg) que
mostraram a maior segregacio génica, estio dentro dos linites esperados para
§mosuaraesmbilidadedosmracteresnasCV’sdearroz,porémosseguint&s
caracteres: CTPL, APl, PPa, Prod foram os que apresentaram valores maior que
. a unidade.
‘ Pelos CVe’s que foram de maiores valores DEm (10,22%), LFB
(16,08%) e Prod (21,06) mostram que esses caracteres mesm com esstes valores

foram eficientes para diferencar os acessos. Pelos estudos de divergéncia genética
i em hibridos de arroz, pelos mesmos procedimentos, Camargo (1982) conseguiu
: descartar 4 caracteres entre os 13 avaliados.

v Porém, Resende (1991) empregou distincia de Mahalanobis, varisveis
; candnicas e agrupamento pelo “vizicho mais proximo”, em caracteres

lﬁmorfologlcos e enzimiticos em 11 espécies de Laelia parviflorae e conseguiu
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selecionar 6 caracteres morfolégicos mais importantes entre os 13 avaliados. O
£rau e a natureza da associagdo entre os caracteres mais importantes indicaram
que a selegiio baseada em numero e peso de grios, consequentemente, peso de
panicula seria efetiva.

2.4. CONCLUSOES

a - O uso dos marcadores morfolégicos, adotando-se a distincia Mahalanobis,
varidveis candnicas e agrupamentos (Tocher e vizinho mais proximo) nas
analises, foram todos eficientes na determinagdo da divergéncia genética, entre
acessos de arroz, mostrando coincidéncia para os acessos divergentes.

b - Na formagZo dos grupos, o método de Tocher mostrou-se de fato ser mais
rigoroso. Assim sendo, os acessos A7, AS, A35, A36 foram os mais
divergentes e apresentam coincidéncias dos métodos, 0 que acontece também
com os acessos similares A21, A22 e com Al, Al9.

c- Os caracteres ciclo de maturagdo, altura da planta, comprimento da folha-
bandeira, pesos da panicula e de 100 grdos foram os mais importantes para a
estimativa da divergéncia genética dos acessos.

d - Comparando os acessos com o local das coletas e os nomes semelhantes, nio
se pode formar associagio clara e confivel.
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CAPITULO 3 -

Uso de Marcadores Moleculares (RAPD) no Estudo
da Divergéncia Genética em Acessos de Arroz

RESUMO

O DNA total de plantas jovens de trinta seis acessos de arroz foi
extraido, em seguida purificado e amplificado com uso de 13 decanucleotidios
iniciadores “primers” de seqiiéncia aleatéria. Dentre estes, apemas oito
iniciadores produziram bandas polimérficas ¢ monomérficas intensas. Foram
tidos como positivos os seguintes “primers” (OP: A02, A10, A20, B01, B02,
C20, L18, NO5 ), obtendo-se 467 produtos amplificados, para o conjunto de
acessos de arroz avaliados, ou seja, de 1 a 4 por “primer” grau médio de
polimorfismo preduzido. Apenas o acesso (A25) niio gerou  produtos
amplificados. A analise da divergéncia genética foi estimada com auxilio do
complemento aritmético de Jaccard (Cij = 1 -Jij) e adotando o método de
agrupamento UPGMA_ As distincias genéticas entre os 36 acessos analisados
dois a dois variaram de 0 - 76%. Com base nessas distincias construiu-se
dendrograma que possibilitou a separagdo dos acessos em seis grupos em nivel
de 50% de distincia relativa. Devido & grande aglomeragio dos acessos dentro .
dos grupos, foi possivel subdividi-los em subgrupos para que se identificassem
05 acessos mais proximos, o que pode ser transformado em um dnico acesso,
evitando assim a duplicidade de amostras na coleciio de germoplasma do arroz.
Essas mformagdes obtidas sio de utilidade para orientagfio na conservagdo das
colegdes de germoplasma existentes.

l’alavras Chaves: RAPD, descritores morfo-agrondmicos, germoplasma,
analise multivariada, variabilidade genética, cereal e Oriza
sativa
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Use of Molecular Markers (RAPD) in the Genetic
Divergence Study in Rice Accessions

+ ABSTRACT - Total DNA of young plants of each one of the 36 rice accessions
was extracted, next it was purified and amplified by using 13 primers
decanucleotide of random sequence. Among these, only eight primers which
~ generated intense polymorphic and monomorphic bands were taken into
- consideration. The following primers ( Op: AO2, A10, A20. BO1, BO2, C20,
- L18, NOS) were regarded as positive and optimum, obtaining so 467 amplified
products for the set of rice accessions evaluated, namely, 1 to 4 per average
; degree primer of polymorphisms produced. Only the access (A25) did not
generate any amplified product. The analysis of genetic divergence was estimated
with the aid of Jaccard’s arithmetic complement (Cij= 1-Jij) and by adopting the
~ UPGMA clustering method. The genetic distances among the 36 accessions
i analysed two by two ranged from 0-76%. On the basis of those distances, a
- dendrogram which enabled the separation of the accessions in six groups at a
' 50% level of relative distance was built. Due to the great clustering of the
accessions mside the groups, it was possible to subdivide them into subgroups
| for the closest accessions to be identified, what may be transformed into a single
accession, avoiding this way the duplicity of samples in the rice germoplasm
collection. This information obtained are of use for guidance in the conservation
of existing germoplam collection.

Index Terms: RAPD, markers, morphoagronomics, germoplasma, genetic
variability, cereal and Oriza sativa.
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3.1- INTRODUCAO

O cultivo do arroz no Brasil é amplo e em varias diversidade de
ecossistemas, de inundado até terras altas; desde cultura de subsisténcia, com
total auséncia de tecnologia e insumos modernos, até um estagio, com processo
de produgdo altamente mecanizado, desde o preparo do solo até a colheita, com
alto nivel de produtividade.

A utilizagiio de cultivares mais modemas que surgem dos programas de
melhoramento e também devido 2 aplicagio tecnolégica, traz como consegiiéncia
o desuso de muitas cultivares. Pelo langamento de novas cultivares, surge a
preocupagio de comservar-se o germoplasma, visando diminuir a erosio
genética. Por isso, deve-se manter em BAG a maioria possivel de acessos
existentes (Landry el al., 1992; Cuevas-Peres et al., 1992).

O sucesso na conservagdo de germoplasma depende da disponibilidade
de técnicas confidveis para a caracterizagiio dos individuos de uma populagdo,
permitindo o descarte de acessos-duplicatas no BAG. Além disso, possibilita
comprovar a existéncia da diversidade genética no material disponivel, para
estimar a variabilidade e chances de sucesso, em qualquer trabalho de
melhoramento (Lanza et al., 1997).

Ha possibilidade de aplicagio das técaicas moleculares tanto na
conservagdo e manutenc3o de acessos de uma espécie, bem como na
caracterizacdo da variabilidade genética. Isso contribui para a sintese de
hibridos ao concentrar somente as possiveis combinagSes promissoras (Kim e
Ward, 1997; Rohrer et al., 1994). Colecdes de germoplasma onde a quantidade
de marcadores convencionais é reduzida e o custo de conserva¢do é elevado, cada
vez mais se utiliza dos marcadores moleculares, identificando por esse método
individuos que assegurem a base genética tio ampla quanto possivel, e

118



possibilitando também o descarte das duplicatas.
A melhor maneira para estabelecer relagdes de ligagio geénica & analisar

: a segrega¢do de uma popula¢do para um grande niimero de marcadores (Kim e
- Ward, 1997). Técaicas de genética molecular, como RFLP (polimorfismo no
* comprimento do fragmento de DNA) e RADP (polimorfismo de DNA

amplificado a0 acaso) sdo capazes de fornecer este grande nimero de marcadores
(Williams et al., 1990).
O desenvolvimento das técnicas de marcadores moleculares em estudos

- de genética e na pritica de melhoramento de plantas se tomou uma ferramenta

. valiosa na caracterizagio de individuos ou populagio (“fingerprints”),

: possibilitando com isso a sele¢io indireta precoce para o rastreamento de

caracteres de interesse ao melhoramento genético. Posssibilita a deteccao da

variagao mutacional ao nivel de DNA, nas regioes codificadas e nao
codificadoras do genoma (Kim e Ward, 1997).
Os principios basicos envolvidos na obtencdo e detecgdo de cada classe

: de marcador molecular sfo descritos em varios exemplos ou fomecidos como

ilustragdo. Uma analise comparativa das caracteristicas das principais classes de

- marcadores moleculares utilizadas na caracterizagio de acessos e melhoramento
genético de plantas € apresentada por varios autores ¢ detalhada na discussio
~ especifica de cada classe de marcador molecular (Weissenbach et al., 1992).

Para varias espécies de plantas, tem-se usado  principalmente de
isoenzimas, proteinas e os marcadores de DNA ou genético para identificar genes

| responsaveis por caracteristicas qualitativas e quantitativas (Landry et al,, 1992).

Como as isoenzimas e proteinas sdo limitadas em nimero de marcadores,

, além de apresentarem na maioria das vezes, expressdo especifica que ¢ afetada
facilmente pelo ambiente, pesquisadores propuseram a utilizacdo dos marcadores
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de DNA. Essa técnica tem mostrado grande avango em potencial, para deteccdo
da diversidade entre seres vivos, uma vez que 0 DNA é a expressiio verdadeira do
individuo sem os efeitos da interacio ambiental.

Atuaimente, técnicas de genética molecular estio sendo empregadas
Juntamente com técnicas de automaggo no estudo do methoramento convencional,
a fim de obter resultados de forma mais rapida, contribuindo para a
caracterizagdo dos individuos, visando a conservar os germoplasma, bem como
atuar ao lado da domesticagdo das espécies.

Os marcadores moleculares tem recebido muita atengdio e siio quatro as
técnicas mais citadas e que estio em uso no mapeamento e na identificacio de
individuos em plantas: RFLP (Bematzisk e Tanskley, 1986); RAPD (Williams et
al., 1990); AFLP (Amplificacio de Comprimentos de Fragmentos Polimérficos)
comentados por Zabeau, (1993); mini e microssatélites (Weissenbach et al,
1992); sabese que essas técnicas baseiam-se na anilise do &cido
desoxiribonucléico que, normalmente, é extraido de amostras de folhas ou
brotacdes, sementes, embriSes e outras partes das plantas (Lanza et al., 1997;
Brummer et al., 1991).

As principais vantagens do uso do método baseado em marcadores
RAPD séio de ndo precisar conhecer as genealogias dos parentais e a obtengio de
estimativas de diversidade isentas de efeitos ambientais; esta tltima é comum
aos coeficientes de parentesco (Lindhout et al., 1994). Sabe-se que, esses
marcadores apresentam heranca mendeliana simples, assim sendo, o fenétipo de
presenca e auséncia de bases, expresso por um acesso deve coincidir com aquele
presente em pelo menos um de seus progenitores:

a) pode-se usar grande nimero de iniciadores em uma grande variedade
de espécies; ndo ha necessidade de trabalhos iniciais quanto ao isolamento e
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{ marcacdo de sondas, a digestdo de DNA, b) cada marcador é equivalente a um

sitio alvo da seqiiéncia de DNA, o que simplifica a informac3o, ¢) pode ser

© automatizado, o que leva a obtengio mais ripida de mapas genéticos; d) utiliza
- pequena quantidade de DNA; gera um grande mimero de polimorfismos entre

gendtipos bem préximos; €) menos oneroso que a técnica de RFLP.
Os marcadores RAPD, quando usados para avaliagio da diversidade

| genética, podem fomecer subsidios Uteis & preservagio de germoplasma, bem

como auxiliar na selegdio de populagdes basicas a serem utilizadas no

. melhoramento vegetal (Lindhout et al., 1994), isso, porque os marcadores geram

grande quantidade de caracteres adicionais que, combinados com caracteristicas
fenotipicas, fornecem um quadro mais completo para o agrupamemto de
genétipos e o planejamento dos cruzamentos.

Comparados ao RFLP, os marcadores RAPD apresentam algumas

vantagens. Dado o nimero reduzido de passos, as analises com RAPD sdo
menos trabalhosas, possibilitam a obtengio de resultados em tempo bastante
' inferior a0 obtido com RFLP. Além disso, as analises com RAPD exigem

quantidade de DNA muito menor, possibilitando o uso de técnicas de extragio de
DNA de mehhor qualidade e rapidez. Qutra vantagem se refere ao fato dos
“primers” utilizados em uma espécie poderem ser usados em qualquer outra, seja
de origem animal, vegetal ou, microorganismos, a0 passo que as sondas de RFLP
geralmente s3o especificas (Newbury e Ford-Lloyd, 1993).

Tanksley (1993) comenta que com o emprego dos marcadores

moleculares pode-se acelerar a caracterizagdo biologica e a interago de dados de

| origem diversa tende a ampliar o sucesso nessa étapa, e que a escolha das

metodologias precisas, deve-se levar em conta as limitagSes fisicas, temporais,
humanas e financeiras. '
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O objetivo do presents trabalho foi avaliar a diversidade genética entre
acessos nacionais de arroz, coletados em vérios Estados e com nomes regionais
‘trés meses’, por meio da utilizagdio de marcadores moleculares RAPD, e assim
forecer subsidios para facilitar a incorporagdo de acessos ao BAG de arroz.

3.2 - MATERIAL E METODOS

3.2.1 - Preparo do Material Vegetal para Extraciio de DNA Total

Os acessos de arroz utilizados neste trabalho foram os mesmos utilizados
no capitulo 2, Tabela2, ressaltando que as sementes foram conseguidas no BAG
da Embrapa Armroz e Feijdo, as quais foram plantadas em vasos de 500 g de
substrato preparado com uma mistura de terra + esterco + areia (3:2:1) e
conduzidas em casa de vegetagio do DAG/UFLa. Decorridos 30 dias da
germmagdo, aquelas plantas vigorosas (3- 4 plantas/acesso) foram colhidas e
oolomdasemmbosdevidrocommmpadebab:apmsﬁo,edeimediat;:
colocados a -80 °C por 24 h. Para inativagio das reagdes de enzimas e
catalisadores. Posteriormente, foram colocadas para liofilizagdo a -40 °C por 48
h, e mantidas em dessecadores com silica gel, até o momento da maceragio.

A extragdo do DNA total foi realizada empregando-se 1-2g do material
vegetal jovem e liofilizado, realizada com base no protocolo descrito por Doyle e
Doyle (1990), com pequenas modificagdes, visando a obter uma maior
quantidade de DNA de melhor qualidade. O material vegetal liofilizado foi
macerado em gral de porcelana contendo nitrogénio liquido + 1 mg de PVP 1%
(polivmilpirrolidone) e areia fina esterilizada, obtendo-se um pé fino.

Adicionaram 2 esse p6 5 ml de tampdo de extragdo CTAB 2% (brometo
de hexadeciltrimetil aménio); Tris-HCl1 20 mM; (pH 8,0), 20 mM de EDTA; 1,4
M NaCl; 1% de PVP; 0,5% de sarkosyl; acrescido de 20 pl de 2-B-
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. mercaptoetanol, previamente aquecido a 65 °C, em banho-Maria, pH 8,5 (para
fugir do pH étimo de enzimas que reagem na presenga de oxigénio).
I Posteriormm;e o macerado foi transferido para tubos de polivinil (50 ml),
misturando-se gentilmente e com auxilio de uma pipeta foram adicionados mais 5
ml do tampdo de extragio CTAB (2%). O material foi incubado a 65 °C, por 30-
40 min, agitando levemente por duas vezes para homogeneizagdo; vertendo-se os
mbosa]gunusvememfommoolocadosnaéguaaté;ﬁngirtempem
- ambiente. ‘
A seguir procedeu-se 2 extragio, quando as proteinas foram removidas
 pela adicio com igual volume de cloroférmioflcool-isoamilico (24:1), agitando
; levemente os tubos por 5 min e posteriormente centrifugados a 10.000 pm
* durante 5 min. Recolheu-se o sobrenadante, e foi feita uma segunda
* desproteinagao, com o mesmo volume de cloroférmio/alcool-isoamilico. Os
| 4cidos mucléicos foram precipitados da fase aquosa, com adigio de 2/3 do
volume de uma solug3o gelada da mistura alcool 95% + acetato de aménio 7,5 M
(6:1), a qual foi mantida a -20 °C até que o DNA se precipitasse (2 -12 h). Apés
precipitacio do DNA, que foi coletado com auxilio de pipeta com ponta
' adaptada, foi feito tratamento com proteinase K (10 mg/ml) a 37 °C, por 30 min.
Em seguida o DNA foi transferido para um tubo tipo “eppeadorf” de 1,5 ml,
centrifugado a 5000 rpm, durante 10 min, seco ao ar e ressuspenso em 300 pl
 com tampdo TE (10 mM Tris-HCL 0,1 mM EDTA), pH 8,0. Novamente, no
 conteido dos tubos foram efetuadas trés sucessivas precipitagdes em dloool
- absohnto, centrifugado e seco, para purificagio, finalmente efetuada a
: ressuspensio do DNA, para volume de 300 pl com TE, 2 pH 8.0, para formar a
; solugdo estoque. 1
| Com o DNA extraido de 36 acessos de arroz formouise um conjunto de
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DNA (10 ng) que foi quantificado e depois usado como molde para as reagdes de
amplificacdo na selecéio de iniciadores de DNA (primers). Apés a resolugiio dos
produtos da amplificagdo, estes foram separados por eletroforese em géis de
agarose 1,0%. Corados com brometo de etidio (0,5 pg/ ml) e depois exposto 3
luz ultra-violeta.

3.2.2 - Teste em Eletroforese de Gel de Agarose e Densidade
do DNA Extraido de Plantas Jovens

A quantificagio das amostras de DNA-estoques foi estimada pela
relagio A260/A280 nm, feitos em espectrofotdmetro VU/VIS, para leituras de
absorbéncia a 260 e 280 nm em que cada unidade de absorbancia corresponde
a concentragdo de 50 pl/m! de DNA de fita dupla (Sambrook et al., 1989);
enquanto que a integridade foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 0,8%
em TE a pH 8,0 juntamente com o DNA padrio de concentragio e pureza
confidveis, como padrdo do laboratério da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. Para visualizagdo das bandas, o gel foi corado com brometo de
etidio (0,5 ug/ml) e escaneado para tela de video de microcomputador e impresso
em papel proprio para scamner.

3.2.3 - Processo de Amplificaciio dos Fragmentos de DNA e

Eletroforese em Gel

Apds testar a quantidade dos componentes da mistura, variaram-se as
concentragdes até que se chegasse a um protocolo que fincionasse; para se
processarem as reagdes de amplificac3o, que foram feitas em um volume total a
fim de processar as 36 reagdes (acrescidos 10% do volume das reagdes). A
reacao de amplificagdo foi baseada no método descrito por Williams et al. (1990)
usando primers de 10 bases de segiiéncia arbitrdria, procedendo algumas
modificacdes, onde as reagdes foram otimizadas para obtengio de produtos

124



amplificados claros. Cada reaciio continha 3 pl de DNA de cada acesso de
concentragio 10 ng/pd e mais 10 pl de uma mistura (2,8 ul de agua destilada; 2,0
ul de tampdo Pharmacia, 2,0 pl de cada um dos deoxinuclectideos (dATP,
dTTP, dGTP e dCTP), 3,0 i do olinucleotideo iniciador “primer” e uma unidade
da enzima Tag-polimerase Pharmacia, obtendo um volume final de 13 pl de

- reagdo. A amplificag3o foi efetuada no termociclador Mddelo “Perkin-Elmer

(Gene Amp PCR System 2400)”, programado para 1 ciclo 2 94 °C por 5 min e

. mais 45 ciclos. Cada ciclo consistiu temperatura de desnaturaciio 94 °C por 15
segundos, alongamento da cadeia a 36 °C por 30 segundos e pareamento
' (renaturagdio) a 72 °C por 1 min. Apés os 45 ciclos foram acrescidos mais dois
- ciclos finais para manutengdo, a 72 °C por 5 min, finalmente, a temperatura
baixava a 4 °C, mantendo-se nessa temperatura até que as amostras fossem
- retiradas. Os produtos de amplificagdo foram separados em géis 1,0% de agarose

e corados com brometo de etidio 0,5 pg/ml, visualizados eni transluminador de

! luz UV.

Para teste e selecio de primers foram utilizados 25 iniciadores de 10

| nucleotidios, entre estes, fez-se o aferimento de uma listagem especifica,
. gentilmente nos cedida por Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e
' indicadas para reagio de amplificagdo do DNA de plantas de arroz, foi

; aproveitado daqueles disponiveis no laboratério de sementes do DAG/UFLa.

Os primers utilizados foram selecionados dentre aqueles citados em

' literatura, para o arroz, que é uma espécie de étima habilidade para sofrer
- amplificagdo do DNA com marcadores moleculares (Dolyle e Doyle, 1990), e
1 consistiram dos 25 primers seguintes: A01, A02, A04, A10, A15, Al7, A20,
. B01, B02, B08, C14, C17, C20, D04, D12, D16, K03, K13, L18, M04, M07,
| N5, N07, N10, N15, todas da marca “Operan Technologies”.
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Em seguida & anxp!tﬁwﬁo, os fragmentos obtidos foram separados por
eletroforese em gel de agarose 1,5% (preparado em microondas por 3 cocgdes
nos tempos de 4°2°1” seqhencialmente, sob baixa poténcia). Apés a temperatura
do gel atingir a 55 °C, despejava-se o seu conteiido na cuba de acrilico com os
pentes, para gelatinizacdo e formar as fossas. Posteriormente, o gel foi imerso em
tampdo TBE (90 mM de Tris-borato, 1 mM de EDTA pH 8,5) 10X TBE. A
corrida foi em gel de agarose (1,5%) em tampdo TBE 10X (Tris-Borato 0,09 M
e EDTA 0,002 M), por 2h a 80 volts e 8 Ampéres, tempo suficiente para
atingir o extremo do gel.

Para estimar os tamanhos dos fragmentos foram utilizados os padrées de
tamanho do DNA do bacteriéfago “lambda”, clivado com as enzimas de restrigio
Hin I, Bam HI e Eco Rl de tamanho de fragmento em pares de bases (pb).
Corados e visualizados como anteriormente (Landry et al., 1992).

3.2.4 - Tabulac#o e Anilise Estatistica dos Marcadores RAPD

As bandas polimérficas mais proeminentes foram tabuladas,
codificando-se 1 para presen¢a e¢ 0 para auséncia de determinada banda. As
varidveis da expressdo foram obtidas conforme demonmstrado no esquema,
expresso na Tabela 9. Essa matriz foi usada para calculo da similaridade ou
dissimilaridade genética em dois acessos comparados.

TABELA 9 - As varidveis da expressio binaria foram tomadas conforme
expressos na tabela para cada um dos acessos avaliados. UFLA,

Lavras - MG, 1999.
acesso i
- 1 0
Acesso { a{1,1) b (1,0)
¢ (0,1) d(0,0)

Os critérios para adotar um indice baseiam-se na inclusfio ou nio das co-
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© ocorréncias negativas no coeficiente, estando essa inclusio muito relacionada
com os tipos de caracteristicas com que se estd trabathando (Alfenas, 1989).
Existem varios indices para interpretar dados do tipo presenca ou auséncia
(dados bindrios). O indice de Jaccard é um que exclui' as co-ocorréncias

~ negativas, pelo fato delas ndo necessariamente representarem semelhanga entre
os genétipos, que sdo calculados pela seguinte expressio:

Ji'=100. _a . (i)
atbtc
. emque:
: a : nimero de casos que 0 caracter esta presente nas duas populagdes
simultaneamente (1,1);

b : mimero de casos em que o caracter estd presente somente na
! populagdo i (1,0);

: c: numerodewsosemqueocaracterastapmmtesonmtena

populacao i’ (0,1);
d) os casos em que o caracter esti ausente nas duas populagdes, o
qual é descartado.

3.2.5 - Estimativas das Distincias Genéticas pelo Complemento
Aritmético de Jaccard (Cii’)

Dependendo da sintaxe adotada, a dissimilaridade pede ser estimada pela

- transformagdo adotando o complemento aritmético do indice de Jaccard, pela

. expressio: Cii’= (100- Jii), cujo a soma seja positiva e igual a 100%, a distincia

genética pode assim ser calculada e comparada em dendogramas pelos pares.

i
|
|

em que:

Jii’: é o coeficiente de Jaccard, e é determinado anteriormente;

Cii: é a medida de dissimilaridade, al:ravesdamatnzbmana,
segmndoomodelo [o101..1].

0 ¢é definido como auséncia; 1 a presenca da expressio fenotipica em
cada um dos individuos.
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3.25.1 - Anilise de Agrupamento pelo Método das Ligacdes
Médias entre Pares niio Ponderados (UPGMA)

Adotou-se o Software NTSYS - pc (Rohlf, 1992 ) para os calculos.
Como método de anilise multivariada usou-se o indice de similaridade de Jaccard
(Jii’), o qual segundo Alfenas et al. (1989), §é adotado para fendtipos nio
mterpretaveis, em niveis de locos e alelos. Isso porque o indice é proprio para
dados do tipo presenca ou auséncia de banda polimérfica e agrupados através do
método hierdrquico ndo ponderado de agrupamento aos pares pela média
anitmética (UPGMA), ou seja, caso de marcadores moleculares, onde nfio existe
uma média legitima para iniciar o agrupamento.

a) Técnica de Agrupamento pelo Método ‘UPGMA’

~ Este método requer como similaridade ou parecenca entre os dois grupos

aquela dada pelos dois membros mais parecidos (Johnson e Wichem, 1982).
Assim, entre todos coeficientes de parecenca entre os elementos de um grupo e de
outro, escolhe se o mais semethante como o coeficiente entre os dois grupos, ou
se ja, na matriz de distdncia genética D = (dik) é identificado o par mais
proximo (U e V) de acessos, esses sio formar o grupo UV. As distincias entre
UV e qualquer outro grupo W s3o determinadas por:

d(UV, W)= X dik)/ Nov, Nw
i k

em que:
dik: ¢ a distncia entre o acesso i no grupo UV e o acesso k no grupo W;
N e Nw.sdo os niameros de acessos nos grupos UV, respectivamente

Apés calcular e identificar a distdncia entre os pares de acessos mais

proximos, formando o primeiro grupo, adota-se o procedimento UPGMA para
inclusdo de novos acessos no grupo, comparando-se o acréscimo no valor médio
da distancia dentro do grupo e o nivel maximo permitido (o) para que a distincia
média intragrupo seja inferior a qualquer distancia intergrupos.
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b) Elaboracio de Dendrograma

A dissimilaridade entre os acessos foi avaliada com base na distancia
genética pelo indice de Jaccard (dados qualitativos) e dendrogramas baseados em
agrupamento UPGMA para os dados qualitativos.

Esseéummétodoaglomeraﬁvohierérqlﬁco;pa;rtedosnacessos

. separados e 0s agrupam em comjuntos sucessivos até que, na ultima étapa
|

estejam agrupados em um sé conjunto, cujo grafico é o dendograma. A técnica
adota a distéincia entre dois grupos como a média das disténcias entre todos os
pares de acessos, smdoqueospamséoformadospormna&ssodemdagrupo
Os acessos foram agrupados pela similaridade que é r&sultante da divergéncia
genética, dada pelo mverso da expressio:

DG =(1,0-8S). 100

emqugeasmn!andademospam com aanahsegraﬁwpara facilitar a

interpretagdo dos resultados.
3.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A fim de estudar a variabilidade entre os acessos, uﬁ'liiou-se a técnica de

RAPD, sendo que um dos requisitos basicos refere-se & qualidade do DNA, o

qual sera molde nas reagdes. O método de extragdo com ' CTAB mostrou-se

eficiente para os tecidos de arroz, obtendo-se grande quantidade de DNA e de

qualidade. Esta foi avaliada ao se submeter as amostras a eletroforese em gel de

. agarose 0,8%, em TBE 1X pH 8 (0,9 M Tris Borato, 0,002 M EDTA) a 50 volts.

O tempo de corrida no gel foi em torno de 40 min, e visualizados em luz UV.
As amostras recém-extraidas foram comparadas com outras amostras de

i DNA de arroz mantidos como padrio de qualidade e integridade no laboratdrio da

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Figura 5). Pelos testes qualitativos
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¢ comparativos notou-se pouca degradagdo e alta concentracdo no estoque

formado.

FIGURA 5 - Determinagdo de integridade de amostras de DNA total por
eletroforese em gel de agarose (0,8%), utilizando-se de 3 pg de
DNA de arroz ¢ comparadas com amostras de concentracdes
conhecidas (lado esquerdo). Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia - DF, 1999,

Embora 0 DNA de algumas amostras tenha apresentado manchas de
degradac3o, as reacdes de amplificagdo, em que se utilizaram essas amostras.
ndo foram afetadas, visto que o padrio geral de bandas foi indistinguive!
daqueles em que o DNA estava integro. O que possibilitou a reacdo foi acertar 2
concentracdo que estava muito alta (> 800 /ul ). Para preparo da solucfo-
trabalho procederam-se as leituras e diluigdes da soluco estoque para um
volume final de 300 pl com TE, e uma concentragdo de 1,0 ng/ul.

Pelos resultados expressos na Tabela 10, verifica-se que a concentracdo

de DNA estimada em leituras no espectrofotdmetro, absorbancia a 260 e 280nm
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. foi varidvel entre 51,5 pga 2,5 mg, e 3,60 pga 8,28 mg, respectivamente.

TABELA 10 - Leituras no espectrofotémetro a 260 11m e 280 nm, razdo
2607280 e concentragio de DNA de cada amostra de cada acesso
estudado. UFLA, Lavras - MG, 1999.

Absorbdncia  Absorbincia razfio  concentragio

ACESSO a 260 nm. a280nmm.  260/280 (ug/ul )
A1 0.6786 0.3464 20822 0.5462
AQ2 05152 0.2441 21608 0.7382
AD4 0.2748 0.1387 20808 03880
ADS 00602 00305 20553 00862
: ADB 1.0060 04765 21513 1.4450
2 AO7 0.7138 0.3801 21188 09856
) ACS 20160 1.0669 20723 2.7193
! ADD 0.4591 0.2320 20454 0.6616
' A10 0.2502 0.1316 209852 03348
‘ At4 0.7564 0.4040 19758 1.0747
g A12 0.1154 0.0596 20668 0.1602
| A13 0.1064 00572 20862 0.1414
: At4 05600 0.2658 21480 08102
j A15 03188 0152 21188 0.4520
; A16 31054 16353 15579 45304
A7 05508 0269 2132 0.7770
A18 05038 04413 21126 1203
; A19 06521 03265 21140 09100
| A20 03483 01823 20968 0.4696
A21 05649 02873 20448 0.8020
A22 1.5065 0.7275 21061 21875
A23 08847 - 0.4647 20966 1.1884
A24 20002 1.0653 20287 30174
AS 02940 041478 20630 04215
AZ5 00780 00448 21075 0.0201
A27 15667 0,7896 2.0581 22460
A28 13528 06710 21084 1.9108
A0 06675 03236 21115 09628
A31 0.1631 00834 19212 0.2363
1 A2 1.8050 0.8067 20782 26005
i A33 0.4286 0.2159 20392 06219
i A34 0.0341 00217 1.7338 00462
; A5 00857 00481 1.9935 0.1132
; A3S 00103 00072 1.4264 00176

A natureza das amostras quando a razio seja entre 1,6 a 2,0, indica que
! o DNA apresenta boa pureza, ou seja livre de contaminages de proteinas (a
| raziio < que 1,6) e de cloroformio (razdo > 2,0), segundo Rohrer et al. (1994) ¢
} Sambrook et al. (1989). Nesse trabalho, a razio variou em todos os intervalos,



naqueles onde a razio estava fora da faixa toleravel procedeu-se mais uma étapa
de purificacdo no DNA estoque, com TBE e outra centrifugacdo para melhorar a
qualidade, ficando a razdio préxima aos valores 1,6 a 2,0, indicando que a pureza
estava dentro da faixa toleravel.

O arroz cultivado é preconizado como uma espécie de alto grau de
similaridaade, o que foi confrmado por Cao e Lei (1997) ao caracterizar CV’s de
arroz americanas, empregando marcadores de RAPD.

3.3.1 - Classificac#o e Identificacfio dos Marcadores de RAPD

Do DNA extraido dos 36 acessos de arroz formou-se um conjunto de
DNA (1,0 ng de cada) que foi usado como molde para a amplificagfio com os 25
primers (oligonuclectideos miciadores) testados com o conjunto de DNA; alguns
mostraram bandas fracas, enquanto alguns ndo reagiram, mas 13 primers
amplificaram o DNA e foram usados para amplificacio de cada amostra,
considerando apenas aqueles com capacidade de formar reagiio de amplificagio e
que geraram pelo menos uma banda polimérfica em cada acesso analisado.
Waugh et al. (1992) comentam que, teoricamente, o nimero de segmentos
amplificados do ‘primer” ¢ do genoma alvo é baseado na probabilidade que uma
dada auséncia de DNA (complementar a do primer) possa ocorrer no genoma,
em cadeias ¢ orientagdes opostas dentro de uma distancia amplificavel pelo PCR.

Como o teste foi realizado com conjunto de DNA de plantas de arroz,
alguns iniciadores relacionados formaram polimorfismo de respostas confidveis
(Figura 6). Inimeros autores citam essa ocorréncia, por exemplo: Dudley (1994),
Tinker et al. (1993) em cevada; Bentolita et al. (1992), em milho; Singh e Unrea
(1995), em feijdo; Vasconcelos (1996), Abdelnoor, Barros ¢ Moreira (1995),
Tingey, Rafalsky e Williams (1991) em soja.

Com base nos resultados das amplificagies de DNA observadas nos
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amplificacies de DNA observadas nos acessos de arroz com os primers
relacionados (Tabela 11), distinguiram-se bem os acessos para procedimentos
das anlises; entve os primers testados, alguns foram eficientes na amplificagio
do DNA, nos quais aconteceram bandas intensas sem as obscuras. Totalizando
460 amplificages, com uma média de 1,65 bandas/acesso/primer. Com isso
descreveram-se suas respectivas seqiiéncias de bases.

TABELA 11 - Relagio de oligonucleotidios iniciadores (primers) utilizados
neste trabatho e suas respectivas seqiiéncias de nucleosidios
associados e o mimero de produtos amphﬁcados (NPF) através do
“pool” de DNA extraido de plantas j jovens de acessos de arroz,
elegendo como padriio para reaggio o primers A20 UFLA, Lavras -

MG, 1999.
Primer Seqiiéncia de NPF | Primers sequmma de NPF
opP bases (5°-3") OP basgs (5°-3°)

01-A01 CAGGCCCTTC
02 - AD2 GTCCGAGCTC
03 - A04 AATCGGGCTG
04.-A10 GTGATCGCAG*
05 - A20 GTTGCGATCC
06 - BO1 GTTTCGCTCC
07. BO2 TGATCCCTGG
08. BO8 GTCCACACGG 8

Observagdo: Um mesmo “primer “ gerou até 4 bandas polimérficas

09-C20 ACTICGCCAC
10.-D04 TCTGGTGAGG
11-D12  CACCGTATCC
12-D16 CACGCGTAAG
13-K13 GGTTGTACCC
14-1L18 ACCACCCACC
16-N05 ACTGAACGCC

RYRBIY»
Yhe~Nony

Os demais AO1, A04, BO8, D04, D12, D16, K13, nio geraram
produtos amplificados claramente, por isso ndio foram conqnderados De forma
geral, o nimero de bandas amplificadas foi de 1 a 4 para dapnme:nmhzado
sendo que o nimero de bandas polimérficas dominou. Segundo Lanza et al.
(1997) podem-se com marcadores RAPD discriminar bandas monomérficas e
uma polimérfica de 750 pb de nucleotidios. ;

A Figura 6 mostra gelsdeagarosecmnoprﬁdmosampliﬁwdos
provenientes de 35 acessos de arroz, mais o conjunto de DNA, utilizando o
primer OP-A20, podendo-se comparar as bandas mmmnérﬁas e polimorficas.
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E oportuno mencionar que o acesso A25 n3o formou reacio em nenhum dos
miciadores utilizados. Williams et al. (1990) comentam que mudanga Unica em
um nucleotideo no DNA-gendmico pode impedir a amplificacdo toda, mal
emparelhamento entre o segmento de DNA e o oligonucleotideo, embora isso nio
implique em que todas as amplificacBes sejam resultado de um perfeito
pareamento. Outras fontes de polimorfismo podem incluir delecio ou insercio no
sitio de ligacdo do “primer” que pode toma-lo além da distancia amplificavel ou
mudar o tamanho do fragmento sem impedir sua amplificacio.

No.eas, : e i Srarmaciasioach

e———

FIGURA 7 - Exemplo de “fringerprinter” de plantas jovens de arroz
amplificadas com o “primer” OP-NOS. UFLA, Lavras - MG, 1999.
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Do total de 3Gae&ssosdearrozavahadosapmaso(A25)naoﬁn
amphﬁcadooomnmhmdos 13 ‘primers’ pos:nvoseunlmdos Segundo
Lindhout et al. (1994), varias hipéteses podem ser levm¢as para explicar o

‘ &todeque,emalgunslocusanalisados,oaleloquesliﬁpresenteum

mdividuo ndo esta presente noutro. As explicacdes mais simples sdo: segregagiio
quando em hibridos, mutacdes no genoma e amnda epistasia. Nesse trabalho
ocofreu para maioria dos acessos, resultados distintos ao comparar um com

. outro, niio tendo como afirmar para qual hipétese os dados mais tenderam.

Weeden, Muchlbauer e Ladizinsky (1992) comentam que ao comparar
bandas fortes ¢ bem definidas a:isteumaoorrelagﬁocomptm’osmmdor&s,
tanto como RFLP. As fracas podem produzir erros de 2-7%, dependendo da
acuidade desejada dos resultados; devendo-se usar repehqoes nas analises e
interpretar somente bandas intensas. A aplicacsio dos mamdores RAPD para

. selecdo do germoplasma exige um maior cuidado, pois a quantificacio da

diversidade pode apresentar valores altos devido a variagSes nio genéticas, as
quais estio ligadas a erros inerentes 3 manipulag3io da propria técnica.

Neste estudo de avaliagdio da diversidade genética para os testes de
amplificacdo de DNA do arroz foram realizadas reagdes com o padrdo de
amplificagio de DNA com seus respectivos pesos moleculaﬁes e todos acessos
em proporgdes iguais, com o primer OP-NO0S5, apés a resolugéio dos produtos da
amplificacdo por eletroforese em géis de agarose 1,5%; os quais foram
fotografados para ilustragio (Figura 7). O RAPD ¢ uma ferramenta confidvel

© para medir a divegéncia genética, porém a correlagao dos grupos com caracteres
 importantes agronomicamente e heterose ainda é dificil de aconmtecer ou

n mterprtar. (Lanza et al., 1997).
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fotocopia padrao

FIGURA 8 - Padrio em eletroforese dos fragmentos de DNA de acessos de
arroz, amplificados com o primer OP-NO5. Os niimeros dispostos
acima da foto correspondem aos acessos utilizados de acordo com
dados da Tabela 2 (pag. 84), numeros a direita correspondem ao
tamanho dos fragmentos de DNA amplificados em pares de base. O
padrdo esta assinalado por p. UFLA, Lavras - MG, 1999,

A analise dos perfis de fragmentos de DNA, de 35 acessos do BAG de
arroz, que amplificaram com os primers relacionados como positivos e migraram
nos géis de agarose. Os 08 iniciadores citados anteriormente como positivos,
permitiram formar uma matriz binéria de dados. As bandas avaliadas com o
padrdo apontaram tamanho variando entre 500 a 3000 pb, as mais intensas a
(Figura 8). Esses niimeros est3o na faixa de tamanho para 0 DNA do arroz, que
€ uma espécie considerada 6tima para amplificacio por RAPD.

3.3.2 - Avaliacfio da Divergéncia Genética entre os
Acessos de Arroz

Para a estimativa da diversidade genética foram considerados dados
daqueles primers positivos, os quais amplificaram pelo menos uma banda
polimérfica entre os acessos analisados; transformados em dados binarios
gerados a partir de marcadores RAPD para calculo das distancias estatisticas
(dados nZo apresentados) porém, expressos em dendrograma (Figura 9).

Pelas distancias detectaram-se maior grau de similaridade; 2 qual foi
transformada em porcentagens do total entre todos os pares possiveis de acessos
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de arroz. Com essa anilise obteve a estimativa da distincia genética entre os
acessos a partir de dados bindrios. Os valores variaram de 0,15 a 0,79, com
maior valor para o acesso A05, sendo que um grupo de acessos (A13, Al8 e
A34) ficou com distancia proxima de zero, ou seja, os similares extremos.

A magnitude das distdncias transformada para porcentagem foi ampla,
com a minima de 0,06% (entre os pares Al3 e A18; Al13 e A34; Al8 e A34) e
maxima de 72% (entre os pares A5 e Al3), estes valores sdo coerentes e
exclusivos para esse conjunto de acessos, de acordo com Rao et al. (1981).

As anilises preliminare com marcdores qualitativos ja havia mostrado
discrepancia entre o conjunto de acessos. Os valores para as similaridades
gentticas foram obtidos com base nas diferencas encontradas entre dois acessos
em relagdo ao total de bandas analisadas. Pelos relatos de Tingey, Rafalski e
Williams (1991), com esse procedimento obtém-se a matriz de similaridade, que
fomece as unidades de distincias relativas, e mostram o grau de parentesco
dentro de um grupo, quando um grupo realmente difere do outro.

Isso é importante quando se deseja caracterizar acessos em populagdes
de cultivares, assim pela distdncia genética podem-se indicar quais acessos sdo
duplicatas. Também Tinker, Fortin ¢ Mather (1993), trabalhando com 33
primers aleatérios, encontraram 19 que evidenciaram polimorfismo em cevada
com coeficiente de parentesco em 92%. Concluiram os autores que a predigio de
similaridade baseada nos marcadores moleculares fomecen mais informagdes do
que mesmo 0 método de pedigree com marcadores morfolégicos. Hu e Quiros
(1991) observaram ainda que, as caracteristicas morfologicas sdo de
interpretagdo as vezes ambigua, tendo o uso limitado também por envolver, em
muitos casos o crescimento das plantas, o que é dispendioso, trabalhoso e
susceptivel de variagdes ambientais s
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3.3.3 - Caracterizaciio dos Acessos e Agrupamentos

Procedeu-seaanahsedeagmpammwpelometodoUPGMAoombase
nos dados de distincias entre os acessos calculadas pelo complemento aritmético
do indice de Jaccard, a qual possibilitou-se a formagdo de um dendograma
(Figura 9). No qual, 20 se fazer o corte a distincia do intervalo de & = 50%,
separou o conjunto em 3 grupos ao nivel de 70% de similaridade, ficando o
grupo 1 intensos com imimeros acessos, dificultando relacionar os grupos
caracterizados.

Deve-se ressaltar os relatos de Singh ¢ Unrea (1995) que as informagdes
dispostas em dendrograma sdo mais ficeis de visualizagdo e tem mais sentido
para analise de grupos de gendtipos pela sintese das informagBes, do que avaliar
cada grupo isoladamente pelas suas caracteristicas quantitativas.

Efetuando-se o corte para obter a maior divergéncia entre grupos,
acontece no valor de 50% na escala, formando 6 grupos distintos (A até F),
compostos por 3 grupos isolados, 2 grupos com 2 acessos cada, e um grupo
intenso, com o restante que se subdivide em 2 subgrupos ao nivel & de 40% de
divergéncia genética; isto ndo estd incoerente, mas por se tratar de acessos
(grupo de cultivares) € methor analisd-los a uma divergéncia menor, que neste
caso sera de 25%, para formar grupos e valores menores para os subgrupos.

Passando a adotar ¢ de valor menor que 50%, pdde-se agrupar e
discutir os resultados, por ter formado subgrupos dentro do grupo I. Nesse
comportamento que indicon uma variabilidade nio muito alta no conjunto, pode-
se mterpretar que, com os marcadores moleculares (RAPD), conseguiu-se
eficiéncia e na detecgdo da variabilidade genética nesse conjunto de individuos,
que é parente ao nivel de cultivar.

Portanto, a hipétese de similaridade, entre todo o conjunto avaliado, que
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possui além de homonimia, comportamento bastante proximo, também foi
possibilitada com analise de marcadores morfoldgicos quantitativos (capitulo 2).
Por isso foram considerados similares por essa metodologia apenas aqueles que
apresentaram menor de 1,0% de distancia, o que aconteceu para os pares: Al3 e
Al8; Al3 e A34; A18 e A34, para todas as possiveis combinagGes entre pares de

acessos avaliados.

100.0 750 50.0 25.0
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FIGURA 9 - Dendrograma construido a partir do calculo da disténcia euclidiana
média entre os acessos de arroz baseados em marcadores
moleculares (RAPD), como distancias simples, dados padronizados
e métedo de aglomeragio “UPGMA”, UFLA, Lavras - MG. 1999.
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A baixa diversidade do germoplasma de arvoz foi comprovada por
Tanksley (1993), pelo uso de marcadores moleculares (RFLP), por
intermédio da anélise de 53 genétipos de arroz. Verificou-se que grande
parte dos locos encontrados eramm monomérficos entre os gendtipos, ou
seja, apresentavam o mesmo alelo. Dos locos restantes, considerados
polimorficos, aproximadamente 25% apresentaram um tipo alélico
presente em mais de 90% dos gendtipos estudados. Por outro lado Pinto
(1996), avaliando dendogramas de clones de mitho comparou ‘primers’
individuais e ndo encontrou um agrupamento coincidente para os pares de
clones, e comenta que os resultados diferentes séio sempre esperados, pois
o polimorfismo detectado em um genétipo por um ’primer’ nfo esta em
outro, ou por outro ‘primer’.

Apenas o AS apresentou a maior divergéncia genética pelos marcadores
moleculares perante o grupo de acessos, uma vez que em todos os pares foi ele
que distanciou mais, a excegao dos pares com A9 e A17. As distincias formadas
nos pares com a presenga do A5 sdo superiores a 75%, confirmando que o
restante dos acessos possui pouca divergéncia genética, 0 que é uma informacdo
coerente pois sdo todos CV’s Obsoletas; certamente sofreram grande pressio de
selecdo pelos produtores que os cultivaram (Dudley, 1994; Fonseca, Rangel e
Prabhu, 1981).

Analisandose o dendograma (Figura ) ao nivel de 25% de a
(percentual de divergéncia genética) é possivel formar 16 gruposde A até P, e 11
subgrupos com divergéncia variando de 0% a 23%, valor que é significativo para
descriminar acessos, conforme relatos de Tanksley (1993); Singh, Ceccarelli e
Hamblin (1993), obtiveram resultados interessantes procedendo estudos com
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gendtipos de arroz. Ainda ocorreu uma excegio com acesso “‘A25° que teve
comportamento isolado perante as reagdes, devido n3o ter conseguido uma unica
reagdo para formar produto de amplificacio, com o uso destes primers.

3.3.3.1 - Estabelecimento do Grau de Parentesco entre 0s Acessos

Os grupos foram compostos com base nas divergéncias genéticas entre
os acessos avaliados com esse tipo de agrupamento. Nota-se que hi pouca
divergénciaentreosacssos,oque&stéooermte,poisqéamsoss&ocws
Obsoletas e certamente sofreram grande pressdo de selegdo f:elos produtores que
as cultivaram, segundo relatos de Abbud (1991). Uma vez estabelecidos esses
grupos de similaridade, pode-se relaciona-los com os mracteres de maior
coincidéncia ou importincia, |

Baseando-se nessas informagdes, na pritica a comservagio e
multiplicacdo de sementes dos acessos podem ser conduzidas em conjunto. Com
isso, o nimero de acessos e espaco ficariam menores, evitando custos, de acordo
com grupos e subgrupos de acessos que ficariam assim distribuidos como na
Tabela 12.

Comparando-se com os caracteres mais importantes para cada grupo e
subgrupo formados, o que se observa na colma da direita, alguns acessos
mostram coincidéncia, o que pode ser relacionado com as associagdes
importantes da planta. Rao et al. (1981) avaliaram a divergéncia genética entre
170 variedades de arroz, com relagio a nove caracteres agrondmicos. As duas
primeiras varidveis (peso de panicula e dias para florescimento) envolveram
cerca de 87% da variacdo total, o que poderia ser correlacionado com os
marcadores moleculares, auxiliando na selegio de plantas com base nesses
caracteres.

A selegiio indireta pode ser usada, com base na resposta correlacionada,
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permitindo um progresso mais rapido quando comparada a selecio direta da
caracteristica desgjada. Porém, surgem dificuldades quando duas caracteristicas
apresentam correla¢do positiva significativa e uma delas é desejiavel ou quando
as duas caracteristicas s3o desejiveis, mas apresentam correlagSes negativas
significativas (Lanza et al., 1997; Singh et al., 1981).

TABELA 12 - Relagdo dos grupos e subgrupos formados com base pelos
marcadores moleculares (RAPD), adotando o complemento
aritmético de Jaccard como divergéncia genética e agrupamento pelo
método UPGMA, para 35 acessos de arroz denominado ‘trés
meses’. UFLA, Lavras - MG, 1999.

Grupos o (%) c:ubgrup ACESSOS (%) Caracteres comuns

A 33 trés
I-A Al 23%
I-A A8, A28, 5% Comprimento e largura de
gréos
-A A18, A27, 7% Ciclos para florescimento
A29 e total
B 33 - A20
Cc 36 - A35, A36
D 40 - A17
E 42 dois

-E A4, A1 14%
- A24, A31 23% Peso de 100 gr3os e

paniculas
F 26 dois
I-F A8 20%
I-F A13, A18, 0% Caracteres de gréos e
A34 ciclo total
G 26 - A15
H 34 quatro
I-H A3, AlB 10% Dias para emergéncia
-H AB, A1t 8% Idem
Hi-H A7, A26 20% idem
WW-H A10, A12 12% idem
! 30 - A4
J 20 A30
K 26 A32
L 40 A22
M 40 A23
N 55 A33
o) 60,8 A2
P 79 A5
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Devido ao comportamento de cultivares ser alterado em fungio do
ambiente, os estudos de divergéncia que se baseiam em um dnico ambiente tdm
sido criticados, com isso, a caracterizacdo e divergéncia por marcadores
moleculares é recomendada. A interagio genétipo x ambiente pode prejudicar a
consisténcia do agrupamento nos diferemtes locais em que sdo testados
(Thormamn et al., 1993; Lanza et al., 1997).

Os resultados obtidos por esse procedimento (RAPD) confirmam as
inferéncias anteriores realizadas pelas anilises de marcadores moleculares e os
quantitativos. Realmente, os acessos divergentes sfo os que permanecem isolados
em um grupo, € como idénticos ou muito similares, os acessos que permanecem
dentro de subgrupo e com distincia minima. Observados com os seguintes
acessos: CNA860082, 870002 e 880065 (A13, A18 e A34 respectivamente) os
quais embora tenham procedéncias distintas mas com a mesma constituigio
genética e até mesmo nome regional.

Nos grupos A, E, H formaram-se subgrupos que, ao analisar os
caracteres quantitativos, nota-se que s3o similares dentro de subgrupos nos
caracteres que aparecem a direita da Tabela 12. Isso confirma o potencial do
RAPD para o estudo da divergéncia genética entre individuos de plantas, que no
caso em estudo sabe-se que sdo CV’s Obsoletas; esse potencial foi constatado
por Hu e Quiros (1991), os quais com apenas 4 ‘primers’, puderam distinguir 14
CV’s de brécolos e 12 de couve-flor dentre centenas de gendtipos.

Quanto 3 procedéncia geogrifica, nio aparece em qualquer grupo,
apenas os pares A24 e A31 que estdio no subgrupo [I-E, mostram ter a mesma
origem, confirmando assim que o nivel de parentesco e a selegdo realizada pelos
rizicultores foram os que mais contribuiram para a alta shﬁﬂaﬁdade encontrada.
Nos estudos de Tingey e Def Tufo (1992) com marcadores RAPD, salientam que
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estes apresentam ainda maior capacidade de detectar polimorfismo que os
marcadores de RFLP, especialmente para espécies com estreita base genética,
como acontece nas autdgamas, principalmente. Apresentando como vinica
alternativa para avaliagio da variabilidade genética, mapeamento e determinacsio
de sistema de cruzamento em diversas plantas perenes tropicais. Um dos meios
para se obter maior efetividade na selegdo, principalmente, quando o cariter
desejado ainda nfo estd selecionado, pela dificuldade na sua identificacio,
medi¢do ou baixa herdabilidade, e empregando um carater correlacionado, com
alta herdabilidade e facilmente medido.

3.4- CONCLUSOES

a - Os marcadores moleculares (RAPD) produziram baixa quantidade de bandas
polimérficas. No entanto, mostram-se eficientes para discriminagao, o que
pemﬁteenoonu'aradiverg&lciagméﬁaentreoconjmnodeamosde
arroz.

b-AobtmﬁodoDNAfoifécilquamidadeequalidade,nomtantodosrs
primers usados apenas 10 sio bandas intensas e outros produzindo bandas
leves. Os primers Al0, A20 e NOS5 foram tidos como primers para o
padréo.

¢ - Pelo agrupamento UPGMA, com base nos dados gerados por RAPD,
permitiu-se formar trés grupos, evidenciando-se a similaridade para a
maioria dos acessos e justificando alta homonimia (A - 0) com distincia
variando de 25% a 75%.

d - Ao abaixar o nivel de divergéncia para menos de 25% dentro dos grupos, é

' possivel formar subgrupos similares dentro dos grupos A, E, H.
é - O uso de RAPD confirmou alto grau de similaridade dos acessos de arroz.
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CAPITULO 4 -

Comparaciio de Divergéncia Genética em Arroz Avaliada
Através de Marcadores Morfolagicos e Moleculam (RAPD)

RESUMO

O Amoz ¢ uma espécie de boa performance para pesquisas de
laboratério (cultura de .células, protoplasto e anteras; técmicas moleculares),
como também para a caracteriza¢io por meio de marcadores moleculares. O
objetivo do presente trabalho foi comparar a caracterizagiio de 36 acessos de
arroz (cultivares obsoletas e homdnimas) por meio de marcadores morfo-
agronOmicos qualitativos, com aquelas usando de marcadores morfolégicos
quantitativos e moleculares (RAPD). A distincia genética para RAPD foi
realizada com auxilio do indice de Jaccard e agrupamento pelo método
UPGMA, enquanto que para o5 caracteres quantitativos adotou-se da distancia
generalizada de Mahalanobis e agrupamento pelo método do vizinho mais
proximo, com a projecio em dendrogramas. As trés metodologias adotadas
detectaram a divergéncia genética nos acessos, sendo que os mais divergentes
apresentaram © mesmo comportamento, isolando dos demais. O mesmo
aconteceu com os similares (< 5% de divergéncia genética). Verificou-se que o
agrupamento utilizando de caracteres morfo-agrondmicos ficou menos
conglomerado, obteve-se o maior namero de grupos se comparado aos outros
métodos, mostrando que os acessos de arroz denominados “trés meses’ possuem
estabilidade de caracteres e ha acessos homénimos, porém divergentes.

Palavra Chaves: Agrupamento, acessos, divergéncia genetwa, marcadores,
RAPD, cereal e Oryza sativa.
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Comparation RAPD and Quanlitative, Quantitative Morphological
Analyses for Determination of the Genetic Diveregence on the Rice.

ABSTRACT- The rice O. Sativa L. is a good material for research on
cells, protoplast and anthers cultures, molecular tecniques and of behavior
performance characterizations through molecular markers as well. The objective
of this research was compare qualitative morfo-agronomics markers and
morphological quantitative and molecular markers (RAPD) to characterization
of the 36 rice accessions obsoletes and homonymous cultivars. The genetic
distance for qualitative markers and RAPD was done by Jacard’s index process
and groupment formation by UPGMA, while quantitative characteres were done
by Mahalanobis’generalized distance technique and group formation by nearst
more adjacent neighbour whith dendograms projection. The three
methodologies tested in this research detected genetic divergences and the most
divergent accessions had the same performance and were detached from the
others that had less than 5% of genetic divergence, which also rad similar
performance among them. Groups established through morpho-agronomic
techniques clustered less and had more groups than other methods, indicating
that ‘three month’® rices have characters stability and and that there is
homonymous accession, but nevertheless divergents.

Index Terms: Clgster, accessions, genetic divergence, markers, RAPD,
cereals and Oryza sativa
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4.1 - INTRODUCAO

Variedades cultivadas ou cultivares sio aquelas variagSes que aparecem
dentro das espécies domesticadas e que possuem um grau de parentesco entre si,
© qual pode ser quantificado em termos de distincia genética. Numa colegio de
acessos € importante conhecer ou estimar a divergéncia genética e correlages
existentes, pois essas informagSes sio de grande valia para um programa de
conservagao de germoplasma, bem como para fomecer os materiais para outras
pesquisas (Nienhus et al., 1995). A colegdo ativa de germoplasma de arroz é
mantida no BAG da Embrapa Arroz e feijio, Goidnia, GO, que mantém
milhares de acessos com ampla variabilidade genética, visando a preservagio a
curto ¢ médio prazos, em quantidade suficiente para atender as solicitagdes.

A variabilidade que as espécies trazem em si é a causa do sucesso da
adaptagiio em ambientes naturais com gradiente para os fatores edafoclimaticos.
Essa variabilidade que ostenta os programas de melhoramento, e ¢ proveniente
através de coletas, introdugiio e conservagio do germqplasma da espécie,
garantindo com isso a base genética para selegio e obter ganhos de
produtividade (Liang et al., 1994).

Caracterizar materiais considerados como “recursos fitogenéticos” em
um banco ativo de germoplasma (BAG) desempenha papel fundamental, pois é
de onde se obtém caracteristicas qualitativas e quantitativas que permitem
eliminar acessos-duplicados e manter agueles acessos divergentes, que podem
ser usados em seleg3o e fomentar um programa de melhoramento (Autrique et
al., 1996). No caso do arroz, a caracterizagio ¢ fundamental, pois é uma espécie
autégama, que pode ter sido cultivado em condigSes distintas por um tempo
considerado; ainda ndo € de praxe entre os rizicultores comprar e substituir as
sementes de ano para ano, além das possiveis trocas de sementes entre
produtores nas diferentes regides, o que pede gerar uma forte selegio pelos anos
de cultivo (Heun, Murphy e Phillips, 1994; Skrock, Tyvang e Nienhuis, 1992).
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O estudo da divergéncia genética torna-se importante na caracterizagio
e conservagdo de acessos, nas hibridagdes por fornecerem parimetros para
identificar progenitores que quando adotados nas pesquisas possibilitam maior
&xito; Kumari e Rangasamy (1997) e Morais et al. (1992) comentam que, sem
divida, a técnica de estimacdo da divergéncia pode identificar os genes que
habilitam para esses fatores.

Assim Nienhus et al. (1995) defendem a orgamizacdo sistematica de
coleges de germoplasma com base nos estudos de parentesco, como uma forma
de aumentar a eficiéncia na utilizagdo dos recursos genéticos disponiveis, pois a
caracterizagdo do germoplasma, tanto a nivel fenotipico quanto genotipico é de
importincia para conhecer a estrutura génica e aquelas carateristicas que estio
ligadas ao mecanismo da produgo.

A caracterizagio propriamente dita requer que os acessos a serem
descritos sejam plantados com cuidados culturais completos, conservando a
constituicdo genética da colegiio varietal, sob condigdes uniformes, diferindo
apenas dentro da constituigio genética representada pelas verdadeiras
caracteristicas varietais, expressadas sob tais condigdes em um ambiente. Os
relatérios em catilogos de germoplasma devem informar wma pertinente
descri¢do das condigbes climéticas, tipo de solo e propriedades quimicas,
produtos culfurais, data e local de plantio, para que os interessados possam
fazer comparacdes nesse sentido.

Muitas das complicagSes da andlise fenctipica podem ser mitigadas
através da identificacio direta de gendtipos. Um sistema de diagnéstico
baseado em marcadores que segregam conjuntamente com os genes de interesse
pode ser utilizado para esse fim. Da mesma forma, a utilizagio de informacio
molecular baseada na anilise de diversidade genética e de relacionamentos
filogenéticos com germoplasma nio domesticado, tem o petencial de facilitar o
monitoramento e ampliag3o da base genética de populagdes em melhoramento.
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As caracteristicas morfologicas sdo de interpretacdio as vezes ambigua,
tendoousolimitadomm!;émporenvolva',emmuitos casos o crescimento das
plantas, o que ¢ dispendioso, trabalhoso e susceptivel de variagdes ambientais
(Hu e Quiros, 1991). Iniimeros sdo os métodos que avaliam a caracterizagio do
germoplasma de um BAG, mas todos baseiam-se nos caracteres que expressam
a coastituicdo genética do individuo, esses marcadores genéticos podem ser:
morfolégicos, bioquimicos e moleculares (Fukuoka et al., 1992).

A comparacdo de métodos vem sendo adotada por muitos
pesquisadores, visando utilizar aqueles mais seguros (componentes principais,
varidveis candnicas e distincias estatisticas). E importante para avaliar com
maior seguranga, as relagbes de similaridade ou dissimilaridede existentes entre
os acessos dentro de qualquer espécie. Entre as medidas de similaridades, tem-
se as distancias multivariadas, que tém como finalidade agrupar acessos
semelhantes (Liang et al., 1994).

O uso de caracteristicas morfoldgicas, proteinas e isoenzimas para
identificagdo e quantificagio da diversidade genética apresentam limitacSes,
principalmente no que se refere ao nimero insuficiente de marcadores
disponiveis. Contudo, apesar dessas analises determinarem a variabilidade
genética com precisdo, ainda encontram pouca aplicagio pritica para o
melhoramento, uma vez que o interesse principal estd nos caracteres
quantitativos poligénicos, que dependem das interagbes génicas.

A estimativa da distincia genética pode atualmente, ser calculada a
partir de marcadores moleculares, com a vantagem de obter um grande nimero
de informagGes de dados, permitindo com isso maior eficiéncia no calculo da
variabilidade genética dos individuos, principalmente quando a populagio em
estudo ja sofreu uma selegio direcionada para certos caracteres do fenétipo,
identificando genétipos possuidores de uma fregiiéncia elevada de alelos
favoraveis para os caracteres de interesse.
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O emprego de marcadores moleculares tem também permitido rapido
avanco na genética molecular, detectando polimorfismo na seqiiéncia do DNA,
proporcionando estudos de heranca genética, mapeamento do genoma,
identificagdo de cultivares e auxilio 4 construcio de mapas saturados (Landry et
al., 1992; Vasconcelos et al, 1996; Graner et al., 1991), estudos de genes
ligados a resisténcia das plantas; como exemplo: estudo da diversidade genética
(Livini et al., 1992; Tingey, Rafalski e Willians, 1991; Fukuoka et al., 1992),
identificagdo varietal (Fukuoka et al., 1992; Hu e Quiros, 1991), mapeamento
de caracteristicas agrondmicas (Kumari e Rangasamy, 1997) e auxilio a
programas de melhoramento por retrocruzamento (Vasconcelos et al., 1996).

Na pratica, nem sempre é facil avaliar a divergéncia, pois exige
envolvimento de varios caracteres a0 mesmo tempo. Para tanto, tem sido
adotados varios métodos bioquimicos, como o uso de isoenzimas, que é
dificultado pelo seu pequeno nimero disponivel, nfo permitindo medidas
precisas da divergéncia e os fragmentos de DNA, que é uma técnica simples,
aliada a répida obtengdo de resultados, tomou-se a mais promissora, embora
seja de maior custo (Laila, 1996).

Em vista do exposto, o objetivo desse trabalho foi obter informacgdes a
respeito da divergéncia genética entre acessos de arroz, no sentido de agrupar os
similares. Adotando-se a caracterizagio através de marcadores morfo-
qualitativos e comparando os grupos formados com aqueles grupos oriundos de
marcadores quantitativos e moleculares RAPD.

4.2 - MATERIAL E METODOS
4.2.1 - Obtencdio dos Acessos para Andlises
Na realizag3o desse trabalho foram usados 36 acessos de arroz,
coletados entre produtores em diversos Estados do Brasil (MG, SP, RR, AC,
MT, GO).
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